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RESUMEN

Andlisis estereoespecifico de los triacil-sn-gliceroles de las grasas
naturales por métodos enzimaticos y cromatografia liquida de alta efi-
cacia.

Este articulo es una revisién bibliografica en la que se discute la com-
plejidad que presenta la determinacién de la composicién estereoespecifi-
ca de los triacil-sn-gliceroles de las grasas naturales. Los modelos tedricos
de distribucién de los &cidos grasos en las grasas naturales pueden ser una
estimacion util para la determinacion de la composicion estereoespecifica
de sus triacil-sn-gliceroles. Ademds, se recogen los principales métodos de
analisis enzimatico y cromatografia liquida de alta eficacia para el andlisis
estereoespecifico. En ambos métodos, se aislan distintas fracciones sn-gli-
ceridicas que son posteriormente analizadas por cromatografia de gases
para conocer su composicion en acidos grasos. Como conclusién, puede
sefalarse que la informacién mas valiosa para determinar la composicién
estereoespecifica de los triacil-sr-gliceroles resulta de la combinacion de dife-
rentes técnicas de andlisis como son los andlisis enzimaticos, cromatografia
en capa fina, cromatografia liquida de alta eficacia y cromatografia de
gases.

PALABRAS-CLAVE: Andlisis estereoespecifico — Cromatografia liqui-
da de alta eficacia — Lipolisis — Revisién (articulo) — Triacil-sn-glicerol.

SUMMARY

Stereospecific analysis of natural fats triacyl-sn-glycerols by
means of enzymatic methods and high performance liquid
chromatography.

This paper is a review in which difficulties for the determination of the
fatty acid stereospecific positions in the triacyl-sn-glycerol molecules of
natural fats are discussed. For determining the stereospecific composition
of the triacylglycerols, theoretical models for positional distribution of fatty
acids in natural fats can be a useful estimation. Also, the principal methods
for the stereospecific analysis by means of enzymatic analysis and high
performance liquid chromatography are included. In both methods, the
isolated sn-glyceridic fractions are later analysed by gas chromatography in
order to know their fatty acid composition. In conclusion, combinations of
several different analytical techniques such as enzymatic methods, high
performance liquid chromatography, thin layer chromatography and gas
chromatography can furnish valuable information to determine the
stereospecific composition of the triacyl-sn-glycerols.

KEY-WORDS: High performance liquid chromatography — Lipolysis —
Review (paper) — Stereospecific analysis — Triacyl-sn-glycerol.

1. DETERMINACION DE LA DISTRIBUCION POSICIO-
NAL DE LOS ACIDOS GRASOS EN LOS TRIACIL-SN-
GLICEROLES. MODELOS DE DISTRIBUCION.

Para determinar la composicién de una grasa natural,
ademas de llevar a cabo la identificacién de sus &cidos gra-
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sos constituyentes, es necesario también conocer la dis-
tribucién de los mismos en las moléculas de los triacil-
sn-gliceroles, ya que las propiedades fisico-quimicas de las
grasas estan influenciadas tanto por la composicién como
por la distribucion posicional de los acidos grasos en la
molécula del glicerol. En este sentido, es tal la influencia
que ejerce la distribucion posicional de los acidos grasos
que, grasas con la misma composicion cualitativa y dife-
rentes tipos de distribucion, pueden presentar propiedades
completamente diferentes, en particular, en lo que res-
pecta a sus propiedades fisicas (Larsson, 1986; Kulkarni y
Rama Murthy, 1987).

Por lo tanto, no es nada sorprendente que durante
muchos afios se hayan realizado continuos esfuerzos con
el fin de desarrollar métodos analiticos para la determina-
cion de la distribucién de los grupos acilo en las moléculas
de los triacil-sn-gliceroles de las grasas naturales. No obs-
tante, el andlisis cualitativo y cuantitativo de los triacil-sn-gli-
ceroles constituyentes de las grasas naturales es una
tarea extremadamente dificil debido a la gran similitud de
estos componentes en cuanto a sus propiedades fisico-qui-
micas, la cual, es todavia mayor en el caso de los estereo-
isémeros.
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Figura 1
Configuracién estequiométrica de un triacil-sn-glicerol mixto.
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En la figura 1 se ha representado la molécula de triacil-
sn-glicerol. El glicerol presenta un plano de simetria for-
mado por los tres carbonos de su molécula. Cuando las
posiciones sr-1y sn-3 del glicerol estan esterificadas con
dos acidos grasos distintos , la molécula del triacil-sn-gli-
cerol sera asimétrica y puede tener actividad optica. La pre-
sencia de enantidmeros en los triacil-sn-gliceroles de las
grasas naturales no es extrafia si se tiene en cuenta que en
la principal ruta de biosintesis de los triacil-sn-gliceroles en
los tejidos animales y vegetales, ruta del sn-glicerol-3-fos-
fato (Weiss y Kennedy, 1956), los sistemas enzimaticos
acil-transferasa pueden tener especificidad por determi-
nados acidos grasos o por ciertas combinaciones de los
mismos.

Para tener una idea sobre la complejidad de la distri-
bucién posicional de los triacil-sn-gliceroles, vamos a con-
siderar el caso de una grasa compuesta por sélo dos aci-
dos grasos. Considerando que las posiciones sn-1 y sn-3
de la molécula del glicerol son idénticas e intercambia-
bles, los dos acidos grasos, A y B, pueden formar 6 triacil-
sn-gliceroles distintos, y 4 si no se hace distincion entre los
isémeros:

AAA  AAB ABA ABB BAB BBB
Aq AB AB, B,

Con tres acidos grasos constituyentes, A, B 'y C, el
numero posible de triacil-sn-gliceroles se eleva a 18,y a 10
si se excluyen los isémeros. Por lo tanto, es evidente que
el nimero de triacil-sn-gliceroles posibles aumenta enor-
memente con el numero de acidos grasos constituyen-
tes, lo cual confirma la gran dificultad que conlleva el ana-
lisis completo de grasas naturales, normalmente
compuestas de tres a cinco acidos grasos mayoritarios, y
un amplio numero de acidos grasos minoritarios.

En consecuencia, los distintos investigadores han tra-
tado frecuentemente de simplificar el problema de varias
formas, siendo las mas comunes las siguientes: por una
parte, la mayoria de los estudios no contemplan isémeros,
y por otra, las determinaciones no son realizadas normal-
mente para triacil-sn-gliceroles individuales, sino para gru-
pos de triacil-sn-gliceroles con variables moleculares simi-
lares, por ejemplo peso molecular o grado de insaturacion.
De acuerdo con esto, muchos investigadores han fraccio-
nado los triaeil-sn-gliceroles en cuatro grupos segun el
nuamero de acidos grasos saturados (S) e insaturados (1)
que contienen. Estos grupos se denominan cominmente
S;, S,l, Sl, e I3 (Arumughan y Narayanan, 1982; Parodi,
1982). Con los actuales métodos de separacion, funda-
mentalmente cromatografia en capa fina (CCF), cromato-
grafia de gases (CG) y cromatografia liquida de alta eficacia
(CLAE), es posible obtener un mayor ndmero de fracciones
ademas de las cuatro anteriores (Christie, 1988; Ruiz-
Gutiérrez & Barron, 1995). Ademas, los distintos investi-
gadores establecen otros grupos especificos de triacil-sn-
gliceroles, dependiendo del método de andlisis empleado,
para poder calcular la composicién molecular de los mis-
mos a partir de los datos analiticos disponibles.

El objetivo del andlisis estereoespecifico de las grasas
es llegar a determinar la composicién completa de los
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triacil-sn-gliceroles, y desarrollar modelos tedricos de dis-
tribucién posicional de los acidos grasos en los glicéridos
naturales para poder, por una parte, elucidar las rutas de su
biosintesis, y por otra, predecir la composicion aproximada
de una grasa dada. A medida que las técnicas analiticas
han ido avanzando, se han propuesto nuevas teorias de
distribucion de los &cidos grasos en las posiciones sn-
acilo. En la actualidad estas teorias son mucho mas apli-
cables a las grasas vegetales, sintetizadas in situ en la plan-
ta, que a las grasas animales, en las que la grasa tiene
tanto un origen endégeno como exdgeno.

La primera hipétesis propuesta para explicar la distri-
bucién de los acidos grasos en los triacil-sn-gliceroles de las
grasas naturales fue la teoria de la formacion de triacil-sn-
gliceroles homogéneos, es decir compuestos por un solo
acido graso. A esta primera teoria le siguieron otras como
la teoria de la minima distribucién, o formacion del menor
numero posible de triacil-sn-gliceroles homogéneos; la
desarrollada por Hilditch y Williams (1964), que postulaba
que los &cidos grasos se distribuyen de la forma mas
amplia posible entre todos los triacil-sn-gliceroles; la teoria
de la distribucién al azar, la cual mantiene que los acidos
grasos se distribuyen estadisticamente entre las tres posi-
ciones sn-acilo de las moléculas del glicerol; la teoria de la
distribucién al azar restrictiva, desarrollada por Kartha
(1964), que mantiene que el contenido de los glicéridos
totalmente saturados esta comprendido dentro de los limi-
tes del rango experimental; y por ultimo, la teoria de la dis-
tribucion al azar en la posicién sn-2 y distribucion al azar en
las posiciones sn-1y sn-3.

Vander Wall (1960) y Coleman y Fulton (1961) desa-
rrollaron independientemente esta ultima teoria a partir
de datos obtenidos por hidrdlisis de los triacil-sn-gliceroles
mediante la lipasa pancreética, basandose en las siguien-
tes suposiciones: i) que las posiciones sn-1 y sn-3 son equi-
valentes, i) que la composicidn en acidos grasos en la posi-
cién sn-2 es diferente e independiente de las posiciones
primarias, iii) que los acidos grasos que ocupan la posicion
sn-2, asi como los acidos grasos que esterifican las posi-
ciones sn-1 y sn-3 se distribuyen al azar. Estos investiga-
dores demostraron que era posible calcular la composicién
de una grasa natural a partir de los datos sobre la compo-
sicion en acidos grasos en las distintas posiciones estereo-
especificas obtenidos por lipolisis. EI método para calcular
la composicion de una grasa natural segun la teoria de dis-
tribucion al azar en la posicion sn-2 y distribucién al azar en
sn-1 y sn-3 se expone a continuacion. Si se conoce la
concentracién total de un acido graso A, en porcentaje
molar, y ademas también su concentracioén en la posicion
sn-2, [A,], su concentracion en las posiciones sn-1 y sn-3
sera:

[A] = [A3] = 3/2 [A] - 1/2 [A,]
Si se procede de la misma forma con el resto de acidos
grasos que componen la grasa natural, la concentracion

molar de los diferentes triacil-sn-gliceroles sera:

[AAA] = [A] [AJ] [Ag] 10~
[ABA] = [A] [B] [Aq] 10
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[AAB] = 2 [Aq] [A)] [B,] 10+
[ABC] = 2 [A] [By] [C,]10-*
[ACB] = 2 [A|] [C;] [B4] 10
[BAC] = 2 [B;] [A,] [C4] 10

Los resultados obtenidos utilizando este procedi-
miento para grasas vegetales han mostrado un alto grado
de similitud con los obtenidos afios mas tarde mediante
andlisis directo de las grasas por CCF de silica gel con
nitrato de plata y CLAE. Sin embargo, para el caso de
muchas grasas animales, debido a su mayor grado com-
plejidad y grado de asimetria, el modelo de distribucién
que mas se ha ajustado a los datos experimentales ha
considerado la distribucién de los acidos grasos, en cada
una de las tres posiciones estereoespecificas, al azar e
independiente.

La aplicacién de la lipolisis para conocer la distribucion
posicional de los acidos grasos en las grasas naturales ha

Tabla |

Grasas y Aceites

mostrado que, como era de esperar, los 4cidos grasos
no siguen una distribucion al azar en las moléculas de
triacil-sn-gliceroles. En la Tabla | se han recogido los por-
centajes molares medios de distribucion posicional de &ci-
dos grasos de triacil-sn-gliceroles de diferentes grasas
animales y vegetales. Los aceites vegetales presentan
mayoritariamente los acidos grasos poliinsaturados de
longitud de cadena C,4 en la posicién sn-2, mientras que los
acidos saturados, e insaturados de longitud de cadena
Cyo Y Cyp, ocupan preferentemente las posiciones sn-1y sn-
3. El &cido oleico (C;g.4), mayoritario entre los monoenoicos,
se distribuye entre las tres posiciones. En el caso de grasas
vegetales saturadas, como las grasas lauricas y las man-
tecas vegetales, la distribucién de algunos acidos mayori-
tarios es distinta. Por ejemplo, se localizan preferente-
mente en la posicion central, el acido oleico, en el caso de
la manteca de cacao, y el &cido laurico (C44,), en el acei-
te de coco (Tabla I).

Distribucién posicional (% molar) de los acidos grasos en los triacil-sn-gliceroles
de grasas de origen vegetal y animal (Christie, 1986; Nawar, 1985; Padley, 1986)

Grasa sn C4:0 C6:0 C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:1 C20:5 C22:1 C22:5 C22:6
Aceite 1 14 6 23 48 9
soja 2 1 22 70 7
3 13 6 28 45 8
Aceite 1 13 3 72 10
oliva 2 1 83 14
3 17 4 74 5 1
Aceite 1 4 2 23 11 6 16 35
colza 2 <1 37 36 20 2 4
3 4 3 17 4 3 17 51
Aceite 1 1 4 4 39 29 16 3 4
coco 2 <1 2 5 78 8 1 <1 3 2
3 <1 32 13 38 8 1 <1 3 2
Manteca 1 34 50 12 1
cacao 2 2 2 87 9
3 37 53 9
Grasa 1 1 2 5 10 34 2 10 30 2
lactea 2 1 1 3 6 18 32 4 10 19 4
3 35 13 4 6 1 6 5 1 1 23 2
Tejido 1 2 16 3 21 4 12 1
adiposo 2 4 59 4 3 17 8 1
porcino 3 1 2 3 10 65 24 1
Tejido 1 4 41 17 20 4 1
adiposo 2 9 17 9 41 5 1
vacuno 3 1 22 4 37 5 1
Aceite 1 6 15 14 6 28 2 12 2 6 1 1
bacalao 2 8 16 12 1 9 2 7 12 5 3 20
3 4 7 14 1 23 2 17 13 7 1 6
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La distribucidon de los acidos grasos en la grasa pro-
cedente de tejidos adiposos animales presenta marcadas
diferencias segun sea la especie animal, asi como la situa-
cién del tejido adiposo en el organismo (Breckenridge,
1978). En la mayoria de las especies animales, los acidos
grasos saturados ocupan preferentemente la posicién sn-
1, aunque también se aprecian porcentajes importantes de
acido oleico en esta posicion. Los acidos insaturados se
localizan en general en la posicién central, asi como algu-
nos acidos saturados de cadena media. Sin embargo,
existen bastantes excepciones, como es el caso de la
grasa del tejido adiposo de cerdo, en la que el &cido pal-
mitico (C,g.,0) S€ concentra en la posicién sn-2, y los acidos
insaturados de longitud de cadena C,g en la posicién sn-3.
La distribucion de los acidos grasos en los triacil-sn-glice-
roles de la grasa lactea también presenta importantes
diferencias con otras grasas animales, y una gran variabi-
lidad segun la especie y la dieta consumida por el animal
(Kuksis y col., 1973; De Boever y col., 1984). Los acidos
grasos de cadena corta (C, a C,() se sitdan, en general, en
la posicion sn-3, y los acidos grasos saturados de cadena
media y larga (C,, a Cyg) en las posiciones sn-1y sn-2. El
acido insaturado mayoritario, acido oleico, se concentra en
las posiciones primarias (Tabla I). Los aceites de pescado
presentan los acidos poliinsaturados de longitud de cade-
na Cy, ¥ Cyy en la posicion central, mientras que los acidos
monoenoicos se localizan preferentemente en las posi-
ciones primarias (Tabla I).

A la vista de todo lo anteriormente comentado, los
modelos de distribucién pueden ser considerados como
una estimacion Util para la determinacién de la composicién
molecular de los triacil-sn-gliceroles de una grasa natural.

2
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2. ANALISIS ESTEREOESPECIFICO POR METODOS
ENZIMATICOS

En los afios 1950 a 1965, varios equipos de investiga-
cién de Francia y Estados Unidos utilizaron la lipasa pan-
credtica porcina para catalizar la hidrélisis de los triacil-sn-
gliceroles (Mattson y Volpenheim, 1963). La lipasa
pancredtica cataliza la hidrdlisis por etapas de los triacil-sn-
gliceroles hasta glicerol y acidos grasos libres via inter-
mediarios di- y monoacil-sn-gliceroles (figura 2). Debido a
la hidrdlisis selectiva de la lipasa pancreatica en las distintas
etapas de su actuacion, se ha utilizado para conocer la
composicion en acidos grasos de la posicion sn-2 de los
triacil-sn-gliceroles a partir de los 2-monoacil-sn-gliceroles
aislados (Brockerhoff y Jensen, 1974). Aunque algunos
investigadores han observado distinta especifidad de la lipa-
sa pancredtica para algunos acidos grasos, en particular
acidos poliinsaturados de larga cadena y acidos de cade-
na corta, los resultados obtenidos se consideran satisfac-
torios ya que las diferencias en especificidad son muy
pequefias para la mayoria de las grasas naturales que
presentan acidos grasos comprendidos en un rango normal
(Christie, 1986).

A partir de la hidrélisis de la lipasa pancreatica, se
han desarrollado otros procedimientos enzimaticos de
hidrélisis estereoespecifica que permiten conocer la dis-
tribucién posicional completa de los acidos grasos en los
triacil-sn-gliceroles (Breckenridge, 1978; Christie, 1982). En
la figura 3 se ha representado el procedimiento propuesto
por Brockerhoff (1965) para el analisis estereoespecifico de
triacil-sn-gliceroles. La composicion de la posicién sn-1
se determina por aislamiento del 1-monoacil-sn-glicero-

1
2—[ —-—->+1+3——->2 +1+3——>‘[+1+2+3
3
2

3

Figura 2

Hidrdlisis de un triacil-sr-glicerol mixto mediante la lipasa pancreatica.
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fosfatido, la posicion sn-2 mediante la hidrdlisis de la lipa-
sa pancreatica, y la posicion sn-3, de forma indirecta, a par-
tir de las anteriores y de la composicién total en acidos gra-
sos de los triacil-sn-gliceroles:

[sn-3] = 3[triacil-sn-glicerol] - [sn-1] - [sn-2]

Posteriormente, se desarrollaron otros métodos enzi-
maticos por modificaciones del propuesto por Brockerhoff
(1965) que utilizaban la accion de una diacil-sn-glicerol
quinasa o derivados fosforilfendlicos (Ruiz-Gutiérrez &
Barron, 1995).

3. ANALISIS ESTEREOESPECIFICO POR CROMATO-
GRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA

El andlisis estereoespecifico de los triacil-sn-gliceroles
mediante cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE)
comenzd a desarrollarse a principios de los afios ochenta.
La CLAE en fase normal y en fase inversa desarrolladas
hasta el momento separaban los triglicéridos de acuerdo a
su longitud de cadena y/o grado de insaturacion, sin tener
en cuenta las posiciones que ocupan los &cidos grasos en
la molécula del glicerol. La metodologia de analisis CLAE
que permite conocer la distribucién estereoespecifica de los
triacil-sn-gliceroles utiliza como sustrato de andlisis los
derivados mono- y diacil-sn-gliceroles. Ademas, y al igual
que para los métodos enzimaticos, para calcular la posicién
estereoespecifica de los &cidos grasos en los triacil-sn-gli-
ceroles, es necesario analizar por cromatografia de gases
(CQ) los acidos grasos constituyentes de las fracciones cro-
matograficas obtenidas.

2 { EtMgB8r o { . ) { sfnta.S/s
3

lipasa pancreética

Grasas y Aceites

El andlisis esteroespecifico mendiante CLAE presen-
ta cierta complejidad ya que, la mayor parte de los anali-
sis, requieren, en primer lugar, una cuidadosa hidrolisis de
la muestra, y en segundo lugar, una buena separacion de
las fracciones enantioméricas obtenidas en una cromato-
grafia CLAE preparativa para el andlisis CG de sus acidos
grasos.

La preparacion de la muestra requiere una previa hidré-
lisis parcial de los triacil-sn-gliceroles para obtener mono-
y/o diacil-sn-gliceroles, generalmente mediante la reac-
cién de Grignar con bromuro de etil magnesio (Yurkowski
& Brockerhoff, 1966), y posteriormente la formacion de
compuestos derivados de los mono- o diacil-sn-gliceroles
y su aislamiento mediante cromatografia de extraccion en
fase solida o cromatografia en capa fina (CCF).

La cromatografia de adsorcién en fase normal, cro-
matografia en fase inversa y cromatografia con fases qui-
rales, se han utilizado para el analisis CLAE de los deri-
vados mono- y diacil-sn-gliceroles, y en algunos casos de
derivados directos de los triacil-sn-gliceroles.

En cromatografia de adsorcion en fase normal se ana-
lizan los 1,3-, 1,2- y 2,3-diacil-sn-gliceroles mediante la
formacién de los derivados diastereoméricos (S)-(+) -1-(1-
naftil)etil uretanos (Christie et al. 1991). Laakso y Christie
(1990) obtuvieron buenas separaciones de los derivados
diastereoméricos de los diacil-sn-gliceroles empleando
dos columnas en serie de gel de silice y una fase mévil iso-
cratica hexano:isopropanol (99.5:0.5 v/v). En estas condi-
ciones, los diacil-sn-gliceroles derivatizados con (S)-(+)-1-
(1-naftiletil) isocianato se eluian en orden creciente 1,3-, 1,2-
y 2,3-enantiémeros. Varios autores han sefialado que en la
determinacion del orden de elucién de los diastereoiso-
meros, la magnitud de los efectos estéricos de los sustitu-

T
O

1
2{ ,,
FC

fosfolipasa A

FC
{+2+2
3

Anélisis estereoespecifico de triacil-sn-gliceroles mediante el procedimiento de Brockerhoff (1965). FC = fosforilcolina
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yentes en el carbono quiral del grupo uretano y el carbono
primario del glicerol son los factores méas importantes.
Cuando se utiliza la forma (R)- del agente derivatizante, el
orden de elucién de los 1,2- y 2,3-diacil-sn-gliceroles se
invierte, aunque se ha observado que la resolucién obtenida
es mucho menor (Christie, 1987).

Por otra parte, Laakso y Christie (1990) también obser-
varon que los diacil-sn-gliceroles formados por un Unico
acido graso se eluian segtn el orden Cyg.; (0leico) < Cygq
(estearico) < Cg. (linoleico) < Cy¢.,4 (palmitico), diferente al
esperado en CLAE en fase normal e inversa. Este hecho
puede ser debido a la influencia de la conformacion espa-
cial de los &cidos grasos sobre las interacciones entre los
sustratos y la fase estacionaria.

Como ya se ha indicado anteriormente, mediante la
combinacion de los datos obtenidos en el andlisis por cro-
matografia de gases de los acidos grasos de la fraccién
total de triacil-sn-gliceroles, y de las fracciones corres-
pondientes a los 1,2- y 2,3-diacil-sn-gliceroles recogidos a
la salida del andlisis CLAE, puede calcularse la composi-
cion esterecespecifica de los acidos grasos en los triacil-sn-
gliceroles de una grasa natural.

La cromatografia de fase inversa se ha utilizado en
mucha menor extensién que la cromatografia de adsorcién
para el analisis estereoespecifico de los triacil-sn-glicero-
les. Con esta técnica, el andlisis se ha llevado a cabo via
formacion de intermediarios diacil-sn-gliceroles, o bien
mediante la formacién de derivados directos de los triacil-
sn-gliceroles. En el primero de los casos, Semporé y
Bézard (1991) efectuaron separaciones de los 3,5-dini-
trofenil uretano derivados (DNFU) de los 1,2- y 2,3-diacil-
sn-gliceroles con una columna octadecilsilano, fase movil
acetonitrilo:acetona y deteccién de masas. Los deriva-
dos DNFU se han utilizado normalmente para el analisis de
los mono- y diacil-sn-gliceroles en cromatografia con
fases quirales. En el segundo caso, como derivados direc-
tos de los triacil-sn-gliceroles, Deffense (1993) desarrollé
un método para el analisis CLAE en fase inversa de los
derivados obtenidos por epoxidacion de los triacil-sn-gli-
ceroles con un unico acido graso monoinsaturado. La
epoxidacion del doble enlace se realizaba por reaccion con
acido m-cloroperbenzoico en medio diclorometano. La
separacion de los derivados epoxidados se llevaba a
cabo mediante gradiente de elucién de diclorometano:ace-
tonitrilo:acetona, y se detectaban mediante difusion de
luz laser. En estas condiciones, fue posible la separa-
cion de los isdmeros con el acido insaturado en la posicién
sn-2 de los isémeros sn-1 y sn-3, los cuales no se resol-
vian.

La cromatografia en fase quiral también se ha utilizado
con éxito para el analisis estereoespecifico de los triacil-sn-
gliceroles. En este tipo de cromatografia, la fase estacio-
naria presenta moléculas quirales que estan quimicamen-
te enlazadas a un soporte de gel de silice, evitando asi la
preparacién de derivados diastereoméricos de los glicero-
les parciales, como en el caso de la cromatografia de
adsorcion en fase normal. Las fuerzas implicadas en la
separacion son bastante complejas y dependen de la natu-
raleza de las moléculas quirales enlazadas y de los solutos
(Ruiz-Gutiérrez & Barron, 1995).
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ltabashi y Takagi (1986) obtuvieron buenas separa-
ciones de los derivados DNFU de los mono- y diacil-sn-gli-
ceroles, obtenidos por hidrélisis parcial previa de los triacil-
sngliceroles, en una columna con fase estacionaria quiral
(S)-2(4-clorofenil)isovaleroil-D-fenilglicina quimicamente
unida a un soporte de aminopropil-silice silanizado.
Utilizando una fase mévil de hexano:1,2-dicloroetano:eta-
nol (40:12:3, v/v/v) se separaban los monoacil-sn-1-glice-
roles de los monoacil-sn-3-gliceroles (Takagi & ltabashi,
1986). Se obtuvieron resultados similares con fases quirales
de D-naftilamina (Camacho et al. 1990). Aunque en gene-
ral se han utilizado los derivados DNFU de los mono- y dia-
cil-sn-gliceroles, otros autores han propuesto los derivados
benzoillisopropilideno del glicerol obteniendo también bue-
nos resultados (Ruiz-Gutiérrez & Barron, 1995).

Posteriormente a las anteriores investigaciones, Takagi
y Ando (1990, 1991) mejoraron considerablemente la
separacion de los DNFU-monoacil-sn-gliceroles con una
fase quiral N-(R)-1-(1-naftil)etilaminocarbonil-(S)-valina.
Empleando una columna de mayor longitud (500 x 4 mm
i.d.), un flujo lento (0.5 mL/min) y una fase movil ternaria
poco polar, como la anteriormente citada, se conseguian
separar los enantiémeros de longitud de cadena C,g de
cero a tres dobles enlaces, aunque los tiempos de elucién
eran extremadamente largos (superiores a seis horas) y,
ademas, algunos isémeros como los de acido palmitico
(C1g.0) Y Oleico (Cyg) NO se resolvian.

Ademas de analizar los monoacil-sn-gliceroles, la cro-
matografia en fase quiral también se ha empleado para la
separacion de los derivados DNFU de los diacil-sn-glice-
roles previamente aislados (Takagi & Itabashi, 1987; Takagi
et al. 1990). En general, se han obtenido buenos resultados
empleando, como en el caso de los derivados DNFU-
monoacil-sn-gliceroles, columnas largas de fase quiral N-
(R)-1-(1-naftil)etilaminocarbonil-(S)-valina, flujos lentos y
fases moviles de baja polaridad (Takagi et al. 1990). De
esta forma se conseguia la separacion completa de diacil-
sn-gliceroles saturados homodlogos que difieren en mas
de seis atomos de carbono de longitud total de cadena,
aunque todavia permanecen algunos enantiémeros sin
resolver.

El desarrollo de nuevas fases estacionarias quirales
parece ser uno de los factores determinantes para mejorar
la resolucién de los DNFU-diacil-sn-gliceroles enantiéme-
ros. Asi pues, varios autores han desarrollado columnas
quirales con (R)-(+) -1-(1-naftil)etilamina enlazada quimi-
camente a un soporte de gel de silice, consiguiendo buenas
separaciones de enantidmeros con una fase moévil hexa-
no:dicloroetano:etanol (40:10:1, v/v/v). Ademas de mejo-
rarse la resolucion de los enantiémeros, los tiempos de ana-
lisis se reducen considerablemente puesto que es posible
trabajar con columnas mas cortas (250 x 4.6 mm i.d) y flu-
jos mayores (1 mL/min). Esta técnica presenta un gran
potencial de aplicacion futura para el analisis estereoes-
pecifico de los triacil-sn-gliceroles de grasas naturales.

Por ultimo, es importante sefialar que, con el desarro-
llo de las actuales técnicas analiticas de separacién e
identificacion, la informaciéon mas valiosa que puede obte-
nerse para determinar la composicién estereoespecifica de
los triacil-sn-gliceroles de una grasa natural resulta de la
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combinacion de diferentes técnicas de andlisis como son
CCF de silica gel con nitrato de plata, CLAE en combina-
cién con CG, CLAE con detecciéon de masas y los andlisis
enzimaticos (Bezard y Ouedraogo, 1980; Kuksis et al.
1985).
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