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CAPITUIO I

INTRODUCCION

En el aflo de 1922 Evans y Bishop descubrieron que pa
ra el desarrollo normal del embarazo y la obtencidén de crias -
sanas ,la rata necesita un factor dietético que se presenta en
el aceite de semillas y es, por lo tanto,soluble en aceite. En
el afio de 1924 Sure le did a esta sustancia el nombre de vita-
mina E. La exislencia de la vitamina E se reconocid de manersa
general cuando en 1926 Zvans y Burr lograron elaborar un método
bioldgico para la comprobacidn de este factor. En el afio de —--
1936 Evans y colaboradores lograron el aislamiento de dos fac-
tores quimicos con actividad de vitamina E, estos fueron el al
fa y beta tocoferoles procedentes del aceite de germen de tri-
go. Posteriormente se ha reportado que el alfa tocoferol se en
cuentra en todas las plantas superiores. Se ha encontrado su -
necesidad absoluta en aves, roedores, asi como en bovinos y o-
tros animales. Los herbivoros son los animales mas sSensibles =z
la deficiencia de esta vitamina. Los sintomas tipicos , ademds
de la infertilidad en ambos sexos , son la degeneracidn del te
jido epitelial, la distrofia muscular seguida de necrosis, he-
mélisis de gldbulos rojos in vitro por perdxidos, y en general
perturbaciones en el metabolismo de lipidos.

En la naturaleza se encuantran varias sustancias con
actividad vitaminica E ; estas son los tocoferoles alfa, beta
Yy &ama :

d}ﬁxoﬁwd

HO
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1

El mds abundante es el alfa tocoferol, que en forma
pura es un aceite amarillo pdlido, soluble en alcohol, eter y
grasa, pero insoluble en agua. Absorbe a un mdximo de 298 nm ;
es resistente al calor, dcidos y 4lcalis; sin embargo es muy
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sensible al oxigeno y otras sustancias oxidantes. En presencia
de perdxidos se oxida fdcilmente, por esta caracteristica evita
la rancidez de las grasas en que estd disuelta. (Steep y Kuhnau)

La presencia de la cadena de fitilo hace altamente in
soluble al alfa tocoferol, pero es soluble en solventes orgéni-
cos y lipidos. El hecho de que los tocoferoles sean derivados -
ciclicos de la hidroquinona explica fédcilmente la inactivacidn
por oxigeno del aire, siendo los productos de la oxidacidn inac
tivos vitaminicamente. (Steep y Kuhnau 1966)

La pérdida de actividad vitaminica también se observd
por la ingestidn de algunas leguminosas. Dietas que contienen -
frijoles (Phaseolus vulgaris) incrementan la incidencia de dis-
trofia muscular en pollos y corderos. Eso se acompafia por una -
marcada depresidén de los niveles de alfa tocoferol en el plasma,
los sintomas pueden eliminarse administrando vitamina E, o co--
ciendo los frijoles por 60 minutos a 127°C. Por extracciones al
cohélicas se demuestran dos factores con actividad antivitamini
ca ; uno soluble en agua inestable al calor y otra soluble en -
alcohol y resistente al calor . El factor soluble en alcohol se
determind como una grasa insaturada. Estudiando la encefalomala
cia en pollos , Sugsen en 1955 notdé una interferencia en la uti
lizacidén de vitamina E por la ingestidén de alfalfa (Medicago sa
tiva), se demostrdé despu€s que la alfalfa contenia una fraccidn
soluble en alcohol que interferia con la absorcidén de vitamina =.
Sunyal en 1953 habia reportado que en chicharo (Pisum sativum)
hay un factor que interfiere con la actividad de la vitamina E

para prevenir la reabsorcidn fetal en ratas . (Ieidler 1971)

Por otra parte se ha reportado que cuando se maceran
tejidos de las hojas de chicharo, se produce una destruccidén ——
oxidativa del alfa tocoferol. Esto puede suceder por dos proce-
gos distintos , uno es la accidén de lipooxigenasas en los lipi-
dos insaturados . Los compuestos resultantes de esto pueden oxi
dar al alfa tocoferol de una manera no enzimdtica en presencia
de proteinas con grupo hemo.

Otra alternative es la presercic de un sistema enzi--
mético que fuera responsable directo del metabolismo del alfa -
tocoferol ., Esta posibilidad fué sugerida por Gaunt y Stowe (1967)
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por estudios de rompimiento del alfa tocoferol en homogenados -
de brotes etiolados de chicharo,

Barlow y Gaunt reportaron en 1972 estudios sobre este
sistema. Uno de los problemas que surgieron fué la introduccidn
del alfa tocoferol en el medio de reaccidn . Encontraron enton-
ces que la vitamina, disuelta en etanol sufria una ruptura répi
da en presencia de un extracto libre de células , y si el etanol
estaba en un 20% en volumen se alcanzaban los mejores niveles de
actividad. Ningin otro solvente fué capaz de activar ls oxida--
cidn del alfa tocoferol., Sin embargo la velocidad de ruptura de
crecia hasta que a los 15 minutos de reaccidn se encontraba po-
ca actividad , esto se atribuyd a otro efecto del etanol. Cuan-
do se preincubd el extracto libre de células en etanol , se per
did casi totalmente la actividad de la enzima . Para inactivar
a la enzima completamente y detener completamente la reaccidn -
para medir la concentracidn de alfa tocoferol sin oxidar , en--
contraron que el 2-propanol , ya sea hirviendo o a temperatura
ambiente detiene casi completamente la reaccidn , mientras que
el etanol hirviente no tenia un efecto inmediato . Encontraron
- ademds que el extracto libre de células se inactivaba por un --
tratamiento a 100°C por cinco minutos .

Este extracto libre de células tuvo una actividad dp-
tima a un pH de 5.5 no habiendo actividad por debajo de un pH de
cuatro.

Cuando separaron varias fracciones por centrifugacidén
descubrieron que solo se recuperaba la actividad con el sobrena
dante de 100 000 gravedades mas el botdén de centrifugacidn de -
esta misma fraccidn ; asi que para la actividad era necesaria -
la fraccidn membranal , y algin componente sSoluble.El componen-
te membranal necesario para la actividad fué la fraccidn de fos
folipidos . Habia ademds un aumento lineal en actividad &l in--
crementar la concentracidén de fosfolipido haste cinco mg/ml , -
después de esta concentracidn no hubo un aumento adicional en -
actividad enzimitica .

Al dializar encontraron una pérdida del 40% que no se
reestablec{a al afiadir el dializado .
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El factor activo en el sobrenadante era el factor 1l4-
bil al calor y al etanol; cuando se le tratd con tripsina o una
mezcla de alfa quimotripsina y carboxipeptidasa A , se produjo
una pérdida casi total de ectividad, el factor fué resistente a
la precipitacién con sulfato de amonio. Encontraron que a 4°C -
durante cinco dias no se perdia actividad , mientras que el ex-
tracto crudo de células perdia actividad en unas cuantas horas
incluso a 4°%C .

Para excluir la posibilidad de un rompimiento por hi-
droperdxidos afladieron lineleato con diferentes concentraciones
de etanol y encontraron qu: el etanol inhibe casi completamente
este tipo de oxidacidn, Pera eliminar la posibilidad de la for-
macidén de hidroperdxidos en el extrzctoc libre de células , afla-
dieron fosfolipidos con diferentes niveles de hidroperdxidos, ¥y
no encontraron diferencia en la actividad. Incubando lipooxige-
nasa y hemoglobina con la fraccidn celular particulada seguida
de la adicidn de alfa tocoferol , no produjo rompimiento de la
vitamina. Asi que el sobrenadante no podia reemplazarse pPOr ——-
proteinas catalizadoras de la produccidén de hidroperdéxidos de -
lipidos .

La concentracidn de alfa tocoferol para la mdxima ac-
tividad fué de 1.3 =l y la Km fué de aproximadamente 0,25 mM,.

Se encontrd que los productos del metabolismo son tres,
el mds abundante tiene un espectro de UV con un mdéximo en 288 nm
se confirmé que no tiene ningin hidroxilo libre. Encontraron agc
tividad ademds en trébol, pero no en trigo ni avena,

Lo mds sobresaliente encontrado en esta enzima fué el
hecho de tener actividad en presencia de etanol , aunque esto -
se habia reportado ya en algunas fenolasas . Como el metabolis-
mo de alfa tocoferol utiliza oxigeno molecular , sugirieron nom
brar a esta enzima oxidasa del alfa tocoferol. Otras oxidasas y
particularmente oxidasas trancferedoras de electrones , se sabe
que requieren fosfolipidoé como cofactor, Es 1ldgico pensar que
una molécula como el alfa tocoferol interactie espzcificamente
con el fosfolipido por el hecho de tener una cadena de fitilo -
tan lipolifica, y un solo grupo hidroxilo polar en el otro extre

mo .
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CAPITULO IIX

METODOS Y RESULTADOS

1) ENSAYO ENZIMATICO

Para el ensayo enzimdtico se usaron plantas crecidas
en agrolita (muterial inerte de soporte), en cajas de material
pldstico de 30 x 60 cm ; los tiempos de crecimiento fueron va--
riables, pero se prefirid tomar las pléntulas cuando estaban com
pletamente desarrolladas , en todos los cascs se evitaron los co
tiledones . Excepto para los experimentos especiales , no se usé
tampoco la raiz,

El amortiguador usado fué NaZHPO4~citrato a un pH de -
5.5 en unos casos y de 6.8 en otros; la molaridad usada fué de
0.05 en un principio , y despues de O,1 I .

El alfa tocoferol (Merck) se disolvid en etanol abso—-
luto , a concentracidén de 15 mg/ml .

El fosfolipido (extraido,como lecitina Tech , o como
lecitina Sigma ) se usé en concentraciones de 10 mg/ml.

El extracto enzimdtico de ensayo, se obtuvo howogenei-
zeando el material con la mitad de su peso con amortizuador en un
mortero preenfriado en hielo ,evitando producir espuma . 51 mate
rial se filtra através de gasa , este filtrado se centrifuga a -
20 000 RFI durante 10 minutos ; el sobrenadante entonces,se cen-
trifuga a 100 000 XG durante una hora . E1 sobrenadante se usa =
como material para el ensayo enzimdtico. E1 ensayo enzim’'tico se
hace en un oximetro (Héat Co. Benton Harbor Mass. USA) grafican-
do el curso de la reaccidn un graficador acorlado., E1 oximetro -
mide cambios en la concentracidn relativa de oxigeno disuelto .

En la cubeta de reaccidn se ponen 0,2 ml de la solucidn
de alfa tocoferol (concentracidn final 0.75 mg/ml ; 2.23 mM) ,
0.2 ml de solucidén de fosfolipido ( concentracidén final 0.5 mg ml)
Yy 3.4 ml de amortiguador, cuando se llega al egquilibrio en la con
centracidn de oxigeno se afiade 0.2 ml del extracto enzimdtico por
medio de una jeringa. Esto da un volumen final de 4 ml1 . E1 or--
den de adicidn no afecta el resultado, hasta antes de agregar la
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elocidad de graficacion
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FIGURA A GRAFICA Ds UN LNSAYO

Por medio del mcnitor se observa cuando la mezela de reaceidn
en agitacidn ha llegedo al equilibrio ( 2.4 ml de amortigua—-—
dor, 0.2ml de solucidn ctanclica de alfa tocofarol, 0.2 ml da
solucidn acuosa dc fosfolipidos). dsto sc pusde eomnrobar po-
niendo en marche el graficador.

Se ajustc el 10045 y el 0. relativos de coneentracidn de O2 .
Se afiade ontonces por medic de una jeringa , 0.2 ml del extrac
to enzim’tico, pasando un momento se estabiliza la terdencia -
que se mantiene genz2ralmente hasta el 20 a 30 4 de concentra——
cidy relativa de Op o
Se toma la pendiente de la grdficce de la parte estobilizada -
como tendencia unifornme,
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enzima . Para el control, se usan las mismas cantidades, pero

se aflade 0,2 ml de etanol absoluto en lugar de la solucidn al-—-
cohdlica de alfa tocoferol, E1l resultado de cada medicidn se to-
ma como la pendiente de la gréfica que produce el graficador. la
relacidn que existe entre la pendiente medida y la toma de oxi--
geno es de 0,1944 x 1074 m ac Oz/min cuando la pendiente es de
uno , si la pendiente es de 10, la pendiente es de 1.944 x 10™4

mM de 02/ min , si la pendiente es de 0.5 la toma es de ......

0.0972 x 1074 my de Oz/min . Estos valores se ohtiensn tomando
en cuenta la altura y la presién de la Cd de México y a 23°C ;
pero suponiendo que no hay cambios sustanciales en la concentra-
cidn de oxigeno por la presencia de las sales y del etanol; para
los datos arriba mencionados se toma en cuenta también que la
velocidad del papel en el graficador es de 5 minutos/pulgada.
(Figurz A)

2) PROBL:MA DE ACTIVIDAD ENDOGENA

En un principio , el ensayo no pudo tomarse como re-—-
presentativo de una actividad enzimdtica oxidativa del alfa to-
coferol por la presencia de una actividad enddgena, es decir ,
en el control en donde no hay sustrato, se encuentra actividad -
de toma de oxigeno. Se pensd que esta actividad se debia a la -
accidn del extracto sobre unas posibles insaturaciones en los -
fosofli{pidos. Por eso se pensdé usar fosfolipidos de fuente cono
cida y por un método que diera escencialmente fosfolipidos sin
una gran contaminacidn de grasas neutras . El método usado 4id
como promedio2,3 gramos de fosfolipido crudo por cada 500 gra-—-
mos de harina usada ; el aspecto del producto fué bueno, siendo
de un amarillo pdlido y lo suficientemente sdlido como para pen
sar que era bajo en insaturaciones, Sin embargo,al probar este -
material se obtuvo una alta actividad enddgena; esta actividad
se redujo al hidrogenar el material en dioxeno .(TABLA 1)

El material hidrogenable en dioxano es poco, por ello
se pensd en hidrogenar en clorcformo en donde los fosfolipidos
son mucho mé€s solubles; la hidrogenacidn se hizo durante 24 horag.



TABLA 1 USO DE FOSFOLIPIDO EXTRAIDO DE AYOCCTE SN EL ENSAYO

ENZIMATICO ,SIN HIDROGEINAR £ HIDROGENADO

(BN DIOXANC).

e .
Fosfolipido sin alfa tocoferol con

(Enddgeno)

Actividad de toma de O, (pendiente)
L.

alfa tocoferol

Sin hidrogenar

L O
.

.
NN W,

Hidrogenado

10.0

5.5

El ensayo se llava a cabo con 0,2 ml de solucidn alcohdlica de

alfa tocoferol (15 mg/ml ) o con 0.2 ml de etanol;

el fosfoli-

pido hidrogenado y no hidrogenado se emulsifica en concentra--—
cidn de 10 mg/ml y de esta solucidn se usan 0,2 ml parz cadu en

Say0.

TABLA 2 HIDRCGENACION EN CLORXCTOILIO DI FOSFOLIPIDOS EXTRATDOS

DE AYOCOTE.

NMimero de Actividad de toma de Oz(pcndiente:
Fosfolipido yodo enddgeno con alfa-toccoferol
Sin hidrogenar 83.35 6.0 G,8
Hidrogenando 41,5% = -

La hidrogenacidn se 1llevd a cabo durante 24 horas
mo . E1 ndmero de yodo se obtuvo por el método de

en clorofor-
Hanus.
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Cuando se midid el mimero de yodo se encontrd que -
la hidrogenacidén no habia sido completa, y sus propiedades cono
cofactor las habia perdido. (TABRLA 2)

Se probd entonces un material crudo vendido como leci
tina , parz obtener el material para uso como fosfolipidos . Se
silice hasta los

@

usé una columna de 30 x 1 em llena con gel &
25 em , lavindola con cloroformo y metanol . El material a puri
ficar ( 5 gramos) se disolvid en 30 ml de cloroformo; €sta so—-—
luci’n se pasd por la columna eluyendo con cloroformo , cloro--
formo-metanol 1:2 , metanol-cloroformo 1l:2 , y metanol . El1 pro
ducto de cada fraccidn se evapord a sequedad, y se pesd . Solo
un 5.3 7% del material se puede considerar como fosfolipido.(TA-
BLA 3)

Se determind entonces la utilidad de este material —-
hidrogenado y sin hidrogenar; como se pucde apreciar en la TARLA
4 , el material no perdid sus insaturaciones ni la capacidad --
para producir actividad enddgena. Por ello se pensé en usar o--
tro método para separar las actividades,

Los métodos usados para esta parte del trabajo fueron
Bxtraccidn de fosfolipidos de harina de Ayocote.- Se toma unza -
cantidad de semillas de Ayocote , se refluja con 10 veces su pe
so en volumen de isopropanol por 5 minutos . Se filtra en un --
embudo Blichner ; el residuo se refluja con 10 veces su volumen

en peso de la muestra inicial con cloroformo . Se filtra y se -
combina con el filtradoc anterior ; sz evapora a un volumen pe-—-
quefio bajo presidn en un rotavapor . Se afladen 100 ml de cloro-
formo y 100 ml de agua se agita suavemente para evitar la forma
cién de una emulsidn , se transfiere ésto a un embudo de separa
cién y se toma la parte orgdnica. Se ponen 20 g de gel de sili-
ce para cromatocraff{a en un embudo Blchner , se lava con meta--
nol y cloroformo, Se hace pasar entonces el extracto de cloro--
forme & traves de la gel de sf{lice . Se lava con mds cloroformo
se eluyen los fosfolipidos de la gel de silice con metanol, el
extracto de metanol se evapora a sequedad , el producto es lx
fraccidn cruda de fosfolipidos .

Hidrogenacidén en dioxano.- Se usé el método general -
para hidrogenar triglicéridos (Liehfield 1972) . La mestra, —-
200 mg . se disuelven en 50 ml de dioxano recientemente destila




TABLA 3 BIUCION EN COLUIFA DE GsL D SITICIO DS LUCITINA

" A OT A
.r.;t P\';A..; .

Actividad de toma de O

. _ ;or )
Fraccidn Rerdimiento (%) anddgens con X toooferol
Cloroformo 84.© 6.5 6.8
Clor- Met 2:1 50 e 4,2
Met-Clo 2:1 4.8 21 5 w5
Metanol B3 1.8 5¢5

Se pusieron 5 g de fosfolipidos en 30 ml de cloroformo, este ma-
terial se puso en una columna de gel de silicio que se eluy
con suficiente volumen de cad:s una de las mezelas o solventes,

TABLA 4 USO DEL FCSFOLITIDO ELUIDO CON NET;CLOR 2:1 Y LIETATCL
Fosgsfoli:ido Timero de Actividad de tome de Oxigeno

yodo enddgeno con alfa tocoferol
Sin hidrogenar 62.8% 2.4 56
Hidrogenado 15.3% 1.2 540

lae fraceidn eluida de la columna de gel de silicio con metanocl-
cloroformo 2:1 , y eluida con metanol, se probd con y sin hifro-

genacidn ( en dioxano ).
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do , se pone la solucidn en un frasco de 250 ml ; se agrega a
esto 80 mg de P4/C . La hidrogcnacidén se hace a presidn positiva
de 1 p.s.i con agitacidn por medic de un agitador magnético ,
durante 30 minutos . Despudés de la reaccidn se afiaden 30 ml de
cloroformo y se pasa la solucidn a través de papel filtro , la—-
vando con cloroformo . Se evaporan los solventes a sequedad en
un rotavapor , para recuperar el material ; éste se pesa , para
despuds suspenderlo en amortiguador & una concentracidn de 10

mg/ml .,

Hidrogenacidén en cloroformo .- Se usd el mismo método
anterior pero usando 6 g de material en 50 ml de cloroformo . Se
usaron en este caso 100 mg de P4/C al principio de la reaccidn

¥y se afiadieron durante el curso de la reaccidn 100 mg dc P4/C
mds,cada vez que disminuia la velocidad de toma de hidrdégeno.
Se agregan en total 400 mg de P3d/C en las 24 horas dz hidroge-—-
nacidn.

Nimero de yodo.- Se usd el método de Hanus. Este con-
siste en tener : Solucidn de yodo en dcido acético glacial 6.2 g
de I, en 0,51 ; 25 g de Na28293.5H20 en un litro (0.1 N) ;so--
lucidén de KI , 16.5 g en 100 ml de agua ; solucidn de almiddn,.
Se determina la concentracidn de yodo de la solucidn titulando
con Na28203 0.1 N (ésta a su vez se titula previamente) , con el
resultado se calcula la cantidad de bromo que se debe agregar a
la solucidn de 12 para la formacidn del IBr . Para la determina
cidn del mimero de yodo se afiaden 25 mi de BrI al problema y a
un blanco , el problema estd disuelto en cloroformo a una con--
centracidén de 0.5 g en 20 ml . Agregando el BrI se deja reaccio
nar durante 30 min en oscuridad y con agitacidn ocasional ., Al
cabo de este tiempo se afiladen 30 ml de KI y 100 ml de agua . El
I, restante se valora con la solucidn de Na23203 ; cuando se lle
ga a un color amarillo pdlido , se agrega la solucidn de almi—-
ddén soluble , hasta qu2 se produce vViraje a blanco ; el numero
de yodo s2 calcula por la siguiente ecuacidn:

volumen de Na,S,0, x factor (0.01269)
<=0
peso de la muestra

= mimero de yodo (
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3) SEPARACION DE LA ACTIVIDAD Dii ALFA TOCOFLROL OXIDASA Y LA
ACTIVIDAD ENDOGENA

Usando unza columna de Sephadex G 150 se pudo lograr
la separacidn de las dos actividades (FIGURA 1) . Se pudo demos
trar ademds que estas actividades se suman ; la demostracidn se
hizo por el hecho de que la lecitina comercial "La polar" da un
nivel de actividad endd8gena en tallo y hoja mientras que usando
lecitina Sigma , solo existe actividad enddgena en hojas , y es
ta es menor que en el caso anterior. Tomando en cuenta las acti
vidades de ambos casos, se encuentra que las diferencias entre la
actividad enddgena y la de alfu tocoferol oxidasa , es la misma
(TABLA 5) , esto es , las dos actividades registradas se estdn

sumando .

El método usado para ésta separacidn fué el uso d2 una
columna de 30 x 1 cm , se 1llend con Sephadex G 150 (Pharmacia);
€ste material se habia hidratado en amortiguador durante 12 ho-
ras; cuando se guarddé el material se hizo afadiendo azida de so
dio al 0,02 4, A la columna se le hizo pasar amortiguador para
eliminar la azide de sodio. Preparada la columna se pasaron 5 -
ml del extracto enzimdtico y se tomaron fracciones de 4 ml ., A
cada fraccidn se le midieron actividad y concentracidn de pro--
teinas .

Determinacidn de proteinas.- NMétodo de Lowri y col.
(1951) . Para éste método los materiales son: Solucidén A (Na-.‘;CO3
al 2 % en sosa 0,1 N ) Solucidén B ( Tartrato de sodioc y potasic
al 2% mas sulfato de cobre al 1% , estas dos soluciones mezcla-
das en proporcidn de 1l:1 ) ; las soluciones A y B se mezclan en
proporcidén de 40 a 1 ., Reactivo de Folin-Cicalteau (Merck) ,
se prepara mezcldndolo con agua en proporcidn de 1 a 1 . La so-
lucidn vatrdn es una solucidn de albumina bovina en concentra--
cién de 0.5 mg/ml . E1 mftodo para la determinacidn es poner -—-
05 ml de la solucidén problema , se asregan entonces 5 ml de la
solucidn A y después de 10 minutos se agrega la solucidn B y se
deja que el color desarrolle completamente durante 30 minutos ,
pasado este tiempo se lee a 750 nm . 1 patrdn se hace tomando

volumenes dc 0,1 a 0.5 ml de solucidn patrén y agregando agua
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FIGURA 1 SAFARACICHN DE LA ACTTIVIDAD ENDOGLITA DS La ACTTVIDAD
Di ALFA ‘TCCOF 'ROYL, CYTDASA KN SEPHADIX G-=150 .
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Bl material usado es planta complata de frijol nezro; este mate-
rial se homogeneizo en amortiguador 0,117 y pH de 5.5 .

T actividad del sobrenadante de 100 000 xg fud de 14 para l2 ac-
tividad de 1u alfa tocoferol oxidasa y de 2.3 para el endd~=no.

La colummsz usada fud de 30 em de largo , esta s2 1lend con Sepha-
dex G=150 hasta 26 cm de2 lu colurmna., Se pasaron 5 ml de material
centrifugedo a 100 000 xg ; la columna se eluyd con =1 rismc amor-
tiguador , tomandose fracciones de 3 ml . 11 ensayo se hizo con
Iecitina Sigma que da nivelas bojos de anddgeno, para cada fracc-

cidn se midieron actividades =nddgenas y de alfa tocoferol oxidasa.
Ta suma de actividad en las fracciones de 2lfa tocoferol oxidasa

es de 19.4; este aparente aumento de actividad , se debe a la di-

&

lucidn. Esto se discute en el ultime capitulo.



TABLA 5 U30 DE OS5 PFOSFOLITIDOI QUi DAN NIVELES DIFSRENTES
DE ACTIVIDAD ENDOGENA.

Fosfolfipido Actividad de toma de Oy(medice com  penliente)
empleado Hoja Tallo

Enddgeno conQ_ toe. difer. endoveno con tocdif.

"TLa Polar" 11.93 2436 G.57 6«55 1.12 5¢43
Sigma 10,96 1.84 .12 Be B 0 5e6

Cada valor obtenido con fosfol{pido Ia polar es el vromodio de
seis experimentos; y el obtenido con Tosfolifpido Sigm2 ecs 21 -

promedio de cinco experimentos . ©1 material usado fué ayocote,

TABLA 6 TIZMPO DE MOWMOGLNIIZACTCN Y ACTIVIDAD .

ACTIVIDAD CCI0 TCNi DE O, (medido como pendiente)
sin alfa tocoferol con alfa tocoferol
(enddzeno)

Tiempo

1 min C.8 2«5
2 min 30 seg Lwil

5 min 2 5
1C min 3

1 min 0.6 o)
1 min 30 seg 0.6 )
2 nin 1.2 o8
2 nin 30 seg 1.5 Ze5
3 min 1.0 )
3 min 2D seg 1.2 342
4 min 2 .0 4.3

do frijol bayo. La homogeneizacidn fue a 4°C , en =mwctero, ccou
pH de 5.5, tomando la mitand del amortiguador jor reso dc 1 c9-

tra.
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a cada uno para completar C,5 ml , se affaden las soluciones
A y B de la " isma manera como se indicd antes.

4) INFLUENCIA EN LA ACTIVIDAD ENZIKSTICA DE LA EXTRACCION
Y LA LANIPULACION

4A) TIZKTC DI HOLOGLENTIZACION

El tiempo inicial de homogeneizacidn es may importan-
te para obtcner una buena actividad . Solamente entre 2.5 y 3.5

~

'

mimitos existe una actividad ¢dptima , despuds de este tiempo hay
un decrecimiento (TABLA 6). Para obtener rasultados reproduci—-
bles se usd un tiempo de homogeneizacidn fijo (2.5 minutos) .
Aste decrecimiento se debe probvablemente a la inevitable forma-
cidn de espuna por la presencia de saponinas .

B) EDT4 , MIRCAPTOZTANCL Y CISTEINA

Cuando la homogoneizacidn se hizo en presencia de EDTA,
mercaptoetanol o cisteina , se encontrd que ninguna de éstas --
sustancias tiene una influencia en la actividad de oxidasa del
alfa tocoferol pero si en la actividad enddgena (TARLA 7) .

C) FULRZA IOLICA

Se encontrd una influencia de la fuerza idnica en la -
actividad enzimdtica , lo mismo usando sulfato de amonio que

fosfato dibdsico de sodio ( TARLAS 9 y 8) . Iz influencia es -
positiva al aumentar la fuerza idnice, pero a altas conceantracio
nes se tienen problemas de precipitacidn de las sales. Al diali-
zar hay siempre una pérdida de actividad, sin embargo esta pér-
dida estd conuicionada & la fuerza idnica contra la que se diali-
za (TARLA 1C) , hay una menor pérdida si se dializa contra un
amortiguzdor 0,1 ¥ que si se dializa contra uno de concentracidn
0.5 U .
D) TEMPLRATURA DE ALM!CENAJE

La enzima es en general estable cuando se ha obtenido
el sobrenadante de la centrifugacidn a 100 000 X g . Sin embar-
go,la estabilidad es mfs grande si se comserva congelada que si
estd solamente en refrigeracidn ( 4°c ). A temreratura anbiente



TABLA 7 INTLUWC

Concentracidn Actividad como tomz de 0., (pendiente)
Enddgeno con alfa tocoferol

Mercaptoetanol 0,01 M
Mercaptoetanol 0,05 Il

Cisteina 0,01 I
Cisteina 0.05 M
Cistefna 0,1 i <, G45
EDTA 0,01 I «H 11
EDTA 0,05 X 3 Cio
ETTA O,1 M 4 Lok D

2
3
Mercaptoetanol 0,1 M 3 10
4
4

Ul

Cada una de las sustancias usadas se disolvid en el
dor en la concentracidn indicada. Con este amortiguzdor se homo-
geneizd el materisl(ayoceote); este mismo amorticuador se usd pa-

— -

ra el ensayo enzimftico.

TABLA 8 INFLUZNCIA DE 1A TUZRZA TOTTICA =N IA ACTIVIDAD DI LA

SULF.LTO DE ALCTIC ),

Concentracidn de Actividad medida como tonma de Oxigeno
Sulfato de Amonio Enddgenc con alfa toucoferol
4 ~

79 1.L_ & 014
24 2.0 Ll

% 245 1.0

4 , .
4,'/3 5.: Lo

5% f o 12

1075 4
155 1.0 0.0
207 0.0 0.0

La homogeneizacidn se llevé 2 cabo con el ancrtiguador usual

LY e

ensayo enzimdtico se llevd 2 cabo con scluciones de sulfato

&+
&)
[O TR
@

-

amonio sefilaladas.



TARLA © ITTWoURNCTA DE LA PULRZA JOHICA SCLRT [a ATTIVIDAD

Molaridad de Actividad medida como toma de Oxfreno

NuQHPO4 enidgeno con alfa tccoferol

.01 M 1.5 3

0.05NM 1.2 11

Q.1 Ii 2.0 10

1.0 K 2.C 13

La homnseoneizacidn y ¢l ecusayo enzimatice se lhicieron con el
mismo amortiguador y con la respectiva mol ridad. La wmolari-
dad real es mas altz porque no se tomd en cunmpta 21 citrato
con el gue se ajustsd ¢l pil.

TA&BLA 10 NPIUGHZIA DE La FUYRZA TICICA &7 JA W3ITABILTDAD

DE LA EBNHZINA A LA DIAIISIS.

Actividad mcdide como tom: de C (penldicnte;
3 T o Carnn]
enddgeno con alifa tocciercl

Actividad antes de
dialisis

n)

Di:llisis contra

Q.05 1.95 297
L]

. P . §

alisis contir .
Dialisis c a 1.8 3,02

0.1 I

difcrentes con

0]

Los resultados son el promedic de cuatro didliizi
el mismo material y al wisme tiewmpo. El material se homcooneizd
en amcrtiguador de molaridad 0,05. La didlisis ©

ras en cuarto frio y con agitacidn continua.
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es menos ectable que a refrigeracidén . (TABLA 11)
E; COLUNNAS DL SEPHADEX

El paso de cualquier material en que haya actividad -
enzimftica por columnas de Sephadex G 25 o G 150 no altera la
actividad de la enzima ., Esto se puede apreciar en la suma de -
actividades de cada fraccidén obtenida en una columna de Sephadex
G 25 ( TARLA 12) o G 150 ( TABLA 13) .

F) LIOFILIZACION

A las actividades de oxidasa de alfa tocoferol y de
enddgeno , no las afecta por igual la liofilizacidn , ya que una
miestra liofilizada por 4 horas hasta la eliminacidn completa de
agua o, perdid casi toda la actividad de oxidasa de alfa tocofe-
rol , pero conservd parte de la actividad enddgena. Esto suce——
did al resuspender el material liofolizado en 5 ml de agua y lue-
go pasado éste por una columna de Sephadex G 150 .

5 ) ACTIVIDAD OPTIMA DE LA ENZIMA

A) CONCENTRACION DE ALFA TOCOFZRCL

Para la actividad enzimdtica del extracto de ayocote
la concentracidn Jdptima de alfa tocoferol es de 2.23 mM , esto
fué igual que para frijol bayo; la Km probable es de 0,67 mM
para el ayocote , y de 0.5 para el frijol bayo.( FIGURAS 2 y 3)

B) pH OPTINO

En chicharo de acuerdo con Barlow y Gaunt (1972) el
pH Sptimo del sistema es de 5.5 ; éste fué tambien el pH Sptimo
encontradc para el sistema del ayocote y del frijol bayo . (FI-
GURA 4 , TABLA 14)

C) CONCENTRACICK DE FOSFOLIPIDOS

Usando la lecitina Sigma , se encontrd que hasta
5 mg/ml hay una relacién mas o menos lineal ertre la concentra-
ci’n de Tosfolipidos y la actividad enzimdtica . De 5 mg/ml a
20 mg/ml no hay cambios significativos en la actividad , pero au-
mentando la concentracidn de fosfolipidos ain mfs , hay una pér-
dida total de la actividad del fosfolipido como cofactor , de



TABLA 11 #E&FBCTO EN LA ENZINMA D& LA TENFTZIATURA DE ALIKACENAJ!

o E - O - A 7 N Vo
Artividad coemo tomue de Cxi Seno (pentlente

Condicién
Enddceno con alfa tozafaro

J
J
-
=

Antes de almecenuniicnto a2

Tomperatura ambiente 55 0
(24 horas) ¥ :

r
.
¢

Temperatura anbientve

1.8 2.8
(una semana) s
'T) # ~\ ~ -
4’C (48 hcras) 20 feD

o " -
4°C (unz semana) 2.0 7.6

Congelacidn (48 horas) 2.0 .5

Congelacidn (una senana) 2.0 Y o5

) 3 g . ST - . i oa g N k| ‘ ¢ SV e
El material usado fue¢ ayocote, e¢u todos loc cascs, deapues

almascuaje ,hay noterisl que precipita ( no tiene actividad
cuddgena ni de oxidasa del 21Tz toeoferol ) ; o¢ elimind asi
waterial pror medic 2: un cmbudo Michner [ trat.ndo de evitur
formacidn de =zspumal; antoes y despues do cazta “iltracidn 14

tividad es prifcticnante la wisna,.

v

Ll

e
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TABLA 12 E3TADILITIDAD Do LA wNZIVA AT PASC FPOR SLYTADSX G-25

Fraccidn Actividad como toma de oxigeno ( pendiente)
4 1.8

5 3.86

6 3465

4 0+75

Suma de actividades 10.06

Actividad original TeD

Las fraocciones 4y 5 son la diferencia de actividad del enddoeno v
de el ensayo con alfa tocoferol, Cada fraccidn =35 de 4 ml .,

TAPLA 13 uSTABTILIDAD D& A wWZILNA AL PASC FCR SEPHADSX 5-150
Fraccidn Actividad como toma de O2 ( pendiente )

4 0.8

5 1.75

5 2

i 2B

8 3

9 3

10 249

11 1.5

Suma de actividades 17.45

Actividad original 12.5

Cads fraccidn tiene 3 ml . Esta columna coro 1z anterior =s de
30 cm de largo , el material se eluyd con =21 buffer de N329?04—ci—

trato, pH4 5.5 y 0.1 Il .
81 hecho de que exista mds actividad en la suma de actividades se
vard en la discusidn,
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’ N™ 4 CURVA D ACCIVIDAD Do ALFA TCCOFERCL QTIDARA

\
i

3

-

TI5U
CONTRA DIF:RINTLS pH .

-

1 5 & L
Los pH son los tomados dosvumeg de la reacclion.
Se usd para los :nsayos 1la raiz del ayocote. -l amortisusdor usa-
dr O, 1 M ,

I actividad esta deda por la pondicnte de 1o oralica obtenida.

do o

ul

}
=
<
t
(o]
.

T.. volocidad d» rra“icacidn as de 0.2 pulgndas/mi




0\ Jocote

3 0

3.8 0

4.5 0 Erijal nears

5¢5 4,% PH pendisnte
5.4 3.6 g i

7 3.? laor\ 400

Teb 2,8 6.5 3.8

8.6 0.8 705 205

rE rcndiente Prijal Doyg

362 0 pH nendiente
He5 Tad 3.1 0.0

£33 T ol 5.5 a0

&y
.
20
Ul
.
1
\
-J
-3
L]
N

Oe

=5
.

1
=3
O

nH riadisnte
€ i 0.0
5.7 204‘
!r\'7 q'r\
'7.5 ]—.6

Ies pHM- expresados , son lco tomndog desrucs 6o llevadns 2 o=

bo 1o reaacecidn,. For: ol ayoecote se fHomo 1o raiz, imal o2 =

~

pura todeow lez dewmin engor , oxepto sn lg alfclfa, en Aende
uso tody o plunta eomo axtroecto. Ta meluridsd dol amorti ug-

dor usado fue de 0,1 ¥ en fodos los casos.
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tal minera que no se registra actividad enzimdtica . (FIGURA 5)

6) REPRODUCIBILIDAD DEL METCDO

Los niveles de actividad y la concentracidn de¢ proteinas fud
bastante reproducible de ensayo a ensayo usando las manipula--—-
ciones y las concentraciones gue parecen sar las dptimas, (TA--
RLA 15)

7) NIVELZS DE INZIMA

A) DURAHNTS LA GERLINACION

E1l ayocote sembrado en Agrolita se dejd germinzr to-—
méndose las partes en crecimiento de la clanta (esto es sin to-
mar en cuenta lcs cotiledones), la mediecidn n: se empezd sino -

zar le extraceidn ; la ndxima actividad se alcanzd en =21 dfa no
S e dfa nc hubo un aumznto s=2nsible ., (FIGU=-

RA 6) .

B) IZN HARINA DE SEMILLAS

De las senillas se obtuvo un ;olvo pssando 7-s semillas
por un molino ;3 al material obtenido se le agresd amortiguador
en dos veces =1 volumen de su peso. Se homocgeneizd en un homoge
neizador eldctrico ( Virtis), durante 5 minutos ; ecte aaterial
se centrifugd a 20 COO RPM durante 20 minatos, el sobrenadante
obtanido se centrifugd a 100 0CO T g por una hora en un rotor
(sW 30.3) . El sobrenadante se utilizd como material de ensayo
y parz purificacidn . Cuando se midieron los niveles de en7imo
en este materiul , se encontrd enddégerno en todos ; los niveles
de oxidas: del alfa tocoferol y de enddgeno difieren de semilla
a semilla , los mas altos fue' n para =1 av~cote anr respecto a
la oxidasa del alfa tocoferol , nientras la soya tuvo los mds -
altos niveles de enddgeno ; aqui hubo siempre problemas de ex—-—
traccidn por los altos niveles de lipidos que contiene . (TA-—-

BLi 16)



T L]

% °° * go % foo msl ml

=

FIGURA 1T 5 ACTIVIDAD DL IA OXIDASA il AT TCCOFIROL CCNTRA
DIFRENTSS CCOMC FTIACICGHUS DI FOSFCLIPIDO.

32 usd ol extracto de raiz de frijol bayo; o1 fosfolipido s~ eml-

ified en ~l amortiruvudor usado para le extraccidn. #1 fosfelipi-

0 » introdujo en lo mazela del ensayo cnzimdtico en un volumen
dsa 0.2 ml, conteni=»ndo las diferentes conceniracionss de fosfoli-
rido ( el fosfolipide usade Tve Lecitina Sigme) La reaccidn so Tl--
véd a cabo en amortisuador de pH 5.5 y 0.1, I concerntracidn de
alfa tocofarnl fuéd de 3 me/nl., La wectividad s~ mide come pondien—

te d» craficacidn; 1l velocidad d» graficacidn 2s de 0.2 pulg/ min.



T4BLA 16 NIVULES ENZINATICOS EIN SuMILLAS

Semilla Activided medida como toma de O2 (pendicnte)
enddgeno con alfa tocoferol

Ayocote

0.3

Soya 0.8
Frijol negro 0.4¢
Frijol bayo 0.65
D5

0.4

0.0

w,

Frijol canario
Frijol cacahuate
Alfalfa

©

O HPENW
.
DWW 3~ m O W

o

Se usd como material inicial polvo de cada semilla; se usd =1 do-
ble de amortiguador del peso de la muestra ( 4 veces mas amorti-
fguador que en los ensayos de las otras partes da l=z planta)

TABLA 15 NIVEL#S D ACTIVIDAD Y Dis PROTEINAS

Material usado Actividad medida como toma de O2 (pendisnte)
oxidasa del alfa tocoferol Proteinas

Planta total 12.0 4 mg/ml
Planta total 12.0 3.9 mg/ml
Hoja 12.0 8.13 mg,/ml
Ho ja 14.0 7,88 mg/ml
Raiz 4.5 : 5.44 ng/ml
Raiz 4.5 5.63 mg/ml
Raiz 4.5 5.22 mg/ml
Tallo 10.0 . 1.8 mg/ml
Tallo 10.0 2.36 mg/ml
Tallo 10.0 1.75 mg/ml

Se usd frijol bayo; se tomaron muestras que tenian la misma acti-
vidad para determinar las proteinas. La determinacidn proteica
ge hizo por el método de Iowri.
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Se uraron 1los portes en germinacicn de una nlrnta de Ayocote, les

crocirientos no fusron gue *n les dias en qu2 8o
hicisron los enga‘cs , mants las rlantas que ~sta-

.
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A1l cuarto dia havin ya raiz, al zexto los cotilodones es

o

. . - - - - L b | .
brisndos= vara d:jor salir las hojas; al diz roveno 1a »Ladn
C - - 5 & . . ~
eatn 1 comuletumente desarrclladas; =1 dila drecimoquinto ya se a-

procian brotsas d=» hojous srcundarins,
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C) EN OTRAS TLRTZS DE FLANTUIL.S DE DIFZRENTES ESPECIES

Para obtener los niveles de cada parte de las pldn——-
tulas se tomd el material correspondiente para cbtener el extrac
to . De un mismo lote de plantas se obtuvieron varios extractos
por separado 3 siendo la diferencia de cada uno a partir de la
homogeneizacidn . Los resultados de cada una de las especies se
da en la TARLA 17 , lo mds sobresaliente de estos resultados ,
es que se encontrd enddgeno exclusivamente en las hojas.

8) ESTABILIDAD DE LA ENZIMA AL COCZR LA SEMILLA

E1l polvo de las semillas se puso en amortizuador hir-
viendo , se tomaron los materiales a diferentes tiempos . Cuan-
do se Jlego al tiempo descado de cocimiento se agregd amortigua
dor hasta tener un volumen de dos veces el peso de la muestra,
de agqui se obtuvo el extracto enzimftico . Las semillas se pu—-—
sieron en agua hirviendo directamente , hasta completar el tiem
po deseado. Se molieron en licuadora coun amortigsuador (dos ve--
ces su peso en volumen ) y se obtuvieron extractos enzimdticos .

Con este tratamiento , a los 10 minutos hay ya una pég
dida apreciable en la actividad de la enzima en semnillas , pero
no es sino hasta los 20 mimuitos cuando se ha perdido casi toda
la actividad . Zn el caso del polvo de las semillas , la pérdi-
da de la actividad comienza desde el primer minvuto , y a los 10
minutos ya no existe actividad medible . (TABLA 18)

9) PURIFICACICN PARCIAL

Bl extracto enzimdtico crudo , se precipitd con sulfa-
to de amonio al 40 %, 60% , 80% y saturacidén ; solamente se en-
contrd actividad en la fraccidn precipitada con el sulfato de
amonio al 40% , este precipitadc se recuperd por centrifugacidn
y se resuspendid en el menor volumen de amortizuador (pH 5.5 ,
y 0.1 M ) . BEsta fraccidn se calentd a 60°C por 15 wminutos , se
enfridé inmediata ente después en hielo ; habicndo una abundante
precipitacidén . Sc¢ recuperd el sobrenadante centrifugando a ---
20 000 RPN ;or 10 minutos , y se midid la actividad y 1z concen

[



TABLA 17 NIV, .3 D OXIDASA DEL ALFA TOCCFEROL BN DIFIWSNT.IS
uSPACTIES.

S i liedia 5 umero de
Haterial aritmética. Varianza (=) mestras.
FRIJOL CANARIO

raiz 4.39 0.018¢9 10

tallo 30,18 0..0257 10

hoja 12.18 0.0409 10
TRIJOL NiEGRO

raiz 3l 0.074 10

tallo 5o de 0.082 10

ho ja T.58 0.31 8
FRIJOL BAYO

raiz B.72 0.103 10

tallo 4.37 0,082 10

hoja 10.56 1,005 8
AYOCOTE

raiz 4.3 0,031 10

tallo 56 0073 10

raiz 9.12 0.621 10
S0YA

raiz Ted 0 .07 10

tallo ALeH 1.785 A 7

hoja 1186 0.408 4
ALFALFA

Planta completa 2.066 0.002 4

un cada caso el material usado es del mismo grupo de plantas, se
varid paru cadw caso desde 1z homogeneizacidn del matarial,

bn todos los cusos se hizo la extraccidn y el ensayo con anorti-
fmador O.1 I y pH de 5.5; las plantas tenian entre 12 y 15 dias
de serminceidn. Cuando se encontrd enddgeno, se resté este valor
del valor obtenido del ensayo con alfa tocofsrol,



TR LA 18 BSTALLLTDAD DE LA 2T a AL 7607 T..7C

Tiempo Acbividad de Loma de Oxigenc (yoenliente)
(min:tos) Harinw Semilla

EN PRIJOL EAYO

e 1.5 .

1 0.8 Tt

5 004 ]'"\

10 0,0 "

20 C.0 O

30 0.0 0.

60 Q.Q {3.1

EN AYOCOTZL

0 3¢5 2ot

l 2‘5 20/

5 /-:.'; (’?' )

10 ”.(\, "‘.'\

lj ':3."‘ lj\’.

30 0.0 G.

GO 0.0 Q.0

Tos tiempos indican tiempo de c¢bullieidn del mit:-rial . Yo ze

mé en cuenta la actividai enidgena, »sto ve, los valoves obtend

3 ) 2 3 s 1YY 11y ~ 4 4 L
dos se restaron de la aclividad endogens; .wnma esta ult’ nmu

1
&

bien desap:recid, w-s o venos a lu wima veleeidad,
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tracidén de proteinas . La actividad se perdid , pero se resti--
tuyd al agregarse 0,2 ml de una solucidn de sulfato de cobre —--
5 x 10™% 1 en 1la mezcla de ensayo enzimdtico . El sobrenadante
de la precipitacidn con culor se pasd por una columna de Sepha-
dex G 150 (Pharmacia) de 30 x 1 cm ; se tomaron fracciocnes de
4 ml cada una ; la actividad se encontrd solamente en las frac-
ciones 5 y 6 . (TABLA 1G)

I~ enzima no se comporta linealmente al diluirla , es
to se hizo m4s patente al medir la actividad enzimitica después
de cada paso de purificacidn ; por ello se trataron varias dilu
ciones para cada ensayo , s2 tomd aquella cue daba los mds al--
tos Indices de actividad al multiplicarla por la actividad .
(FIGURA 7)



TnBLa 19 FURIFICACIOUN FazJ IaLl Do La uAlbDada Lzl AlFA JCCUFEIWL

Tratamlento Activicad Voluicen Dilucidn Rendimiento rotefnus Actividad
(U artitrarias) enSayado (volum=sn fi- (U arcitrarias) (mg/ml) <tpecifics.
nal) {U/mg c= mrote
inasS.
Inicial 1,28 (x5) Dol w ol 1635 96.c v.olil
Precipitacidn }
con (NH )90, JeAL(X1u) Ge2 7 ml z 90 £.94 Veldl
4 2
Calsntumizaoto
por 15 min a Cal9{ 1U0) Ue2 7 ml 1715 C 77 0.635
(o Lol
Colurna de Sephadsx G-1%0
“raccion § O x506) Ual 4 ml 300 0.111 C.272
Fraccidn 6 Ue3(x50) U2 4 ml U0 Vell2 U.270
Total £O0

%1 ensayo Se hilzo con rolvo de sSemdllas de ayoccte, agr:gando dos v:=ca25 en volumen el peso d=1

> 0%

nztirial . Pare cada ensayo Se rrotaron variz® diluclones y se tomd ayuella que daba rendimien-

to8 was 21tos,Con lu dilucidn hachna Se miaisron las protefnas ( 245 de Jowry et al.;,a las
tracciones de la columna Sz 128 mildisron rrotefnas por D.u. 2 280 nm. Sismpre ss dializd el

I

reterial antes d2 m=dir protsinas. Las unidadeS de actividad son arcitraries, y cstan aadas

>

2or la mendlente da la grdfica rssultunte de la toma de oxZzeno.
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CAPITULO III
DISCUSION

En el trabajo de Barlow y Gaunt (1972) no se repor-
ta la existencia de una actividad enddgena.Sin embargo en es-
te trabajo fué uno de los problemas mas importantes,el hecho
de hidrogenar muestras de fosfolipidos extraidos de ayocote
(Phascolus coccineus) no evité el enddégeno, sin embargo lo re-
dujo (TABLA 1l);esto mismo sucedié con las fracciones eluidas
con metanol cloroformo 2:1,y metanol (TABLA 4) de una muestra
de lecitina comercial La Polar esto es una evidencia de que el
problema de la actividad enddgena esta relacionada con el ni-
vel de insaturaciones de los fosfolipidos.Esta evidencia pro-
viene del hecho de que los niveles de enddgeno son mas o0 menos
proporcionales a los valores obtenidos para el mimero de yodo
(TABLA 1 y 4). Sin embargo contra lo que se hubiera pensado,la
lipooxigenasa no esta involucrada,ya que afiladiendo esto a un
ensayo, no aumentd la actividad enddgena ( Gaunt,comunicacidén

personal ),

Al realizarse la separacidn de las diferentes fraec-
ciones de lecitina La Polar solo se encontrdé que tenia un 5.3%
de material eluible con metanol, sin embargo las demds fraccio-
nes tuvieron ademds de actividad enddgena,act’ vidad de alfa to-
coferol oxidasa (obtenida por sustraccidén de ensayo con y sin
alfa tocoferol),esta Ultima actividad va en aumento a medida
que la elucidn va de cloroformo = metanol; este aumento se de-
be quizé a qué,él fosfolipido se encuentra desde la primera -
fraceidn (TADIA 3) (ya que uéando sustancias puras nunca hay -
actividad en ausencia de fosfolipidos Barlow & Gaunt 1972).La
cause de no haber obtenido la hidrogenacidn total se debid qui
zd a que la técnica usada no se ajustd en todos sus detalles -
(se usd P3/C en lugar de Platino,y la presidn usada fué de -
1l p.s.i. en lugar de 4).las actividades (enddgena y de alfa -
tocoferol oxidasa) fueron perfectamente separables de una co-
lumna de Sephadex G-150 por lo que se puede deducir gue no hay
una dependencia entre las dos actividades,y estén simplemente
superpuestas. (FIGURA 1 )
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Esto se viene a confirmar por el hecho de que con
dos tipos diferentes de fosfolipidos que dan niveles diferen
tes de enddgeno se encuentra una diferencia practicamente i-
gual de oxidasa de alfa tocoferol., ( TARBLA 5 )

Durante la extraccidn hay una pérdida de actividad
después de naber llegado a un mdximo ( 2.5 a 3.5 min ) sin
embargo 21 enddgeno tiene un aumento mas o menos lineal(TABLA
6 ),esto se debe quizd a que los materiales emnpleados tienen
una gran cantidad de saponinas que producen una gran cantidad
de espuma que no puede evitarse., [sta espuma produce la pérd}
da de actividad de la oxidasa del alfa tocoferol debido proba
blemente a que esta enzima es muy sensible a la desnaturaliza
cidén por espuma; por otro lado el aumento del enddgeno se de-
be probablemente a que cada vez hay mejor homogeneizacidn con
la subsecuente liberacidn del sistema responsable del enddge-
no, este por sus caracteristicas no serfa tan sensible a la
desnaturalizacidn por la espuma.

E1l hecho de que la enzima no esté afectada por reac
tivos protectores de grupos sulfhidrilo indican que estos no
estdn presentes en sitios activos de la enzima(TABLA 7),0 que
no afectan la conformacidn para que la enzima sea activa. El
EDTA no tuvo ningdn efecto, esto habria hecho pensar gue no -
estaban involuerados ;..=s divalentes., ( TABLA T )

La fuerza idnica, al contrario del sistema en chi-
charo ( Barlow & Gaunt ),tiene una gran influencie en la ac-
tividad de los sistemas probados (TABLAS 8 y 9 ).Esto se pudo
advertir sobre todo al dializar un extracto contra diferentes
fuerzas idnicas, en el caso de una concentracidén del amorti-
guador de 0.05 M, hay una pérdida de actividad cuando se dia-
liza contra una concentracidén igual, la pérdide es mucho me-
nor si se dializa contra una solucidén 0,1 M; (TABILA 10) esto
puede deberse a que,ya que el Cu (II) es un cofactor de la -
enzima,la retencidn de este factor esta ayudado por la fuer-
za idnica del medio; o sea gque, a concentraciones mas altas
de idnes, la enzima es mas capaz de retener el iun Cu (II) o
a perderlo con mayor dificultad. E1 . . c¢staria tan unido a
la enzima que el EDTA no seria capaz de quitarlo; esto expli
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caria el hecho de que en presencia de EDTA no hay dismimucidn
de actividad.

Otra alternativa es que la enzima tiene mayor esta-
bilidad de la conformacidén molecular de la enzima a altas con
centraciones de icnes,

La enzima no conserva totalmente su actividad a nin
guna temperatura, sin embargo en congelacidén conserva su acti
vidad (TABLA 11 ),esto es 1ldégico si se piensa que el extracto
de 100. 000 gravedades tiene una gran cantidad de sustancias -
oxidantes y enzimas proteoliticas,estos factores serian mas -
activos a temperatura ambiente que a congelacidn.

Por las concentraciones déptimas de alfa tocoferol y
el pH éptimo (FIGURAS 2,3 y 4 ) (TABLA 14),las enzimas proba-
das deben ser my similares; esto es ldgico si se piensa que
todas pertenecen a las leguminosas y por ello filogenéticamgg
te relacionadas. Pero compardndolas con el sistema de Barlow
vy Gaunt (1972) se encuentra que la concentracidén éptima de al
fa tocoferocl y la Km en chicharo (1.3 y 0.25 respectivamente)
son mas bajas que en los sistemas probados en este trabajo,

El papel del fosfolipido no se ha podido dilucidar,
sin embargo se puede pensar que se forman vesiculas de fosfo-
l1ipido endonde puede llevarse a cabo la reaccidn de una mclé-
cula hidrofilica (la enzima) y una lipofilica (alfa tocoferol).
Aumentando la concentracidn de fosfolipidos se forman micelas
que englobarian al alfa tocoferol y no permitiria esto la in-
teraccidn entre la enzima y su sustrato. (FIGURA 5 )

Lo enzima resultd ser sensible a la coceidn a 100°C
en el polvo de las semillas y en las semillas enteras, esto -
hace pensar que cuando las semillas han tenido una pequefla -
coccidn la enzima pierde su actividad y no puede producir nin
gin efecto nocivo,(TABLA 18)

El hecho de que la enzima requiera Cu(II) como cofac
tor unido al hecho de que el fosfolipido sea también un cofac-
tor,y que el otanol aumente su actividad (Barlow y Gaunt 1972)
hacen de la enzima muy seguramente una enzima de la clase de
las fonolasas ya que algunas de ellas tienen estas mismas ca-
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racteristicas.( Mahaler y Cordes 1972 )

Se encontré que cuando la enzima se diluye, no hay
un decrecimiento lineal de actividad como se esperaria(FIGURA
7 ).Esto se pudo apreciar mejor durante la purificacidn,ya que
fué posible diluir la enzima incluso hasta 100 veces en algu-
nos casos para obtener un valor de actividad gue parece més -
cercano al real,

Se ha encontrado que muchas proteinas pueden inhibir
la enzima a bajas concentraciones. Probablemente este efecto -
no es especifico, sino que se debe a una competencia por fos-
folipidos (Gaunt comunicacidén personal).Por esto quizd a la en-
zima se le pueda medir su actividad real solamente cuando no
existan estas proteinas inespecificas.

Por los resultados del estudio de esta enzima puede
pensarse que no representa ninguna posibilidad de toxicidad pa-
ra la poblacidn que consume los productos estudiados, por su -
labilidad a la coccidn; sin embargo los animales pueden consu-
mir estas leguminosas como ensilage fresco o como materia seca,
en este caso pueden relacionarse los transtornos descritos en
algunos animales como hipovitaminosis E (Leidler 1971). Por
ello serfa de interéds prdctico investigar la actividad enzi -
mética directamente en los productos alimenticios para anima-
les (especialmente herbivoros).

La enzima pura puede tener una gren utilidad en la
investigacién de membranas, ya que no se han encontrado méto-
dos que eliminen especificamente la actividad del alfa tocofe-
rol; y esta vitamina estd ampliamente distribuida en las mem-
branas bioldgicas.
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