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CAPITULO I 

INTRODUCCION 

En el año de 1922 Eva ns y Bishop descubrieron que p~ 
ra el desarrollo normal del embarazo y la obtención de crías -

sanas ,la r a ta necesita un factor dietético que se presenta en 
el aceite de semillas y es, por lo tanto , soluble en aceite. En 
el año de 1924 Sure le di6 a esta sus tancia el nombre de vi t a­
mina E. La existencia de la vitamina E se reconoció de manera 
general cuando en 1926 Evans y Burr lograron elaborar un método 

biol6gico para la comprobación de este factor. En el a ño de --
1936 Evans y colaboradores lograron el aislamiento de dos f ac­
tores químicos con actividad de vitamina E, estos fueron el a~ 
fa y beta tocoferoles proc edentes del acei t

0
e de germen de tri­

go. Posteriormente se ha reportado que el a lfa tocoferol se en 
cuentra en todas las plantas superiores. se·· ha encontrado su -
necesidad absoluta en aves, roedores, así como en bovinos y o­
tros animales. Los herbívoros son los animales mas sensibles a 

la deficiencia de esta vitamina. Los síntomas típicos , además 
de la infertilidad en ambos sexos , son la degeneración del t~ 
jido epitelial, la distrofia muscular seguida de necrosis, he­
m6lisis de glóbulos rojos in vit~ por peróxidos, y en general 
perturbaciones en el metabolismo de lípidos. 

En la naturaleza se encuantran varias sustancias con 
actividad vitamínica E ; estas son los tocoferoles alfa, beta 

Y gama : 

y á.- f ocoferoJ 

-~etc . f' toco4erol 

El más abundante es el alfa tocof erol, que en forma 
pura es un aceite amarillo pálido, soluble en alcohol, e t er y 

grasa, pero insoluble en agua. Absorbe a un máximo de 298 nm 
es resistente al calor, ácidos y álcalis; sin embargo es muy 
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sensible al oxígeno y otras sustancias oxidantes. En presencia 
de peróxidos se oxida fácilmente, por esta característica evita 
la rancidez de las grasas en que está disuelta. (Steep y Kuhnau) 

La presencia de la cadena de fitilo hace altamente in 
soluble al alfa tocoferol, pero es soluble en solventes orgáni­
cos y lípidos. El hecho de que los tocoferoles sean derivados -
cíclicos de la hidroquinona explica fácilmente la inactivación 
por oxígeno del aire, siendo los productos de la oxidación inac 
tivoa vitamínicamente. (Steep y Kuhnau 1966) 

La pérdida de actividad vitamínica también se observó 
por la ingesti6n de algunas leguminosas. Dietas que contienen -
frijoles (Ph.aseolus vulgaris) incrementan la incidencia de dis­
trofia I!Dlscular en pollos y corderos. Eso se acompafia por una -
marcada depresión de los niveles de alfa tocoferol en el plasma, 
los síntomas pueden eliminarse administrando vitamina E, o co-­
ciendo los frijoles por 60 minutos a 127ºc. Por extracciones a1 
cohólicas se deIIDJ.estran dos factores con actividad antivitamíni 
ca ; uno soluble en agua inestable al calor y otra soluble en -
alcohol y resistente al calor • El factor soluble en alcohol se 
determinó como una grasa insaturada. Estudiando la encefalomal~ 
cia en pollos , SUgsen en 1955 notó una interferencia en la ut! 
lizaci6n de vitamina E por la ingesti6n de alfalfa (Medicago ~ 
~), se demostró después que la alfalfa contenía una f racción 
soluble en alcohol que interfería con la absorci6n de vitamina 3 . 
Sunyal en 1953 había reportado que en chícharo (Pisum sativum ) 
hay un factor que interfiere con la actividad de la vitamina E 
para prevenir la reabsorci6n fetal en ratas • (Leidler 1971) 

Por otra parte se ha reportado que cuando se maceran 
tejidos de las hojas de chícharo, se produce una destrucci6n -­
oxidativa del alfa tocoferol. Esto puede suceder por dos proce­
sos distintos , uno es la acci6n de lipooxigenasas en los lípi­
dos insaturados • Los compuestos resultantes de esto pueden oxi 
dar al alfa tocoferol de una manera no enzimática en presencia 
de proteínas con grupo hemo. 

Otra alternativa es la preser.ci~ de un sistema enzi-­
mático 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 chícharo. 

Barlow y Gaunt reportaron en 1972 estudios sobre este 
sistema. Uno de los problemas que surgieron fué la introducción 
del alfa tocoferol en el medio de reacción • Encontraron enton­
ces que la vitamina, disuelta en etanol suf ría una ruptura rápl 
da en pres.encia de un extracto libre de célula s , y si el etanol 
estaba en un 20% en volumen se alcanzaban los mejores ~iveles de 
actividad. Ningún otro solvente fué capaz de activar l a oxida-­
ción del alfa tocoferol. Sin embargo la velocidad de ruptura d~ 
crecía hasta que a los 15 minutos de reacción se enco ntraba po­
ca actividad , esto se atribuyó a otro efecto del etanol. Cuan­
do se preincubó el extr acto libre de células en etanol , se pe! 
dió casi totalmente la actividad de l a enz ima • Para inactivar 
a la enzima completamente y detener completamente la reacción -
para medir la concentración de alfa toc oferol sin oxidar , en-­
centraron que el 2-propanol , ya sea hirviendo o a temperatura 
ambiente detiene casi com~le tamente la reacción , mientras que 
el etanol hirviente no tenía un efecto inmediato • Encontraron 
además qua el extracto libre de células se inactivaba por un -­
tratamiento a l00°c po~ cinco minutos • 

Este extracto libre de célula s tuvo una actividad óp­
tima a un pH de 5.5 no habiendo actividad por debajo de un pH de 
cuatro. 

Cuando separaron varias f racciones por centrifugacié~ 
descubrieron que solo se recuperaba la actividad con el sobren~ 
dante de 100 000 gravedades mas el botón de centrifugación de -
esta misma fracción ; así que para la actividad era necesaria -
la fracción membranal , y algún componente soluble.El componen­
te membranal necesario para la actividad fué la f racción de fo~ 
folípidos • Había ad emás un aumento lineal en actividad al in-­
crementar la concentración de fosfol]pido ha ste c inco mg/ml , -
después de esta concentración no hubo un aumento adicional en -
actividad enzimJ tica • 

Al dializar encontraron una pérdida del 40 .·~ que no se 
reestablecía al añadir el dializado • 
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El factor activo en el sobrenadante era el factor lá­
bil al calor y al etanol; cuando se le trató con tripsina o una 
mezcla de alfa quimotripsina y carboxipeptidasa A , se produjo 
una pérdida casi total de E·.ctividad, el factor fué resistente a 
la precipitaci6n con sulfa1;o de amonio. Encontraron que a 4ºc -
durante cinco días no se pe~ rdía actividad , mientras que el ex­
tracto crudo de células perdía actividad en unas cuantas horas 
incluso a 4ºC • 

Para excluir la posibilidad de un rompimiento por hi­
droper6xidos añadieron linoleato con diferentes concentra ciones 
de etanol y encontraron qui: . el etanol inhibe casi completamente 
este tipo de oxidación. Pe.ra eliminar la posibilidad de la for­
ma.ci6n de hidroper6xidos en el extra cto libre de células , aña­
dieron fosfolípidos con diferentes niveles de hidroperóxidos, y 

no encontraron diferencia en la actividad. Incubando lipooxige­
nasa y hemoglobina con la fracción celular particulada seguida 
de la adición de alfa tocoferol , no produjo rompimiento de la 
vitamina. Así que el sobrenadante no podía reemplazarse por --­
proteínas catalizadoras de la producción de hidroperóxidos de -
lípidos • 

La concentraci6n de alfa tocoferol para la máxima ac­
tividad fué de 1.3 raM y la Km fué de aprox imadamente 0.25 mM. 

Se encontr6 que los productos del metabolismo son tre~ 
el más abundante tiene un espectro de UV con un máximo en 288 ~ 
se confirmó que no tiene ningún hidroxilo libre. Encontraron ac 
tividad además en trébol, pero no en trigo ni avena. 

Lo más sobresaliente encontrado en esta enzima fué el 
hecho de t ener actividad en presencia de etanol , aun~ue esto -
se había reportado ya en algunas fenolasas • Como el metabolis­
mo de alfa tocoferol utiliza oxígeno molecular , sugirieron no~ 
brar a esta enzima oxidasa del alfa tocoferol. Otras ox idasas y 

part i cula r mente oxidasas t rarisferedoras de elec t rones , se sabe 
que requieren f osfolípidos co mo cof actor. Es lógico pe nsar que 
una molécula como el alfa tocof erol interactúe espGcÍf icamen t e 
con el fo sfolípido por el hecho de tener una cadena de fit i lo -
tan lipolífica, y un solo grupo hidroxilo polar en el otro extre 

mo. 
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CAPITULO II 

METODOS Y RESULTADOS 

1) ENSAYO ENZIIl1ATICO 

Para el ensayo enzim~tico se usaron plantas crecidas 
en agrolita (m~terial inerte de soporte), en cajas de material 
plástico de 30 x 60 cm ; los tiempos de cr ecimiento fueron va-­
riables, pero se prefirió tomar las pléntulas cuando es t aban co~ 
pleta.mente desarrolladas , en todos los casos se evitaron los e~ 
tiledones • Excepto para los experimentos especiales , no se us6 
tampoco la raiz. 

El amortiguador usado fué Na2HP04-citrato a un pH de -
5.5 en unos casos y de 6.8 en otros; la ~claridad usada fué de 
o.o5 en un principio , y despues de O.l IvI • 

El alfa tocoferol (Merck) se disolvió en etanol abso-­
luto , a concentr ación de 15 mg/ml • 

El fosfolípido (extraído,como lecitina Tech , o como 
lecitina Sigma ) se usó en concentraciones de 10 mg/ml. 

El extracto enzimático de ensayo, se obtuvo homogenei­
zando el material con la mitad de su peso co n amortiguador en un 
mortero preenfriado en hielo ,evitando producir espuma • ~l mat~ 

rial se filtraatrav~s de gasa, este fil t rado se centrifuga a -
20 000 RFM d.urante 10 minutos ; el sobrenadan te entonces, se cen­
trifuga a 100 000 XG durante una hora • El sobrenadante se usa -
como material para el ensayo enzimático. El ensayo enzim.~tico se 
hace en un oxímetro (Héat Co. Benton Har·bor Mass. USA) grafican­
do el curso de la reacción un graficador aco plado. El oxíme tro -
mide cambios en la conc en tración relativa de oxígeno disuelto • 

En la cubeta de reacción se ponen 0.2 ml de la soluci6n 
de alfa tocoferol (conce ~ tración final 0.75 mg/ml ; 2.23 mM) , 

0.2 ml de solución de fosfolípido ( concentración final 0.5 mg,,ml) 
y 3.4 ml de amortiguador, cuando se llega al e~uilibrio en la con 
centración de oxígeno se a~ade 0.2 ml del extracto enzimático por 

medio de una jeringa. Es.to da un volumen final de 4 ml • El or-­
den de adición no afecta el resultado, hasta antes de agregar la 
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enzima • Para el control, se usan las mismas cantidades, pero 
se añade 0.2 ml de etanol absoluto en luga r de la solución al--­
cohólica de alfa tocoferol. El resultado de cada medición se to­
ma como la pendiente de la gráfica que produce el graficador. La 
relación que existe entre la pendiente medida y la toma de oxí-­
geno es de 0.1944 x io-4 mM d~ o2/min cuando la pendiente es de 

O 1 Q 10-4 uno , si la pendiente es de 1 , la pendiente es de ·~44 x 

mM de o2/ min si la pendiente es de 0.5 la toma es de •....• 

0.0972 x 10 ... 4 mM de o2/min • Estos valores se obtienen tomando 
en cuanta la altura y la presión de la Cd. de México y a 23ºc ; 
pero suponiendo que no hay cambios sustanciales en la concentra­
ción de oxígeno 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. 
(Figura A) 

2) PROBL~'M.A DE ACTIVIDAD ENDOGENA 

En un principio , el ensayo no pudo tomarse como re-­
presentati vo de una actividad enzimática oxidativa del alfa to­
coferol por la presencia de una actividad endógena, es decir , 
en el control en donde no hay sustrato, se encuentra actividad -
de toma de oxígeno. Se pensó que esta actividad se debía a la -
acción del extracto sobre unas posibles insaturaciones en los -
fosoflípidos. Por eso se pensó usar fosfolípidos de fuente cono 
cida y por un método que diera escencialmente fosfolí,pidos sin 
una gran contaminación de grasas neutras • El método usado dió 
como promedio2.3 gramos de fosfolípido crudo por cada 500 gra-­
mos de harina usada ; el aspecto del producto fué bueno, siendo 
de un amarillo pálido y lo suficientemente só l ido como para peE 
sar que era bajo en insaturaciones. Sin embargo,al probar este -
material se obtuvo una alta actividad endógena; esta actividad 
se redujo al hidrogenar el material en dioxano .(TA.BLA 1) 

El material hidrogenable en dioxan,o es poco, por ello 
se pensó en hidrogenar en cloroformo en donde los fosfOlípidos 
son mucho :mús solubles; la hidrogenación se hizo durante 24 horas• 



TABLA 1 USO DE FO SFOLIPIDO " XT ~lAIBO DE AYOCOT E ~N EL EtTS AYO 

ENZDII.ATICO , SIN HID iWG !~NAR Z H D fWG SI'~ADO ( t:l'1 DIOXAN C). 

Fosfolíp ido 

Sin hidrogenar 
Hidroge nado 

Actividad de t oma de O,., (pen<l i ente ) 
<-

sin alfa t ocof erol con a _fa toco· erol 
(Endóge no) 

6 . 5 
3. 2 

10 . 0 

S. 5 

El ensayo se llava a cabo con 0 . 2 ml de solución alcohól ica de 

alfa tocoferol (15 mg/ml ) o co n 0 . 2 ml de e t a nol; el f osfolí­
pido hidrogenado y no h idrogenado se emul s if ica en co ncP. ntra-­
ción de 10 mg/ml y de e s ta solución s e u s an 0 . 2 ml pJ. r a cad :.l en 

sayo. 

TABLA 2 HIDHOG~NAC ION EI'T Cl-O JCPO fj ,iQ D~ F OSFOLIPIDO S EXT ~lA IIlOS 

DE AYOCOTE . 

Fosf ol í pido 

Sin hidrogenar 
Hi dro genando 

N'tímer o de 
yodo 

8 3 . J ;', 
41. 5,<'a 

Activ ida d d e toma de o2 (pe nd iente :·· 

end6geno con alfa- tocoferol 

6 . 0 9 . 8 

La hidro genac i 6n se llev6 a cab o durant e 24 horas en c l orofor­
mo • El número de yodo se obtuvo i· or el n 8todo de Ha nu s . 
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Cuando se midió el número de yodo s e encontró ~ue -

la hidrogenación no había sido comple t a , y sus prop i edade s como 

cofactor l a s había p erdido. (TABLA 2) 

Se probó entonc as un mate r i al crudo vendido como l eci 

tina , para obtene r e l ma t eria l pa ra uso como f osfolípidos • Se 

usó una columna de 30 x 1 cm llena con ge l do sílic e h~1Sta los 
25 cm , lav6.ndol a c on clorof or mo y me tanol • El materia l a pu ri 
ficar ( 5 gr &""Ilos) se d isolvió en J O ml d. e c lorofo1'm.o; é sta so-­

lucL~n se pasó por la col umna eluyendo con c lo ro f ormo , clo r o-­
fo rmo-me tanol 1:2 , me tanol - cloroformo 1:2 , y metanol • ~l pr~ 

dueto de cada f r acción se evapo ró a sequedad , y se pe só • So_o 

un 5.3 :.IS cl el ma terial se puede conside r ar c o.:no fosfolí pido .( TA­

BLA 3) 

Se dete r minó en to nces la utilidad de este ma teria l -­
hidrogenado y s in hidro gena r; c omo se pu ede apr ec iar en l ·a 'l'AEI A 

4 , el materia l no perdió sus insaturaciones ni la capac i dad -­
para producir actividad endógena. Por ello s e pensó en usar o-­
tro mé todo pa r a separ a r l a s actividades. 

Lo s métodos usados par a esta pa r te de l t r aba jo f u er on: 
~tracción de f osfolípidos de harina de Ayocote.- Se t oma u na -
cant idad de semilla s de Ayocote , se refluj a con 10 veces su p~ 

so en volumen de isopropanol por 5 minutos • Se f iltra en un -­
embudo Büchner ; el r e s i duo se refluja con 10 vec es su volume n 
en peso de la mue stra inicial con clorof ormo • Se filtra y se -
combina c on e l f iltr a do anter ior ; s e eva por a a un volu me n pe-­

~ue ño bajo presión en un rotavapor • Se a liaden 100 ml de clor o­
formo y 100 rnl de a gua s e agi t a suavemente para evi tar l a for~ 
ci6n de una emulsión , s e t ransfie re ésto a un embudo de sepnr~ 

ción y se toma l a part e orgánic a . Se ponen 20 g de gel de síl i ­
c e pa r a cromato gr afía en un embudo Büchner , se l ava c on me ta-­
nol y c loroformo. Se ha ce pa sar entonces e l extracto de cloro-­
fo r mo a través de la ge l de síl ice • Se lava con má s c loroformo 
se eluyen los f osfol í p idos de la gel de síl i ce con metanol, el 
extra cto de metanol s e eva pora a s e ~uedad , e l producto es l a 

:racción cruda de fosfo l í pidos • 

Hidro genación en d ioxano.- Se usó el mé tod o e enera l -

para hidro genar triglicéridos (Lichfield 1972 ) • La muestra , --
200 mg • se disuelven en 50 ml de d i oxano recientemente destila 



Ti1.BI,A 3 
11 .L·~ PC·lAR' ' • 

Fracci6n Rer.d iLliento ( :,~ ) 
Actividac de t oma d e o2 

e ndógeno con ex toco erol 

---
Cl oroformo 84 . 9 6 . 5 6 . 8 
Clor- Met 2:1 5. 0 3 . 2 4. 2 
Met-Clo 2:1 4 . 8 2 . 1 6 . 5 
Me tanol 5. 3 1 . 8 5. 5 

Se pus i eron 5 g de fos f olíp i c.l os en JO ml de clor oformo, este ma­
t erial se puso e n una c olumna de gel d e sil i c io que se e lu~ró -

con suficiente volumen de cad.::i. una d e las m zcla s o 3olventes . 

TABLA 4 uso DEi· FOSFOLI.L I DO EI UIDO CON r ~ET ; CLOR 2: 1 y j.:ETA ;or 

Fosfolí1 ido 

Sin hidro genar 
Hidro ge nado 

Nú me ro de 
yodo 

62 .8 .% 

15.3% 

Activid1d de tomu de Ox í geno 
endó geno con a lfa tocoferol 

2 .4 5. 6 
1. 2 5. 0 

La fracción eluida de la columna de g el de silicio con ::::etanol­
cloro ormo 2: 1 , y el uida co n metanol, se probó c o n y s ir hü ~o­

genación ( en d ioxano ). 
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do , s e pone la soluc i 6n en un frasco de 250 ml ; se a gre ga a 
esto 80 mg de Pd/C • La hidrog2naci6n s e hace a presión positiva 
de 1 p .s.i con agitación por medio de un agitador magnético , 
durante 30 minutos • Despué s de l~. reacción s e añaden 30 ml de 
cloroformo y se pas a la solución a través de papel filtro , la-­
vando con cloroformo • Se evaporan lo s solventes a s equedad en 
un rotavapor , para recuperar el naterial ; éste se pesa , para 
después suspenderlo en amortiguador a una concentra ción de 10 

mg/ml • 

Hidrogenación en cloroformo .- Se usó el mismo método 
anterior pero u sando 6 g de material en 50 ml de cloroformo • Se 
usaron en este c a so 100 mg de Pd/C al pr incipio de la reacci6n 
y se añadieron durante el curso de la reacc ión 100 mg de Pd/C 
más,cada vez que disminuía la ve locidad de t oma de h idrógeno. 
Se a gregan en total 400 mg de Pd/C en las 24 horas de hidroge--

. , 
nacion . 

NÚmero de yodo.- Se usó el mé todo de Hanus. Este con­
siste en tener Solución de yodo en ácido acético glacial 6.2 g 

25 g de Na2s2?3
.5H20 en u n litro (O.l N) ;so--

16.5 g en 100 ml de a gua ; solución de almid6n . 
de r 2 en 0.5 1 
lución de KI 

' Se determina la conce ntración de yodo de la s olución ti~Álando 
con Na2s2o

3 
0.1 N (ésta a su vez se titula previamente ) , con el 

resultado se calcula la cantidad de bromo que se debe a gre gar a 
la solución de I 2 para la formación del IBr • Para la determin~ 
ción de l número de yodo se añaden 25 rrü.. de BrI al problema y a 
un blanco , el problema está disu elto en cloroformo a una con-­
centración de 0.5 gen 20 ml • Agregando el BrI se deja reacc i~ 
nar durante J O min en oscuridad y con agitación ocasional • Al 
cabo de este tiempo se añaden 30 ml de KI y 100 ml de agua • El 
I 2 r estante se valora con la solución de Na2s2o

3 
; cuando s e ¡1~ 

ga a un color amarillo pálido , se agrega la solución de a lmi-­
dón soluble , hasta q •l o se produce vira je a blanco ; el número 
de yo do s~ c a lcula por l a siguiente ecuación: 

volumen de Na2~2.Q3 x factor ( 0 . 01269 ) = número de yodo ('·~ ) 
peso de la muestra 
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3) SEP ARAr,ION DE LA ACT IVIDAD Dr~ Al.FA TOCOF EHOL OXIDASA Y 1A 

AC T IVIDAD 8!IDOGENA 

Usando una columna de Sephadex G 150 se pudo lograr 
la separación de las dos activi dades (FIGURA 1) • Se pudo demo~ 
trar además que esta s actividades se suman ; l a demostra ción se 
hizo por el hecho de que la lecit i na comercial 11 La polar" da un 
nivel de actividad endógena en tal lo y hoj a TI!ientra s qu e usando 
leci tina Sigma , so.lo existe actividad endógena en hojas , y es 
t a es menor que en el caso ante~ior. Tomando en cuenta l a s act~ 
vidades de ambos ca sos, se encuentra que las diferencias en t r e l a 
actividad endó gena y la de alfa tocoferol ox idasa , es la mi sma 
(TABLA 5) , esto es , las dos actividades re gistradas s e están 
sumando • 

El método u sad o para ésta s epa r ación fué el uso d ~ una 
columna de JO x 1 cm , se l lenó con Sephadex G 150 (Pharmac ia); 
éste ma terial se había hidr a t ado en amortiguador durante 12 ho­
ras; cuando se guardó el mat erial se hizo a ñadiendo azida de so 

dio al 0.02 ·1' . A la columna se l e h i zo pasar amort iguador para 
eliminar la azida de sodio. Preparada la columna se pasaron 5 -
ml del extrac t o enzimá tico y se tomaron fracciones de 4 rol • A 
cada fracción se le midieron actividad y concentraci6n de pro-­
teínas • 

Determinación de proteínas.- Método de Lowri y col . 
(1951) • Para éste método los materi ales son: Solución A (Na2co 3 
al 2 % en sosa O.l N ) Solución B ( Tartrato de sodio y po t as i 0 
al 2% mas sulfato de cobre al 1% , estas dos soluciones mezcla­
das en proporción db 1:1 ) ; las s oluciones A y B se mez cl an en 
proporción de 40 a 1 • Reactivo de Folin-Cical teau (:Merck ) ,· 
se prepara mezclándolo con agua en proporción de 1 a 1 • La so­
lución :patrón es una solución de albúmina bov ina en concentra-­
ción de 0.5 mg/ml • El mé todo para la de terminación es poner 
0.5 ml de la soluc i ÓG problema , se a 5regan entonces 5 ml de la 
solución A y despué s de 10 minutos se a gre ga l a s olución B y se 
deja que el color desarrolle completa.q:¡ente durante 30 minutos , 
pa sado este tiempo se lee a 750 nm • E+ patrón se hace tomando 

volúmenes dG 0.1 a 0.5 ml de solución patrón y agregando agua 
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{rocc1ones 

F J G-URI\. 1 S .Lff! HACI GtT DE LA AC '.i'JVTDAD l ~lffiOG ~ ~T'TA D:.-; ]~ :\ AC ' l' T' T JD ,~D 

DE AL? A f OCOF ~OL OZTDAS A ~ i S ~PHAD~X G-1 50 • 

El rn at:;-L'ia l s a do es p lan t o. c o m-, 1 .~ tn a. f r ijol n ~_sro; est e mD. t c ­

ri a l se homo g .n e izo en amortigu ad or 0 .11: y pH d e 5. 5 
Lu activ ida d del sob r e n a d a n t c de 1 00 000 x g fu~ d 1 4 par a la a c­

tivida d d e l '._¡ alfo. t o cof c rol oxid a s CJ. y d 2 . 3 p2r o. e l end ó -::-: '-~ no. 

La '"'olur:m a usad;:¡ f u .:J de 30 cm d lG:tr go , · stc.. s e ll " n ó c on S epha­

d ·-x G- 1 50 h a sta 26 c m d e l a colu n na . S e pas2.ron 5 ml d ~ :no.tcria l 

centrifu gad o a 1 0 0 0 00 x g ; la c o l u mna s e oluyó c on ~ .- 1 r.o i..,,mc aruor­

tigu ... Jo r , tornundos<! f raccion~ s de 3 ml • Zl ensayo se hiz o c on 

I1~ 8 i tin Ll Sigma qu l'.!l d a nive l ~ s be. jos de ondó gc: no , po.r a c ad3. f r a c c -

c ión se midier on a c tividad.s ~ndógen~ s y de a lfa to c ofero l ox i da s a . 
La suma d 8,ctiv idad en l a s f r a c c i ones de a lfa tocof e ro l oxida s a 

~s ne 19.4; ~s t e ap a r e n t e aum~nto d e activida d , s e de b~ a l a d i­

l ución. Esto se d i s cute en ~l último c ap í tulo. 



U::>O DE l;Q'.~ F' 0 ~.3111 .. 1L f l 'J!J(j ,J (~TJ !.". DAN NIV :·:I.ES D I? ~:lEl· T f':S 

DE AC'r I VIDJ D E.NDOG ~~ N A . 

F os f ol í pido 

empleado 

"La Polar 11 

Sigma 

Activicl a a d e toma de o
2

(medic: o c c1:n . p en,J ien t;e ) 

Bo j a Tallo 
1-<'ndó g eno c on(f, t oe . dife r. end o,::reno co n t oe C( d if . 

11. 33 
10 . 96 

2 . _, 6 

1 . 8 4. 
9 . 57 
9 .12 

6 . 55 
:) • 6 

1 . 12 

o 5. 6 

Cada valor obtenido c o n f o sfo1Í~) j c1 o J,a po l a r e..; el p r om·:di o de 

seis exper i mento s; y ei o 't ~'? n id. o c0r1 f onfo J.:l 11ido S i ['m:l e s e l -

promedi o d e c inc o ex p c: rimento s • ~l 113t 0rial us CLdo fué a :,'oc J te . 

TABLA 6 

Ti empo 

1 mln 

2 min 30 s eg 

5 1'l i n 

l C min 

1 rain 

1 min 30 s eg 
2 min 

2 min 30 seg 

3 mi n 

3 min J.J s eg 

4 min 

En e1 pr i mer 

AC'I'IV:rDAD CU,'.O f"í1 r ~ .~ ,' 
/.. t. i . ..... '1. 

s i n a lfa toc of0rol 
( e ndó¿;e:n o ) 

o.8 
1 . 2 

2 

3. .8 

OJ 
0 . 6 
l . 

,.. 

1 . 5 
1. 0 

1 . 2 

2 . C 

o
2 

(medid o como p e nd iente) 

co n a lfa toco : c rol 

2 . 5 
11 

~') 
{ 

4 . 2 

o 
1J 

'..) . 8 

; . 5 
6 

3 . ? 

4. 3 

experime n t o s e usó cx i r a cto s e a;/oco t e , 2 1: s:-;, s e_:c.u-

d f . . 1 b r l . . , f 4ºc 1 ~ , - . ... o r i Jo ayo. Da iomogc ne1zac 1on UG a , , 121 : to .r' -.., s.1.0 , ' "- ·" 

pH de 5.5, tomando l a mi t ::·id d'?- 1 amorti¿ u a d or 1·c r r~sc .:: e :::.. ~ ~ .. ,·.: e ;:, -

t ra. 
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a cada uno p :. r a completar o. 5 ml , se a ñaden las so l uciones 

A y B de la : i sma manera como s e ind i c ó antes. 

4) TNFLUENCIA EN LA ACTIVIDAD ENZI~~TICA DE LA EXTRACCION 
Y LA I.!ANIPUL.ACION 

A) '.:: I :2I'J'C D2 HOI.-lOG~ ~N:::<.: IZACION 

El tiempo i nicial de h omogene ización es tlllly i mportan­

te pa.r a ob t e ner una bue na a ctividad • Solami:rnte entr e 2.5 y 3 . 5 
minu tos existe una actividad óptima , d e spu és a.e e s te tiempo 'rt y 

un a.ecre c iir,ient o (TA BIJA 6). Para ob t e ner r ·2su l t a d. o s r eproduci-­

bles se usó u n t iempo de homoge neización fi jo (2 . 5 minu t os) • 

Este decrec imi ento se deb e p robablemen t e a la inevi tab l e fo r ma­

ción de e 3pu ;na por la p r ese ncia de saponinas • 

B) EDTA , ?J.¿, CAPTO~TANOL Y CIS'rTUNA 

Cuando la h omog ::: n e ización se hizo e n pr e s e ncia de EDTA, 
m3rc apto eta nol o c isteína , se encontró que nin.g¡na de és tas -­

sustancias tiene una influ enc ia en l a a ctivid<J.d de oxidasa del 

a lfa t oc of e rol pero sí en l a a c tiv idad endógena (TA.In .A 7) • 

C) FUERZA I OEI CA 

Se e ncontró una influencia d e la fu erza i ón i ca en la 

act i vidad enzilntf tica , lo r;; i s mo usando sulfa to d e a monio que 

f osfa to d i bás i co de s od io ( T ~BIAS 9 y 8) • L~ inf l u e ncia es -

pos itiva al aumentar l a f u erza iónica, p er o a a l t a s conc e n traci~ 

nes se ti en e n problem&s de pre c ipit~c ió n d e l a s s a les . Al diali­

zar ha y s i e:::ipre una p é r dida de act i v i fü1d, sin embargo esta pér­

dida está concticionada a la fue rza íÓü .ic a contra l a que se d iali­

za ( TAEI,A 10 ) , hay una meno r pé rd i da s i se d ializa c on tra un 

amo rt igu cd or O. l M que si se dializa c ontr a uno de conc e n tración 

0.5 li1 . 

D) TEI•,:;:p ;~~ATURA DI'.: ALMJ.CE~·l AJE 

La enz ima es en ge ne r a l e s t able cua ndo se ha obtenido 

el sobr ena dunte de la cantrif ugació ri a 100 000 X g • Sin embar­

go, la e s tabilidad es .-;1 ,~s gr a nde si se conse r v a conge l a da que si 

está solamente en refrige ración ( 4 ºe ) . A temI: eratura a·.nbiente 



'I'ADl.A 7 I .¡¡~ 1. lJ ¡.; ;· e I A DJ·: EY~.1 1. ' e JS'r s TT" A' y : - ¡:: ' :r.;,ü"i' (i i~ TAfW :•:r: 
LA AC.TTV I DA . • 

Conc e : t r a c i 6n A6tividad como tom~ de O~ (pendiente ) 
.. :. 

Endógeno c on a lL:i. t ocof e rol 

Mercapto e tano l 0 . 01 M 2 10 

Mercapto e tanol 0 . 05 J¡: 3 e 
Me r c a p toetanol 0 .1 JVT 3 -º 
Ciste ína 0 . 01 r" " 4 7 
Ciste í na 0 . 05 IVi 4. 5 S·. 2 
Ci3teína 0 . 1 M S . 5 9. 5 
EDTA 0.01 ~ - 3. 5 11 .di 

EDTA 0 . 05 M 3 S· • 5 
Er TA 0 .1 m 4 12 . 5 

Ca da una d e l as sus t anc i a s u sada s se d ü rnl vi6 l~ "'.1 el a.tlorti t u a-­

dor en l a conc en t r a c ión incl. :L;ada . Con este amort igu:.::do r s e homo ­

g cm eiz6 el ma te r i al (ayo e o te) ; e :> te misrao amort i.¿ua-1.o r se u.s 6 a­

r a e l ensayo enzim2 tico . 

TABLA 8 INFI.iU ~ ·:NC IA DE I:.:l.. :'."U -:-::B ZA I OTHCA .:::;n L~ ACTTVIDAD DS 'iiA 

E, NZ I,.,',1A ( cu~ F · '1' -, n ;· ... i· · - - - e· ' L u _¡_, J. L l, _; ,_, ,,, . -'. l J -. ) • 

Conc ent r:::i.c ión de J. c tl v :í cb .c1 !l!C,l ida corno t orna c1c Ox í ge :io 

Sulfa to de Amon i o 

l;~ 

2 .1' 

3'~ 
4 ·;~ 

5·{, 

10 ,'~ 

15 :1~ 

20 :1' 

End ó genc: 

1 . 2 
") ·º 
2 . 5 
5. 0 
4 • 5 
4 r, .. -· 
l . (, 

o.o 

con a lfn tuc ofc rol 

2 . 1 4 

1 . 2 

1 . 0 

. 5 

. 2 

·- . 2 
o.o 
!J . O 

La h omogeneizac ión se l levó ·::i. c ·,100 c on el ar:10r ti gi.1 '.ld o r nsual, e l 

ensayo e nz imát i c o s e llevó :::,. cabo co n solu c j o n,~s de su l ·'..'ato d e 

a monio s e ñaladas . 
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ri: o l urid a cl. de 

O.Ol M 
0.05K 
0.1 J{¡ 

1 .0 M 

------ -
Act j_ v id;J.d med :icl.:J. C O íí ") t oma d e ox: __ ':e no 

c n1óg e no c on a l fa t c c of e r ol 

1 . 5 J 
1 ' ) 11 ..... . '· 

". ·º 10 
r ) (' 
,::_ • V l.) 

L1 hO!Y;(::" neiz !J.c 16 n y e l i:::n s a yo (; ll:. i mati~ o ::; e ·1::.. c i 8ro c o n e 1 

mi s mo a mor tigu a dor y c on la res pe c t i va mo l .rhia ·' . I ia rn };:;.ri­

elad r eal e s mas al t 2 oor -:-•u e no :.>e t , mó en cu r~ nta 01 'i ~r::i. t o ~ .l 

c on el q_1..i e se aju s t ó e l pn. 

TABLA 10 

D.2 . · ~"- ·.c rrzn.:A A 1-A r T: .. ~ IS "I S . 

Ac t. i v i d ad m-::d ida co •1-:i tom·:·. n e e,., ( r ·~ r 1 :i. ·~ r. to ·: 
'-

e n1'! ógeno 

Act ivi dad a nte s d e ¿ . 5 4 d iál i s i s 

DLíli s is con t ra 1 . 95 ') ( ' , '"' 

0 . 0 5 .. "- • ;; 1 
11: 

Diális is c on :~ ra 1 . 8 ., n. 
_) . _.; ·-

6.1 Ivl 

Los r aJu lta dos s on e l prome d i o Je cuo tro d i á1 i =i s dif er e nte s con 
e .:.. mismo m:.~ t e r i al y a l -- i smo t j eu¡110 . El rüa t cri.·· 1 n e ho1110 ,:;e: nc iz6 

e n amor t i t,-ua dor de mo l a rida d 0 . 05 . La dj_áli s i r~ f u é dur:in°t E! 12 ho ­

r a s en cua rto f r ío y con 3.gi.. t r ... c :i.Ó n cont i nu a. 
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es menos e s table que a refr i g2racién • (TABLA 11) 

E ) COLUllÍN.A.S DE SEPHADEX 

- -- ----, 

El paso de cualqu i er material en que h a ya actividad -
enzimá tica por colu~nas de Sephadex G 25 o G 150 no altera la 
actividad de la enzima • Es to se pu ede apreciar en l a suma de -
actividades de cada fracci6n obtenida en una columna de Sephadex 
G 25 ( TABLA 12) o G 150 ( TABLA 13) • 

F) LIOFILIZACION 

A l a s actividades de oxidasa de alfa tocoferol y de 
end6geno , no las afecta por igual la liofilización , ya que una 
mues t ra liofilizada por 4 horas hasta la eliminación completa de 
aeua , perdió casi toda la actividad de oxidasa de alfa tocofe­
rol , pero conservó parte de la actividad endógena. Es t o suce-­
dió al resuspender el material liofolizado en 5 ml de agua y lue­

go pasado éo te por una columna de Sephadex G 1 50 • 

5 ) ACTIVIDAD OPrIMA DE LA ENZIMA 

A) CONCENTRACION DE ALFA TOCOF 2ROL 

-Para la actividad enzimática del extracto de ayocote 
la concen tración Óptima de a l fa tocoferol es de 2.23 mM , e sto 
fu é igual que para frijol bayo; la Km probable es de 0.67 niM 

para el ayocote , y de 0 .59 par a el frijol bayo.( FIGURAS 2 y 3) 

B) pH OPTThW 

En chícharo de acuerdo con Barlow y Gaunt (1972) el 
pR 6ptimo del sis tema es de 5.5 ; é s te fué también el pH óptimo 
encontrado pa,ra el sistema del ayocote y del frijol. ba,yo • (FI­

GURA 4 , TABLA 14) 

C) CONC ENTR.AC I ON DE FOSFOLIPIDOS 

Usando la lecitina Sigma , se encontró ciue hasta 
5 mg/ml hay una relación mas o menos linGal entre la concfntra­
ci0n de fosfolí pidos y la actividad enziméÍtica • De 5 mg/ml a 
20 mg/ml no hay cambios significativos en la actividad , pero au­
mentando la concentración de f osfolípidos aún rru:{s , hay una pár­
dida total de la actividad del fosfolípi do como coi'actor , de 



'.l'ABLA 11 EF ~:CTO E" LA ElJ ZI T 

--------------------------- ··- ·· --- ·- . - -· - . ... - · -- -
i;om:..:. d~ 

Condic ién 
~.,..,·lo' ··e no 1- .. ~ l . _, c on alf e!. toc: o.:>rol 

: !Ües d e a l mcc c:n:Jr:.icn Lo 

T J c r :..l. tu r a o.m1., i en t e 
(2 4 h or:i.s ) 

'.~e mp e ratura •,bi e nte 
(una s emana) 

4º c (48 h oras ) 

\ (u nu. semana ,i 

Co n08 l a. c i 6 ;-i ( 48 l (lrac> ) 

('f 1 . , ( vonge . acion u na 

2 . 5 

1 Q . \...· 
2 . 0 

?. • o 

,., (', 
'- . 
2 . C 

10 . 0 

6 . 0 

i • r 

7 . ) 

r· e:: 
'... . ') 

El ma te rial us2 do fu e~ a yo c <) t e , 0~1 todo:=i lo ~- c~.isc.::i , de s 11.1.es t~(ü 

u.J mascn(;l. je , hay r; .. :.te rüd. 'I-J. 8 pr t'Cip itn ( ne ti·~ne :.tct .í.v-i 11~~(: r i 

.-.~ d o' <T('TI ' l ni· 1' e O ' 1· rl ·, C"\ ~ e1 . -1 f ··· t ono f e· ·o' ' d• L.> ' ...l _... . • -· ...,,,, • • • • _;, \.• • .J. ..l ) 

: .t t e Ti'0.1 :' OY ¡~;;cii1: r.2 ::;, n : .. LGli.,':o r ('¡·; _:mer 1: tr:. ':; ·_ n::<o tle evik:I' L. 

f or:na c ión d e ¿- s r11..iL1.<.i, ; :lotos y lh·.:;!_uen el.,; · - ·~·t::' »j]t.r;::..c·l'.:'."1 ~· - .:: ~ 



TABLA 1 2 

}'racc ión Act i vidad c ono toma de oxí eno ( p ~ n d i en t e) 

4 
5 
6 

7 
Su:m.c. de actividade s 

Ac tividad or i g ina l 

1 . 8 
3. 8() 
3 . 65 
0 . 75 
10. 06 

7.5 

-~~--------~--~-------~---------~--~--- -~------~---
Las f r ac cion e s 4y 5 son l a dif er enc ia de a c tividad del endó0~ no ~· 

de el ensayo c on alfa t ocoferol. Cada f racc i ón .. s de 4 ml • 

1fAP·LA 13 

Fra cc ión 

4 

5 
6 

7 
8 

9 

10 

11 

Suma de actividade s 

Actividad orig inal 

Actividad como t oma de o2 ( pendien t e ) 

0.8 

1.7? 
2 

2.6 

3 
3 
2.8 
1. 5 
17.4 5 
12 . 5 

Cad a f r a cción tien .~ 3 ml • Esta c o lu ~:ma c or:o 1 2. :_u: t e::'.'ior es de 

30 cm d ~ lar go , el material s e elu yó c on el buff er de Na2 ~o4-ci­
t r a t o , pH 5. 5 y 0 .1 hl • 

....,1 h echo d e qu e ex i s t a 1:iás actividad en la suma de ac ti vid3.de s s e 
ve r~ en la d iscus i ón. 
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tal mnera q_ue no se registra ac~ividad enzi:u:!tica • ( FIGURA 5) 

6) REPRODUCIBILIDAD DEL METODO 

Los niv:J l e s de a ctivida.d y l a concentra ción d e .r1.ro t e ínas fué 

basta ::-ite r e)roduciblc •le en oayo a e ns ayo u sando l as m211 i pula--­

ciones ~' l as conc en tracione s que parec en s e r l ·- 3 6ptim~ s. (TA-­

I3LA 15) 

7) NIVEL::.!: S DE .é.NZ U 1A 

A) DURi~nT -;; L,\ GEill;:INii.C ION 

El ayocote sembr ado en Agrolita se d ej6 g erro ina r to-­

m&ndose l as a rtes e n crecin iento de l a pl a n t a ( e sto es sin to­

mar en cu en ta l o s cotiledones), l a med i ción n ~ se emfez6 sino -

hasta e l cuarto d ía , cuando hu b o suficiente r,t::¡ t crial par u reall: 

za.r l e. extracci6n ; la r1á:-::ima actividad se a lcanzó en el d :fo. no 

v eno , des pu é s de éste d í a n o hubo u n aum::; r~ to :3.:.:: nsible • ( FIGU­

RA 6) 

B) :SN HAR INA Dj S21'/! I :tLAS 

De l a s seDilla s se obtuvo un I·olvo p2 s a nd o l ·.,_c; 3em:i.llas 

:por un molin o ; al ma t€ rial ob te n i d o se le agre c ó amortieuador 

en dos v e ces e l v o l u men de su I;eso. Se ho:.uc geneizó e n un homog~ 

n e i za.dor e l é c t ric o ( Vir t is), duran te 5 rninut .)S ; es t e .ni.l t eria l 

se c e n t rifugó a 20 000 RPM~ durante 20 minutos, el sobr enadante 

obte nido se centr i f u g ó a 100 OCO ~ e por una hora en un rotor 

(SW 30.3 ) • El sobrena dan te se ut ilizó c omo material de e nsayo 

y pa r o. purif i c a ción • Cuando s e midieron los nivel8 s de eri r,.i.r·1<1 

en este m2teri~l , s e enco ntr ó endó ge no e n t odo s ; los niveles 

de ox i das :-' a el alfa toc ofero l y de endóge no difi eren de s emilla 

a se r.1 i lla , los nh s a l t o s f u e ' '1 p8.ra '.~ l a ' · ·-· C' o t: ~ ~ -:-· r "'.:' 2specto a 

la ox i d'.1 53. de l a l f :;i. tocoferol , üentra::1 1 a s o ya tuvo los más -

al tos niv12 l e s de e nd 6ceno ; aq_uí hubo siern1 r e liroblernas de ex-­

tracci .)n por los altos niveles de lípidos ;iue coi...tiene • (TA--­

lJL.L: 16) 
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ª'°' 0 . 2 ml , con t ~mi :nd o l as d i f -r e nt e s c onc "· ntru. c :ior.~s ri ~ f-::·sf0 lí­

r i c.o ( .1 fo sfolíp ido usado fu. ~ Lcc i t i n o. S i c nm ) L ·1 r ~ :..1 cción r; li "' -­

vó a c auo en a m0rti c:i..;.ado r d e p H 5. '.5 y 0 . 11:; . la c onc r·r;t r :.:: cié n d e 

aJ.f n t o cn f~rnl fu~ d ~ 3 lllf_';/n l . J;a act ivid a d S"' r.üd~ con o p .. -:1: d i e n ­

t ~: d ·~ :',:;l' O,fic :::.c iÓn ; l ~! VP l Ocid::rl. CT . c;raf i c ··> c iÓ ll ") S de 0 . 2 pul [ / mi n . 



Somilla Actividad medida c omo tom d e o
2 

( p e nd i e n t e ) 

endóg eno con Qlf a to c of e rol 

Ayo cote 0 . 33 J . 5 
So ya o.8 2o 0 

F r i jo l n egro 0 . 4S 1 . 5 
Frijol b u yo 0 . 6 5 1.4 
Frijol c a n -<tr io 0. 5 1 . 75 

Frij ol cac a hu a t e 0. 4 10 9 

Al f a lfa o.o 0 . 66 

Se usó como mat eria l i n icia l po lvo de c a d a semilla; s e usó ~l do­

ble do amortigu a dor d 1 p eso d e l a mu estra ( 4 v~ c s mas amor ti­

guador qu e n lo s e nsayos de l a s otras part ~ s da l a p l a nta ) 

TABLA 15 NIVEL 8S DE ACTI VIDAD Y D~, PROT.ó I LtS 

Mat e r i a l usado 

P l a nta tota l 

Pla nta tota l 

Ho ja 

Hoj a 

Raiz 

Raiz 

Ra iz 

Tallo 

Tallo 

'.rallo 

Actividad medida c omo toma de o
2 

( pendü~ nt e ) 

oxida s a del a lfa to c of e rol 

12 . 0 

12. 0 
1 4 .0 

14. 0 
4.5 
4. 5 
4.5 
10. 0 

10º0 
10 . 0 

Pro t e ina s 

4 mg/ml 

J . 9 mg/rnl 

8 . 13 mg/ ml 
70 88 m.g/ml 

5. 44 1:1g/ml 

5. 63 mc/ml 
5 . 22 mg/ 1 

1 . 8 mg/I!ll 

2 . 36 mg/ml 

1.75 Jll8/rnl 

Se usó frijol bayo; s e tomaron rrru.estras que ten ían la misma acti­

vidad par a d e terminar l a s prot e ína s. La determinac ión prot ic a 

s e hizo p or ol m'todo de Lowri . 
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C) EN OT ;:lAS I'/.RT3 S DE "nLAN'WJ,/, S DE DIF Li:HENTES ESl)EC I ES 

Para obt ener los niv8les de cada par t e de las plán--­
t n las se tomó 131 material corre spo nd iente par a obteue r e l extrae 

to • De u n mi s ffio lo te de pla ntas se obtuvieron varios extractos 

por s eparado ; s i endn la di ferencia de caaa uno a part i r de la . 

homogeneiza ción • Los resulta dos de cada una de las especies se 

da en la TABLA 17 , lo más sobresa l i ente de es to s r esulta uos , 
e s que se en ontró endó geno ·exclusivamente en le.s hojas. 

8) ESTABILIDAD DE LA t.NZDIL~ AL COC.2R LA SEMILLA 

El polvo de l~s s emillas se puso en amortiguador h ir­

viendo , s e tomaron l os ma t eriales a diferentes tiempos • Cuan­

do se :¡.le gó al tie!!lpO de s eado de coc imiento se agi·egó amortigu~ 
dor hasta t ener un volumen de dos veces el pe so de la nruestra, 

de aqu í se obtuvo el extracto enzimático • Las semill a s se pu-­

s i eron en a gua hirviendo d i rectamente , hasta compl e t ar el tie~ 

po des ead o . Se molieron en licuadora co n amortiQl.a dor (dos ve-­
ce s su peso en vo l u men ) y se obtuv i er on ex t r a ctos enzimá ticos • 

Con es te tra ta;nicnto , a l os 10 minutos hay :la una pé,E 
dida a pr eciable en la actividad de l a enzima e n s emillas , pero 
n9 es sino has "'c a l os 20 mi nu tos cua ndo s e ha y;er d ido casi toda 

la actividad • En el ca so del polvo de las semi llas , la ~érdi­
da de la actividad co mienza de s de e l prirne r minu t o , y a los 10 

mi nutos ya no ex iste act i v idad medible • (TABLA 18) 

9) PURI FICACION PARCIAl 

El axtracto enzimático crudo , se precipitó c on sulfa­

t o de amonio al 40 ~ ' 60% , 80% y s a turación ; solamente se en­
contró ac tividad en la f racción precipitada con el sulfato de 
amonio al 40fo , este precip itado s e recuperó por centrif ugación 

y se re suspend i ó en el menor volumen de arnorti ~uador ( pH 5. 5 , 
y 0 .1 M ) . Esta fracción s e ca l en t ó a 60°c po r 1 5 minutos , se 
enfrió i nmedi ata en te después en hielo ; habie ndo una abundante 

precipitación • S-:. T\·:cuperó el s ob r enadante c en trifugando a ---
20 000 _,PJ\r¡ 1:.or 10 :ni nu t os , y se midió l a activ i dad y 1 :::. concen 
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TABLA 17 NIV .L:.;:_..::s Dl~ OXIDASA DEL Ai1F A TOCOl~BROL EN DL'.21~_.;N~LJ~s 

¡_.; s:P.,i;CIES , 

-------· 
Ifta to 1·ial 

l''RJ,JOIJ Ci'.1.NARIO 

raiz 

tallo 

hoja 

!?R I._T OL N.óGRO 

r a íz 

tallo 

hoja 

FHIJOL BAYO 

raíz 

tallo 

hoj a 

.: YOCOT.8 

raiz 

t a llo 

"r2. ÍZ 

SOYA 

:i;'alz 

tallo 

hoja 

11.LF i\LE'A 

r11e dia 

aritmética. 

4.39 

10.18 

12.19 

3.2 

5.1 

7. 58 

8 .72 

4.37 

10. 56 

4 1.3 

5.6 

9.12 

7,1 

11. 5 

11.86 

P l a nta comp l e t a 2.066 

Varianza ( s 2 ) 

0. 0189 

0.0257 

0.0409 

0.074 

0.08 2 

0.31 

0.103 

0.082 

10005 

0 . 08 1 

0.073 

0.621 

o 1.07 

lo'/8 5 

0.408 

0. 002 

Número de 

mu~stras . 

10 

10 

10 

10 

10 

8 

10 

10 

8 

10 

10 

10 

10 

7 

4 

4 

---------------------------· -----
. i~n cad a c a so el material usado ies del mismo grup o d o p l antas, se 

v a rió p a r a c a. da c aso d e sd e l a ho moge neiza ción del m3t~rial. 

~n todo s los ca sos se hizo la ex tracción y el ensayo con a mor ti-

0 1a dor O.l M y pH d ~ 5 .5; l a s p l an t a s tenía n entre 12 y 1 5 d í a s 

de ~erminación. Cuando s e e ncontró ~ndógeno, se r~s tó e s t ~ v~lor 

d el v a lo r ob t enido del ensayo con a lfu tocof c rol. 
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t r a ción de prot e ínas • La actividad se per d ió , pero se resti-­
tuyó al a gregarse 0.2 ml de una solución de sulfa to d e cobre --
5 x 10-4 M en la me zcla de ensayo enzimát i c o • El sobrenadante 
de la prec ipitación con c~lor se pas ó por una columna de Sepha­

d ex G 150 (Pharma cia) de 30 x 1 e~ ; s e t omar on fr a cciones de 
4 ml cada u na ; la act i v idad se encontró s ol amente en las f rac­

ciones 5 y 6 • (TABLA 19 ) 

l a anzima no se comporta linealmente al diluÍrla , e~ 

to se hizo más patent e al med i r l a act i v i da d enz i má t i ca después 

de cada pas o de purif i cación ; por ell o se tra t ar on v ::i.rias d i lu 

ciones par a cada ensayo , s e tonó a q_u el l a 1u e daba los má s al-­
tos índ ice s de ac t i vidad a1 mult i pl i.carl a po r la actividad • 

( F I GURA 7) 



·:· n H~ 19 F L' HIFIC, ~CLJF F .. ~ .;L~ L D • ..:. 
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.un. 0A. IlJñ~ lJ¿L n. LPA :\,C0 Jt'.!i iwL 

~r~ t d~ i ~r~u Actlv l~~d 
( C" -:.1 r ::; 1 trtJria.S) 

In 1c 1~1 l . ~8 lx5 ) 

Pr ec 1pitcs.c1 é r: 
con ( M! ; ~ü ¡ "1 . ? 4 (.x l \...U} 

'• 2 + .... 

l: c; l t; ntt:-J. rr. ~ :-· !)t ~ 
P'J r 1 _5 r..~_ ,,.: a C·. 49( JUU} 
t> ~ ' ,; ..J v . 

C.J 1Luf fü:1 d e Sephndex G- 1 ~;) 

l<'r dcc :. ón 5 

Fracc:lón 6 

! 1 0 t. a1 

'"' 1( c. ·. \ V • _, X , V J 

0 . 3(x 50) 

Voluu:en J .l l ución 
nS.:iy :id;) \ v J l ufü~n f 1-

n a l) 

() . 2 Jv n l 

l , . 2 7 ml 

u. 2 l ml 

u. 2 '+ m1 

li . ?. 4 rnl 

Hendi r.1 i en t::.i P 1· :::i t e .Íi1a s 
(U urc itI'd riaSj ( rcig / re lj 

l U J ) 96 02 

L 9 :'rÚ t:; 04 
. ~ . / 

l 715 e . 77 

] UO C.111 

) UU 0 . 112 

f oo 

- --· -- --~-----~- . ---- --- . - . -- - - - --------- ---~---~----

Act iv ldC:id 
cGD ~l..lf fil..!&. 
( u/mg é. ~ pr ot e 

ina s. 

\.l.:.>li'.+J 

u .141 

0 . 635 

o . 27 2 

v • 270 

~------

~l ensdy~ s e hizo c on ;o lv ~ de se~ 1 . lla s d~ ayoc ote, agr~gdndo dos v ~ c ~ s en v0 lJm9n el pes o d8 l 

r:'lb t : rial . P~ re c ada e:nsa ;:o ~t.:: r- ~~ Dt Elron 'l.' Gri<-..: R d l lu.clone s y s e t:)iT:Ó aqiiella que da ba r~no im1 en- . 

:o s :;;as :üt os. con L _, dil uci ón h ·-;cha s e mi di s 1;c.m l a s rr0t e fns s ( m,; t .:):iJ d e I -o·,.¡ry e t al.L? l a s 

r racc :..Jne s d.e l ;J c0l.lrün él s e 1-':S ~ l.d i <Jrm rcJ t P- ina s p..Jr D. •.; . a ¿Po nro . Siemp r e s e d i a lizó el 

r::c: t er i a l anta s cl8 ::: -=. ~.ar p r:>t ::: Ínas. Lus trnida de S de C:1C tiv1 dc.id son a r t i trar ias, y e s t an addaS 

~ur lu randl ent e da l a ~ rJfi c a r e sultu ~tR d~ l a to~a de oxfg ~no. 
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CAPITULO III 

DISCUSION 

En el trabajo de Barlow y Gaunt (1972) no se repor­
ta la existencia de una actividad endógena.Sin embargo en es­
te trabajo fué uno de los problemas mas importantes,el hecho 
de hidrogenar muestras de f osf olípidos extraidos de ayocote 
(Phascolus coccineus) no evitó el endógeno, sin embargo lo re­
dujo (TABLA l);esto mismo sucedió 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 endógena es.ta relacionada con el ni­
vel de insaturaciones de los fosfolípidos.Esta evidencia pro­
·viene del hecho de que los niveles de endógeno son mas o menos 
proporcionales a los valores obtenidos para el número de yodo 
(TABLA 1 y 4). Sin embargo contra lo que se hubiera pensado,la 
lipooxigenasa no esta involucrada,ya que a.fiadiendo esto a un 
ensayo, no aumentó la actividad endógena ( Gaunt,comunicación 
personal ). 

Al realizarse la separación de las diferentes frac­
ciones de lecitina La Polar solo se encontró que tenía un 5.3~ 
de material eluible con metanol, sin embargo las demás fraccio­
nes tuvieron además de actividad endógena,act ~vidad de alfa to­
coferol oxidasa (obtenida por sustracción de ensayo con y sin 
alfa tocoferol),esta última actividad va en aumento a medida 
que la elución · va de cloroformo a metanol; este aumento se de-. . 
be quizá a ~~e. el fosf olípido se encuentra desde la primera -
fracción (TAELA 3) (ya que usa~do sustancias puras nunca hay -
actividad en ausencia de fosfolípidos Barlow & Gaunt 1972).La 
causa de no haber obtenido la hidrogenación total se debió ~u1 
zá a que la técnica usada no se ajustó en todos sus detalles -
(s e usó PJ /C en lugar de Platino,y la presión usada fu é de 
1 p.s.i. en lugar de 4).Las actividades (endógena y de alfa 
tocoferol ox idasa ) fueron perf ectamente separables de una co­
lumna de Sephadex G-150 por lo que se puede deducir que no hay 
una dependencia entre las dos activi dades,y están simplemente 
superpuestas. (FIGUHA 1 ) 
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Esto se viene a confirmar por el hecho de que con 
dos tipos diferentes de fosfolípidos que dan niveles difereE 
tes de endógeno se encuentra una diferencia practica.mente i­
gual de oxidasa de alfa tocoferol. ( TABLA 5 ) 

Durante la extracción hay una pérdida de actividad 
después de haber llegado a un máximo ( 2 . :; a 3.5 min ) sin 
embargo el endógeno tiene un aumento mas o menos lineal( TABLA 
6 ),esto se debe quizá a que los materiales empleados tienen 
una gran cantidad de saponinas que producen una gran cantidad 
de espuma que no puede evitarse. Esta espuma produce la pérd1 
da de actividad de la oxidasa del alfa tocof erol debido prob~ 
blemente a qu e esta enzima es muy sensible a la desnaturaliz~ 
ción por espuma; por otro lado el aumento del endógeno se de­
be probablemente a que cada vez hay mejor homogeneización con 
la ~Jbsecuente liberación del sistema responsable del endóge­
no, este por sus características no s ería tan s ensible a la 
desnaturalización por la espuma. 

El hecho de que la enzima no esté afectada por rea~ 
t ivos protectores de grupos sulfhidrilo indican que estos no 
están presentes en sitios activos de la enzima(TABLA 7),o que 
no afectan la conf ormación para que l a enzima s ea activa. El 
EDTA no t uvo ningt.Ín e:f ~c to , esto habr ía hecho pensar que no -
estaban involucrado s ~-:.., ~ _.~ :.::; divalentes. ( TABLA 7) 

La fuerza iónica, al contrario del s istema en chí­
charo ( Barlow & Gaunt ),tiene una gran influencia 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 iónicas, en el caso de una concentrac ión del amorti­
guador de 0.05 M, hay una pérdida de actividad cuando se dia­
liza contra una concentración igual, la pérdida es mucho me­
nor si se dializa contra u na solución 0 .1 M; (TABLA 10) esto 
puede deberse a que,ya que el Cu (II) es un cofactor de la -
enzima.,la retención de este factor esta ayudado por la fuer­
za iónica del medio; o sea que, a concentraciones mas altas 
de iónes, la enzima es mas capaz de retener el iun Cu (II) o 
a perderlo con mayor dificultad. El :.. . ~- o;.; staría tan unido a 
la enzima que el EDTA no sería capaz de quitarlo; esto expl1 
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caría el hecho de que en presencia de EDTA no hay disminución 
de actividad. 

Otra alternativa es que la enzima tiene mayor esta­
bilidad de la conformaci6n molecular de la enzima a altas con 
centraciones de ione~ . 

La enzima no conserva totalmente su actividad a nin -
guna temperatura, sin embargo en congelación conserva su acti 
vidad (TABLA 11 ),esto es 16gico si se piensa que el extracto 
de 100. 000 gravedades tiene una gran cantidad de sustancias -
oxidantes y enzimas proteolíticas,estos factores serían mas -
activos a temperatura ambiente que a congelación. 

Por las concentraciones óptimas de alfa tocoferol y 
el pH óptimo (FIGURAS 2,3 y 4 ) (TABLA 14),las enzimas proba­
das deben ser muy similares; esto es lógico si se piensa que 
todas pertenecen a las leguminosas y por ello filogenéticameE 
te relacionadas. Pero comparándolas con el sistema de Barlow 
y Gaunt (1972) se encuentra que la concentración óptima de al 

. -
fa tocofe~ol y la Km en chícharo (1.3 y 0.25 respectivamente) 
son mas bajas que en los sistemas probados en este trabajo. 

El papel del fosfolípido no se ha podido dilucidar, 
sin embargo se puede pensar que se forman vesículas de fosfo­
lípido endonde puede llevarse a cabo la reacción de una molé­
cula hidrofílica (la enzima) y una lipofílica (alfa tocoferol). 
Aumentanio la concentración de fosfolípidos se forman micelas 
que englobarían al alfa tocoferol y no permitiría esto la in­
teracción entre la enzima y su sustrato. (FIGURA 5 ) 

La enzima resultó ser sensible a la cocción a l00°c 
en el polvo de las semillas y en las semillas enteras, esto ~ 
hace pensar que cuando las semillas han tenido una pequeña 
cocci6n la enzima pierde su actividad y no puede producir nin 
gún ef ecto nocivo.(TABLA 18) 

El hecí10 de que la enzima requiera Cu( II) como cofa.E, 
tor unido al hecho de que el f osf olípido sea también un cofac­
tor, y que el etanol aumente su actividad (Barlow y Gaunt 1972) 
hacen de la enzima muy seguramente una enzima de la clase de 
las f onolasas ya que algunas de ellas tienen estas mismas ca-
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racterísticas.( Mahaler y Cordes 1972 ) 

Se encontró que cuando la enzima se diluye, no hay 
un decrecimiento lineal de actividad como se esperaría( FIGURA 
7 ).Esto se pudo apreciar mejor durante la puri.N.ca c i ón,ya que 
fué posible diluir la enzima incluso hasta 100 veces en algu­
nos casos para obtener un valor de actividad que parece más 
cercano al real. 

Se ha encontrado que muchas proteínas pueden inhibir 
la enzima a bajas concentraci~nes. Probablemente este efecto -
no es específico, sino que se debe a una competencia por fos­
folípidos (Gaunt comunicación personal).Por esto quizá a la en­
zima se le pueda medir su actividad real sola.mente cuando no 
existan estas proteínas inespecíficas. 

Por los re~~ltado s del estudio de esta enzima puede 
pensarse que no representa ninguna posibilidad de toxicidad pa­
ra la población que consume los productos estudiados, por su -
labilidad a la cocción; 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 sería de interés práct i co investigar la actividad enzi -
mática directa.mente en los productos alimenticios para anima­
les (especialmente herbívoros). 

La enzima pura puede tener una gran utilidad en la 
investigaci6n de membranas, ya que no se han encontrado méto­
dos que eliminen específ icamente la actividad del alfa tocofe­
rol; y esta vitamina está ampl i amente distribuida en las mem­
branas biol6gicas. 
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