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Fundamento

Se basa en la capacidad oxidante que tienen los primeros productos
la oxidacion de los lipidos, los lipoperoxidos. De tal mane
lipoperoxidos oxidan a los iones FeZ* que se anaden y que se tran
jones Fe3*, Este Fe3* reacciona con el tiocianato de amonio produc
sustancia rosa que absorbe a 500 nm.
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Fundamento

» La cuantificacion se lleva a cabo haciendo una curva patron con
a la cual calculamos la cantidad de Fe3* que genera nuestra mues
al oxidar al Fe?* anadido, como consecuencia del O, activ
lipoperoxidos.

» Posteriormente se calcula el indice de Peroxidos (IP) que se define ¢
miliequivalentes de oxigeno activo que hay en cada kg de lipido:

IP= miliequivalentes O, ._.../kg lipi



A. DISOLUCION MADRE DE FeCl,, 10 yg/ml (para la curva patrén):

Disolucion
-;m o “abuela” Con este proceso
} hemos oxidado el Fe
s en Fe3*y conseguido
s | una disolucion de
) FeCl;de 1mg/mL:

1. Disolver 0,5 g de Fe en polvo en Disolucion “abuela

acido clorhidrico (HCl) 10 N y anadir
1-2 mL de peroxido de hidrogeno 2. Hervir, agitacion

(H,0,) 30%. : 3. Atemperar y anadir agua
o ’%( durante 5 minutos destilada hasta 500 mL

02,500

Disolucion “abuela”

] n
I > \ F . 3 Conseguimos una

Disolucién madre nueva disolucion de
FeCl; de 10 pg/mL:
DISOLUCION MADRE

4. Se hace una nueva disolucion pipeteando
1 mL de la disolucidn “abuela” que se lleva
hasta 100 ml con cloroformo:metanol
(cl:met) (7:3)
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Preparacion de reactivos

B. DISOLUCION DE TIOCIANATO DE AMONIO: Se disuelve
tiocianato de amonio y se anade agua destilada hasta 10 mL.

C. DISOLUCION DE FeCl,: Se disuelve 62,7 mg FeCl, -4H,
3,7% hasta 10 mL.

Ejemplo: Se necesitan 50 uL de cada reactivo para cada muestra y pun
curva patron. Si tenemos 10 muestras + 9 puntos de la curva, necesit
19x50 uL = 950 uL de By C. Hacemos 1.500 uL (1,5 mL) de cada uno.

B. Tiocianato de amonio: 0,45 ¢ de tiocianato de amonio + agua dest hast
C. FeCl,: 9,405 mg de FeCl, + HCl 3,7% hasta 1,5 mL



1 A-Se hace la curva patron a partir de la disolucion madre de F
(Reactivo A) de 10 pg/mL, anadiendo a cada tubo la cantidad

disolucion madre y de cl:met (7:3) correspondiente:

10

ug de Fe3*| Disolucion madre |Cloroformo:metanol (7:3)
(mL) (mL)
0 0 10
1 0,1 5 9,9
2 0,2 9,8
5 0,5 9,5
10 1 9
20 2 8
25 2,5 7,5
35 3,5 6,5
40 4 6

Nota: En tubos de ensayo de vidrio, ya que el cloroformo disuelve el plastico.




1 B- Pasamos la muestra de lipido, a un tubo de ensayo.

Ejemplo: si mi extracto lipidico a 10 mg/mL y quiero coger 2 mg de lipido, tengo que coger

0,2 mL (200 L)
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2- Anadir 50 pL de la disolucion de tiocianato de amonio (Disolucion B) y 50
disolucion de FeCl, (Disolucion C) a cada tubo de ensayo (curva patron y mué

y agitar en vortex. Dejar reaccionar 5 minutos
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Protocolo

3- Cada punto de la curva mostrara una coloracion rosa mas intensa conforme aumenta su contenido en Fe
al 40) estando el contenido de Fe3* en nuestras muestras dentro de los puntos de la curva de calibrado. Re
que el Fe3* en nuestras muestras se ha generado por la accion de los lipoperoxidos, los cuales oxidan el Fe
Por tanto, a mayor contenido de Fe3*, mas cantidad de lipoperoxidos tiene la muestra.

Se lee la absorbancia de cada tubo (curva y muestras) a 500nm
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4- Con los datos obtenidos, obtenemos la curva patron representando los pg de Fe3*
y la absorbancia (Eje Y)

Calculamos la ecuacion de la recta (y= ax + b; Abs = a x ug de Fe3* + b) para obten
valores de ay b, y el RZpara ver como se correlacionan las variables, y obtener inform
sobre el ajuste de la recta patron.

ug Fe3+ Absorbancia Curva patrén
0 0,0459 1,20 -
1 0,0637 1,00 - y=0,022_31x+0,0451
2 0,0945 g 00 099
5 0,1584 g 0,60
10 0,2759 g 0%
< 0,20
20 0,5102
0,00 ¢ : l l ,
25 0,6241 0 o 2o . -
3 0,8469 ug Fe (Ill)

40 0,9688




Calculos

5- A continuacion, se calcula el IP segun la siguiente relacion:

Abs de la muest
a

m x 55,845 x 2

IP (meq O,/Kg lipido) =

Donde:

a = pendiente de la recta patron

b = ordenada en el origen de la recta patron
m = masa del lipido (g)

55,845 = peso atomico del Fe

2 = necesario para obtener equivalentes de oxigeno activo
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