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MOTIVOS Y PROPOSITOS DE ®wSTHE ESTUDIO

Cromanoles (tocoferoles) y una quinona (filoquinona) son reque-

ridos como vitaminas (E y K. respectivamente) por organismos anima

1
les.

Crominoles y quinonegs isoprenoides naturales se hallan estrecha
mente relacionados en estructurs y biogénesis. Pueden sufrir milti
ples conversiones en sistemas bioldégicos aunque no se conocen las
trensformaciones que ocurren en el seno de las estructuras lipopro
teicas, al amparo de los metabolitos disueltos en el sistema acuo-
so de la matriz celular.

Las vitaminas E y K. y la ubiquinona desempetian una funcidn esen

1
cizl en orgenismos eucaridticos. Los mecznismos de accidn postula-
dos son insuficientes para explicar su funcidn bioldgica y en el ca
g0 de filoquinona y tocoferoles puede afirmarse que se desconoce su
rol. finte la descripcidn de estados de deficiencia en el hombre ¥y
los conocidos y severos efectos de su defiéiencia en mamiferos y
aves, se hace necesario localizar el sitio primario de sccidn de
éstas viteminas.

Los sistemas experimentales empleados hesta el presente no han
sido fructifferos en este sentido. Los organismos unicelulares pucden
presentar venta jas para el estudio de la funcidn de estas vitemi -
nes. Las levsduras parecen ser organismos apropiados parya el examen

"de los mecanismos altierados por deficiencias de estos compuestos en
célulns cucaridticss quimiotréfices.

Los antecedentes contradictorios acerce de le presencia o no de

estos compuestos en hongos lleva a 1a necesidad de establecer ( o

revisar) el contenido de tocoferoles y filoquinona c¢n levedurss con

vaq
di¢
de

pal

trq

to
de
te

est
men
nil
ter

dig

var
que
de
de




2
métodos analiticos sensibles y especificos.
ete cstudio es aconse jable no solo a los fines de establecer si
que- las levaduras son osrsénismos adecuados para el 8sndlisis de la fun -
nima cidn bioldgica de cromanoles y quinonas, sino también porque las le
vaduras estan siendo utilizadas cada vez mds como comnonentes de
recha E dietas para alimentacién animal, con desconocimiento de los niveles
milti ; de vitamines liposolubles en ellas. ¥sto entrarie un riesgo potencial
las | para la produccidén animal.
popro
8 cuo— Estos fueron los motivos fundamentales que dieron origen a nues-
tro traba jo.
n esen Se considerd oportuno analizar también la presencis de compues -
tula— tos relacionados o precursores de tocoferoles y gquinonas isoprenoi-
el ca des en razbén de las relaciones estructurales y funcionales existen-
oce su tes entre ellos.
ro y Nuéstro estudio incluyd el snilisis de tocoferoles, el isdmero
6 y estructural dcl d-tocoferol (XIV ¢ 6 d, p.13), sus dimeros o tri-
de meros; ubiquinona, ubicromenol, filoquinona, nrenil fenoles y pre-
nilquinonss; escusleno y ergosterol, ademds de procurarse la carac
han terizacidn de compuestos reductores del reactivo de Emmerie-Engel
pucden distintos de los ya citados,

mi - Ello implica un problem2 analitico de m2gnitud en razén de 1la
exgmen variedsd de compuestos y la éimilitud de sus propiedades. De aqui
tos en que, coxn maso previo, fuera noccesario conilar un procedimicento

de arsilisis que permitiera el 2ialamiento de cromenoles y quinonas
no  de de los lipidos de levadures y su identificacidn.

( o

FS con




CLYTTCLO 1

CROMANOLES Y QUINCNAS ISOPRENOIDES NATURALES
Y COMPUESTOS RELACICHADOS,

L, Principales familias de quinonas natureles,
i. Estructura,

. Nomenclatura.

)

. Distribucidn.

B, Coupuestos vinculados & quinonas isoprenoides,
1, Compuestos relecicnuvdos estructuralmente.
2. Intermediarios biosirtéticos.

3. Compuestos con posible relacién funcional,
C. Conversiones moleculares de cromanoles y quinonas.,

D. Yosiblie relacidén entre estructure quimica y funcidn.

4. PRINCIPALES FAMILIAS DE QUINCNAS NATUR&LES
]

!
L]

1. Estructurs.

Les quinonss isoprenoides pueden distinguirse en benzo y nifto-
quircnas, segtin su anillo cromdtico, Las benzoquinonas més difun-
didas pueden serarsrse en dos families: metil-tenzoquirones (I),
pure lag qug no se ha propresto ¢enipnicidn general y metoxi-
benzcquincras (IV), concecidas como ubiquinonzs (figure 1),

Se cuaiere o estructurs I como formula general peras las metil-
ben=cquinonas isoprenoides en razén de que existen en la neturele-~
28 compuestos derivados do ella que pueden agrupirse en custro spe-

ricu: vlastoguincras (11), fitil-metil-benuoquirovss (1Ila), toco-
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Figura 1. Principezles femilias de quinonas natursles.
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a3 mono y dimetil-fitil-benzoquinornes.

1

ferolquinonas (IIIb) y tocotricnolquinonas (IIIc) (1,2,3). Un so-
| 1o representante natural se ha aislado hosta ahora del compuesto
' I, al homdélogo con n= 10 (4); del IIIe, ol isémero ¥ (5) y del
[ IIle, el oL (3).
| Las naftoquinonas naturales isoprenoides pueden ordenarse en
; dos series: menaquinonas (Va) y riloquinonas (Ve) (2,3).
! taus caracteristicas sstructurales de los principeles grupos
i d® quinonss isoprenoides se resumen en la tabla 1.

Existen en lo nasturaleza numerosas variaciones de'estructura
de los tipos quindnicos sefialados, Se han descripto algunas plas-
toquinonas, ubiquinonas y menaquinonas ocon cadena lateral par-
cialmente saturada, monohidroxilada y aun con ese hidroxilo es-
terificado por dcidos gresos. Se han hallado 5-demetil-ubiguino_
nes (IVb) y 2-demetil-menaquinonas (Vb), que carecen del metilo
vecino a le cadens isoprenoide (vecino a uno de los carbonilos

quindnicos) {2,3).

Zn medio de tanta diversided (se han aislado algo mis de vein-
ticinco quinonas pertenecientss & estas familias)ihay caracteris—
ticss cComunes singulares: la cadena carbonada poliprenoide en po-

qsicién orto 8 uno de los oxigenos de la estructura pera-quinoide
y la cqnformacién trans de todos los enlaces dobles de dicha cz-
dens,

Debe ostrvarse‘también n1e todas estas quinonas poseen un do-
ble enlace en posicién 2', 3' o su equivalente (derivado por hi-
dratacidn del dodble enlace), un hidroxilo en posicién 3' de 1la ca
dena laterzl. Los csracteristicas estructursles comunes de las

benzo y naftoguinonss poliprenoides pueden representarse por 1la




féraula general VI (fig. 2).

i Bxisten otros tipos de quinonas escasamente distribuidos, oon

' o £in cedena poliprenocide (1, 2, 3). Entre ellas rodoquinona ,

'aurventiogliocledins y relacionsdas, fumigatina, clorobiumjuinona

! . . ’ s
| etc. Su estudio no ofrece interés, &1 menos en la actualidad,

pusc parecen ser producto del catabolismo del organismo que 1las

proiuee.

2. Nomenclatura.

Zn este treba jo se adoptan las reglas tentativas para nomencla
turs de quinonas con cadena lateral isoprenoide sugeridas por la
IUPAC - IUB, en particular la propuesta I para la designacidn de
los miembros de cada grupo (6).

Se sugiere que la designacidn de tocoquinona se reserve para
los metil-benzoquinonas con cedena latersl fitilo y que so extien
da 1o designacidén plastoquinona a todas las metil-benzoquinonas
con cadena lateral prenilo. Asi 1las plastoquinonas sctuales se-

I

rian x-plasthuinonas-n Yy la llamada vitamina Eéﬁso) serfa ol -

plastoquinona-10.

7 3. Distridbucidn,

! Los estudios d¢ distribucidn de guinonas han mostrado su exis-

tencia envcaﬁi todos los seras vivos, Estos estudios se resumen

(4]

en la tabla 2, en la que se indica el rango de conienido de qui-
nonas en los taxones principales. Lo mayor parte de los datos fue
ron copilados de las referencias citadas en las revisiones 1, 2 y

3 y las mencionadas mds aba jo.

Los orzanicnas fetotrdéTicoa rroductor2s de atirseno contienen

Tedbla
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invariablemenite plastogquinonas, tocoferoiquinonns y filecguinone
en su aparato fotosintético (7, 8, 9), con excepcidén de Anacystis
nidulans, alss procaridtice en la que no se detectd tocoferolgui-
nona (9,10). Las células de pleniss superiores y algas cucarié -
ticas poseen también ubiquinouns localizada en mitocondrias de te-
jidos fotosintéticos y no fotosintdticos (11). Las algss proca -
ridticas no poseen ubiquinonas (12).

Las bacterias fotosintéticis no contienen plastoquinonas; en
ellas se encuentran ubiquincnas y/o menaquinonas (1,3,13,14) aconm
pafiadas en algunos casos de otrus quinones. Parecicra haber toco-
ferolquinona en Chlorobium (15). Yo se ha hallado referencia sobre
el contenido de esta quinona en otras especies,

Los orgznismos quimicheterotrdficos carecen de plasitoquinona.
Vertebrados, invertebrados, protozozrios y hongos (con excepcién
del género Blastocladiella) poscen ubiquinorna y ésta es la quino-
na mds abundante en ellos (1,2). La ubiquinona se halla localiza
da en mitocondrias y microsomas. Es de espcecial interés la detegc
cidén de ubiquinona en metalo-flavoproteinas cristalizadas (2).

Los vertebrados posecen también cantidades a nivel de trazas ce
" tocoferolquinona (en nmitocondrias) (2,16,17), menaquinonas (18) y
otras naftoquinonas no identificadas (19) (en mitocondrias y mi-
crosomas), todas provenicntes de la dieta'y/o de la activided de
la flore intestinal (20,21). Sus tejidos no sintetizan el ntcleo
de estas quinonas pero pucden rzcuplazar o modificar la cadena la
teral de los metil-benzoquinonss o naftoquincnas exdgenas (4,22,
23). No se tiene conocinicnto de que 80 hays estudiado la presean-
cia de tocoferolquinorss o naftoguinonas én‘invertebrados, proto-

zoorios y honroa ni tzureoco 1s capucidad de es*os organismos para

sintcetizarlaa,
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Las eubacterias hetorotréficas poseen ubiquinonas y/o menaqui-
nonas en su membrana celular. Las gram positivas sintetizan sdlo
menaquinonas, sean aerobias estrictas o facultotivas; en las gram
positivas anaerobias estudiadas no se han detcctado quinonas. lLas
eubocterias grem negativas aerobias estrictas sintetizan sélo ubi
quinonas mientrezs que algunos géneros focultativos sintetizan
ubisuinenas y menaquinonas, Las graom negativas anaerobias estric-
tas contienen sélo menaquinonas (ver referencies en las revisio -
nes 1,2 y 3). Una especie gram positivs autotréfica (ﬁicrococcus
denitrificans) parece ser la excepcidén a estes generalizaciones,
ye que sintetizs Unicamente ubiquinona (24).

Basta el presente no se han detectado tocoferolquinonas en
bacterias, pero lo cierto eg que al parecer no se ha analizado
su contenido,

Los estudios de distribucibn efectusdos son insuficientes.

Hay aun grandes grupos texondmicos, especiq}mente entre animsles
y plantas inferiores, que requieren investigacién. La caracteri-
zacidn de lagquinonasen algunas especies es incomp;eta. En muy
pocos organismos se he estudiado el efecto que las’condiciones anm
bientales y la edad de las células ejercen sobre el contenido de
‘quinonns, & pesar de haberse establecido en los examinados ol pro
fundo efecto del proceso de producciodn de energia y del grado de
desarrollo (1,25,26,27). Los resultados que indican ausencia de
quinonas o compuestos relacionados de algunos organismos no de-
ben considerarsé concluyentea: la aplicacidén de las nuevas técni-
cas de andlisis, mds sensibles y especificas puede modificar ese
situaciodn.

A pesar de esitas observaciones se han detectado quinonas "en
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mis sitlos y en centidsdes mayores que las que se pueden expli-
car sobre la base de la funcion en el transporte de electrones
celular, reconocida pare alguna de ellas". "El estudio de su dis
tribucién llevard sin duda & una mayor comprensioén de los mecsnis
mos y significado de las reacciones de oxidoreduccidén celulares"

(1) mitocondriales como no mitocondrisales.

B. COMPUESTOS VINCULADOS A QUINONAS ISOPRENOIDES.
1, Compuestos relacionados estructuralmente.

Singular importancia han cobrado quinoles (VII) y cromanoles
(IX) en relacidén & la funcidn bioldgica de las quinonas isoprenoi
des, Ambos compuestos son formas reducidas de las quinonas y pue-
den ser oxidasdos reversiblemente '"en vitro" @ las quinonas VI y
XII respectivamente (figura 2).

Se han aislado quinoles (llamados también hidroquinonas o dihi
droquinonas) derivaedos de todas las quinona; conocidas. Se encuen
tron en cantidad variable (10 a mds del 60% del contenido de qui-
nonas) en los organismos que contienen las quinonas parentales
(7,26,28,31). Recientemente se han identificado 4-O-metil-éteres
de Y-tocoquinol (5) y menaquinol (32).

Existen naturalmente plastocromanoles derivados de plastoqui -
" nona (33). Tocoferoles (XIVa) y tocotrienoles (XIVb) (figura 3).
cromanoles derivadog de tocoquinonas. La identificacidén de nafto-
cromanoles naturales parece haber sido erronea (34,35); no se han
sisledo ubicromanoles celulares (36).

Los tocoferoles (vitemina E) son sin duda alguna el grupo mds
abundante y fisioldgicamente el mds importante de los cromanoles

naturales. Se encuentran en tejidos fotosintéticos y no fotosin -
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Figure 2. Compuestos relacionados estructuralmente

a quinonos isoprenoides. Sus interconversiones.
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téticos, especialmente semillas, de plantas superiores (37-39)y en
algas eucaridticas (27). Se hallan tzmbién en algunas algas proca-
ridticas (40); no ha sido detectado en Anacystis (10) que sin em-

bargo parece contener une 3-hidroxiquinones (tipo XII) a otro cro

manol (40). Algunas bacterias fotosintéticas son ocapaces de sinte

tizarlo (ej. Chlﬁrobium) y otras no (ej. Cromotium y Rbodospiri -

1lum) (41,42).

También se encuentr@n tocoferoles en los tejidos de los verte—
brados (mamiferos y aves) analizados (16,17,43,44) pero provienen
de la dieta (20). No se ha estudiado su distribucién en inverte -
brados y el lnico protozoario analizado (Tetrehymenz) no lo sin -
tetizea (41). Su presencia en honzos es inciertz; se han examina -
do levaduras y Phycomyces (45-51) con resultados contradictorios
entre distintos autores: los estudios efectuados se discuten en
otra seccién (p.42) en razén de la importancia que poseen como an
tecedentes de este trabs jo. .

Es incierta también la distribucidn de_tocoferoleé en bscterias
quimiotroficas. En cinco especies heterotréficas no fue detectado
(41) pero se lo ha hallado en otra, enaerobiz estricta (52). Es-
tos andlisis deberian repetirse y ampliarse el numero de organis-
mos examinados.

Recientemente se ha anunciado el sislamiento de un isdémero in-
usual del ol-tocoferol de estructura no ciclica y con un grupo
O-metilo (metil éter) (53). Los hechos estructurales detectados
pueden representarse por la férmule XIVec o XIVd; la posicidén de
los metilos eromdticos es indeterminada. Este compuesto puede éer
totalmente idéntico 2l O-metil-Ster del ¥ -tocoquinol ya menciona-

do (ambos fueron detectados en Zuglena) (5). La existencia natural
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de este isdmero es de swno interds: serd un precursor, un metabo-
lito o la forma activae del ol-tocoferol?. De cuslquier manera
debe considerarse su posible existencia y la de su quinona (x-to
cogquinona ) en todo sistems en que desece evaluarse el contenido de
tocoferoles totales. )

Los cromenoles (VIII) son isdmeros ciclicos de las quinonas.Se
han aisledo ubicromenol-5,-6 y -9 derivados de ubiquinona-6, =7
Yy -10 respectivamente (47,55-57). No ha concluido la discusidn so
bre si son compuestos naturzles o artifsctos de c2islamiento; 1la
evidencis experimental tionde a sostener su origen naturel. Bas -
ta el momento no se han identifiqado con seguridad naftocromenoles
ni tococromenoles natursles. Es de interés seflalar que se han ha-
llado cromenos sustituidos entre los productos de excrecidn de va-~
rios microorgenismos (58); ello parece indicar que la reaccidén de
isomerizacidén de quinonas a cromenoles es un caso particular de
un tipo de ciclizacién mds generzl. .

La distribucidén de quinonas y cromanoles en animaies, vegeta -
les y protistas asi como los efectos de deficiencie en vitaminas
E (59) y K (60) observados en mamiferos y aves, hacen pensar que
la capacidad para sintetizar miembros de la serie de la plastoqui
nonas y tocoquinonas (tocoferolquinonas, tocotrienolquinonas) y
le éadena fitilo de la filoquinona, estaria restringida & células
que efectian fotosintesis con desprendimiento de oxigeno (i se
excluye la incierta presencia de tocoferoles de hongos) (3,61) .
En constraste, la biosintesis de ubiquinonas y la cadena  lateral
de menadionas,es efectuada por animales y todos los micrborgaﬁis—
mos que contienen esas quinonas (3,20).

El rol vitaminico de las naftoquinonas para mamiferos y aves

se &
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se atribuye a la ausencia en células animoles de la via del dcido

ptabo-
hora siquimico y a la consecuente imposibilidad de la sintesis de co-
[—to rismsto (precursor de naftoquinonas en bacteries y plantas) (3) .
ldo ;; El requerimiento de vitamina E no se explica hasta el presente,
pues seguin 1o que se conoce de 1la biosintesis del tocoferol en
nas.Se plantas, el precursor de su nucleo es el &cido homogentisico, que
- pucic ser sintetizado por las célulus asnimales desde fenilalznina
Lén so o tirosina via p-hidroxi-fenilpiravico (3). Podrd atribuirse a
; la— la inceépacidad de los tejidos animales para sintetizar fitol?.
Has - La ubiquinona se sintetiza desde p-hidroxibenzoato compuesto,
nenoles que en mamiferos derivea de fenilalanina o tirosina de la diets
in ha- (29).
de va-
2. Intermediarios biosintéticos.
Lon de
b de Se han aislado varios tipos de fenoles, p-quinonas y quinoles
poliprencides sustituidos, que posiblemente, son intermediarios en
veta — la biosintesis de las quinonas isoprenoides. Sus estructurss se
hinas compendisn en la figura 4. E
r que Los multiprenilfenoles XV y XVI y los multiprenil-benzoquinonas
ytoqui fVII @ XIX se han 2islado de varies bacteriss y tejidos de mamife-
) y ros (42,62-64), pero no se los detectd en hongos (50). Los com -
flulas puestos XX y XXI han sido detectados pero éun no aislados., Todos
L se ellos serian .precursores biosintéticos de ubiquinona.
ﬁ) . El quinol XXI; Y su quinona, sun no aislados, han sido postula-
leral dos intermediarios en l2 biosintesis de plastoquinona. Estos com -
@ﬁis— puestos con cadena latersl geranil-gerenil ( n = 4) serian los pre
cursores de tocoferoles y tocotrienoles (3). Se ha sugerido que el
aves 2-tetraprenilfenol (XV, n = 4), seria precursor de tocoferoles(42).
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Figura 4. Intermediarios biosintéticos de quinonas
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3in embargo esta hipbtesis debe ser desestimada pues los prenilfe-
noles derivan del p-hidroxi-benzoato, mientras que la sintesis de
plastoquinonas y tocoferoles ocurre via dcido homogentisico (3).
El primer compuesto isoprenoide en la secuencia de biosintesis
de naftoquinonas seria el 2-poliprenil-naftoquinol (XXIII); exis-
te en la naturaleza a la par de su quinona, la 2-demetil-naftoqui-

nona (Vb).

3, Compuestos con posible relacién funcionzl,

Une propiedad comin de cromanoles, quinon&s y compuestos isopre
noides es la de oxidarse o reducirse en condiciones relativsamente
. . +++
suaves. Cromanoles, fenoles y quinoles se oxidan con Fe ’
-3 - . o
Fe(CN)6 ’ Cl4Au ’ Ag20 s neotetrezolium, N-bromosuccinimida, 02,

ete.: v las Amainonasa a8 vedneern cen W BT . Hnidn perdrhico,
< 4

SZQZ y leuco-szul de metileno, leuco-azul de Nilo A, etc. La ab-
sorcidén al ultravioleta con bandss caracter{sticss para cade com-
puesto, es otra propiedad comin; esta absorcidén se modifica cuan-
do se oxidan o reducen.

Compueétos liposolubles con absorcidn en el ultravioleta, re-~
ductores u oxidantes de los reactivos mencicnados, pueden ser
cromanoles, quinonés, quiroles o poseer estructuras desconocides
vinculades a ellos, no sélo quimice sino también funcionalmente.

Pucden ser los intermediarios en las transformaciones quimicas
de cromanoles y quinonas, indicar el mecanismo de su accidn bio-
légice o ser intermediarios biosintéticos. De aqui el interés que
posee su locslizacidn, eislamiento y determinacidn estructural,
Se ha aiglado un buen nuimero de estas susténcizs, que aun no se

han identificado, de microorgenismos (65,66), mitocondrias (67)y
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aun preperados enzimSticos (68).

C. CONVERSIONES MOLECULALRES DE CROMANOLES Y QUINONAS.

Por un hdbito mentel se visualizaz normalmente la estructura or-
génica formal de las quinonzs isoprenoides en la forma pesréquinoi-
de (VI). Poro es importente considerar que otras especies molecu —
lares esencialmente equivelentes (X,XXIV, XXVa - XXVd) (figure 5)
no s6lo pueden existir sino ser preponderantes en un medio qui -

mico o celular apropiado. & tel punto poseen igual estsbilidad ,

que la diferencia de energia entre les estructurszs VI y XXIV es b

de -0.3 kcal/mol. La especie active podrie ser unz u otrs de ellas, “

dependiendo de la funcidén o transformacidn involucrada. vi:q
Los compuestos estructuralmente derivedos de quinonas (VI) pue-— [

den convertirse unos en otros con relativa fzcilidad. Las conver-

siones moleculares que ocurren "en vitro", se compendien en 1la

figure 2. Todas las estructuras senaladss han sido aislades y la ma v

yor estabilidad de una frente & otrss "en vitro" queda determi - (H)e

nada por el pH y la polsaridad del medic. Los estzdos de oxidacidn 1

intermedios entre quinonas y sus cromanoles o quinoles se indicen

en la figura 5, [
Existe evidencia experimental de la existencia trensitoria de

los intermediarios sefialados hen vitro" y le de algunos de ellos

"en vivo". La polaridad y disponitilidad de H o H+ en el entorno 1

de la moldécula, determinan la especic molecular neutre, idnices o
radical libre quo se forms y el curso de la reaccidn. Algunes .
transformaciones requieren medios estrictamente anhidros o entor -

nos fuertemente hidrofdbicos.
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Figura 5. Conversiones moleculares de ‘cromanoles, quinoles
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las conversiones de quinonas & cromanoles o quinoles y vicever-— T
s8 son de especiel interés, ya que alguna(s) de ella(s) puede(n) dud
constituir la base molecular de la funcidn bioldégica de estos com— c?i
puestos. €3

Es dificil establecer la estructurs de las gquinonas reducides te]
enziméticamente dureénte el transporte celular de H, dehido & su °i3
ripids autooxidacidn; puede ser quinol, semiquinona o cromanol.
Quinonas (VI, XII) y quinoles (VII, XIII) se reducen y oxidan re- da
versiblemente en esas condiciones. Son positbtles otrss especies mo- o5
leculares reducidas distintas del quinol, pero semiquinonz, croma- Log
nol u otras no constituirien mis del 1 al 2% de le quirona (total) °e]
presente en la célula (29,31,69). e

Se ha detectado la existencis "en vivo" de radicales scmiquino- de
ra (XXVII) de ubiquinons (31,70), plastoquiroma (71) y mwenaguirona axs
(72). te]

Le reduccidn de quinons 8 quinol via elsrzdical semiquirnona rif
(XXVII), ocurre con separacidn de cargas. La conversidn entre am- (7
bas formas es reversible, Z ae

re

La formecidn de ubisemiquinona parece estar ligada al funciona-
miento del sistemea de transporte de H (31,70); por otro lzdo estu- noﬂ
'dios cinéticos indicen que la eparacidén de semimenzquinona es in- ne
dependiénte del transporte neto de H (72).‘Ia no deteccidén de ma-~
yores niveles de semiquinona puede ser debida & su dismutecidn en ae
quinol (VII) y quinona (VI)duranie el aislemiento de 1ipidos(31) "
o consecuencia de extremadamente ba jas concentraciones del radical rof
en condiciones de equilibrio, estado estacionario o transiente bt
(72).

vi

Se ha obtenido evidencis indirecta de 1la ciclizacidn reductiva
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4 ¥y revernible de quinonas & cromanoles "en vitro" (73). Este re-
dcev§r- duccién puede ocurrir via S-metilen-cromanona (XX1V), isémero ci-
on clico de la quirona (VI) (74); los intentos por detectar su forma-
o8 com cich "en vivo" no han dsdo resultados positives (69,75,76). E1 in-
sidos termediario podria ser la 9-hidroxicromanona (X); ésta puede redu~
N cirse 8 cromanol o isomerizarse & 3'-hidroxi-quinona (XII) (77,78).
ol La oxidacidn de cromanoles & quinonas, que involucre la pérdi-
A ) da note de dos H, podris ser realizade por una deshidrogenasa y
i: Tz: esta seris une forma en que los tocofercles ejercicran su funciodn.
F soma Los cromsnoles (IX) se oxidan con formacidén intermedia del hemia-
&:ztzl; cetal (X) en presencia de reactives nucleofilicos (77). Este con-
f versién pareciera ser reversible y pueds ser un mecsznismo celular
L . de trensferencia de H con sepsracidn de cargas en un entorno hi-
q%an; drfébico, como el que se da e¢n el seno de las membrenas lipopro-
gaerem teicas, en las proximidades a grupos alcohol o tiol; ello permiti-
riz la transferencia de protones y olectrgnes vis idn csrbonio

:DB (17) sin oxidacidén a 3'-hidroxi-quinona (XII)., L& isomerizacidn
e de la 9-hidroxi-cromanona (X) @ 3'-hidroxi-quinona (XII) no es
o ) reversible. Las 3'~hidroxi-quinones (es el caso de tocoferolqui-
nclo:d- nones) se reducen reversiblemente @l 3'-hidroxi-quinol (XIII) y

P e? - no al cromenol (IX) (tocoferol) (79).
Es i ‘Por ello las 3'-hidroxi-quinonss no participerisn de procesos
iﬁ mz— i de oxidoreduccidn catalizedos por cromanoles,~o viceverss. De a-
;zZI)n b qui que el par redox tocoforolquinonu/tocoferol_no jugaris ualgun
edical rol en el transporte de elect?ones (79); podris hacerlo en cam-
e bio el par 9-hidroxi-cromanona/tocoferol (77).

Es diffcil mostrar la ocurrencie de este transformacibn "en
uctive vivo" por la existencia efimero de la hidroxi-cromanona fuera de
o
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un entorno lipidico sdecusdo. Sin embargo la deteccidn en sistemas
biolégicos de su isdémero estable 3'-hidroxi-quinona (73) puede ser
un indicio de su existencia.

Esta observacidn es altemente significative pues la esatructurs
3'hidroxi-quinona existe como tocoferolquinona en las células ani-
meles y vegetales; ello reactualiza una posible funcién de los to-
coferoles en el acoplamiento energético entre el transporte de H

y la fosforilacidn del ADP.

Como conclusidn, quedan sun por demostrar la estructura de los
intermediarios y el mecznismo por el cual las quinonas se convier-
ten @ ellos en los procesos redox y de conservecién de energia ce-
lulsres.

La ciclizagidén no reductiva de las quinones 2 su isémero crome-
nol (VIII) no ocurre espontdneamente pero puede efectuarse "en vi-
tro" y existen evidenciss de su ocurrencis "en vivo". lLa transfor-
macién inversa de un cromenol (tocoferol) a una quinona (tocogui-
nona-10 6 E, (50)) se ha detectado "en vivo" (4).

Finalmente, parte de cromanoles y quinones isoprenoides es trans
formeda en ¥-lactonas conocidas como metabolitos de Simon. Estos
metabolitos son excretados por via urinaria, probablemente como glu

curénidos (80).

D. POSIBLE RELACION ZRTRE ESTRUCTURA QUIMICA Y FUNCION

Los caracteres estructurales comunes de las quinonas isoprenocides
pueden indicar los grupos o estructuras vinculadss a su funcidén bio-
l6gica. La estructurs para-quinoide, capaz de reducirse reversible-

mente, con un potencial redox intermedio entre los donores y acep -
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tor:e de hidrégeno celulares, es la bsse molecular de su funciodn
'caialitico en el trananorte de H. Sus cadenas laterales isoprenoi

! . . . . s
‘des ds custro o mds unidades, con grado de satursacidn virisble,

i
'

pero con un par de electrones en posicién 2',3’, espacialmente
!adyacente a un carbonilo quinédnico, hace posible la formzcidén de
gun tnillo cromano durante 1ls reduccibn. Xsta puede ser la base mo
!lecu'hr del pepel postulado para las quinonas isoprenoides en 1ls
‘trercferencia de fosfato activado (rico en energia). 4demds la ca-
dena isoprenoide larga confiere a las quinones extraordinaria so-
lubilidad, y en consecuencia movilidad ~difusion- en las estruc -
turas lipoproteicas celulares, lo que hace poasible su funcidn co-
mo auténticos portadores de A o foafato.

3¢ ha verificado que los carscteres estructurales mencionados
son rnecesarios para restaurer el transporte de clectrones acopls~
dos 2 fosforilacidn del ADP, en sistemas de particulas celulares
capices de oxidacidén de sustratos ligados a 1a reduccidn de oxige-
no, nitrato, sulfato o algunos eceptores orgdnicos como fumarato;

.

o en particulas capaces de fotosintesis, cuando amébs tipos de par
ticulas fueron privedos de quinoras. En slgunos casos ce ha sefio~
lado el reguerimiento ahicional de un matilo en C-5, pero ls exis-
%encia de sistem2s de transporte que funcionan con demetilquinonas

(IVo y Vb), pone en duda qus se trate de un recauerimiento esencial.




CAPITULO II.

PAPEL DE CROMANOLES Y QUINONAS EN
EL YETABOLISMO CEILULAR.

A. Cromanoles y quinonzs comu vitaminas,
1. Tocoferoles,
2. Nofioquinones,

). Ubiquinonas.

B, FPuncicnes no ligedas a la transferencia de H,
1, Tocoferoles.
‘8. hccién sntioxidante.
b, Accion sobre el metabolismo de dcidos grasos y la eatruc-
ture de las membranes bioldgicas.
c. Accidn sobre el meteabolismo de proteines y en el control
de la actividad enzirética.

2. Filequinona.

C. Funciones ligedas a la transferencia de H.

e

l. Transporte de H.
a, Ubiquinonas y naftoquinonss.
b. Tocoferolquigones. ‘

2. Acoplemiento energético.

8, Ubiquinonos y naftoquinonas

b. Toaoferol,

A, CRCUAKOLES Y QUINCH~S COMO VITAMINAS.

El requerimiento abcoluto de naftoguinonas (vitamina K) y toco-
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feroles (vitamina E) por los mamiferos y eves es un hecho totalmen-
te establecido. Los trusstornos producidos por su carencia son tan
serios que conducen a la muerte del animal deficiente. No se han
estudiado los requerimientos de estos compuestos por otros verte -
brados o por los invertehrados. )

Si a 8llo se suma la presencia de naftoquinongs en algunos pro -
tictas y 1la existencia de ubiquinona en todos los organismos aero-
bios estudiados, se concluye que estos compuestos debgn actusr en
procesos metabdlicos esenciales para la vida. El aislamiento de mu
tentes bacterianos que no sintetizan ubi- 6 naftoquinonas (62,81~
83) apoya este concepto.

1., Tocoferoles,

La corencia de vitanina E en la diete nreduce una gran voariedad
de cnfermedades mortales en momiferos y aves. El signo cldsico de
avitaminosis en la ratz hembra es la resorbcioén fetal (sindrome de
gestacién - reabsorcidén) y en el mochn le ‘degeneragidn testicular.
Otras consecuencias bien definidas de 1la deficiencia son: necrosis
hepitice en la rata, ratén y chancho; diatesis exudativa y encefa-
lomalcia en el polloj distrofia muscular en rata, pollo, conejo ,
ovejas y bovinos; distrofia muscular y anemia en primates, etc.,
(59 »84,85 )"

Un sintoma dado de deficiencis se manifiesta en unss especies
enimeles y no en .otras; en una especie dada los sintomes de defi -
ciencia son multiples, lo que indica una accidn generalizada sobre
los tejidos del orgunismo. Hay transtornos debidos a la deficiencia
en vitamina E cuya remisidn se logra s6lo por estes vitamina, mien-

tras que otros sintomas responden a otros comvuestos: antioxiden ~
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tes sintéticos, selenio o aminodcidos azufrados (85). Ias tocofe -
rolquinonas no revierten la deficiencia en vitamina E.

En el hombre adulto, dietas con contenido restringido de vita-
mina E no han producido menifestaciones clinicas definidas, aunque
aumentan la susceptibilidad de los eritrocitos a la hemdlisis y
su tiempo de vida medis (86). Pacientes con abetalipoproteinemia
poseen un nivel ba jo de tocoferol en sangre; en ellos se ha observa-
do anqmalias en la ultraestructura de algunas membranas de células
del epitelio intestinal, que desaperecen con la administrecidén de
vitamina (87). En nifios nacidos con bajo peso y alimentados con
férmulas artificiales, se ha observado un sindrome de deficiencia
en vitemina E (88,89), que se evita suplementando la "leche" comer
cial con tocoferol. El contenido uinimo reconendado de vitamina E
en la dieta humana es 0.6 mg d—tocoferol/g Ge dcidos grasos no sa-
turados (90).

.
2. Naftoquinonsas.

Le deficiencia de vitamina K en animcles afecta el proceso de
coagulacidn sanguinea a punto tel que se producen hemorragiss sub-
cutdneas intramusculares, que pueden causar la muerte (91).

En condiciones naoturales la microflora intestinal de mamiferos
y a#es produce cantidad suficicnte de compuestps con actividad de
vitamine K para las nocesidades del animai, aunque se discute si
ella es absorbida en ausencia de coprofegia (92). En el nifio recién
nacido la lenta implantacidn de la flore intestinal, y en el adul-
to modificaciones severss en ella o deficiencias en la absorcién de
lipidos, producen signos de hemorragia que revierten por tratamien '

to con la vitamina (93,94).
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ocofe — i Se ha estimado que el requorimiento diario de vitamina K ¢s de
5 Pg/kg de peso.
vita-

aunque l 3. Ubiquinonss.

Fis Y _ Las ubiquinonas no son vitaminas para los mamiferos y aves. Se
emia ha mostrado que su nivel en los tejidos es independiente del con -
observa- tenido de ubiquinone en la dieta y de la actividad biosintética de
clulas la flora intestinal (64).

Pon de Los estudios efectuados sobre la funcidn bioldégica de cromano-
con les y quinonas sugieren su participaci6n en la transferencia de H

lencia y/o en otros procesos celulares no vinculados a ells,

n X . . .

: comex En lo que sigue se haré referencia unicamente a posibles fun -

n ‘ - . .
pina B ciones en organismos quimioheterdétrofos. So0lo en ellos naftogui -~
no sa-= nonss y tocoferoles juegan un papel vitaminico. En orgenismos fo-
totrofos la funcion de estos compuestos parece liguda a procesos
fotosintéticos, lo que no syuda a comprenjer la funcidén que cum-
plen en los orgenismos quimiotrdéficos,

|

Fo de

BS sub-

B. FUNGCIONES NO LIGADAS A LA TRANSFERENCIA DE H.

13
{feros 1. Tocoferoles.
idad de

F Ls variedad de tejidos afectados por 1la deficiencia de vitami-
e si ; :

L . - na E en enimales (misculo esqueletal y cerdiaco, glébulos rojos ,
0 recien

1 sdul sistemds vascular, médula bsea, epitelio renal, cerebelo, etc.) ,

adul- !
-, ; lleva a la presuncién de que las células animeles requieren toco-

rcion de ; : .
tomi . : feroles para su funcionamiento normal. Dos grandes escuelas dis-

amien |

putan desde hace veinte afios cusl es la funcidn del tocoferol:
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la que promueve su accidén antioxidante, protectora de lipidos, ge tens
neral y no especifica; y la que sostiene la participacidn del dado
tocoferol en un proceso celular bésico, aun no establecido. nido
tamiy
a., Aocidn antioxidante.
vitag
La vitamine E seria el antioxidante biolédgico natural, evitando dcidd
la peroxidacidn de 1lipidos en vivo. Los tocoferoles actusrian inte lacié
rrumpiendo reacciones en cadens, al reaccionar con r{@iceles alquil bles
peroxilo formados por autoxidacién de lfipidos no saturzdos sensi - de dd
bles a 02. Se ha propuesto la formacidn de un radical tocoferolse- dietd
miquinona y un sistema redox acoplado con la glutation reductass, Es
para regenerar el tocoferol\(95). geney
le formacidén de peroxidos, en ausencia de vitamina E, produciria dos ﬁ
la desorganizecidén y hasta la disociacidn de enzimas lipoproteicss ‘
y membranas el alterar le organizacidn de su estructura o metriz b. Aq
lipidica con el consecuente y serio dafio np especifico a8 los teji- aq
dos, . A
La peroxidacidn de lipidos puede resultar de 14'actividad de plic
ciertas enzimas (ej. NADP-oxidasa ligada a micr0s;mas) de membra- trucj
nas, y la funcidn del tocoferol seria preservar la estructura de nas 4
ndichas membranas (96) del ataque de rsdicales. ! En
En apoyo de 1la hipdtesis de la accidn antioxidante de la vita - , memb
mine E se cite su reactivided con lipido perdéxidos"en vitro" (97); ‘ inem]
su accion protéctora de cortes de tejidos, que evita la formzcidn rime;
de perdxidos "en vitro" (98) y el eislamiento de productos de (103
autoxidacidén del tocoferol en esas condiciones. E
Sin embargo so cuestiona que los lipidos celulares insaturados por
sean realmente peroxidados '"en vivo" 8 las extremadamente ba jas fici
1 1
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tensiones de oxigeno de las células (99). Técnicas sensibles, cui-~
dadogamente efectusdas, no han detectado diferencias en el conte-
nido de perdxidos (trazas) de tejidos animsles deficientes en vi-
tamine E y controles (100). El dnico sindrome de deficicncia en
vitamine E que se conoce con seguridad ocurre solo si ciertos
dcidos grasos poliinsetursdos se agremgen a la dieta (encefalome-
lagia ), no vi acompaiiado de la formacidn de cuntidades detecta-
bles de productos de autoxidacién (101). En cambio hay sintomas
de deficiencia en vitamina E que se manifiestan sun cuzndo la
dieta no contenga dcidos insatursdos (101).

Estes observaciones restan base racione2l 2 la postulada acecidn
general del tocoferol como Qrotector de los lividos de los teji-

dos animales contra su hipotétics autoxidacién (102).

b. Accion sobre el metsbolismo de &cidos grasos y 138 estructura

de las membranas bioldgicas.

.
A pesar que la accidn antioxidante no es suficiente para ex -
plicar la funcidn bioldgica del tocoferol, es un ﬁécho que la es-
.
tructura, estabilidad y funcioneémiento de membranes y lipoprotei-
nas depende notablemente deé su presencis.
5 En efecto, se menciondé ya las anomalias observadezs en algunas
membranés,del epitelio intestinal en pacieﬁtes con abetalipoprote
inemia (87);defectos similares pueden inducirse en animales expe-
rimentales que desarrollan en dietas deficientes en vitamina E
(103) y en membrenas mielinices formadas "en vitro" (104).
El transporte intestinal de aminodcidos (105) y su «bsorcidn
por el misculo esquelético (106) estdn alterados en @nimales de -

ficientes, no asi el transporte de azicares; ello indica un efec-
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to especifico en la funcionalidad de la membrana celular. cia
La vitamina E puede afectsar la sintesis (o estabilidad?) de al- lat
gunos dcidos grosos no saturados (107,108); o estar involucrada di deh]
rectamente en su incorporaciédn a (y/o estabilidad en) las lipopro- c ﬂ

teinas, en particular a las membranes celulares (103).

Se ha propuesto que los tocoferoles tienen accidén directa sobre pro
ls estabilided de las membranas regulando el equilibrio entre la los
configuracidén miceliar y la estructura bimolecular en doble caopa 8 1
(109,110). Su susencia provocaris traslocaciones y aun dislocecio sea
nes en puntos especificos de la membrana alterando asi su funcio- pro
namiento normal. {

i vo |
c. Accidn sobre el metabolismo de proteinas y en el control de 1la Pue+
actividad enzimdtica. rOi

El transporte de glicine aumenta en diafragma de conejo dis - cloj
tréfico (106) y el de valina disminuye en intestino de ratas defi die

ria

cientes en vitamina E (105), "en vitro". ° »
. t

En nifios malnutridos (malnutricidén proteica-calbrica) se ha ob
servedo un sumento estadisticamente sigmificativo del nivel de he
moglobina con la administracién de vitamine E (111),

La aqtividad de numerosss enzimas se modifica en deficiencia
‘de vitamines E. Variss enzimas catabdlicas (catepsina, ribonuclea
sas, desoxiribonucleasas, arilsulfatasas, creatinofosfoquinasa ,
xantina dehidrogenasa, de origen lisosomal) pzrecen dereprimirse;
mientras que otras, anabdlicas o del metabolismo intermedio (§-
amino levulinico sintetasa, § -amino levulinico dehidratasa y al-
gunas dehidrogenasas: succinico dehidrogenasa, ocl-cetoglutarsto

dehidrogenasa ) pierden actividad a medida que progresa la deficien-
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cia (85). El efecto sobre la sctividad enzimdtica pzrece ser re -
letivamente especifico ya que, mz2lato dehidrogenasa, isocitrato
dehidrogenasa, glucosa-6-~foafato dehidrogenase, N4DPH - citocromo
¢ reductasa, no son afectados (85).

Le observacién que la etionins (inhibidor de sintesis proteice)
produce el mismo efecto que la administracidén de tocoferol sobre
los niveles de creatina fosfoquinasa en plasme de conejos, llevd
8 1la hipdtesis de que la actividad "represora" de la vitamina B
sea debida a una posible funcidén de correpresor en la sintesis de
proteines especifices (112), a nivel genético.

El efecto sctivador de la vitemina E no ha sido explicado, sal
vo parz le declinacidon de la actividad respirstoria "en vitro".
Puede deberse a uns accidn protectora, de "pantalls', del tocofe -
rol sobre grupos ~SH reactivos (113); o @ cambios de confisura -

cion en onzimas respiratories, o de la membranz mitocondrial, me-

_diados por NAD particulado, cuya asociacidn e la membrena esta -

ria controlade por el tocoferol (114).

El efecto activador y su contrzparte, la represgén enzimsitica

-

por vitamina E podris dazrse sobre distintes isoenzimas. De esta
forma se explica que si bien las aminolevulinico oxidasss y dehi-
hratasa son menos actives en higando de animoles deficientes que
en preparaciones de animales no deficienteé, la actividad de es-—
tas enzimas se reduce en animales no deficientes con porfiria in

ducida (con alilisopropil-acetamida) si se los trata con vitamina
E (115).

Como conclusidn, los miltiples y severos cfectos de la defi -
ciencia en vitamina E en células y tejidos animales, no pueden

~hasta hoy- ser explicados con un concepto unificante acerce de

rax
|
|
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su funcidn bioldgica. Varios efectos son sin duda secundarios a
la deficiencia, pero cudles son los mecenismos celulares prima -
rios dependientes de la vitamina E?,

Quizds la mayor parte de las consecuencias de la deficiencia
pusdan explicarse asumiendo un efecto di?ecto sobre la estructura
de liroproteinas, distinto de la proteccidn de los &cidos grasos
contra la peroxidacidn; pero esta presuncidén seré ambigua mien-
tras no se establezca el modo en que el tocoferol participa en, o
confiere estabilidad a, las estructuras lipoproteicas.

El descubrimiento de estedos de deficiencia en el hombre con -
fiere mayor trascendencia al estudio de la funcidn bioldégica de la
vitamina., Ello justifica el ensayo de nuevos sistemas experimen -
tales y una revisién critica de los experimentos que apoyan ceda

hipétesis,

2. Filoquinona,
a. Accidn en la coagulacidén sanguinea.

Si bien la vitamina K es fector antihemorrégico, ella no ejer-
ce accidn directa sobre la coagulacidn sanguinea, ni es parte
(cofector) de la molécule de protrombina, la mis afectada de 1la
cascada que lleva & la formacidn de fibrira (94). Es necesaria pa-
ra la sintesis de protrombina (fusctor II), proconvertins . (factor

VII) ¥ los fsctores IX ¥y X perticipantes en el proceso de coagule-

cién., La vitamina K no actia libersndo estos factores glicoprotei
cos yus preformados de las células hepdticas que los producen, si-
no en su sintesis (116,117).

Los estudios efectuvados para definir su papel en ls induc -~

cidén de 1s sintesis de eses proteinas especificas,ha sido resu -

e ——
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os 8 mido por Wasserman y Taylor (85). Con la evidencia disponible actu
jrims - almente, no es posible sefialar oon precisidn el sitio de eccion

(118); los datos recogidos indicsn que puede actuar a nivel ribosc-

v

mcia mal (119,120), estimulando la sintesis "de novo" de le porcién
uctura proteica de la protrombina (121). Otros autores sugieren que la vi
ra SO8 tamina XK actia en el sitio donde la fraccidn carbohidrato se ligs
mien- a 1o czdena polipeptidica ya terminada (122). Singularmente, le
’en, o sintesis de glicoproteinas en mitocondirias aislades es estimulada

por filoquinona (123).

con - Martius (124) en base a consideraciones evoiutivas, considers
F de la diffcil entender que el organismo enimal regule la sinteSis de una
ﬁmen - proteina vital mediante un compuesto que no produce y que es sin-
cada tetizado por otros orgsnismos para una funcidn totalmente dife -

rente. Aporta nuevos elementos de juicio en sostén de su hipdte -

sis, seglin la que el defecto en la sintesis de protrombina, en

— R

E deficiencia de vitemine K, es debido a @lguna slteracidn en el me
canismo de conservacidén o transferencia de energia (125). FEllo
4 ] i 3 > “ 2
afectaria el anabolismo celular, primordiazlmente la sintesis de
‘ f

) ejer~ -
protrombina, por tratarse de una proteina vitsl de salto"turnover"

(124).

Lo cierto es que le vitamina K afecta la sintesis de &lgunass

rte

k la

ria pa- . .
& proteinas en vertebrados y que le evidencia experimental es insu-
actor
ficiente pers estsblecer el mecanismo preciso de su accidn.
yosgula— -
joprotei C. FUNCIONES VINGCULADAS A Li. TRANSFERENCIA DE H.
tn, Si"'
Las quinonas terpenoides desempenerisn en las células una fun-

ldu ¢ién catalitics en el transporte de H particulsdo y en la fosfo -

[
] rilscidén oxidative acoplada a ella.
esu -
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La cantidad y localizaciodn celular de las quinonas o6s compatible
con esa funcidn. Se ha ¢elculsédo que, suponiendo una relacidn equi=-
molar con el contenido de c¢it ¢ (126), seris necesarie una concen-

tracibén de quinonas del order de 5.6 Pg/gcs para llevarls a cabo.

l. Transporte de H.

a. Ubiquinonas y naftoquinonas:

Al menos parte de le ubiquinona mitocondrial es esenciel para
la actividad de los sistemas succinico oxidase (127,128) y  NADH
oxidasa (129). La ubiguincna se localize entre les flavoproteirnas
y el citocromo ¢, pero cu posicidn respecto al citocromo b no es
segura (130-134).

Sin embargo l2 velocided de reduccidén de 1la ubiquinona durente
le trensferencie de electrones no es conmensurede con la velocidad
de oxidecién del donor (135). Aun no se han explicsdo las notables
diferencias en la cinétics de 6xido-reduccidn de 1a ubiquinona en
sistemss fosforilantes y no fosforilantes (135,136). Pero estos da-
tos deben interpreterse con cazutela pues se desconoce cual es le
especie moleculer active de la quinona en la transferencia. El es-
tado de reduccién de la quinona se ha determirado en base sl conte-
nido de quinol; de ocurrir reacciones de un electrén en el sitio
de la ubiquinona (137,138), el turnover dé los redicales que ce for
marfen no peria medido por 1s relacién ubiquinons & ubiquﬁn01(139).

Con relscién @ la posible participacidén de filoquinona en el
transporte de electrones mitocondriel , es de interds sefialar que
se ha aislado una vitamina K reductasa, soluble, capez de oxidar
al NADH (140) y otre vitamina KH2 ~citocromo ¢ reductasa, particu-
lada, que oxida el filoquinol (141). Pero la velocidad de reduc -~
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cion de la quinona por NADH o succinato no es compstitle con la ve-
locidad de oxidacidén de estos sustratos (142).

Lo cierto es que la participacion de estas quinonas en le res -
pirecidon aerobia ha quedado totalmente establecida con bacterias
mutantes que no las sintetizen (31,81,83,143,144). Se ha mostrado
inequivocemente que ubiquinona y/o menaquinona (segin el microor -
genismo) son componentes obligados del sisteme de trensporte par -
ticulado de H en bacterias. Sufren reacciones redox l;gadas al
transporte de electrones; se requieren para oxidacidn de NADH, suc~
cinato, maleto, lactato y xX-glicerofosfato con oxigeno, nitrato o
fumarato como aceptores (26,29,31,81,83,145,153). En los organis -
mos procaridéticos ubiquinons y menaquinons interactdan de modo 10
establecido, junto con el (los) citccromo(s) de tipo b, entre las
NVAiD - o FAD ~dehidrogenasas y lcs citocromos c. I'ero tempoco en
estos sistemss la velocided de rcduccidén de ubiquinona es compsti-
ble con la actividad de oxidasas (154). .

Los modelos cldsiceos del transporte de electrones particuledo
no explicen los estudios cinéticos. las quinonas p?drian actuar en
mis de un sitio en algunas oxidasas (31,155) y es ;osible que su
funcidn sea la de un sctivador de un componente de la.secuencia de
%ransporte (hierroproteina no bhémica) mas que un portador propia -
mente dicho. Se he llegedo a sugerir que las quironas no partici -
perian en 1a£via principel de transporte de electrones en particu-

las intectas (136,156).

b. Tocoferolquironas:
Es posible que compuestos de este familia participen en sistemas
redox. E1 ol-tocoferol revierte, al pasrecer competitivemente, la

inactivacidén del trensporte de electrones por antimicina A en re-
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ductssas sensibles, incluso de levadurzs y Neurospora (78). Ello
indicsria un sitio de accidén comiun psra ambos compuestos.

Se ha obtenido indicios de le participacidn de una quinora no
identificeda, posiblemente vinculeda con ol-~tocoferol (157) en
fracciones celulares solubles de Clostridium sticklandii © que
efectien ls oxidscion de NADH acoplade a la reduccidn de glicina
(158).

Los estudios efectuados son insuficientes y hasta objetables
técnicamerte, por lo que haste el momento la participescidn directes
del tocoferol en el transporte de electrones particulado es incier

ta.

2. Acoplamiento energético.

Se hs propuesto que en el transporte de B con sevaracion de car
gas las quinonas terpcnoides o slgunos de sus derivados, formarian
compuestos de alte energis, de muy cortz vjda media, gque efectus -
rian el scople entre la transferencie de U y la fosforilacién del

ADP 8l menos en uno de los sitios de fosaforilacion.

8. Ubiquinonas y naftoquinonas:

La csntidad de ubiquinona mitocondrial endégene reducida depende
de la concentracidén de fosfato y ADP en el medio de suspensidn,'en
vitro" (159).

Filoﬁuinona y menaquinons exdgenas participen en be ja propor -
cidén en la fosforilacidn oxidative efectuzda por extractos libres
de células de Mycobacterium phlei (160). ®n este proceso se forme
un derivado fosforilado de las quinonas, de estructura desconocids,

capaz de transferir el grupo fosfeto al ADP (160,161).
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b. Tocoferolquinones:

Hasta le fecha no hay dato confisble que permite proponer un rol
directo de tocofecroles o sus quinonas en la fosforilacidn oxidati -
va, Sin embargo la posible perticipacidén de cromanoles en ella ha
sido reactuslizada por 1a deteccidén de 3' -hidroxiquinona tesul -
tante de la asctividad de sistemas fosforilantes de lMycobacterium
(73) 1a que podria formarse via cromanol (ver p.22).

Lo cierto es que queds abierta la cuestion de una 9valuacién
completa de la actividad funcionel de la quinona en el acomplamien
to energético. Pueden ser sumamente (Gtiles en emtos estudios les

mutzntes deficientes en quinonss.

P —




CAPITULO III niJ
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EMPLEO DE MICROORCANISMOS PiRA EL ESTUDIO DE LA
FUNCION BIOLOGIC:i DE CROMANOLES Y QUINONAS.

A, Ventua jas de) empleo de crganicmos uniceluleres.

Seleccidn de levadurss.

B, Tocoferol y filoquinona en levadures.

A, VENTAJAS DEL EMPLEO DI ORCANISYOS UKNICELULALRES.

Las altereciones observiedos en la sintesis de componentes celu-
leres y en le regulacidn de los rrocesos celulares en deficiencis
de viteminas E y Kl’ son indicios de que ambas desempenan una fun-
cién esencial en células de organismos eurocaridticos.

Sin embargo a mds de cirncuente ailos de establecido el requeri-
miento de viteamina E por tejidos snimales (162) y treintez y ocho
afios después de haberse determinado su estructurs (163), no se co-
noce aun su funcién bioldgica. Algo similar ocurre con la vitamina
K; descubiertz en 1929 (164).

El hallazgo de estedos de deficienciz en el hombre; la accidn
del tocoferol sobre pacientes con ebetzlipoproteinemia; su posi =
ble 2ccidn sobre enfermos con porfiria, hécen necesarios nuevoes
esfuerzos por localizar el sitio de accién de ambas vitaﬁinas.

El escaso y hasta confuso conocimiento a2ctual &cerca de la fun
cién de tocoferoles y filoquinona puede atribuirse en parte 8 los
sistemas empleados para procurar estublecerla.

Se han seguido dos lineas éxperimentales. Una, la observacibn

de los efectos de la deficiencia en vitamiras E y Ky sobre orgas -
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nismos (2nimales) enteros, "en vivo'"; se hen snalizado los cambios
producidos en composicidn, actividad enzimdtica, estructure, etc.,
de los tejidos. Y otra, los estudios "en vitro" de la accidn de
los tocoferoles y filoquirona sobre cortes de tejidos o prepare -
dos enzimiticos provenientes de animales deficientes en vitamira
0 en preparados enzimdticos desprovistos de ellas por extracciédn
con solventes.

Ninguns de estas eproximaciones es satisfactorie. Lo pruehs el
hecho que no han producido hipétesis segurz acerces de la funciodn

de las vitaminas E y K;, a pesar de los severos sintomas que su

ps celu- deficiencisa produce en animales. E1 empleo de snimales enteros di-

‘iencia ficults la interpretacidén de los resultados debido a l2 multipli-
a fun— cided, en estructura y funcidn, de los tejidos que los constitu -

rn yen y su interrelacidén, pudiendo llevar a conclusicnes errodneas

;queri— acerca las ceusas de los efectos observados. Los experimentos "cn

¥ ocho vitro" pueden conducir & la deteccidén de eflectos que no ocurren

b se co- "en vivo" (en orgonismos enteros). '

vitamina

Nuestro laboratorio estabz interesado en contribuir 21 conoci-

miento de la funcidn bioldsica de la vitamira E. Entre las 1lineas

fecion en estudio se creydé oportuno examinar la posibilidsd de emplesr
posi = levaduras con ese fin. Los microorganismos (protistas) surgen como
evos un sistema experimental mds spropisdo que los sistemss pluricelula-
as. res.
e la fun F . ~
| - En efecto, es posible contzr con una potlacion del tamafio desea-
r & los do, de células homogéneas; controlar y modificar su composiciodn,
desarrollo y estedo fisioldgico regulando las condiciones de cul -

Fvacion tivo o ambientsles; sislar mutintes que requieren el compuesto

orgs -

cuye funcidn se estudia. Esto permite disponer de mesz suficiente
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de células con igual genotipo, analizar el efecto de condiciones
fisicoquimicas sobre la actividad que se estudia y sobre el con -
tenido de sustancias de interds, asi como determirnar las vias me-
tabSlicas en que ellas particivan. Todo ello con las venta jas de
la experimentacion con organismos vivos enteros y sin los inconve
nientes que se dan en la experimentacidén con organismos animales
o veaetales.

Ista aproximacidén experimental, emrleada pers establecer la fun
cién bioldgice y biosintesis de un gren nimero de comporentes ce-
lulares, ha sido poco empleada pare sustencias liposolubles. Yagui
gan y walker (165) seleccionaron microorgenismos con el propésito
de dilucidar los factores intermediarios vinculados a la sintesis
de esteroles y su funcidn, en razdn de 1la "uniformidad de este ma-
terial bioldgico y su orgenizacién simple". Bishop y col. (166)
propusieron su empleo paré el estudio de la funcidn bioldgica de
ubiquinone y vitzmina K pues, "muestran més variedad de czminos"

.
metabdlicos que los snimales superiores y pueden ser cultivados en
"medios simples" con lo que se reduce "el.riesgo dF introducir ma-
teriales lipidicos extrafios". Brodie y col. (160,1%1) han usado
bacterias para estudiar la funcidn bioldgica de la menaquinona. Se
*han aislado mutantes de Escherichia coli y Staphylococcus eureus
que no sintetizen ubiquinona o menaquinons- (81-83), se ha efectua-~
do su andlisis genético y so las ha empleado para algunos estudios

de la funcidn biollgics de éstas quinonas.

Entre los orgenismos unicelulares eucesridticos no fotosintéti -
cos, las levaduras parecieran ser los més apropiados para el estu-
dio de la funcién bioldgica de las vitaminas E y K;. En efecto ,

pueden desarrollar en medios de composicidn definida con glucosa

y of
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y amonio como fuentes de¢ carbono, donor de electrones y fuente de
nitrégeno; se conoce el efecto de las condiciones eambientsles so-
bre sus mecénismos de produccidén de cnergia, asi como su mspa ge-
nético y modos de transferencia de genes. Otro grupo, el de 1los
protozoarios, no es tan conveniente: buena perte de ellos son fego
trofos, no se dispone de nedios de cultivos de composicién defi -
nidz rare los osmotrdficos y los conocimientos sobre su genética
son més limitados. De aqui 1la seleccion de levaduras pera iniciar
estudios de la funciodn biolégica de tocoferoles y fiiOquinona en
protistas eucariodticos. Pe ser positle contar con mutantes in-
czpaces de sintetizar estos compuestos, podrie estudiarse el efec-
to de 1a deficiencia en el met&bolismo de dcidos grasos y nuclei-

\

cos, de proteinas y en la regulacidén de la activided enzimdtica.

B. TOCOFEROL Y FILOQUINONA EN LzZVADURAS.

.
Las levaduras bean sido los protistas mis estudiedos en relacién
8 la vitamina E., En la década del 50 comenzd ha observarse en ani.-
, )
males un efecto protector de la levadura de 1la die%a, contra algu—
nos efectos de la deficiencia en vitamine E. La hemdélisis intravasg
:cular causada por lu inyeccidn de 2loxano, 12 lisis "in vitro" de
glébulos rojos por &cido dislirico y la necrosis hemcrrdgice de /
higado, en rgta, pueden ser reducidos en incidenciz y severidad
agregendo a la dieta suplementos de levadure (1 g diario de célu -
las frescss) o éxtractos elcohbélico o etéreo de levedura (equi -
velentes 8 8 gramos de cdlulas himedas (gch)) (46). Estos efectos

sugieren la presencia de pequenes cantideédes de vitsmina E. Sin

embargo Forbes y Cydrgy no detectaron compuesto &lguno con Rf
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(cromutografia en pzpel) de d—,ﬁ%,&os-tocoferol en 1 mg de los ex-
tractos mencionados; los sutores podien detectar 5 pe de &-toco -
ferol mezclédo 8 0.5 mg de extracto de lipidos lo que significa
que no habria mds de 250 il de o -tocoferol/gramo de células secas
(ges) (se extrajo 30 g de lipidos de 5 kgch). Las levadurss  de
cervezs y de penificacidn(tipo 5009) marca Fleischmsnn (Standard
Brands Inc., New York) eran las mds actives en la prevencién de la
hemdlisis por dcido dialdrico y no inducisn la necrosis hepdtica
en rsta, mientras que la levadura de penaderia britdnicz ( The
Distillers Co. Ltd., Great Burgh, Epson, Surrey) y Candida (Toru-
la) (Leke States Yeast Corp., Rhinelander, “Wisconsin) eran ussdes

rutineriemente parea induccidén de necrosis por squel entonces.

Forbes y Cyorgy parecen desconocer un traba jo anterior de
Swick y Bauman (45) quienes sostienen que "la levadure de penade-
rfa (origen no indiczdo) contiene tan poco tocoferol que ha sido
usada rutinasriamente en dietas basales pera‘el ensayo de vitamina
E". Swick y Baumen dosen 4.12 Fg de ol-tocoferol/gcs con el reac-
tivo de Emmerie-Engel (167) después de aislar el "tocoferol" por
extraccion de lipidos con etanol, saponificacidén del extracto y
cromatografia del insaponificable en columna de floridina; y 16.68
Pg/gcs cuando extraen con etancl y sislan el "tocoferol" del ex -
tracto por destilacidn molecular e hidrogenacidn.

Casi al mismo tiempo que Forbes y Gydrgy, Cowlishaw y Prange
(168) enuncian el aislamiento de un compuesto con propiedades qui-
mices y bioldgicas similares & las de los tocoferoles (eﬁnque su
Re, en papel, no coincidié con ninguno de ellos; los autores se -
rialan que el Ry variaba con la pureza de la solucién} Aislan 50

Fg/gc en la levadura Fleischmann 50 B y mis de 300 rg/gc en Can -
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dide (Torula) 1N y 3N (Lake States Yéest Corporation), de un mate-
rial Emmerie-Engel positivo, que no rezcciona con o-dianisidina
diazotada (lo que indica que no debe ser 5- o (f—tocoferol o toco
trienol); ese material poseia "actividad sntihemolitica comparable
con la de una cantidad de tocoferol de poder reductor equivalen -
te". Fue @islodo por saponificiécidén y también por hidrélisis dci-
de en presencia de dcido ascdérbico, seguida de saponificacion del
extracto, y purificado por cromatografia en papel.

Mis edelante CGreen y col. (47) interesados en obtener dietas
rigurosamente libres de tocoferoles, examinaron varios lotes de
levadura. En levadura de panaderis seca (The Distillers Co. Ltd.)
y en Cendida utilis (Torula) tipo By tipo 361 (Lake Ststes Yoeast
Corp.) también seces, heilaron 0.3 , 2.5 y 4.2 pe ol -tocoferol/
ges, respectivamente. En Torula seca briténica (sin indicacién de
mrca o productor) sdlo ballaron trazas de ol~tocoferol. En leva-
dura de panaderia frescs, en paquetes (The Distillers Co. Ltd.) y
en una cepa aislada de ella y cultivada en laborztorio determina-
ron 0.8 Fg cx-tocoferol/gcs; finalmente en melaza de caifia de azu-
car empleada en le& elaboracidén comercisl de la levadura de penra -
deria, hallaron 0.2 pe d-tocoferol/g. Distintos lotes fueron ex-
traidos empleando varios procedimientos (extraccidén con solventes
-no puede precisarse cual- y saponificacién del extracto; lisis
celular con dietilamina y con a2cetato de etilo y extraccibn con

este solvente o con benceno-metanol) y el tocoferol se aisld por
crometografia en Decalso y en papel. En este trabajo se sostiene
que "la sustancis no identificezds similar al tocoferol" detectado
en levadura por Cowlishaw & Prénge (168) "es claramente" ubicrome-

nol.
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Spiller y col. (50) utilizaron levadura de panaderia en paque
te (The Distillers Co. Ltd.) para estudiar le biosintesis de ubi-
quinona y sefialan que "el informe segin el cual levadura contiene

ol —tocoferol no puede ser sostenido'", refiriéndose al traba jo de
Green y col. (47). Debe notarse que Spiller y col. extrajeron lo-
tes de células no mayores de 5 ges por seponificacidén y de no més
de 12.5 gcs con etanol; la separacidén de los componentes del ex -
tracto se efoctud por cromatografia en columne de alumina,pero no
se indica cémo se realizé la deteccidn del tocoferol.'

Puede estimarse que en esas condiciones el limite de deteccion
(no indicado) no debié ser menor que 5 rg/gcs. Estos autores in -
cubaron células en medios sin fuente de nitrégeno y con L (CH3 -
14¢) metionina, (1,2 - 24¢) shikimico, (U - 14C) p-hidroxibenzoi
140)

co 6 (2 - malonato; analizados extractos de las célulss asi
incubadas (nunca més de 12.5 gcs), no se detectd radioactividad
en la zona de la placa donde debia migrar ql o.-tocoferol. Pero
ello ro asegura que éste compuesto no es sintetizado por Ssccha -
romyces. En primer lugsr, el unico precursor conocido del tocofe-
¥ )

rol, entre los trazadores empleados, es el &dcido s%ikimico; y és-
te no se incorpora, prédcticamente, a las c€lulas de levadura @
‘causa de una barreras de permeabilidad & nivel de pared celular ,
segin los mismos autores. Por otro lado, la masa de células mar—
cadas pudo ser insuficiente pars detectar la sintesis de trazas
de tocoferol radioactivo. Finalmente, las condiciones experimen -
teles fueron tales que sdlo perwiten efirmar que la sintesis de

tocoferoles no fue estimulada por aireacidén; la de ubiquinona, en

cambio, lo fue.

Otre mencidn de que lo levadure no contiene tocoferol fue he -
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cha por Skinner y Sturm (51). Estos autores enalizaron Candida
(Torula) 1N y 3N, secas (de igual origern que las empleadas por
Green y col.) (47), Rbodotorula, Cendida rugosa y Cendida pelli-
culosa (éstas de origen no especificuado). Con excepcién de Rhodo-
torula, las otras cepas fueron extrsides por saponificacidén y el
extracto de lipidos se exsmind por cromatografia en cepa delgada
en busca de ol-~tocoferol y su quirnona., Los a2utores senalan que
"el mis bajo limite de deteccidén cromatogrifica posible (con 1les
masas de células empleades) fue 2.0 }.1@ o ~tocoferol '/ ges y 0.4
rg *k~-tocoferolquinona / ges". Green y col. (47),continlien di -
ciendoy "comunicaron 2.5 a 4.2 Fg o(-—tocoferol/gcs en Torula obte-
nida de la misma fuente". Con relacidn al ubicromenol dicen ha -
ber detectedo el ubicromenol‘—é en Torula, como ya lo habian hecho

Yorton y col. (56).

Ls historia de los estudios sobre la presencia de tocoferoles
en levadura concluye con l& mencidén de los‘efectuados por Mahler
y col. (49) quienes detect2n en una levadurs de pa(paderia comer -
cial, marca "Springer" (origen no especificado) y ;_en una cepa
salva je cultivods en el laboratorio (composicién del medio y con-
,diciones de cultivo no indicadas), poco mds de 13 ,15; o(-tocoferol/
ges, Este es el valor mis alto sefialado perz el contenido de to-

coferoles en levadura., BEn vista de lo significativo de esta ci -

- fra y de los resultados obtenidos c¢n nuestro laboratorio, su va -

lor se discute mds adelante (p.139 ). Debe sefialarse que los au-
tores no hacen raferencia alguna a esd cifrea ni a publicaciones

anteriores.

No se ha hallado en la literatura mencidén alguns sobre la exis-

L
tencia de filoquinona en hongos.
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Lo situacidn contradictoria en la literstura ascerca la sinte -
sis de tocoferoles y filoquinonas por levadura hace necesario que
antes de comenzar estudios metabdlicos, seleccidén de mutantes
auxotréficas, etc., deba establecerse el contenido real de estos
compuestos y eventualmente seleccionzrse las cepas mds apropiadas.

Ademds, el empleo creciente de dietas balanceadas para produc~
cion animal y de las levaduras como fuente de proteinas (y vite -
minas) en ellas, en reemplazo de otrss proteinas de origen animal
o vegetal, hace necesz2rio conocer gi las levadurzs son o0 no cspa-
ces de sintetizar tocoferoles y filoguinona. Zllo permitiria pre-
venir trenstornos motivados por cerencia de estos compuestos en

la dietes.,

—
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CATFITULO IV

AISLAMIENTO DE CROMANOLES Y QUINON:S ISOPRENOIDES DE

LEVADURAS

A, Extraccidn de cromanoles y quinoneas.

B. Seleccidn de procedimientos de extraccidn de tocoferoles y qui-

nonss de levaduras.

1. Procedimientos de extraccidén empleados.

2. Comparecidén de procedimientos de extracciodn.

C. Fraoccionemiento del extracto de 1ipidos de levedures.

1, Procedimientos de fraccionamiento utilizados.

a.
b.
C.
d.

S

Separacién de lipidos en exceso.

Cromatografia en colurma de dcido silicico.
Cromatosrafia de adsorcidn en capa preparativa.
Cromatografia de adsorcidn en cara delgada.

Cromatogrefia de particidn en capa delgada.

2. Carscterizacion preliminar de componentes ded extracto.
T

a.
b,
Ce

d.

Irradiacidén con luz ultrevioleta.
Reactivo de Emmerie-Engel,
Reaccidn de Lester-Remasarma.

Bevelzdo con indicadores redox reducidos.

' Reactivo de Liebermann-Burchard.

Iodb.

‘Sensibilidad de los procedimientos de deteccién empleados.

3, Cromtografia en capa preparetiva,

Posibilidzdes e inconvenientes.

4. Cromatografia en columna.

Posibilidades e inconvenientes.
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D. tirlamiento de tocoferoles y quinonas cromatogrdficsmente purecs.

E. Rocuperacidn de tocoferol y ubiguinonas en les secuencizs de

aislamiento selecoionades.

La determinacidn de cromenoles y quinonas isoprenoides, compo —
nentes menores de la fraccidén insaponificables de lipidos, no €s
fdcil. Su inestabilidad en presencia de oxigeno, luz, calor, me -
dios alcelinos y dcidos, metales, etc. (169) puede llever a pérdi-
des considerables. Se hellsan en células o tejidos en centidades de
décimys @8 pocos microgremos por gremo. L,os procedimientos pare su
extraccidn son tonto mds eficientes cuanto mayor es la mese de li-
pidos extraida, con la consecuente dificultsd pars aislerlos del
extracto.

No existen métodos especificos pare su determinacidén o no son apli

.

cables en presencia de otros lipidos.

Cuendo se analizan componentes a niveljde trazes, se suma & €g-
tas dificultedes el problema de las contemiracioncs ajenas &£l me-
terial en estudio y los ertifactos provenientes de trensformscio-
nes quimicas de sustencias bioldgices. MYorton y col. belilercn &=
tocotrienol en médula ésea; una reinvestigocion demostrdé que pro -

venis -de. 18 membrznas usada c¢n la didlisis de los lipidos (170).
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‘Los contaminantes pueden ser concentredos por lipidos presentes en — -1+ &

materiales biolégicos (171); en particular por los lipidos de los
microorganismos. Una sustencia aislsda puede no ser componente na-
turel del materisl estudiado, sino provenir de Ja msnipulacidn de
la nuestra, ej. ubicromenol c¢n Candids (56) y tocoferol en leva -
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otrs de interés si no se efectis una identificacidén lo mds comple-
ta posible.

Puede encontrarse en la literature referencias de los distintos
procedimientos aplicados part el andlisis de tocoferoles (172-177),

quinonas isoprenocides (178-180) y sus precursores (62,27 ).

En las secciones siguientes se discuten, describen y comparan
los que se seleccioneron pare el andlisis de estos compuestos en

levaduras, v

A. EXTRACCICN DE CROMANOLES Y QUIKONAS.

Los cromanoles y quinonas isoprenoides se han extrsfdo de diver-
sos modos de las células que los contienen. Se ha usado extraccidn
directs con solventes (hidrccarburos, ecetona, mezcls de €ter eti_
lico-otanol o cloroformo-metanol, eteznol) é hidrélisis del mote -
rial celular con &cidos o dlcalis seguida de extraccién (con hidro
carburos o éter etilico) del inseponificable. Se han publicado re-
visiones de procedimientos de extraccioén de quinoﬁés (no tocoferol
‘quinonz ) (178,180, 27 ); las revisiones de procedimicntos splice -
bles a extraccién de tocoferoles (172,181) no son actualizadss.

‘Ninguno de los procedimientos descriptos es plenanente satisfac-

torio y es dificil selecciorar el mds conveniente.

1, Asi,la extraccidn con solventes no expone los componentes celu-~

lares a la accidn de agentes quimicos que puedan s2lterarlos. Pero
ni sun los mds polares extracn los lipidos ligedos & las estructu-
ras celulares. En levaduras éstos constituyen el 1 % del peso seco
y el 10 % de los lipidos totales (182,183). En preparados mitocon-
driales el 35 4 de la ubiquinona este fuertemente ligado, a tal
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punto que s6lo es extraido después de tratamiento de la suspen -

sién con dlceli (56,184); algo similar pesrece ocurrir con los to-

coferoles (172).

Varios solventes se hen empleado para la extraccidén de fenoles
Y quinonas poliprenoides de hongos. Se utilizaron etanol y  etanol
-éter (50,183), metanol (185,186), metanol-éter de petréleo (51)
Yy olros solventes (56,187) psra levaduras. Se extra jeron compues—
tos isoprenoides de Neurospora crassa con gcetona (188).

Ls extraccidn con solventes se recomiends cuendo se dispone de
pequefia cantidad de material pars andlisis (178) o en los casos
en que ensayos preliminares indiquen que la proporcidn de conta-
minsntes no es alta,

A efectos de aiclar lipidos ligados se ha efectusdo la 1lisis
celular previa & la extraccion con solventeé, por medios mecdni -

cos o.por hidrdlisis alecalina, dcide o enzimdtica.

L]

2. La disgregecidn de las estructuras celulares por Lidrdlisis
alcalina seguida de la extraccién de lostlipidos liberados es,
comparativamente, un procedimiento mds simple y rédpido. Aumente
noteblemente la proporcidén de lipides isoprenoides en el extrac-
to por la hidrdlisis de ésteres grasos y la solubilided de sus
productos en agua. Pero puede llevar a pérdidas y hasta destruc -
cidon de los compuestos de interés, que sufren rezcciones de iso -
merizecidn, ciclizacidén, sustitucién, oxidaecién, etc., cetalizsdas
por HO™ (189,190). Le velocided de éstas reacciones puede redu -
cirse @ un minimo si se observan precauciones especiales (177,178).
Este procedimiento se ha aplicedo a una mayor variedad de mate - .

riales que cualquier otro y se recomienda como método general, en
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especial c¢n squellcs éz2sos en que los lipidos isoprenoides seen
une freccidén muy reducide de los lipidos totales (180,1€7). TUna
variante de la hidrdlisis elcalines es el empleo de bauses orgéni -
cas (186) pera la lisis celular. A efectos de distinguir este pro
cedimiento de los que emplesn KOH, se reserva el término saponifi
cacién psre este Ultimo caso.

En 18 literstura no existe criterio undnime acerca de 1la con -
veniencia de la saponificacidn pare la extraccidén de lipidos iso-

prenoides. Las discrepancias pueden deberse & las distintas con -

centraciones de resctivos y solventes empleados.

Threfell y Goodwin ( 27) encuentran que la sapenificzcidén de
Euglena gracilis, aun en presencia de pirogzlol, lleva a conside-
rable destruccién de quinones terpenoides. La vitamins K es des-
truida totelmente por saponificacién (178,180).

Yorton y col. (56) extraen mayor czntidad de ubiquinona y ubi-
cromencl de Candids cuendo emplean la saponificscidn de cédlulas

himedes en lugar de otros procodimientos (extrsccidn con solventes

~e hidrélisis-dcida). . - - — - -

Lester y Crene (187,191), Green y col. ( 57), Ramesarms y col.
(192) y Trelfell y col. (50) emplearon la seponificacién de célu -
lag himedas paras e?slar ubiquinona de varios hongos.

Para recuperar cuantitativamente el o-tocoferol de tejidos ani-
males deben seleccionarse cuidadozamente las condiciones de sspo-
nificacidén y extraccion, en especial cuando su contenido en teji-
dos es menor de 1 Pg/gcs,.pues la sapcnificacién puede causer pér-
didas de tocoferoles (193). Los tocotrienoles son mis sensitles
que los tocoferoles 2 la sccidén de los dlcalis (192 ). Creen y col,

(47) y ¥ebler'y col. (49) hen sisledo tocoferoles de¢ levaduras pox




~saponificaciodn.

3, la saponificacidén de "extractos con solventes" en lugar de la

saponificacion directa del material celuler, puede ser venta joss,

especialmente vpor el menor tiempo requerido pare la hidrdlisis de

los ésteres, lo que reduce el riesgo de destruccidn de los com -
ruestos sensibles y la eparicidn de ertifactos. .

Yare el sislamiento de tocoferoles y ergosterol de levaduras ,
Skinner y Sturm (51) y Morimoto y col. (185) bhan empleado respec-
tivameﬁte, saponificacidén de extractos celulares con solventes,

Scherf y Simpson (195) hsn &islado carotenoides de Saccharomy-

ces por saponificacidn de extracto libres de células preparados

por ruptura mecdnica (prensa de French y "molino coloidel"),

4, La bidrdlisis dcida de células no es aconsejable, pues aparte

de las reacciones catelizadag por ;o que pueden ocurrir (97,196),

los £cidos grasos liberados son extraidos con los solventes usa—
I

dos para la extraccidn de los lipidos, crezndo difﬁcultades en ol

fraccionamiento del extracto. Los dcidos grosos actian como fases

estacionarﬁas en>ias crombtograf&éé dé particién (197) y/o reac -
”cionan con los comnonentes del extracto, fprmando compuestos es -
“tables como sucede con el o(-tocoferol (198).

Sin embargo es la unice @altcrnativa para disociar glicédsidos
de écidos fendlicos (199) y de prenil fenoles (50). Tembién, al
igual que la saponificacidn, libera lipidos no extraidos con sol-
ventes - o ligados -~ (183). Las quinones perecen estables en me-
dio dcido aunque los quinoles pueden ciclarse en eses condicio -
nes (180).

Los resultadoa de forten y ccl, {%€) indican que le hidrdélisis

dcida es mdg efectiva que la extraccidn con solventes, pero lo es
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menos que la saponificacidn, pars la extraccidén de ubiquinona y

ubicromenol de Cendids.

5 La hidrdlis enzimdtica fue empleada para explorar la presencis

de precursores de ubiquinona en levadura (50) y de naftoquinonas

en higado vacuno (200).

B. SELECCION DE PROCEDIXYIENTOS DE EXTRACCION DE TOCOFEROLES Y QUI-
NONAS DE LEVLDURAS.

No se han efectuado estudios comparativos de procedimientos de
extraccién destinados a ectablecer el mds conveniente para el ais—
lamiento de tocoferoles de microorganismos. S6lo se ha eveluado la
eficiencia de extraccidn de ubiquinona de Candidea (56) Yy Puglens
(27).

Con el propdésito de seleccionar el procedimiento més epropiado
para lo extraccidn de tocoferoles y ubiquinonzs de levaduras, se

ensayaron los siguientes.

I. Extraccién de células liofilizadas con ciclokexano y metsnol
en el aparato de Soxhlet.

II. Extraccion con hexano, ascompariads de molienda con silice, de
célules liofilizadas.

III.Ext}accién de células himedss con metanol y metanol-éter eti_
lico seguida de particidén con hexano de los extractos combina
dos.

IVa.Extraccion con etanol.y etanol-éter seguida de particidn del
extracto con isooctano y seponificascidon de los lipides extrai

dos en este ultimo.
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IVb. Saponificacidén del residuo celulzr de 1la extraccidn anterior

Iros
con etanol y etanol-éter etilico. de
V . Saponificacién de células hiumedas y extroccidn del insaponifi-
cable con éter etilico. 90
VI . Hidrdlisis dcida de células hdimedas y particidén de la mezcla dos;
con éter etilico. de A
listos procedimientos se describen a continuacion. Se sefalan lcs resi
motivos por los cuales fueron ensaysdos y de las modificaciones in-

troducidas en los procedimientos originales.

1. Procedimientos empleados pars la extrasccidén de lipidos.

a, Procedimiento I : Extraccidn de células liofilizadas con ciclc-

hexano y metanol.

Basado en el empleado por Lester y Crane (187) para aislar ubi-
quinona de Candida, reemplazando el isoocteno por ciclohexano y
metanol para una mds completa extraccién de lipidos.

Célules liofilizadss me extra jeron dos veces c?n ciclohexano y
una vez con metanol en un aparato de Soxhlet, por'periodos suce-
sivos de 6 h; se emplearon 20 ml de solvente por gcs en cada ex-—

' traccidn. El extracto se evapord a sequedad y el residuo se disol-

vid en'2 ml de benceno por cada 5 gcs extraidos. Se descartd el

residuo insoluble.

b. Procedimiento II : Extraccidn con hexano, acompafiada de molien-

de con silice, de cédlulas liofilizadas,

Goodwin y col. (188) emplearon ls extraccién con acetona acom-

pafiada de moliende con silice, pars aislar hidrocarburos de Necu-
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rospord. n nuestro ceso se reemplszd le scetona por hexsno a fin
de evitar la extracoidon de un exceso do lipidos impurificentes.

Se colocé en un mortero de vidrio 0.5 g de alimina (RR Alumdum,
90 mesh, Norton) y 5 ml de hexano por cada g de células liofiliza-
das; se molid 15 min., Se repitid 1la extraccidn con igusl voldmen
de hexano otras dos veces. El extracto se evapor6 a sequedsd y el

residuo se disolvid en 2 ml de benceno por cada 5 gos extraidos.

¢, Procedimiento III : Extraccion de células himedes con metanol
y metanol-éter etilico seguida de particidn con hexano de los

extractos combinados.

Morimoto y col. (185) ban empleado metenol para la extraccidn
de e#teroles de Candida y Skinner y Sturm (51) metanol-éter de
petroleo para extraccidén de tocoferol y tocoferolquinona de varias
leveduras. Se reemplaszd el éter de petrdleo por éter etflico en
razén de la meyor polaridad del ultimn, con la idea que extraeria
més lipidos isoprenoides,

Luego de ensayer la particidén de los extractos combinedos con

éter et{lico y con hexano, se prefirié esta 1ltims pues cuando se

emplea hexano no se producen emulsiones; ademés la cantidad de 1i-
pidos en la fase hexénica es menor ques en la etérea, sin que ello
modifique la masa ‘de «-tocoferol extraida en la psrtiocidn.

Se extra jo 1la masa celular dos veces,con agitacién continua,
cen 3.75 ml de etanol por gch 8'60 °C, y una tercera con igusl vo-
ldmen de metanol-etver etilico (l:3) & 30 ¢C, durante 1 h. Se re-
dujo el volimen del extracto mlcohol-éter combinado a le mitad
y se lo particiond con icual voldmsn de hexano después de agregar

un vollmen de agua (sc separd un sceite viscoso, amarillo, entre
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ambas fases, que se descarld). Lo fase hexdnice se evapord & seque-
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~dad y el residuo se disolvid en 2 ml de hexano pecr cades 20 gch

extraidos.

e}
s, : i O, N

Ocasionslmente se evapord la fese alcohol-éter despuds de par-

tincionarla con hexano y se saponificd el residuo, extrayendose el

matarial insapenificable con étsr et{lico.No se detectd ubiguino-

8
na, pero si esteroles, en este extracto. v eé
d. Procedimiento IVa : Ssponificacidn del extrscto de l{pidos ob- dd
tenido con solventes. e.i
Etanol y etanol-éter otilico hen sido utilizados con buen ren-~ i
o
dimiento pars el aislamiento de cromanoles, quinonas y sus precur- :
) sores desde Euglena (27 ), levadurs de panaderia (50) y bacterias diy
Gram negativag (62). n estos traba jos se perticiona el extracto 3 1
con dter etflico & fin de reducir la proporcién de contaminantes pe;
que acompafian a los compuestos de interés; en osta particidn se d§\
formen emulsiones persistentas. Por ello se prefiéié la extraccidn se
P L]
: con isooctano y saponificeacidn del aceite extraido, después que 1o
; ensayos preliminzres mostraron que ™ -tocoferol y ubiquinona agre- se
ﬁgados a extrazctos de levadurs, ersn recuperados en un 92 y 95 % se
respoctivamente, !
L ¢
Se extrajp dos veeces con 3.75 ml de etanol por gch a 60 °C, y
uns tercera con izual voliaen de etanol-éter etilico (1:3) a 30 /
) °C con agitacidn continuz cGurante 1 h. El extracto se reextrajo _ tos
tros veces con jgual volduen de isooctano y esta fuse se evapord dad
a soquedad. El residuo, Z ¢ (cusndo 1a mass del residuo de la fa- emp.
ge supoerior fue menor que 1 &, se conaiderd 2=1), se disolvid en das
1,5 tl de solucidn de viresnlol 8l 1 7 (m/v) en etanol, se agromd lam:
0.5 2 wl) de KOil ucuoso al 60 %y se calenté 8 60 °C durante 10 min,. 88 Pt
A
. f
] { 1
L 1 h



6 8 seque-

ndose el

tbiquino~

;bacterias
xtracto
Finentes
Pién se
F#traccién
Pés que
aona agre--
.v 95 %

[

po °Cy ¥
p) a 30
?xtrajo
ievaporé
be la fa-
isolvid en
6 agrord

|
pte 10 min,

59

con agitacidén continuej sc dejbé enfriar, se agregd 4 Z ml de agua
y se extra jo tres veces con 3 Z ml de isococtano. La fese isooctano
ge evapord y el residuo se disolvid en 1 ml de benceno o hexano
por cada 20 gch extraidos.

La concentracion de KOH durante la saponificacidn y extrsacciodn
subsiguiente, as{ como la de etanol, fueron les mismas empleadas
en 21 procedimiento V; la concentracién de pirogalol en la mezcla

de saponificacidén fue del 1.5 % (15 mg/g aceite).

v

e, Procedimiento IVb ; Ssponificacidén del residuo celular de la

extraccidn anterior.

La masa celular ya extraida ocon alcohol y alcohol-éter (proce-
dimiento IVa) se saponificd como se indice en el procedimiento V,
a fin de verificar si la extraccidn con los solventes indicados
permite el aislamiento total de tocoferol y ubiguinona. X1 liqui-
do de saponificacion se extra jo con éter etilico, se lavd con agua
se colocd @ — 20 °C por 12 h; el material.soluble se disolvid en
1 ml de hexano caliente por cnda 20 gch inicialesr Ysta solucidn

se colocd a -~ 20 °C durante 12 h; el material solable en hexano

se designé IRC/sH.

"f. Procedimiento V : Saponificacidén de células himedas

la éaponificacién de células humedaes fue, de los procedimien-
tos ensayados por Morton y col. (56), el que extra jo mayor canti-
dad de ubiquinona y ubicromenol de Candida. En nuestro caso se
emplearon condiciones de saponificacidn similares a las utiliza-
das por Mahler y col. (49), pues estos autores describen el ais—
lamiento de una notable cesntidad de ~tocoferol de levaduras por

qaponificacién‘ Se empledé etanol en lugar de metanol, pues se ob-
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servd que el etanol extraia mayor cantidad de material amerillo

durante el perfodo de una hora previo al cslentemiento. g. Py
La mesa de células himedas (Z , 2 2400g), suspendida en 3.75 2 S
ml de solucidén de pirogalol al 1,5 % (m/v) en etanol absoluto, se do e
colocd en un balén (3 litros) de dos bocas con uniones esmerila - lume
das, a las que se acopld un refrigersnte y un burbujeador que lle- °ti1ﬁ
gaLa Lasis el fondo del Laldn; por éste dltimo ce hizo pasar ni - seco
trégeno. A1 cabo de una hora a tempsratura ambiente 1@ mezcla se en O,

calent6 a cbullicidn; slcanzada ésta se agregd poco a poco 0,5 2
ml de solucidn acuosa de KOH al 150 % (m/v) con agitacién circular
continua y se mantuvo a reflujo durante 30 min. Luego se colocd
el baldén en un bafio de hielo y ague, se agregd 5 Z ml de éter eti-
lico y 10 Z ml de agua fria. Despudés de cerrar el paso ds N2 se
transfirid la mezcle a ampollas de decantacidn donde se separd la
fase etérea. La fase acuosa se reextrajo otras dos veces con 5 2
ml de éter. E1 extracto etéreo se lavd con.un tercio de su volu -
men de agua hasta eliminar todo el dlcali y se secd con 50 g de
NaZSO4 (anh.) por litro de extracto. Se llevéd a seguedad en un
evaporador rotatorio bajo Ny; completada la evapor;cién del sol-
vente se observd ocasionalmente algunas gotes de sguas residuel, rt
"las que se eliminaron agregando 50 ml de etanol absoluto por 1li - et
tro de extracto evaporado y llevando a seqﬁedad nuevamente. E1l re-
siduo gseco se disolvid cn el menor volumen de metanol & ebulli -
oién (unos 0.2 Z ml).

En las condiciones empleadas le concentracidn de pirogalol ,
KOH y etanol fue, respectivamente: 1 %, 15 % y 75 ¢ (56 mg ,
0.75 g y 3.75 ml por gch) durante la saponificacién; y fue de La re

0.3%, 5%y 25 % respectivamente, dursnte la particidén con éter.
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g. Procedimiento VI : Hidrdlisis dcida de células himedss.

Se calenté a ebullicidn uns suspensidn de Z g de materisl hime
doen 2.25 2 ml de HCl 6N durente dos horas; se agregd igual vo -
lumen de agua y se extrajo tres veces con igual volumen de. éter
etilico. Este se lavé con agua hasta quedar libre de cloruros, se
secé con S0yNap, se evapord a soquedad y el residuo se disolvié
en 0.1 Z ml de benceno.

Se ensayé este procedimiento pues ha sido utilizado pars la
disociacidén de glicdsidos fendlicos (199) y bajo esta forma podria

encontrarse el tocoferol on la levadura.

2. Comparacidén de procedimientos de extraccidn.

So extra jeron soguin cada procedimiento dos lotes de 20 gch de
levadurs de panaderia comercisl; todos los lotes provenian de un
nismo paquete. Se determind gravimétricamente la masa de lipidos
extraids. En una slicuota del extracto se dosdé ergosterol espectro-
fotométricamente. Del resto se aislaron u'biquinona Yy d-tocoferol
por cromatografia en capas deolgada y se los dosd por espectrofoto-
metria y crometografia en fase gaseosa, respectivamente.

Los procedimientos analiticos se describen en p. 108,

La. eficienci®s de la extraccidén de lipidos neutros se valord por

-la masa de lipidos extraida. Como conirol de la estabilidad de cro

manoles, quinonas y esteroles frente & cada procedimiento, se mi-
di6 la cantidad de o-tocoferol, ubiquinons y ergosterol extraidos.
La relacidén de lag tres Wltimes cifros a la masa total de lipidos

se consideré un indice de la selectividad de la extraccidén. Los re

sultedos se indican en ls tabla 3.
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Lo masa de lipidos, ergosterol, a-tocoferol y ubiquinonas ex -
traidos empleando el procedimiento II, es algo menor que la obte-
nida con el procedimiento I. Por esta razénm no se incluyen esos
valores en la tabla 3.

Ls extraccidén de las células con etenol y etanol-éter y 'la sa-
ponificaciodn del extracto fprocedimiento IVa), fue la mds eficien-
te pare el aislamiento de quinones y cromanoles, aunque la ex -
traccidn de éstos compuesios no fue completa. La saponificacidn
del residuo celular resultonte de aplicar el procedimiento IVa ,
extroe otros componentes, en especial quinonas y esteroles como
lo indican los valores colocados bajo el encabezamiento IVb., La
comple jidad operacional hace que el procedimiento IVa sea poco
prictico para masas celulares mayores de 100 gch.

La seponificacidn directa de la masa celular himede (procedi -
miento. V) es mds simple técnicamente. Se extra jo con este proce -
dimiento el 85 % de la ubiquinona y el 75 % del tocoferol obteni-
dos por extraccidn con solventes y saponii_’icacién del extracto
(procedimiento IVa), cifras éstas que se consideran satisfactorias.

De los procedimnientos ensayados por Morton y col. (56) la sapo-
nificacidén de células himedas fue el mds indicado para extraer
ubiquinone y ubicromenol de Candida.

Los otros procedimientos de extraccion con solventes fueron i-
neficaces. La disgregacidn del material celulax.- por hidrélisis &~
cida es inconveniente. En este Gltimo caso parece haber destruc -
¢ién de lipidos. Ella se evidenpia por el eaumento de poder reduc-
tor del extracto (equivalente a 240 Pg/gcs) en comparacidn con el
valor obtenido por otros procedimientos (procedimiento I: 10 Pg/

ges; procedimiento IIX: 92 Pg/gcs; rocedimiento IVa: 80 ’zp;/gcs).
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Aderis el especotro ultravioleta del extrascto carece de los picos
caracteristicos del ergosterol, los que son reemplazados por un
miximo a 230 nm, lo que indica descomposicidén de éste compuesto ,
el principal componente de la fraccidén de lipidos neutros de leve-
dura.

En base &8 estos resultados sc¢ decidid adoptar en estos estudios
la extraccidén con solventes y saponificacién del extracto (proce -
dimiento IVa) para la extraccidén de lotes de menos de 100 g de ma-
88 himeda y lz saponificacidn directa de célulss hﬁmeéas (procedi-
miento V) para lotes de mayor mesa., Le aplicacidén de ambos proce-
dimien{os a lotes de células de un mismo organismo, permitid des-~
cartar que la ausencia de tocoferoles en algunos de ellos fuera
debida a insuficiente extracﬁién de los lipidos ligados (IVa) o a

destruccidn de tocoferoles por condiciones alcalinas (V).

C. FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO DZ LIPIDOS D% LEVADURAS,

U
En los hongos existe una gran variedad de lipides distintos de

cromsnoles y quinonas isoprenoides. En la levaduras de panaderia se
han descripto 18 esteroles (182,183,185) en la fraccién insaponi-
}icable. Ls relacidén de tocoferol, ubiquinona y ubicromenol a 1los
otros lfpidos es muy baja. Empleando los détos de la literatura
pueden calcularse relaciones en masa de lipidos isoprenoides de
Saccharomyces cerevisiae que se indican en la tabla 4.

Estas cifras sefialan la necesidad de séparar tocoferoles, qui -
nonas y compuestos relacionados del extracto crudo de l{pidos &n-
tes de efectuar su identificaciédn y/o determinaciodn,

La comple jidad de los extractos y lss dificultsdes para deter-
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)8 picos Tabla 4.
iPOr un CONTENIDO RELATIVO Dx LIPIDOS EN SACCHAROMYCLS CERMVISIAE
‘ipuesto ’ Los velores indicados fueron calculados con los detos de les re-
| de leve— ferencias citadas. En la columna (a2) se han ubicado los valores
‘ més bajos y en la (b) los més altos, ballados en la bibliografia.
Lipid Contenido relativo 1 Referencia

I estudios pico (a) (v)
) (proce - L{pidos isoprenoides
S g de ma-
3 d -Tocoferol 1-4 47
(procedi- 65 49
|
s proce- Ubicromenol 1-26 47
16 des— Ubiquinona 5-165 47
| 700-1,250  49,50,191
} fuera Escualeno 1,800 182
Iva) o a Ergosterol 3,000 49
| 13,000-95,000 165,183
! L{pidos neutros

~ Hidrocarburos 11,700 2 201

60, 000 182,202

RAS. Esteroles 45.000 ) 49
| 57.000-160,000 165,183,203
Hntos de Glicéridos 175.000 2 201
iaderia se Acidos grasos libres 354.000 2 201
L’nsaponi- Acidos gresos totzles 435,000 202
iol a los Fosfolipidos 125,000 3 183
; 190,000 202
)ratura Lipidos totales 350,000 182
Ldes de . 580,000-845.000 165,183,202
1. E1 menor contenido de X -tocoferol determinsdo en Ssccharomyces
1 cerevisiae (0.2 ’Jg/gcs) se tomé como unided .
ites’ qu - 2. Valor calculado aceptendo la mase de lipidos totales indicada
yidos an- # en la referencia (184).
‘ ‘
| 3. Valor calculado suponiendo que el 4 % en mas2 de los fosfoli-
| pidos es fésforo,
e deter-

’
|
L 1




66

rminzr componentes menores se hacen evidentes cuando se examina
cromatogréfica o espectrofotométricamente los extractos crudos.

La cromstografia bidimensional en caps delgade (figure 6) de un
extracto de levedures pere penificecidn preparado por extreccidn
con solventes (procedimiento IVa) reveld un minimo de 23 componen-
tes en el extrzcto. Estos enseyos permitieron detectaxr la presen-
ciz dc¢ ubiquincna~-6, uvticremenol-5, ergosterol y escusleno; pero
no sc observd tocoferoles, tocoferolquinones o fiIOquﬁponu. El 11-
mite de sensibilidad de los reactivos empleados (ver tebla 5) per
mite detectar ccmpuestos presentes en contidad mayor a 2 p&.

El andlisis por cromatografis gas-liquido de los extractos pre
paradcs por extraccién con solventes (PHES) (procedimiento IVa) y
por saponificecidén del residuo celular (IRC/sE) (procedimiento
IVb), reveld la presencis de un componente (numerado XVIII) con
tiempo de retencién (Ry) igual al del o-tocoferol (figura 7). Pe
ro este compuesto no puede ser o~tocoferol. En efecto, la can -
tided del compuesto XVIII en los extractos PHES e IRC/sH, 5 Pa/
gcs y 1.1 mg/gcs respectivemente, hubiera rermltldo observar una
mancba muy intense con Ry de ad-tocuferol er las cégmatografias
en copa delgada. Estudios postericres nostrsron que el compuesto
'XVIII corresporndia &l designado S en p.93 (fig. 11). En los cro-
matogramag de la figura 7 puede observarse.la presencia de com -
ponentes con Rt de escualeno y ergosterol y la ausencia de filo-
quinona. No se detectéd o—-iocoferol succirato o ol~tocoferol ace-
teto en el extracto PHES mediante cromatografia en capa delgade o
gas-liquido.

El espectro ultiravioleta del extructo PHES no posee mdximos de

absorcidén sino hombros cerca de 230, 245, 280 y 293 nm ; esto in-

1
i

cutiva
Muestr
1:
2:
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Figura 6, Cromatogrzfia en capz delgzda del material aislado de
levadura parz panificzcidn, por extraccidn con solventes.

Cepa: 2 mm, Solventes: direccidén I, deszrrollada dos veces conse-

cutivas con benceno; direccién II, benceno-éter etilico (75:25).

¥uestras sembradas: .

l: Extracto de lipidos, 1 mg, equivalenfe a 0.5 ges.

~ 2: Mezcla de estdndares: escualeno (8q), filoquinons (Kp), ubi-
quinona~10 (UQ10), ubiquirona-6 (U6), a-tocofercl («T),
ergosterol (Erg) y «~-tocoferonlquinona (oTQ), 5 ye de cada
una . 2

Procedimientos de observacidn. L&és bendas latersles fueron rocia-

das con el reactivo de Lester-Ramasarme (reaccionaron con el las

zonas limitadass con liness de puntos). Luego se rocid tode ls pla-~

ca con reactivo de Liebermann~Burchkard (pe 77 ¥ 78).
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Figura 7. Cromatograms obtenido en fase gaseosa, de extractos de

li{pidos pare panificaciodn.

sColumna: 1,8 m x 4 mm id, 3 % SE-30 sobre Chromosorb W AW DMCS

EP 80/100C. _
Temperaturas: iny2stor, 250 °C; columna 225 °Cy detector, 250 ©C,
Cez portador, 6C ml/min,

. . ~-11
Atenuascion: la indiceda en cadnr trazsdo x 10 1 Amp/uV.

Muestras inyectadas. PHES : materisl obtenido por extracecidn con ﬁ-

solventes y ultérior perticion del extracto con hexano, fase he-
xdnica, 59 Pg, cquivalente 2 30 mges. IRC/sH : material obtenido
por seoponificacidén del reziduo culular de la extroccion anverior,
soluble en hexano, 22 uz, equivalente &8 6.5 mges.
Para obtener los trazados suverpuestons en b se inyectaron las so-
luciones I : escusleno (SuY, al-toccfercl («T) y filoquinona (K );
Ky ¥y J1I : Sq, P, Bray K *
teniendo en todos los cnces 500 ng de cadz estandar,.

IT1 : 39, ergozterol (Ers) con-

1 1
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dice que no hay prodomirnio de alguno de los compuestos de levadu-
ra que absorben al ultrevioletza, El espectro ultravioleta del ex-

tracto IRC/eH (8 una concentracidn equivalente & 55 mgcs/ml) po-

see miximos 8 270 y 282 nm , 1o que indica que los principales
componentes con absorcidén ultrsviolete son compuestos del . tipo
esteroles A5-7 diénicos, los que constituyen el 60 ¥ de la masa
de este extracto.

De lo expuesto hasta aqui se puede concluir que no es posiblse
el dosa je de cromanoles, quincnas y compuestos relacionados en los
extractos de lipidos de levadura sin fraccionar, por sus espectros
ultravioleta o por crometografia gas-liquido en razén del exceso
de esteroles (ergosterol y el compuesto S).

A fin de separar tocoferoles y quinonas del extracto crudo de

lipidvos se ha empleado en este trabs jo le cromatogrzfia en cepa

———— e

&5 min

prepsrativa y la cromatografia en columna.

ptos de
L 1. Procedimientos de fraccionamiento utilizados.
EDMCS a., Separecién de l{pidos en exceso.
iP250 oG Con el propdsito de sumentar la proporcidén de cromanoles y qui-
j‘ nonas en el extracto, reducir la masa de sdsorbente & emplear en
L.m con las cromatografias y mejorar la resolucién de les mismas, se se -~
f se he- perd ﬁl-(-i-'extracto crudo el grueso de los lipidos conteminantes en
btenido - .
v . algunas ocasiones. Se empled la precipitecidn de esteroles en me-
Lm.emor,
! tanol (173) tods vez que se extra jo uns mssa de células mayor de
| las so~ .
" . 100 or saponificacion.

nona (K, ); g P P .

, con- Ls separacidén pueode efcctusree sin pérdidss de tocoferol o

|

ubiquinona gi el enfriesmiento no es muy prolongado como para que

cristalice ésta Gltima,
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b. Cromatografis en columna de tecildo silicico.

Se emrlearcn 6C a 100 g de dcido silicico (Millinckrodt, CC-4
100 mesh, Anedra, Buenos Aires) por gramo d¢ lipidos extrajidos.
La relacion didmetro:elturs de la wese de edsorbente empeaguotade
fue préxime a 1:5 (20 g d dcido silicico vasdo forman ure colum-
na himeda de 28 ml).

Ir eolumns ge enpsquatl y ecotivd cipuiendo el procedimiento de
Hirsk y Lhrens (2C)) reemplazando los discos de papel de filtro
por cayaze de Cellite (Jobns-Manvilile Prod. Co., New York) secsda
como la silice.

El matexial a cromategrafiar se disolvidé on un volumen de he ~
xzno iguwal al de la colurmn3 empaguatsde. Los lipidos sc eluyeron
con mezcles de éter etilico en hovano (Zd) al 0.25 %, 1 ¢, 3 ¢,
5% 10 ¢, 15 4, 20 ¢ y 100 ¢ (v/v). Estos eluyenies se indica-
rén en ¢l texto por el porcentaje de éter etilico, seguido de les
inicisles ER (ej. 0.25 % EH). Se emplearon 8 ml de cads eluyente
por g de sflice, con excepcién del 3 % EH del que se usaron 12
ml/g de silice. Cada eluido, incluso el hexano de;siembra y lavs-

.

do, se recogid por separado.

Cada una de las fracciones recogidas se evepord a sequedad, se

- pesb el residuo y se lo disolvid en un volumen de benceno tal que

la concentracién de lipidos no fuers meyor que 50 mg/ml.

Con el objeto de observar la distribucién de lipidos en cada
fraccion y localizar las que contienen compuestos de interés, se
sembré 60 6 600.rg (cuzndo el extracto provino de hasta 20 o de
mds de 100 gch, respectivamente) de 1lipidos sobre una linea de
l cm en una cape de silica gel G de 0.25 mm de espesor. lLas {rac-

ciones eluidas con mezclas EHl de concentracidn menor o iguol a
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3 % se cromatografiaron en benceno y las eluides con concentracio-
nes mayores que el 3 %, en éter etilico-benceno (15:85). les sus~
tanciss presentes se visuslizaron con los reactivos de Emmerie -
Engel, de Lester-Ramesarma y de Liebermenn-Burchard (ver p.74) en
placas separadss.

Ls slucion del material con absorcidn ultravioleta se siguié mi
diendo la densidad éptica de lss fracciones elufdes a 265 nm. Este
longitud de onde fue seleccionasda pues en ella la absorcidn de fi-
loguinona, ubicromenol, ubiquinona, ergosterol y toco'ferolquinonas
esel 85%, 719 %, 81 %4, 69 4y 92 4 del velor en el méximo de ab-
sorcién, respectivamente; ello hece que esta longitud de onda ses

adecuade para detectar la elucidn de cuslquiers de los compuestos

mencionados. Le concentracidn relativa de compuestos ebsorbentes

1%

265 nm
miné el espectro ultravioleta de ceda fraccidn entre 220 y 350 nm

ge evalubé determinando el valor de SE . También se deter -

8 efectos de contar con una ides preliminay sobre la naturalezs

de la principal sustancia sbsorbente en ellas.
p
i
.

¢. Cromatografia de adsoroidn en capa preperativa.

, la cromatografia en ccpa preparative de silica (o cromatografia

preparativa en cepa) fue el procedimiento empleado inicialmente ps

‘12 el fraccionemiento del extracto de lipidos insaponificables de

P)

£ 194 1% .

SE ) = E) " / mass de células (secas) de que proviene el
material que se examina. Su significado es el mismo que el del coeg
ficiente de extincidn esapecifico. Permite comparer legitimamente

mteriales provenientes de lotes de células de distinta masa.
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Saccharomyces. Posteriormente se restringidé su uso al fraccionsmien
to de lipidos provenientes de no mds de 100 gch.

Se emplearon capas de silica gel G (E. Merck, A.G., Darmstadt)
@ de 0.5 a 2.0 mm de espesor, segin la masa de lipidos a fraccicnar.
En ocesiones se incorporé Rodamine 6G (GN 500, Duperial, Buenos Ai-
res) & la cepa de silica, emprleando para prepasrar la suspensién
une culucién acuosa 2l 0.0C4 ¥ del coloranie fluorescente en lugar
de ogua. .

Se coloczron 5 a 8 mg de lipidos (concentracidén no mayor de 30
mg/ml) por cm sembrado (60 a 100 mg en una linea de 12 cm/placa )
en capas de 2 mm de espesor. Ello equivale & separar 2.5 a 4.0 mg
de lipidos por g de silica.‘

La cromatografia inicial del extracto se efectud en benceno.
Para la purificacidén de los compohentes del extracto en escala pre-
parativa se emplearon distintos solventes seglin la polesridad del
compuesto, los que se indican en la figura ,l2. Las cubas fueron
presaturedes.

Los compuestos que interesabs sislar se loceliq%ron observando
lag placas bajo luz ultravioleta (UV) a8 254 nm (p.}S). Los estdn-
dares y la mezcla de éstos con una alicuota de la muestra de li-
hpidos se revelaron con el reactivo de Emmerie-Engel. Los liridos
de interés se eluyeron con etanol (tres veces el volumen de la si-
lice empaquetada en pequefias columnas de vidrio); en el caso de
silice con Rodamins 6G se eluyd el meterial adsorbido con 6 volid -
menes de éter etilico en lugar de etanol. ; Se

Las fracciones eluidas fueron examinedes espectrofotométricﬂmem? igual.?

te y purificsdas e identificades por repetides cromstografias en

capa delgads de silica. . teriord
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d. Cromatografia de adsorcidén en capa delgeda.

Se reserva esta designacidn para 1la cromestografia en capa de si
lica gel de 0.25 mm de esrpesor.

Se la empled con diversos fines. Para explorar los componentes
principales de extractos de lipidos antes de su fraccionam‘iento ¥y
disponer de un "mepa" de ellos 8 fin de comparar distintos extrasc-
tos (por cromatografia bidimensional). Para controlar la elucidn
de columnes y locazlizar las fracciones que contienen sustanciss re
ductorag y quinonas. Fara purificar compuestos aislados de frac -
ciones diversas y como una técnica suxiliar para la identificacién
de esos compuestos.

La preperacidén de las placas, su sembrsado, desarrollo y la elu-
cién de 1ipidos se efectuaron de la misme forma que pora las ca-
pes de mayor espesor. La masa de silica por pleca y la carge se rg
ducen proporcionalmente; son suficientes 6 g de silica gel por pla
ca y pueden sembrarse hasta 700 rg de 1ipilios por cm sin sacrifi -
car resolucién. "

Cuando se busceba detectar compuestos presentes;, en be ja propor-
¢ién en la muestra se sembraron placas para corridas bidimensio -

’nales hasta con 1.5 mg de lipidos/cm sin que ello alterara exce -

givamente 1la sepsraciédn.

" 8, Cromatogréfia de particidén en capa dolgada.

Se la empled para la separacién de compuestos que migran con

igusl R_ en cromatografias de adsorcidén. Para verificar la homo -

f
geneided de las sustancias purilicadas por los procedimientos an-

teriores y como un criterio adicional para su identificacidn, en
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especial la verificacion del numero de unidades isoprenoides en 1la a Irx
cadena lateral.
. . . Crd
La impregnecion de capes pera cromatografia en capa inverss,ss 4
se di
efectud colocendo las placas en una cuba crometogrifica contenien-
fondo
do una solucién al 5 % de parafina 1lfquida en éter de petréleo
dad ng
(60/80) en contidad suficiente pare cubrir un cm de la placa; se
dos 1o
rotivd dsta cuando la solucidn alcanzd el borde superior.
los cq

Se sembraron los matecriales 8 separar una vez seca la carpa. La
. . v nicos;
cerga méxima compatible con una buenz sepsracidén fue 8 a8 10 veces

ligera]

menor que la recomendade para placzs no pareafinzdus. Los solven -

tes ewpleados en las separaciones fueron presgturados con parafi-

na.

No debe incorrorarse a eétas placas colorantes fluorescentes
como Rodamina 6G, pues son solubles en los solventes utilizados
en lss particiores (soluciones de 5 a 25 % de zgua en acetona) .

Para ©l revelado de los compuestos de integés se emplearon los

mismos rezctivos utilizodos para capas no parafinsdas.

A~

2, Caracterizacidn preliminar de

componentes del extracto.

La iaentificacién'de grupos funcionales se efectud con reaccio- J

) nes mds o menos especificas realizadas sobre capas de silica gel, -
luego de las separaciones cromstogrificas. En diversas ocasiones
se emplearon radiacién ultravioleta; las reacciones de Emmerie -
Engel, de Lester-illamasarm2, de Liebermann-Burchard, de Gibbs y de

Millon; indicadores redox reducidos, sales de diazonio e iodo.

R

colocadi
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a. Irradiacidn con luz ultraviolecta,

Cromanoles y quinonas, en rsz6n de su absorcidén al ultravioleta,
se distinguen como msnchas purpuras o violatas oscuras , sobre un
fondo violeta mds claro (corscteristico de la silica). Zsta propie-
dod no es especifica de quinonas y cromsnoles pues la preséntan to-
dos los compuestos con absorcidn ultravioleta. Por ejemplo, entre
los componentes de extractos de lipidos, los esteroles 65-7 dié -
nicos; sunque el ergosterol se observa con coloracidn.azul oscura,
ligeramente fluorescentse, més que violeta.

El contrazste entre las sustancias absorbentes y la silica puede
acentuarse agregando Rodamina 6G al preparar las capas o rociando
lag placis ya corridas con soluciones de este colorante fluorescen
te. Ello confiere a la silicz una intensa colorzcidn eamariila. Cro
mnoles, cromenoles, quinonds y ergosterol se observan entonces co
mo menchas violetas; otros lipidos isoprenoides (ej. dolicoles, es
cualeno, esteroles no diénicos) muestran fluorescencia rosa.

Ia irradiaeidn con luz ultravioleta es.particula'rmente indicada
pera la detececidn de filogquinons. En placas sin Ro::i_amina este con-
puesto se observa de color violeta oscuro al comenzar la exposi -
Fién, pero al cabo de 1 a 2 min adquiere fluorescencia celeste a
;lerde claro, intensa (205 ).

Esta 'reaccién muestra la sensibilidad de algunos compuestos a
le luz ultravioleta. De aqui la neccesidad de efectuar las obser -
vaciones cubriendo con placas de vidrio las bandas de las que lue-
go se eluirdn compuestos de interés.

El examen de las capas fue realizado con una ldmpara UV SL - 25

lineralight (Ultra-Violet Products Inc., San Gabriel, California),

coloceda unos 5 cm sobre la placa. La obaservacién con Rodamina 6G
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fue hecha agragdndola durante la preparacién de las capas (ver p.
72) o rociando las placaes ya cromatografiadas con une solucién sl

0.0005 % del colorante en acotons-etanol (1:1).

b. Reactivo de Emmerie-Engel (167; reaccién 91 en ref. 20g.).

Todos los compucstos con potencizl redox tal que puedan redu -
cir el re ' a rett , reaccionan con éste reactivo. El Fe''form
un complejo rojo con o, —dipiridilo que lo estabiliza e impide
su reoxidacidn.

Cromanoles, cromenoles, quinoles, algunos fenoles (es el caso
de los poliprenilfenoles) reaccionan sobre capas de silica a poco
de rociadas con el reactivo\(2 & 5 min después de evzporado el sol
vente) tomando color rosa brillante a rojo sobre el fondo blanco
de sf1imm. Otrns aommestos. narticularmente earotenoides, esteroc-
les y sus ésteres reaccionan lentamente (generalmente 2 a 24 hs

después de revelados) adquiriendo color amerillo aamerillo rojizo,

netamente diferenciable del que caracterize a los compuestos ci -
g
tados en el primer grupo. '

-

Se designa (en este trabsjo y en la literaturo) compuestos re -

ductores s6lo a aquellos que muestran reaccidn positiva en pocos

minutos. Los ésteres de tocoferolss no rezccionan con este reac - *

tivo,

La reaccidn se efectda rociando la placa con una mezcla 1l:1 de
una solucidn de,FeCl3 (Fe.Cl3.6H2O AR, '"wllinckrodt, 4nedra, Bue-:‘
nos hirea, Argentina) al 0.2 % y otra de x,a' ~dipiridile (2,2' -
dipiridilo, Certified, Fischer Scientific Company, Fair Lswn ,
New York) al 0.5 % , ambas en etanol bidestilado. Las soluciones

se conservan en frascos oscuros a temperatura ambiente durante un.

mess

uso,
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(ver p.

15 1 mes; s6 mezclan directamente en el pulverizador justo antes de su
ucion a

uso.

¢, Reaccidn de Lester y Ramesarma (7,207).

%).

|
rn redu -

Las quinonas isoprenoides son reducidas por MNaBH, 6 . Los quinoles

4

o 8 su ves pueden ser reoxidados por reactivos tales como cloruro de
orm:

. neotetrazolium o FeCl3. La reduccidon del neotetrszolium hace que

e

‘ e éste tome color rojo @ pdrpura; la reduccidn del Fettt pucde de -

‘ tectarse con o, o' -dipiridilo.

18l caso

En este traba jo se empled el reactivo de Emmerie-Engel para la

-

a poco :
' 1 sol reoxidacidén de quinoles. Ubiquinonas y tocoferol quinonas (reduci-
do el so

das) reaccionsn de inmediato., Con filoguinona la reaccidn cs va -
0 blanco
L riable en razdn de la rdpida autoxidacién del filoquinol. Natuxral-
, estero-
L 24 b mente también dan reaccidn positiva las sustancias reductorss del
s

reactivo de Bumerie-Engel no reducidles por NaBH,. De aqui la ne -
1o rojizo, 4
. casidad de revelar paralelamente con el reactivo de Emmerie-Engel
stos ci -

sin reduccidn previa con NaBB4, una alicuota de tode muestra des-

! “ conocida. T
lestos re -
El revelado se efectia pulverizando una solucidn de NaBH4 al

en pocos )
R 0.1 4 en etanol (ei las quinonas se hallan en cuntidad suficiente
e reac - , )
como para distinguir su color amarillo, se observa su decolora -
141 d : cién). Lntes de evaporado el etanol, rociar con une solucién de
al: e
‘El BCl ocuosa al 1 % (8 fin de descomponer el exceso de NaBH ); pars
redra, Bue- - 4
\ acelerer 1a evepoaiclidn del agua se celicrnia 1t plzen coa un ze-
o (2,2' - :
cador de cabello, por el lado del vidrio. Apenas evaporada el agua
Lswn ’
se pulveriza con el reactivo de Ewmerie-Zngel. Procediendo de es-~
luciones

to forms es posible la detoccidn de filogquinona.
urante un
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I
,d. levelado con indicpdores redox reducidos (207 rTeeccidn N° 154

en ref. 206),

Se aprovecha la propiedzd de las quinonas de oxidar la forma
reducida (incolora) de cisrtos colorantes. Son de interés las reagc
cicnes con leucoazul de metilero, oxidado por benzoquinonas y fi-
loquinorna pero no por menaquinonas; y con leucoazul de nilo A, oxi

v

dado por todas las quinonas isoprenoides conocidas.

Las quinonas que reaccionan hacen que la zona donde se encuen -.

tren se torne azul en pocos minutos; el fondo adquiere tonalidad
celeste que se va oscureciendo por autoxidacidn en particulsr oon
azul de metileno. Si bien la reaccidén es bastante especifica, hay
corpuostos en los extractos de lipidos de levedura gque dan reac -
cidén pesitive esun cuxzndo no son reducibles por RaBH4. Por ello se
rogictran como positivas Unicwnente las que alcanzan intensidad

mdxine en los 5 min posteriores al revelado. El constraste se re-

»
f
'

3

Los colorantes (Yerk 4.G., Darmstadt) en soluci%n acuosa 10

duce con posterioridad al oscurecerse ¢l fondo.

M, so reducen (20 ml) con Zn en pclvs (1l g) y I

2804 concentrado
(2 ml); zntes de pulverizar las particulas de Zn se seperan fil-
trendo a través de lana de vidrio.

{
e, Reactivo de Liebermann-3urchard (208,209; rcaccién 1 en ref.

206),

La reaccidn de Lieberiann-3urchard emplezda habitualmente pa -
ra la deteccidn y cuantificncidn de A’ , b 251 y b 7

fue utilizade en nuestro trubajo como rezctive gonerasl paro la

[N

viguslizacidén de componentes 4 extrzcto de lipidos inseponifics-

f. Io

estenoles, |

Para
drido
5 ml .

nas;q
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la di;

tract

li L
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bles de levadura. En efecto, sélo dos de mds de veinticinco compo-—
nentes detectados no son observables con este reactivo.

Los esteroles mis abundantes reaccionan en frio tomando colores
azul & verde. Otros compuestos reaccionan en caliente: quinonas y
escualeno adquieren tonalidades violdceas; tocoferoles se tifien de
gris-negruzco; otros componentes tomsn tonos desde el amarillo a
pardo intenso, todos observados al visiblé.

Bajo la iluminacién ultravioleta (254 nm) se observan, luego de
calentar la placa, dos grupos de sustancias: aquellas que emiten
fluorescencia amarilla, comportamiento tipico de ergosterol, co-
lesterol, sus ésteres y de los esteroles citados en general y otras
que absorben la luz ultravioleta, comportamiento de benzo quino -
nas y tocoferoles. La filoquinona exibe fluorescencie rojiza in -
tense, mientras que el escusleno y acetzto de tocoferol no se ob-
servan 8l ultravioleta. Los materiales fiuorescentes se observan
econ me'lyor intensidad empleando luz ultravi?leta de mayor longitud
de onda (366 nm).

El reactivo se prepard inmediataumente ‘antes de rociar la placa.
Para ello se agregd 0.5 ml de H2804 concentrado a8 0.5 ml de anhi -
drido acético a 5 °C; la mezcle se diluyd en frio, 2gregéndola a
5 nml de etanol. Luego de pulverizar la placa y registrar las zo -

nas que reaccionan en frio, se la calienta a 110 °C, 15 minutos.

f. Iodo (reaccidén 141 en ref. 206).

Este revelador general de lipidos puede ser de gran dtilidad en
ls diferenciacidn y localizacién de algunos componentes de los ex-—
tractos de 1ipidos insaponificables.

En efecto, hay sustancies quo no fijan el iodo, la mayoria de
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las presentes en los extractos; estas toman coloracién transisnte
amarilla @ marrdn intenso, segun 1la cantidad. Otras en cambio, lo
fijan, es decir reaccionan con él adquiriendo coloracidn estable
verde, marrdén o rojiza. No se conoce la estructura de las sustan -
cias del extracto que reaccionan de este modo, pero se ha bbser -
vado que el ergosterol mesenta esta reaccidén. Cromanoles y qui -
ncasc csen en el primar grupo.

Un tercer grupo de sustancias reaccionan, pero el gxceso de I
fijedo sobre ellas se voletiliza de modo que se decoloran como las
del primer grupo. Sin embargo se hace evidente su reaccién con I
8l examinarles con algin otro criterio. De especieal utilidad hz si
do el rociado de 1las placas‘con el reactivo de Zumerie-sngel lue-
go de esa decoloracidn. El escualeno se vuelve reductor y los to -
coferoles pierden su capacidad reductora. La modificacién del es-
cualeno es especifica (no la mostrd otro componente del extracto),

puede ser tomada como reaccidén de deteccidn e identificacidn; no

Tabls 5.

ha sido descripta segin nuestras noticias. Los tocoferoles se oxi-
dan a tocoferolguinonas, 1o que ha sido establecidL eluyendo el
.

materisl de 1la zona de estos compuestos luego de la exposicidn a
vapores de iodo y efectuando su espectro ultravioleta; la oxida -
)

!cién es prdcticamente cuantitativa,

En géneral el revelado con iodo se efecfué colocando la placa

en una cuba soturads con vepores durente 3-5 minutos. Ocasional-

: SENSIBILIDAD DE LOS REACTIVOS EMPLEADOS PARA DRTRANTON

mente se pulverizd sobre la capa de silica una solucidn de iodo 8l ~
0.5 % en cloroformo. La tinica ventajo que posee este modo de reve-
lado es la posipilidad de evitar la exposicién 8l iodo de toda la

placa, cubriendo bandes de ella con otra placa de vidrio.
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g. Sensibilidaed de los procedimientos de deteccidn empleados.

Fue establecida sembrendo elicuotas de 0.5, 1, 2, 5, 10y 20
pe de los compuestos que se@ irdicen en 1ls tabla 5, en lineas de 1
cm sobre cepas de 0.25 mm de espesor. Les cromatogrefias se desa--

rrollaron con benceno.

3. Cromatografia en capa preparative.

Posibilidades e inconvenientes.

Se ensayd en varios solventes la separacidén de escualeno, oles-
to de colesterol, filoquinona, aceteto de A& ~tccoferol,d-, /3., ¥-
y $ -tocoferoles, ubiquinonsa-10, ubiquinona-6, ergosterol y K -to

ooferolquinona. Estos estdndares fueron elegidos como representa-—

tivoan da 1ae aimicrtac Alncna An fenmrmipatnas hidvacerhhvna. doton .

res de esteroles, naftoquinonas, ésteres de tocoferoles, tri, di
y monometiltocoles, benzoquinonas, esteroles y benzcquinonas con
cadena lateral poler, respectivamente. .

Entre los solventes ensayados el benceno fue elique permitid
la separscidn de los compuestos mencionados, @ excepcidn de /3—tg

coferol y ¥ —tocoferol que migran juntos, la posicidn de los es -

tdndares puede obsecrvarse en las figuras 8 y 9. Los demetiltocoles

migraron & zonas diferenciadas en éter hexeno-isoprcpilico ( 8:2 ),

pero é€ste solvente no separa tcdos los compuestos ensayados.
Emplcando capes de 1 a 2 mm de espesor y benceno como fase mé-
vil, fue posible el fraccionamiento del extracto de lipidos de le
vadure en escala preparativa.
Le scparacidn lograda de componentes de extractos de lipidos

insaponificebles solubles en metanol (ILE) provenientes de levadu-
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10y 20
ness de 1

se desa-

i
)presenta-

}-roq. Sata~

}tri, dai
To‘nas con
)ermitid

1 de ﬂ—t_g

} los es -
tiltocoles
lco ( 8:2 ),
dos.

» fase mé—

ldos de le

1{pidos

de levadu-

re de panaderia comsrcial, puede observarse en la figure 8.

En ls figurez 8 se indica en bendes verticales sucesivas,les zo-
nes o minchas que se observan bsjo 18 luz visiblie luego de reve -
lar con los rezctivos de Liebermann-Burchard (LB), de Lester-Rama
ssrma (LR) y Emmerie-Engel (EE). En la figurs 9 se indicen las zo
nas diferencisdas luego de observar con luz ultravioleta filtrsda
a8 254 nm y revelar & contiruecidén con el resctivc de Emmerie-En _
gel (UV-EE). Dentro de cada zona se sefiala el color de la fluo -
rescencia en el caso de observacidn con luz ultrzvioleta o los
colores 81 visible en los otros casos.

Con estos procedimientos de observacidn han podido distinguir -
g6 hasta veinte compuestos (zonas diferenciables) en el extrecto
exaninado,

De las places sembrades con el extrascto inuaponificazble se elu-~
yeron zones que podrian contener tocoferolquinorzs (zorns A), &=
tocoferol (zons B), Xy P-tocoferoles ¥y ubiquinonas (zone Q) ¥y
d-tocoferol (zona X ). Tembién se eluybé una zona en la que se ha
llaba una sustancia reductors de Rf mayor que el tocoferol, de na
tursleza desconocida (zona D),

Todas estas zonas se indican en la figurs 9., La distribucidn

de masa en el cromatograma, los mizimos de absorcidn al ultravio-

1%

- leta y el SE N e de cada freccidn, figuren en la tabla 6.
méx

La cromatografia en capa preperative es un procedimiento rdpi-

" do de fracciongmiento del extracto. E1 desarrollo de ceda croma-

tograma no lleva mds de 40 min. Si bien el sembredo debe ser e~

fectuado cuidadosamente; el fraccicramiento inicial del extiracto

_insaponificible provenicnte de SCO rek do levadurs (4C0 = 750 mg

i J 34754

de 1iridos; unags 4 a 8 placas de 2 mm), puede mer efectusdo en
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Figura 8., Cromatografia en capa preparativa, de lipidos insapo-

nificables de levadura de penaderia comercial.

Capa: 2mm. Solvente: boenceno.
"Muestras sembradas . St : mezcla de estandares; incluye los si-
guientes compuesios: d-tccoferol (o T), escualeno (Sq), olesto
. de colesterol (Col. ol.), filoquirona (Kj), acetsto de of~tocofe-
rol (otTAc), ubiquinons-6 (U36), ubiquinone-10 (UQlO), ergoste-
rol (Erg) y &=tocoferclguircra {oc©G). Extracto TLE :extyecto
de lfipidos insaporificables psreialmente libre de esteroles,
8 nmg/cm.
Procedimientos de observacid. L3,Vis : rociado con el reactivo
de Lievermann-Zurchard, obscrvucicén te jo luz blanca. LR : reve-
lado con reactivo de Lester-Rsmasarma. FE : rociado con el reac-
tivo de Emmerie-Ingel.
Los colores distinmuidos cos los pracedimientos de observaciodn

se irdican con lags ebrevisturas emdleidaas en la fipura 9,
las zonds apenas percebiibles se sefiulan enmarcodes con linces
de trzzog.

%
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Figure 9. Fracciones separadas del extrzcto de lip{:\ios insapeni-

po- ‘
fictbles de levaduras por crométografis en cape frepsrativa,
Care: 2 mm. Solvente: tenceno,
. Msterisles sembrados. JLi v St : los mismos que en le {irura 3 (se
1= incluyen (3=, ¥~y §-tocoleroles (ﬁ‘[‘, ¥ v 8§7)). TLE + &3 + Xl1:
bo ILE con egregado de o—tocofercl y filoguinona.
;ofo- tProcodimiento do ohsarvaeidn: iluminzcidn con luz ultravioleta
.lte- (254 nm) seguids de rociado con el reactivo de Emmerie-Engel.
° ‘Los colores observados al ul.vavioleisa se indicen con las abre-
' viaturas siguientes:
ive dv: vicleta ceccuro Wi: verde oscuro 1BEn: beig(?
Vs violets C: verde Bn: morrdn
ve- G%l: azul 1G: verde clero R: rojo
reac= 1B1: celeste Y: amarillo 1Bk: negruzco
X Ia letre s coloceds luero dn Jo ahrevistura del color indica gue
hon es irtengo. L lobre r» ¢ T luguicedn de cuda zora indics 1is sun-
tancice reductoran el wivo de clooaria-rnnel,
pes 2y E.

lsteriales eluidocs: froccicnes Ly By Qyol,y 2
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cinco horas (sembrado, desarrollo, revelado y registro del croma-
toerara, separacidén de la silica). La elucidn de la silica lleve

alrededor de seis horas.

La recuperacion de ol-tocoferol es satisfactoria. De una mez-
cla de o/-tocoferol (60 }1:;) con extracto insaponificable (ILE ,
60 ), se recurerd el 90 % 4+ 2 % del tocoferol agregado(5 de -
terminaciones). Los resultados mencionados permiten concluir sin
luger a dudas que, en les condiciones descriptas , la-ubiquinona,
los componentes del exiracto insaponificable o la silica gel, no
retienen el -tocoferol y que é€ste no se descompone en cantidad
spreciable en la sepuracidn cromatogrdfica.

A pesar de su rapidez y de la buens recuperacion de tocoferol,
la croratografia en cepa prepsrativa resulté un procedimiento in-
suficiente para el fraccionamiento de extractos de lipidos neu -
tros de hongos con vistas &l aislamiento de componentes 2 nivel de
trezse, como es el caso de cromanoles y qui‘nonas isoprenoides. El
motivo de esta insuficiencia reside en el’ gran excgso de otros li-

]
pidos y su varieded, aun en extractos de los que sb ha separado
el insoluble en metanol.
y [Enefecto, en levadura de psnaderia comercizl habria segin nues
tros re;ultedos alrededor de 1 ,,xg de o -tocoferol, 2 pe de ubicro-

‘menol, BO'Pg'de ubiqu'inona, en 4 e 8 mg de extractos insaponifica-

_bles (ILE) por gcs. Es decir, en el mejor de los casos una relacidn

o tocoferol: m ubicromenol: m ubiquinona: m ILE = 1:2:50:4000,
La comple jidad del extracto lleva a una considerable superposi-

cién de sustancias. Ls baja proporcidn de tocoferoles y quinonss

en el extracto hace dificil separar estos compuestos de aque-

llos mds abundantes que migren s igual posicién. La deteccidn,

|
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Yy con mis razdén el aislamiento de O -tocoferol y tocoferolquino -

haber

nas,es pricticemente imposible en razdén del gron exceso de este - quinor
roles presentes en las zones A y B. Tembién es engorroso el ais - Daé
lamiento del compuesto reductor de la zona D y le separacidn de quinor
/3— y §-tocoferoles de ubiquirona -6. que oc
cromat

tar co

4. Cromatografia en columna.
cidn d
Posibilidades € inconvenientes.

los co

Frgnte 8 les dificultades mencioncdas se resolvid ensayer la tad pr
cromatografia en columna pars el fraccionamiento inicisl del ex - 1nicia:
tracto de lipidos. pleo d
la cromatografia en coluéna ofrece p2rspectivas interesentes solven:
para el andlisis de trazas. Su mayor capacidad de resclucion y ls Si 1
elucion selectiva, dazdas por la posibilidad de modificar gradual- 4, pare
mente la polaridad del eluyente, la hecen adecvada pera ol frac - se jado
cionamiento de matericles que difieren considerzblemente en el tenido
contenido de sus distintos componentes. f eidén (3
El uso de colurnas de alumina y la eluciodn de aos lipidos isoprer
con mezclas de éter etilico y éter de petrdlec o hexano, procedi- y Sturn
"miento desarrollado por Morton y col.(210), es el sistems prefe- Jypol en
rido para_la.cromatografia de compuestos fsoprenoides por inves - la @
tigadores ingleses (27,211). -* la fect
Si bien ls separacidon de los distintos compuestos es excelen '2‘_para el
te, hay referencias contradictorias en la literatura ecerca de la- Es p

estabilided de quinones sobre éste zdsorbente. Segln algunos 8u - 4e una
tores la vitemina K es destruide en gron centided (180) y la ubi- _g y ve
quinona lo es parcielmente (178, 180); otros en cembio auseguran Aoli
p {
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haber obtenido recuperecidén cuantitotiva de ubiquinona, tocoferol
quinona y vitamina K3 (27).

Deda la felta de criterio uniforme ecerca de la estabilidad de
quinonas en alumina y después que ensayos prelimineéres mostraron
que ccurrian pérdidas considerable de A ~tocoferol cusndo se lo
cromatografiaba sobre Decalso y Florisil, se decidid experimen -
tar con dcido silicico como adsorbente junto al sistema de elu -
cién de la escuela inglesa (27,210), para el fraccionamiento de
los componentes del extracto de lipidos de levaduras.vLa dificul~-
ted principal con columnes de &cido silicico, su reducido caudal
iniciai ¥ su progresivo "tasponamiento", se superaron con el em -
pleo de material con temafio de grano uniforme y, en la elucién ,
solventes anhidros.

Si bien el d#cido silicico no ka sido el adsorbente mds utilize-
do para el andlisis de tocoferoles y quinonas, su uso se ha scon -
sejodo para msteriales con un amplio rango‘de variacidén en el con
tenido de lipidos (178,191) y por su mayor capzcidsd de resolu -
cién (178). No se hallaron referenciss dé destruccion de lipidos
isoprenoides sobre silice. Esta técnica fue empleaha por Skinner
y Sturm (51 ) pera sus estudios sobre la presencia de o -tocofe

‘rol en levaduras.

Ls separacidn y recuperzcién de estdndsres (tabla T7), muestran
ls factiﬂiliﬁad de la crometografia en columna de €cido silicico
pera el andlisis de compuestos isoprenoides.

Es posible aislar «~tocoferol, tocoferolquinona y vitamina Kl
de una mezcla de contiene diez veces mis escualeno y ubiquinone

-6 y veinte veces mds de ergosterol, casi cuzntitativemente.

bpliceda al fraccionamiento de 1lipidos insaponificedbles de le-~
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Y con mis rezén el aislamiento de O -tocoferol y tocoferolquino -

nes,es prdcticemente imposible en razdn del gran exceso de este -

!

roles presentes en las zonzs A y B. Tewbién es engorroso el a2is -
lemiento del compuesto reductor de 1a zona D y la ameparacidn de

/3- y §-tocoferoles de ubiquirona -6.

4. Cromatografia en columna.

Posibilidades e inconvenientes.

Frente a las dificultades mencionzdzs se resolvid ensayar la
cromatografia en columna pare el fraccionamiento inicisl del ex -
tracto de lipidos.

la cromstografia en coluéna ofrece rerspectivas intereséntes
para el andlisis de trazas. Su mayor capacidad de resclucidn y la
elucidén selectiva, dadas por la posibilidad de modificar gradual-
mente la polaridad del eluyente, la hecen adecvada pera ol frac -
cionamiento de matericles que difieren considerablemente en el
contenido de sus distintos componentes. ?

El uso de colurnas de alumina y la elucidn de aos lipidos
con mezclas de éter etilico y éter de petrdlec o hexano, procedi-
”miento desarrollado por Morton y col.(210), es el sistems prefe-
rido paba.la.cromatografia de compuestos isoprenoides por inves -
tigadores ingleses (27,211).

Si bien la separacidn de los distintos compuestos es excelen -
te, hay referenciass contiradictoriss en la literatura ecerca de la
estabilided de quinonas sobre éste edsorbente. Segin algunos au -

tores la vitamina K es destruida en gran centidad (180) y la ubi-

quinona lo es parcielmente (178, 180); otros en cembio aseguran
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haber obtenido recuperecidn cuantitotiva de ubiquinons, tocoferol
quinons y vitamine K3 (27).

Dede la falta de criterio uniforme ecerca de la estabilidad de
quinonas en alumina y después que ensayos preliminezres mostraron
que ccurrian pérdidas considerable de ol-tocoferol cusndo se lo
cromatografiaba sobre Decalso y Florisil, se decidié experimen -
tar con dcido silicico como adsorbente junto al sisteme de elu -
cién de la escuela inglesa (27,210), para el fraccionamiento de
los componentes del extracto de lipidos de levaduras.'La dificul-
tad principal con columnas de &cido silicico, su reducido caudal
iniciai Y su progresivo "taponamiento", se superaron con el em -
plec de materisl con tamafio do grano uniforme y, en la elucién ,
solventes anhidros.

Si bien el &cido silicico no ka sido el adsorbente mdés utilize-
do pura el andlisis de tocoferoles y quinonas, su uso se ha scon -
sejodo pars msteriales con un amplio rango‘de varigcidn en el con
tenido de lipidos (178,191) y por su mayor capecidsd de resolu -
cién (178). No se hallaron refefencias dé destruccion de lipidos
isoprenoides sobre silice. Esta técnica fue empleaﬁa por Skinner
y Sturm (51 ) pera sus estudios sobre la presencia de ™-tocofe

‘rol en levaduros.

La separecidn y recuperzcién de estdndares (tabla 7), muestran
la factibiliﬁad de la crometografia en columna de dcido silicico
pera el andlisis de compuestos isoprenoides.

Es posible aislar o~tocoferol, tocoferolquinons y vitamina jﬁ
de una mezclea de contiene diez veces mis escualeno y ubiquinona

-6 y veinte veces mds de ergosterol, casi cuezntitativemente.

Apliceda al fraccionamiento de l{pidos insaponificebles de le-




Tabla 7.

CROMATOGRAI'IA EN COLWUMRA Dis COMPUESTOL TXRIENOIDES

Se cromotografid por duplicedo una mencla de 50 pe de o -tocoferol,
filoguinona y o-tocoferolauinon? con 500 ps de escueleno y ubigui-
nonz-6 y 1 me de ergosterol, en % g de dcido silicico. Se cluvd con
mevcliés de éter etilico en hexano de polaridad crecieritc. En les
fraccicnes eluidas se determird escs compuestos esrectrofotométri-
cerente (excepto escueleno) (ver pllé ). Se irdica la recuperacidn
media de los compuestos ensayados, con cada eluyente, "

Eluyente ‘Sustancius Recuneracion
éter etilico-hkexano eluidaes
(%) (%)
1
0.25 escuzleno nd
filoquinona 85
1 - -
Fl
3 K ~tocoferol P91
5 ubiquinona-6 98
10 - -
15 ergosterol 98
20 K~tocoferolquinona 93
100 - -

l.nd: no determinado.
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jvadura, solubles en metanol (extracto ILE, insaponificable parcial
imeie libre de estercles), resultd un procedimiento eficez rora Ja
'separacién de clases de liridos.

i izs figuras 10 y 11 muestran cono procede le elucidn de una co-
;1: ¢e dcido silicico (%0 ¢} semtrsda con extracto ILE (765 mg,
~dizueltes en 50 ml de hexsno), provenientes de levadure de perade-
ris ccmercial (250 ges). Ls columna fue eluida con 2 X 200 ml de
0.25 %y 1 % EH; con 3 x 200 ml de 3 % EH; con 4 x 100 ml de 5 ¥,
10%, 15 %, 20 7, 30 4 y 100 ¢ EH; y finalmente con 2 x 100 nl de
metanol. Se determind el reso seco y ¢l espectro de absorcidn ul-
traviolete de cada fraccidn. Tres slicuotas de csda unz de ellas
se cromatografiarcn en cera delgsds; les fracciones eluida con
0.25 ¢, 1 %y 2 4 Ei fueron cromatorrotiadss en becnesno y las e-
lu’tas con los solventes restantes lo fueron en tenceno-éter eti~
lico (85:15). En ceda fraccidn se detectaron compuestos reducto-
res, quinonas y esteroles como se in2icd en p.74 "

En la figure 10 se observa como varis la masa eiuida ( % ) en
cads fraccién sevarsda (33 en total) en funcidn del volumen de

reluvente recogido (curva a), y la veriacidn de absorcidn 8l ul-
14

ng

4‘)5 nm
ec copia de la cromztografis en

travioleta (expreseds como Si ) 2 medide que progrese la

[
(3]

elucién (curva b ). la figure
capa delgada‘de la primere y G1ltima fraccidn elufda con ceds mez-
cla, efectuada & efectos A¢ cestedblecer cuzles eran los compencntes
de csda fraceidn y murz locz2lizar en ellas los compuestos de inte—

T6s.
El sspecto fisico, 13 mosa eluida por csda eluyente y otrus

provicdades ée lag fruccian~o, re irdicin en la tatle 8,
El ol-tccoifersl, comnuenio E, ez elujuo por nexeno con 3 % de

éter otilicoy el mismo solvonte eluye iezmbidn otra sustanciz re-
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Figuras 10. Fraccioramiento del extracto de lipidos insaponifice-
bles de levadura de pe2naderis comercial,
por cromatografia en columna.

Detelles experimentales en el texto.
Curvs_3: ma2sa (porciento de le mosa de lipidos sembrades) eluide
en cade fraccidn.
Curva b: absorcidn egspecifica do cada fraccidn a 269 nm.
Abreviaturas, Q.2%, 1, 3, 9, JC, 15, 20, 20 y 100 ;: porcentas je
de éter etilico en hexuno en laa soluciones empleadas para elu-
cién. M: retanol. A, D, L, J, UC, K, O, Py S : componentes del
extracto (ver figura 11) a los quz ve atriluyen les picos de
elucién detcctados., UC, UG, 4-71 & coupononten que precentan
curvas de absorcidn en ol ultravioleta coracteristicis de ubi-
cromanol, vuvbiquinona y estercles a°>-1 diénicos, respectivamente.




93 ;,
RFﬂ00cm {
I 90115 I
B.025 15EB,025
|
sa¢. | -
~= AB 60‘ !\‘\ o ,I

o
\
1
1

P %o 7 a

EOE o~ W Wo O |

G G o e, COUCD !

uc e L. RS .

o |5 |

f RN FE I I

S BN LIt L A s U — :‘

. HER BN T EN -« EEEia ~'

:, :: — — ‘ g . !0 ‘*--“: ! '&-—-'L S | RO I R |
t OEH OEH 1EH 1EH 3EH 3EH SEH 5EH_L5EH 10EH 10EMH 15EH 15EH 20EH 20EH
i 1 2 3 4 5 1 8 1 on o 5 16 19 20 23

Figura 1l. Cromatogrufia en cepa delgads de las fracciones elufdas
durante la cromatografia en columna, de lipidos insfponificables
de levadura de panaderiz comercisl. «

Cepa: 250 pm. Solventes: I,benceno; II,benceno-éter etflico (85:15).
Vateriales sembrados: primera y Gltims fraccidn reccgide con cada
Uno de los eluyentes empleados en la cromatoerafis descripta en ls
p. 91, 600 pg. Los nlmeros 1 @ 23 identificen las fracciones y las
abreviatursg 0295 EH a 20 EHE el vorcentaje de éter etilico en hexa-
no con que fueron eluidas,

Procedimientod de observacidn: muns placz se reveld con el reactivo .
de Emmerie-Engel y otra, con les mismas muestras, con el reactivo i
de Lester~Ramsasarmas; smbas fueron rociadas con el reectivo de Lie-
bermenn-Burchard 2 continuscidn y fotocopiadss,

las sustancias que reeccicnazron con el reactivo de Emmerie~Engel

se indicen cincurvalades con una linea llena. La sustancia J rezc-
cioné con el resctivo de lester~Ramssarma. lLas zonss apenas percep—

e et e S ——

tibles con el reactivo de Licbermann-Burchard se sefalan enmarczdas
con lineas de trazoa,

- ——

i s : ; 7 3 A < i
A a U, designecidn arbatraria scigneda a las sustancics detectadas
en las distintas fracciocnes,

‘.
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ductors, UC. En las fracciones elufdas con 3 4 EH se encuentra el
43 % de la mesa de lipidos sembrada; dicha mass corresponde casi
exclusivamente 8l compuesto denominado L. La sbsorcidén ultravio -
leta del meteriol elufido con 3 % EH es despreciable; no se obser—
va el mdximo de absorcién ultravioleta carccteristico de los toco-
feroles.

Un compuesto (K), que migra en capa delgada con igual Re que

ot—-tccoferolquinona, eluye de le columna de silice con 5 %y 10 4
f EH, mientras que la quinona lo hace con 20 % EH lss %racciones

i eluidas con 20 ¥ EH no sbsorben 8l ultravioleta; ello indica que
k la masé de tocoferolquinons en les fracciones seria muy reducida,
J tanto como para que no se detecten sus mdximos de absorciodn.

La ubiquinona-6 , compues;o J , es eluide por 5 ¢ EH. Otras
dos guinonas, H e I, eluyen haci¢ fines del pas&je de 3 % EH y co
mienzos de la elucién con 5 % EH, respectivamente. Se detectan sus
tancias reductoras del reictivo de Emmerie-fngel, distintas de to-
' cofcroles y la llameda UC, en los eluidos_con 1 4 EH (compuesto D),
| 10 % Ed (compuesto M) y 20 £ EH (compuestos T y U); las tres dlti-

mas 8 nivel de trazss.

Se estims de que le cromstografia en columna de silice es mis
edecuada que ls cromaetografia preparative en cepa de silice pera
el fraccionamiento de extractos de lipidos de hongos. La separe -
cidén y recuperacidén de ol—-tocoferol, o -tocoferolquinona, ubiqui-
none-6 y ergosterol, es prdcticamente total. Las frzcciones elui-
das de la columna contienen menos componentes que las eluidas de
capa preparativa. Los valores de SE i iﬁx wuestran que en gene -

ral la concentracidén de material absorbente al ultravioleta en

las primeras es 2 0 mds veces mayor que en las segundas. La unics
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excepcion o esta generalizacidén son las fracciones que contienen
ubicuinons; esta se encuentra csési tres veces mds pura en le
freceién Q (figura 8) que en las fracciones eluidas con 5 % EH
(tablas 6 y 8). Bsto se atribuye a la presencis de la sustancia L
en las fracciones eluidas de la columnz, 1o que no ocurre con los
eluidas de la caps preparativa. La mayor concentracidén y menor va
riedad de contaminantes en lau fracciones eluidas de columnz, per
nits la deteccidn y hasta el dosz je sin interferencias de alzunos
comronentes del extracto.

La sepzracidn de compuestos que migren con el mismo Ry que o-
-tocoferolquinona , es totel, pues equellos eluyen con 10 % EH,
mientras que la tocoferolquinone eluye con 20 % EH. El ubicrome -
nol 3y lu vliguitica. “1oyCu CLuie wol.iives o wlsiinia polaridad
por 1o que puede aisldrselos 3zin que uno este contaminado con el
otro.

4 pesar que el tiempo requerido pzra frsccionzr un extracto por
crom:tografia en columna es 4 o 5 veces mayor que ol necesario pa-
ra efectuarlo por cromtog_raf;a en cope prepsrativa, se piensa que

la cromatografia en colurma es mds conveniente en razdén del frac-—

cionamiento mds completo que se logra, Bzsta imuginar los compues—
tos de la figura 11 mezclados y corridos en una sola placz pera

spreciarlo.

D, AISLiM1<NTO DE TOCOFEROLES Y QUINOKLS

CROMATOG A FICA TENTE PUROS.

La cromatorrafia en columma o la prevarativa en capa, si  Ddien

llevan quizds al mzyor enriquecimiento de una sustsincia en una frag

.
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c¢ién dsda alcanzadble con un lUnico paso anelitico, no permiten ob-
tener fracoiones cromatogrificamente puras. Es por ello que antses
de la identificecidn y/o determinacién de algunas sustancios de

interés, fue necesario separarles de esquellas gue pudieran inter-

ferir en 1la agplicecidn del método seleccionado.

De los eluidos de cada zona de les cromatografies preparatives
en capa o de los eluidos provenientes de las columnas, se aislaron
y purificaron clases de compusstos isoprenoides, crometogrdfica-
mente puros: naftoquinonas, mono-, di-, y tri-metil tocoles, ubi-
quinonas, esteroles, quinoneés y sustancias reductoras no identifi-
codas, En la figura 12 se resumen los procedimientos de extrac-
cldén, fraccionsmiento y purificacidn covilados para sislar croma-

noles y quinonss cromatogrdficamente puros.

La fraceidn ELI (2islads por cromatogrsfie prepsrative en caps)
y la fraccién 3 % EH ( eluids de columnazs de dcido silicico) ccn-
tienen dos sustsnciss reductoras. la de meyor Rpy ¥ ,, coinciden-
te con el del ™ -tocoferol, fue separada és la otra en benceno.

" La que migra por deba jo del o -tocoferol fue aislada e identifica-
de como ubicromenol (UCL)

La cromatografis de X 5 en benceno:metenol (98:2) permitié ob-
tener un producto - ATL incoloro, que reacciona con el reactivo de
Emmerie~Engel y absorbe 21 ultravioleta sobre placa, prdcticauen-
te libre de un material con fluorescencis celeste que lo acompa-
nabas en otros solventes, ‘

lLas fracciones %303 % EH fueron purificadas en algunes ocasio-
nes por cromatografis en fase gaseoso. Para ello se empled 3 % SE-

30 como fase estacionaria (ver p. Yy ). Emrleando el detector
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;de ionizacidn por llame ce establecid con X-tocoferol estandar

, el intervalo de tiempo duranie el cual eluje sse compuesio en lac
cordiciones crometogrdficas fijsdas. A continuscidén se concctd la
] cclumna al detector de conductividad térmica y se reccgid "a cie-
;g& .y condensé el msterizl eluido en el intervelo determinedo.
El =ubto colector se lavd con etsnol y la presencia de ol-tocofe-

rol en la solucidn fue establecida con los procedimiéntos anel{-

tices que se describen en el capitulo V.

Le presencia de O~tocoferolquincne en el extracto inssponifi-
cable fraccionado por cromatografia en cepa preparstiva se sospe-
chd pues la zone A (figura 9) mostrabs una clare reaccidn positi-
va para quinones (figura 8). El revelado con otros resctivos (Ig,
SbClB, Rodamina 6G), indic3 que en la zons A ce hallaba vna consi-
derihle variedad de compuestos. El 39 % del extracto (en masa) se
hailé en este zons (tabla 6). El principal compuesto es un mate-
risl designado L (figura 11) que se extiende desdd el origen has-

1
12 el borde con fluorescencia amarillo verdosa (R£==20 en 1la fi-
gurs 9) y que cugndo ia rpiacs se sobrecerga puede extcnderse hae-
Tta el centro de ls banda de ubiquinona.

Istos hechos hicieron que el vislamiento de une posible quino-
na con Rg d% oK -tocoferolquincna desde la fraccion A, obtenide
por cromdtografis en capa preparativa, fuora engorroso. No se ho-
llaron solventes del todo sctisfactcries para separarla de los
otros compuestos.

El elufdo con 20 # ¥H de 1ls cromectografin en columna no contie-
ne la variedad (figura 11) ni 1o meea e livides presontes en la

aaeafia on enne wrevuyotliva (tablas

o+

fraeccidn 4 wislude noz orean

6 y 8), io que pormitio sislar uvn myterinl ol 0N rncho wis puro,
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100

Figura 12.
Notes

Dy, 14 Qy By A : fracciones eluidas de crometoplscas pre-
paretivas (ver figura 8 y tabla 6). v

1 EH, 3 EH, 5 EH, 20 EH : fraccicnes elufdaes de columnes
de dcido silfcico con 1, 3, 5 y 20 % de éter etilico en
hexsno ( ver figura 10 y tadbla 8).

Primera purificecidn de las fracciones enteriores por cro-
matografia en capa delgade (CCD). Solventes: 40 BH, hexano-
~-benceno (6:4); C, cloroformo; 2 B, benceno-metanol (98:2)
15 EB, benceno-éter etilico (85:15),

Fracciones eluides de 13 cepa anterior, ain no cromatogrd-
ficamente puras. Dy, material reductor no identificado de
mayor Re que o{-tccoferol. 0L2, UC,/32{T2, 6’1‘2 YyotTQy, mate~
riales que migran a igual posicidn que d-tocoferol, ubicro-
menol, /9—tocoferol + §-tocoferol, §-tocoferol y ol-toco-
ferolquinona respectivamente. v

L]

Segunda purificecidn en caps delgads. Solventes: 20 HB,
benceno-hexano (80:20); B 2x, desarrolilo unidimensional,
repetido dos veces en benceno; 5 MB, benceno-metanol (9%:5).

Pracciones cromatcgrificamente puras en les que se enccntra-
rian los compuectos indicados. DL, material reductor de ma-
yor Rg que oX-tccoferol.

{

() NQL
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en el que detia hallarse d-tocoferolquinona. Zste moterial es
incoloro, no absorbe ol ultruvioletes, no da reacciones de quino-

nas y tampoco reacciona con Is.

En la fraccién B (figurs 9) o en los eluidos con 3 y 5 4 EH,
no se observd sustancia reductora que migrara con Rp de A-toco-
ferol. A peser de ello fueron exsminudos ants la posibilidad de= que
este compuesto pudiera hallarse en el extracto 8 una concentreciodn
muy ba je ocomo para ser detectado. A fin de concentrarlo, los eluf-
dos citados fueron cromatografiados dos veces en benceno:éter eti-
lico (98:12), solvente que separa completamente o-tocoferol de u-
biquinona. Después de la segunda cromstografia se 2islé un mate-
rial incoloro que absorbe al ultravioleta sobre la place, que da
sobre ella una reaccidén de Emmerie-Fngel muy débil y que reaccio-
na fugazmenta con I2. Se lo designa X TL. Estd contaminado co=n
una sustancia fluorescente; no se intentdé continuar su purifica-
cidn mis allé de éste punto por la escase cantided de meterial que

se logrd reunir.

Se intentd aislar /3- Yy ¥ -tocoferoles de la zona Q (figura 9)
y de los elufdos con Ay S5 % FH. E1 solvente que did la separacién
més satisfactoria de estos tocoferoles y ubiguinona-6 fue benceno:
metanol (98:2). Con el se efectusron dos crometorraffas sucesivas
de eluidos de zon3s a donde migraba la mezcla de dimetiltocoles,
eluyenste finalménte un materialﬁﬁﬂgg. X3 incoloro, no absorbe
al ultrevioleta, no reacciona con el reactivo de Emmerie-Engel

sobre placa o con Ip.

Se examind la presencia de naftoquinonas (filoquinona) en el

elufido de 1as zonas E de la cromdtografia praparativa en cepa y

h¢
1¢

b
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N
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en 21 obtenido con 1 % 5l de las columnas de dcido silicico. El
meterial que migreba con Ry do filoquinons fue separado de otros
presentes en eses fracciones por cromatografia en capa delgada cn
hexano:benceno (6:4) y designado NQL., Es fluorescente al ultrsvio-
leta (azul), no da reacciones de quinonas ni muestra la fluorescen-—
cis roja caracteri{stics de filoquinona cusndo se revela con el

icion reactivo de Liebermann-Burchard.

En el elufdo de las columnes de dcido silficico con 1 % EH se
detectd un material reductor del reactivo de Emmerie-Engel (com-
puesto D, figura 11) que migra con mayor Re que A-tocoferol y
deba jo de filoquinona en capa delgada (figura 9). Este compuesto
fue purificado por crometografis en capa delgada en hexano:bence-
no (6:4) y benceno:hexano (8:2)., E1l material asi purificado se
designdé DL. Absorbe al ultravioleta, no da reacciones de quinonas
ni de Lisbermann-Burchard,

Aunque no se indica en la figura 12, puede sefialarse aqui que
el isdmero estructural del o -tocoferol (XIV ¢ o d) eluirfa con

= G.25 % EH y separaria de filoquinona en capa delgada desarrollada
I6n con hexanosbenceno (5:4). Los prenil-fenoles (XV) y prenil-metoxi-
fenoles (XVI) se hallsrian en las fracciones D y E provenientes

de cepa preparativa o en los elufdos con 1 4 EH y 3 % 51 de las

v

columnas de écido silfcido. Los dimeros y trimeros de o -tocofe-
rol eluyen con 3 % EUY y podrizn enconirarse en la zora D. Les
quinomas XVII y XVITI =e hallarfan en la fraccidn 7 o eluirfan

de las columnas de silice con 58 8 4 EE (ver p. 111).

Los estudios efectundzs con reterisles obtenidos do levzduro

de panederia comorcisl so descriven on p. 120 y sigviantes,
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E. RECUPERACION D TOCCFEROL Y UBIQUINONA
CON LOS PROCEDIMIENTOS ANALITICOS EMPLEADOS.

i La recuperacidn de K ~tccoferol de una mezcla de lipidos en la
i
|
i

que se encontreba en una relacidn 1:1000, fue 90 + 2 % crando se
lo sonard de ella por cromaiczrafia en capa. Se recuperd el 97 %
del o -tocoferol prasente en uns megzcla de estandares en una re-
lacidn 1:43, cuendo se lo 8isld de ella por cromatogr;fia en co-
lumna, Sstos datos sefialan la estabilidad del ™ -tocoferol en los
condiciones cromatogrdfices empleadas y su no retencidn por los

lipidos de la mezcla,

inte 1a no deteccidn de tocoferol en algunos lotes de levadura,
se determind la recuperacidn final de tocoferol y ubiquinona exd-
genos luezo de arlicar las secuencias de operaciones pars el ais-
lanmiento de estos compuestos esquematizadas en ls figuras 12.
£ tres lotes de levadura, equivalentes a 5 ges, se agregd 20
pe de of-tocoferol y 200 P de ubiquinona-6, Uno ée ellos se ex-
tra jo por saponificacién de las células himedas (procedimiento V);
tocoferol &'ubid&inong_fdgfaH.a;éigd5; mediarte éroéﬁquref{a en
”columna seguida de cromatografia en caps delgada ds las frocciones
. elufdas con 3y 5 % #il. Los otres dos loteg fueron extraidos con
etanol y etapol-eter etflicc (procedimiento IVa); estos extracios
fueron fraceionados por crosntorrafia en cepa. De las fracciones
Xy ¥y 3 se aisld ol-tocoferol y ubiquinona cromatogrdficamente pu-
ros vor cromategrafia en cnpa delgada, De la fracciénfi 1 del
otro extracto IVa se aisld el tocoferol por cromzinsrufia en fa-
se gasldo0s3a, Trea lotes de odflulaa de irva) 7333z fueron procecsdos

paralelamente & Tin de cstnhlacer vu ¢onberido onddrano, Tocote-
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rol y ubiquinorns fueron determinsdos por espectrofotometria (ver

p. 116 ). Los resultados se indican en lea tabla 9,

Debe destacarse que el O -tocoferol exdgeno es estable y su re-
cuperacion setisfactoria, al menos cuando se halla en una8 propor—
cién de 4 p.p.m. del peso celular seco, en las condiciones de ex-
traccidn y purificacidén empleadas,

Is utilizaoidn de mds de un procedimiento de extraccidn se de-
be a que ninguno de los ensayados es totealmente satisfactorio. Los
seleccionados permiten descartar que la ausencia de alguno de los
compuestos de interés sea debide a insuficisnte extraccidn de 1li-
pidos ligados o a su destruccidn por condiciones alcalinas.

Is utilizacidén elternative de dos procedimientos de fracciona-
miento tuvo como objeto aprovechar las ventajas que ofrecen la
crometografis en cape preparativa (mayor rapidez de andlisis y en
consecuencia mencr exposicidn de lipidos a condiciones ambientales)
por un lado, y la cromatografia en columna (meyor separascidén de
componentes) por otro. Con ello se pretende evitar que cualquier

resultado negativo pueda ser atribuido @ la metodologia empleada.
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CAPITULO V

IDENPIFICACION Y DEPERMINACION DE CROVANOLES Y QUINONAS
DF. LEVADURAS

k., ‘rocedinientos de identificeécidén y determinzcidn de cromanoles

7 ogquinonas.,

1, kEstudios cualitativos. M
a, Posiciones cromatogrdficas.

‘b. Zsvectrofotometria.

» reduccidén de p-quinonss con NaBH .

4

. oxidacidén de cromunoles y quinoles con AuHCl4.
. Oxidacidén de quinoles con NalO.
. ionizacidn de fencles en Na/etunol.

2. Determinegciones cuentitatives.

a, )épectrofotométricas.

. cromanoles y quinoles.
. quinones. Y
. cromenoles.

. esteroles.

b. Por cromatografia en fese gaseosa.

I
B. Andlisis de levasura de psnuderis comercial.

1. d—Toco;erols

2. Di- y mono-metiltocoles.
3. Tocoferolquinores.

4. Filoquinona.

5. Ubiquinona .

C. 4ndlisis de Secennronycus cereviniae 66 y 68,

1. Cultivo de levacuras.




T e A e

T

1C8

2. o-Tocoferol en .cultivos en fase exponencial.
2, ¢t~Tocoferol en cultives en fase estacionariea y cultivos en-

ve jecidos.

D. 4ndlisis de Seccharomyces cerevisise DC 740 y Cendide guiller -
weondii ATCC 9058.

Cultivos en distintes fuentes de carbono.

E. frndlisis de Seccheromyces cerevisize 59 R.

Cultivos con distinta actividad respiretoris.

F. 4ndlisis de levedura de psnaderis recogide del filtro prensa en

fébrica.

G. findlisis de materiales que pueden sportar tocoferoles como con-

tamirnantes, en el cultivo de levaduras.

H. Ubicromenol en levaduras.

am——

A. PROCEDIMIENTOS DE IDENTIFICACION Y DETERVINACION DE CROVANOLES
Y QUINOWAS

l. Estudios cualitstivos.

a. Posicione? cromutograficac.

Dos de los criterios edoptados para 18 identificecidn de los
componentes del éxtxﬂcto ¢e lipidos fueron su posiciodn (Rf) en cro
metogrefies en capa delgade y su'tiempo de retenciia (Rt) en cru -
metografias gas-liquido,

La polaridad del solventz con que un coavuesto dado es eluido
de columnags de “cido silicico fue ceonsiderade criterio presuntiivo
acercd su neéturaleza; el velor de esie criteric es escsso ya que

1
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-

.1la retencion de compuestos por adsorbentes depende de la sctivi -~
l .

|
|

idio ni se hzce habitualmente en otros,

dad dc este Gltimo y este perdmetro no se controld en nuestro eas-

Iz identificacidn cromatosréfica se basdé no en valores de Rf
0. «ino en la cromatografia siwulidnea con y contra muestras de
esiructura conccida coincidente con le del compuesto que se desea
bs identificar. A4 fin de comparsr las posiciones en los cromutogra
mas de¢ un experimento con los de otros, fueron esteblecides las rs
laciones relativas a un estdndar interno: Rf relativo (RRf) y tiem
pos de retencicn relativos (RRt)' Como estdndares internos se em-

plearon o~-tocoferol y escualeno para cromatografia en caps delga-

de y geseosa, respectivamente.

La cromatografis en cara delgeda se ofectud como se ha descrip-
to en ». 73. La cromstografia en fase gaseosa se efectud emplean~
do columnas de vidrio rellenass con DC 550, SE-30, QF-1 o XE-60 so-~
tre Chromosorb W (msteriales provistos por Applie#lScience labs,
I,c., State College, PA) o heropack 30 (Varian AG;Ongph, Walnut

Creck, Co.). Se utilizd un instrumento Varian - herosraph 1520 B

iy R . 2 <
‘con detector de ionizacion por llama y nitrdgeno como gas portador.

Las condiciones experimentales empleadas en los andlisis descriptos

se indican ﬁn cHda naso.

las posiciones crom:tozrdficas en capa delgada de los principa-
les compueatos examinados ¢n este traba jo pueden observarse en
las figuras 8 y 9.

Los tiempos de elucion en cromdrtografia gas liquido de escuale-
no, d~-tocoi2roi, ersartevel y filoguinona se indiecan en la fisura

Te 1A mejor separacidn dv d=tocousarol, /3—Locoferol g & =togoule o




§-tocoferol y o~ tocoferol succinato, ol-tocoferolouinona, ergos
terol, of{-tocoferol aceteto y fiioquinone se logrd sobre 3 % Sk~
30; los tiempos de retencidn relativos a escusleno fueron 1.33 ,
1.6 y 1.71, 2.07T y 2.09 , 2,16, 2.28, 2.49 y 3.30 respectivamen-
te, determirados a 235 °C con caudal de nitrdgeno 60 ml/min. Fs
destacable el poco efecto que 1ls temperatura de columna o el cau-
del de portador tienen sobre los tiempos de retencidn relativos;
como e jemplo, 8 250 °C, los tiempos de retencidén relativos de -
tocoferol y filoquinona fueron 2.00 y 3.16 respectivamente. En

iguales condiciones de temperatura y caudal los RR, de un compues

t
to dedo fueron reproducibles en ¥ 0.02,

Los criterios cromatogréficos combinados fueron aplicados para
decidir 1a presencia o no de sustsncias de los que no se disponis
muestras sintéticss o identificadss previamente, en base a datos
recogidos de la bibliografia. En particular, de isdmeros estruc -
turales de o(~-tocoferol (XIV ¢ y d, b.l} ) ¥ dimeros y trimeros
de tocoferoles; estos compuestos derivan de los toccferoles, han
" sido aislados de extrectos dé lipidos y podrian dar cuente de 1la
ausencia de tocoferoles en algunos organismos gnalizados.

El isémero estructural del ol~tocoferol aislado de Buglena (5,
53) eluye de elumina antes que ot-tocoferol (53), con O.éS % EH
(5); cromstogrefiedo por adsorcidén o particidn en capa delgade mi
gra més que filoquinons (5); es separable de X~toccferol por cro
matogréfia en fase gaseosa sobre.OV—l (silicona de isuel composi-
cidn que SE-30, empleada en nuestro trabajo) (53).

Los dimecros y trincros de tocoferoles (212) son cluidos de co-
lumns de dcido silicico por 2 ¢ ©il junto con el A-tocoferol; mi-

gran en cspaes de silice por encima de L -tocoferal (213). ilgunos
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‘son cromstografiables. en fase gueeosa con SE-30, sufriendo pirdli

i8is on 15 columns de modo que se detecta uno (o un par) de toco -
]

Lou criteriovs cromatcassficos son también utilos en le identi-
|fic:;i6n de precursores de¢ ubiguinona., Asi 2-multiprenil-6-metoxi-
| nol! (XVI, p.17), 2-multiprenil-fenol (XV), 5-demetoxi-ubiquinone
(XVIi1) y 2-multiprenil-6-metoxi-l,4-benzoquinona (XViI) eluyen de
columnas de 2ldmina con 1 % EH, 1 @ 3 % EH, 5 @ 8 92H, respectiva-
mente (62); lo harian con la misma polaridad desde columnes de si-
lice (214). Los prenil fenoles migran en capa ‘delgada con mayor
R, que K -tocoferol; las prenil quincnas 1o hacen inmediatamente
vor deba jo de ubiguinons, s tal puntc que s6lo son separables de
ell: con poca carge, cutnco se emples cromztosrafia de adsorcion

(2,713), o ge *tiene noticia de que estos compuestos sesn croiato

grisfisbles en fuse gaseose.

-
ATTw

b. Espectrofotometria.

la espectrofotometria de absorcidn ultravioleta combinada con
[ - o id - - . & .
f1os criterios crometograficos y carscterizacion de grupos funcio-

nales (p.74), rernitid la identificacién irambigue de ok -tocofe =~
j .

rol, ubiquin?ne-é ¥ ergosterocl en losgs lipidos de levadurs de pa-
naderia comercizl y hubiers permitido la de otros tocoferoles ,
tocoferolquinonas, filogquinong, prenilfenoles y prenil-quinonas
si se hubiorsan hallado en los cxtrictos. Los espectros de absor -~
'cién infrarroja y emisidn ultravioleta del oi-tocoferol fueron

efeciugdos 5 fin de verific:r la idszntidsd cel msiterial sislado

de levaedura,

. E-"";




- cronenoles, filcguinonus,- filoquincel, prenilfenoles y 2-poliprenil
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Les espectros de absorcidn ultravioleta fuaron efectuzdos en

un cspectrofotometro Cary 14 y los de enisidn en un espectrofoto-
fluordmetro iminco. Pars los espectros de absorcion se disolvieron

las muestas en hexano, isooctano o etanol absoluto espsctrofotomé-

tricamente puros; para los espectros de emisibn se empled etanol

como solvente.

Los espectros infrerrojos fueron rezlizados en un espectrofotd-
metro Beckman IR 8 ., Una gota de solucidén de la muestra en hexano
anhidro se colocé sobre una pestilla de 200 mg de KBr (Mellinck-
rodt, desecado por fusidn) y se evapord el solvente bajo una lém-
pare infrarroja; la operacidén se repitid dos o tres veces hasta
observar une pelicula aceitosa sobre 1la pastilla. 31 espectro se
realizé empleando como blanco una vostilla iguval expuesta s las
mismes condiciones que la que sirvid de soporte al zceite. 5Sn oca-
siones en que se efectud el espestro de materisles sdlidos, fueron

mezclodos 81 KBr molido a una concentracidén 0.5 a 1 % (m/m).

Tocoferoles, tocoferolquinonas, ubijuinonts, ubiquinoles, ubi-

-6-metoxi-l,4-benzoquinonas pogseen miximos de a2bsorcidn cizrzcte -
risticos que permiten distinguir claramente los miembros de un gra
po de los de otro ﬁ174,179).

No es posible distinguir un tocoferol de oiro, demetoxiubiquino
nes de ubiquinonas o 2-multiprenil-fenoles de 2-multiprenil-6-meto
xi-fenoles por absorcidén ultravioleta (62,214). fampoco es posible
distinguir de este modo Ad~-tocoferol de su isémero estructural
(XIV ¢ 6 d) o tocoferoles de sus dimeros y trimeros por espectro-
fotometria ultruviolets, pues todos pogseen una banda de sbsorcidn

muy similar (%,%3,212),
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i35 de gran velor para 1la carscterizacion de algunos grupos fun

!
cionrles de los presentes an cromenoles y quinonas, ls deteccidn

.de su rezccidn o no con ciertos resctivos esvecificos y la veri -
!fiqncién del grupo funcional form:io,mediente la comparacion de
su: »evactros de absorcidn zntzs y después de la reaccibén. Se ha
;devnrminsdo de este modo en nuestro trabz jo la reduccion de p-

quirenss con NaBH4, la oxidscidn de cromanoles y quinbles con

AuBCl , la oxidacibn de guinoles con NaHO, la ionizacidn de feno-

4?

- / Py . s 2 . s .
les en ¥a/etanol y 1a isomerizacidn de ubiquinona a ubicromenol

cateslizada por piridina.

. Reduccién de p-quinonas con NaBH4 (178).

las ouinones jsoprrenoides son reducides a sus quinoles por Na3i,

con madificaciodn de su espactro uitravioleta. Los mdximos de ab -
sorcion de ubiquinonas (275 nm) y tocoferolquinonas (260 y 263 nm)
son reemplazados por otros menos intensos a 290-295 nm.

{3
- . < o0 .
Ls reduccion se efectis agregandc & une solucidm de las quino-
"

nas en etanol (DO mdxime 0,300-0.900) dos o tres peaquerios crista-
les de NaBH directamente en 1la celda del espectrofoidmetro y lue
éo de haber registrado el espectro de la quinona; la reduccion:se
’completé en 30 seg y al cabo de cse tiempo puede registrarce el es
pectro del quinol. Loz quinoles se reoxidan lentamente por lo que
no conviege éfeéﬁuarﬂlas modiciones mds alld de los 15 min desde
la reduccién,

_ En el caso de filoguinonz sus miximos de absorcidn entre 240 y
270 {243, 249, 260, 27C) nm son reemplazados por un miximo més in-
tenso a 244 nm.

Pera observar la roiucc’dén de filenninena es necenario evitur

condiciones ale¢alinas ys que el quinol se reoxida casi insitantd -

]
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neamente en ollas, La_reduccién se realiza en una cubaeta espectro
fotométricn tspada. Se disucrlve la muestra en 2 ml de etanol con-
teniendo 0.02 ml de un buffer 1.0 M ecetato de amonio (pH 5.0); se
agrega 0,04 ml de uns soluciédén 0.1 M de NaBH4, acuosa, recién pre

parada, agitendo hasta que cese el desprendimiento de H, (debe re-

2
petirse el agregado dos o tres veces mds). Bl espectro debe regis-

trarse antes de los 10 min (216).

. Oxidacidén de cromanoles y quinoles con AuHCl4 (217).

Cromanoles y quinonas son oxidados a las quinonas correspondien-
tes con modificacidén de su atsorcidn ultraviolets, cuyos mdximos
pasan de 290-295 nm a 260 y 268 nm para tocoferoles y tocojuino -
les, a 275 para ubicromenoles y ubiquinoles y de 244 a 240-270 pa
ra naftocromancles y naftoquinoles. Los cromenoles no se oxidan
en las condiciones empleadas en este traba jo.

A uns solucidén de la muestra en 2 ml de etanol (DO 0,050-0.200
a 290 nm) se agrega 0.2 ml de una solucién scuosa de AuIiCl4 al 10
%; se mezclan las soluciones y coloca on la oscuridad vor 30 min,
" Al cabo de ese tiempo se extrae 1la quinona,después de snadir 2 ml
de agua, tres veces con 2 ml de isooctano. La reaccidn y la extrac
cién se efectéan en un tubo de 10 ml con tapa; en 1a extraccién de
be procederse con suavided, girando susvemente el tubo cblocado

horizontalmente para evitsr contaminacidén de la fase orginica con’

el rezctivo, ya que ello interfiere en les determinaciones. Se e-
vapora el isoocta2no y se disuelQe ol residuo en 2 ml de etanol pa-
ra realizar el espectro ultravioleta., La reesccion procede cusnti-
tativemente y la extroccidn también =i se agresa agua antes del
isooctano; ests medificacidn de la tédéenices original se inlrodujo

pues, extrzyendo sin diluir le fase etsndlicea con isooctano no se
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'

obtenia més que 40 a £0 % ds la densidad Sptics csleulada, oxidan
dc o—tocoferol estdndard.
Una vez medido el espectro de absorcidn de la nuestra oxidada,

micde reducirce ésta con NEEH4 cono se describiod.

(:.dacién de quinoles con XNuH) (218).

Los quinoles se oxidan al aire a lcs quinonas perentales con ma
yor o menor fazecilidad, sez(n su estructura. Esta autoxidacidn es
catalizada por dlealis. Cromanoles y cromenoles no son oxidados en
condiciones moderuadsmente alcalinas.

A 2 mlde solucién de la muestra en etanol (DO s 290-295 nm:0.04%0
-0.,200), se agreza 0.1 ml de 1 N.NoHO; se mezcla y &l csbo de 10

min se regiatre 1a shreraién de 1a muastre nyidrda.

. Teaizacién de fenoles en Na/etznol (54).
Los compuestos fendlicos segin los sustituyentes oue posean y
I

la posicidén de és%os en el niicleo aromético, se ioéiz&n en solu -
ciocnes de distinta alcalinidad, lo que se traduce en desplazamien
to de sus bundas de absorcidn ulirsvioleta hecia meyores longitu-—
ges de onda con o sin wodificacidn de la absoreidn. Isia propie -
«dad de sgran u%tilided wera la identificncidn de flavonoides no ha
sido aplicade en el cazo de crominoles y crorenoles, salvo el ubi
cromenol (54). Poiria ser de valor en la carocterizecidn y/o di -
ferenciscidén de sustincics reductoras del reosctivo de Emmerie-En
gel, presentes en extroctos de lipidos.

1 modificacicén del especiro de ubsorcidn por ionizacidn se en-
sayd agregando 2 2.5 @) da wolusidn ctandlics dal compuesto (DO
miximae 0,203-C,402 u i, & rT der s owmolueidn L Mdo Ne oo ¢

a

nol (concentracidn finul de N

S
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curva cde absorcién en estas condiciones se agregb 45 Pl ds la mis-
;wa solucidén de Na en etanol (conceantracién final de Na: 0,02 i) y
‘ se registrd nuevamente el espectro de absorcidn. 4 fin de verifi-
car 9i la reaccidén era reversible se ailadid a continuacidén 50 Fl
de 1 .HCl ecucso, midiéndose rucvamente la adbsorcidn. Todos los

agrebdon se hicieron directamente en la celda del ospectrofotd -

metro. v

2. Determinaciones cuantitativas.

e, Espectrofotométricas.

+ Cromanoles y quinoles.

El procedimiento més especifico pero su determinacidn esta
basado en el aumento de absorcidn que acompaiia la oxidacion de la

zuestra con AuldCl .

4

5l dosaje de ol-tocoferol, lnico compuesto de éste grupo detec-
1

tado en levadura, se efectud en buse a la diferendis entre los coz
"

ficientes de absoreidn especifica de 18 quinona y el cromanol ,
1

gL %

262

Deda 1s especificidad de 12 reaccidn de oxidacion y de la absor

: 415 (expresada en masa de ol -tocoferol).

. ¢ién de le tocoferolquinone, es posible efectuar la determinacidn
en fracciones del extrzcto ohtenidas por cromatografia en cape pr

parativa o por qromatozrafia en columna, sin necesidad de trate -

miento ulterior. En caso nue la muestra sin oxidar posea absorcion
considerable a 262 nm es aconse jable efectusar la determinocion em-

pleando la diferencia de absorcidn especifice entre la quinona y

.14
au quinol, = 0g2 ° 410 (exprecado en masn de ol-tocolarol). Tara
%, ello se oxids la muoctra y extrae 15 quineonn, 1a que se reduce

luego con NaBH4; se mide la csida de absorcidén a 262 nm que acom -

|
| .
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imﬁm a la reduccidn. La vente je de esta variante reside en que

i las sustancias con abscrcidn irrelevante a ess longitud de onda

!
j no son extraidas por isooctano.

La sensibilidad de estas dete-uwinaciocnes, efeotuadas como se

irlyes en p. 114, es de 1 rg/ml.

También se efectud el doszje de estos compuestos en fraccicnes
cromatoxrdficamente purss mediznte la reacciodn de Emmerie-Engel
(167).

A 1 ml de solucidn etandlica de la muestra (2 a 50 pg de ol-to
coferol) se agrega 0.5 ml de 0.2 ¢ (m/v) o, o'-dipiridilo en eta
nol y 0.5 ml de 0.2 % (m/v) F3013 en etanol. Los reactivos se a-~
grezan en la oscuridad; al cabo de 2 min se lee la densidad opti-
ca a %20 nm,

1 coeficiente de absorcidén especifica en les condiciones em -
pleadas por nosotros fue E ;2§ : 420, B1 1{mite de sensibili -
dad pare ésta reaccidén es 1 ps de cx-tocoferol/mlﬁ La reaccidn
cumple la ley de Lambert-Beer hasta una concentraclon de 25 Fg/ml.
La presencia de ubiquinors-6 en relacioén 5:1 respecto al ot ~toco_

ferol no alters las lectures ; cuando esa relacidn fue 10:1 les

| lecturas aumentaron un 11 %,

l Hay vari%s coapuzstos en el extracto de lipidos de levadura cgue
reducen el reactivo de Emmerie-“ngel. Comd e jemplo, el poder re -
ductor de las fiacciones A,B,Q,dl,D y B obtenidas vor capa delga-
da (ver fisura 9) fue enuivalente a 10, 8.7, 5.2, 8.0, 7.5 y 9.2
rg de K-tocoferol/gcs (lote extraido por procedimiento IVe). Es-
to muestra 1lan poca eynecificildad de 1a reeccidn y que no puede a-
plicirse mis que 8 maturinles crcontosrificumente puros; le zonz
en que se encuentran !{-tocoferol y ubicromenocl le), los princi-

Il
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les comronentes reductores, posee poder reductor menor que otras.
X " A Yy & 1

+« Quinones.

La determinacidén de filoquinona, ubiquinona-6 y X-tocoferolqui-
nona se efectud midiendo la verizcidn de absorcidén en le longitud
de onda de m3xima absorcidn de cada quinona luego de reducirls con

NaBH . Los velores de extincién especifica empleados fueron

1 1
0 24; om 420 para filoquinona; E 27? am 207 pere ubiquinona-6
1
YE 26? nm s 397 para oA-tocoferolquinone (exproszda en masa de qui

nona ). La reduccidn se realiza como se indicé en pn. 113.

%1 dosa je puede efectuarse en fracciones chtenidas por cromato-
grafia en capa preparative o en columna. No es posible la deter -
minecidén directa de quinonas en el extracto de 1lipidos de levadu-
ra por el exceso de ergosterol., La sensibilidsd de la rescciodn es
1 Fg/ml para filoquinona, 2 Pg/ml para ubiquinona y 1 Pg/ml para

tocoferolquinona.

El ubicromenol se dosd en base a su absorcidn especifica a 275

1% 96 (54).

m, B
P & 575 nm

« Esteroles.

557

Los esteroles A diénicos presentan miximos de absorcidn cer
canos a 272, 282 y 293 nm (sdemds de un hombro de 260 nm) (219).
Lo extincién especifica pare ergosterol fue. E ;8? om 292, en e-
tenol. Midiendo la absorcion de una solucidn 2 esa longitud de
onda se volord el contenido de esteroles diénicos (como ergoste -

rol) en fracciones de interés.
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J» determinescidn de ergosterol rer absorcidn e 282 nm pusde efec
tue vae en extractos sin {raccicnsr si 18 relacion de densidades
6prticas a 282:273 es sproxicudsmente 1. Bllo asegure cue en 1los ex
trectos el ergosterol es el vrimoiyil componente con absorcidn ul-
ioriciete. Bu ciso contrarin ne evalud con buena aproximacion el

centenilo de erzosterol midiendo ia densidad Sptica a 293 nm y em-
o
,-)

293 nn
contribucidn de otros comnonentes del extracto 2 la absorcion es

pleando el coeficicnte E : 170; & esa longitud de onda la
'despréciable.

La sensibilidad de este método es de 1.5 FG ergosterol/ml.

Todas las determinsciones espectrofotonétricas fueron efeciua-
das contra un blanco preparsdo eluyendo silica o €eido silicice,
segin cual fue el wateris) emplzzdo en el paso previc de purifi-
cacidn, Los limites de sensibilidad (que en realidsd son limites
de confiabilidad) fueron c:lculsdos psrz una densidad éptics de

0.040,

AT

b. Por cromitorrzfin en fige gasecea,

Fueron deterrinados en face gaseosz (o ¢1 menos ze establecid
la factibilided de hrcerlo con cstindsres), o-tocoferol, ox~-toco
ferolquinonq, filoaouincena, cscualiono y ergosterol, Las delcrmira-
ciones pueden cfectucrse directewente en froéccicnes obtenidas por

cape preparctive o crore.osrafia oen columnes:s clfrecen la vent: jo

tificecion tentevive dcl roterisl.,
Se enmpled ¢l método 4 mermiiinecidn interna con escusleno co-
mo esttnder. ole ara oo o coen Fun (aremtdo s and concentrocd én

de 160 a 500 n~/il en le muostire ¢ snelizcv. las drens de  cads
.

b 1

%
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pico fuercn colcultdss por triangulacidén. Ls respuesta ecpecifica
de los distintoz compuestos relativa a escualeno (Sq, fue evslua-
da con: A./m,
J 3

A m
Sq/ Sq

con RSR, respuesta especifica relativo; m, m masas de compues-—
’ b p H j y

Sa
to j y escualeno, respectivemente, inyectedos; ﬁj y As ,area (reg
pueste, mm2) de los picos correspondiertec a compuesto j y escuale
no.

Los valores paraz filoquinona, ergosterol, ol-tocoferolquinona
¥ o~tocoferol fueron: 0.86, 0.59, 0.43 y 0.38 respectivemente, en
las condiciones crometogrificas empleadas en la figure 7. Debe se-
fialarse que la variacidén de los RSR con la temperstura y/o caudsal
de portasdor fue despreciable al menos en el rengo 225-255 °C y
30-60 ml/min. -

Los limites de deteccidn (drea minima 40 mm2) fueron: 6, 7, 10,
14 y 16 ng pare escusieno, filoquincna, ergosterol, ok -tocoferol_
quinona y o ~tocctferol recpectivomente, opersndo 8 una emplifica-
cidén de 1 x 10-'ll Awp/mV. mn realidad la ceracidsad de amplifica-
G¢ién del equipo empleado llega 8 1 x 10-12 hnp/mV, pero nuestra
experiencia nos indica que uné amplificacidn 10 veces menor es
un limite seguro cemratitle con une lirea de buse esiable. Se ve-
rificd que la reopuesta del dztector de llama y la amplificaciodn

fue lincel al menos hssta los § p& pera escualenc y o -tocoferol,
]

B, ANALTCIS VA LINLADURL DF OPANADARIA CO'TIRCIAL

[ N S I N . | T g nyra » . ey e e S
mxirscltos de ipidos e levazdura Tueron preparacos ror erxtrac-
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cidn con etenol-éter etilico o ror ssponificacidén (procedimientos

IVe y V). De los extractos se ocbtuvieron fracciones crudss que Do
. 9
disn contener tocoferoles o tccoferolquincna, por cromatografia

f
en cspos preparativa o en colurnra. De los fracciones crudas se sis

le-en materieles designaﬁoszi?h,(aﬁTL, ST, y ot TQL por cromatogra—

' fis en copa delgada (ver p. 97).

1. «-Tocoferol.

De todos los lotes de levadure de penaderia cxeminados se ais~
16 una sustancia reductora del reactivo de Emmerie-Engel (xTL) que

fue identificada como K -tocoferol con los criterios siguientes:

8. Crom:tosréficos.

La sustzrcia aislada y su producto de oxidaciodn con AuCl4H
@gggox) fueron indistinguibles de of -tocoferol sintético (xT) y de
su producto de oxidacién Glgox)’ respectivanente,'For crom:togra=
fie en cspa delgada y en pspel. Los valores de ngﬁe estos com -
puestos en los sistemas exeminados figuren en la tabla 10, Como
control se utilizdé una mezcls de dT yTL . No se observd seps -
racibén de ellas por crcumstogr:fia de &dsorcidn o de particidn ,
1o que constiture uns fuerte evidencia en fevor de la identidad

de estas susttancies,

De iguzl modo la susciencis sislada y su producto de oxidacidn
ocon Au014H fueron indistinfuitles de A-tocoferol y ex-tocoferol
quinona pox cromatografis en fise gaseosa. Trszados superpuestos

de oTL-aT ¥y dTL(TﬂjTQ 30 presentan en las figuras 13 y 14.

)

b. Espectroscdpicos.

Los eapectros de atsorecidn ultravioleta de Tl y &ML coinci-
oA

i
1
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dieron con el de O(~tocoferol y su producto de oxidacidén (figura
15). Lo mismo ocurridé con los esvectros de absorcidn de gz&nx Yy
{-tocoferolquinona reducidos con KBH4 Y con los de kTL y ox-to
coferol en Na/etanol.

Tembién fueron idénticos los espectros de excitaciodn-emisiodn
ultraviolets de‘oﬂl_, y o-tocoferol y sus espectros de absorcidn
infrarrojs.
¢. Concentracién celular.

®1 contenido de o(-tocoferol varia ligerszmente de lote en liote
y con el procedimiento de extraccidn empleado (ver tebla 3). Ex-
trayendo los lipidos por szponificacién (procedimiento V) v asis —
lando el d~tocoferol por cromatografia en colurma y en capa del -
gada, ls concentracién de o{~tocoferol en levadurz "Duquesa" va-
ridé entre 0.2 y 0.3 Fg/gch, sin corregir por pérdidas en los prc-
cedimientos de eislamiento, Teniendo en cuenta la recuperzcidn me
dia del 67 % pare el procedimiento de andlisis, el contenido de
ol~tocoferol en la levadurs comercial examinsda fue do 1.2 &8 1.8
Fg/gcs. Coinciden en este rango los vslores czlculados desde me -
diciones colorimétricas con el reactivo de iimmerie-Engel o espec-
trofotométricas por oxidacidén 8 O{-tocoferolcuinona y posterior
reduccion el quinol. En le muestra de la que se obtuvo material

para el trazado de los espectros de 1la figura 15 (19 gcs) hebie

1.5 ).\g de o(-tocoferol/gecs.

También se efectuaron determinaciones cusntitativas de ol-to
coferol por cromatografia en fase gaseosa. in estos experimentos
se efectud la extraccidn con etanol-éter etilico (vrocedimiento
IVa). Del extrezcto se £isld ls fracecidn o que contenia o(-toco

ferol por cromatografia cn capa delgada en benceno. Este fracceidn
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Figura 13, Cromatograffs en fase gaseose de ol-tocoferol estandar (xT)
¥ ol-tocoferol aislado de lovadura comercial para penificacidén (1Q).

Columna: 1,3 mx 4 mm id, 3 % SE=20 sotre Chromosorb W AW DMCS 60/80.
Temperaturas: inyector, 260 °C; cclumna, 245 °C; detector, 260 °C,
Ges portador: 30 ml/min. htenusciodn: 4 x 10-11 Amp/mV.

Muestras inyectadass: oT, 700 nz; cXTL, equivalente a 0,31 gcs.

De estos crom2togremos ze detcrrmind: respuesta especifica de ot-toco-
ferol, 660 mmzéyg; contenido de¢ ot-tocoferol en la muostra oTL, 610 ng,




125

Lx

Lx x-TLOx

Figura 14. Cromstosrafis en fese gaseosa de ol-tocoferolquinons
estandor (xTQ) y del producto de oxidecién con AuCl,H del o-to-
coferol aislzdo de lcvadura de panaderis comercisl (XTLgy).

Columna y temperaturas de inyector y detector, las indicsdas en
la figurs 13; temperatura de columns, 250 °C,
Muestras inyectadas: oTQ, 500 ngi o(Tlyyxy cquivslcente & 0,70 ges.

De estos cromatogramas se determind: resruesta espocifica de
-y
ol -tocoferolquircna, 800 l‘a:.’!‘."/ll{_f; centenido de X-tecoferolquinoe-

na en la muestra O fLyyy 1031 ).:&;.

R
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Figurs 15. Espectros de ahsorcifn nltrzviolets de ol-tocoferol
estzndar { oT), de o-tocoferol aislsdo de levadura de pesnaderia
‘coumercial ( ®xTL) y de sus productos de oxidacidn con AuCl4H.

l Muestras: a, oTL proveniente de 19 ges;
' b, T 39 paj

¢ ¥y 4, muestras 8 y b oxidadas, respectivamente.
De las curvds b y d se deiternind cl B glbé nm = 430 para el

ot ~-tocoferol, Do las curvas @ y ¢ se determind el contenido de
ol~tocoferol en la muesirs a, 18,3 }xg.
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!

EL cromatografid en fese gaseoss sin purificecidn posterior. Los
Vaileres del contenido celular de d-tocoferol que se ottuvieron

ﬂe oste modo estabsn comprendidos entre 0.380 y 0.480 Pg x-toco_
‘ferol/gch. ste valor es mayor aue los detorminados espoctrofoto-
métrieamente; ello se stribuye # que el procedimiento de preparz -
cién da 12 muestra znslizada es mis directo y al menor volumen de
extracto manipuledo (en estss determinsaciones se emplearon 20 gcs).
El velor corresido (por pérdidas en el procedimiento de sandlisis)
del contenido de oOl-tocoferol en levadura de panaderie comercisl
examinada fue 1.70 a 2,30 Fg/gcs.

La alicuota con que se efectub el cromatcgrama de la figura 13
provenia de 0,31 gcs. De ecuerdo con la respuesta obtenids hatbie

.l

-
cptavn e

en ¢llsz Z.12 F; G -teeefanx

4 efectos de verificar que el pico eluido a 9.1 min cusndo se
inyectercn fracciones &, era Oi-tocoferol libre de contaminantes,
Yy 81 mismo tiempo completar su identificacibn, se promatografié

en la columna analitics conectada al detectlor de %onductividad
térmica la muestra proveniente de 20 ges y se recogid a ciegss el
'material eluido entre 7.5 y 10.5 min. El tubo colector se 1lavd
con etanol y la solucidn se oxidd con AuCl4H. La mesa del produc~
| .

to oxidedo f?e equir.lente @ 1.95)4: a-tocoferol/gcs. Comperando
esta cifra con el velor 2.13 determinado anteriormente para el
mismo lote se concluye que, @ pesar de la purificscidn incompleta
de le fraccidn inyectada, los contaminentes no interfieren en la
determinacidén por crometcgrzfie gaseoss; y que el tocoferol no se
descompone sicgnificativamente en las condicicnes cromstogrdficas
emplevdas.

Alicuctus del compuesto oxidado se cromustogrofiaron en fase ga-
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seosa snalitica y en eepe delgade; en ambos cisos sus posiciones

coincidieron con las de o-tocoferolquinone sintética.

2., Di- y mono- metiltocoles,

La fracciodn ‘éUTL aisgladas por cromatografia en capa preparative
no absorbifa al ultravioletsa ni contcnia sustancizs detectables por
cromatografia geseosa. En cambio la fraccidon § oL cbtenids de la
1%

misma forms absorbia levemente en el ultraviolets ( E

= 10); su espectro no se modificd por oxidacidn con AuCl H, com -

4
portamiento que no es caracteristico de tocoferoles.
Lo mismo ocurrid con los msterisles elujdos de columnes de dci-

do silicico con 5 % EH.

Se intentd entonces la deteccidén de estos tccoferoles de un mo-
do méds directo empleando el procedimiento descripto en le& p. 124.

Alicuotas del meterial aisledo por cromttosrafie en fuse gsseo-
se, equivaelentes a8 1 ges, fueron recromatografiadas en fase gaceo~
sa8; en ellas no se detectarcn picos con el Rt de los esténderes @
una amplificacién de 4 x 10“11 Arp/mV. Ello significe que en los
lotes de levaedura examinados no habria/g-, - o &-tocoferoles

en cantided mayor que 100 ns/gcs.

3. Tocoferslquinonas.,

Unicemente se procurd detectar o ~tocoferolquinonz pues esta
es la que se ha aislado e identificado con seguridad en células
eucarioticas.,

El material o712 (p. 29) sbsor

’

¢ 9l ultirsviolete pzrc cin pre

\J

285 nm,max.




129

sentur méximos de absorcidn entre 220 y 320 nm, Por croir2togra -
;fia en fage goseosa se estabiecid que este materisl estabe consti-
ituido por el compuesto S (v. 93 ), que si bien posee Rt slgo mayor
ique la ol~-tocoferolquinona no puede ser separado de trezas de la
{quincnn que scon enmascaradGss en su frente de elucidn. Estos com -
puesvos fueron separados por crumtografisa de particidn en cara
delguda con acetons-agus (9:1)., Sin embargo el revelado con el
reactivo de Lester-Ramasurma y la crométogr:{ia en fase gaseosa
del material con Rf de X~tocoferolquinona no indicaron la presen
cia de este compuesto.

Se concluye que el contenido de K~tocoferolquinona en los lo-

tes de levadura anslizados no fue mayor qus 100 ng/gces.

4. Filequinons.

bl espectro de absorcion de la fraccidén NGL , sun en las mues~
|4
tras aisladas por saponificecidn, posee méximos 8 %72, 281 y 290
nm , 1o que indica que el principal material absorbente es un com
puesto con enlsces poliénicos conjugados, quizds un hidrocarburo
(o trazes de un éster de esterol 4 51 diénico) por su escase po-
larided.’

Dada 1ls sepsibilidad y especificidad de la reduccidn con NaBH4
'peradié defecéién de f{iloquinons, se redujo una muestra NNL ex-~
traida con etanol-éter etilico (procedimiento IVa sin el paso de
saponificacidn del extrocto, a fin de evitar la descomposicidn de
filoquinona en condiciones alcslinus), purificade por cromatogra—

fia en colusna y en capa delgnda, Una alicuota equivezlente a 40

gcs no mostrd aumento de absorcibn & 244 nn, Bsto simmifice juo

en la muestrs examinndu rio habia mis de 300 ng/ges de filoquinons.
‘-
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Tampoco fue posible detectar filoquinone cromatografiando en fase
gaseosa und &licuota equivalonte a 1 ges, lo que indica que el

contenido de dicho compuesto debe ser menor de 50 ng/gcs.

5. Ubiquinona.

La fraccidén UQL posee caracteristicas cromstogréficas y espec -
troscdépicas de ubiquinona., El principal homdlogo presente en esa
fracéién fue ubiquinona-6. &n extructos obtenidos por sapcnificz—
cidén del residuo celular de la extraccidn con etaznol-éter etilico
(procedimiento IVb), se delectd la preserncia de dos compuestos aui
noides (H e I) indistinguitles de ubiquinona por su absorcién ul-
travibleta antes y después de su reduccidn con NaBH4 . £6tos com-
puestos fueron aislados por cromalosrefia de particidn en ccpa
delgada emplezndo acetona-sgua (9:1). La posicidn cromatozgrifica
del compuesto I es la que corresponderia a una ubiquinons de 34
dtomos de caertono (calculado desde su Rf) en su cédene laterzl
(220); el quinol del compuesto I mirra en cromzticsgrefia de par-ti-
cidn en ezcetonz-agua (85:15) & una vosicidn coincidente con la
publicada para el ubiquinol-7 (215). £1 compuesto H se 1= ha
calculado uneg longitud de cedena latieral de 37 dtomos de carbono
Yy su ﬁuinol migra con un Rf ligeramente superior al putlicido
para ubiquinol-8.

Fn los lotes de levadura comercizl examinadcs el contenido de
ubiquinona-6 varié entre 90 y 120 Fg/gcs ; €l del compuesto H
fue de 48 a 60 Fg/gcs y el del compuesto I fue de 30 a 38 fg/gcs
(cuando la extraccidn ve efectud vor los procedimientos 1lVa y

IVh).
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C. ANALISIS DBE SACCHARO'TYCES CLAEVISIAE 66 y 68

1 . .
%1 medio de cultivo empleado en la produccidon comercial de 1la

iGreer y col.(47) estodblecieron que muestros de molaza de cefia  de

levedura para panificacidn examineds puede contener tocofercles,

Pazdc;r tenian 0.2 rg de <x—tocoferol/g. El tocoferol del medio de
Ecultivo vodria ser concentrado selectivomente por less célulss, di-
solviéndose en los lipidos de su pared celuler. Debe tenerse en
cuenta que les célules de los microorganismos poseen un #rea espe-
cifica elevada, lo que, sumado & lu ogitacidén continua a que se
los somete en cultivos sumergidos, Tavoreceris lu ceptacidn de sus
tanciezs liposolubles pressnies en el medio acuosc. Esta ciptacidn
puede llegar & scr total si estas suctancias se hallan & nivel ce
trazas,
Tembién es posible que los tocofcroles se descompongan parcisl-
mente durante el empsquetado y/o elmacenamiento de la levadura. Es
(3
to se ha obgervado en la elaboracidén de diversos é productos ali
menticios que contienen tocoferoles (221).
h rsiz de ello, y @ fin de establecer si el tocoferol es sinte-
tizado por levaduras y su contenido rezl en ellas, ge anslizuaron
;células'recién cosechadas de dos cepas - Saccharomyces cerevisiae

66 y 68 - aigladas de levadurs de psnaderia. Estos lotes fueron

cultivados en medios de composicidn definide, libres de Locofero-

les, en nuestro laboratorio.

1. Composicidn (rentilezn de Destileria San Ignucio, El “anantial,
Tucumdn):

Yosto de meluza, 1iluiio {con agua d=2 arroyn) o 50 °Ex: 59 m”,
Fosfoto de eicnio. tdcnico 150 kg.
Silcolapse 5001 (Dureriul

widad.

Argentina, Buenoz fires), sequin nece-
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1., Cultivo de levaduras.

Se empled un medio basal de composicidn definide que contiene
sales y vitaminas del complejo 3 (222). Al medio basal de agregd
una fuente de carbono y uns fuente de nitrdgeno, que se indicaxrdn
para cada lote, de modo que la concentracidn de carbono y nitrige-
no fuera 330 y 60 mA respectivamente.

Los cultivos se iniciaron con inéculos preadaptados a8 crecer en
la fuente de nitrégeno y cirbono elegide durante 8 a 10 generscio-
nes. La escala de cultivo sc aurientdé 10 veces en ceda trensferen-
cia, inoculdndose un volumen de medio con un décimo de ese volu -
men de cultivo en fase cxponencial,

Los cultivos fueron efectusdos a 28 °C con agitacién rotatoris
a 160 giros/min (cusndo se empleanron erlenmeyers), o con caudal de
aire de 0.7 @ 0.8 ml/min/1 medio (cuendo sc usé botellones). Z1 pi
se mantuvo entre 4.5 y 5.5. y 1@ evolucion del cultivo se siguid
midiendo su densidad 6ptice & 670 nm. Alcenzzdo el desarrollo desea

do se cosechsron las células por centrifusicidén continua a 4 °C y

15,000 rpm ¢n ung centrituga Sorvall SS-4. La pasta obtenida 50

lavé con agua destilada enfriada a 4 °C y se conservd @ esa tempe-~

ratura hasta su extracoidn o se liofilizd.

2., X=Tocoferol en cultivos en fase exponencial.

No fue posible detectar o~tocoferol cromatogrdfica o espectro-
fotométricamente en células cultivades con glucosa y ursa o glucosa
y (NH4)QSO4, roecogidas hacia fines de la fase exponencial de cre-
cimiento (10 & 12 hs de cultivo). Se emplesron los indtodos analili-

cos utilizsdos p:ra el sndlisis de levadurs de panaderia comercial.
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Las fracciones crametogrdficemente puras que debian contener -
tocoferol se designaron o6 y ob8 , seglin la cepa de que prove-
nian. El espectro de absorcidn ultraviolata de ambas no tuvo mdxi-~
mos entre 290 y 300 nm. Una muostra de ©68 que provenia de 40
ges fue oxideda con AuCl4H sin que se modifique su espectro de ab-
gorcidn; si le muestra hubiera contenido 3.6 pe de o ~-tocoferol ,
es decir unos 100 Pg/gcs, se hubiers observado un aumento de ob -
sorcién de 0.050 uDO a 260 y 268 nn.

Las muestras de ggé_y g§§_ fueron snelizadas por cromatogre-
fia en fase gaseosa, No se detectd en ellas compuesto que eluyera
con Rt de ol-tocoferol inyectardo alicuotas eguivalentes @ 0.9
gcs. Si los lotes examinados hubieran contenido 120 ng tocofe_
rol/gcs, se hubiera observado un pico de unos 20 mm de 8lto (ate-
nuscidn 2 x 10'-11 Amp/mV).

No cabe duda de lo satisfactorio del método de sndlisis. La fac
tibilidad de detectar tocoferoles con él ha quedado demostrada en
lag e periencias descriptas pera levadura de ponaderia. Se ha mos-
trado la posibilided de detectar haste décimes de microgramo de

ot-tocoferol con las técnicas anelitices experimentadas.

Rucstros resultados con S. cerevisiae cultivada en el laborato-
rio se contradicen con los de Green y col;(475. Por ello se deci -
didé reproducir en lo posible las condiciones de cultivo y extrac -
cidén empleadas por dichos autores. Utilizaron 300 gech cultivadas
en un medio con sacarosa como Unica fuente de "energia"; no séha -
lan la fuente de nitrdgeno, la concentracidén de vitaminas y sales
o el uco de agentes antiespuma. Las cdlulas fueron lisadzs con die
tilsming y extrzidas con scetato dz zillo,

Fue asi que s¢ cultivé la cepw 3. cerevisiae 66 con sacerosa sl
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4 %y (NH4)2SO4 al 0.4 4 cgresudos 8]l medio basal. Les células se
conzchareon haciz fines de la fose exponencial (10 hs de cultivo),
fucron lisadas con ciclohkerxilamina y extraidas con acetato de eti -
lo {186). Del extracto provenientc de 585 gch se purificd el solu-
bl :n metanol frio por cromatozrafia en capa prepzrativa. La frac-
cidr en que debia hallarse el A-tocoferol se dividid on dos par -
tes (cada una equivalente a 70 ges) ; a una de ellas se agregd 19
},xg do ol~tocoferol.

Ambas alicuotas se examinaron por cromatografia en fase faseo-
s8; se inyectaron volimenes equivalentes @ 2 gcs y se operd s ate-
nuacidn 4 x 10-'ll Amp/mV. En la slicuota sin agregado de ot-tocofc
rol no se detect6é ese compuesto en cantidad mayor que l2 correspon
diente a 120 np/ges. En la alicuota control se determind 520 ng
des (-tocoferol, resultado que se hubiers obtenido con la muestra
anierior si en las células extraidas el contenido de o -tocoferol
fuera 0,330 Pg/gcs. Esta concentrazcidén es un terc%p da 1a que Green
y col.(47) aseguran haber determinado en un lote de levsdura culti
vado con la misma fuente de csrbono.

' Se determind el espectro de absorcidn ultrovioleta de las dos
#licuotas antes y después de oxidarlas con AuClAH. antes de la oxi
'dacion ninguna de las dos alicuotas mostrd la banda de absorcién
caracteristiéa del ot-tocoferdl; en el caso de la muestrs contrel,
ello se debe a enmascaramiento del tocoferol egreg:do por l2 absor
cidn propia de la fraccidn examinad:. La curva de absorcidén de 1la
alicuota sin sgregado de tocoferol no se modificd luego de su oxi-
dacidn; esto sisnifica quec no habia mds de 4.2 Pg tocoferol/70 £es3,
es decir mds de 69 re/mcs. [s carva de absorcidn de la slicuota a

que sc¢ 8gregd tocoiersl mostrd un sunento de densided O6ptica a 260

E..E c*+ 2 A

jol

ng

cu

da

Je|




135

jnm equivaelente a 18.2.rg de ese compuesto, lo que confirma que en

,la oxidacién no hay pérdidas significativss.

Si eceptamos el velor seinialedo por Green y col.(47) para la leva

| dura cultivada en sacarosa, le alicuota sin agregado de ol -tocoferol
;debia contener 70 P@ de ese compuesto. En ese caso se hubiera reaig
!trado un pico a tode escala en la crometografia en fase gaseosa de

una muestra equivalente a 1 ges; y un aumento de abzorecidn de 1,500

uDO @ 260 nm luego de oxidar la slicuota completa.

Ls conclusidn es clars: cepas de levadura aisladas de las comer~
cializadas en plaza para panificacidn, cultivadas en medios de com-
posicibn definida carentes de tocoferoles no sintetizan mis que 100

ng de tocoferol/gcs, en las condiciones de cultivo enssyadas.

3. Q-Tocoferol en cultivos en fase estacionaria

y cultivos enve jecidos,
4

Se ha observado que el contenido de ubiquinona %n células de
Candida utilis cultivadas en glucosa 5 % y peptona 1 %, aumenta
jcon ol tiempo de cultivo, pasando de 70 rg/gcs a les 15 hs a 500
fg/gcs a los siete diss (56) . Tembién en Tetrahymena pyriformis
'la masa de ubijuinona/gcs aumenta con la edad del cultivo (223).
No se han_eféctuado estudios sobre el contenido de tocoferoles du

rante el crecimiento de micrcorzunismos.

inte estos antecedentes se decidib examinar lotes de levadura
cultivados durante 15 hs (fase estacionaria) y 96 hs (cultivo en ~
ve jecido). Se empled la cera S. cerevisize 66 que fuz desarrolla
da en un medio cen rluccsza o urer; al cultive que sc dejaria enve-

Jecer se egregé 10 g de xlucose/1 e las 12, 24 y 36 hs de inoculado.

‘ -
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Lag ¢élulas se extrajeron por saponificacidn; se aislaron las
fracciones que debian contener A-tocoferol por cromatogrifia en
caps preperativa. En ningun2 de elles se pudo detectar o-tocoferol
por esvectrofotometria (las muestras exeminadas equivalian a 48 ges)
o por cromatografia en fase guscosa (en alicuotas equivalentes a
2 gcs), en cantided mayor a 170 ng/ecs.

El contenido de ubiquinona fue 83 Pg/gcs en el lote cosechado a
les 15 hs y 240 Pg/gcs en el lote de cdlulas envejecidas, Esta va-
riacidén es menor que la observada por Horton y col.(56) para Can -

dide utilis.

D. ANALISIS D8 SACCHAROMYCHS CHRIVISIAE DC 740
Y CANDIDA CGUILLIERY¥ONDII ATCC 9058.
CULTIVOS EN DISTINTAS FUENTES DI CAR30KO

La diferencia entre los resultados descriptos en esta tesis y
los de Green y col.(47) puede ser atriduida a que no se han emplea
do leés mismas cepas. L& composicidn de esteroles de levadure es dis
tints sesgin las cepas de S. cerevisise (183). Se han aislado mutan-
tes de Escherichis coli que no producen uSiquinona 0 menaguinona
(63,81,82). ’

Por cllo se procurd anslizar les mismas cepss estudiadas por
Grecn y col.(47). Los autores no conservan cultivos de las levadu -
ras emplendag pero sugirieron que la cepa de levadurs de panaderia
podia ser obtenida de Distillers Co. (Great Burgh, Epsom, Surrey) y
la de Cindida (Torula) de lzke States Yeast Corp. (Rhinelander ,
Wisconsin)., La primers de estes compoififas nos envidé un cultivo de

la cepa DC 7403la segunds se excusé de facilitar cepa alguna en
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|
,Taz6én de la politica de la empresa de no proporcionar cultivos de

,sun nroductos. Se obtuvo entonces de la American Typoe Culture
|Collection la cepa ATCC 2C58 de Candida guilliermondii, emplenda
ipara lz produccidn de riboflavina; fue seleccionsada pare estos es—
Jtuﬁias pues Green y col, (47) hallaron le méxima cantidad de toco-
fercl (4.2 Fg/gcs) en una cepa de Cendida (Torula)"con alta canti-

dad de vitamina B, -

La cepa S. cerevisiae DC 740 fue cultivada en el lsboratorio con
glucoss y (NH4)ZSO4 . La cepa C. guilliermondii ATCC 9058 se culti-

v6 con sacuross 4 % o con aceleto 1.4 %; se empled (NH4)2SO4 como
fuente de nitrémeno. Les células fueron cosechadss en fase expo ~
nencial, a8l cabo de 10 hs de cultivo en zlucosa y sacarosa y 34 ks
de cultivo en acetsato.

El cultivo en aceteto como fuente de ci:rbono y donor de electro-
nes se cfectud pues este es un sustrsto no fermentable por levadure;
este organismo solo puede emplearlo para producir %hergia por via
oxidative (222). Si el tocoferol jugsra algin papef en el transpor-
te de electrones serobio o en la fosfcrilacidn oxidetiva, la can-
tidsd de este compuesto en las células cultivadas en acetato debe -
ris ser mayor que en las cultivadazs en glucosa o sacerosa, que son
| ;
utilizadas pafcialmente por vis fermentativa para producir ener -
gia.

La masa de células himeias se ssponificd y extrajo segilin el pro
cedimiento V. Los extraéctes parcialmente libres de estercles ce frag

cionaron por cromatografia en columna. Las fracciones eluides con
34 FH y con 20 4 EH se craninaron por espectrofotometria Yy cromato-
grzfie en fezse rmececss on buscs de tocoferol y tocoferolquinocna,

Paro los estudios a8l ultravioleta se emplesron muestriés eguivalentes

A}

.-

.oy
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8 40 gcy, con excapcién de las nroveniontes del cultivo en acetsto,
del que se emplearon muestras enuivislentes de 22 ges en razdn de
la menor mesas de células obtenida con es=a fuente de carbono. las
alicuotas examinadas por crometogrifia en fase geseosa fueron

. A -11 <
equivalentes a 1 ges (2tenuscisn 2 x 19 amp/av).

También se extrajeron células (80 gch) de los lotes cultivados

en glucosa y sacarose con etanol-déter etilico (procedimiento IVa);

estos cextractos se freccionzron ror cromstogrefis en cipn delga-
da y en fase gaseosa.

Los lotes examin2dos no contenian mds de 80 a 120 ng de AA-to_
coferol/ges. Sstos estudios confirmen los resultados obtenidoa con
cepas de levadura aisladas localmente y llevan 8 afirmer qu2, le-
vaduras cultivedas en medios de comrosicidn definida, estrictamen—
te libres de tocoferoles, no sintetizan estos compuestos en can~
tidad mayor que 0.08 p.p.m. del peso seco, cantidad ésta 10 veces
menor que la sefialada por Green y col, (47), para la cepa de Dis-
tillers Co. y més de 50 veces menor que la indicada para su cepa
de "Torula".

Si bien no se utilizaron los mismos métodos de Green y col. pa—
ra la extraccidén y purificacioén de tocoferoles, los vzlorcs de re
cuperacién con estdndares asi como la masa de d-tocoferel deter-

.minada en levadura de panaderia comercial, indican que nuestros

nétodos son por lo menos tan satisfactorios como los del erupo de
Vitamins Lazboratories en lo que resnccta a sensibilided y estabi-
lidad de cromanoles y quinonas en cl proceso de apiiisis. Por
ello se descarta que la diferencia de resultados puedz deberse a
metodologiz no comin. 1. no splicacidn de Jos procedimientos uti-
lizados por los sutores cilados ze debe a gue los emple=dos en

nuestro trabs jo ofrecen vents jos en cuanto 2 sspuracidon de conta-
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‘minuatss y semuridad de jdentitficecion.

L. ANALISIS D SACOMAROYYIES CMRIVISIAE 59 R.
235 COY NISMIN. AGUIDINLD IETPIRATORIA.

. Tin e completar el andlisiz de las cevpas de levadura pera
v

las ~u6 aa descridbid la presencis de ol-tccoferol, se examind 1la

cepa 59 R de P.P.Slonimski, empleada por “hler y col. (49). Los

8utoreé citados cultivaron esta cepa en un medio no especificado
¥ la cosecharon en fase exponencial; saponifiicaron 20 ges y el in
saponificable parcislirente libre de esteroles fue cromztosrafiado
en columea de alumina. Siuyeron los lipidos con mezelas de édter

etilico en éter de peirdleo al 0, 2, 4, 6, 10, 30 y 100 % 3 en

o
la: ¥raceiones elufdas con 6 y 10 ¢ encontraron "tocoferol"” (no

se indica cual). No se describe como fue efectuada ls determina -
cidén de este compuesto, s3lvo una vaga referencie B uns publics -

1
. . s .
cién de Pennock, Neiss y Mahler (224); todo indica aque el "tocofe

rol" fue dossdo con el reactivo de Zuinerie-Engel dirsctuamente en
"Nos eluifdon 6 y 10 %.

*ahler y col. (49) hallaron 13 J de "tccoferol"/scs (en reali-
dad se indic? 1%.1 v.i/mes —ver tshls 1 del trabajo citedo- 1o oue
estimemos debe ser un error tiporrdfizo pucs sino hebria 11 mg de
lipidos insﬂponificnblcs/ﬁqcs). M1 coentonido de "tocoferol' es 17
veces mryor que el mis &)l%o de 1lo3 determinndos por Sreen y  col.
(47) para S. cercvisine. ‘e 20 ges de la cepa 59 R ceberian sis -
larese 2€0 Fﬂ A2 "teonTaesl"y centidnd enficziente pore identificar

lo »or csrautrofonwv in nuibrewvisio=s ¢ Trewraia, ndumic de

cromatoeralina en chrvul delesda y raseoss. A maa de Ytocoferol"
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extraible de 5 ges (65 Pg) veraitirfs su cdmode deteccion nor
tros mitolos espactrofoteridirices y cromatogréficos on fase £
seosa ya que sus limites de confiabilidad son 2.5 fg Y 70 ng res—
pectivamente.

Con esta cepa se realizaron virios erxrerimentos en los que ce

emplearon distintas fuentes de carbono para el crecimiento celu -~

lar, procurando lograr oondiciones en las que la biosintesis de
tocoferol fuerz estimulada. Si la funcidén del tocoferol en células
euceridticas estuviera vinculsds de alguna forma a la respiracidn
aerobia, es razonables espevar un mayor contenido de tocoferol en
condiciones de méximn actividad respiratoria. lLa ecopecidad res -
piratoria, 1la actividaed de enzimas de los ciclos de los dcidos ci
tricos y glioxilico y de la cadens de transporte de electrones,y
aun el grado de desarrollo del sistema de eatructuras memdbrzno -
sas extranucleares, en S. cerevisiae, son repulados por la netura
leza y la concentracidén de 1a fuente de carbono que emplea para su
desarrollo (222,225,226). Puede emplear glucosa para la produccidn
de enerzia por via fermentativa 0 por respirecion aerobia; les en
zimas de los ciclos de Krebs y del dcido glioxilico son reprimi -
des a medida que la concentracion de éste aztcar en el medio de
cultivo suments, & punto de ser totalmente innitidas cuando ella
supera el 5 4 (225). Con sacarosa no ocurre este fendmeno pues el
disacirido va siendo hidrolizado a medida que la célula reqaiere
enerria para su desarrollo. Lacteto y acetato son donores de elec
trones no fermentables por levaduras; su asinilzcidén se rosliza
casgi exclusivamente por el ciclo de Xrebs vsra el primero y vpor la
via a1l £¢ido #liorilico zara ol segundo (226). Por otro lodo el
acetzto o35 una fuonte de carovono que veduce la lirogénesis (227)

lo que podiria fucilitar el aislzmiento de log lipicdos isoprenoi -
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des que fueran esencizles,
Por ello se cultivaron células de 1la cere 59 R en m2dios con
.distints concentracidn de glucosa o con sacarosa, lactato o ace-

como iuentes carbono y donores ectrones; mo n
te como iuentes de carbono y donores de electrones; co fuente de

lni;uﬂpuno se utilizé (NH4)9304 . J¢ enpledé también un medio de com
'perl3i'n no definida compueste por slucosa (2 4) peptona (1 %) y
extizcte de levadura (L ) (medio GYP). Se lo ensayo vpues si bien
¥alher y col.(49) no mencionsn la composicién del medio empleado
pera el cultivo de la cepa 59 R, en un trabajo anterior (228) hs
cen referencia @ un medio que lleve glucosa y extracto de levadu-
ra (229); se le agreszd peptona con la idea de gque pudiera ejercer

sobre la biosintesis de tocoferol el mismo efecto estimulante ob-

servado piva ubiquinons en Candida utilis (%6).
#n la tabla 11 se copilen los datos de rendimiento, capscidad

respiratoria (medida en un aparato de Warburg con concentreciones

2
bono/ 1 y 0.5 ml del cultivo al tiempo de cosecha;” volumen final,

finales de XI P04, 66 m¥ ; glucosa 0 acetato de scfiio, 330 mi cor
I

3.0 ml) y contenido de algunos li{pidos, obtenidos en los distin -
Y“os lotes. Ias células fueron recolcctadas hacia el final de 1la

fase logaritmica de crecimiento salvo las degsarrolladas en aceta-—

“to que lo‘fuéron # mitad de diehe fese. Los lipidos de 5 ges de
cids lote~se!extrejeron vor ‘szponificacion emplesndo las mismes
concentrociones de resctives cue “2hler y col. (49) (procedimianto
V). Se aiularon les fricciones qu2 debian contener o-tocoferol,
ubiquinora~6 y ergosterol ror crouztosrufic en capa delgada con
benceno. Ubiguinons y errosterol ee¢ donaron esmectrofotomdtrica-

narte, lao froceicncs o e 2oo7n hnllnrns ol-~tocoferel se exand

niron por cromatosratis en fase isazeosa; no se detectd pico algu-

ot

[
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no con Ht del estdindar. Dado el limite de deteccion de -tocofe-
rol por cromatogrofia ¢n fase gascosa y le recuperaciodn en el rro
cedimiento de extraccidn puede czlcularse que las muestras estu-~
diadas no contenian mds de 120 ng/ucs (se inyectaron alicuotas e-
quivelentes a 2 ges), es decir unes 100 veces menos que el valor

sefialado por Yahler y col. (49)!.

A fin de poseer woterisl pare estulics espectrofotomdétricos se
extrajeron 375 gch de células cultivadas con glucosa 1 % y 570
gch de células cultivadas en el medio CYP, por saponificacidn. El
soluble en metanol frio se fracciond vor cromatografia en columna
Yy se procurd 8islar o-tocoferol ¥y o-tocofernlsuinona de los
eluidos con 3 % EH y con 20 % EH resvectivimenie. Se repitieron
los experimentos descriptos psra levaduri de ranaderia comercisl
sin qﬁe fuera posible obtener in@icio alzuno de le presencia de

tocoferol o su quincna en los loies examinados,

Se plantea entonces donde se halls la c2usa de te2n marcada con
tradicecidén entre nuestiros resultsdos y los de Mahler y col (49).
Pansamos que ello no pucde atribuirse a condiciones de cultivo
que no favorecen, o a situaciones fisioldgicas oue no requieren,
la sintesis de tocoferoles.

las condiciones emnleadas en nuestros cultivos fucron lo sufi-
cientemente variadas como pare nproducir célules con msrcadas dife—
renciss de activided rospifntoriﬂ v 2un con notables cuambios es -
tructurales (230). La eoatebilidad del tocoferol frente a las téeo-
nicas snaliticas emplesdas pars su aislamiento, identificicidn y
dosnje ha sido probuds y ellss 'narcon splicides con Sxito a mowe~
rialeg aue 1o conticnen. Yor ollo ce cencartz le posibilided de

péréidas airmificsitivas, y mis aun, que puedan producirse pérdi-




’das totales,
|

Solo quedan dos vias pare expliceér las diferencias de resultados.
O tien “@mhler y col.realizarcn el cultivo en un madio no desprovis-

. to de tocoferoles y 13s células fueron contaminadas con él, o el
l o ~tocoferol fue confundido con otro compuesto. ¥n relescidn con
' la ljitiwas hipdtesis, extrarda aue el ol-tocoferol eluya luego de u
1biqu1nona (224). Se ha descripto cue ubiquinona-10 comienza & e -
luir con menor o irual polarided que oX-tocoferol (231,232), vero
a medida que se acorta la cadena lateral ubinuinona es retenida
con mayor intensidad por el adsorbente; &sf, ubiquinona-9 y ubi-
quinona-8 eluyen después del o(-tocoferol de columnas de allGmina
(27,233). No se halld referencia donde se indique la secuenciz de
! elucidén de oL-tocoferol y ubiquinona-6, pero se estima con los
antoccedentes citados que debe eluir luego del K~tocoferol; di- o
morc~m2til tocoles pueden hallarse junto &8 ubiquinona-8 (27) o e
luir con o después de ubiquinona-9 (233). En levadyras hay sus =
tancias reductoras que eluyen de columnas de silibe luego de 1la
ubiquinona; en el curso de nuestros estudios se aisld de S. cere-
‘visiae 68 y 59 R une sustsncia reductora (desismada M: var figura
‘11) eluida con 10 % BH , que lusego de nurificacién por cromatogra
' fie en éapa delgada en éter etilico-benceno {4:6) mostrd su méxi-
mo de absorcién a 270 nm,

s posible que se hays confundido al ubicromenol o al compuesto
que hemos llawmado f con O ~tocoferol. Mzhler y co0l.{(49) no son lo
suficientemente explicitos acercs de la formy en que fue jdentifi-
cado el compuesto llamado por ellos "tocoferol". ALl paracer se lo
identificd rpor R, en un salvente y el cspectro vitrevieciotu de las

bi
of

frocciones 6 3 10 7% i’ oin oxider (#74), ensayos de esmciso  vaslor

en un maéterizl no cromutosrificumente puro. #ilo pone en duda que
s
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iesa material sea realmente Ol-tocoferol. i
“ahler y col. (49) no detectaron ubicromencl pero no indican ean
“quz f'raceidn y ¢émo lo buscaron. 5in embargo en el curco de nves-
i tro trabajo se aisld ubicromencl-5 del lote cultivado en gluco -
vsa 1 % (los oiros no se¢ cxominzr~on); este compuesto eluyd de  lu
oo de £cido silicico con 3 5 34 y se lo purificd por cromsto
gri’ia en capa delgada. Se aislaron 3 Fg de ubicromenol cromato -
graficementoe puro/gcs ol que fue identificado por cro&ntografia ée
particidn y por su espectro ultravioleta (ver p. 160). La centi -
dad de'este compuesto en la ceva 59 R cultivada por nosotros pus-

de dar cuenta de la mssa de tocoferol determinada por aquellos su

tores.

F. ANALISIS DE L¥VADURA DE PAWADLRIA
RECOGIDs DEL FILTRO PRENSA =N FABRICA.

Los resultedos descriptos hasta aqui mercon uno) clers diferen-—
|

cia entre los lotes analizados. Aquellos cultivados en el labora-
torio, en medios de composicidén definide , no sintetizsn tocofe -
'rol en cantided mayor que 80 a 100 ng/gcs. Loz lotes de levadura
vde panade;ia adquirides en plaza, en cambio, contienen o-tocofe_
rol en canti?nd suverior a 1 Pg/gcs. Ello plantea interrogantes
acerca el origen del o -tocoferol ballado en lotes conerciales .
Su presencia se decbe a biosintesis en condiciones ambientales que
no rutferan zap raprodncidca ar 1 labomgt~rta? N A1 dnanfonal
es incorporado de alguna forma a la masa cclular una vez que el
cultivo ha terminedo?.

N .

4 efectos 37 procura - aolinie esto si:useidn se anulizé deteni-

damente un lote de célulus obtenido del filiro prensa en Tfdnrics




|
|
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(Testilerfa "Sen Ignacio", 31 Mensntial, Tucumdn)., En la producciéﬁ
coisarcial de levadura se centrifusa el cultivo uns vez alcanaado

el rendimiento establecido; la "crems" (meterial que sun contiense
un 40 @ 50 % de liguido) se refricera, se mezcla con 8gua y se re-
cantrifuga; la "erema" levada se {iltra a través de un filtro pren
sa. L2 mosa hidmeda de células que se obticne (contiene un 23 a 25
% do agua) pasa a8 continuecidn a empaquetado, Se obiuvo el material
del filtro prensa pues se estimé que la muestra reflejarfa la com-
posicidn celular al final del periodo de cultivo lo mds exactamente
posible., La muestra fue trasladeda hasta el laboratorio refrigerada
Yy por via a@érea.

So intentd aislar el total de los lipidos isoprenoides en las
condicicnes mis guzves posiblesy 70O gch se extrajeron segin el
procedimiento 1Va, sin efectuar lo gsaponificacidn del extracto con
solventes, Bl meterial que particiond en isooctano, del extracto
con solventes, se denomindé PHES. L& masa celuler x? extrzida con

solventes se saponificd como se indice en el procéﬁimiento IVb; el

soluble en hexano frio se designé IRC/sI.

: Ls mase de lipidos ;xtraida con solventes fue el §£.3 4 del pe-
hso seco; la extraida por saponificacidn del residuo celular fue el
P 1.6 9 del peso seco. Lensley ¥ col.{183) emnlsando otra cepa de le-
vadura crecifia en giucosa al 1 %, extrajeron con solventes 10.5 4
del peso seco y 1.2 % adicional por hidrélisis acida del residuo

celular,

Seglin el ccnocimiznto actual acarca la extrzetibilidad de toco-

s~

feroles y quinonas isoprenvides, el total de estos lipidos deberis
encontrarse en les extrasicos Pz e INC/sH. Ystos extroctos se frac

<

cionaron por cromatcoryin on columan. Zn los Fracciones de

i

extric

o {
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to FiuS elufdas con 5 % EH , 12 4 &I , 25 % EH y 100 ¢ Fd se detec

taron sustanclas reductorss, ninsunas de ellas con Rf de oK-teccofa
rol. ¥n Jlas frecciones del extracto 1XC,'sH elufdes con 3 % M se
halld uns sustzncin reductora que mizre voco mds que el -tocofe
rol. £n fraccionss de los dos extractos elufdés con § % Ed y 100
% EH se hallaron quinonas, ninguns de ellas con Rf de tocoferol-
quinona o filoguinona.

Iss friceiones d: coda extracto eluidas con 3 .o =i (fr. Sy 6),
en las que debia enconirarse el Ol-tocoierol, fuercn exsminsdas por
cromitogrufia en fase goseosa. Los trazados correapondientes a las
frucciones 5 de los extractos PHES e IRC/S? se¢ hallan en lss figu-~

ras 16 y 17. 5111 ce los compera con lcs d2 uns m2zcla de escuale-

noy ol~tecofersl purocs. ifa on froooolones hor trazes de un com
puesto con Rt muy similar al del ol-iccoferol. En la fruccidn pro
veniente del extracto PSS se encontrd una chintidod equivzlante e
48 ng/gcs de dicho compuesto y en la unroveniente del extracto IRC
sH se halld 28 ng/~es, del mismo.

A fin de establacer si es o-~tocoferol la sustincia que eés re-

tenida alrededor de 23 min on la colurwa, se cromctorrslizron es -

tas fracciones en cspa delguda y se eluyeron g bindas gque migra-

38). Los

.
|

ban con igual posicién que ol-tocofcrsl sintdticn (¢

> 3 \

- - PPET. . - /
eluidos nrovenientcs de th/sH y PHES se desirrnaron &L y AL, res
pectivanente, Se los cromategrarid en fose revecct; los resaltados
se muestron on 12 figure 18, Yuevwtqernie za detecss un compuesto
que cluye con Rt moy siwites ol del ewecofercl ea lan don nuzs—
tras. No se deteetd este comnuesto en eluidos do zonus de e pla -
ca donde no micrzu el l=-toea’ ol
1 '

Wl resto de lag [roceilones Loy i e 00306 oo Aol ooaid -

—
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!FPigura 16, Cromatogrzfia en fase maseosa de 12 fraccidén 5, prove-
niente del extract
8ilfcico con 3 ¥ da

Cveyen
n IS

Columna: 1.8 m x 4 1 13,

80/100

Temperatur2s: inyecior, 250 ¢C; columna, 225 °C; deotazctor, 250 °C,
Gas portedor: 60 ml/win., fi=nuscidn: la indicads en cuda trozado

x 10711 Amp/mv.

Da estos truzodos
tra PHES.H, 18 ng.

]

53¢

Muestras inyectadas: a: Fj
b: rezela de 300 nx de escualeno

ne G0 K ~iocoferal (o).
S0 Gettenind 1o omags de ol=tocofnrol on Taosacne

(PUES.S5), eluida de una columna de dcido
éier etilico-hexano.

¢
-~ !

2 3%¥.30 sobre Ckhromosordb W AW DMCS HP

195.5, equivale a 0.9 gcs;
59) ¥ 259
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0 5 10 15 20 25 " 30 min.

[/
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Figura 17. Cromatograf{a en fese gaseosa de la fraccidn 5, prove-

niente del extracto IRZ/sH¥ (TRC/sH.5), eluida de una columnn de
dcido silicico con 3 ¥ de éter etilico-hexano,

S Condiciornes Ekxperimentales: lzs mismas que en la figurs 16.

a: IRC/aH.5, eguivalente o 2.7 gos;
b: mezcla de 300 ne de escusleno (Sq) y 250
n> de o-tncoferol (o).

Muestras inyectedas:

De esatos trazados se detersind la masa de o-tocoferol en el ex-
tracto IRC/sH, 57 ng

L "‘ -
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Sq(1.5)
8x Aloe

6x

1237

A fr.’LeSq
4 1;/\“‘ A
— T —

Lx 1.0
T
{ 23.2 T
! .
i /}\_ b Sqex

64x 32 233
- \"\’\ﬁy\ l fr.ot
Lx
| 8x
: \___\_/\c
. N . , . P
-5 10 5 20 25 30 3% 20 min,

Figura 18. Cromatografis en fase goseosa de los componentes de los
materiales PHES.5 e IRC/sHl.5 (fr. &'l y oL, rospectivamente) que
migren en igual posicidén que oK-tocoferol sintético en capa delgada

Condiciones cromatogrdficas: las mismas que en la figura 16,

Muestras inyectadas: a; fr. o'L, equivaelente & 3.1 ges mds 450 ng
de escualeno;

450 ng de eascusleno mds 120 ng de ol~tocofe-
rol;

fr. oL, equivelente a 8.8 gcs.

|o
.0

lo

Masa de ol{-tocofcrcl detectrdz en las muestras 2 y c: 75 ng.
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cuotas ds las fracciones oxidadas se cromdtografiaron en fase go-
seosa. 3¢ detectd en ellas compuestos con igual Rt que d-tocofe
rolquinona. inte la imposibilidsd de detectar la cuntidad de toco
ferolquinona que habis en las muosiras oL y 'L oxidadas por ab-
sorcién a8l ultravioleta (cantidad caleculsda 0.25 y 0.70 Pg/ml res
pectivamente), y con el propdsito de coﬁpletar su caracterizacion,
se opté por cromatogrefisrlas en éter etilico-benceno (25:75),
eluir la zona donde debia migrasr ol-tocoferolquinona y examinar
por cromatografis gas-liquido el material eluido, En ambos elufi-
dos se detectaron compuestos con Ht de Ol-tocoferolquinona.

Las muestras oL y 'L contienen 27 y 11 ng/gcs del compuesto

con Rt de O(-tocoferol, lo que indica gue el Tl % fue extraido con

- . . - 4 . - ..

MlLiciiiae g v DL e esmesenie pee mngwimeae oLlh ool 2ULllGU colu--
lar, ia cantidad de tocoferol presente en las fracciones &KL ¥y
QQL es aproximsdsmente 1la mitasd del detectado en las fracciones 5
de PHES e IRC/sH (40 y 57 % respectivamente). Ests diferencia pue
de ser debida a trazas de un contzminante con igual Rt pero dis -
_tinto Rf_que_el<;%—tqco?qzo},_o a descomposicién de este compues—
to y error del método, que pueden ser considoerables con tan baja
cantidad de sustancia. Como control de posibles pérdidas se agre -
g6 & las fracciones 5 de PHES e IRC/sH una centidod de ol~tocofe_
.rol equivalente a 165 ng/gcs ¥y so determind su contenido luego de
croma togretfiarles en capa delgsda, eluir la zona que migra con Rf
de ol-tocoferol, oxidar con AuHCl4 el eluido, cromatografiar el
material oxidado en benceno-éter etilico y gluir de estas placas
el compuecto que migra con Rf de tocoferolquinona. Se determiné,
por cromiiografias en fase guseosa de los Gltimos eluidos, que 1la

recuperucidn del tocofierol zgregadio fue 68 y 72 4.
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Otras iracciones eluidss de las columnas gembradas con los ex-
trectos DUZS e IRC/sH se anializaron por cromatografia en fase ga-
seosa, emplesndo cintidades equivalentes (en ges) a las empleadas
para el estudio de las fracciones 5, a fin de establecer en que
medide se distribuye en ellzs el compuesto que se presume es O-
tocoferol. Se detectaron compuestos con Rt de tocoferol sbélo en
las eluidas con 1 % y 15 % EH provenientes de PHES y en las elui-
das gon 15 % EH del extrocto IHC/SH. Pero sdlo el compuesto pre-
sente en la fraccidn eluida con 1 % (trazas) de PHES se oxidé con
AuHCl4 dendo un producto con Rf y Rt de o-tocoferolquinona. £l

compuesto con Rt de c-tocoferol presente en las otras fracciones

es el S (p.93) de naturzlezs desconocida.

En razén del reducido contenido en levadura de la sustancia que
presumiblemente es ol-tocoferol, no fue posible carccterizarle en
forma mis completa. Los experimentos realizados, resunidos en 1la
tabla 12, aportan sin embargo, considerable evidencia para identi-

ficarla con el oOl~tocoferol. En efecto se trata de un material

que eluye de crcmatosrafia en columna de dcido silicico con 3 % EH,

que migra con iguel Rf que ol-tocoferol en capa de silica gel de
sarrollada con benceno; que posee un Rt coincidente con el del
ol-tocoferol a 225 °C sobre 3E-30. Le2 oxidacidn con AuHCl4 tréns~-
forma & este material en un compuest6 que migra cn igual posicidn
que ol-tocoferolquinona en capa delgada desarrollada con henceno—
éter-ctilico (75:25), y que eluye con igual Rt que o~tocoferol -
quinona de 3 % sB-30 a 225 °C., Es muy poco protable gque un com -
puesto distinto del O -tocoferol se comporte en la forma descrip-~
te frente a cinco o seis criterios sanaliticos, incluyendo una

transformaciodon quimica. la levedurz de panaderia comercial, reco-
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|
,gida el filtro prensa en fibrics contendria entonces 55 ng de

m—tontferol/gcs.
1

La bisqueda de Ol~tocoferolquinona no did resultado., las frec-
ciecnes de ambos extrictos eluices con 15 y 25 % EN fueron crome -

-

tos~:’izdas en capa delgade con benceno-éter etilico (75:25). El

elufdo de la zona adonde migrd O-tocoferolquinona sintétice fue
examinsdo al ultravioleta y por cromatografia en fas; gaseosa,

Empieando una alicuote equivalente a 40 gcs no se observaron méxi
mos de absorcidén entre 220 y 320 nm, ni la modificacidén de la cur
va de absorcion luego del agregado de KBH, . En alicuotas equive-

4

lentes a 2.5 ges cromatogrefiadas en fose gaseosa (&tenuzcidn 2 x
11

10~ fmp/mV) no se detectd elucidn de meterial con R, de tocofe-

rolquinona. Zstos dos ensayos excluyen la posibilidad de que haya
cn la wuestra de levedurs envliznzda mds de 20 ng de X-tocoferol_

quinona/gcs.

ATTw

G. LNALISIS DE MATSRIALES QUE FUZDEN A1ORTAR TOCOMLROLZS COUO CON-
! TATINANTES EN EL CULTIVO DI LEVADURAS.

lLos estudios «¢fectuvados con levadure de peraderic comercial in-
dican que héy en clla rés de 1 s de CX—tocoferol/gcs. En cembio
la levsdura recogids en el filtro prensa, contiene una centidad 40
a 50 veces menor de O-tocoferol. Pareciert entonces que le mayor
parte del of{-tccofercl es incorrorado @ lés células luego de su co
sacha,

A fin de esclarecer esta situncidn, +¢ cxamind con detalle el

prooceso de fabricaciodn "in situ". Se observd gue se egregabs un 1i
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quido a le mesa de céliulas anies de su entrsde o lo wéguina empa-
cuclzdora. El agregado de vequerzs cantiduades de aceite o emulsi-
ficintes, luego de la filtrzcidn en filtro prensa, es préctica co
rricnte en la vroduccidn de lewvedure (234) con el propdsito de der
& Yo rosa himeda la conzici.rciu apreriada pers la extrusidén. En
el cuiod cue nos ocupe el liquido evs un aceite comestible cuyo ori
gen r.o pudo ser precisado. .

e 5n3lizd ura muestre de dicho sceite ante la presuncion de
que 2113 se hallaba le cause de las diferenciss observades en el
contenido de A-tocoferol; se vrocurab: eatablecer si la cunti -
dad de aceite y, consccucn*emente de Locoferoles, agremados (1.3
litro aceite/540 kg levedura himede ), dabz cuentz del velor detcr-

- )

. e e e i eiew il wuapilesT TOTGUE se detectaba
unicrirente o-tocoferol cucndo la mayorie de los aceites ée oles—
ginozaes contienen varios tocoferoles. Tambidn se efectud el and —
lisis de un antiespume {Dodeg CN-31, Hodag Chem. Cp., Skokie,
Illinois) emplezdo comunmente pare evitar la produ;cién de espurna
en cultivca de nmicroorganismos en escala industrial o en el la-
”boretorio. No &e hon encontrzdo estudios acercs del contenido de
tocofercles en antiespumas; pero alguncs de estos sgentes tensio
‘activos suelen prrepavarse cen eccites vegetsles, razdén por le cual
podrian ser &na fuernic de conteminscién con tocoferoles; otros
son siliconas. l.os resultidos obtenicdos con el entiespume GR-31 ,
llevarcn al andlisis del Lilcolarse 5001 (Duperizl Lrgentira
Buenos fires; utilizedo en la produccidn de levidura comercial

por la Destileris San lenacio.

.. /~ o s -
Log tres wotericlos (3.2 7)) fveren seponificidos como se des —

cribe en el procedimicanto iVs para el exilracto con solvente. Bl




insaponificable de ceda uno se disolvid en 0.5 ml de hexano y 1la
solucidn se enfrié a 0 °C ; los compuestos que precipitaron a esz
temperatura fueron descertzdos (en 1ls tzble 13 se los designa: eg
teroles). El ‘soluble en hexsno se examind por cromatografia en fa
se gaseosa y se locelizaron y 2islaron de é1 los compuestos reduc
tores del rezctivo de Emmerie-Engel empleando cromatcsrafia en ca
pa delgada. Los compusstos reductcres fueron identificados por
cromatogralfia gus-liquido y espectrofotometria ultravioleta. Los
resultados se resumen en la tabla 13,

En el aceite agregedo a8 la levadura de panaderia comerciel se
jdentificé OX-tocoferol (650 }.1@;/ g aceite) y el compuesto reduc-
tor designado X (p. 93; csntided no determinzda ). No se aislaron
di- o mono~ metil-tocoles ni tocoferolquinons en cantidad mayor
que 10 }1(‘;/{; aceite.

En el antiespuma GN-31 se detectaron o/-tocoferol, di-metil~
tocoles y d-tocoferol en una concentracidn de 75 pes 310 pe v
180 Pg/ g sntiespuma, respectivawente (figure 19). Si el enties-
puma Silcolapse 5001 contiene tocoferoles, éstos deben hallarse a
una concentriacidn menor s 1 }.xg/ g cilicona.

Estos resultados muestras sin lugar a dudas que el meyor con -
tenido de O -tocoferol de la lcvadura en paque‘te se debe a una con
tamiracidn producide sl &fadir dccite comestible & la masae "pren-—
sada" @ efectos de fzcilitsr su extrusidn por la mdquine empsquetls

v

dora. El Gnico toccferol identificzdo en ene 2ceite es of-tocofe -

rol; el volumen de zceite ggresado 8 la mass celular cquivale a
sfiadir 6.8 }xg x-tccoferol/ser , de seterdo & su contonido en el

aceite., kste valor cs unus tros vieos asyor que la cuntidad de

o ~tocoferol hallzdo en la levadura de panederia com2rcisl., Esta

e
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Figura 19. Cromatografia en fase gaseosa de la fraceién del insa-
ponificable del sntiespums Hodag GHN-31 en la guo deberisn hsllar-
se tocoferoles (15 ¢ R = 45, en benceno), (fracecidén " toco").

Condicicenes cromatogrdficas: les indicadas en 1la figure 16, excep-
"to temperatura de columna, que fue 242 °C,

Vuestras inyectadas: a: fraccidén "tcco”, equivzlente a 1,7 pl de
antiespuma, rds 1.2 pe de escuzleno (Sq);
b: mezcla de estdndares: encuzleno (Sq), 1.2
j é~tocoferol (&7), 0.45 Pz y-toco-
ferol (¥T7), 0.9 pe ¥ o~tocoferol («T),
0.9 pe.

Fn ]a muestra 8 se deilcrainaron 0.13 pz de &K-tocoferol, 0.92 npa
de ﬂ-tocoi‘erol mds ¥ -tocoferol y C,31 /u_z dec 6-}::)001‘07‘01.

0y
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discrepancia puede explicsirse por dencomposicidn del tocoferol du
rante el almacenamiento del aceite antes de su emrleo o durante
la distribucién del producto envusede (221); por otro lado el da-
to sobre cintidied de aceite agreszdo es aproximado, lo que se
pudo observar en fébrica.

El contenido de otros tocoferoles o of-tocoferolquinone en la
levadura empequetade seria menor de 80 & xc/"cn, semin el contenido
de estes ceompuestes en el eceite.

Otro hecho mostrado en estos estudios ¢s que alcunos entiespu-

mes comerciales pueden contener cintidedes epreciables de toco -

ferol. El empleo de estos apentes en la produccidn de microorga -

nismos es casi rutinario y ello puede cxrlicer la rresencia de to

coferoles en lotes de levocdura cultiivodos en el laboratorio en me

dios de composicion definida , que no son libres de vitamina E si
se emplea alguno de esos entiespumas
il agregado de J.1 ml de GN-31 por litro de cultivo equivale a

.

sgregar 12 f tocoferoles/r cs,si las celulas fijaren un 50 % del

t

ccetferol presonte, suponicndo un rendimiento de 2 gcs/litro de

medio. Ya se be explicado que las células microbiznas en su con-

v

tinuo ir y venir 2 través del medic de cultivo, rueden actuar co-

’

mo concentradoras de éstos compuestos, disolvidndolos en los 11 -

pidos e su pared celuler, I les cultivos de laborétorio des -

. ~

crintos en éste trabe jo se avitd la wproluccidn excesivs de espunn
¥y sus efectos reduciendo lé sireicidn & loa vzlores indicicdos -en
p.1¥ y llenando los botelloass de cultivo no mis de la mited de
su volunen. Tn caso de ner immrescirtibvle el emaleo de antiespu -~

mas yore produceiin de cCiules weirt caligias de 1ipides, ne recoe

miendas utilizer los de tivo silicone, con las raservas Col  casc

‘-
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|
| en cuanto a les dificultades que scerresn en el eandlisis de 1ipi-

1o {235).
[ B. UBICRCYW 0L 7 LLVADURALS
1 ubicromenol es una de les sustancias reductoras cuys exis -~

v

.

tencis y origen en levsdura y otros Ascomicetos ha sido nds es -
tudisda . Entre los hAscomicetes hs sido descripto cn Sacchéromy -
ces cerevisiae ( 47), Cendida utilis ( 56, 57 ) y Zspergilus
fumigatus ( 55), de los que fue extraido y aislado por diversos
procedimientos, perz algunos de los cuzles ''se conoce que no con-—
vierten ubiquinona a ubicromenol" (236) o el menos que "minimizan
la pozibilided de isomerizacidén" ( 57).

Se ha cuestionado (180) que see un vroducto natural, es decir
biosintetizado por las células que los contienen, en razén que
puede producirse por ciclizacidn de ubiquinona cat;lizada por
KOH etuandlico (237), &limina ectivada (238) y sun .por la silics
gel G ( 57) empleada para cromatografia en capa delsada, aunque ern
%uy vequena escsla., El ubicromenol-6 aislsdo de lotes comerciales
_disecados de Csndida utilis es épticomente 2ctivo (56 ) hecho es-
Zrimido como‘argumento para justifiesr su biosintesis. Pero culti-
vos de laborstorio y célulss bimedas producidas comercielrente,de
éste organismo, poseen 20 veces menos ubicromenol-6 que los lotes
comerciales desecsdos, 19 gue resls valor al argumeanto mencionndo,
Sin guerer tom2r pertido en la controversia sobre el origen  del
ubicromenol, se desen destsoor que Worton y col.(239) sisleron de
Aspersilus funigmtuc marcudo con €cido wevalodnico —2- 14C s ubl__

cromenol-9 con zctivided especifics constonte 1.4 veces mayor que

PN

X o w1 o~

A - N -




| 161

la ubiquinona del mismo orgznismo; si bdien euta observacidn no na
2idn discutida o mencionda en 1la Jiteratura en avoyo a la sinte-
sis celular de ubicrorensl, se estims gque es significativa,

“n nueatros estudios so detectd ubicrosenol por su rasccidn
ihg mie=dnocal nogitiva y nor su J. , en tedos los extrzctos de le

H
Cvie ot evzainados. Se lo observe facilmente on capas de silica
pei con Hodawing 67 con eolor viociesta oscuro brillante. YEsts com-
Luest o aizrs spenas por encime de ubiquinonz en capa delsada (ver
figura -9 ) v 1a meyor varte de é1 eluye de columnas de #cido sili.-
cico junto 21 & -tccoferol, con el sistemz de eluyentes emrleado
(figura 11, compuesto UC).

Se nisld este compuesto de levoaiura de psnaderie comercial ob-
it ier e M amve iy e e wurcviesis UG oculyiveda en slu-
cocn 1 7 -~ uvrea, y de 8. cerevisize 99 R cultivada en glucosa 1 -
-(ﬁ34)2504 . Bl material presente en extracteos insaponificablesn
rarcialmente libre de esteroles (procedimiento v) pre sislado v

;
purificasdo por cromatografia en columna y c2p2 delgada, La canti-
dad de compuesto cromatogrdficamente puro que se obtuvo fue: 3.0

PQ/QCS, 1.2 fg/gcs v 1.4 f@/acs nera los lotz2g de levadura de pa-

naderia y S. cerevisine 66 y S9 R respectivimente, Cusndo se en-

‘pled el procedimienta TVs se nzzilavon centidodes cesi equivslen-~

tes de ubicromenol-H cn los evirustos PilNS e IRC/sH. Green y
col.( 47) deterrinaron ea el lo%e do levedur2 de renaderia comer-
cial examinado nor ellos, 5.7 ra/gcs. En uns cepa a3islada de este
producte y crecide sobra ssearosa no detectnron ubicromenol ( su

limite de detececidn parcee ser imunl o menonr o 0.2 fﬂ/ﬂcs). Yah-

ler y col.( 4?) no ¢icatiacon unicromensl s sus esitedios de lao

-

e

——— —
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El comnuesto aislado de los lotes mencionados fue identificsdo
por su espectro de absorcidn ultravioieta ( 54), el medio mds rd-
pido y esvecifico pare ello,

La curva de ebsorcidén se muestra en la fimurs 20; vpresenta mix
imos de absorcidn caractericsticos 8 274 y 330 nm,con marcada in -
flexiones a 231 y 282 nm, en etanol, idénticos a los de ubicrome-

D01—9 ( 54)0

s
2830 260 290 320 nm 350

Figura 20. Espectro de absorcidn ultravioleta de ubicromenol
sislado de levadura de panaderia obtenida del filtro prensa.

Muestrs : material UC vrovenients de 14 gea.

Contenido de ubicromenol en la muestre, 41 rg.
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pero la reiteracidn de la cromatografia en cape para la purifica-
cidén de dichos compuectos lleva a périidas apreciables de los mis-
mos. El reemplazo de la cromstografiz en capa delgada por la cro-
matografia en fase geseose para el aislamisnto de fracciones pu-
ras, mejora sienificativemente la recuperacidn de tocoferoles y

filoquinona.

%l empleo de la cromatografia gas liouido prre la purificacidn
de cémpuestos de interés constituyye la principal contribucidn ana-
litica de éste trazba jo. & lo largo de nuestro estudio se tuvo oca-
9idn de splicarla a extractos de distinta complejidzd y con dis-
tints proporcidn de tocoferoles. En el zceite ogressdo a la leva-
dura para penificacidn fue pogsible determiner y e2islar tocoferoles
por cromatografia en fase gaseosa directamente del insaponifica-
ble, sin el eumpleo previo de otra forms de cromatografie. Pera
deteriminar tocofaroles en el antiespuma Hodag GN-31 fue necesario
Yy suficiente aislar del insaponificable la frzcecibén que contenia
todos los tocoferoleé, poxr cromatografia en capa delgada ( 15 €

'JZ”R} £ 45, en benceno) antes de la cromatografia en fase gaseossa;
la baja proporcidn de tocoferoles en el insaponificable no per-
mitid detectarlos directamente. Los extractos de levadura debie-
ron ser fraccionzdos por cromatografia en columna s 0 debid ais-
larse en caps la fraccidén que contiene o-toccferol ( 35 4 Rf &
£ 45 ), antes del aislaniento N/o daterminacidn de oA~tocoferol

por cromatografia gos-liguido.

2. Seaguridad,

La geguridzd de la determinacidn de tocoferol depende ifunda-

mentalmente de dos factoves: extractibilidad y cstabilidad de

el

Coxopeg:

o e e,

NP7 S}

ok - o s

>
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dicrho cowmpuesto, con y en Jois procedinientos de andlisis.

" o4 valores relativos ¢o extraccion de tocoferol con los nro-
dodinientos cnsayados {tobis 3 ) no don una idea resl de la cx-
trrciidilidad del A-tocoferal, ) Ltecolferol es de origen exbire-
no ol lete emviesdo pares enns exnerimentos; casi con seguridad
. ea 0 Llresiizado cn las suparficievs ccluleres externas. Sin exbsr—
£0 w¢ hé mestrado que el 70 % del cowpucsto con curac%eristicas
de A-tocolerol detectado en levadura de pznaderia recogida del
filtro.prcnsa (p.151), es extraido con solventes (procedimiento
IVa). $i bien no se determind que cuntidad de tocoferol enddgeno
es extraido por saponificacidn de la masa celular himeda (proce-
dirionto V), sc estina que debe ser cuantitativa en razdn de la
decsruccion tosal de las estructuras celulares por hidrdlisis
Crla lote de levadure cultivado en nuestro laboratorio y 1la
levadura comercial en paquete, fueron extraidos cop solventes
(procedimiento IVe) y por saponificocién de 1la m@sé celular
(vrozedimiento V). Por ello se csitima que el 70 1 del tocoferol

'encdeno pudo ser extraido.

~a

1 ol-tocofcrol es rozou:ulemenie estadble en lais condiciones

de oxztreccidy y purificsécion lendzs. Cuzndo las célules fueron
1

extrafdas por seponificszceidn y el tocoferol fue 2islado por cro-
matopgrafia en colusna y en cupa Qelgada, se recupord el 57% del
LOCUL GO BEreied0 & 16 fasd Ddsude s CUdNUO Lles CCLULEs $€ CRiTra-
jeron con solventes y so saponificd el extracto (procedimiento
IV:) v luego e 2inld ¢l f{-itozclferol {cxérero) por cromstorrefia

en cLps delouio

y DO oTOOT. ¢l 67, vl toeoferol exdreno (tablae O),

"
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Se estima entonces que fue factible aislar como minimo el 45% del

tocoferol endégeno de levaduras,con grado de pureze cromatogréfico.

Si se emplea le determinacidn por cromotografia en fase gaseo-
sa pusden obviarse etapas de purificacidn en columna y/o capa,
con mayor recuperacién de tocoferol, que llega a 83%. Puede esti-
marse que empleando esta alternativa fue posible determinar al
menos el 62 % del tocoferol enddzeno de levaduras.

Si bien estos valores pueden parccer ba jos, cs preciso consi-
derar que se ha tcnido en cuenta la extraccidén incompleta del to-
coferol enddgeno con solventes, o la sensibilided del ol-toccfe-
rol a la saponificacidn, ademds de las pérdidas en las cromatogra-

fias en columna2 y en capa .

3. Sensibilidad.

Los 1imites de deteccidn confiatles fueron 2.5 Pg Yy 35 nz (a
atenuacidn 2 x 10"11 Amp/1aV) de tocoferol, por espectrofotometria
ultraviolete y cromatografia gas-liguido respectivamente., Consi-

-dexando le msso de células de que provenian las alicuotas ensaya-
das (40 gcs y 2 ges, habituzlmente) y las correcciones por pérdi-
aaé de tocoferol en las onceracicnes de aislamicnto, ello equivale
a detectar un wminimo de 100 ng/ges y 30 ng/gc; por dosa je espec—
trofotométrico y cromutozriiico en fase gogeosd . 2l dosap croma-
togrdfico pudo hacerse mis saisible empleendo una columna de me-
yor longitud cen la que sz losrd mgjor separacidn de conteminun-
tes, siendo positle &si inyecisar alicuoias provenientes do hasta
8.8 geca; el 1limite de detrocién llesd aaf haste 8 ng/ecs, limite

3 levadure obtenids del

[

con el que se trabejo cn 1an ontuiion

filtro prensa,

]
i
2ol M 2N -l.—-
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. No =0 tienen noticiss de que se Layan empleado limitos de deteccidn
( tan haios para el andlisis d¢ lipidos isoprenoides por espectrofo-

tomatria o cromatografia en fase gaseosa.

I
! Los limites de detoccién han sido sonialados excepcionalments en
|

P

le litaysturda. Skinner y Stava (51 efectuaron sus andlisis de -

tocofercl y K~tocoferolquinona con un limite de deteccidn de 2.5
y C.5 yg/gcs, rcspectivamente. Green y col.(47) sostiénen que los
"métodos de andlisis disponibles ahors permiten detectar cantidades
de toeoferol mucho menores que 1 rg/gcs"; no especifican cuanto me-
nos, pero la minima cantidad dosada fue 200 ng o-tocoferol/gcs.
Bishop y col, (166) indican que no contienen ubiguinona aquellas
bacterias en las que no se detecté mds de 800 ng/ges. El limite

de deleccién mds ba jo pare esteroles parace ser el de Schubert y
col. (240): 1 Pg/gcs (8nalizen 100 ges). Motschiner y Amelotti
(241 ) determinaron aproximadamente 10 ng menaquinona/ges en higado
vacuno, para lo que extre jeron 125 kg de materialfhﬁmedo!.

"

4. Especificidad.

La caracterizacidn cromatogréfica cen capa delgado y en fase go-

, 80082 dé un compuestd que o sospechd es tocoferol y de su pro-

ducto de oxidacidén con AuleH, se consicera suficiente para

3

identificarlo con elguno de los metil-tocoles. Si & éstos crite-

rios se agrega ol espectro ultrzvioleta del meteriel oxidado,

se tiense un conjunto de ciricteres superado en especificidad

s8lo por la espectrom tria de mosas., La adicidén de la caracte-

rizacidén espectrofctoemdtrict pormite lu identificicidn de toco-

feroles, ya que no e i encontrsdo compuecste gue preseantc todas

esis caracteristlicas en 1o literaturs, Al parecer ésts conbinaciodn

‘
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de cromatcgrafia en capa delpgada, goseose y espectrofotometria ul
travioleta no ha sido empleuda pora la carescterizecidén de tocofe-

roles.

En resumen, el esquers analftico propuesto no afecta la estabi
lidad de tocoferoles y quinonas més que los que fueron emprleados
para el endlicis de levadura por otros eutores y rermite la detec
cién, identificacidén y dosaje confiable de 8 ng de tocoferoles /

ges.”

B. SUSTANCIAS R=DUCTORS &N LEVADURAS.
l. Tocoferoles.

Lotes de levadura de panaderia en paquete, contienen 1.2 a 2.2
}13 de d.-tocoferol/ges.

No se detectd mds de 100 ng/gcs de este compuesto en cepés eis
ladss de levadurs comerciel, o en las cepas de Saccharomyces y Can
dida empleadas por Green y col. (47), cultivedss en el laborztorio.

El anlisis de lotes de células de estas cepes mostrd que el
enve jecimiento del cultivo no estimula la sintesis del tocoferol;
que el enmpleo de glucosea, sacsrosa o un éustrato no fermentzble
como‘fuéntes de carbono no favorece 1la produccidén de esé compues—
to; que la lisis celular con dietilamina, previa a le extraccién
de lipidos, no aumenta 1z centidad de tocofercl extreible.

Tempoco se halld o(-tccoferol en cantidad mayor que 180 ng /
gcs en lotes de Sacchsromyces cerevisise 59 R, cepe empleada por
Vabler y col. (49), cultivados en siete medioc diferentos. Con
1 ges, segun el contenido determirado por esos autores, se hubie

ra obtenido cuntidad suficiente pare 18 deteccids crematogrdfice

Y
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y espectrofotométrice del compuesto que cellos designen tocoferol:
sin embargo no fue posible detectarlo en 40 gcs de los lotes cul-

tivados en nuestro laborztorio.

La veriedad de cepes y condiciones de cultivo empleadas en el
laboratorio (uso de distintas fuentes de carbono y dcnores de
electrones; uso de distintas fuentes de nitrdégeno y cosecha en
distintas fases de¢ crecimiento) llevan a ls conclusidn que Sa-
ccharomyces cerevisiae y Candida guilliermondii 1.0 sintetizsn nds
de 80 ng/gcs de tocoferoles en condicicnes cerobias, aun en aque-
llas de mdxima y minima actividad rospiratoria., Tempoco se esti~

mulé la sintesis de tocoferoles en cultivos cnvejecidos.

Ia levadura de ranaderia comercizl rccoride en filtro prense,
en fébrics, contiene cincuenta veces menos o-tocofercl que 1la
levadura empequetada. Esto descarta que condiciones de cultivo
en fdbrica no reproducidas en laborstorio, estimulen la biosinte-

sis de tocoferol.

En un aceite agregado en fdbrice & 1la moasa himeds antes del
é;fequefado, se determind 650 fg de & -tocoferol/g aceite; es
. decir,el o -tocoferol presente en la levadura ya empequetzds es
de origen exégeno. El endlisis de un entiespuna empleado frecuen—
temente pere el cultivo de microorgeénismos, rermitid establecer
que contiene 75 Fg de c*-toccferol/@ aceite; e¢llo puede determi-
nar que células cultivedas en su prceencia incorporan mds de 1

Pg de o(—tocofcrol/gcs, nuevenente ¢e Origen excgeno.

En el curso de estos estudios no se detecté [3:, j/— o §-to.

cofrrcles en cuntidad mayer auz 100 ne/ges en los lotes Q¢ lova-

dura, Tampoce se detectsron en dichos lotes dimsros o trizercs de

I
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o/ ~tccofcrol, el isdmero estructural (XIV ¢ 6 @) del ol-tocofe_

rol o ésteres de toccferolas en cantidad mayor & 2 Fg/gcs. Dade
la reletiva estebilidad del K~tocofercl en las condiciones de ex
traccién y purificecidn emrlezdas (plC6), indicsria ello que 1las
lev~dures no sintetizan nivcles de los compuestos citedos,superio
res & los que se indicaron.

Fn el aceite agresado a la levadura de panaderia comercigl no
se halld més de 10 pe de dimetiltocoles o $-tocoferol/g de
aceite. In cambio en el antiespuma GCN-31 se determind 255 fg de

dimetil-tocoles y 180 Fg de S-tocoferol/g de aceite.

La disparided de valores y hasta la confusidn existente en 1la
literatura acerca del contenido de tocoferol en levadurss, pueden
atribvuirse no sélo al uso de procedimientos de extreccidn y sis-
larziento no bien vzlorsdos y &8 una masa de muestres insuficiente,
sino & contaminaciones que pueden ocurrir si no se enulean medios
de cultivos libres de tocoferoles. Pera que un meflio cumpla es -

1
te requisito es necesario asegurar que sus componéhtes, inecluso
antiespuma, lubricantes, ctc., uecn de origen sintético; en c#so
'contrario debe verificarse la ausencis de tocoferol en los que
sean productos de origen naturel.

Otro mﬁtivo determinante de csa confusidn es la caracteriza -
cidn 1ncomp1;ta de compuestos designados "tocoferol', que puede
llever a confundir con, y cdosar como tales, a sustancias reducto
ras del reactivo de Emmerie-Engel distintas de los tocoferoles.,

Debe serialarse que en los estudios publicados tzmpoco se han
definido fase de crecimiento y condiciones de cultivo de las mues
tras snelizedas, 1¥1lo es c¢consejnble ¢n rezdn de le variascidn del

contenido de ubiquinona (tzbla 11) ¥y los cumbios en la estructura
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J
| celular (230) observidos cn el curso de nuestro trzba jo al modifi

car las condiciones embtientales.

i £l efecto que puede tencr sobre la alimentacidén animal el emrpleo
I de leveduras on reemplazo de otrta fuentes de proteinas depende del
23 °¢ 50 do produccidon que co cisy ¥y de la composicidn de la dieta.

=

EY rcouerimiento de vitamina E por lzs especies animales pusde es-

tisorse entre 10 y 500 rg ci-tocoferol/kg Feso; depéhde fundauwen-
talrmente del contenido de dcidos gresos poli-insaturados y sele -
nio en la dieta ( 59). Seglin nuestros resultados la cantidad de
o ~tocoferol detectadz cusndo se em lea melaza de cafie de zzilcar
como fuente de cartono, es insuficiente para el desarrollo normal
de sves y mamiferos. Sin embergo el agregado de aceites veretales
convenrientemente seleccionados 8 la levadurs o directsmente & los
alirentcs balancevdos, eviteria esa deficiencia. Sin embarsgo como
el tretomiento de los componentes durente la elcborzeidn de ali -
mentos balanceados y su almacenamiento pueden altq?ar el contani-
do de tocoferol (221), sélo el andlisis de la dieé% sometida &

las condiciones de comarcislizacién bkabitusles z2segurs el conte -

'nido de tocoferoles.

) 2., Otrss sustzncisn reductoras.
t

Nuestros estudics confirmen la presencia de ubhicromcerol-h en-

4

tre log lipidos inzapenificubles exixaidos de levsduras. In es -
tos extractos se deterniné 1 a 3 Pg de ubicrOGeno]/gcs.
El compuesto D (fizuras 9 y 11) obuservado en tccos los extrac—

tes obtenidos wor sxponiicacicn de edialag v odnc, so comporta

crovstogrdlicaments (colu g de sdnorerdn y roriicion en ceps del
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gece ) como 2-hexaprenil-fencl (LY, n = &) (50,62). Su espectro de

abroveibn al ultreviolets presenta un méximo (en etanol yhaxano)

a 280 nm, que no coincide exsctemente con el descripto para prernil-

fenoles ( Améx 272 y 279 nm) (21%5). ¥1 contenido del compuesto D
er:  cvadurs de panificacidn es de 0.6 Fg/gcs (celeulado con el
co..‘cicnte de extineidn del K-tiocoferol). Spiller y col (50) no
detectaron éste compuesio en sus estudios sobre biogintesis de
ubiquicona vor Saccharomyces; estimamos que la mane de células
analizsda no fue suficicente para detectarlo quimica o radioquimi-
camente: la aireascidén del cultivo durente el periocdoc de incubs -
¢idén con precursores marcazdos, determina que todo intermediario

biocintético se transforme en ubiquinora.

Otros tres compuestos reductores (designsdos ¥, T y U ern la
tfi~zura 11) fueron observados en los extractos de lipidos de leva-
durz pura panificacién y de Saccheromyces cerevisise 59 R (culti-

vada en glucosa -—extracto de levadura—peptona). La centided de
1

ellas es menos que la del compuesto D. No se intentd su identifi-

cacidn. Por su espectro ultravicleia el compuesto T podrie ger la

Isustancia S descripla por Green y col.(242).

282

l'inguno cde estos comruestos reductores se halld en el aceite

arresado 8 13 levadurs yar? ranificacidn antes de su empaguetamien
#) () L - & 1 —

to.

in nuestro ectudio nc so detect2ren 2-n-prenil-6-~metoxi-fenoles
(XVI), quinclco y el cowpussto reductor de Forbes y Cydrey (243 ,

244 ), on cintidud meyor @ 1 - 2 fg/gcs.

L ga—,
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C. QUINONAS ISOPRENOIDES EN LEVADURAS.

7o se detectd cantidzd mmyor que 100 ng de ci-tocofcrolauinnnﬁ/

ges y mayor gue 50 ng de filoouinona/gcs, en los lotes de levadu-
ra axaminados.
n Juechérovyces corevisiaze cultivada con diversas fuentes de

carueno y nitrdégeno, en eerobiosis, se halldé ubigquinona-6 y en Cun

dida guilliermondii ubiguinona-7. El contenido de ubiquinona va-

riz segin las condiciones de cultivo; en lazs muestras znalizadas
se halld 65 a 275 Fg/gcs. Estos valores son comparables con los d2
terminados por Creen y col. (47), Xehler y col. (49), Yorton y col.
(56) y Spiller y col. (50).

De Saccharomyces cerevisiae se fislaron otras dos qitinonas
(compuestos H e I) identificadas tentativawente como ubiguinona-7

Yy ubiguirona-8 . La presencia de ubiquinone-7 en Saccharomyces

fue descripta por Folkers y col.(245); no se tiene noticia de un
13

anuncio similar pera ubiquinona-8. Wo se detcctarqn prenil-quinonas
"

(XVII a XIX) en cantided meyor que 1 rg/gcs.

D. BIOSIKTESIS L POCCHELHOL Y PILOQUINONA POR LEVADURAS.

Si bien l% curacterizacidn del compuesto de levadura de panade-
ria del filtro prensa, identificzdo como oL~tocoferol, deja pocss
dudas sobre su identidad, no puede asegurarse a éste nivel de los
astudios, su biosintesia por Saccharomyces.

La posibilidsd de responder a esta cuestion medizante determi -
nacion radioquimica Co o -tocoiorol meresds desde precursores re-—

dioactivos en lugue de 18 determiascion quimicsh emplesda en esie
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traba jo, resolveria la duda del origen enddgeno o exdgeno. Pero
"s priori" no pueden esperarse resultados satisfactorios pvor esta
linea. En efecto, poco es lo que se conoce acercd 13 biosintesis
de tocoferol (3) 2 tal punto que aun no se ha establecido el pre —
cursor més cercano al nicleo. Se ha propuesto sin ningin fundamen-
to experimental (42) que podria ser el 2-tetraprenil-fenol. Los
estudios mis adelantados fueron rzalizzdos con brotes de maiz
(246-248); se sabe que el ol-tocoferol, su quinono y ¥ -tocoferol

» I'd I3 1
se mircan con decido (G-14C) shiquimico, con (U- 4C; anillo-l4C y
14
3

- : 14 . .
mevalénico; no se mercan con p-hidroxi-(U-"'C) benzoico ni  con

@-—14C) fenilalanina, con (CH C, 3H) metionina y con (2-140)
(P-MC) cindmico. Con tirosina (U—MC; (3-140 Y 0‘-140) ocurre
un hecho singular: se inhibe la sintesis de o -tocoferol en bro-
tes dé meiz, a tal punto que no se lo detecta al final de la in-
cubacidn, aungue si se mercan of -~tocoferolquinona y _8’-tocofq_
rol, Acido shiquimico, fenilalanina , metionina y tirosina marcan
también a ubiquinonss, plastoquinonas y naftoquinonas; Unicamente
con (cL—14C) tirosins Lubo mercacidn significativa en 3—(3- hi_
droxi-esteroles y escualeno; el dcido mavaldnico mirca considera-
blemente & esteroles y alcoholes, hidrocarburos y quinonas iso -
prenoides.

De estos precursoras el mds préximo 8l rucleo del ol-tocoferol,
el #cido shiquimico, no puede ser empieado con levaduras pucs su
pared celular es casi impermesble a este compuesto (50); podria
emplearse tirosine, fenilalonins o quizds seriz mejor el p~hidro
xi-fenil-pirdvico, si 1 célula fuers permeable a éste cetodcido,
ya que se sospecha que la mercecicn desde los dos amincicilos vre

cedn via el cetodcido (246 ,247).

——d

—_—
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41 desconocimisnto ds iou precursores préximos a1 nicloo debe

nprecsrse las dificultades resultintos de la poca incorporacidn

b g 4

desde los aminodeidos: sdlo 0.15 2y 0.06 % de la radiooctividad

“de - (ut

'/‘
Y

4 . . ' . \ X
C) tirosina v de 1-{U-""¢) fenilulina, respcctivamen -

v
{42, e oincarperaron al waie-inl goluler de brotes de maiz (247 ).

=1 sintesis de filojuinena ¢ tsan poco conocida como la de %o
cofcreles. Por 1o qua se conoce de le sintesis de menéquinonas
por hbz2cterics y de jusglona y lswsona por plantas,ocurriria via el
dcido shiquimico, pero el nucleo naftalénico se formario desde
el dcido corismico por condensacidén con un derivado del #cido
gluidnico {249,250). Se desconoce si el dcido corismico penetrs
en las células de levadura. El dcido L-(U—ldc) glutdmico podria
Sel un G2 Irc?dor aaccuddo; pero eson compuesto ce deriva hacie ve
rizo vias metabdlicas, lo gque lleva a suponer que muy poca radio

zectividad se incorporaria a una posible filoguinona,

4
For ello se presume que la detecciodn rédioguimipa de tocole -
L]

roles y filoquinonos nc ofrece menos dificultides ni incertidum-

bres gque la deteccidn quimica. bBste es el moiivo que 1levd & no
1 1 1

3
intentarlo.

Llama 1a eatencién iz posidle incapacidad de levaduros para sin
tetizar tocoleroies y [ilogaincnn, por tratirse de orpinismos osuca

ridtico

(¢}
4]

. Estos compucstos cumplen &lguna funcidn en tejidos  de
animales superiores, 8 juwzir por los severos sintomas de deficien
cia obgervedors en unirolues alizenicdos con dictas carentes de vi-
taminas E y X. Jes levidures dessrrollan ain linitaciones en me-
dios libras de cotnc vitioo rug. DL L2 Geeniu, on bage o lag obnor-

vaciones efcetudés cun Sooenlonls cussridlicos no Lobosinideleos

ﬁ
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guperiores (animales)bque ambas desemveiisn alguns funcidn a nivel
celular , no se explica su presunta ausencia en levaduras,

Pudo la evolucidn y diferenciacidn de la célula de los orgenis-—
mos superiores llevar al requerimiento de compuestos de estructu-
ra algo especializada , como los teccoferoles y filoquinona , au-
sentes en los protistas eceuceridticos ?. 41 parecer la situaciodn
que se ha dado & lo largo de la evolucidén ha sido otra: compuestos
sintetizados por protistas eucaridticos son regqueridos como vita-
minas o factores de crecimiento por algunos orgenismos euceridti-
cos mds evolucionados; esto es lo que ha sucedido con las vita -
minss solubles en agua y los sminoacidos esenciales.

Por el momento tembién quedan pendientes los interrogentes
acerca si tocoferoles y filoquinona son regueridos para procesos
celuléres muy especificos que no se dan en todas las células, o
al menos no en todas las condiciones de crecimiento celuler. Si
serédn requeridos pesre la activided funcional no fotosintética de
células organizades en tejidos, exclusivemente. O si serd que su
-Puncidn puede ser realizazda por un grupo de sustancias similares
presentes unas en ciertas células y otras en les restantes. Ya se
he sugerido esta posibilidad al observarse que Anacystis nidulans
es la uUnica de las algss azul-verdes y de-los;organismos que rea-
lizan fotosintesis con libveracidn de 02, analizados, que cerecen
de K -tocoferol y «-tocoferolquinona; la funcidn de ol-tocoferol
quinona en esc proceso puede quizis ser reslizada por una hidroxi
filogquinons que no esté en las otrus esvecies analizadas (10,47).

Nuestro traba jo estuvo orientado & la deteccidn de tocoferoles
¥y filoquinona. Pero 1lo3 compuestos invasstigados pueden no ser 1a

forwa activa de lass vitaminas E y ¥X. %artius y col (4,251) han
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sostenido reiteradamente nue ninguno de los tocoferoles es la for
m activa de lz vitamine E. Bien puede suceder que el tocoferol
se transforme répidamente en la forms activa una vez sintetizado
¥y aun que la biosintesis de la forms activa no pase por el tocofe-
rol. La forme activa puede ser algin olro componente de los 1lipi-
dos isoprenoides; o hallarse ligadez a proteinas (enzimss) de modo
que no sea extraida con solventes, Esta hipdtesis no es descabe-
llads; se ha descripto una proteina extreible de mitocondrias que
lleve ligado un compuesto quinoide o reductor no identificado
(68) y tembién formas soludbles en agua de vitamina K (252) y er -
gosterol (253). Esto puede deterrinar que los compuestos scti-

vos no sean extraidos con los procedimientos habitusles en el es-

Ve a v W wapauve

E. FFUNCION D=L TOCORSIOL EN LEZVADURAS.

El menor contenido de tocoferoles en tejidos arnimales es de 0.6
.Pg/gcs (44, 181). La menor cifra hallada en la literctura para or
ganismos que sintetizezn tocoferoles (vegetales) es O.7 p8 (o -to_
coferolquinona )/ges (51 ). Entre las vitamines solubles en agua,
la menos abundante en las células es biotina: en levedura de pang

deris cultivada sobre melazas hay 1 - 2 Fg/gcs; en Candida, 0.2 -

3 rg/gcs (234); en Aerobacter aerozenes, 4 Pg/gcs (254). Estos ds

tos llevan a pensar si ruede desemperiar algun vapel en el funcio-

namiento celular un compuesto que se encuentrs a una concentracion
de 40 ng/gcs. 51 bien no es posible dsr respucsta definida a es -
ta cuestidn, se pueden aportsr vigunos elementos de juicio en tor.-

no ¢ clla.

|
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La funcidn del tocoterol en levadure no psrece ligada con la
sctividad respiratoria celular. Su bLiosintesis no es estimulads
por condiciones en que esa actividad aumenta, ni acomparia la de -
presiodn de enzimas de los ciclos de Krebs o del dcido glioxilico,
lo sue si ocurre con ubiquinecna-6 (table 11 y ref. 225 y 226).

La cintidad del presunto tocofercl presente en levadura, no per-
mite aceptar la hipdétesis de su posible participacién en el sis-
tema de transporte de electrones de lavadura, ys que se ho estims-
do que el con*tenido de un coupuesto que intervenga en ells debe
ser superior a 1 fg/gcs (166) o 5 Pg/gcs (p. 35) aproxizademente.
El contenido de ubiquinona-6 en levadura (ver tabla 11) estd de

acuerdo con esta funcidn.

Tampoco pareco aceptadble que cumpla un pspel protector de las
menbrenas celulares, evitando la peroxidacidén de los dcidos gre -~
sos no saturados,

El contenido de dcidos grasos aumenta con la ac&ividad respi -
ratoris y tembién lo hace 1la proporcidén de no satu;ados en Saccha
romyces cerevisiae (202,259). Sin embargo condiciones que favo -
precen el desarrollo de membranas citoplasméticas ¥y eumentan el

_contenido de dcidns sracos no saturados, no estimuleron la sinte-
sis de tocof?rol.

El 79 % de los dcidos ¢rasos -87 mg/ges (202)- son insaturados
(257), fundamentalmente linoleico y oleico; se puede celcular que
hay alrededor de 4 x 109 meléculas de dcidos grasos/célula, Es di
ficil concebir que 1.000 moldécules de tocoferol (ver mis aba jo)
pueden evitar la peroxiducicn do tanins moléculas de dcidos gra -

sos aunque ellaz ocurrier: ¢n muy bujs proporcidn.

Y

————— -
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Queda en pie sin embargo una posible funcidn catalitica del to
coferol, no establecida aun. La levédura de panaderia comercial
contiene 5.6 x 1010 células/ges. Con este dato, el peso molecular
del ol-tocoferol y el numero de Avogadro puede establecerse que
40 ng de o(-tocoferol/gcs equivalen a unas 1,000 moléculas de
ol -tocoferol/célula, Estimamos que este nimero de moléculas es
suficiente pars jugar alguna funcidn catalitica, como cofactor.
Suponiendo que cada molécula de cofsctor opersara con una de enzi-
ma, y para ésta un peso molecular de 6 x 105 g/mol, puede calcu-
larse que esa enzims serfa el 0,005 4 del peso cclular seco, ci-
fra que no parece excesivamente baja. Tampoco es bajo el ntmero
de moléculas por célula para un intermediario metabdlico de corta
vide media. En razdén del bajo contenido de ol-tocoferol en
aerobiosis, se estim@ que ese papel de cofzctor no debe ser algu-
no vinculado 2 Ja sintesis de mecromoléculas o produccidén de ener
gia en presencia de oxigeno, salvo que el tocoferol no sea la for

ma activa de la vitamina E.

Una situacidn muy cercana a la del tocoferol es la de filonqui-

nona. Su funcidén en la coagulaciodn sanguines en memiferos es bien

conocida; & pestr de ello ls presencia en tejidos animales de una

sustancia con aciividad de vitamina K s6lo hebia sido detectada
por ensayo bioldzico (257). Recién en el afio 1968 se aisld de
higado de conejo y pollo una sustancia similar a filoquinons
(258); se encuentra en esas especies en cantidad aproximeda - &
1 Fg Yy O.GAPg/gcs regspeciivamente. De higado vacuno después de
varios ensayos infructuosss (259) se 2isld e identificd 8 nz de
manaquinona/ses (23,241).

No se a discutido lo rclacidn entre esa cantidad de naftoqui

..

|
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nona y la funcidén bioldgice. Tampoco se ha establecido si es sin-
I
|tet:‘.zada por el tejido; so ha sefialado que la vitumina K de teji-

'
‘dos de rumisntes puede ser de orizen exbgeno, provenir de la die-

ts o ser sintetizeda por la flora del rumen o la intestinal ( 260).

X3 iateresante destacar que 1a forme activa de la vitamina K no

!parfciera ser filoquinona ni les menaquinonas identificades, si-
'

no menaquinona-4 (22,23, 261), compuesto que solo se ka detectado

radioquimicemente.

o~ —
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