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ABREVIATURAS NO USUALES.

‘ . . .a l' ha indican a continunc1on las abreviaturas empleadas en este
Q

traLnJo que no se encuentran en el índice de abreviaciones, símbo­

.105, convenciones y definiciones del folleto "Policy of the

ÏJournal and Instructions to Authors”, The Biochemical Society,

LCIÏOK, 1971, po 13o

! fr. fracción de un extracto de lípidos

gc gramo de células '

gch gramo de células húmedas

gos gramo de células secas

kgch kilogramo de células húmedas

mA mili átomo gramo

RI. RF x 100

Rt tiempo de retención en cromatografía gas-líquido
uDO unidad de densidad óptica

has abreviaturas empleadas para designar extractos de lípidos o

fracciones derivadas de ellos,se introducen en el Hursodel texto.
‘­



MOTIVOS Y PROPOSITOS DE ESTE ESTUDIO

Crownnoles (tocoferoles) y una quinona (fi10quinona) son reque­

ridos comovitaminas (E y K respectivamente) por organismos animï1

les.

Cromanolesy quinonas isoprenoides naturales se hallan estrecha

mente relacionados en estructura y biogénesis. Puedensufrir multi

ples conversiones en sistemas biológicos aunque no se conocen las

transformaciones que ocurren en el seno de las estructuras lipoprg
teicas, al amparode los metabolitos disueltos en el sistema acuo­
so de la matriz celular.

Las vitaminas E y K y la ubiquinona desempeñan una función esenl
cial en organismos eucarióticos. Los mecanismosde acción postula­

dos son insuficientes para explicar su función biológica y en el c:

eo de filoquinona y tocoferoles puede afirmarse que se desconoce su

rol. Ante la descripción de estados de deficiencia en el hombre y

los conocidos y severos efectos de su deficiencia en mamíferos y

aves, se hace necesario lOCalizar el sitio primario de acción de
éstas vitaminas.

Los sistemas experimentales empleados hasta el presente no han

sido frucfiTeros en este sentido. Los organismos unicelulares pueden

presentar ventajas para el estudio de la función de estas vitami ­

nas. Las levaduras parecen ser organismos apropiados para el examen

‘de los mecanismOsalterados por deficiencias de estos oOmpuestosen

células eucariótícas quimiotróficas.
Los antecedentes contradictorios acerca de la presencia o no de

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

revisar) el contenido de tocoferoles y f110quinona en levaduras con

tos

tee

que

de
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métodosanalíücos sensibles y específicos.

Este estudio es aconsejable no solo a los fines de establecer si

las levaduras son argenismos adecuados para el análisis de le fun —

ción biológica de cromenoles y quinonas, sino también porque las lg

vaduras estan siendo utilizadas cada vez más como componentes de

dietas para alimentación animal, con desconocimiento de los niveles

de vitaminas liposolubles en ellas. Esto entraña un riesgo potencial

para la producción animal.

Estos fueron los motivos fundamentales que dieron origen a nues­

tro trabajo.
Se consideró oportuno analizar también la presencia de compues­

tos relacionados o precursores de tocoferoles y quinonas isoprenoi­

des en razón de las relaciones estructurales y funcionales existen­
tes entre ellos.

Nuestro estudio incluyó el análisis de tocoferoles, el isómero

estructural dol ci-tocoferol (XIVc ó d, p.13), sus dímeros o tri­

meros; ubiquinona, ubicromenol, filoQuinona, prenil fenoles y pre­

nilquinonas; escualeno y ergosterol, ademásde procurarse la carag
terización de Compuestosreductores del reactivo de Emmarie-Bngel

distintos de los ya citados.

Ello implica un problema analítico de magnitud en razón de la

üariedad de compuestos y la similitud de sus yropiedades. De aquí

que, comopaso previo, fuera necesario conilar un procedimiento

de análisis que permitiera el aislamiento de cronanoles g quinonas
de 10s lípidos de leVHduTESy su identificnción.
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CLIITULO l

.CROMANOLES Y QUINCNAS ISOPRENOIDES {ATURALES

Y COMPUESTOS RELACICNADOS.

2* o Principales familias de quinonas naturales.
1. Estructura.

2. Nomenclatura.

3. Distribución.

tz! Compuestosvinculados a quinonas isoprenoides.

1¡ Compuestosrelacionados estructuralmente.
2. Intermediarios biosintéticos.

3. Compuestoscon posible relación funcional.

C. Conversiones moleculares de cromanoles y quinonas.

D. F sible relación entre estructura química y función.

A. PRINCIPALES FAMILIAS DE QUINONíS NATURÉLESr
V1. Estructura. "

Las quínonas isoprenoides pueden distinguirse en benzo y norto­

quincnas, según su anillo aromático. Las benZOquinonasmás difun­

didas pueden separarse en dos familias: metil-benZOquinonas (I),

pure las qu? ño sc ha propVústO designación general y metoxi­
benzoquinOnae (IV), conocidas comoubiquínonas (figura 1).

Se sugiere la estructurv I comofórmula general para lan metil­

bonmoquinonasisoprenoidcs en razón de que existen en la naturale­

za compuestos derivados du ella que pueden agruparse en cuatro ne­

ricu: plastOQuixcnas (11), fíti]mmetíl—ben20quinonun (IIIa), toco­
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Figura l. Principales familias de quínones naturales.
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asmonoydÏietil-fitil-benzoquinonas.1

ferolquinonas (IIIb) y tocotrienolquinonas (IIIc) (1,2,3). Unso­

¡lo representante natural se ha aislado hasta ahora del compuesto

'I, «¡1homólogo con n': 10 (4); del IIIe, el isómero 15(5) y del

511m, el o: (3).

1 Las naft0quinonas naturales isoprenoides pueden ordenarse en

gdes series: menaquinonns (VB) y fiIOquinonas (Vc) (2,3).
! Las características estructurales de los principales grupos
í de quinonns isoprenoides se resumen en la tabla l.

Existen en la naturaleza numerosasvariaciones devestructura

de los tipos quinónicos señalados. Se han descripto algunas plas­

’t0quinonas, ubiquinonas y menaquinonas con cadena lateral par­

cialmente saturada, monohidroxilada y aun con ese hidroxilo es­

terificado por ácidos grasos. Se han hallado S-dcmetil-ubiquino_

nas (IVb) y 2odemetil—menaquinonas (Vb), que carecen del metilo

vecino a la cadena isoprenoide (vecino a uno de los carbonilos

quinónicos) (2,3).

En medio de tanta diversidad (se han aislado algo más de vein­

ticinco quinonas pertenecientes a estas familias)ínay caracterís­
ticas Comunessingulares: la cadena carbonada poliprenoide en po­

¿sición orto a uno de los oxígenos de la estructura pare-quinoide
y la conformación trans de todos los enlaces dobles de dicha ca­
dene.

Debe obsárVarse_también que todas estas quinonas poseen un do­

ble enlace en posición 2', 3' o su equivalente (derivado por hi­

dratación del doble enlace), un hidroxilo en posición 3' de la cg
dena lateral. Las características estructurales comunesdo las

benzo y naft0quinonns poliprenoides pueden representarse por la



fórnula general VI (fig. 2).

I Existen otros tipos de quinonas escasamente distribuidos, con

I o sin cadena poliprenoide (1, 2, 3). Entre ellas roquuinona ,

}auruntiogliocladina y relacionadas, fumigatina, clorobiumquinona,

| etc. Su estudio no ofrece interés, 51 menosen la actualidad,

pues parecen ser producto del catabolismo del organismo que las

pr:iuco.

2. Nomenclatura.

En este trabajo se adoptan las reglas tentativas para nomenclï

tura de quinonas con cadena lateral isoprenoide sugeridas por la

IUPAC—IUB, en particular la propuesta I para 1a designación de

los miembros de cada grupo (6).

Se sugiere que la designación de tocoquinona se reserve para

las metil-benzoquinonas con cadena lateral fitilo y que se extieL
da la designación plastoquinona a todas las metil-benzoquinones

con cadena lateral prenilo. Así las plasthuinonas actuales se­
p

rían X-plastOQuinonas-n y la llamada vitamina EáfiSO)sería cx­
plasthuinona-lo.

3o Distribución.

‘ Los estudios de distribución de quinonas han mostrado su exis­

tencia en_ca¿i todos los seras vivos. Estos estudios se resumen

en la tabla 2, en la que se indica el rango de contenido de qui­

nonas en los taxones principales. La mayor parte de los datos fug

ron cOpílados de las referencias citadas en las revisiones 1, 2 y

3 y las mencionadas más abajo.

Los organismos fotofiróficos productores de oxígeno cwuiinnen

Tabla2.
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DISTRIBUCIONDEQUINONASISOPREÏOIDÉSENLOSPRINCIPALES

PhilumoDivisión

Vertebrados
értrópodos Protozoos Esjuizonicetcs IixcaicetosyEmioofitos Cianofitos

orofitas, ites
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inVHriablementeplasthuinonas, tocoferoiquinonas y filoquinone

en su aparato fotosíntótico (7, 8, 9), con excepción de Anacystis

nidulans, alga precariótica en la que no se detectó tocoferolqui­

nona (9,10). Las células de plantas superiores y algas eucarió ­

ticas poseen también ubiquinona localizada en mitocondrias de te­

jidos fotosíntéticos y no fotosíntóticos (11). Las algas proca —

rióticas no poseen ubiquinonas (12).

Las bacterias fotosíntéticas no contienen plasthuinonas; en

ellas se encuentran ubiquinonas y/o menaquinonas(1,3,13,14) acqa

pañadas en algunos casos de otras quinonas. Pareciera haber toco­

ferolquinona en Chlorobium (15). No se ha hallado referencia sobre

el contenido de esta quinona en otras especies.

Los organismos quimicheterotróficos carecen de plast0quinona.

Vertebrados, invertebrados, protozoarios y hongos (con excepción

del género Blastocladiella) poseen ubiquinona y ésta es la quine­
na más abundante en ellos (1,2). La ubiquinona se halla localiza

da en mitocondrias y microsomas. Es de especial interés la detcg

ción de ubiquinona en metale-flevoproteínas cristalizadas (2).
Los vertebrados poseen también cantidades a nivel de trazas de

' tocoferolquinone (en mitoeondrias) (2,16,17), menaquinonus(18) y

otras naft0quinonas no identificadas (19) (en mitocondrias y mi­

crosomas), todas provenientes dc Ja dieta y/o de la actividad de

la flora intestinal (20,21). Sus tejidos no sintetizan el núcleo

de estas quinonas pero pueden reemplazar o modificar la cadena lg

teral de los metil-benonuinones o neftoQuinonas exógcnas (4,22,

23). No se tiene conocimiento de que so haya estudiado la presen­

cia de tocoferolquinonas o naftoquinonas en'invertebrados, proto­

zourios y honnoa ni tümpoco la capacidad dc es,os organismos para
sintetizarlan.
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Las eubacterias heterotróficas poseen ubiquinonas y/o menaqui­

nomasen su membranacelular. Las gram positivas sintetizan sólo

menaquinonas,sean aerobias estrictas o facultativas; en las gram

positivas anaerobias estudiadas no se han detectado quinonas. Las

eubacterias gramnegativas aerobias estrictas sintetizan sólo ubi
quinonas mientras que algunos géneros facultativos sintetizan

ubiquinonas y menaquinonas. Las gram negativas anaerobias estric­

tas contienen sólo menaquinonas (ver referencias en las revisio —

nes 1,2 y 3). Una especie gram positiva autotrófica (¿icrocoocus

denitrificans) parece ser la excepción a estas generalizaciones,

ya que sintetiza únicamente ubiquinona (24).

Hasta el presente no se han detectado tocoferolquinonas en

bacterias, pero lo cierto es que al parecer no se ha analizado
su contenido.

Los estudi0s de distribución efectuados son insuficientes.

Hayaun grandes grupos taxonómicos, especialmente entre animales

y plantas inferiores, que requieren investigación. La caracteri­

zación de lasquinonasen algunas especies es incompleta. En muy
pocos organismos se ha estudiado el efecto que lasrcondiciones ag

bientales y la edad de las células ejercen sobre el contenido de

’quinonas, a pesar de haberse establecido en los examinados ol prg

fundo efecto del proceso de producción de energíayrdel grado de

desarrollo (l,25,26,27). Los resultados que indican ausencia de
quinonas o compuestos relacionados de algunos organismos no de­

ben considerarse concluyentes: la aplicación de las nuevas técni­

cas de análisis, más sensibles y especificas puede modificar esa
situación.

A pesar de estas observaciones se han detectado quinonas "en



ll

más sitios y en cantidades mayores que las que se pueden expli­

car sobre la base de la función en el transporte de electrones

celular, reconocida para alguna de ellas". "El estudio de su dig

tribución llevará sin duda a una mayor comprensión de los mecanig

mosy significado de las reacciones de oxidoreducción celulares"

(l) mitocondriales comono mitocondriales.

B. COMPUESTOS VINCULADOS A QUINONAS ISOPRENOIDES.

1. Compuestosrelacionados estructuralmente.

Singular importancia han cobrado quinoles (VII) y cromanoles

(IX) en relación a la función biológica de las quinonas isoprenoi

des. Amboscompuestos son formas reducidas de las quinonas y pue­

den ser oxidados reversiblemente "en vitro" a las quinonas VI y

XII respectivamente (figura 2).

Se han aislado quinoles (llamados también hidquuinonas o dihi

dquuinonas) derivados de todas las quinonas conocidas. Se encuen

tran en cantidad variable (10 a más del 6o%del contenido de qui­

nonas) en los organismos que contienen las quinonas parentales

(7,26,28,31). Recientementese han identificado 4-0-metil-éteres

de X-tocoQuinol (5) y menaquinol (32).

Existen naturalmente plastocromanoles derivados de plasthui ­

'_nona (33). Tocoferoles (XIVa)y tocotrienoles (XIVb) (figura 3).

-cromanoles derivados de tOCOquinonas. La identificación de nafto­

cromanoles naturales parece haber sido erronea (34,35); no se han

aislado ubicromanoles celulares (36).

'Los tocoferoles (vitamina E) son sin duda alguna el grupo más

abundante y fisiológicamente el más importante de los cromanoles

naturales. Se encuentran en tejidos fotosíntéticos y no fotosin —
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Figura 2. Compuestosrelacionados estructuralmente

'a quinonas isoprenoides. Sus interconversiones.
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téticos, especialmente semillas, de plantas superiores (37-39)y en

algas eucarióticas (27). Se hallan también en algunas algas proca­

rióticas (40); no ha sido detectado en Anacystis (lO) que sin em­

bargo parece contener una 3-hidroxiquinona (tipo XII) thtrO org

manol (40). Algunas bacterias fotosíntéticas son capaces de sintg

tizarlo (ej. Chlorobium) y otras no (ej. Cromatiumy Rhodospiri ­

llum) (41,42).

Tambiénse encuentran tocoferoles en los tejidos de los verte­

brados (mamíferos y aves) analiZados (16,17,43,44) pero provienen

de la dieta (20). No se ha estudiado su distribución en inverte —

brados y el único protozoario analizado (Tetrehymena) no lo sin —

tetiza (41). Su presencia en hongos es incierta; se han examina ­

do levaduras y Phycomyces(45-51) con resultados contradictorios
entre distintos autores: los estudios efectuados se discuten en

otra sección (p.42) en razón de la importancia que poseen comoun
tecedentes de este trabajo. .

Es incierta también la distribución de tocoferoles en bacterias
quimiotróficas. En cinco especies heterotróficas no fue detectado

(41) pero se lo ha hallado en otra, anaerobia estricta (52). Es­

tos análisis deberían repetirse y ampliarse el númerode organis­
m0s examinados.

Recientemente se ha anunciado el aislamiento de un isómero in­

usual del oL-tocoferol de estructura no cíclica y con un grupo

0-metilo (metil éter) (53). Los hechos estructurales detectados

pueden representarse por 1a fórmula XIVc o XIVd; la posición de
los metilos aromáticos es indeterminada. Este compuesto puede ser

totalmente idéntico al 0-meti1-óter del i-toc0quinol ya menciona­

do (ambos fueron detectados en Suglena) (5). La existencia natural
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de este isómero es de sumo interés: será un precursor, un metabo­

lito o la forma activa del ci-tocoferol?. De cualquier manera

debe considerarse su posible existencia y la de su quinona (u-tg

c0quinona) en todo sistema en que desee evaluarse el contenido de
tocoferoles totales. '

Los cromenoles (VIII) son isómeros cíclicos de las quinonas.Se

han aislado ubicromenol-5,—6 y -9 derivados de ubiquinona—6, -7

y —lOrespectivamente (47,55-57). No ha concluido la discusión s9

bre si son compuestos naturales o artifactOH de aislamiento; la

evidencia experimental tiende a sostener su origen natural. Has ­

ta el momentono se han identificado con seguridad naftocromenoles
ni tococromenoles naturales. Es de interés señalar que se han ha­

llado cromenossustituidos entre los productos de excreción de va­

rios microorganismos (58); ello parece indicar que la reacción de

isomerización de quinonas a cromenoles es un Caso particular de

un tipo de ciclización más general. .

La distribución de quinonas y cromanoles en animales, vegeta —

les y protistas asi comolos efectos de deficiencia en vitaminas

E (59) y K (60) observados en mamíferos y aves, hacen pensar que

la capacidad para sintetizar miembrosde le serie de la plasthdi
nonas y toc0quinonas (tocoferolquinonas, tocotrienolquinonas) y

la cadena fitilo de la fi10quinona, estaría restringida a células.

que efectúan fotosíntesis con desprendimiento de Oxígeno(si se

excluye la incierta presencia de tocoferoles de hongos) (3,61) .

En constraste, la biosíntesis de ubiquinonas y la cadena-lateral
de menadionas,es efectuada por animales y todos los microorganis­

mos que contienen esas quinonas (3,20).

El rol vitamínico de las nafthuinonas para mamíferosy aves
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se atribuye a la ausencia en células animales de la vía del ácidoBtabo­

nera h siquímico y a la consecuente imposibilidad de la síntesis de co­

Ébwo rismato (precursor de nafthuinonas en bacterias y plantas) (3) .
[doE; El requerimiento de vitamina E no se explica hasta el presente,

pues según lo que se conoce de la biosíntesis del tocoferol en

me Se plantas, el precursor de su núcleo es el ácido homogentísico, que

’ _7 puede ser sintetizado por las células animales desde fenilalanina
ión SO o tirosina vía p-hidroxi-fenilpirúvico (3). Podrá atribuirse a

i 13- la incapacidad de los tejidos animales para sintetizar fitol?.
BBS_ La ubiquinona se sintetiza desde p-hidroxibenzoato compuesto,

nenoles que en mamíferos deriva de fenilalanina o tirosina de la dieta

In ha- (2o)’

de va­
2. Intermediarios biosintéticos.

lón de

b de Se han aislado varios tipos de fenoles, p-quinonas y quinoles
poliprenoides sustituidos, que posiblemente.son intermediarios en

pta _ la biosíntesis de las quinonas isoprenoides. Sus estructuras se

ninas compendian en la figura 4. í

¡r que Los multiprenilfenoles XVy XVIy las multiprenil-benz0quinonas

’toqql ÏVII a XIXse han aislado de varias bacterias y tejidos de mamífe­
a) y ros (42,62-64), pero no se los detectó en hongos (50). Los com ­

¡lulas puestos XXy_XXI han sido detectados pero aun no aislados. Todos

L se ellos serían.precursores biosintéticos de ubiquinona.

ü) . El quinol XXIl y su quinona, aun no aislados, han sido postula­
¿eral dos intermediarios en la biosintesis de plasthuinona. Estos com—

país_ puestos con cadena lateral geranil-geranil ( n = 4) serían los prg
cursores de tocoferoles y tocotrienoles (3). Se ha sugerido que el

aves 2-tetraprenilfcnol (XV,n = 4), sería precursor de tocoferoles(42).
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Sin embargoesta hipótesis debe ser desestimada pues los prenilfe­

noles derivan del p-hidroxi-benzoato, mientras que la síntesis dc

plast0quinonas y tocoferoles ocurre vía ácido homogentísico (3).

El primer compuesto isoprenoide en la secuencia de biosíntesis

de nafthuinonas sería el 2-poliprenil-naftoquínol (XXIII); exis­
te en la naturaleza n la par de su quinona, la 2-demetil-naft0qui­

nona (Vb).

3. Compuestoscon posible relación funcional.

Una propiedad comúnde cromanoles, quinonas y compuestos isoprg
noides es la de oxidarse o reducirse en condiciones relativamente

. . +++suaves. Cromanoles, fenoles y quinoles se ox1dan con Fe ,

Fe(CN)g3 , Cl Au- , Ag20 , neotetrezolium, N-bromosuccinimida, 0 ,4 2
9to.: v "las nninonns 5:9 rpdnnnn nan T1 “QT-I- p’n-mn Defic'w'bíon,

a q
= .

8294 , leuco-azul de metileno, leuco-azul de Nilo A, etc. La ab­
sorción al ultievioleta con bandas características pera cada com­
puesto, es otra propiedad común; esta absorción se modifica cuan­

do se oxidan o reducen.

Compuestosliposolubles con absorción en el ultravioleta, re­

ductores u oxidantes de los reactivos mencionados, pueden ser

cromanoles, quinones, quinoles o poseer estructuras desconocidas

vinculadas a ellos, no sólo químiCa sino también funcionalmente.
Pueden ser los intenmfliarios en las transformaciones químicas

de cromanoles y quinonas, indicar el mecanismode su acción bio­

lógica o ser intermediarios biosintéticos. Deaquí el interés que

posee su localización, aislamiento y determinación estructural.

Se ha aislado un buen número de estas sustancias, que aun no se

han identificado, de microorganismos (65,66), mitocondrias (67)y
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aun preparados enzimáticos (68).

C. CONVERSIONES MOLECULARES DE CROIANOLES Y QUINONLS.

Por un hábito mental se visualiza normalmente la estructura or­

génica formal de las quinonas is0prenoides en la forma paráquinoi­
de (VI). Pero es importante considerar que otras especies molecu ­

lares esencialmente equivalentes (X,XXIV, XXVa- XXVd)(figure 5)

no sólo pueden existir sino ser preponderantes en un medio qui ­

mico o celular apropiado. A tal punto poseen igual estabilidad ,

que la diferencia de energía entre las estructuras VI y XXIV es

de —O.3kcal/mol. La especie activa podría ser una u otra de ellas,

dependiendo de la función o transformación involucrada.

Los compuestos estructuralmente derivados de quinonas (VI) pue­

den convertirse unos en otros con relativa facilidad. Las conver­

siones moleculares que ocurren "en vitro", se compendianen la

figun32.Todas las estructuras señaladas han sido aisladas y la mi

yor estabilidad de una frente a otras "en vitro" queda determi ­

nada por el pHy la polaridad del medio. Los estados de oxidación

intermedios entre quinonas y sus cromanoles o quinoles se indican

en la figura 5.

Existe evidencia experimental de la existencia transitoria de

los intermediarios señalados “en vitro".y la de algunos de ellos

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

de la molécula, determinan la especie molecular neutra, iónica o

radical libre que se forma y el curso de la reacción. Algunas‘

transformaciones requieren medios estrictamente anhidros o entor ­
nos fuertemente hidrofóbicos.
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Las conversiones de quinonas a cromanoles o quinoles y vicever­

sa son de especial interés, ya que alguna(s) de ella(s) puede(n)

constituir la base molecular de la función biológica de estos com­

puestos.

Es difícil establecer la estructura de las quinonas reducidas
enzimáticamcnte durante el transporte celular de H, debido a su

rápida autooxidación; puede ser quinol, semiquinona o cromanol.

Quinonas (VI, XII) y quinoles (VII, XIII) se reducen y oxidan re­
versiblemente en esas condiciones. Son posibles otras especies mo­

leculares reducidas distintas del quinol, pero semiquinona, crema­

nol u otras no constituirían más del 1 al 2%de la quinona (total)

presente en la célula (29,3l,69).

Se ha detectado la existencia "en vivo" de radicales semiquino­

na (XXVII) de ubiquinona (31,70), plaetoquinona (71) y menaquinona

(72)­

La reducción de quinons a quinol via eltredical semiquinona

(XXVII), ocurre con separación de cargas- La conversión entre em­
p

bas formas es reversible. L
La formación de ubisemiquinona parece estar ligada al funciona­

miento del sistema de transporte de B (31,70); por otro lado estu­
r

Jdios cinéticos indican que la aparación de semimenaquinonaes in­

dependiente del transporte neto de H (72). Ia no detección de ma­

yores niveles de semiquinona puede ser debida a su dismutación en

quinol (VII) y quinona (VI)durante el aislamiento de lípidos(3l)
o consecuencia de extremadamente bajas concentraciones del radiCal

en condiciones de equilibrio, estado estacionario o transiente

(72)­
Se ha obtenido evidencia indirecta de la ciclización reductiva

931
Los

V91

qu

I'O

bi

vi
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fi y reversible de quinonas a cromanoles "en vitro" (73). Esta re­
dcevír- í ducción puede ocurrir via 5-meti1en-cromanona (XXIV), isómero cí­
c<n clico de la quinona (VI) (74); los intentos por detectar su forma­

OScom- cioñ "en vivo” no han dado resultados positivos (69,75,76). E1 in­

id F termediario podría ser la 9-hidroxicromanona (X); ésta puede redu­

: 8° cirse a cromanol o isomerizaree e 3'-hidroxi-quinona (XII) (77,78).

n01 su La oxidación de cromanoles a quinonas, que involucre la pérdi­
0 da neta de dos H, podría ser realizada por una deshidrogenasa y

:n re- esta sería una forma en que los tocofercles ejercieran su función.

’esom:- Los cromanoles (IX) se oxidan con formación intermedia del hemia­

(::t:1) cetal (X) en presencia de reactivos nucleofílicos (77). Esta con­
versión pareciera ser reversible y puede ser un mecanismocelular

_ de transferencia de H con separación de cargas en un entorno hi­

PQÏIEO- drfóbico, como el que se da en el seno de las membranas lipopro­

qUInona teicas, en las proximidades a grupos alcohol o tiol; ello permiti­

ría la transferencia de protones y electrones vía ión cerbonio

:na (77) sin oxidación a 3'-bidroxi-quinona (XII). La isomerizeción
re em- de la 9-hidroxi-croman0na (x) a 3'-hidroxi-quinona (XII) no es

‘ _ ' reversible. Las 3'-hidroxi-quinonas (es el caso de tocoferolqui­

n°1°:d- nones) se reducen reversiblemente al 3'-hidroxi-quinol (XIII) y
p e? u_ no al oromanol (IX) (tocofcrol) (79).

:8 ln- "Por ello las 3'—hidroxi-quinonas no participerían de procesos

ii m:- de oxidoreducción catalizados por cromanoles, o viceversa. De a­

;É:I)H Ï qui que el per redox tocoforolquinona/tocoferol_no jugaría algún
%dical rol en el transporte de electrones (79); podría hacerlo_en cam­

te bio el par 9-hidroxi-cromanona/tocoferol (77).
Es difícil mostrar la ocurrencia de esta transformación "en

ctiva vivo" por la existencia efímera de la hidroxi-cromanona fuera de
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un entorno lipídico adecuado. Sin embargo la detección en sistemas

biológicos de su isómero estable 3'-hidroxi-quinonu (73) puede ser
un indicio de su existencia.

Esta observación es altamente significativa pues la estructura

3'hidroxi-quinona existe comotocoferolquinona en las células ani­

males y vegetales; ello renctualiza una posible función de los to­

coferoles en el acoplamiento energético entre el transporte de H

y la fosforilación del ADP.

Comoconclusión, quedan aun por demostrar la estructura de los

intermediarios y el mecanismopor el cual las quinonas se convier­

ten a ellos en los procesos redox y de conservación de energía ce­
lulares.

La ciclización no reductiva de las quinonas a su isómero crOme­

nol (VIII) no ocurre espontáneamente pero puede efectuarse "en vi­

tro" y existen evidencias de su ocurrencia "en vivo". La transfor­

mación inversa de un cromenol (tocoferol) axuna quinona (tocoQuí­

nena-10 ó E2 (50)) se ha detectado "en vivo" (4).
Finalmente, parte de cromanoles y quinonas isoprenoides es trans

formada en i-lactonas conocidas comometabolitos de Simon. Estos

metabolitos son excretados por vía urinaria, probablemente comoglg

curónidos (80).

D. POSIBLE RELACION ELlRE ESTRUCTURA QUIMICA Y FUNCION

Los caracteres estructurales comunesde las quinonas isoprenoides

pueden indicar los grupos o estructuras vinculadas a su función bio­

lógica. La estructura para-quinoide, capaz de reducirse reversible-'
mente, con un potencial redox intermedio entre los donores y acep —
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torna de hidróyeno celulares, es la base molecular de su función

!catalítica en el transporte de H. Sus cadenas laterales isoprenol
i . . '. .."des ue cuatro o mas unidades, con grado de saturacnon variable,

'pero con un par de electrones en posición 2',3’, especialmente

adyacente a un carbonilo quinónico, hace posible la formación de

¡un :nillo cromanodurante la reducción. Esta puede ser la base no

!leru'ar del papel postulado para las quinonas isoprenoides en la
‘tranoferencia de fosfato activado (rico en energía). ¿demás la ca­

dena isoprenoide larga confiere a las quinonas extraordinaria so­

lubilidad, y en consecuencia movilidad -difusión— en las estruc ­

turas lipoproteiCHs celulares, lo que hace posible su función co­
moauténticos portadores de H o fosfato.

Se ha verificado que los caracteres estructurales mencionados

son necesarios para restaurar el transporte de electrones acopla­

dos e fosforilación del ADP,en sistem s de partículas celulares

capaces de oxidación de sustratos ligados a la reducción de oxíge­

no, nitrato, sulfato o algunos eceptores orgánicos comofumarato;
¡y

o en partículas capaces de fotosíntesis, cuando amáos tipos de por
tículas fueron privados de quinonas. En algunos casos se ha seña­

lado el requerimiento adicional de un metilo en 0-5, pero la exis­

tencia de sistemas de transporte que funcionan con demetilquinonas

(IVb y VB), pone en duda que se trate de un requerimiento esencial.
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feroles (vitamina E) por los mamíferos y aves es un hecho totalmen­

te establecido. Los trastornos 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 invertebrados. '

Si a ello se suma la presencia de nafthuinones en algunos pro ­

tistas y la existencia de ubiquinona en todos los organismos aero­

bios estudiados, se concluye que estos compuestos deben actuar en

procesos metabólicos esenciales para la vida. El aislamiento de mg

tantes bacterianas que no sintetizan ubi- 6 naftoquinonas (62,81­

83) apoya este concepto.

\

l. Toooferoles.

La carencia de vitamina E en la dista produce una gran variedad

de enfermedades mortales en mamíferos y aves. El signo clásico de

avitaminosis en la rata hembra es la resorbción fetal (síndrome de

gestación - reabsorción) y en el'macho la'degeneraqión testicular.
Otras consecuencias bien definidas de la deficiencia son: necrosis

hepática en la rata, ratón y chancho; diatesis exudativa y encafa­

lomalcia en el pollo; distrofia muscular en rata, pollo, conejo ,

ovejas y bovinos; distrofia muscular y anemia en primates, 3to.,

(59,84 185)"

Un síntoma dado de deficiencia se manifiesta en unes especies

animales y no en.otres; en una especie dada los síntomas de defi ­

ciencia son múltiples, lo que indiCB una acción generalizada sobre

los tejidos del organismo. Haytranstornos debidos a la deficiencia

en vitamina E cuya remisión se logra sólo por esta vitamina, mien­

tras que otros síntomas responden a otros compuestos: antioxidan ­
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tes sintéticos, selenio o aminoácidosazufrados (85). Ias tocofe ­

rolquinonas no revierten la deficiencia en vitamina E.

En el hombreadulto, dietas con contenido restringido de vita­

mina E no han producido manifestaciones clínicas definidas, aunque

aumentanla susceptibilidad de 103 eritrocitos a la hemólisis y

su tiempo de vida media (86). Pacientes con abetalipoproteinemia

poseen un nivel bajo de tocoferol en sangre; en ellos se ha observa­

do anomalías en la ultraestructura de algunas membranasde células
del epitelio intestinal, que desaparecen con la administración de

vitamina (87). En niños nacidos con bajo peso y alimentados con

fórmulas artificiales, se ha observado un síndrome de deficiencia

en vitamina E (88,89), que se evita suplementando la "leche" come:
cial con tocoferol. El contenido mínimorecomendado de vitamina E

en la dieta humanaes 0.6 mgdptocoferol/g de ácidos grasos no sa­

turados (90).

2. Naft0quinonas.

La deficiencia de vitamina K en animales afecta el proceso de

coagulación sanguínea a punto tal que se producen hemorragias sub­

cutáneas intramusculares, Que pueden causar la muerte (91).
En condiciones naturales la microflora intestinal de mamíferos

y aves produce cantidad suficiente de compuestos con actividad de
vitamina K para las necesidades del animal, aunque se discute si

ella es absorbida en ausencia de coprofagia (92). En el niño recién

nacido la lenta implantación do la flora intestinal, y en el adul­
to modificaciones severas en ella o deficiencias en la absorción de

lípidos, producen signos de hemorragia que revierten por tratamien '

to con la vitamina (93,94).
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Se ha estimado que el requerimiento diario de vitamina K es de

5 Fg/kg de peso.

3. Ubiquinonas.

Las ubiquinonas no son vitaminas para los mamíferos y aves. Se

ha mostrado que su nivel en los tejidos es independiente del con ­

tenido de ubiquinone en la dieta y de la actividad biosintética de

la flora intestinal (64).
Los estudios efectuados sobre la función biológica de cromano­

les y quinonas sugieren su participación en la transferencia de H

y/o en otros procesos celulares no vinculados a ella.

En lo que sigue se hará referencia únicamente a posibles fun ­

ciones en organismos quimioheterótrofos. Sólo en ellos naftoqui —

nomasy tocoferoles juegan un papel vitamínico. En organismos fo­

totrofos la función de estos compuestos parece ligada a procasos

fotosíntéticoa, lo que no ayuda a comprender la función que cum­

plen en los organismos quimiotróficos.

B. FUNCIONES NO LIGADAS A LA TRANSFERENCIA DE H.

l. Tocoferoles.

La variedad de tejidos afectados por la deficiencia de vitami­
na E en animales (músculo esqueletal y cardíaco, glóbulos rojos ,

sistema vascular, médulaósea, epitelio renal, cerebelo, etc.) ,

lleva a la presunción de que las células animales requieren toco­

feroles para su funcionamiento normal. Dos grandes escuelas dis­

putan desde hace veinte años cual es la función del tocoferol:
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la que promuevesu acción antioxidante, protectora de lípidos, gg

neral y no específica; y la que sostiene la participación del
tocoferol en un proceso celular básico, aun no establecido.

a. Acción antioxidante.

La vitamina E sería el antioxidante biológico natural, evitando

la peroxidación de lípidos en vivo. Los tocoferoles actuarían intg

rrumpiendo reacciones en cadena, al reaccionar con radicales alquil
peroxilo formados por autoxidación de lípidos no saturados sensi ­

bles a O2. Se ha propuesto la formación de un radical tocoferolse­
miquinona y un sistema redox acoplado con la glutation reductasa,

para regenerar el tocoferol (95).
La formación de peróxidos, en ausencia de vitamina E, produciría

la desorganización y hasta la disociación de enzimas lipoproteicas

y membranasel alterar la organización de su estructura o matriz

lipídica con el consecuente y serio daño np específico a los teji­
dos.

La peroxídación de lípidos puede resultar de lá'actividad de
ciertas enzimas (ej. NADP-oxidasa ligada a microsomas) de membra­

nas, y la función del tocoferol sería preservar la estructura de

ndichas membranas(96) del ataque de radiCales.

En apoyo de la hipótesis de la acción antioxidante de la vita ­
mina E se cita su reactividad con lípido peróxidos"en vitro" (97);

su acción protectora de cortes de tejidos, que evita la formación

de peróxidos "en vitro" (98) y el aislamiento de productos de
autoxidación del tocoferol en esas condiciones.

Sin embargoso cuestiona que los lípidos celulares insaturados

sean realmente peroxidados "en vivo" a las extremadamente bajas
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tensiones de oxígeno de las células (99). Técnicas sensibles, cui­

dadosamenteefectuadas, no han detectado diferencias en el conte­

nido de peróxidos (trazas) de tejidos animales deficientes en vi­

tamina E y controles (100). El único síndrome de deficiencia en

vitamina E que se conoce con seguridad ocurre solo si ciertos

ácidos grasos poliinsaturados se agregan a 1a dieta (encefaloma­

lacia), no va acompañadode la formación de cantidades detecta­

bles de productos de autoxidación (101). En cambio hay síntomas
de deficiencia en vitamina E que se manifiestan aun cuando la

dieta no contenga ácidos insaturados (101).
Estas observaciones restan base racional a la postulada acción

general del tocoferol comobrotector de los lípidos de los teji­
dos animales contra su hipotética autoxidación (102).

b. Acción sobre el metabolismo de ac1dos grasos y la estructura

de las membranasbiológicas.
.

A pasar que la acción antioxidante no es suficiente para ex ­

plicar la función biológica del tocoferol, es un Hechoque la es­
p

tructura, estabilidad y funcionamiento de membranasy lipoprotei­

nas depende notablemente de su presencia.

F En efecto, se mencionó ya las anomalías observadas en algunas

membranas_delepitelio intestinal en pacientes con abotalipoprotg

inemia (87);defectos similares pueden inducirse en animales enpe­

rimentales que desarrollan en dietas deficientes en vitamina E
(103) y en membranasmielínicas formadas "en vitro" (104).

El transporte intestinal de aminoácidos (105) y su absorción

por el músculo eSquelético (106) están alterados en animales de ­

ficientes, no así el transporte de azúcares; ello indica un efec­
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to específico en la funcionalidad de la membranacelular.

La vitamina E puede afectar la sintesis (o estabilidad?) de al­

gunos ácidos grasos no saturados (107,108); o estar involucrada di

rectamente en su incorporación a (y/o estabilidad en) las lipopro­

teinas, en particular a las membranascelulares (103).

Se ha propuesto que los toccferoles tienen acción directa sobre

la estabilidad de las membranasregulando el equilibrio entre la

configuración miceliar y la estructura bimolecular en doble capa
(109,110). Su ausencia provocaría traslocaciones y aun dislocacig

nes en puntos específicos de la membranaalterando así su funcio­
namiento normal.

c. Acción sobre el metabolismo de proteínas y en el control de la
actividad enzimátiCa.

El transporte de glicina aumenta en diafragma de conejo dis ­

trófico (106) y el de valina disminuye en intestino de ratas def;

cientes en vitamina E (105), "en vitro". ' p

En niños malnutridos (malnutrición proteica-calgrica) se ha ob

aervado un aumentoestadísticamente significativo del nivel de he

poglobina con la administración de vitamina E (lll).

La actividad de numerosas enzimas se modifica en deficiencia

'de vitamina E. Varias enzimas catabólicas (catepsina, ribonucleg
sas, desoxiribonucleasas, arilsulfatasas, creatinofosfoquinasa ,

xantina dehidrogenasa, de origen lisosomal) parecen dereprimirae;

mientras que otras, anabólicas o del metabolismo intermedio (¿­

aminolevulínico sintetasa, 6 -amino lovulínico dehidratasa y al­

gunas dehidrogenasas: succinico dehidrogenasa, cX—cetoglutarato

dehidrogenasa) pierden actividad a medida que progresa la deficien­
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cia (85). El efecto sobre la actividad enzimática parece ser re ­

lativamente específico ya que, malato dehidrogenasa, isocitrato

dehidrogenasa, glucosa-ó-fosfato dehidrogenase, NADPH- citocromo

o reductasa, no son afectados (85).

La observación que la etionina (inhibidor de síntesis proteica)

produce el mismoefecto que la administración de tocoferol sobre

los niveles de creatina fostquinasa en plasma de conejos, llevó

a la hipótesis de que la actividad "represora" de la yitamina E
sea debida a una posible función de correpresor en la síntesis de

proteínas específicas (112), a nivel genético.

El efecto activador de la vitamina E no ha sido explicado, sal
vo para la declinación de la actividad respiratoria "en vitro".

Puededeberse a una acción protectora, de "pantallafi del tocofe ­

rol sobre grupos -SH reactivos (113); o a cambios de configura ­

ción en enzimas respiratorias, o de la membranamitocondria], me­

_diados por NADparticulado, cuya asociación a la membranaesta ­

ría controlada por el tocoferol (114).

El efecto activador y su contraparte, la represgón enzimática,
por vitamina E podría darse sobre distintas isoenzimas. De esta

forma se explica que si bien las aminolevulínico oxidasn y dehi­

hratasa son manesactiVas en hígado de animales deficientes que

en preparaciones de anineles no deficientes, la actividad de es­

tas enzimas se reduce en animales no deficientes con porfiria ig
ducida (con alilisopropil-acetamida) si se los trata con vitamina

E (115).

Comoconclusión, los múltiples y severos efectos de 1a defi ­

ciencia en vitamina E cn células y tejidos animales, no pueden

-hasta hoy- ser explicados con un concepto unificante acerca de

¡R
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su función biológica. Varios efectos son sin duda secundarios a

1a deficiencia, pero cuáles son los mecanismos celulares prima —

rios dependientes de la vitamina E?.

Quizás la mayor parte de las consecuencias de la deficiencia

puedan explicarse asumiendo un efecto directo sobre la estructura
de lipoproteínas, distinto de la protección de los ácidos grasos
contra la peroxidación; pero esta presunción será ambigua mien­

tras no se establezca el modoen que el tocoferol participa en, o

confiere estabilidad a, las estructuras lipoproteicas.
El descubrimiento de estados de deficiencia en el hombre con —

fiere mayor trascendencia al estudio de la función biológica de la

vitamina. Ello justifica el ensayo de nuevos sistemas experimen —

tales y una revisión crítica de los experimentos que apoyan cada

hipótesis.

2. FiIOquinona.

a. Acción en la coagulación sanguínea.

Si bien la vitamina K es factor antihemorrágico, ella no ejer­

ce acción directa sobre la coagulación sanguínea, ni es parte

(cofactor) de la molécula de protrombina, la más afectada de la

cascada que lleVa a la formación de fibrina (94). Es necesaria pa­

ra la_sintesis de protrombina (factor II), proconvertina (factor
.VII) y los factores IX y X participantes en el proceso de coagula­

ción. La vitamina K no actúa liberando estos factores glicoprotel

cos ya preformados de las células hepátiCas que los producen, si­

no en su sintesis (116,117).

Los estudios efectuados para definir su papel en la induc ­

ción de la síntesis de esas proteínas específicas,ha sido resu ­
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03 8 mido por Wassermany Taylor (85). Con la evidencia disponible actg

Wim”- almente, no es posible señalar con precisión el sitio de acción

(118); los datos recogidos indican que puede actuar a nivel riboso­

noia mal (119,120), estimulando la síntesis "de novo" de la porción

mctura proteica de la protrombina (121). Otros autores sugieren que la vi

19805 tamina K actúa en el sitio donde la fracción carbohidrato se liga

mien- a la cadena polipeptídica ya terminada (122). Singularmente, la

en, ° síntesis de glicoproteínaa en mitocondrias aisladas es estimulada

por fiIOquinona (123).

con - Hartius (124) en base a consideraciones evolutivas, considera
P de 18 difícil entender que el organismo animal regule 1a síntesis de una

dmen‘ proteína vital mediante un compuesto que no produce y que es sin­

¡Cada tetizado por otros organismos para una función totalmente dife ­

rante. Aporta nuevos elementos de juicio en sostén de su hipóte ­

é . sis, según la que el defecto en la síntesis de protrombina, en

deficiencia de vitamina K, es debido a alguna alteración en el mg

Canismode conservación o transferencia de energía (125). Ello
t o ' n u p aafectaria el anabolismo celular, primordialmente la sinte51s de

’ 1

b ejer- a
protrombina, por tratarse de una proteína vital de alto"turnover"

de
(124).

{e la e ‘Lo cierto es que la vitamina K afecta la Sintesis de algunas
ria pa- . ­
k proteínas_en_vertebrados y que la evidencia experimental es insu­actor

fíciente para establecer el mecanismopreciso de su acción.
pagula- t

’°pr°t°—1- c. FUNCIONES vmcuums . 1.1..TRANSFEREI‘ICIADE H.

n, Si­
Las quinonns terpenoideu desempeñarían en las células una fun­

kdu ción catalítica en el transporte de H particulado y en la fosfo ­c _
rilación oxidativa ucopledn a ella.eau ­
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La Cantidad y localización celular de las quinonas es compatible

con esa función. Se ha calculado que, suponiendo una relación equi­

molar con el contenido de cit c (126), seria necesaria una concen­

tración de quinonas del orden de 5.6 Pg/gcs para llevarla a cabo.

l. Transporte de H.

a. Ubiquinonasy nafthuinonas:

Al menos parte de la ubiquinona mitocondrial es esencial para

la actividad de los sistemas succínico oxidasa (127,128) y NADH

oxidasa (129). Ia ubiquinona se localiza entre las flav0proteinas

y el citocromo c, pero su posición respecto al citocromo b no es

Segura (130-134).

Sin embargo la velocidad de reducción de la ubiquinona durante

la transferencia de electrones no es conmensuredacon la velocidad

de oxidación del donor (135). Aun no se han explicado las notables

diferencias en la cinética de óxido-reducción de la ubiquinona en

sistemas fosforilantes y no fosforilantes_(l35,l36). Pero estos da­
tos deben interpretarse con cautela pues Se desconoce cual es la

especie molecular activa de la quinona en la transferencia. El es­

tado de reducción de la quinona se ha determinado en base al conte­

nido de qainol; de ocurrir reacciones de un electrón en el sitio
de la ubiquinona (137,138), el turnover de los radicales que ce for

marian'nb sería medido por la relación ubiquinona a ubiquinol(l39).
Conrelación a la posible participación de filoquinona en el

transporte de electrones mitocondrial , es de interés señalar que

se ha aislado una vitamina K reductasa, soluble, capaz de oxidar

al NADH(140) y otra vitamina KHz-citocromo c reductasa, particu­

lada, que oxida el fiJOquinol (141). Pero la velocidad de reduc ­
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ción de la quinona por NADHo sucoinato no es compatible con la ve­

locidad de oxidación de estos sustratos (142).

Lo cierto es que la participación de ostas quinonas en le res e

piración aerobia ha quedado totalmente establecida con bacterias

mutantesque no las sintetizan (31,81,83,l43,l44). Se ha mestrado

inequívocamente que ubiquinona y/o menaquinona (según el microor ­

ganismo) son componentes obligados del sistema de transporte par ­

ticulado de B en bacterias. Sufren reacciones redox ligadas al
transporte de electrones; se requieren para oxidación de NADH,suc­

cinato? malato, lactato y’d-glicerofosfato con oxígeno, nitrato o
fumarato comoaceptores (26,29,3l,8l,83,l45,153). En los organis ­

mosprooarióticos ubiquinona y menaquinona interactúan de modono

establecido, junto con el (los) citccromo(s) de tipo b, entre las

MD- o FAD—dehidrogenasas y los citocromos c. Pero tampoco en

estos sistemas le velocidad de reducción de ubiquinona es compati­

ble con la actividad de oxidasas (154). .

Los modelosclásicos del transporte de electrones particuledo

no explican los estudios oinéticos. Las quinonas podrían actuar en
másde un sitio en algunas oxidasas (31,155) y es posible que su

función sea la de un activador do un componente de la.secuencia de
kransporte (hierroproteína no hémioa) mas que un portador propia ­

mentedicho._Se he llegado a sugerir que las quinonas no partici ­

parían en la vía principal de transporte de electrones en partícu­
las intactas (136,156).

b. Toooferolquinonas:

Es posible que compuestos de esta familia participen en sistemas

redox. El ci-toooferol revierte, al parecer competitivamente, la
inactivación del transporte de electrones por antimioina A en re­
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ductaeas sensibles, incluso de levaduras y Neurospore (78). Ello b. q

indicería un sitio de acción comúnpara ambos compuestos. 1

Se ha obtenido indicios de la particileción de una quinona no dire

identificada, posiblemente vinculada con CX-tocoferol (157) en va.

fracciones celulares solubles de Clostridium sticklandii' que sidï

efectúan la oxidación de NADHacoplada a la reducción de glicina tant

(158). (73
Los estudios efectuados son insuficientes y hasta objetables Í

técnicamente, por lo que hasta el momentola participación directa comí

del tocoferol en el transporte de electrones particulado es incie3_ to d
ta. muti

2. Acoplamiento energético.

Se ha propuesto que en el transporte de H con ¿apareción de car

gas las quinonas terpenoides o algunos de sus derivados, formarían

compuestos de alta energía, de muycorta vida media, que efectua ­

rían el acaple entre la transferencia de_Hy la fosforilación del
ADPal menosen uno de los sitios de fosforilación.

a. Ubiquinonasy nafthuinonas:

La cantidad de ubiquinona mitocondriul endógeno reducida depende n
de la concentración de fosfato y ADPen el medio de suspensión,"en

vitro? (159). Ï
Filoduinona y nenaquinone exógenas participan en baja proper ­

ción en la fosforilación oxidativo efectuada por extractos libres

de células de Mycobacterium phlei (160). En este proceso se forme

un derivado fosforilado de las quinonae, de estructura desconocida,

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

Hasta la fecha no hay dato confiable que permita proponer un rol

directo de tocoferoles o sus quinonas en la fosforilación oxidati —

va. Sin embargo la posible participación de cromanoles en ella ha

sido reactualizada por la detección de 3' —hidroxiquinona resul ­

tante de la actividad de sistemas fosforilantes de Lycobacterium

(73) la que podría formarse via cromanol (ver p.22).

Lo cierto es que queda abierta la cuestión de una gvaluación
completa de la actividad funcional de la quinona en el acomplamieg

to energético. Pueden ser sumamenteútiles en estos estudios las

mutantes deficientes en quinonss.

¡——.=



CAPITULO III

EMFLEO DE MICROORCANISMOS PARA EL ESTUDIO DE LA

FUNCION BIOLOGICA DE CROMANOLES Y QUINONLS.

A. Ventajas del empleo de organismos unicelulares.

Selección de levaduras.

B. Tocoferol y fi10quinona en levaduras.

A. VENTÁJÁS DEL EMPLEO DE ORGANISMOS UNICELULARES.

Las alteraciones observadas en la síntesis de componentescelu­

lares y en la regulación de los procesos celulares en deficiencia

de vitaminas B y K1, son indicios de que ambas desempeñan una fun­
ción esencial en células de organismos eurocarióticos.

Sin embargoa más de cincuenta años de establecido el requeri­

miento de vitamina E por tejidos animales (162) y treinta y ocho

años después de haberse determinado su estructura (163), no se co­
noce aun su función biológica. Algo similar ocurre con la vitamina

K1 descubierta en 1929 (164).

El hallazgo de estados de deficiencia en el hombre; la acción

del tocoferol sobre pacientes con abetalipOproteinemia; su posi ­

ble acción sobre enfermos con porfiria, hacen necesarios nuevos

esfuerióe por localizar el sitio de acción de ambasvitaminas.

El escaso y hasta confuso conocimiento actual acerca de la fun

ción de tocoferoles y filoquinona puede atribuirse en parte a los

sistemas empleadospara procurar establecerla.

Se han seguido dos líneas experimentales. Una, la observación

de los efectos de la deficiencia en vitaminas E y K1 sobre orga ­
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nismos (animales) enteros, "en vivo"; se han analizado los cambios

producidosen composición, actividad enzimática, estructura, etc.,

de los tejidos. Y otra, los estudios "en vitro" de la acción de

los tocoferoles y filoquinona sobre cortes de tejidos o prepara ­

dos enzimáticos provenientes de animales deficientes en vitamina

o en preparados enzimáticos desprovistos de ellas por extracción
con solventes.

Ningunade estas aproximaciones es satisfactoria. Lo prueba el

hechoque no han producido hipótesis segura acerca de la función

de las vitaminas E y K1, a pesar de los severos síntomas que su

deficiencia produce en animales. El empleo de animales enteros di­

ficulta la interpretación de los resultados debido a la multipli­

cidad, en estructura y función, de los tejidos que los constitu ­

yeny su interrelación, pudiendo llevar a conclusiones erróneas

acerca lascausas de los efectos observados. Los experimentos "en
vitro" pueden conducir a la detección de efiectos que no ocurren

"en vivo" (en organismos enteros).

Nuestro laboratorio estaba interesado en contribuir al conoci­

miento de la función biológica de la vitamina E. Entre las líneas

en estudio se creyó oportuno examinar la posibilidad de emplear

levaduras con ese fin. Los microorganismos (protistas) surgen como

un sistema experimental más apropiado que los sistemas pluricelula­
res.

En efecto, es posible contar con una población del tamaño desea­

do, de células homogéneas; controlar y modificar su composición,

desarrollo y estado fisiológico regulando las condiciones de cul ­

tivo o ambientales; aislar mutantes que requieren el compuesto

cuya función se estudia. Esto permite disponer de "asa suficiente
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de células con igual genotipo, analizar el efecto de condiciones

fisic0quimicas sobre la actividad que se estudia y sobre el con —

tenido de sustancias de interés, asi comodeterminar las vias me­

tabóliCas en que ellas participan. Todoello con las ventajas de

la experimentación con organismos vivos enteros y sin los inconvg
nientes que se dan en la experimentación con organismos animales

o vegetales.

Esta aproximación experimental, empleada para establecer la fun

ción biológica y biosíntesis de un gran número de componentes ce­

lulares, ha sido poco empleada para sustancias liposolubles. Vagul

gan y ïalker (165) seleccionaron microorganismos con el propósito
de dilucidar los factores intermediarios vinculados a la síntesis

de esteroles y su función, en razón de la "uniformidad de este ma­

terial biológico y su organización simple". Bishop y col. (166)

propusieron su empleo para el estudio de la función biológica de

ubiquinona y vitamina K pues, "muestran más variedad de caminos"
6

metabólicos que los animales superiores y pueden ser cultivados en

"medios simples" con lo que se reduce "el riesgo de introducir ma­
teriales lipidicos extraños". Brodie y col. (160,1ól) han usado

bacterias para estudiar la función biológica de la menaquinona. Se

khanaislado mutantes de Escherichia coli y Staphylococcus aureus

que no sintetizan ubiquinona o menaquinona-(81-83), se ha efectua­

do su análisis genético y se las ha empleado para algunos estudios

de la función biológica de éstas quinonas.

Entre los organismosunieelulares eucarióticos no fotosíntéti ­

cos, las levaduras parecieran ser los másapropiados para el estu­

dio de la función biológica de las vitaminas E y K1. En efecto ,

pueden desarrollar en medios de composición definida con glucosa
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y amoniocomofuentes de carbono, donor de electrones y fuente de

nitrógeno; se conoce el efecto de las condiciones ambientales so­

bre sus mecanismos de producción de energía, asi como su mapa ge­

nético y modosde transferencia de genes. Otro grupo, el de los

protozoarios, no es tan conveniente: buena parte de ellos son fagg

trofos, no se dispone de medios de cultivos de composición defi —

'fi para los osmotróficos y los conocimientos sobre su genétiCa

son máslimitados. De aqui la selección de levaduras para iniciar

estudios de la función biológica de tocoferoles y fiquuinona en

¡motistas eucarióticos. De ser posible contar con mutantes in­

capacesde sintetizar estos compuestos, podria estudiarse el efec­

to de la deficiencia en el metabolismo de ácidos grasos y nuclei­

cos, de proteínas y en la regulación de la actividad enzimática.

B. TOCOFEROL Y FILOQUINONA EN LEVADUBAS.

Las levaduras han sido los protistas más estudiados en relación
. , o P .a la vitamina E. En la decada del 50 comenzo ha observarse en aniw

’ I

fi

males un efecto protector de la levadura de la dieta, contra algu­

nos efectos de la deficiencia en vitamina E. La hemólisis intravag
"cular causada por la inyección de aloxano, la lisis "in vitro" de

glóbulos rojos por ácido dialúrico y la necrosis hemorrágica de

hígado, en rata, pueden ser reducidos en incidencia y severidad
agregando a la dieta suplementos de levadura (1 g diario de célu ­

las frescas) o extractos alcohólico o etéreo de levadura (equi ­

valentes a 8 gramos de células húmedas (gch)) (46). Estos efectos

sugieren la presencia de pequeñas cantidades de vitamina E. Sin

embargo Forbes y Gyorgy no detectaron compuesto alguno con Rf
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(cromatografía en papel) de d-1FL,ÉoS—tocoferol en l mgde los ex­

tractos mencionados; los autores podían detectar 5 Pg de d-toco ­
ferol mezclado a 0.5 mgde extracto de lípidos lo que significa

que no habría más de 250 Pg de c1-tocoferol/gramo de células secas
(gos) (se extrajo 30 g de lípidos de 5 kgch). Las levaduras de
cerveza y de panificación(tipo 5009) marca Fleischmann (Standard

Brands Inc., NewYork) eran las más activas en le prevención de la

hemólisis por ácido dialúrico y no inducían la necrosis hepática

en rata, mientras que la levadura de panadería británica ( The

Distillers Co. Ltd., Great Burgh, Epson, Surrey) y Candida (Teru­

la) (Lake States Yeast Corp., Rhinelander, Wisconsin) eran usadas

rutinariamente para inducción de necrosis por aquel entonces.

Forbes y Gyürgyparecen desconocer un trabajo anterior de

Swick y Bauman(45) quienes sostienen que "la levadura de panade­

ría (origen no indicado) contiene tan poco tocoferol que ha sido

usada rutinariamente en dietas basales para el ensayo de vitamina

E". Swick y Baumandosan 4.12 Pg de <1-tocoferol/gcs con el reac­
tivo de Emmarie-Engel(167) después de aislar el "tocoferol" por

extracción de lípidos con etanol, saponificación del extracto y

cromatografía del insaponificable en columnade floridina; y 16.68

Pg/gcs cuando extraen con etanol y aislan el "tocoferol" del ex —
tracto por destilación molecular e hidrogenación.

Casi al mismo tiempo que Forbes y Gyürgy, Cowlishaw y Prange

(168) anuncian el aislamiento de un compuesto con propiedades quí­

micas y biológicas similares a las de los tocoferoles (aunque su

Rf, en papel, no coincidió con ninguno de ellos; los autores se ­

ñalan que el Rf variaba con 1a pureza de la solución) Aislan 50

rg/gc en la levadura Fleischmann 50 B y más de 300 rg/gc en Can ­
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\

los ex_ dida (Tor-ula) lN y 3N (Lake States Yeast Corporation), de un mate­

Ltoco _ rial Emmerie-Engelpositivo, que no reacciona con o-dianisidina

bios diazotada (lo que indica que no debe ser Z)- o á-tocoferol o tocg

Lssecas trienol); ese material poseía "actividad antihemolítica comparable

É de con la de una cantidad de tocoferol de poder reductor equivalen ­

Lndard te". Fue aislado por saponificación y también por hidrólisis áci­

{rmde la da en presencia de ácido ascórbico, seguida de saponificación del

¡[Ética extracto, y purificado por cromatografía en papel.
¿The Másadelante Creen y col. (47) interesados en obtener dietas

“Tomb r rigurosamente libres de tocoferoles, examinaron varios lotes de
[usadas r levadura. En levadura de panadería seca (The Distillers Co. Ltd.)

Ls. r y en Candida utilis (‘I‘orula) tipo B y tipo 361 (Lake States Yeast

Corp.) también secas, hallaron 0.3 , 2.5 y 4.2 ¡Agd-tocoferol/

Ï de r gce,respectivamente. En Torula seca británica (sin indicación de
Panade- marcao productor) sólo hallaron trazas de d-tocoferol. En leva­

Sído durade panadería fresca, en paquetes (The pistillers Co. Ltd.) y

¡“amm en una cepa aislada de ella y cultivada en laboratorio determina­

}lmese- ron 0.8 ¡ig d-tocoferol/gcs; finalmente en melaza de caña de azú­

íl" por car empleada en la elaboración comercial de la levadura de pana ­

fto y dería, hallaron 0.2 ¡ig aL-tocoferol/g. Distintos lotes fueron ex­
).y16'68 traídos empleando varios procedimientos (extracción con solventes
F1ex _ -no puede precisar-se cual- y saponificacion del extracto; lisis

celular ¿condietilamina y con acetato de etilo y extracción con

range este solvente o con benceno-metanol) y el tocoferol se'aisló por

Pes quí- cromatografía en Decalso y en papel. En este trabajo se sostiene

Fuesu F que"la sustancia no identificada similar al tocoferol" detectado

fis se - en levzidura por Cowlishaw I’range (168) "es clarmnente" ubicrome­
n 50 n01.

h Can ­

\

\

L
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Spiller y col. (50) utilizaron levadura de panadería en poque cha

te (The Distillers Co. Ltd.) para estudiar la biosintesis de ubi- (T04
quinona y señalan que "el informe según el cual levadura contiene Cree

cx-tocoferol no puede ser sostenido", refiriéndose al trabajo de culá
Green y col. (47). Debenotarse que Spiller y col. extrajeron lo- torJ

tes de células no mayores de 5 gcs por saponificación y de no más ext!

de 12.5 gos con etanol; la separación de los componentes del ex - en b

tracto se efectuó por cromatografía en columna de alúmina,pero no "el

se indica cómose realizó la detección del tocoferol.' masa

Puede estimarse que en esas condiciones el límite de detección Pg c
(no indicado) no debió ser menor que 5 rg/gcs. Estos autores in - cien
cubaron células en medios sin fuente de nitrógeno y con L (CH3- nida

14C) metionina, (1,2 - 14C) shikímico, (U - 14C) p-hidroxibenzoi ber

co ó (2 - l4C) malonato; analizados extractos de las células asi Mort
incubadas (nunca más de 12.5 gos), no se detectó radioactividad Í

en 1a zona de la placa donde debía migrar el ci-tocoferol. Pero D

ello no asegura que éste compuesto no es sintetizado por Saccha - en li

romyces. En primer lugar, el único precursor conocido del tocofe- y oq
rol, entre los trazadores empleados, es el ácido enikímico; y és- Cial

te no se incorpora, prácticamente, a las células de levadura a sal?!
flcausa de una barrera de permeabilidad a nivel de pared celular , HdICI

según los mismosautores. Por otro lado, la masa de células marb gcs‘

cadas pudo ser insuficiente pala detectar la síntesis do trazas core;

de tocoferol radioactivo. Finalmente, las condiciones experimen- 'fra-J

tales fueron tales que sólo'permiten afirmar que la síntesis de lor E

tocoferoles no fue estimulada por aireación; la de ubiquinona, en toreg
ante;

cambio, lo fue.
Nd

Otra mención de que la levadura no contiene tocoferol fue ha ­
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dm por Skinner y Sturm (51). Estos autores analizaron Candida

(Torula) lN y 3N, secas (de igual origen que las empleadas por

Greeny col.) (47), Rhodotorula, Candida rugosa y Candida pelli­

culosa (éstas de origen no especificado). Con excepción de Rhodo­

torula, las otras cepas fueron extraídas por saponificación y el

extracto de lípidos se examinó por cromatografía en capa delgada

en busca de ot-tocofcrol y su quinona. Los autores señalan que

'wl másbajo límite de detección cromatográfica posible (con las

¡Msasde células empleadas) fue 2.0 Pg oL—tocoferol 7 gos y 0.4

Pg a-tocoferolquinona / gos". Green y col. (47),continúan di ­

ciendo,"comunicaron 2.5 a 4.2 Pg oL-tocoferol/gcs en Torula obte­
nida de la misma fuente". Con relación al ubicromenol dicen ha —

ber detectado el ubicromenol-ó en Torula, comoya lo habían hecho

Mmtony col. (56).

La historia de los estudios sobre la presencia de tocoferoles

en levadura concluye con la mención de los‘efectufldos por Mahler

y col. (49) quienes detectan en'una levadura de papadería comer ­
cial, marca "Springer" (origen no especificado) y kn una cepa

salvaje cultivada en el laboratorio (composición del medioy con­

¿diciones de cultivo no indicadas), poco más de 13 Fgci-tocoferol/
gos. Este es el valor más alto señalado para el contenido de to­

coferoles en levadura. En vista de lo significativo de esta ci ­

_fra y de los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, su va —

lor se discute más adelanto (p.139 ). Debe señalarse que los au­

tores no hacen referencia alguna a esa cifra ni a publicaciones
anteriores.

No se ha hallado en la literatura mención alguna sobre la exk+
I

tencia de fiquuinona en hongos.
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La situación contradictoria en la literatura acerca la sínte ­

sis de tocoferoles y fiIOquinonas por levadura hace necesario que

antes de comenzar estudios metabólicos, selección de mutantes

auxotróficas, etc., deba establecerse el contenido reel de estos

compuestos y eventualmente seleccionarse las cepas más aprcpiadas.

Además, el empleo creciente de dietas balanceadas para produc­

ción animal y de las levaduras comofuente de proteínas (y vita —

minas) en ellas, en reemplazo de otras proteínas de origen animal

o vegetal, hace necesario conocer si las levaduras son o no capa­

ces de sintetizar tocoferoles y f110quinona. Ello permitiría pre­
venir transtornos motivados por carencia de estos compuestos
la dieta.

en
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CAPITULO IV

AISLAMIENTO DE CROHAHOLES Y QUINONAS ISOPRENOIDES DE

LEVADURAS

A. Extracción de cromanoles y quinonas.

B.Selección de procedimientos de extracción de tocoferoles y qui­
nonus de levaduras.

1. Procedimientos de extracción empleados.

2. Comparaciónde procedimientos de extracción.

C.Fraocionamiento del extracto de lípidos de levaduras.
l. Procedimientos de fraccionamiento utilizados.

a.

b.

c.

d.

e.

Separación de lípidos en exceso.

Cromatografía en columna de ácido silicico.

Crematografía de adsorción en capa preparativa.

Cromatografía de adsorción en capa delgada.

Cromatografía de partición en capa delgada.

2. Caracterización preliminar de componentesdcd extracto.
l

a.
b.

c.

d.

B.

f.
8

I
pIrradiación con luz ultravioleta.

Reactivo de Emmerie-Engel.

Reacción de Lester-Ramasarma.

Revelado con indicadores redox reducidos.

Peactivo de Liebernmnn-Burchard.

Iodo.

'Seneibilidad de los procedimientos de detección empleados.

3. Cromatografía en capa preparativa.
Posibilidades e inconvenientes.

4. Cromatografía en columna.
Posibilidades e inconvenientes.
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D. Aislamiento de tocoferoles y quinonas cromatográficamente puros.

E. Recuperación de tocoferol y ubiquinona en las secuencias de
aislamiento seleccionadas.

La determinación de cromanoles y quinonas isoprenoides, compo—

nantes menoresde la fracción insaponificables de lípidos, no es

fácil. Su inestabilidad en presencia de oxígeno, luz, calor, me —

dios alcalinos y ácidos, metales, etc. (169) puede llevar a pérdi­
das considerables. Se hallan en células o tejidos en cantidades de

décimas a pocos microgramos por gramo. Los procedimientos para su

extracción son tanto más eficientes cuanto mayor es la masa de lí­

pidos extraída, con la consecuente dificultad para aislarlos del
extracto.

No existen métodos específicos para su determinación o no son apli
5cables en presencia de otros lípidos.

Cuando se analizan componentes a nivel de trazas, se suma a és­

tas dificultades el problema de las contaminacioncs ajenas al ma­

terial en estudio y los artifactos provenientes de transformacio­

nes químicas de sustancias biológicas. Mortony col. hallaron ¿­

tocotrienol en médula ósea; una reinvestigación demostró que pro ­

venía-de la membranausada en la diálisis de los lípidos (170).
'Los contaminantes pueden ser concentrados por lípidos presentes en

materiales biológicos (171); en particular por lOs lípidos de los
microorganismos. Una sustancia aislada puede no ser componente na­

tural del material estudiado, sino provenir de la manipulación de

la muestra, ej. ubicromenol en Candida (56) y tocoferol en leva ­

dura de panadería (ver p.156de esta Tesis), o ser confundida con

otra

ta 1

J

prol

qui‘

1

l

sosi
diré
lie

grial
i

card

vis?
Iqui€

1bles
fl . a‘Ning

i torí

bmwljaá

lará
ni q
ras v;

y el
dria



te puros.

Is de

campo —

1no es

fi pérdi­

Fades da

@ere su

L do lí­

ïos del

son apli

i

i

mw a és­

)al na­

umacio—

{ron s­

_ue pro ­

Ï17o).

kntea en
¡de los

Lda con

51

otra de interés si no se efectúa una identificación lo más comple­

ta posible.

Puedeencontrarse en la literatura referencias de los distintos

procedimientosaplicados para el análisis de tocoferoles (172-177),

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

En las secciones siguientes se discuten, describen y comparan

los que se seleccionaron para c1 análisis de estos compuestos en

levaduras. ,

A. EXTRACCION DE CROMANOLES Y QUIKONAS.

Los cromanoles y quinonas isoprenoides se han extraido de diver­

sos modosde las células que los contienen. Se ha usado extracción

directa con solventes (hidrocarburos, acetona, mezcla de éter etí_
lico-otanol o cloroformo-metanol, etanol) ó hidrólisis del mate ­

rial celular con ácidos o álcalis seguida de extracción (con hidrg

carburos o éter etílico) del insaponificable. Se han publicado re­
. o . . o . Ï'Visiones de procedimientos de extracC1on de quinonas (no tocoferol

Y l

'quinone) (178,180, 27); las revisiones de procedinientos aplica —

bles a extracción de tocoferoles (172,181) no son actualizadas.

’Ningunode los procedimientos descriptos es plenamente satisfac­

torio y'es dificil seleccionar el másconfieniente.

1. Asi,la extracción ggnfsolventes no expone los componentescelu­

lares a la acción de agentes quimicos que puedan alterarlos. Pero

ni aun los máspolares extraen los lípidos ligados a las estructu­

ras celulares. En levaduras éstos constituyen el 1 fi del peso seco

y el 10 %de los lípidos totales (182,183). En preparados mitocon­

driales el 35 %de la ubiquinona esta fuertemente ligado, a tal
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punto que sólo es extraido después de tratamiento de la suspen —

sión con álcali (56,184); algo similar parece ocurrir con los to- espai
coferoles (172). una_

VBII‘

Varios solventes se han empleado para la extracción de fenoles as

y quinonas poliprenoides de hongos. Se utilizaron etanol y'etanol :edi!

-éter (50,183), metanol (185,186), metanol-éter de petróleo (51) 08611
y otros solventes (56,187) para levaduras. Se extrajeron compues- Ei

tos isoprenoides de Neurospora crassa con acetona (188). veni
La extracción con solventes se recomienda cuando se dispone de q

pequeña cantidad de material para análisis (178) o en los casos _pre:‘

en que ensayos preliminares indiquen que la proporción de conta- cenTJ
minantes no es alta. l

Eugle
A efectos de aislar lípidos ligados se ha efectuado la lisis

celular previa a la extracción con solventes, por medios mecáni - rabld

cos o.por hidrólisis alcalina, ácida o enzimática. tru;j c

2. La disgregación de las estructuras celulares por hidrólisis Cr°me

alcalina seguida de la extracción de los lípidos liberados es, húmed

comparativamente, un procedimiento más simple y rápido. Aumenta "e hid

notablemente la proporción de lípidos isoprenoides en el extrac- Li
to por la hidrólisis de ésteres grasos y la solubilidad de sus (192)

productos en agua. Pero puede llevar a pérdidas y hasta destruc — las H

ción de los compuestos de interés, que sufren reacciones de iso — i Pq

merización, ciclización, sustitución, oxidación, etc., catalizadas _ maleá

Por HO- (189,190). La velocidad de éstas reacciones puede redu - náfiq

círse a un mínimosi se observan precauciones especiales (177,178). dos a

Este procedimiento se ha aplicado a una mayor variedad de mate didas

riales que cualquier otro y se recomienda comométodo general, en que li
(47) 4
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especial cn aquellos Casos en que los lípidos isoprenoides sean

unafracción muyreducida de los lípidos totales (180,187). Una

wuiante de la hidrólisis alcalina es el empleode bases orgáni ­

cas (186) para la lisis celular. A efectos de distinguir este prg

cedimiento de los que emplean KOH,se reserva el término saponifl

cación para este último caso.

Enla literatura no existe criterio unánimeacerca de la con ­

vmúenciade la saponificación para la extracción de lípidos iso­

prenoides. Las discrepancias pueden deberse a las distintas con ­

centraciones de reactivos y solventes empleados.

Threfall y Goodwin( 27) encuentran que la saponifioación de

Baflenagracilis, aun en presencia de pirogalol, lleva a conside­

rable destrucción de quinonas terpenoides. La vitamina K es des­

truída totalmente por saponificación (178,180).

Mortony col. (56) extraen mayor cantidad de ubiquinona y ubi­

eromenolde Candida cuando emplean la saponificación de células

húmedasen lugar de otros procedimientos (extracción con solventes

«e hidról-isiS—ácida), .. . -o..- _ _

Lester y Crane (187,191), Green y col. ( 57), Ramasarmay col.

(192)y Trelfall y col. (50) emplearon la saponificación de célu ­

las húmedaspara aislar ubiquinona de varios hongos.
Para recuperar cuantitativamente el d-tocoferol de tejidos ani­

malesdeben seleccionarse cuidadosamente las condiciones de sapo­

nificación y extracción, en especial cuando su contenido en teji­

dos es menor de l Pg/gcs, pues la saponificación puede causar pér­
didas de tocoferoles (193). Los tocotrienoles son más sensibles

que los tocoferoles a la acción de los álcalis (194). Green y col.

(47) y Mhhler'y col. (49) han aislado tocoferoles de levaduras por



saponifiCación.

3. La sanonificaciég_d9 "extractos con solventes" en lugar de la

saponificación directa del material celular, puede ser ventajosa,

especialmente por el menortiempo requerido para la hidrólisis de

los ésteres, lo que reduce el riesgo de destrucción de los com—

puestos sensibles y la aparición de artifactos. í
Para el aislamiento de tocoferoles y ergosterol de levaduras ,

Skinner y Sturm (51) y Morimotoy col. (185) han empleado respec­

tivamente, saponificación de extractos celulares con solventes.

Scharf y Simpson (195) han aislado earotenoides de Saccharomy­

ces por saponificación de extracto libres de células preparados

por ruptura mecánica (prensa de French y "molino coloidal").

4. La higlélisis ácida de células no es aconsejable, pues aparte
de las reacciones catelizadas por H+que pueden ocurrir (97,196),

lOs ácidos grasos liberados son extraídos con los solventes usa­
dos para la extracción de los lípidos, creando difficultades en el
fraccionamiento del extracto. Los ácidos grasos actúan comofases

estacionarias en las cromatografias de partición (197) y/o reac ­

'cionan con los componentes del extracto, formando compuestos es ­
:tables comosucede con el cK-tocoferol (198).

Sin embargoes la única alternativa para disociar glicósidos

de ácidos fenólicos (199) y de prenil fenoles (50). También, al

igual que la saponificación, libera lípidos no extraídos con sol­

ventes - o ligados - (183). Las quinonas parecen estables en me­

dio ácido aunque los quinoles pueden ciclarse en esas condicio ­

nos (180).

Los resultados de Horton y col. (56) indican que la hidrólisis

ácida es más efectiva que la extracción con solventes, pero lo es
o
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menosque la saponificación, para la extracción de ubiquinona y

ubicromenol de Candida.

5. La hidrólis enzimática fue empleada para explorar la presencia

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

en hígado vacuno (200).

B.SELECCION DE PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION DE TOCOFEROLES Y QUI­

NONAS DE LEVADURAS.

Nose han efectuado estudios comparativos de procedimientos de

extracción destinadas a establecer el más conveniente para el ais­

lamiento de tocoferoles de microorganismos. Sólo se ha evaluado la

eficiencia de extracción de ubiquinona de Candida (56) y Euglena

(27).

Conel propósito de seleccionar el procedimiento más aprOpiado
para la extracción de tocoferoles y ubiquinonas de levaduras, se

ensayaron los siguientes.

I. Extracción de células liofilizadas con cíclohexeno y metanol

en el aparato de Soxhlet.

II. Extracéión con hexano, acompañada de_molienda con sílice, de

células liofilizadas.
III.Extracción de células húmedascon metanol y metanol—éter etí_

lico seguida de particion con hexano de los extractos combing
dos.

IVB.Extracción con etanol y etanol-éter seguida de partición del

extracto con isooctano y saponíficación de los lípidos extra;
dos en este último.
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IVb. Saponificación del residuo celular de la extracción anterior rosfi
con etanol y etanol-éter etílico. de

V . Saponificación de células húmedasy extracción del insaponifi­

cable-con éter etílico. 9o

VI . Hidrólisis ácida de células húmedasy partición de la mezcla das;
con éter etílico. de

Estos procedimientos se describen a continuación. Se señalan los res

motivos parlos cuales fueron ensayados y de las modificaciones in- c.
troducidas en los procedimientos originales.

lfl Procedimientos empleados para la extracción de lípidos.

a. Procedimiento I : Extracción de células liofilizadas con ciclc- de

hexano y metanol. pet.

Basado en el empleado por Lester y Crane (187) para aislar ubi- leva

quinona de Candida, reemplazando el isooctano por ciclohexano y .raz'

metanol para una más completa artracción de lípidos. más Í

Células liofilizadas se extrajeron dos veces cbn ciclohexano y L
una vez con metanol en un aparato de Soxhlet, por'períodos suce- q éter

sivos de 6 h; se emplearon 20 ml de solvente por gos en cada ex- empl

k tracción. El extracto se evaporó a sequedad y el residuo se disol- _ pido

vió en'2 ml de benceno por cada 5 gcs extraídos. Se descartó el modi
residuo insoluble. b ¿k

b. Procedimiento II : Extracción con hexano, acompañada de molien- con!

da con sílice, de células liofilizadas. - lame
dujo

Goodwiny col. (188) emplearon la extracción con acetona acom- y Sá

pañada de molienda con sílice, para aislar hidrocarburos de Nou- un d

1.
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rosporn. un nuestro oeso se reemplazó le acetona por hexnno a fin

de evitar la extracción de un exceso de lípidos impurificantes.

Se colocó en un mortero de vidrio 0.5 g de alúmina (RR Alumdum,

90 mesh, Norton) y 5 m1de hexano por cada g de células liofíliza­

das; se molió 15 min. Se repitió la extracción con igual volúmen

de hexano otras dos Veces. El extracto se evaporó a sequedad y el

residuo se disolvió en 2 ml de benceno por cada 5 gos extraídos.

c. Procedimiento III : Extracción de células húmedas con metanol

y metanol-éter etílico seguida de partición con hexano de los
extractos combinados.

Morimotoy col.(185) han empleado metanol para la extracción

de esteroles de Candida y Skinner y Sturm (51) metanol-éter de

petróleo para extracción de tocoferol y tocoferolquinona de varias
levaduras. Se reemplazó el éter de petróleo por étr etílico en

razón de la mayor polaridad del último, con 1a idea que extraería

máslípidos isoprenoides,

Luegode ensayar la partición de los extractos combinados con

éter etílico y con hexano, se prefirió esta última pues cuando se

empleahexano no se producen emulsiones; además la cantidad de lí­

¡üdos en la fase hexénica es menor que en la etórea, sin que ello

modifiquela masa de d-tocoferol extraída en la partición.

Se extrajo la masa celular dos veces,con agitación contínua,

con 3.75 m1 de etanol por gch a_60 °C, y una tercera con igual vo­

lúmende metanol-éter etílico (1:3) a 30 c'C, durante l h. Se re­

dujo el volúmen del extracto alcohol-éter combinadoa la mitad

y se lo particionó con igual volúmen de hexano después de agregar

un volúmende agua (se separó un aceite viscoso, amarillo, entre
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f

ambas fases, que se descartó). La fase hexánica se evaporó o seQue­

Idad y el residuo se disolvió en 2 m1 de hexano por cada 20 Koh

‘extraídos.

I Ocasionalmente se evaporó la fase alcohol-éter después de par­
Éticiannrla con hexano y se saponificó el residuo, extrayendose el
ïmaterial insapcnificable con étor etílico.No se detectó ubiquino­

na, pero si esterolcs, en este extracto. v

d. Procedimiento IVa : Saponificación del extracto de lípidos ob­

tenido con solventes.

Etanol y etanol-éter etílico han sido utilizados con buen ren­

dimiento para el aislamiento de cromanoles, quincnas y sus precur­

sores desde Euglena ( 27 ), levadura de panadería (50) y bacterias

ram negatiVHs (62). En estos trabajos se perticiona el extracto

con éter etílico a fin de reducir la proporción de contaminantes

que acompañana los compuestos de interés; en esta partición se

forman emulsiones persistentes. Por ello se prefiáió la extracción
n

con isooctano y saponificnción del aceite extraído, después que

ensayos preliminares mostraron que CX-tocoferol y ubiquinona agre«

ngados a extractos de levadura, eran recuperados en un 92 y 95 fi

respectivamente.

Se extrajp dos voces con 3.75 m1 de etanol por gch a 60 °C, y

una tercera con igual volúmende etanol-éter etílico (1:3) a 30

°C con agitación contínua durante l h. El extracto se reextrajo

tres Veces con igual volúmen de isooctano y esta fase se evaporó

a sequedad. El residuo, Z g (cuando la masa del residuo de la fa­

se superior fue mcnor que 1 a, se consideró Z==l), se disolvió en
. .o V . .f a, m1 de soluCLon de pirvsnlol al 1 y (m v) cn etanol, se agrego

\

1 5

0.5 Z m1 de KOHUCUOSOal 60 É y se calentó a 60 °C durante 10 min“
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con agitación contínua; se dejó enfriar, se agregó 4 Z ml de agua

y se extrajo tres veces con 3 Z ml de isooctano. La fase isooctano

se evaporó y el residuo se disolvió en l m1 de benceno o hexano

por cada 20 gch extraídos.

La concentración de KOHdurante la saponificación y extracción

subsiguiente, así comola de etanol, fueron las mismas empleadas

en el procedimiento V; la concentración de pirogalol en la mezcla

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

e. Procedimiento IVb : Saponificación del residuo celular de la
extracción anterior.

La masa celular ya extraída con alcohol y alcohol-éter (proce­

dimiento Iva) se eaponificó comose indica en el procedimiento V,
a fin de verificar si la extracción con los solventes indicados

permiteel aislamiento total de tocoferol y ubiquinona. El liqui­

dode saponifícacion se extrajo con éter etílico, se lavó con agua

se colocó a —20 oC por 12 h; el material soluble se disolvió en

1 ml de hexano caliente por cada 20 gch iniciales: Esta solución
se colocó a - 20 °C durante 12 h; el material soluble en hexano

se designó IRC/SH.

Ff. Procedimiento V z Saponificaoión de células húmedas

La saponificación de células húmedasfue, de los procedimien­

tos ensayadOs por Mortony col. (56), el que extrajo mayor canti­

dad de ubiquinona y ubicromenol de Candida. En nuestro caso se

emplearoncondiciones de saponificación similares a las utiliza­

das por MBhlery col. (49), pues estos autores describen el ais­

lamiento de una notable cantidad de ot-tocoferol de levaduras por

saponificación. Se empleó etanol en lugar de metanol, pues se ob­
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servó que el etanol extraía mayorcantidad de material amarillo

durante el periodo de una hora previo al calentamiento.

La masa de células húmedas (Z , Z >400g), suspendida en 3.75 Z

ml de solución de pirogalol al 1,5 % (m/v) en etanol absoluto, se

colocó en un balón (3 litros) de dos bocas con uniones esmerila —

das, a las que se acopló un refrigerante y un burbujeador que lle­

gaba hasta el fondo del balón; por éste último se hizo pasar ni ­

trógeno. Al cabo de una hera a temperatura ambiente la mezcla se
calentó a ebullición; alcanzada ésta se agregó poco a poco 0.5 Z

ml de solución acuosa de KOHal 150 fi (m/v) con agitación circular

contínua y se nantuvo a reflujo durante 30 min. Luego se colocó

el balón en un baño de hielo y agua, se agregó 5 Z ml de éter etí­

lico y lO Z ml de agua fria. Después de cerrar el paso de N2 se
transfirió la mezcla a ampollas de decantación donde se separó la

fase etérea. La fase acuosa se reextrajo otras dos veces con 5 Z

ml de éter. El extracto etéreo se lavó con.un tercio de su volu ­

mende agua hasta eliminar todo el álcali_y se secó con 50 g de

N32804(anh.) por litro de extracto. Se llevó a seguedad en un

evaporador rotatorio bajo N2; completada la evaporación del sol­
vente se observó ocasionalmente algunas gotas de agua residual,

llas que se eliminaron agregando 50 ml de etanol absoluto por li ­

tro de extracto evaporado y llevando a sequedad nuevamente. El re­
siduo seco se disolvió en el menor volumen de metanol a ebulli ­

ción (unos 0.2 Z m1).

En las condiciones empleadas la concentración de pirogalol ,

KOHy etanol fue, respectivamente: l % , 15 % y 75 í (56 mg ,

0.75 g y 3.75 ml por gch) durante la saponificación; y fue de

0.3 % , 5 %y 25 fl respectivamente, durante 1a partición con éter.
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g.Procedimiento VI : Hidrólisis ácida de células húmedas.

Se calentó a ebullición una suspensión de Z g de material húmg

doen 2.25 Z m1 de HCI 6N durante dos horas; se agregó igual vo —

lumende agua y se extrajo tres veces con igual volumen de éter
etílico. Este se lavó con agua hasta quedar libre de cloruros, se

secó con SO4Na2, se evaporó a sequedad y el residuo se disolvió
en 0.1 Z ml de benceno.

Se ensayó este procedimiento pues ha sido utilizado para la

disociación de glicósidos fenólicos (199) y bajo esta forma podría
encontrarse el tocoferol en la levadura.

2. Comparaciónde procedimientos de extracción.

So extrajeron según cada procedimiento dos lotes de 20 gch de

leVHdurade panadería comercial; todos los lotes provenían de un

mismopaquete. Se determinó gravimétricamente la masa de lípidos

extraíd&.Enuna alícuota del extracto se dosó ergosterol espectro­

fotométricamente. Del resto se aislaron nbiquinona y<x—tocoferol

por cromatografía en capa delgada y se los dosó por espectrofoto­

metría y cromatografía en fase gaseosa, respectivamente.

Los procedimientos analíticos se describen en p. 108.

La.eficiencia de la extracción de lípidos neutros se Valoró por

-la masa de lípidos extraída. Comocontrol de la estabilidad de crg

x manoles, quinonas y esteroles frente a cada procedimiento, se mi­

dió la cantidad de d-tocoferol, ubiquinona y ergosterol extraídos.
La relación de las tres últimas cifras a la masa total de lípidos

se consideró un índice de la selectividad de la extracción. Los r2
sultados se indican en la tabla 3.
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COÏPÁRACIONDEPROCEDIMIENTOSDEJKTRACCIONDE.SÁCCKAROMYCES

l

ProcedimientodeExtracción

ValoressegúnMahler

ycol(49)

ComponentesIIIIIvaIVbVVI

Lípidosextraídos(mg)27.221.012.0 Ergosterol(mg)3.054.154.40 Ubiquinona(Pg)75.090.0170.0145.0110.0 cí-Tocoferol(Pg)1.301.751.801.401.05
l.Detallesexperimentaleseneltexto.Seindicanvaloresmediosporgos. 2.sao:sinabsorciónultravioletacaracterístjza.
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Ia masa de lípidos, ergosterol,c1—tocoferol y ubiquinonas ex ­

traídos empleando el procedimiento II, es algo menor que la obte­

nida con el procedimiento I. Por esta razón no se incluyen esos

valores en la tabla 3.

la extracción de las células con etanol y etanol-éter y'la sa­

pmüficación del extracto ®rocedimiento IVa), fue la más eficien­

te para el aislamiento de quinonas y cromanoles, aunque la ex ­

tracción de éstos compuestos no fue completa. La saponificación

del residuo celular resultante de aplicar el procedimiento IVa ,

extrae otros componentes, en especial quinonas y esteroles como

loindican los valores colocados bajo el encabezamiento IVb. La

cmmflejidad operacional hace que el procedimiento IVa sea poco

práctico para masas celulares mayores de 100 gch.

La saponificación directa de la masa celular húmeda(procedi ­

Mento V) es más simple técnicamente. Se extrajo con este proce ­

dimiento el 85 %de la ubiquinona y el 75 %.de1 tocoferol obteni­

dospor extracción con solventes y saponificación del extracto
(procedimientoIva), cifras éstas que se consideran satisfactorias.

De los procedimientos ensayados por Morton y col. (56) la sapo­

nificación de células húmedasfue el más indicado para extraer

ubiquinona y ubicromenól de Candida.

Los otros procedimientos de extracción con solventes fueron i­
neficaces. La disgregación del material celular por hidrólisis á­
dda es inconveniente. En este último caso parece haber destruc ­

ción de lípidos. Ella se evidencia por el aumento de poder reduc­

tor del extracto (equivalente a 240 Pg/gcs) en comparación con el

mlor obtenido por otros procedimientos (procedimiento I: 10 Pg/

gcs; procedimiento III: 92 Pg/gcs; procedimiento IVa: 80 Pg/gcs).



64

Ademásel espectro ultravioleta del extracto carece de los picos

característicos del ergosterol, los que son reemplazados por un

máximoa 230 nm, lo que indica descomposición de éste compuesto ,

el principal componentede la fracción de lípidos neutros de leva­
dura.

En base a estOs resultados se decidió adoptar en estos estudios

la extracción con solventes y saponificación del extracto (proce —

dimiento IVa) para la extracción de lotes de menos de 100 g de ma­

sa húmeday la saponifiCación directa de células húmedas (procedi­

miento V) para lotes de mayor masa. La aplicación de ambos proce­

dimientos a lotes de células de un mismoorganismo, permitió des­

cartar que la ausencia de tocoferoles en algunos de ellos fuera

debida a insuficiente extracción de los lípidos ligados (IVa) o a

destrucción de tocoferoles por condiciones alcalinas (V).

C. FRACCIONAMIENTO DEL 'KTRACTO DE LIPIDOS DE LEVADURAS.

(I

En los hongos existe una gran variedad de lípidos distintos de

cromanoles y quinonas isoprenoides. En la levadura de panaderia se

han descripto 18 esteroles (182,183,185) en la fracción insaponi­

Éicable. La relación de tocoferol, ubiquinona y ubicromenol a los

otros lípidos es muybaja. Empleandolos datos de la literatura

pueden calcularse relaciones en masa de lípidos isoprenoides de

Saccharomyces cerevisiae que se indican en la tabla 4.

Estas cifras señalan la necesidad de separar tocoferoles, qui ­
nonas y cOmpuestosrelacionados del extracto crudo de lípidos an­

tes de efectuar su identificación y/o determinación.

La complejidad de los extractos y las dificultades para deter­
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CONTENIDO RELATIVO DE LIPIDOS EN SACCHLHOMYCES CLREVISIAE

Los1mlores indicados fueron calculados con los datos de las re­
ferencias citadas. En la columna (a) se han ubicado los valores
másbajos y en la (b) los más altos, hallados en la bibliografía.

Lípido
Contenido relativo 1

(a)
Lípidos isoprenoides

d-Tocoferol 1-4

Ubicromenol 1-26

Ubiquinona 5-165

Escualeno 1.800

Ergosterol 3.000

Lípidos neutros

' Hidrocarburos 11.700 2

Esteroles 45.000

Glicéridos

Acidosgrasos libres

Acidosgrasos totales

FOSfolípidos 125.000 3

350.000Lípidos totales

cerevisiae (0.2 Pg/gcs) se tomó comounidad .
2. Valor calculado aceptando la masa de lípidos totales

en la referencia (184)t

Referencia
(b)

47
65 49

47

47
700-1.250 49,5o,191

182

49
13.000-95.ooo 165,183

201
60.000 182,202

‘ 49
57.000-160.000 165,183,203

175.000 2 201

354.000 2 201

435.000 202

183
190.000 202

182
580.000-845.000 165,183,202

'1. El menor contenido de CX-tocoferol determinado en Saccharomyces

indicada

3. Válor calculado suponiendo que el 4 %en masa de los_ fosfolí­
pidos es fósforo.
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minar componentes menores se hacen evidentes cuando se examina

cromatográfica o espactrofotométricamente los extractos crudos.

La cromatografía bidimensional en capa delgada (figura 6) de un

extracto de levadura para panificación preparado por extracción

con solventes (procedimiento IVa) reveló un mínimo de 23 componen­

tes en e] extracto. Estos ensayos permitieron detectar la presen­

cia de ubiquincnaoó, ubicrcanol—5, ergosterol y escualeno; pero

no se observó tocoferoles, tocoferolquinona o filoquinonu. El lí­
mite de sensibilidad de los reactivos empleados (ver tabla 5) per

mite detectar compuestos presentes en cantidad mayor a 2 Pg.
El análisis por cromatografía gas-líquido de los extractos pre

paraddïpor extracción con solventes (PUES)(procedimiento IVa) y
por saponificación del residuo celular (IRC/sE) (procedimiento

IVb), reveló la presencia de un componente (numerado XVIII) con

tiempo de retención (Rt) igual al del d-tocoferol (figura 7). Pg
ro este compuestono puede ser d-tocoferol. En efecto, la can ­

tidad del compuesto XVIII en los extractos PEESe IRC/SH, 5 Pg/
gcs y 1.1 mg/gcs respectivamente, hubiera permitido observar una Figura

mancha muy intensa con Rf de d-tocoferol en las cromatografías 19V

en capa delgada. Estudios posteriores mostraron que el compuesto cgïffa cu iva
'XVIII correspondía al designado S en p.93 (fig. 11). En los cro- Mhestr

1:
matogramas de la figura 7 puede observarse la presencia de com - ¿_ 2
ponentes conRt de escualeno y ergosterol y la ausencia de filo- a
quinona. No se detectó d-tocoferol succinato o cX-tocoferol ace;

tato en el extracto PHESmediante cromatografía en capa delgada o proced

gas-líquido.
El espectro ultravioleta del extracto PHESno posee máximosde 1 ca con

absorción sino hombros cerca de 230, 245, 280 y 293 nm ; esto in­
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Figura 6. Cromatografía on capa delgada del material aislado de
levadura para panifioación, por extracción con solventes.

Qpa: 2 mm.Solventes: dirección I, desarrollada dos veces conse­
múiVascon benceno; dirección II, benceno-éter etílico (75:25).
wwstras sembradas: ' . 1

1: Extracto de lípidos, l mg, equivalenie a 0.5 gos.

quinona-IO (UQIO), ubiquínonanó (UQó), cx-tocoferol (aÉP),
ergosterol (Erg) y' a-tocoferolquinona.(CXTQ)¡ 5 Pg de cada
una. - ‘

Procedimientosde observación. Las bfindas laterales fueron rocia­
das con el reactivo de Lestermïamasarma (reaccionaron con el las
zonas limitad's con líneas de puntos). Luego se roció toda la pla­

: w con reactivo de Lieboymannnburchara (p. 77 y 78).

“‘ 2:'Mézcla”de estándares: escuaïeno (Sq);'fiïoquinona"(K1);"ubi=“”“ “"”‘*”*"'
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L5 mln

-Figura 7. Cromatogramaobtenido en fase gaseosa, de extractos de

lípidos para panificación.

pColumna: 1.8 m x 4 mm id, 3 % SE-3O sobre Chromosorb W AW DMCS
HP 80/100.

l Temperaturas; inyector, 250 °C;
' Gas portador, GCml/min. _11

Atenuación: la indicada en cado trazado x 10 Amp/mV.
Muestresinyectadas. PHES: material obtenido por extracción oon
solventes y ulterior partición del extracto con hexano, fase he­
xánica, 59 Pg, equivalente a 30 mgcs. IRC/BH: material obtenido

columna 225 °C; detector, 250 °C.

por suponificacíón del residuo celular de la extracción anterior,
soluble en hexano, 22 Pg, equivalente a 6.5 mgcs.
Para obtener los traZados superpuestos en k se inyectaron las so­
luciones I z escualeno (233, ci-toccfcrol (oLT) y fíloquinone (K1h

K1 y ITI ‘_ . ". -. -‘ ‘:'Y\I"\ . «Il . “q, ergo Lurol (o. ) J . Lon­
teniundo en todos Los Casos 500 ng de cada

Sq,ch, Era y K1 ,estandar.
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dica que no hay predominio de alguno de los compuestos de levadu­

ra queabsorbenal ultravioleta. El espectro ultravioleta del ex­

tracto IRC/eH(a una concentración equivalente a 55 mgcs/ml) po­

see máximosa 270 y 282 nm , lo que indica que los principales

componentescon absorción ultravioleta son compuestos del - tipo

esteroles ¿5-7 diénicos, los que constituyen el 60 7%de 1a masa

de este extracto.

Delo expuesto hasta aqui se puede concluir que no es posible

al dosaje de cromanoles, quincnas y compuestos relacionados en los

ertractoa de lípidos de levadura sin fraccionar, por sus espectros

ultravioleta o por cromatografía gas-líquido en razón del exceso

de esteroles (ergosterol.y el compuestoS).

Afin de separar tocoferoles y quinonas del extracto crudo de

lípidos se ha empleado en este trabajo la cromatografía en capa

preparativa y la cromatografía en columna.

l. Procedimientos de fraccionamiento utilizados.

a. Separación de lípidos en exceso.

Conel propósito de aumentar la proporción de cromanoles y qui­

nonasen el extracto, reducir la masa de adsorbente a emplear en

las cromatografías y mejorar la resolución de las mismas, se se- /

paródelïextracto crudo el grueso de los lípidos contaminantes en

algunas ocasiones. Se empleó la precipitación de esteroles en me­

tanol (173) toda vez que se extrajo una masa de células mayor de

1.00g por saponifica ción. .
La separación puede efectuarse sin pérdidas de tocoferol o

ubiquínona si el enfriamiento no es muy prolongado como para que

cristalice ésta última.
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b. Cromatografía en columnade ácido silicico.

Se emplearon 60 a 100 g de ácido silícico (hhllinckrodt, CC-4

100 mosh, Anedra, Buenos Airesl por gramo de lípidos extraídos.

La relación diámetrosaltura de la mesa de udsorbonte empaquetado

fue próxima a 1:5 (20 g dd.ácido silicico usado forman une colvm«

ne húmeda de 28 m1).

Ifi columna se cmrrquotó y nativo siguiendo el procedimiento dc

Hirsh y Ahrens (2C4) reemplazando los discos de papel de filtro

por capas de Cellite (Jobns-Manvillo Prod. 00.. NewYork) secado

comola sílice.

El material a cromatografiar se disolvió en un volumen de he ­

xano igual al de la columna empaquetada. Los lípidos se eluyeron

con mezclas de éter etílico en hoïano (EH) al 0.25 fi, 1 %, 3 í,

5 fi, 10 fl, 15 fl, 20 í y 100 í (V/v). Estos eluyentes se indica­

rán en e] texto por el porcentaje de éter etílico, seguido de las

iniciales EH (ej. 0.25 í EH). Se emplearon 8 ml de cada eluyente

por g de sílice, con excepción del 3 %EB del que se usaron 12

ml/g de sílice. Cada eluído, incluso el hexano deásiembra y lava­
do, se recogió por separado. p

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

pesó el residuo y se lo disolvió en un volumen de benceno tal que

la condentreción de lípidos no fuera mayor que 50 mg/ml.

Conel objeto de observar la distribución de lípidos en cada

fracción y localizar las que contienen compuestosde interés, se

sembró 60 ó 600 rg (cuando el extracto provino de hasta 20 o de
más de 100 gch, respectivamente) de lípidos sobre una linea de

l cm en una capa de sílice gel G de 0.25 mmde espesor. Las frac­

ciones cluídas con mezclas EHde concentración menor o igual a

3'}
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3% se cromatografiaron en benceno y las eluídas con concentracio­

nes mayoresque el 3 %, en éter etílico-benceno (15:85). Las sus­

tancias presentes se visualizaron con los reactivos de Emmerie­

Engel, de Lester-Ramasarma y de Liebermann-Burchard (ver p.74) en

placas separadas.

Laelución del material con absorción ultravioleta se siguió mi
diendola densidad óptica de las fracciones eluídas a 265 nm. Esta

longitud de onda fue seleccionada pues en ella la absorción de fi­

10quinona,ubicromenol, ubiquinona, ergosterol y tocoí‘erolquinonas

es el 85 %, 79 7€, 81 7.4, 69 5%y 92 7: del valor en el máximo de ab­

sorción, respectivamente; ello hace que esta longitud de onda sea

adecuadapara detectar la elución de cualquiera de los compuestos

mencionados.La concentración relativa de compuestos absorbentes
1 7%

265 nm
minóel espectro ultravioleta de cada fracción entre 220 y 350 nm

se
se evaluó determinando el valor de SE . También se deter ­

a efectos de contar con una idea preliminar sobre la naturaleza

de la principal sustancia absorbente en ellas.

¡——..:

c. Cromatografía de adsorción en capa preparativa.

La cromatografía en capa preparativa de sílice (o cromatografía

preparativa en capa) fue el procedimiento empleado inicialmente pg

¿ra el fraccionamiento del extracto de lípidos insaponificables de
J.

1 d 1
1*SE k ¡o a E ¡N7€/ masa de células (secas) de que proviene el
material que se examina. Su significado es el mismoque el del cog
ficiente de extinción específico. Permite comparar legítimamente
materiales provenientes de lotes de células de distinta masa.
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Saccharomyces. Posteriormente se restringió su uso al fraccionamie! d. crq
to de lípidos provenientes de no más de 100 gch.

Se emplearon capas de sílica gel G (E. Merck, A.G., Darmstadt)

i de 0.5 a 2.0 mmde espesor, según la masa de lípidos a fraccionar.

En ocasiones se incorporó Rodamina 66 (GN500, Duperial, Beenos Ai­

res) a la capa de sílice, empleandopara preparar la suspensión

una solución acuosa al 0.034 %del colorante fluorescente en lugar

de agua. y

Se colocaron 5 a 8 mgde lípidus(concentración no mayor de 30

mg/ml) por cm sembrado (60 a 100 mg en una línea de 12 cm/placa )

en capas de 2 mmde espesor. Ello equivale a separar 2.5 a 4.0 mg

de lípidos por g de sílica.\
La cromatografía inicial del extracto se efectuó en benceno.

Para la purificación de los componentesdel extracto en escala pre- ,
pes de

parativa se emplearondistintos solventes según la polaridad del
ducen

compuesto, los que se indican en la figura.l2. Las cubas fueron
03 y P

presaturadas. .
h car rd

Los compuestos que interesaba aislar se localiqaron observando aF Cua
las placas bajo luz ultravioleta (UV)a 254 nm (p.75). Los están­

ción a

dares y la mezcla de éstos con una alícuota de la muestra de lí- án nalesc
pidos se revelaron con el reactivo de Emmerie-Engel. Los lípidos Í É

. sivama
de interés se eluyeren con etanol (tres veces el volumende la sí-. 1

lica empaquetada en pequeñas colunmas de vidrio); en al caso de é; i

eílica con Rodamina66 se eluyó el material adsorbido con 6 volú -Ï_‘°' cr?
L. L

manesde éter etílico en lugar de etanol. g Se i
Las fracciones eluídas fueron examinadas espectrofotométricamené­

te y purificadas e identificadas por repetidas cromatografías en í

capa delgada de sílice.



cciona mieg

brmstadt)

iraccionar.

Buenos Ai­

jpensión

ie en lugar

i

tor de 30

gin/placa )

a 4.0 mg

benceno.
íescala pre­

ridad del

s-fueron

¿ L

Bbservando

{Losestán­

Fa de lí­

F lípidosn de la sí­

‘ caso de
y.

ton 6 volú ­

tométrica men­

Lrefía s en
l

73

d. Cromatografía de adsorción en capa delgada.

Se reserva esta designación para la cromatografía en capa de si;

lica gel de 0.25 mmde espesor.

Se la empleó con diversos fines. Para explorar los componentes

principales de extractos de lípidos antes de su fraccionamiento y

disponer de un "mapa" da ellos a fin de comparar distintos extrac­

tos (por cromatografía bidimensional). Para controlar la elución

de columnasy localizar las fracciones que contienen «sustancias r3

ductorasy quinonas. Para purificar compuestos aisladoa de frac ­

_cionesdiversas y comouna técnica auxiliar para la identificación

de esos compuestos.

La preparación de las placas, su sembrado, desarrollo y la elu­

ción de lípidos se efectuaron de la misma forma que para las ca­

pas de mayor espesor. La masa de sílica por placa y la carga se r_e_

ducenproporcionalmente; son suficientes 6 g de sílica gel por pla_

ca y pueden sembrarse hasta 700 ¡ig de lípidos por cm sin sacrifi ­
car resolución. ' u

Cuandose buscaba detectar cornpuestos presentes, en ba¿ja propor­

ción en la muestra se sembraron placas para corridas bidimensio ­

’nales hasta con 1.5 mgde lípidos/cm sin que ello alterara exce ­
eivamente la sepa ra ción.

-*' a. Cromatografía de partición en capa delgada.

Se la empleó para la separación de compuestos que migran con

igual R en cromatografías de adsorción. Para verificar la homo­f
geneidadde las sustancias purificadas por los procedimientos an­

teriores y comoun criterio adicional para su identificación, en
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especial la verificación del númerode unidades iSOprenoides en la a. Iri
cadena lateral.

Cra
La impregnación de capas para cromatografía en capa invorsa,se

se dis
efectuó colocando las placas en una cuba cromatográfíca contenien­

fondo
do una solución al 5 í de parafina líquida en éter de petróleo

dad nc
(6Q/80) en cantidad suficiente para cubrir un cmde la placa; se

dos la
retiró ésta cuando 1a Solución alcanzó el borde superior.

los ca
Se sembraron los materiales a separar una vez seca la capa. La

v nicos;
carga máxima compatible con una buena separación fue 8 a 10 veces

ligera
menor que la recomendada para placas no parafinadas. Los solven - i. El
tes empleadosen las separaciones fueron presaturados con parafi­

acentu
na O

\ las pl
Nodebe incorporarse a estas placas colorantes fluorescentes

te. El
comoRodamina60, pues son solubles en los solventes utilizados

manole
en las particiones (soluciones de 5 a 25 %de agua en acetona) .

mo man
Para el revelado de los compuestos de interés se emplearon los cualen
mismosreactiVOS utilizados para capas no parafinadas.

. p La :
I

L para le

. puesto
2. Caracterización preliminar de

fl ción, 1componentes del extracto. n
verde c

La identificación de grupos funcionales se efectuó con reaccio- j 'Est¿
I nes más o menosespecíficas realizadas sobre capas de sílica gel, la luz‘

luego de las separaciones cromatográficas. En diversas ocasiones 9-"vacioág

se emplearon radiación ultravioleta; las reacciones de Emmerie - ¿o se é
Engel, de Lester-Hamasarma, de Liebermann-Burchard, de Gibbs y de í El é

Millon; indicadores redox reducidos, sales de diazonio e iodo. Q Mineraif
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a. Irradiación con luz ultravioleta.

Cromanolesy quinonas, en razón de su absorción al ultravioleta,

se distinguen comomanchas púrpuras o violetas oscuras , sobre un

fondovioleta másclaro (característico de la silica). Esta propie­

dadno es especifica de quinonas y cromanoles pues la presentan to­

doslos compuestos con absorción ultravioleta. Por ejemplo, entre

los componentesde extractos de lípidos, los esterolee ¿5-7 dié

nicos; aunqueel ergosterol se observa con coloración ,azul oscura,

ligeramentefluorescente, más que violeta.

El contraste entre las sustancias absorbentes y la sílice puede

acentuarse agregando Rodamina 6Gal preparar las capas o rociando

las placas ya corridas con soluciones de este colorante fluorescen

te. Ello confiere a la sílice una intensa coloración amarilla. Crg

manoles,cromenoles, quinonas y ergosterol se observan entonces cg

momanchasvioletas; otros lípidos isoprenoides (ej. dolicolee, c5
cualcno,esteroles no diénicos) muestran fluorescencia rosa.

Lairradiación con luz ultravioleta es.particularmente indicada
para la detección de fi10quinona. En placas sin Rodamina este com­
puesto se observa de color violeta oscuro al comenzar la expoei ­

ción, pero al cabo de l a 2 min adquiere fluorescencia celeste a
verdeclaro, intensa (205 ).

Esta reacción muestra la sensibilidad de algunos compuestos a

la luz ultravioleta. Deaquí la necesidad de efectuar las obser ­

vacionescubriendo con placas de vidrio las bandas de las que lue­

gose eluira'n compuestos de interés.

El examen de las capas fue realizado con una lámpara UVSL - 25

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

colmada unos 5 cm sobre la placa. La observación con Rodamina 6G
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fue hecha agragándola durante la preparación de las capas (ver p.

72) o rociando las placas ya cromatografiadas con una solución al

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

b. Reactivo de Emmerie-Engel (167; reacción 91 en ref. 206).

Todos los compuestos con potencial redox tal que puedan redu ­

cir el Fe+++a Fe++ , reaccionan con éste reactivo. El Fe++forma

un complejo rojo con d,dÏ-dipiridilo que lo estabiliza e impide
su reoxidaoión.

Cromanoles, cromenoles, quinoles, algunos fenoles (es el caso

de los poliprenilfenoles) reaccionan sobre capas de sílica a poco

de rociadas con el reactivo‘(2 a 5 min después de eveporado el sol

vente) tomandocolor rosa brillante a rojo sobre el fondo blanco

de sílice. Otros nomnneatnn.narticn]nrmente carotennides, estero­

les y sus ésteres reaccionan lentamente (generalmente 2 a 24 hs

después de reveladOS) adquiriendo color amarillo aamarillo rojizm

netamente diferenciablc del que caracteriza a los compuestos ci —
p

tados en el primer grupo. L
Se designa (en este trabajo y en la literatura) compuestosre­

rductores sólo a aquellos que muestran reacción positiva en pocos
, .

minutos. Los ésteres de tocoferoles no reaccionan con este reac -*

tivo. i

La reacción se efectúa rociando la placa con una mezcla 1:1 de.
‘

una solución de FeCl (Fe.Cl .6H20 AR, lbllinckrodt, Anedra, Due?3 3 a

nos Aires, Argentina) al 0.2 %y otra de d,d' —dipiridilo (2,2' ­

dipiridilo, Certified, Fischer Scientific Company,Fair Lawn,

NewYork) al 0.5 7%, ambas en etanol bidestilado. Las soluciones

se conserVBnen frascos oscuros a temperatura ambiente durante un.

mes;j
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mes;se mezclan directamente en el pulverizador justo entes de su

HBO.

c. Reacción de Lester y Ramasarma (7,207).

las quinonas isoprenoides son reducidas por HaBH4.Los quinoles
a su ves pueden ser reoxidados por reactivos tales comocloruro de

neotetrazolium o FeClB. Le reducción del neotetrazolium hace que
O a i uO
este tome color rOJO a purpura; la reduc01on del Fe puede de ­

tectarse cond,d‘-dipiridilo.
En este trabajo se empleó el reactivo de Emmerie-Engel para la

reoxidaciónde quinoles. Ubiquinonas y tocoferol quinonas (reduci­

das) reaccionan de inmediato. Con fi10quinona la reacción es va —

riable en razón de la rápida autoxidación del fiIOquinol. Natural­

mmnotambién dan reacción pcsitiva las sustancias reductores del

reactivo de Emmerie-Engel no redueibles por NaBH4.De aquí la ne ­
cmndndde revelar paralelamente con el reactivo de Emmarie-Engel

shlreducción previa con NaBB4,una alícuota de toda muestra des­

El revelado se efectúa pulverizando una solución de NaBH al
4

ml í en etanol (si las quinonas se hallan en cantidad suficiente

comopara distinguir su color amarillo, se observa su decolora ­

don). Antes de evaporado el etanol, rociar con una solución de

BClacuOSa a1 1 í (a fin de descomponer el exceso de NaBH4); para
acelerar la evapoiacién del agua se calienta l: plac: con un se­

wdor de cabello, por el lado del vidrio. Apenas evaporada el agua

se pulveriza con el reactivo de Enmerie-Engel. Procediendo de es­

m forma es posible la detección de fíIOquinona.



78

i

;d. Revelado con indicadores redox reducidos (207; reacción N° 154

en ref. 2C6).

Se aprovecha la propiedad de las quinonas de oxidar la forma

reducida (incolora) de ciertos colorantes. Sonde interés las reag
ciones con leucoazul de metileno, oxidado por benZOquinonasy fi­

10quinona pero no por menaquinonas; y con leucoazul de nilo A, oxi

dado por todas las quinonas isoprenoides conocidas.

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

tran se torne azul en pocos minutos; el fondo adquiere tonalidad

celeste que se va oscureciendo por autoxidación en particular con

azul de metileno. Si bien la reacción es bastante específica, hay

compuestos en los extractoa de lípidos de levadura que dan reac ­

ción positiva aun cuando no son reducibles por NaBH4.Por ello se
registran comopositivas únicamente las que alcanzan intensidad

máximaen los 5 min posteriores al revelado. El constraste se re­

duce con posterioridad al oscurecerse el fondo. f
Los colorantes (Lerk A.G., Darmstádt) en soluci%n acuosa 10m3

M, se reducen (20 ml) con Zn en polvc (l g) y 32804 concentrado
fi(2 m1); antes de pulverizar las partículas de Zn se separan fil­

trando a través de lana de vidrio.

i

e. Reactivo de Liebermann-Burchard (208,209; reacción 1 en ref.

206).

La reacción de Liebermann-Burchard empleada habitualmente pa ­
.. . . ., 7 7ra la detecclon y cuantificnmon de A5 , A5’ y A

fue utilizada en nuestro trabajo comoreactivo general para la

visualización de componentcscti extracto de lípidos insaponificu­
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bles de levadura. En efecto, sólo dos de más de veinticinco compo­

nentes detectados no son observables con este reactivo.

Losesteroles más abundantes reaccionan en frío tomando colores

azul a verde. Otros compuestos reaccionan en caliente: quinonas y

escualenoadquieren tonalidades viola’ceas; tocoferoles se tiñen de

gris-negruzco; otros comp0nentes toman tonos desde el amarillo a

pardointenso, todos observados al visible.

Bajo la iluminación 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

queabsorben la luz ultravioleta, comportamiento de benzo quino ­

nasy tocoferoles. La fiquuinona exibe fluorescencia rojiza in ­

tensa, mientras que el escualeno y acetato de tocoferol no se ob­
servanal ultravioleta. Los materiales fluorescentes se observan

conmayorintensidad empleando luz ultravioleta de mayor longitud
de onda (366 nm).

El reactivo se preparó inmediatamente-antes de rociar la placa.

Para ello se agregó 0.5 ml de 32804 concentrado a 0.5 ml de anhí ­
drido ace'tico a 5 °C; la mezcla se diluyó en frío, agregándola a

5ml de etanol. Luegode pulverizar la placa y registrar las zo ­

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

f. Iodo (reacción 141 en ref. 206).

Este revelador general de lípidos puede ser de gran utilidad en

la diferenciación y localización de algunos componentesde los ex­

tractos de lípidos insaponificables.

En efecto, ha.)rsustancias que no fijan el iodo, la mayoria de
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las presentes en los extractos; estas tomancoloración transiente
amarilla a marrón intenso, según la cantidad. Otras en cambio, lo

fijan, es decir reaccionan con él adquiriendo coloración estable

verde, marrón o rojiza. No se conoce la estructura de las sustan ­

cias del extracto que reaccionan de este modo, pero se ha obser ­

vado que el ergosterollresenta esta reacción. Cromanolesy qui ­

ncnns caen en el primer grupo.

Un tercer grupo de sustancias reaccionan, pero el exceso de I
fijado sobre ellas se volatiliza de modoque se decoloran comolaa

del primer grupo. Sin embargo se hace evidente su reacción con 12
al examinarles con algún otro criterio. De especial utilidad ha si
do el rociado de las placas con el reactivo de Emmerie-Engellue­

go de esa decoloración. El escualeno se vuelve reductor y los to­

coferoles pierden su Capacidad reductora. La modificación del es­

cualcno es específica (no la mostró otro componentedel extrectoL

puede ser tomada comoreacción de detección e identificación; no

ha sido deecripta según nuestras noticias, Los tocoferoles se oxi­

dan a tocoferolquinonas, lo que ha sido establecidk eluyendo el
p

material de la zona de estos compuestos luego de la exposición a

vapores de iodo y efectuando su espectro ultravioleta; la oxida —
.

Jción es prácticamente cuantitativa.

En general el revelado con íoio se efectuó colocando la placa
Ocasional­en una cuba saturada con vapores durante 3-5 minutos.

mente se pulverizó sobre la capa de sílica una solución de iodoal“’

0.5 % en cloroformo. La única ventaja que posee este modo de revm;

lado es la posibilidad de evitar la exposición al iodo de toda la

placa, cubriendo bandas de ella con otra placa de vidrio.

Tabla5.

¿SENSIBILIDADDELOSREACTIVOSEMPLEADOSPARAnmmmnnTnu
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g. Sensibilidad de los procedimientos de detección empleados. ra d

Fue establecida sembrando alícuotas de 0.5, 1, 2, 5, 10 y 20 E

Pg de los compuestos que se indican en la tabla 5, en líneas de l n35

cm sobre capas de 0.25 mmde espesor. Las cromatografíae se desa- IÉT
rrollaron con benceno. . ser“

nas 1

a 254

3. CromatOgrafía en capa preparativa. gel

Posibilidades e inconvenientes. resc¿

Se ensayo en varios solventes la separación de escualeno, olea- 00101

to de colesterol, filoquinona, acetato de ci-tocoferol,d-,/3-,í- CC
y ó -tocoferoles, ubiquinonaTIO, ubiquinona-ó, ergosterol y CX-tg 99 ha

ooferolquinona. Estos estándares fueron elegidos comorepresenta- exami
tivos: (¡o Trae: .a'irnh'rn‘ne A111an fin nnm‘nnnn'fnnt hifi-nnrm-n'hnvnq. 69110.. ‘. De

res de esteroles, nafthuinonas, ésteres de tocoferoles, tri, di yeron
y monometiltocoles, benZOquinonas,esteroles y benchuinonas con t°°°f

cadena lateral polar, respectivamente. p Cí-tor

Entre los solventes ensayados el benceno fue clique permitió í llaba

la separación de los compuestos mencionados, a excepción de /3—tg ‘ tural

coferol y Ü-tocoferol que migran juntos. la posición de los es — 1 T0

tándares puede observarse en las figuras 8.y 9. Los demetiltocoles: de ma
migraron a zonas diferenciadas en éter hexeno-isoprcpílico ( 8:2 ),theta Z

pero éste solvente no separa todos los compuestos ensayadoe. 7' La

Emplcando capas de l a 2 mmde espesor y benceno como fase mó- E do de

vil, fue posible el fraccionamiento del extracto de lípidos de lg togral
vadura en escala preparativa. fectu¿

La separación lograda de componentes de extractos de lípidos inqapc

insaponificables solubles en metanol (ILE) provenientes de levadu- .de lil
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. insaponifíccble proveniente de CCC:¿ich de levz-rrluz'a (l, CL)5- 7‘10 r5;

ra de panadería comercial, puede observarse en la figura 8.

Enla figura 8 se indica en bandas verticales sucesivas,las zo­

nas o manchasque se observan bajo la luz visible luego de reve ­

lar con los reactivos de Liebermnn-Burchard (LB), de Lester-Rama

sarma (LR) y Emmerie-Engel (EE). En la figure 9 se indican las zg

nasdiferenciadas luego de observar con luz ultravioleta filtrado

a 254 nmy revelar a continuación con el reactivo de Emmerie-En __

gel (UV-EE).Dentro de cada zona se señala el color de la fluo ­

rescencia en el caso do observación con luz ultravioleta o los

coloresal visible en los otros casos.

Conestos procedimientos de observación han podido distinguir ­

ae hasta veinte compuestos (zonas diferenciables) en el extracto
examinado.

Delas placas sembradas con el extracto insaponif‘icable se elu­

yeronzonas que podrían contener tocoferolquinonas (zona A), ¿­

tocoferol (zona B), ÜyF-tocoferoles y ubiquinonas (zona Q) y
d-tocoferol (zona d También se eluyó una zona en la que se h_a_

llaba una sustancia reductora de Rf myor que el tocoferol, de ng
turaleza desconocida (zona 1)).

Todasestas zonas se indican en la figura 9. La distribución

de masaen el cromatograma, los máximosde absorción al ultravio­
1 9%

“leta y el SE x , de cada fracción, figuran en la tabla 6.max

La croaxatografïa en capa preparativa es un procedimiento rápi­

' dode fraccionamiento del extracto. El desarrollo de cada crOma­

togramano lleva más de 40 min. Si bien el sembrado debe ser e­

fectuadocuidadosamente, el fraccirmamiento inicial de] extracto

¡ J L.

de lípidos; unas 4 a 8 placas de 2 mm), puede ser efectuado en
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.Fígura 8. Cromatografía en capa preparativa, de lípidos insopo­
nificables de levadura de panadería comercial.

Capa: 2mm. Solventex benceno.
“Muestras sembradas . El 2 mezcla de estandares; incluye los si­
guiente; cohpuestou: d-tccoforol (ciT), escualeno (Sq), oleoto

; de colesterol (Col. 01.), fiIOQUinona (K1), acetato de dktocofe­
rol (chAc), ubiquinona-6 (036), ubiquin0n8—10(UQlO), ergoste­

l _¡rol (Erg) y<ï-tocoferolquincna {cLTQ. Extracto ILE :extrecto
de lípidos insaponíficablo: parcialmente libre de esteroles,
8 mg/cm.
Procedimientos de observaci3n. ",Vi : rociado con el reactivot-l 1:

de Liebermann-Burchard, observación bajo luz blanca. gg : reve­
lado con reactivo de Lester-Ramasarma. EE : rociado con el reac­
tivo de Emmarie-Bngel.
Los colores distinguidos cor los procedimientos dc observación
se indican con 1es nurevjahuras emploadon en la figura 9.
las zonas apenas perooptiblrs se señalan enmarcadas con líneas
de trazos.
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FigureQ. Fracciones separadas del extracto de lípïuïos insapcni­/
l

ficzsblesde levaduras por cromatografía en capa ¿reparativth

Capa:2 Solvente: benceno.
Khtez-jalessembrados. :I : los mismosque en la fisura 8 (se
incluyen fin D'- y ó-tocoi‘eroles (fiT, 5T ¡y8T)). ILZ")+06“ + K1:
ILEconagregado de ot-tocoferol y filoquinona.
'Promdimiento de Cubas-n‘vación:iluminación con luz ultravioleta
(2511nm) seguida de vaciado crm Jl runctívo de Emmcuie-ïu‘ngel.

*Lo:;colores o'bscrvados al ul:.:-avjole'í.¿x se indican con las abre­
víaturas siguientes:

dV: vicleta oscuro (LG:verde oscuro 113m beige
V: violeta G: verde En: marrón

dEl: azul JG: verde clero R: rojo
1131:celeste Y: amarillo llik: negruzco

Ia letra s colocarla luep-r) dr».la abreviatura del color indí a que
es intenso. La lcttr: r .1 Í» ÉíflqlijCL'LÏH¿o cada 140m indica 1.355112;­

' :s*7"10—l-Lr‘.,7<'l .

L'ateriales eluídozt: fracciones A, B, Q, o|Lw, D y E.
.1.
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cincohoras (sembrado, desarrollo, revelado y registro del croma­

tograma,separación de la sílice). La elución de la sílice lleva
alrededor de seis horas.

La recuperación de oL-tocoi‘erol es satisfactoria. De una mez­

cla de d-tocoferol (60 con extracto insaponificable (ILE ,
60 mg), se recuperó el 90 54i 2 del tocoferol agregado(5 de ­

terminaciones). Los resultados mencionados permiten concluir sin

lugar a dudas que, en las condiciones descriptas , la*ubiquinona,

los componentesdel extracto insaponificable o la sílice gel, no

retienen el d-tocoferol y que éste no se descomponeen cantidad

apreciable en la separación cromatográfica.

Apesar de su rapidez y de la buena recuperación de tocoferol,

la cromatografía en capa preparativa resultó un procedimiento in­

suficiente para el fraccionamiento de extractOS de lípidos neu ­

tros de hongos con vistas al aislamiento de componentes a nivel de

trazas, comoes el caso de cromanoles y qui‘nonas isoprenoides. El

motivode esta insuficiencia reside en el' gran exceso de otros lí­
l

pidosy su variedad, aun en extractos de los que sb ha separado

el insoluble en metanol.

Enefecto, en levadura de panadería comercial habría según nueg

tros resultados alrededor de l ¡lg de oL-tocoferol, 2 Pg de ubicro­

{menol,SO'Pg'de ubiqu'inona, en 4 a 8 mg de extractos insaponifica­
__bles(ILE) por gcs. Es decir, en el mejor de los casos una relación

mtocoferol: m ubicromenol: m ubiquinon’d: m ILE a 1:2:50:4000.

Lacomplejidad del extracto lleva a una considerable superposi­

ciónde sustancias. La baja proporción de tocoferoles y quinonas

enel extracto hace difícil separar estos compuestos de aque­

llos más abundantes que migran e igual posición. La detección,

ha
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y con más razón el aislamiento de <1-tocoferol y tocoferolquino ­

nas,es prácticamente imposible en razón del gran exceso de este ­
roles presentes en las zonas A y B. También es engorroso el ais w

lamiento del compuesto reductor do la zona D y lu separación de

[3- y í-tocoferoles de ubiquinona -6.

4. Cromatografía en columna.

Posibilidades e inconvenientes.

Frente a las dificultades mencionadasse resolvió ensayar la

crematografía en columnapara el fraccionamiento inicial del ex ­

tracto de lípidos.
La cromatografía en columna ofrece perspectivas interesantes

para el análisis de trazas. Su mayor capacidad de resolución y la

elución selectiva, dadas por la posibilidad de modificar gradual­

mente la polaridad del eluyente, la hacen adecuada para ol frac ­

cionamiento de materiales que difieren considerablemente en el

contenido de sus distintos componentes. ï
El uso de columnas de alúmina y la elución de dos lípidos

con mezclas de éter etílico y éter de petróleo o hexano, procedi­

gmientodesarrollado por Horton y col.(210), es el sistema prefe­

rido para la cromatografía de compuestos isoprenoides por inves ­

tigadores ingleses (27,211). 7

te, hay referencias contradictorias en la literatura acerca de la'

estabilidad da quinonas sobre éste adsorbentc. Segúnalgunos au -,

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

quinona lo es parcialmente (178, 180); otros en cambio aseguran
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haberobtenido recuperación cuantitativa de ubiquinona, tocoferol

quinona y vitamina_K1 (27).
Dadala falta de criterio uniforme acerca de la estabilidad de

múnonas en alúmina y después que ensayos preliminares mostraron

que ocurrian pérdidas considerable de <i—tocoferol cuando se lo

cromatografiaba sobre Decalso y Florisil, se decidió experimen ­

tar con ácido silicico comoadsorbente junto al sistema de elu ­

ción de la escuela inglesa (27,210), para el fraccionamiento de

los componentesdel extracto de lípidos de levaduras. La dificul­

tad principal con columnas de ácido silicico, su reducido caudal

inicial y su progresivo "taponamiento", se superaron con el em­

Pleo de material con tamaño de grano uniforme y, en 1a elución ,

solventes anhidros.

Si bien el ácido silicico no ha sido el adsorbente másutiliza­

do para el análisis de tocoferoles y quinonas, su uso se ha acon ­

sejado para materiales con un amplio rango‘de variación en el con
tenido de lípidos (178,191) y por su mayor capacidad de resolu ­

ción (178). No se hallaron referencias de destrucdíón de lípidos
isoprenoides sobre sílice. Este técnica fue empleaba por Skinner

y Sturm (51 ) para sus estudios sobre la presencia de Cí-tocofg
f"rol en levaduras.

La separación y recuperación de estándares (tabla 7), muestran

la factibilidad de la cromatografía en columnade ácido silícico
para el análisis de compuestos isoPrenoides.

Es posible aislar cx—tocoferol, tocoferolquinona y vitamina Xi
de una mezcla de contiene diez veces más escualeno y ubiquinona

-6 y veinte veces másde ergosterol, casi cuantitativamente.

Aplicada al fraccionamiento de lípidos insaponificables de 1e­
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y con más razón el aislamiento de (i-tocoferol y tocoferolquino ­

nos es prácticamente imposible en razón del gran exceso de este ­
1

roles presentes en las zonas A y B. También es engorroso el ais —

lamiento del compuesto reductor de la zona D y la separación de

[3- y Á-tocoferoles de ubiquinona -6.

4. Cromatografía en columna.
Posibilidades e inconvenientes.

Frente a las dificultades mencionadasse resolvió ensayar la

cromatografía en columnapara el fraccionamiento inicial del ex ­

tracto de lípidos.
La cromatografía en columna ofrece perspectivas interesantes

para el análisis de trazas. Su mayor capacidad de resolución y la

elución selectiva, dadas por la posibilidad de modificar gradual­

mente la polaridad del eluyente, la hacen adecuada para cl frac ­

cionamiento de nmterioles que difieren considerablemente en el
Dcontenido de sus distintos componentes.

El uso de columnas de alúmina y la elución de los lípidos

con mezclas de éter etílico y éter de petróleo o hexano, procedi­

fimientodesarrollado por Horton y col.(210), es el sistema prefe­

rido para la cromatografía de compuestos isoprenoides por inves ­
tigadores ingleses (27,211).

Si bien la separación de los distintos compuestoses excelen ­

te, hay referencias contradictorias en la literatura acerca de la

estabilidad de quinonas sobre éste udsorbente. Segúnalgunos au ­

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

quinona lo es parcialmente (178, 180); otros en cambio aseguran
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haberobtenido recuperación cuantitativa de ubiquinona, tocoferql

quinona y vitamina K1 (27).
Dadala falta de criterio uniforme acerca de la estabilidad de

gúnonas en alúmina y después que ensayos preliminares mostraron

que ocurrían pérdidas considerable do ci-tocoferol cuando se lo

cromatografiaba sobre Decalso y Florisil, se decidió experimen ­

tar con ácido silícico comoadsorbente junto al sistema de elu ­

ción de la escuela inglesa (27,210), para el fraccionamiento de

los componentesdel extracto do lípidos de levaduras.'La dificul­

tad principal con columnas de ácido silicico, su reducido caudal

inicial y su progresivo "taponamiento", se superaron con el em­

Pleo de material con tamaño de grano uniforme y, en la elución ,

solventes anhidros.

Si bien el ácido silícico no ha sido el adsorbente más utilize­

do para el análisis de tocoferoles y quinonas, su uso se ha econ ­

sejado para materiales con un amplio rango.de variación en el con
tenido de lípidos (178,191) y por su mayor capacidad de resolu ­

ción (178). No se hallaron referencias de destrucdión de lípidos
isoprenoides sobre sílice. Esta técnica fue empleaáa por Skinner

y Sturm (51 ) para sus estudios sobre la presencia de d-tocofg
’rol en levaduras.

La separación y recuperación de estándares (tabla 7), muestran

la factibilidad de la cromatografía en columnade ácido silícico
para el análisis de compuestos isoprenoides.

Es posible aislar cx—tocoferol, tocoferolquinona y vitamina K1
de una mezcla de contiene diez veces más escualeno y ubiquinona

-6 y veinte veces másde ergosterol, casi cuantitativamente.

Aplicada al fraccionamiento de lípidos insaponificablea de le­
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Tabla 7.

CROT-‘J's'I‘OCRAFll-x EN COLUHÏ'U. DE COMFUES‘TCS 'i‘fflïüï‘ENOIDHS

Se cromatografió por duplicado una mezcla de 50 Pg de cx-tocofero],
fiJOQHinona y (i-tocoforolquinonn con 500 1g de escualeno y ubiquí­
nena-6 y 1 ma de ergosterol, en 5 g de ácido silícíco. Se eluyó con
mezclas de éter etílico en hexnno de polaridad creciqntu. En las
fracciones eluídas se determinó esos compuestosespectrofotométrí­
camente (excepto escualeno) (ver plló). Se indica la recuperación '
media_de los compuestos ensayados, con cada eluyente. '

Eluyente Sustancias Recuperación
éter ctílico-hexano eluídas

, \
( 9a ) ( ‘Ñ ) 1

l
0.25 escueleno nd

fi10quinona 85

1 _ _
if:

3 d-tocoferol í 97,
5 ubiquinona-ó 98

10 _ _

15 ergosterol 98

20 d-tocoferolquinona 93
100 _ _

1.nd: no determinado.
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Imaduro,solubles en metanol (eXtracto ILE, insaponificable parcial

¡mrne libre de osterclcs), resultó un procedimiento eficaz paz“ la

¡separación de clases de lípidos.
Las figuras lO y ll muestran comoprocede le elución de una co­

1 s ‘
l

¡

.'

É.: me acido ¿ilícico (50 y? sembrada con extracto ILE (765 mg,
¿di saltos en 50 ml de hexano), provenientes de levadura de panade­

ría comercial (250 gos). La columna fue eluída con 2 í 200 m1 de

0.25 7: y 1 7, EH; con 3 x 200 m1 de 3 7%EH; con 4 x 100 m1 de 5 2€,

10 9€, 15 74, 20 9.1., 3o 75 y 100 32€n ; y finalmente con 2 x 100 ml de

nmtenol. Se determinó el peso seco y el espectro de absorción ul­
travioleta de cada fracción. Tres alícuotas de cada una de ellas

se cromatografiaron en capa delgada; les fracciones eluída con

0.25 í, 1 fi y 3 É BHfueron cromatografiadas en benceno y las en

luïdas con los solventes restantes lo fueron en benceno-éter etí­

lico (85:15). En ceda fracción se detectaron compuestos reducto­

res, quinonas y esteroles comose indicó en p.74 .fi
En la figura lO se observa como varía la masa ¿fluida ( fi ) en

cada fracción separada (31 en total) en función de] volumen de

5eluyente recogido (curva a), y la variación de absorción al u]­
d

travioleta (expresada como SB p ) a medida que progresa la
265 nm ‘ ’

elución (curva b). La figura ll es copia de la cromatografía en
l . .Capa delgada de la primera y ultimo fraccion eluída con ceda mez­

cla, efectuada a efectos de establecer cuales eran los componentes

de cada fracción y para localizar en ellas los compuestosde inte­
rés.

El aspecto físico, la musa eluída por cada eluyente y otras
propiedades de las fraccfcn":, re indicsn en la table 8.

El ci-tccoïercl, compuesto E, e: e‘uíuo por hcxeno con 3 É de
éter etílico; el miamisolvente eluyo también otra sustancia ro­

’\

h

d
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Figura lO. Fraccionamiento del extracto de lípidos innaponifice­
bles de levadura de panadería comercial,

por cromatografía en columna;

Detalles experimentales en el texto.
Curva a: mesa (porciento de lo mesa de lípidos sombra e) eluída

en cada fracción.­
Curva b: absorción específica do‘cadn fracción a 265 nm.
Abrev1aturas. 0.25, l, 3, 5, .C, JS, 20, 30 y lOO : porcentaje
de éter etílico en hexuno en laa soluciones empleadas para elu­
ción. M: metanol. A, D, L, J, UC, K, O, P, S : componentes del
extracto (ver figura ll) a lo; gue se atribuyen los picos de
elución detectados. UC, UQ,43"! 2 componentes que presentan
curvas de absorción en el ultravioleta característiCLs de ubi­
cromenol, ubiquinona y esterolos Ab- diénicos, respectivamente.
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j Figura ll. Cromatografía en capa delgada de las fracciones eluídas
g j durante la cromatografía en columna, de lípidos insfiponificables
’ de levadura de panadería comercial. L‘

Capa:250 Pm. Solventes: I,benceno; II,bencon0-éter etílico (85:15).
Máteriales sembrados: primera y última fracción recogida con cada
gnc de los eluyentes empleados en la cromatografía descripte en la
p. 91, 600 g. Los números l a 23 identifiCan las fracciones y las
obreviatúras O25EE a«20 EHel porcentaje de éter etílico en hexa­
no con que fueron eluídas.

M” “WY? Í Procedimientoá de observgcgong ona placa se zcveló con el reactivo u
h de Emmeríe-Engel y otra, con las mismas muestras, con el reactivo

de Lester-Ramasarma; ambas fueron rociadas con el reactivo de Lie­
bermann-Burcharda continuación y fotocopiadas.

)...\-.

las sustancias que reaccionaron con el reactivo de Emmerie-Engel
se indican cincurvaladas con una línea llena. La sustancia J reac­
cionó con el reactivo de Lesterwfiamasarma. las zonas apenas percep­

”¿ j tibles con el reactivo de Lícbarmann-Burchard se señalan enmarcadas
ï con líneas de trazos,

Aa U, designación arbltraria asignada a las sustancias detectadas
. “%í en las distintas fracciones.

1



Fracción

N°

58a11
1012

13a15

”'.CARACTERISTICASDEFRACCIONESSEPÁRÁDASPORCRCMATOGRLFIAENCOLUHXA

.Aceite
Sólido Sólido Aceite Aceite Aceite Aceite

Tabla8.

1

lfl
¡1

Pl ,suAmáx

(1/569)

3 ..2
Reacc1onesde SELRLB

Aspectoxm.10

+

l

(3(

inccloro,denso42230130

2822C

3

incoloro Frase,amarillodébil

C\F
N

O
f'")

3‘

+

I

T

\\.'

blancogelatinoso incolcro amarillo,donso amarillo6827

---—.

l un

v

119275}n++

incoloro2

94



Tabla8(continuación)

h»Fai,1d

%EHr0°on AAspectomA ,SE¡_/°,x.103Reaccionesde2

N°maxnañ

(me)(nm)(1/gcs)LELRLB

1516a19Sólidoblancograso85265,27244o4 _-+

281,295

2020Sólidoblancograso

2sd­

21a23Aceiteincoloro3man++

3024a27Aceiteincoloro23amand——+
10028a31Aceiteamarillo31smand-++

M32y33Sólidoblancoyaceite31emand

amarillo‘

l.Detallesexperimentalesenp. __2.EE:Emmerie-Engel.LR:LesterLRaÉasarma.LB:Liebermann-Burchard.
3.sma:sinmáximosdeabsorción.‘ 4.e281nm. 5.nd:nodeterminado.
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ductora, UC. En las fracciones eluídas con 3 %EH se encuentra el

43 %de la masa de lípidos sembrada; dicha mesa corresponde casi

exclusivamente al compuesto denominado L. La absorción ultravio ­

leta del material eluído con 3 %EHes despreciable; no se obser­
va el máximode absorción ultravioleta característico de los toco­
faroles.

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

cx-tccoferolquinona, eluye de la columna de sílice con 5 fi y lO %

L EH, mientras que la quinona lo hace con 20 % EH Las fracciones
E eluídas con 20 í EHno absorben al ultravioleta; ello indica que F

P la masa de tocoferolquinona en las fracciones sería muyreducida, _

J tanto como para que no se detectan sus máximos de absorción. n

l La ubiquinona—6 , compuesto J , es eluíde por 5 fl EH. Otras á

É dos quinonas, H e I, eluyen hacia fines del pasaje de 3 %EHy cg i;
5 mienzos de la elución con 5 %EH, respectivamente. Se detectan sus o

É tancias reductores del reactivo de Emmerie-Sngel, distintas de to- E

2 coferoles y la llanmda UC, en los eluídos con 1 % EH (compuesto D), o;

10 fl EH (compuesto M) y 20 fi EB (compuestos T y U); las tres últi- 1€
mas a nivel de trazas. P . '

Se estima de que la cromatografía en columna de sílice es más

adecuada que la cromatografía preparativa en capa de sílice para

el fraccionamiento de extractos de lípidos de hongos. La separa —
ción y recuperación de <X-tocoferol, cx-tocoferolquinona, ubiqui­

none-6 y ergosterol, es prácticamente total. Las fracciones eluí­

daa de la columna contienen menos componentes que las eluídas de

capa preparativa. Los valores de SE í %í muestran que en gene ­
ral la concentración de material absorbente al ultravioleta en

las primeras en 2 o más voces mayor que en las segundas. La única

EL“
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excapcíóna esta generalización son las fracciones que contienen j
ubnnnnona; esta se encuentra casi tres veces más pura en la

fiwcción Q (figura 8) que cn las fracciones eluídas con 5 %EH

hablas 6 y 8). Esto se atribuye a la presencia de la sustancia L

MIIas fracciones eluídas de la columna, lo que no ocurre con las

ahfidas de la capa preparativa. La mayor concentración y menor ví

riedad de contaminantes en las fracciones eluídas de columna, per

mümla detección y hasta el doseje sin interferencias de algunos

componentesdel extracto.

Ia separación de compuestos que migran con el mismo Hf que d­

-tocoferolquinona , es total, pues aquellos eluyen con 10 %EH,

¡Mantrac que la tocoferolquinona eluye con 20 fi EB. El ubicrome —

n01 y 17.-L'.1;‘.;¿ui;;c;:'.“14;, 3.. c.,'.. colwnlus .1- ¿isiinta polaridad ,

por lo que puede aislárselcs sin que uno este contaminado con el
otro.

A pesar que c1 tiempo requerido para fraccionar un extracto por

crmmtograiía en columna es 4 o 5 veces mayor que el necesario pa­

ra efectuarlo por cromatografía en capa preparativa, se piensa que

la cromatografía en columna es más conveniente en razón del frac­

cionamiento más completo que se logra. Basta imaginar los compues­

tos de la figura ll mezclados y corridos en una sola placa para

apreciarlo.

D; AISLAMISNTO DE TOCOFEROLES Y QUIXONAS

CROKATOGRAFICAHENPE PUROS.

La cromatografía en columna o la preparativa en capa, Pl bien

llevan quizás a1 mayor enriquecimiento de una sustancia en una frag
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ción dada alcanZBble_con un único paso analítico, no permiten ob­

tener fracciones cromatográficamente puras. Es por ello que antes

de la identificación y/o determinación de algunas sustancias de
interés, fue necesario eepararlas de aquellas que pudieran inter­
ferir en la aplicación del métodoseleccionado.

De los eluídos de cada zona de las cromatografíae preparativas

en capa o de los eluídos provenientes de las columnas, se aislaron

y purificaron clases de compuestos isoprenoidee, cromatográfica—

mente puros: naftoquinonas, mono-, di-, y tri-metil tocoles, ubi­

quinones, esteroles, quinonas y sustancias reductores no identifi­
cadas. En la figura 12 se resumen 10s procedimientos de extrac­

ción; fraccionamiento y purificación copilados para aislar croma­

noles y quinonas cromatográficamente puros.

La fracción 311 (aislada por cromatografía preparativa en capa)
y la fracción 3 %EH ( eluída de columnas de ácido silícico) con­

tienen dos sustancias reductores. La de mayor Hf, S_2, coinciden­
te con el del (X-tocoferol, fue separada de la otra en benceno.

' La que migra por debajo ¿51 ól-tocoferol fue aislada e identifica­

da como ubicromenol (Egg)

La cromatografía de 3_2 en benceno:metanol (98:2) permitió ob­

tener un producto «¿EE incoloro, que reacciona con el reactivo de

Emmerie-Engely absorbe al ultravioleta sobre placa, prácticamen­

te libre de un material con fluorescencia celeste que lo acompa­
ñaba en otros solventes.

Las fracciones QJ_o3 fi EHfueron purificadas en algunas ocasio­

nes por cromatografía en fase gaseoso. ’hra ello se empleó 3 % SB­

30 comofase estacionaria (ver p. y ). Empleandoel detector

Q

Hv:E

h"o.¡A

crmLa

O

m
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¿de ioniZBCiónpor llama ce estableció con (X-tocofarol estandar
lel intervalo de tiempo durante el cual eluía ase compuesto en las

é condiciones cromatográficas fijadas. A continuación se conectó la
j columnaal detector de conductividad térmica y se recogió "a cie­

íga 9 y condensó al material eluído en el intervalo determinado.
ÉEl tubo colector se lavó con etanol y la presencia de (I-tooofe­

rol en la solución fue establecida con los procedimientos analí­

ticos que se describen en el capítulo V.

La presencia de d-tocoferolquinone en el extracto inoaponifi­
cable fraccionado por cromatografía en capa preparativa se sospe­

chó pues la zona é (figura 9) mostraba una clara reacción positi­

va para quinoncs (figura 8). El revelado con otros reactivos (12,

ShCl3, Rodamina 66), indicó que en la zona g se hallaba una consi­
derable variedad de compuestOs. El 39 % del extracto (en masa) se

halló en esta zona (tabla 6). El principal compuesto as un mate­

rial designado L (figura ll) que se artiende desd? el orígen has"
ta el borde con fluorescencia amarillo verdoaa (RE==20en la fi­

gura 9) y que cuando 1a placa se sobrecarga puedo extenderse has­

”ta el centro de la banda de ubiquinona.

Estos hechos hicieron que el aislamiento de una posible quinc­

na con Ef dí o<-tocoferolquinona desde la fracción ¿J obtenida
"7 ' por cromatografía en capa preparativa, fuera engorroso. No se ho­

llaron solventes del todo satisfactorios para sepafiirlñ de los
otros compuestos.

El eluído con gg_% ¿H_ de la cr matografíu en columna no contie­

ne la variedad (figura 1]) ni Ju masa da líhídus presonte: en la

fracción A ainluda pc): ers.¿.::'tc;;r-:‘!‘j'._¡cr. cr;j..-: ":;-r'-,::.:-:‘tí-'.'a (tablas

6 y 8), lo que permitió aislar vn material 612;!¿12uchomás puro,
1
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Figura 12.

Notas

D, '1, Q, B y A : fracciones eluídas de cromatoplacas pre­
parativos (ver figura 8 y tabla 6). '

l EH, 3 EH, 5 EH, 20 EH z fracciones eluidas de columnas
de ácido silicico con l, 3, 5 y 20 %de éter etílico en
hexano ( ver figura 10 y tabla 8).

Primera purificación de las fracciones anteriores por cro­
matografía en capa delgada (CCD). Solventes: 40 BH, hexano­
-benceno (6:4); C, cloroformo; 2 MB,benceno-metanol (98:2)
15 EB, benceno-éter etílico (85:15).

Fracciones eluídas de la cepa anterior, aún no cromatogra­
ficamente puras. D2, material reductor no identificado de
mayor Rf que o¿—tocoferol. 0L2, UC,fi¿ÍT2, ¿TQ yoLTQQ, mate­
riales que migran a igual posición que d-tocoferol, ubicro­
menol, ¡g-tocoferol + Ú-tocoferol, ó-tocofeFol y chtoco­
ferolquinona respectivamente. L
Segunda purificación en Capa delgada. Solvontes: 20 HB,
benceno—hexano(80:20); B 2x, desarrollo unidimeneional.
repetido dos veces en benceno; 5 MB,benceno-metanol (95:5).

Fracciones cromatográficamonte puies en las que se encontra­
rían.los compuestos indicados. DL, material reductor de ma­
yor Rf que o<»tocoferol.

l

l
d
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e

l
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en el que debía hallarse cx-tocoferolquinona. Este material es

incoloro, no absorbe al ultravioleta, no da reacciOnes de quinc- } :

nas y tampoco reacciona con 12. p

En la fracción 3_(figure 9) o en los eluidoe con ;_y 2 %EH, h.

no se observó sustancia reductOra que migrara con Rf de Ci-toco- 1.

ferol. A peear de ello fueron examinados ante la posibilidad de que c1
este compuesto pudiera hallarse en el extracto e una concentración r4

muybaja comopara ser detectado. A fin de concentrarlo, los eluí­

dos citados fueron cromatografiados dos veces en bencenozéter etí­

lico (98:2), solvente que separa completamente cx-tocoferol de u­

biquinone. Después de la segunda cromatografía se aisló un mate­

rial incoloro que absorbe al ultravioleta sobre la place, que da

sobre ella una reacción de Emmerie-Engel muydébil y quo reaccio­

na fugazmente con I . Se lo designa CXTL.Está contaminado con2

una sustancia fluorescente; no se intentó continuar su purifica­

ción más allá de éste punto por la escasa cantidad de material que

ee logró reunir.

Se intentó aislar /3- y í -tocoferoles de la zona Q (figura 9)
y de los eluídos con ¿_y 2 É EI. El solvente que dió la separación

más satisfactoria de estos tocoferoles y ubiquinona—6fue benceno:

metanol (98:2). Con el se efectuaron dos-cromatografías sucesiVHs

de eluidos de zonas a donde migraba la mezcla de dimetiltocoles,

eluyendose finalmente un materialfiütgg. Es incoloro, no absorbe
al ultravioleta, no reacciona con el reactivo de Emmerie-Engel

sobre placa o con 12.

Se examinó la presencia de nafthuinonaS'(f110quinona) en el

eluído de las zonas E de la cromatografía preparativa en cepa y
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en el obtenido con l % EHde las columnas de ácido silicico. El

!wterial que migraba con nf do fi10quinona fue separado de otros

presentes en esas fracciones por cromatografía en capa delgada en

hexanozbenceno(6:4) y designado 33k. Es fluorescente al ultravio­

leta (azul), no da reacciones de quinonas ni muestra la fluorescen­

cia roja característica de filoquinona cuando se revela con el
reactivo de Liebermann-Burchard.

En elafiuído de las columnas de ácido silicico con 1 É EH se

detectó un material reductor del reactivo de Emmerie-Engel (com­

puesto 2, figura ll) que migra con mayor Hf que CX-tocoferol y

debajo de fi10quinona en capa delgada (figura 9). Este compuesto

fue purificndo por cromatografía en capa delgada en hexanozbence­

no (6:4) y benceno:bexano (8:2). El material así purificado se

designó EL. Absorbe al ultravioleta, no de reacciones de quinOnne
ni de Liebermann-Burchard.

Aunque no se indica en la figura 12, puede señalarse aquí que

el isómero estructural del €1-tocoferol (XIVc o d) eluiría con

--e;25 É'EHy separaría de fi10quinona en capa delgada desarrollada

con hexano:benceno (5:4). Los prenil-fenoles (XV)y prenil-metoxi­

fenoles (XVI)se hallarían en_las fracciones 2 y g provenientes
de capa preparativa o en los eluídos con l É ¿H y 3 fi EHde las

columnas de ácido silicido. Los dímeros y trímeros de Cí-tocofe­

rol eluyen con 3 É EHy podrían encontrarse en la zona 2. Las

quinOnas XVII y XVIII se haller‘nn en la Prección g o eluiríañ

de las columnas de sílice con j_a 8 %EH (ver p. 111).

Los estudios efectuados con Materiales obtenidos do levadura

de panadería comercial se describen en p. 120 y siguientes.
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E. RECUPERACION DE TOCCFEROL Y UBIQUINONA

CON LOS PROCEDIMIENTOS ARsLITICOS EMPLEADOS. ;

i La recuperación de CX-tocoferol de una mezcla de lípidos on la

Éque se encontraba en una relación 1:1000, fue 90 i 2 fi cuando se
i lo separó de ella por cromatografía en capa. Se recuperó el 97 %
del cï-toooferol presente en una mezcla de estandares en una re­

lación 1:43, cuando se lo aisló de ella por cromatogrefía en co­
lumna. Estos datos señalan la estabilidad del (N-tocoferol en las

Condiciones eromatográficas empleadas y su no retención por los

lípidos de la mezcla.

Ante la no detección de tocoferol en algunos lotes de levadura,

se determinó la recuperación final de tocoferol y ubiquinonn exó­

genos luego de aplicar las secuencias de operaciones para el ais­

lamiento de estos compuestos eSquematizadas en la figura 12.

A tres lotes de levadura, equivalentes a 5 gos, se agregó 20

Pg de cx-tocoferol y 200 Pg de ubiquinona—6. Unoés ellos se ex­
trajo por saponificación de las células húmedas(procedimiento V);

tocoferol j ubidainong-fderon aïelgdoe'medianie cronofoqrefía en

"columna seguida de cromatografía en capa delgada de las fracciones

.eluídas con A y 5 ÁSH. Los otros dos lotes fueron extraídos con

etanol y etanol-eter etílico (procedimientoIVa); estos extractos
fueron fraccionados por cromatografía en capa. De las fracciones

9:1 y‘g se aisló cxntocoferol y ubiquínona cromatográficamente pu­

ros por cromatografía en enpa delgada. De la fracciónfï l del
otro extracto IVa se aisló el tocoferol por cromatografía en fa­

se gaseosa. Tres lotes de CÉ1u188de igual rasa fueron procesados
fparalelamente n fin de osifihlncer su contenido ondnjnno. Tooofe­
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RECUPERACIONFINALDEd-TOCOFEROL(our)ïUBIQUDIONA-ó(UQ)¡amarnos

ENLÁSSECUENCIASDEAISLAÉIENTCSELECCIONADAS.

AislamientodeRecuperaciónde

fraccionespurasoLTUQ

Fraccionamiento

delextracto

Cromatografíaen5768 capadelgada

Cromatografía encolumna
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Cromatografíaen6773 encapadelgada

Cromatografía

particiónconisooctano;encapa saycnificacióndefase

CromatografíaCromatografíaen83nd2 encapafasegaseosa

Canetanolyetanol-éter;

mientoIVa)

‘l.Porcientode_¿¿—tocoferolyubiquinonaagregados.

Detallesexperimentaleseneltexto.

2.nd:nodeterminado.



rol y ubiquinona fueron determinadOSpor espectrofotometría (ver

p. 116). Los resultados se indican en la tabla 9.

Debe destacarse que el Cí—tocoferol exógeno es estable y su re­

cuperación satisfactoria, al menos cuando se halla en una propor- , ,
ción de 4 p.p.m. del paso celular seco, en las condiciones de ex­

tracción y purificación empleadas. l A
La utilización de más de un procedimiento de extracción se de­

be a que ninguno de los ensayados es totalmente satisfactorio. Los

seleccionados permiten descartar que la ausencia de alguno de los
compuestoade interés sea debida a insuficiente extracción de lí­

pidos ligados o a su destrucción por condiciones alcalinas.

La utilización alternativa de dos procedimientos de fracciOna—

miento tuvo comoobjeto aprovechar las ventajas que ofrecen la

cromatografía en capa preparativa (mayor rapidez de análisis y en
consecuencia menor exposición de lípidos a condiciones ambientales)

por un lado, y la cromatografía en columna (mayor separación de

componentes) por otro. Conello se pretende evitar que cualquier

.resultado negativo puede ser atribuido a la metodología empleada.
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CAPITULO V

IDENTIFICACION Y DETERMINACION DE CROMAHOLES Y QUINONAS

DE LBVADURAS

A. “rocedimientos de identificación y determinación de cromanoles

y qujnonas.
l. Estudios cualitativos. '

a. Posiciones cromatográficas.

'b. Espectrofotometría.

. reducción de p-quinonas con NaBH.
4

. oxidación de cromanoles y quinoles con AuHC14.

. Qxidación de quinoles con NaHO.

. ionización de fenoles en Na/etanol.
2. Determinacíonescuantitativas.

e. Eépectrofotométricas.

. cromanoles y quinoles.

. quinonas. L

. cromenoles.

. enteroles.

b. Por cromatografía en fase gaseoaa.

IB. Análisis de leVadura de panadería comercial.

1. drToco}arolg

2. Dí- y mono-metiltocoles.

3. Tocoferolquinones.

4. Filoquinona.

5. Ubiquínona.

C. Análisis de Saccnaromyces cerevisiae 66 y 68.
1. Cultivo de levaduras.
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2.:1-Tocoferol en-cultivos en fase exponencial.

'L d-Tocoferol en cultivos en fase estacioaaria y cultivos en­

vejecidos.

Análisis de Saccharomyoes cerevisiae DC740 y Candida guiller ­

muxdii ATCC9058.

Cultivos en distintas fuentes de carbono.

Análisis de Saccharomyces cerevisiae 59 R.

Cultivos con distinta actividad respiratoria.

Análisis de levadura de panadería recogida del filtro prensa en
fábrica.

Análisis de materiales que pueden aportar tocoferoles comocon­

taminantes, en el cultivo de levaduras.

Ubicromenol en levaduras.

'l
Plzoczanlulmrros DE IDENTIFICACION Y DE'I‘ER‘JINACION DE CHOWaNOLES

Y QUINOIIAS

1. üstudios cualitativos.

Posicione? cromatográfícas.
Dosde los criterios adoptados para la identificación de los

componentes del extzacto de lípidos fueron su posición (Ef) en eng
ma

ma

togrefías en capa delgado y su tiempo de retencián (nt) en oro ­
tografías gos-líquido.
La polaridad del solvente con que un compueuLodado en oluído

de columnas de ¿cido sílfo co fue ucnuidelfláü criterio presuntivo

acerca su no uraleza; e] vrlor de este criterio es escaso ya que
'\
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¿laiotcnción de compuestos por adsorbentes depende de la activi u
l .

Idadde este último y este parámetro no se controló en nuestro eo­
l3dioni se hace habitualmente en otros.

Ia identificación cromatográfica se basó no en valores de Rf
'o,u nino en la cromatografía simultánea con y contra muestras de

'escructura conocida coincidente con la del compuesto que se desea

ba identificar. A fin de comparar las posiciones en lbs cromatogrg

rmsde un experimento con los de otros, fueron establecidas las r3

laciones relativas a un estándar interno: R relativo (RRf) y tiemf
pos de retención relativos (RRt). Comoestándares internos se em­
plearon d-tocoferol y escualeno para cromatografía en capa delga­

da y gaseosa, respectivamente.

La cromatografía en capa delgada ee efectuó como se ha descrip­

to en p. 73. La cromatografía en fase gaseosa se efectuó emplean­

do columnas de vidrio rellenas con DC550, SE-30, QF-l o XE-6O so­

bre ChromosorbW(materiales provistos por AppliedFScience Labs.
Inc., State College, PA) o Aeropack 30 (Varian Begograph, Walnut

Creek, 09.). Se utilizó un instrumento varian - Aerograph 1520 B
P . . .. .’con detector de 10n12301onpor llama y nitrcgeno comogas portador.

l Las condiciones experimentales empleadas en los análisis descriptos

se indican en cada caso.

Las posiciones cromatográficas en capa delgada de los principa­

les compuestos examinados en este trabajo pueden observarse en

las figuras 8 y 9.

Los tiempos do elución en cromatografía gas líquido de escuale­

no, ct-tocoforol, arrarturcl y fi10quínona se indican en la figura

7. ¡a mejor separación du ¿A-tocuïarol, ,3-tocoferol y Í-tocofevol



ó-tocoferol y cx- tocoferol succinato, ci-tocoferolquinona, ergog
terol, cl-tocoferol acetato y filoQuinona se logró sobre 3 % SE­

30; los tiempos de retención relativos a escualeno fueron 1.33 ,

1.65 y 1.71, 2.07 y 2.09 , 2.16, 2.28,!¿49 y 3.30 respectivamen­

te, determinados a 235 °C con caudal de nitrógeno 60 ml/min. Hs

destacable el poco efecto que la temperatura de columna o el cau­

dal de portador tienen sobre los tiempos de retención relativos;

comoejemplo, a 250 °C, los tiempos de retención relativos de (x­

tocoferol y fi10quinona fueron 2.00 y 3.16 respectivamente. En

iguales condiciones de temperatura y caudal los RRt de un compueg
to dado fueron reproducibles en Ï 0.02.

Los criterios cromatográficos combinadosfueron aplicados para

decidir la presencia o no de sustancias de los que no se disponía

muestras sintéticas o identificadas previamente, en base a datos

recogidos de la bibliografía. En particular, de isómeros estruc ­

turales de cx-tocoferol (XIVc y d, p.13 ) y dímeros y trímeros

de tocoferoles; estos compuestosderivan de los toccferoles, han

' sido aislados de extractos de lípidos y podrían dar cuenta de la

ausencia de tocoferoles en algunos organismos analizados.

El isómero estructural del cx-tocoferol aislado dc Euglena (5,

53) eluye de alúmina antes que ci-toccfarol (53), con 0.25 %EH

(5); cromatografiado por adsorción o partición en capa delgada mi

gra más que fiquuinona (5); es separable de cX-tocoferol por org

matografía en fase gaseosa sobre OV-l (silicona de igual composi­

ción que SE-30, empleada en nuestro trabajo) (53).

Los dímcros y tríncros de tocoferoles (212) son cluídos de co­

lumna de ácido silicico por 3 fl EH junto con el cK-tocnferol; mi­

gran en capas de sílice por encima de ci-tocoferol (213). Algunos
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¡smlcromatografiables-en fase gaseosa con SE-30, sufriendo piróli
¡sis en lr columna de modo que se detecta uno (o un par) de toco —
l

l

' Los criterios cromatoggáficos son también útilos en la identi­
lfic ¿ión de precursores dc ubiquinona. nsi 2-multiprenil-6-metoxin
i

.
(XVIIL)y 2-multiprenil-6umetoxi-l,4-benz0quinona (XVII) eluyen de

columnas de alúmina con 1 fi EH, l a 3 % EH, 5 a 8 flEH, respectiva­

mente (62); lo harían con la misma polaridad desde columnas de sí­

lice (214). Los prenil fenoles migran en capa'delgada con mayor

Rf que cx-tocoferol; las prenil quincnas lo hacen inmediatamente
por debajo de ubiquinona, a tal punto que sólo son separables de

ella con poca carga, cuando se emplea cromatocrafía de adsorción

(62,215). Ho sc tiene noticia de que estos compuestos sean cromat_

grafiables en fase g1seosa.

-‘1b. Espectrofotometría.

La espectrofotometría de absorción ultravioleta combinada con

ños criterios cromatográficos y caracterización de grupos funcio­

Jnales (p.74), permitió la identificación inumbíguede cL-tocofc ­

rol, ubiquinona-G y ergosterol en los lípidos de leVadura de pa­
nadería comercial y hubiera permitido la de otros tocoferoles ,

tocoferolquinonns, fiJOQuinona, prenilfenoles y prenil-quinonas
si se hubieran hallado en los extractos. Los espectros de absor ­

.ción infrarroja y emisión ultravioleta del ¿i-tocoferol fueron
efectuados a fin de verificar la idantidad del material aislado

de levadura.



Los espectros de absorción ultravioleta fueron efectuados en

un espectrofotómetro Cary 14 y los de omisión en un espectrofoto­

fluorómetro Aminco. Para los espectros de absorción se disolvieron

las muestas en hexano, isooctano o etanol absoluto espectrofotomé­

tricamente puros; para los espectros de emisión se empleó etanol

como solvente. d

Los espectros infrarrojos fueron realizados en un espectrofotó- Iq
metro Beckman IR 8 . Una gota de solución de la muestra en hexano Á

anhidro se colocó sobre una pastilla de 200 mgde KBr (MBllinck- 1

rodt, desecedo por fusión) y se evaporó el solvente bajo una lám- e
para infrarroja; la operación se repitió dos o tres veces hasta
observar una película aceitosa sobre la pastilla. El espectro se .

realizó empleando comoblanco una pastilla igual expuesta u las

mismas condiciones que la que sirvió de soporte nl aceite. En oce- 01

siones en que se efectuó el espectro de materiales sólidos, fueron 3‘

mezcladóg al KBr molido a una concentración 0.5 a l % (m/m). S¿

Tocoferoles, tocoferolquinonas, ubiquinonas, ubiquinoles, ubi­

- cronenoles, filcquincnes,-filoquincl, prenilfenoles y 2-poliprenil ng

-6—metoxi—1,4-benz0quinonas poseen máximosde absorción caracte - ¿e
J rísticos que permiten distinguir claramente los miembrosde un grg q

. co
po de los de otro (174,179). ‘!

No es pOSIDle distinguir un tocofcrol de otro, demotoxiuoiquing A_hm_

nes de ubiquinonas o 2-multipreníl-fenoles de 2-multiprenil-6-metg no
la

xi-fenoles por absorción ultravioleta (62,214). Tampocoes posible

distinguir de este modoci-tocoferol de su isómero estructural

(XIVc ó d) o tocoferoles de sus dineros y tríneros por espectro­

fotometría ultravioleta, pues todos poseen una banda de absorción

muysimilar (5,53,212).



113

Es de gran Valor pera la caracterización de algunos grupos fun
I _

l

cimmles de los presentes en cromanoles y quinonas, la detección

Fo“ ïde su reacción o no con ciertos reactivos específicos y la veri ­

“e” 'ficnción del grupo funcional fOrmeio,mediente la comparación de
1 mrswspcctros de absorción antes y después de la reacción. Se ha

¿dehnmfinadode este modoen nuestro trabajo la reducción de p­

to' quinonas con NaBH4,la oxidación de cromanoles y quinbles con

1° AuHCl4,1a oxidación de quinoles con NaHO, la ioniznción de feno­
— _ I . . c v o a ­t les en'ha/etanol y la isomeriznc1on de ubiquinona a ubicromenol

n­ catalizada por piridina.

. Reducción de p-quinonas con NaBH4(178).
las quinonas isoprenoides son reducidas a sus quinoles por N331!4

‘1

con modifiCHción de su espectro ultravioleta. Los máximosde ab ­

sorción de ubiquinonas (275 nm) y tocoferolquinonas (260 y 268 nm)

son reemplazados por otros menos intensos a 290-295 nm.
gr.

La reducción se efectúa agregando a una solución de las quin0­
nas en etanol (D0 máxima 0.300—0.900) dos o tres pequeños crista­

les de NaBH4directamente en la celda del espectrofotómetro y 1da
Éode haber registrado el espectro de ln quinona; la reducción‘se

jcomplete en 30 seg y al cabo de ese tiempo puede registrarse el es

pectro del qqdnol. Los quinoles se reoxidan lentamente por lo que
¡no _ fl H u flno conviene efectuar las mediciones más allá de los 15 min desde
to '

la reducción.
He

En el caso de filoquinone sus máximosde absorción entre 240 y

270 (243, 249, 260, 270) nm son reemplazados por un máximo más in­
o...

tenso a 244 nm.
n

P"rü observar la rniucc:fin de fiïoïnínonn es necesario evitar

condiciones alcalinas ya que el quinol se reoxida casi instnnbá ­
‘

' I.
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neamente en ollas. La reducción se realiza en una cubeta espectrg
fotométricn tapada. Se disuelve la muestra en 2 m1de etanol con­

teniendo 0.02 ml de un buffer 1.0 Macetato de amonio (pH 5.0); se

agrega 0.04 ml de una solución 0.1 Mde NBBH4,acuosa, recién pre

parada, agitando hasta que ceso el desprendimiento de H2 (debe re­
petirse el agregado dos o tres veces más). El espectro debe regis­

trarse antes de los 10 min (216).

. Oxidación de cromanoles y quinoles con AuHCl4 (217).
Cromanoles y quinonas son oxidados a las quinonas correspondien­

tes con modificación de su absorción ultravioleta,cuyos máximos

pasan de 290-295 nma 260 y 268 nm para tocoferoles y tochuino ­

les, e 275 para ubicromenoles y ubiquinoles y de 244 a 240L27Opi

ra naftocromanoles y naft0quinoles. Los cromenoles no se oxidan

en las condiciones empleadas en este trabajo.

A una solución de la muestra en 2 m1 de etanol (DO 0.050-O.200

a 290 nm) se agrega 0.2 ml de una solución acuosa de AuIíCl4 al 10
7%

' Al cabo'de ese tiempo se extrae la quinona,después de añadir 2 ml

se mezclan las soluciones y coloca on 1a oscuridad por 30 min.

d

ción se efectúan en un tubo de lO m1 con tapa; en la extracción dg

(D

be procederse con_suavidad, girando suavemente el tubo colocado

horizontalmente para evitar contaminación de la fase orgánica con'

el reactivo, ya que ello interfiere en las determinaciones. Se e­

vapora el isoocteno y se disuelue el residuo en 2 m1de etanol Im­

ra realizar el espectro ultravioleta. La reacción procede cuanti­

tativamente y la extracción tambíé si se agrega agua antes del

isooctano; este modificnción de la técnica original se introdujo

pues, extrayendo sin diluir 18 fase etanólicn con isooctano no se
\

agua, tres veces con 2 m1de isooctano. La reacción y la extrag
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obtenía más que 40 a 60 í de la densidad óptica calculada, oxidan
dc d-tocoferol estánderd.

Una vez medido el espectro de absorción de la muestra oxidada,
l

¡puede reducirse ésta con NBEH Comose describió.
i 4

% . (x dación de quinoles con NHHO(218).

Los quinoles se oxidan al aire a las quinonas perentales con mi

yor o menorfacilidad, según su estructura. Esta autoxidación es

catalizada por álcalis. Cromanolesy cromenoles no son oxidados en

condiciones moderadamentealcalinas.

A 2 nüde solución de la muestra en etanol (D0 a 290-295 nm:0.0SO

-O.200 se a reza 0.1 ml de l N.JHHO: se mezcla al cabo de 10
9 . E . c

min se resintre la absorción de la muestra oxidada.

. Icnizeción de fenoles en Na/etanol (54).

Los compuestos fenólicos según los sustituyentes que posean y
p

la posición de éstos en el núcleo aromático, se ioéizen en solu —
ciones de distinta alcalinidad, lo que se traduce en desplazamieg
to de sus bandas de absorción ultravioleta hacia mayores longitu­

Ées de onda con o sin modificación de la absorción. Esta propie ­

edadde «han utilidad nera la identificación de flavonoídes no ha

sido aplicada cn el caso de crouanolcs y cromenoles, salvo el ubi

cromonol (54). Podría ser de valor en la caracterización y/o di —

ferenciación de sustanc'as reductores del reactivo de Emmerie-BB
gel, presentes en extractos de lípidos.

La modificación del espectro de absorción por ionización se en­

sayó agregando a 2.5 ml de solucion ntnnólicn del compuesto (DO
' ‘ ’M‘ 'I‘. " -\ . ' ‘. . ' ’ 1.7 ,..- A n

maanna: 0.2\LJ-3.4\)J u -J;, L Ir! na- :¿H 30111311n: 1 F1dc :n' ... etc-­

‘
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curva de absorción en estas condiciones se agregó 45 Pl de la mis­
'ma solución de Na en etanol (concentración final de Na: 0.02 M) y

se egistró nuevamenteel espectro de absorción. A fin de verifi­

CHrsi la reacción era reversible se añadió a continuación 50 Fl

m
4.

losde l H.HCl acucso, midiéndcse nuevamente la absorción. Todos

agregados se hicieron directamente en la celda del ospectrofotó —
1metro.

2. Determinacionescuantitativas.

a. Espectrofotométricas.

. Cromanoles y quinoles.

El procedimiento más específico para su determinación esta

basado en el aumento de absorción que acompaña la oxidación de la

muestra con áuHCl4.
El dosaje de ¡x-tocoferol, único compuesto de éste grupo detec­

tado en levadura, se efectuó en base a la diferenáia entre los co;
fi

ficientes de absorción específica de la quinona y el cromanol ,
1%
262 nm

Dada la especificidad de la reacción de oxidación y de la absq;

E : 415 (expresada en masa de (x—tocoferol).

ción de la tocoferolquinona, en posible efectuar la determinación

en fracciones del extracto obtenidas por cromatografía en capa pr_

parativa o por cromatozrafía en columna, sin necesidad de trata ­

miento ulterior. En caso que la muestra sin oxidar posea absorción

considerable a 262 nmes aconsejable efectuar la determinación em­

pleando la diferencia de absorción específica entre la quinona y
. m 1 d

eu qu1nol, 5 26; z 410 (expresado en masn de ci-tocoïorol). Pura
ello se oxida la muestra y extrae la quinonu, la que se reduce

luego con NaBH4; ae mide la caída de a sorción a 262 nm que ncom —
'fi
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¡Imñaa la reducciónv La ventaja de esta variante reside en que
lla? sustancias con absorción irrelevante a ese longitud de onda
l

¡no son extraídas por isooctano.
La sensibilidad de estas determinaciones, efectuadas como se

iniucn en p. 114, es de l fg/ml.

Tambiénse efectuó el dosaje de estos compuestos en fracciones

cromatográficamente puras mediante la reacción de Emoerie-Engel

(167).

A l ml de solución etanólica de la muestra (2 a 50 Pg de cx-tg
coferol) se agrega 0.5 ml de 0.2 % (m/v) tx,cx'—dipiridilo en ete

nol y 0.5 ml de 0.2 % (m/v) FeCl3 en etanol. Los reactivos se a­
gregan en la oscuridad; al cabo de 2 min se lee la densidad ópti­

ca a 520 nm.

El coeficiente de absorción específica en las condiciones em—

pleadas por nosotros fue E : 420. El límite de sensibili ­l 7%

520 nm

dad para ésta reacción es l ya de cx-tocoferol/mlfi La reacciónl

cumple la ley de Lambert-Beer hasta una concentración de 25 Pg/ml.
La presencia de ubiquinona-S en relación 5:1 respecto al oL-toco_

flferol no altera las lecttuas ; cuando esa relación fue 10:1 las

' lecturas aumentaron un 11 fl.

Hay varias compuestos en el extracto de lípidos de levadura que
reducen el reactivo de Emmerie-Engel. Comoejemplo, el poder re ­

ductor de las fracciones L,B,Q,dl,D y E obtenidas por capa delga­
da (ver figura 9) fue equivalente a 10, 8.7, 5.2, 8.o, 7.5 y 9.2

rg de cK—tocoferol/gcs (lote extraído por procedimiento IVa). Er­
to muestra ln poca especificidad de la reacción y que no puede a­

plicarse más que a materinles crcmntoqrífÍCHmento puros; la zone

en que se encuentran cx-tocoferol y ubicromenol G11), los princi­
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les comnonentes reductores oosee oder reductor menor que otras.
. _ . y . .

. Quinonas.

La determinación de f110quinona, ubiquinona—6 y CX-tocoferolqui—

nona se efectuó midiendo la variación de absorción en la longitud

de onda de máxima absorción de cada quinona luego de reducirla con

NaBH. Los valores de extinción específica empleados fueron
° l

E ¿48 nm : 420 para fi10quinona; E 275 nm z 207 para ubiquinona-6
l

y E 26: nm : 397 para ci-tocoferolquinona (expresam en masa de qui
nona).La reducción se realiza comose indicó en p. 113.

El dosaje puede efectuarse en fracciones obtenidas por cromato­

grafía en capa preparativa o en columna. No es posible la deter —

minación directa de quinonas en el extracto de lípidos de levad"—

ra por el exceso de ergosterol. La sensibilidad de le reacción es

l rg/ml para fi10quinona, 2 Pg/ml para ubiquinona y l Pg/ml para
tocoferolquinona.

El ubicromenol se dosó en base a su absorción específica a 275

= 96 (54)­
1

n; E
“’ 275 nm

. Esteroles.
5,7

Los esteroles A diénicos presentan máximosde absorción ce:

canoa a 272, 282 y 293 nm (además de un hombro de 260 nm) (219).

La extinción específica pero ergosterol fue E ¿Sé nm : 292, en e­
tanol. Midiendo la absorción de una solución a esa longitud de

onda se valoró el contenido de esteroles diénicos (comoergoste —

rol) en fracciones de interés.
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le determinación de ergosterol por absorción a 282 nmpuede efeg
tubrso en extractos sin fraccionar si la relación de densidades

ópticas a 2822273 es aproxinadhmente 1. Ello asegura que en los e_

tractos el erqosverol en el principal componentecon absorción ul­

tr "íolata. En caso contrario ne eVHluócon buena aproximación el

connexilo de ergosterol midiendo Ja densidad óptica a 293 nmy em­
1 7-3

293 nm
contribúción de otros componentesdel extracto a la absorción es

pleando el coeficiente E : 170; a esa longitúd de onda la

'despreciable.

La sensibilidad de este métodoes de 1.5 Pg ergosterol/ml.
Todas las determinaciones espectrofotOmétriCas fueron efectua­

das contra un blanco preparado eluycndo sílica o ácido silicico,

según cual fue el material empleado en el paso previo de purifi­

cación. Los límites de sensibilidad (que en realidad son límites

de confiabilidad) fueron Calculados para una densidad óptiCa de

0.040.
".7:

b. Por CTOWÜtOHIEÍÍUen fase gaseosa.

Fueron determinados en face gaseosa (o ¿1 menos se estableció

11 factibilidad de .ñcerlo con estándares), d-tocoferol, ¿x-tocg

ferolquinonq, filoQuincna, esouaEOnoy ergosterol. Las determina­
ciones pueden efectuarse directamente en fracciones obtenidas por

capa pregmietiwa o cronatowraxia en columna: ofrecen la ventaja
sde su rapidez, sensibilidnn y 5] mismotiempo no realiza ¿a iden­

tificación tentativa de} materia].
So empleó el método du ncrm lización interna con esencleno co­

mo estándar. ¿she “Ju'ou'::wvo [nd ¡nronado a una concentración

de 100 u 500 nz/ml cn la muestra 3 analizar. las áreas de cada
\

“7¿H
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pico fueron calculhdue por triangulación. La respuesta específica

de los distintos compuestosrelativa a escualeno (Sq) fue evalua­

a zd con Aí/m.
J J

A m
Sq/ Sq

con RSR, respuesta específica relativa; mj y ms masas de compues­0

to j y escualeno, respectivamente, inyectadas; fij y A ,área (regS

puesta, mm2)de los picos correspondientes a compuesto É y escualg
no.

Los valores para fiIOquinona, ergosterol, c1-tocoferolquinona

y ci-tocoferol fueron: 0.86, 0.59, 0.43 y 0.38 respectivamente, en

las condiciones cromatogrfificas empleadas en la figure 7. Debe se­

ñalarse que la variación de lOs RSRcon la temperatura y/o caudal

de portador fue despreciable al menos en el rango 225-255 °C y

30-60 ml/min. h

Los límites de detección (área mínima 40 mm2)fueron: 6, 7, 10,

14 y 16 ng para escualeno, filoquincna, ergosterol, ct-tocoferol_
quinona y'c(-tocoferol renpectivamente, operando a una amplifica­

ción de 1 x 10--ll Amp/mv.En realidad la capacidad de amplifica­

ción del equipo empleado llega a l x 10-12 Amp/mv,pero nuestra

experiencia nos indica que une amplificación 10 veces menor es

un límite seguro compatihlo con una línea de baso eszable. Se ve­

rificó que la respuesta del detector de llama y la amplificación

fue lineal al menos hasta los 5 Pg pera escualeno y o(—tocoferol.
I

B. ¿’J‘ÏI-JI‘ÏJÍ} 1),?) TÍZVIHIJÏÏÏÏIÏ 'EJÉ'Í;I'IÏÉ!-.I).")Ï(L'x COWSRCIAL

kktracton ¿a Rigidos de levadura fueron preparados por extrac­
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‘ción con etanol-éter etílico o por saponificación (procedimientos

¿IV' y V). De los extractos se obtuvieron fracciones crudas que pg

¿dían contener tocoferoles o tocoferolquinona, por cromatografía
I

l,en capa preparativa o en columna. De los fracciones crudas se ¿sis
I

1

1:.-ron materiales designados 0511, GFDL, ¿TL yot'I‘OL por cromatogra­
‘fín en mapa delgada (ver p. 97).

l . ot-Tocoferol .

De todos los lotes de levadura de panadería examinados se ais­

ló una enstancia reductora del reactivo de Emmorie-Engel (ot‘l‘L)que

fue identificada comod-tocoferol con los criterios siguientes:

8. C1‘0m2t().f;ráficos.

La sustancia aislada y su producto de oxidación con AuCl4H
(cfl‘Lox)fueron ind'stinguibles de d-tocoferol sintético (ot'I‘)y de

su producto de oxidación (o(_'1‘0x),respectivamente, l¡por cromatogra­

fía en capa delgada y en papel. Los valores de Rf ¿de estos com ­
puestos en los sistemas examinados figuren en la tabla lO. Como

¡control se utilizó una mezcla de o(_Tygï . No se observó sepa ­
v

ración de ellas por cromatografía de adsorción o de partición ,

' lo que constituye una fuerte evidencia en favor de la identidad
de estas sus‘tcncias.

De igual modola sustancia a'slada y su producto de oxidación

con AuCl/lflfueron indistinfiuibles de d-tocoferol y a-tocoferol_
quinona por cromatografía en fase gaseosa. Trazados superpuestos

de aTL-gg y d'PLOT-d'ÏÏ) se presentan en las figuras 13 y 14.

b. Espectroscópicos.

Los espectros de absorci ón ultravioleta de OUPLyd‘I‘Lo coinci­—- —"‘ x
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Tabla10.

COM?AHACIONCROMÁTÓGBAFICA(nf)DEcx-TOCOFEROLESTANDAR.(aT)YELAISLADO

DÉ LE‘JADURADEPANADERIACOMERCIAL(oL'I‘L)

SolventeOLTOLTLoLTo<TL

oxox

Katana-éterisopropílico(80:20)3431ndnd Benceno353585 Cloroformo39391010 Ciclchezano-acetona(80:20)ndnd3130 Benconc-éterisopropílico(80:20)58583030 Benceno-metancl(98:2)' 59594241H Banano-étereéílico(85:15)58603635 Benceno-éteretílico(75:25)676543 Be:cano—acetatodeetilo(85:15)ndnd44 Bencano-acetatodeetilo(75:25)848580 Acetana-agua(95:5)2I. 666774 Acetona-agua(85:15)2 3336nd 0íclohexano-benceno(70:30)3 5856nd Etanol954 6967nd l.nd:nodeterminado.2.Soporte:SílicagelGperafinada.3.Soporte.:Papel-CO3Zn.
4.SoportesPapelparafináao.
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dieron con el de ct-tocoferol y eu producto de oxidación (figura

15). Lo mismo ocurrió con los espectros de absorción de QÏÉDX y

o(—tocoferoln_uinona reducidos con KBH4y con los dqu‘k y oc-tg
coferol en Na/etanol.

Tambiénfueron idénticos los espectros de excitación-emisión

ultravioleta degli y oz-tocoferol y sus espectros de absorción
infrarroja .

c. Concentración celular.

El contenido de (x—tocoferol varía ligeramente de lote en lote

y con el procedimiento de extracción empleado (ver tabla 3). Ex­

treyendo los lípidos por seponificación (procedimiento V) y Bis ­

lando el dptocoferol por cromatografía en columna y en cape del ­

gada, la concentración de cx-tocoferol en levadura "Duquesa" va­

rió entre 0.2 y 0.3 rg/gch, sin corregir por pérdidas en los prc­
cedimientos de aislamiento. Teniendo en cuenta la recuperación me

dia del 67 %pare el procedimiento de análisis, el contenido de

CL-tocoferol en la levadura comercial examinado fue do 1.2 a 1.8

Pg/gcs. Coinciden en este rango los valores calculados desde me­
diciones colorimétricas con el reactivo de Emmerie-Engelo espec­

trofotométrícas por oxidación a CX-tocoferolquinonay posterior

reducción al quinol. En le muestra de la que se obtuvo material
para el trHZHdode los espectros de la figura 15 (19 gos) había

1.5 ¡ig de ot-tocoferol/gcs.

Tambiénse efectuaron determinaciOneb cuantitativas de cx-tg
coferol por cromatografía en fase gaseosa. En estos experimentos

se efectuó la extracción con etanol-éter etílico (procedimiento

Iva). Del extracto se eisló la fracción ga que contenía ct-tocg
ferol por cromatografía en capa delgada en benceno. Esta fracción
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l ï
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'Figura 13. Cromatografía eh fase gaseosa de ci-tocoferol estandar (aT)
y :x-tocoferol aislado de levadura comercial para panificación GXTQ).

Columna: 1.3 m x 4 mm id, 3 í SE-3O sobre Chrcmosorb WAWDMCS60/80.
Temperaturas: inyector, 260 0C; columna, 245 °C; detector, 260 °C.
Gas portador: 30 ml/min. Atenuación: 4 x 10"ll Amp/mV.
Muestras inyectadas: cLT, 700 ng; chL, equivalente a 0.31 gos.

De estos cromatogramas se determinó: respuesta específica de (X-toco­

ferol, 660 mm24Hg;contenido de cx-tocoferol en la muestra dTL, 610 ng.



125

OL-TQ
7.1.

Lx

,l

Lx a-TL 0x

L.._V_..l__—_l_.___—L 74..n._&4_y-_k .. l-_...._l______
o 5 10 15 min.

Figura 14. Cromatografía en fase gaseOSa de ot-tocoferolquinonu
estandar (oLTQ)y del producto de oxidación con AuCl H del oc-to­
c_ofer01aislado de levadura de panadería comercial ot’l‘Lox).

Columnay temperaturas de inyector y detectortlas indicadas cn
la figura 13; temperatura de columna, 250 00.
Muestras inyectadas: oLTQ,500 ng; dTIIOI, equivalente a 0.70 gcs.

De estos cromatom-amas se detm-zninó: respuesta específica de
')

d-tocoï‘erolquíncm, 800 razm",/¡1{_:;contenido de d-tocoferohuino­
v l" ny

na en la muestra ouLox, 1.31 ra.ñ
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Figura 15.. Espectros de absorción ultravioleta de oL-tocoferol
estandar (dT), de d-tocoferol aislado de levadura de panadería
'comercial (ot'I‘L) y de sus productos de oxidación con AuC14H.

l Muesxtraá.2.9_,_ oUI‘Lproveniente. de 19 gcs;
El) O‘T 39 "5€;

g g, muestms a y b oxidadas, respectivamente.
De las curvas b ,y d se determinó c1 E nm = 430 para el
oá-tocoferol. De las car-Vasa y c se determinó el contenido de

oC-tocoferol en la muestra a, 18.3)13‘.
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mecromatografió en fase gaseosa sin purificación posterior. Los
¿valores del contenido celular de cX-tocoferol que se obtuvieron

¿deeste modoestaban comprendidos entre 0.380 y 0.480 Pg (x-tocq_
Éfcrol/gch. Este valor es mayor que los determinados espoctrofoto­

ción de la muestra analizada es más directo y al menor volumen de

extracto manipulado (en estas determinaciones se emplearon 20 gos).

El valor corregido (por pérdidas en el procedimiento de análisis)
del contenido de cx-tocoferol en levadura de panadería comercial

examinada fue 1.70 a 2.30 rg/gcs.
La alícuota con que se efectuó el cromatograma de la figura 13

provenía de 0.31 gcs. De acuerdo con la respuesta obtenida había

en olla 2.13 r; ¿e cx—tcccf2roL
l). efectos de verificar que el pico eluído a 9.1 min cuando se

inyectaron fracciones 951era cX-tocoferol libre de contaminantes,

y el mismotiempo completar su identificación, se prometografió
en la columnaanalítica conectada al detector de ¿onductividad

térmíCa la muestra proveniente de 20 gcs y se recogió a ciegas el

material eluído entre 7.5 y 10.5 min. El tubo colector se lavó

con etanol y la solución se oxidó con AuCl4H. La mesa del produc­

to oxidado fue equivalente a 1.95 Pg cx-tocoferol/gcs. Comparando
esta cifra con el valor 2.13 determinado anteriormente para el

mismolote se concluye que, a pesar de la purificación incompleta

de la fracción inyectado, los contaminantes no interfieren en la

determinación por cromatografía gaseosa; y que el tocoferol no se

descomponesignificativamente en las condiciones cromatográficas

empleadas.

Alícuotas del compuesto oxidado se cronmtografiaron en fase ga­
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seosa analítica y en capa delgada; en ambos casos sus posiciones

coincidieron con las de (x-tocoferolquinona sintética.

2. Di- y mono-metiltocoles.

La fracción (gíTL aislada por cromatografía en capa preparativa
no absorbía al ultravioleta ni contenía sustancias detectables por

cromatografía gaseosa. En cambio la fracción. ¿EL

misma forma absorbía levemente en el ultravioleta ( E

obtenida de la
1 %

H, com ­
4

portamiento que no es característico de tocoferoles.
Lo mismoocurrió con los materiales eluídos de columnas de áci­

do silícico con 5 %EH.

Se intentó entonces 1a detección de estos tocoferoles de un mo­

do más directo empleando el procedimiento descripto en la p. 124.

Alícuotas del material aislado por cromatografía en fase gaseo­

sa, equivalentes a l gos, fueron recromatografiadas en fase gaseo­

sa; en ellas no se detectaron picos con el Rt de los estándares a
una amplificación de 4 x lO“11 Amp/mv.Ello significa que en los

lotes de levadura examinados no habría/3—, 1- o ó-—tocoferoles
en cantidad mayor que 100 ng/gcs.

3. Tocoferolquinonas.

Unicamente se procuró detectar cx-tocoferolquinona pues esta

es la que se ha aislado e identificado con seguridad en células
eucarióticas.

El material Egïgg (y. 9)) Hbsofio u al ultravioleta pero sin prg

285 nm,max.­
= 10); su espectro no se modificó por oxidación con AuCl
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Isentar máximos de absorción entre 220 y 320 nm. Por cromatogra —

Áfíaen fase gaseosa se estableció que este material estaba consti­

ituído por el compuesto S (p. 93), que si bien posee Rt algo mayor
¡quela c1-tocoferolquinona no puede ser separado de trazas de la

Íqui una que son enmascaradüs en su frente de elución. Estos com —
2pueutosfueron separados por cromatografía de partición en capa

delgada con acetona-agua (9:1). Sin embargo el revelado con el

reactivo de Lester-Ramasarma y la cromatografía en fase gaseosa

del material con R de CX-tocoforolquinona no indicaron la presa!f
cia de este compuesto.

Se concluye que el contenido de cxwtocoferolquinona en los lo­

tee de levadura analizados no fue mayor quo 100 ng/gcs.

4. FiIOquinona.

bl espectro de absorción de la fracción Egg , adn en las mues­
V.

tras aisladas por saponificación, posee náximos a ¿72, 281 y 290
nm , lo que indica que el principal material absorbente es un COE

puesto con enlaces poliénicos conjugados, quizás un hidrocarburo

(o trazas de un éster de esterol A5-7 diénico) por su escasa po­

laridad.l

Dada la sensibilidad y especificidad de la reducción con NaBH4
para la detección de fi10quinona, se redujo una muestra NOL ex­

traída con etanol-éter etílico (procedimiento IVa sin el paso de

saponificación del extracto, a fin de evitar la descomposiciónde

filoquinona en condiciones alcalinas), purificada por cromatogra­

fía en columna y en capa delgada. Una alícuota equivalente a 40

gos no mostró aumento de absorción a 244 nn. Esto significa que
l

en la muestra examinndu no había mas de 300 ng/gcs de filoquinona.
‘
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Tampocofue posible detectar fiIOquinona cromatografiando en fase
aseosa una alícuota e uivalontc a l ros lo ue indica ue elq > ) q q

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

5. Ubiquinona.

Ia fracción ggg posee características cromatográficas y espec ­
troscópicas de ubiquinona. El principal homólogopresente en esa

fracción fue ubiquinone-ó. En extractos obtenidos por saponifiCE—
ción del residuo celular de la extracción con etanol-éter etílico

(procedimiento IVb), se detectó la presencia de dos compuestos qui

noides (fi e l) indistinguibles de ubiquínona por su absorción ul­

travioleta antes y después de su reducción con NaBH4. Estos com­
puestos fueron aislados por cromatografía de partición en copa

delgada empleando acetona-agua (9:1). La posición cromatográfica

del compuesto l_es la que correspondería a una ubiquinona de 34

átomos de carbono (calculado desde su Rf) en su cadena lateral
(220); el quinol del compuestol migra en cromatografía de parti­

ción en ecetona-agua (85:15) a una posición coincidente con la

publicada para el ubiquinol—7 (215). L1 compuesto g_ se le ha

calculado una longitud de cadena lateral de 37 átomos de carbono

y su cuinol migra con un Rf ligeramente superior al publicado
para ubiquinol—8.

En los lotes de levadura comercial examinados el contenido de

ubiquinona-ó varió entre 90 y 120 rg/gcs ; el del compuesto g

fue de 48 a 60 rg/gcs y el del compuesto g fue de 30 a 38 rg/gcs
(cuando la extracción se efectuó por los procedimientos IVa y

IVb).
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C. ANALISIS DE SACCHAROWYCESCEREVISIAE 66 y 68

U . 1 .. .El medio de cultivo empleado en la produ001on comerCial de la.

[levadura para panificación examinado puede contener tocoferoles.
l¡Green y col.(47) es ablecieron que muestras de maleza de caña de

¡azúcnr tenían 0.2 rg de (x-tocoferol/g. El toeoferol del medio de
í

:cultivo podría ser concentrado selectivemente por lasrcélulas, di­

solvióndose en los lípidos de su pared celular. Debe tenerse en I
cuenta que las células de los microorganismos poseen un área espe­

cífica elevada, lo que, sumadoa la agitación contínua a que se f

los somete en cultivos sumergidos, favorecería la captación de sus
tancias liposolubles presentes en el medioacuoso. Esta captación

puedellegar e ser total si estas sustancias se hallan a nivel de
trazas.

Tambiénes posible que los tocoferoles se descomponganparcial­

mente durante el empaquetado y/o almacenamiento de la levadura. EE
Ii.

to se ha observado en la elaboración de diversos a productos ali
menticios que contienen tocoferoles (221).

A raíz de ello, y a fin de establecer si el tocoferol es sinte­

atizado por levaduras y su contenido real en ellas, se analizaron

¡células recién cosechadas de dos cepas - Saccharomycescerevisiae

66 y 68 - aisladas de levndura de panadería. Estos lotes fueron
cultivados en medios de composición definida, libres de tocofero­

les, en nuestro laboratorio.

l.Composición (gentileza de Destilería San Ignacio, El Ehnantial,
Tucumán):
Mosto de melaza, iilufio {con agua de arroyo) o 50 °sz 55 m3.
Fosfato de amonio. técnico 150 kg.
Silcolapse 5001 (Dupezinl Argentina, BuenosAires), según nece­
:áídado
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L. Cultivo de leVaduras.

Se empleó un medio basal de composición definida que contiene

sales y vitaminas del complejo B (222). Al medio basal de agregó

una fuente de carbono y una fuente de nitrógeno, que se indicarán

para cada lote, de modoque la concentración de Carbono y nitróge­

no fuera 330 y 60 mArespectivamente.

Los cultivos se iniciaron con inóculos preadaptados a crecer en

la fuente de nitrógeno y carbono elegida durante 8 a 10 generacio­
nes. La eBCala de cultivo se aumentó lO veces en cada transferen­

cia, inoculándose un volumen de medio con un décimo de ese volu —

mende cultivo en fase exponencial.

Los cultivos fueron efectuadOS a 28 °C con agitación rotatoriu

a 160 giros/min (cuando se emplearon erlenmeyers), o con caudal de

aire de 0.7 a 0.8 ml/min/l medio (cuendo se usó botellones). El pH

se mantuvoentre 4.5 y 5.5. y la evolución del cultivo se siguió

midiendo su densidad óptica a 670 nm. Alcanzado el desarrollo desea

do se cosecharon las células por centrifuqnción continua a 4 °C y

lavó con agua destilada enfriada a 4 °C y se conservó a esa tempe­

ratura hasta su extracción o se liofilizó.

2. CX-Tocoferolen cultivos en fase exponencial.

Nofue posible detectar a-tOCOferol cromatográfica o espectro­

fotométricamente en células cultivadas con glucosa y urea o glucosa

y (NH4)2504, recogidas hacia fines de le fase exponencial de cre­
cimiento (10 a 12 hs de cultivo). Se emplearon los métodos analíti­

cos utilizadas para el análisis de levadura de panadería comercial.
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Las fracciones cromatográficamente puras que debían contener ­

tocoferol se designaron gfiá y qéfi , según la cera de que prove­

nían. El espectro de absorción ultravioleta de ambasno tuvo máxi­

mos entre 290 y 300 nm. Una muestra de géfi que provenía de 40

gos fue oxidada con AuCl4Hsin que se modifique su espectro de ab­

sorción; si la muestra hubiera contenido 3.6 Pg de cx-toooferol ,

es decir unos lOOPg/gcs, se hubiera observado un aumento de ab ­
sorción de 0.050 uDOa 260 y 268 nm.

Las muestras de géé_y gfié_ fueron analizadas por cromatogra­

fía en fase gaseosa. No se detectó en ellas compuesto que eluyera

con Rt de cx-tocoferol inyectando alícuotas equivalentes a 0.9
gos. Si los lotes examinados hubieran contenido 120 ng tocofe_

rol/gos, se hubiera observado un pico de unos 20 mmde alto (ate­

nuación 2 x 10“11 Amp/mv).

No cabe duda de lo satisfactorio del métodode análisis. La fas

tibilidad de detectar tocoferoles con él ha quedadodemostrada en

las e periencias descriptas para levadura de panadería. Se ha mos­

trado la posibilidad de detectar hasta décimas de microgramode
a-tocoferol con las técnicas analíticas experimentadas.

Nuestros resultados con S, cerevisiae cultivada en el laborato­

rio se contradicen con los de Green y col;(475. Por ello se deci ­

dió reproducir en lo posible las condiciones de cultivo y extrac ­
ción empleadas por dichos autores. Utilizaron 300 gch cultivadas

en un medio con sacarosa como única fuente de "energía"; no seña —

lan la fuente de nitrógeno, la concentración de vitaminas y sales

o el uso de agentes antiespuma. Las células fueron ligadas con dig
tilamina y extraídas con acetato de :tilo.

Fue así que se cultivo la cepa S. cerevisiae'66 con sacarosa al
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l4 í y (NH4)2SO4 al 0.4 %agregados al medio basal. Las células se i
Ecoaacharon hacia fines de la fase exponencial (10 hs de cultivo),
V

fueron lisadas con ciclohezilamina y extraídas con acetato de eti — i
I

I

I lo (186). Del extracto proveniente de 585 gch se purificó el solu­

i bl. un metanol frío por cromatografía en capa preparativa. La frac­
ción en que debia hallarse el CX—tocoferolse dividió on dos par ­

tes (cada una equivalente a 70 gos) ; a una de ellas ke agregó 19

¡Ag de o: —tocoferol .
Ambasalícuotas se examinaron por cromatografía en fase gaseo­

sa; se inyectaron volúmenes equivalentes a 2 gos y se operó a ate­

nuación 4 x 10-.11 Amp/mV.En la alícuota sin agregado de cx-tocofg

rol no se detectó ese compuesto en cantidad mayor que la correspon

diente a 120 nR/gcs. En la alícuota control se determinó 520 ng

de a-tocoferol, resultado que se hubiera obtenido con la muestra
anterior si en las células extraídas el contenido de cx-tocoferol

fuera 0.330 Pg/gcs. Esta concentración es un tercfip de la que Green
y col.(47) aseguran haber determinado en un lote de levadura culti

vado con la misma fuente de carbono.

a Se determinó el espectro de absorción ultravioleta de las dos

alícuotas antes y después de oxidarlas con AuCl4H.Antes de la oxi
¡dación ninguna de las dos alícuotas mostró la banda de absorción

característica del cx-tocoferal; en el caso de la muestra control,

ello se debe a enmascaramiento del tocoferol agregado por la abso;

ción propia de la fracción examinada. La curva de absorción de la

alícuota sin agregado de tocoferol no se modificó luego de su oxi­

dación; esto significa que no habia más de 4.2 Pg tocoferol/TO gos,
es decir más de GOrfi/ECS. La curva de absorción de la alícuota a

que se agregó tocoferal mostró un aumento de densidad óptica a 260
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:nm equiValente a 18.2.rg de ese compuesto, lo que confirma que en
Ila oxidación no hay pérdidas significativas.

l Si aceptamos el valor señalado por Green y col.(47) para la leuï
¡dura cultivada en sacarosa, le alícuota sin agregado de ci-tocoferol

¿debía contener 70 Pg de ese compuesto. En ese caso se hubiera reqiï
gtrado un pico a toda escala en la cromatografía en fase gaseosa de

una muestra equivalente a l gos; y un aumento de BbsoTción de 1.500

uDOa 260 nm luego de oxidar la alícuota completa.

La conclusión es clara: capas de levadura aisladas de las comer­

cializadas en plaza para panificación, cultivadas en medios de com­

posición definida carentes de tocoferoles no sintetizan más que 100

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

3. CY-Tocoferolen cultivos en fase estacionaria

y cultivos envejecidos.
¡a

Se ha observado que el contenido de ubiquinona kn células de

fl, aumentaCandida utilis cultivadas en glucosa 5 fl y peptona l

¿con ol tiempo de cultivo, pasando de 70 rg/gcs a las 15 hs a 500

rg/gcs a los siete días (55) . También en Tetrahymena pyriformis
¡la masa de ubiquinono/gcs aumenta con la edad del cultivo (223).

«fi __ No se han_efectuado estudios sobre el contenido de tocoferoles du

rante el crecimiento de microorganismos.

Ante estos antecedentes se decidió examinar lotes de levadura

cultivados durante 15 hs (fase estacionaria) y 96 hs (cultiVO en ­

vejecido). Se empleó la cera S. cercvisiae 66 que fue desarrolïg
'lda en un medio con glucosa y urea; al cultivo que s- dejaría cnvcn

Jecer se agregó 10 g de glucosa/J a las 12, 24 y 36 hs de inoculado.

‘.
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Las células se extrajeron por saponificación; se aislaron las

fracciones que debían contener cX-toooferol por cromatografía en

I

capa preparativa. En ninguna de ellas se pudo detectar <1-tocoferol

por espectrofotometría (las muestras examinadas equivalían a 48 gcs) Lo por cromatografía en fase gaseosa (en alícuotes equivalentes a .L

2 gos), en cantidad mayor a 170 ng/gce. 1

E1 contenido de ubiquinonn fue 83 Pg/gcs en el lote cosechado a l?

las 15 hs y 240 rg/gcs en el lote de células envejecidas. Esta Va­
riación es menor que la observada por Morton y col.(56) para Can - ‘
dido utilis. e

v

f

D. ANALISIS DE SACCHKROVYCES EREVISIAE DC 740

Y CANDIDAGUILLIERïONDII hTCC 9058.

CULTIVOS EN DISTINTAS FUENTES DE CARBONO

La diferencia entre los resultados descriptos en esta tesis y

los de Green y col.(47) puede ser atribuida a que no se han emplea

do las mismas cepas. La composición de esteroles de levadura es dig

tinta según las cepas de S. cerevisiae (183). Se han aislado mutan­

tes de Escherichia coli que no producen uniquinona o menaquinona

(63,81‘,82). ‘

Por ello se procuró analizar las mismascepas estudiadas por

Green y col.(47). Los autores no conservan cultivos de las levadu —

ras empleadas pero sugirieron que la cepa de levadura de panadería

podía ser obtenida de Distillers Co. (Great Burgh, Epsom, Surrey) y

la de Candida (Torula) de Lake States Yeast Corp. (Rhinelander ,

Wisconsin). La primera de estas compañías nos envió un cultivo de

la cepa DC740;la segunda se excusó de faciliter_cepa alguna en
\
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4

lrazón de la política de la empresa de no proporcionar cultivos de

,sus productos. Se obtuvo entonces de la American Type Culture

|Collection la cepa ATCC9058 de Candida guilliermondii, empleada
para la producción de riboflavina; fue seleccionada para estos es­
tufiias pues Green y col.(47) hallaron la máxinwcantidad de toco­

i

l

I

1fcrcl (4.2 Fg/gcs) en una cepa de Candida (Torula)"con alta canti­
dad de vitamina B". '

La cepa S. cerevisiae DC740 fue cultivada en el laboratorio con

glucosa y (NH4)2504 . La cepa C. guilliermondii ATCC9058 se culti­

vó con BBCBTOSD4 % o con acetato 1.4 %; se empleó (NH4)2SO4 como
fuente de nitrógeno. Las células fueron cosechadas en fase expo —

nencial, al cabo de 10 hs de cultivo en glucosa y sacarosa y 34 hs
de cultivo en acetato.

El cultivo en acetato comofuente de carbono y donor de electro­

nes se efectuó pues este es un sustrato no fermentable por levadura;

este organismo solo puede emplearlo para producir ¿pergía por via
oxidativa (222). Si el tocoferol jugara algún papef en el transpor­

te de electrones aerobio o en la fosforilación oxidativa, la can­
tidad de este compuestoen las células cultivadas en acetato debe ­

Iría ser mayor que en las cultivadas en glucosa o sacarosa, que son

utilizadas pafcialmente por vía fermentativa para producir ener ­
gía.

La masa de células húmedas se saponificó y extrajo según el prg

cedimiento V. Los extractos parcialmente libres de estereles se frag
cionaron por cromatografía en columna. Las fracciones eluídas con

3 % EHy con 20 w EH se examinaron por espectrofotometria y cromato­

grafía en fase hasccsa un busca de tocoferol y tocoferolquinona.

Para los estudios al ultravioleta se emplearon muestras equivalentes

Ñ
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a 40 gos, con excepción de las provenientes del cultivo en acetato,
del que se emplearon muestras equivalentes de 22 gos en razón de

la menor mesa de células obtenida con esa fuente de carbono. Las

alícuotas examinadas por cromatografía en fase gaseosa fueron
. ., -11 . .

equivalentes a 1 gos (etenuecxcn 2 x 10 ¿mp/mV).

Tambiénse extrajeron células (80 gch) de los lotes cultivados

en glucosa y sacarosa con etanol-éter etílico (procedimiento IVa);

estos extractos se fraccionaron por cromatografía en capa delga­

da y en fase gaseosa.

Los lotes examinados no contenían más de 80 a 120 ng de ¿i-to_

coferol/gcs. Estos estudios confirmen los resultados obtenidos con

cepas de levadura aisladas localmente y llevan a afirmar que, le­

vaduras cultivadas en medios de composición 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 lO veces

menor que la señalada por Green y col.(47), para la cepa de Dis­

tillers Co. y más de 50 veces menor que la indicada era su cepa

de "Torula".

Si bien no se utilizaron los mismos métodos de Green y col.pa—

ra la extracción y purificación de toccferoles, los valores de ri

cupereción con estándares asi comola masa de cx-tocofercl deter­

.minada en levadura de panadería comercial, indican que nuestros

métodos son por lo menos tan satisfactorios comolos del grupo de

Vitamins Laboratories en lo que respecta a sensibilidad y estabim

lidad de cromanoles y quinonas en el proceso de análisis. Por
ello se descarta que la diferencia de resultados puede deberse a

metodología no común. In no aplicación de los procedimientos uti­

lizados por los autores citados se debe a que los empleados en

nuestro trabajo ofrecen'ventejas en cuanto a separación de contas
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eguridad de identificación.

'ÑALISIS DE SiCCïaRC”YCES CBRFVISIAB 59 H.

3 DESTIÏJ; ACUIVIDAD HEEPIRATORIA.

las cepas de levadura para

presencia de cx-tccoferol, se'examinó la

por thler y col.(49). Los
en un medio no especificado

saponifícaron 20 gcs y el ig
saponificable parcialmente libre de esteroles fue cromatografiado

en columna de alúmina. Eluyeron los lípidos con mezclas de éter

etílico en éter de petróleo al 0,
1

2, 4,6,10, 30y 1007;; en
c1la: ïTHCCÍÓnESeluídas con 6 y lO V encontraron "tocoferol" (no

se indica cual). No se describe comofue efectuada la determina ­

ción de este compuesto, salvo una vaga referencia h una publica —
1

' o n - v - p ucion de Pcnnock, Jeiss y Mhhler (2¿4); todo indica que el "toc01g
rol" fue donado con el reactivo de Enmeric-Engcl directamente en

¿los eluídon 6 y 10 %.

Vahler y col.(49) hallaron 13 Pq de "tocoferol"/gcs (en reali­
dad se indica 13.1 Zfi/HCS-vcr tabla l del trabajo citado— lo que

i

estimamos debe ser un error tipográfico pues sino habría ll mgde
11lípidos insaponificablcc/ans). ni contenido de "tocofcrol" es 17

elveces mavor que el mín' II to de 103 determinados por Green y col.

(47) para S. cerovisine. Pe 20 gos de la ccpn 59 R deberían mis —

larre 260 r" de "toco:
10 por es; 5ÜÉPÜÏOt“1b“‘"“

“aval”, cuutiñ”ñ suficiente mars identificar

Ilï+rivíclofï (e “H'Proja, E”. ._.' ._, «1

cromatnqrnyínq en Cfip; delgada y paseosa. la nmna dc “tocoferol”

'l
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extraíble de 5 gos (65 Pg) permitiría su cómodadetección por nueg
tros métodos espectrofotonótrioos y crematográficos cn fase gr"

seosa ya que sus límites de confiabilidad son 2.5 ra y 70 ng res­
pectivamente.

Con esta cepa se realizaron varios experimentos en los que se

emplearon distintas fuentes de carbono para el crecimiento celu ­

lar, procurando lograr condiciones en las que la biosíntesis de
tocoferol fuera estimulada. Si la función del tocoferol en células

eucarióticas estuviera vinculada de alguna forma a la respiración

aerobia, es razonables esperar un mayor contenido de tocoferol en

condiciones de máxima actividad respiratoria. La capacidad res ­

pirateria, la actividad de enzimasde los ciclos de los ácidos ci
tricos y glioxílico y de la Cadenade transporte de electrones,y

aun el grado do desarrollo del sistema de estructuras membrana—

sas extranucleares, en S. cerevisiae, son regulados por la neturg

leza y la concentración de la fuente de carbono que emplea para su

desarrollo (222,225,226). Puede emplear glucosa para la producción

de energía por via fermentetiva o por respiración aerobic; las en
zimas de los ciclos de Krebs y del ácido glicxílico son reprimi ­

das a medida que la concentración de éste azúcar en el medio de

cultivo aumenta, a punto de ser totalmente inhibidas cuando ella
supera el 5 % (225)} Con sacarosa no ocurre este fenómeno pues el

disacárido va siendo hidrolizado a medida que la célula requiere

energía para su desarrollo. Lacteto y acetato son donores de eleg.

trenes no fermentables por leVaduras; su asimilación se realiza
casi exclusivamente por el ciclo de Krebs para el primero y por la

via del ácido aliorílico para el segundo (226). Por otro lado el

acetato es una fuente de carbono que reduce la lipogénesis (227)

lo que podría facilitar el aislamiento de los lípidos isoprenoi —
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des que fueran esenciales.
l

Por ello se cultivnron células de la cepa 59 R en medios con

.dístinta concentración de glucosa o con saenrosa, lactato o ace­
l

k

|

!pc*iciïn no definida compuesto pnr glucosa (2 %) peptOna (l %) y

‘extïacto de levadura (l fl) (medio GYP). Se lo ensayo mues si bien

lhlher y col.(49) no mencionan le composición del medio empleado

para el cultivo de la cepa 59 R, en un trabajo anterior (228) bg

cen referencia a un medio que lleve glucosa y extracto de levadu­

ra (229); se le agregó peptona con ln idea de que pudiera ejercer
sobre la biosíntesis de tocoferol el mismoefecto estimulante ob­

servado pvra ubiquinonü en Candida utilis (56).

En la tabla 11 se copilan los datos de rendimiento, capacidad

respiratoria (medida en un aparato de Warburg con concentraciones

finales de KH2PO4,66 mm; glucosa o acetato de scfiio, 330 mAcar
I

bono/ l y 0.5 m1del cultivo al tiempo de cosecha;"volumen final,

3.0 ml) y contenido de algunos lípidos, obtenidos en los distin —

Htoslotes. Las células fueron recolectadas hacia el final de la

fase logaritmica de crecimiento salvo las desarrolladas en aceta­

Fto que lo fueron a mitad de dicha fase. Los lípidos de 5 gos de

cada lote-se.extrejeron por suponificación empleandolas mismas

concentraciones de reactivos que ïhhlcr y col.(49) (procedimiento

V). Se aislaron las frficciones que debían contener cx-tocoferol,

ubiquinona—6y ergosterol por eramatoprufía en capa delgada con

benceno. Ubicuinona y ervonterol se donaron espectrofotomótricn—

mente. los nrüccíChüs nn una cvnïn hallarse (xutocofercl se exami
.1nfiron por cromatogrnt:s en fase gaseosa; no se detectó pico algu­

n!n ii n s cer n v <3 r,s ¿o r n ' mo nto o o "¡e te de a bo o d no o de el= t o es, co fue te de

ni:v6nuno se utilizó (N54)°SO/ . Se empleó también un medio de cog

>..m..." A.I “a.

¡a



Tabla11.

:ÏJCTODELAFUENTEDECARBOÑOSOBRELALCTIVIDAD_RESPIRLTORIAYLOSLIPIDOSINSAPONIFICABLBS

1

DESACCHAROMYCESCEREVISIAE59R

FuentedeCarbonoRendimien­

3’ocncrntracióninicialto

QOZLípidosinsaponi

PlOQ/h.mgcsficabes

glucosaacetatomggcs

ErgOSterolUbiquinona

¡lg/¿ros

10.00.9260

gos/1mg/gcs

Glucosa5É2.212O Glucosa1p1.636914.41.1072 63232330.3í1.249239.61.35107 ¿msuaa4fl1.7nd2nd13.51.15123 Latato1.24%1.1ndnd8.71.18140 Acetato1.37í0-556516°31'23138 Gluosu2fi-Extractode '2.8ndnd17.9

I

levadural%—Peptcna1fl

1.8090

Noindicadondndnd thlar5.a.ycol(49)

11.10.7980

l.Kosedetectó¿x-tocoferolenlasfraccionesdl(figura9)empleandocromatografíaenfase

gaseosa(límitededetección:120ng/gcs).

2.niz'Hodeterninndo.

14 2
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no con Rt del estándar. Dado el límite de detección de (X-tocofe­
rol por cromatografía en fase gaseosa y le recuperación en el prg

cedimiento de extracción puede calcularse que las muestras estu­

diadas no contenían más de 120 ng/Hcs (se inyectaron alícuotas e­

quiValentes a 2 gos), es decir unas 100 veces menos que el valor

señalado por Mahlery col.(49)!.

A fin de poseer material para estudios espectrofotométricos se

extrajeron 375 sch de células cultivadas con glucosa l fi y 570

gch de células cultivadas en el medio CYP,por saponificación. El

soluble en metanol frío se freccionó por cromatografía en columna

y se procuró eisler' q-tocoferol y <x-tocoferolquinona de los
Leluídos con 3 fi EHy con 20 í EHrespectivament,. Se repitieron

los experimentos descriptos para levadura de panadería comercial

desin que fuera posible obtener indicio alguno de la presencia

tocoferol o su quinona en los lotes examinados.

Se plantea entonces donde se halla la causa de tan marcada con

tradicción entre nuestros resultados y los de Mhhlery col (49).
4 Pensamos que ello no puede atribuirse a condiciones de cultivo

que no favorecen, o a situaciones fisiológicas que no requieren,
Sla sínte is de tocoferoles.

Las condiciones empleadas en nuestros cultivos fueron lo sufi­

cientemente variadas comopara producir células con marcadas dife­

rencias de actividad respiratoria y aun con notables cambios es ­

tructurales (230). La estabilidad del tocofcrol frente a las téc­

nicas analíticas empleadaspara su aislamiento, identificnción y

dosnje ha sido probada y allen Enñrpn nnleLdüs con ózjto a m Lee

rialee nue lo contzcnen. vor czlo se concerts la posibilidad dc

pÏrdidas significativas, y másaun, que puedan producirse pérdi­
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I'das totales.
!

Solo quedandos vias para explicar las diferencias de resultados.

0 bien ïáhler y col.realizaron el cultivo en un mediono desprovis­
I.to de tocoferoles y las celulas fueron contaminadas con el, o el

l olutocoferol fue confundido con otro compuesto. En relación con
la

y

'biquinona (224). Se ha descripto que ubiquinona-lO comienza a e ­

última hipótesis, extraña que el cx-tocoferol eluya luego de u

luir con menor o igual polaridad que cx-tocoferol (231,232), pero

a medida que se acorta lo cadena eteral ubínuinona es retenida

con mayor intensidad por el adsorbente; así, ubiquinona-9 y ubi­

quinona-B eluyen después del cX-tocoferol de columnas de alúmina

(27,233). No se halló referencia donde se indique la secuencia de

elución de Cl-tocoferol y ubiquinona—6, pero se estima con los

antecedentes citados que debe eluir luego del ci-tocoferol; di- o

monu-metil tocoles pueden hallarse junto a ubiquinona—8 (27) o e

luir con o después de ubiquinona-9 (233). En levaduras hay sus ­
tancias reductores que eluyen de columnas de sílike luego de la

ubiquinona; en el curso de nuestros estudios se aísló de S. cere­

flvisiae 68 y 59 R una sustancia reductora (designada M: ver figura
‘11) eluída con lO fi EH , que luego de ourificación por cromatogrí

'fía en capa delgada en éter etílico-benceno (4:6) mostró su máxi­

mo de absorción a 270 nm.

Es posible que se haya confundido al ubicrOmenol_o al compuesto

que hemos llamado Mcon ci-tocoferol. Mahler y col.(49) no son lo

suficientemente explícitos acerca de la form] en que fue identifi­

cado el compuesto llamado por ellos "tocoferol". Al parecer se lo

identificó por 3p en un soivente y el espectro ultravioleta de lasi
fracciones 6 y lO fl LNsin oxidar (224), ensayos de enc¿so valor

en un material no cromatonrfificnmonte puro. Hilo pone en duda que
’i

J _
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¡ese material sea realmente CX-tocoferol.

thler y col.(49) no detectaron ubicromencl pero no indican en

'quc fracción y cómolo buscaron. Sin embargo en el curso de nues­

itro trabajo se aisló ubicromenol-Sdel lote cultivado en gluco n

V33 1 fl (los otros no se examinssan); este compuesto eluyó de la

wa du ¿cido silícico cqn 3 É EHy se lo purificó por cromatg

.rafía un capa delgada. Se aislaron 3 Pg de ubicromenol cromato —
gráficamente puro/gos el que fue identificado por cronntografia de

partición y por su espectro ultravioleta (ver p. 160). La csnti ­
dad de este compuesto en la cepa 59 R cultivada por nosotros pu9_

de dar cuenta de la masa de tocoferol determinada por aque1105 eg
tores.

F. ANALISIS DE LEVADURA DE PANADERIA

RECOGIDA DEL FILTRO PRENSA EH FABRICA.

Los resultados descriptos hasta aquí marcanunaïclara diferenu
l

cia entre los lotes analizados. Aquellos cultivado; en el labora­

torio, en medios de compouición definida , no sintetizan tocofe —

"rol en cantidad mayor que 80 a 100 ng/gcs. Los lotes de levadura

'de panadeiía adquiridos en plaza, en cambió, contienen cx-tocofe_

rol en cantidad superior a l Pg/¿cs. Ello plantea interrogantes
acerca el orígen del ci-tocoferol hallado en lotes comerciales .

Su presencia se deba a biosíntesis en condiciones ambientales que

no Tudíornn ser repncdncilns er cl IBÏTTS+"TÏ1? n A“ t"?c’?7?l

en incorporado de alguna forma a la masa celular una vcz que el

cultivo ha torminado?.

A efectos de produrn‘ ¿afinir esta Sibuuníón se anuEízó deteniu

damente un lote de células obtenido del filtro prensa en fábrica
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y, , . fi . . _
(Destilcría "San IgnaCio”, nl Manantial, Tucuman). nn la produ001on

comercial de levadura se centrífuga el cultivo una vez alcanzado

el rendimiento establecido; la "crema" (material que aun contiene

un 40 a 50 %de líquido) se refrigera, se mezcla con agua y se re­

cenürifu; ; la "crema" lavaua ee filtra a través de un filtro proa

ea. La masa húmeda de células que se obtiene (contiene un 23 a 25

% do agua) pasa a continuación a empaquetado. Se obtuvo el material

del filtro prensa pues se estimó que la muestra reflejaría la com­

posición celular al final del período de cultivo lo más exactamente

posible. La muestra fue trasladada hasta el laboratorio refrigerada

y por via aérea.

Se intentó aislar el total de los lípidos isoprenoides en las

condiciones nes suaves posibles; 700 gch se extrajeron según el

procedimiento IVa, sin efectuar lo saponificación del extracto con
so] ventas . El material que particionó en isooctano, del extracto

con solventes, se denominó PHES. le masa celular ya extraída con
[i

solventes se saponificó comose indica en el procedimiento IVb; el
soluble en hexano frío se designó IRC/sn.

La masa de lípidos extraída con solventes fue el 8.3 %del pe­
H

so seco; la extraída por saponificación del residuo celular fue el

; 1.6 %del peso seco. Longley y col.{l83) empleando otra cepa de 1e­

vadura crecida en ¿lucesa al l fl, extrajeron con solventes 10.5 É

del peso seco y 1.2 fi adicional por hidrólisis ácida del residuo
celular.

Segúnel conocimiento actual acerca la extractibilidad de toco­

feroles y quinonas isoprenoides, el total de estos lípidos debería

encontrarse en los extractos P335 c IRC/SH. Estos extractos se frog
m .-.\lrcionaron por c: matcgr fín en col mah. En las fraccionh“ del extrae

l!

Ghia

h

ti

el

P?
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taron sustancias reductores, ninguna de ellas con Rf de cx-t cofe_
rol. En las fracciones del extracto IRC/SHeluídas con 3 fi EH se

halló una sustancia reductora que migra poco más que el d-iocofig

rol. En fracciones de lOs dos extractos eluídas con 5 fi EHy 100

%EH se hallaron quinonas, ninguno de ellas con Rf de tocoferol­
quinona o filoquinona.

las fracciones de cada extracto eluídas con 3 Q su (fr. 5 y 6),

en las que debía encontrarse el (M-tocofcrol,fueron examinados por
cromatografía en fase gaseosa. Los traZÜdos correspondientes a las

fracciones 5 de los extractos PHESe IRC/SHse hallan en las figu­

ras 16 y 17. Allí se los compara con los de una mezcla de escuale­

no y cxmtccofercl puras. En habas Jr'ïcïohcu hay trazas de un ong

puesto con Rt muysimilar al del (i-Locoferol. En la fracción prg
veniente del extracto PHSSse encontró una cantidad equiValente a

48 ng/gcs de dicho compuesto y en la proveniente del extracto IRC

sH se halló 28 ng/ïcs, del mismo.

A fin de establecer si es cx-tocoferol la sustancia que es re­

tenida alrededor de 23 nin un la columna, se cromntcgrafiaron es ­

tas_fracciones en capa delgada y se eluycron las bnndas que migra­

ban con igual posición que c1-tocoferol sintética ( _ 38). Los3f
, _ _ I

eluídos provenientes de IRC/SH y FAESse deánrjï ron Cia y CEL, ron

pectiVHmente. So los cromatcarufió en lesa rasco¿h; los rosqltados

se muestran cn ln fisura 18. Nucvnnonyn no detncne un compuest

que eluye con Rt !nUy'siirilh."¿¡i ¿.31 ci» ,Occílurcï. 9:2 liz: d<>s :myen—
tras. No se detuctó este compuesto en oluídos fc zn¡üs de ia ple —

ca dunnin 210 !ni:':u (el cL-iwvca1T-‘w>ie

Ñ: ,¡.¿, 1 I, n , -’ , .-v 7,'w _. 15 _ . 1.-¡« r. l¡al 1%1;u\;(10 ]«.s ilnncralanuw; o“; y (A'I se, ÜHJ(.L <blÜ_aH)Hï;¡_- ¿1:1 —-_. i.c 4É
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ÜFigura 16. Cromatografía en fase gaseosa de la fracción 5, pr0v0—
73:)niente del extracto

¡ ,ailíciso

Columna: 1.8¿m x 4 un
80/100

“as (PHES.5)
, J I

con 3 A de e
44 a1 1“, j "R ÍÉEÏ­

, eluída de una columna de ácido
ter etílico-hexano.

30 sobre Chromosorb fi AW DHCS HP

Temperaturas: inyector, 250 CC; columna, 225 °C; datector, 250 °C.
Gas pOrtndor: 60 ml/min. At%nuüción: la indicada en cada trazado
I 10‘ll Amp/mv.

Muestras inyectadns:

De estos trazados un
vvvflotra 'nmu.5, 33 ng.

g: PHÉS.5, equivale a 0.9 gos;
h: mezcla de 300 ng de escunleho (sq) y 250

hr 5? CK-tocoferul (ch).
¿ip-23:7- L}.¿3 1:. ¡{.355 (31-:- ci-T,Ocoíf;';1'\‘n.‘ 511 3-?! '.;J..“;\.—



lRC/sH.5

Pr! .0Figura 17. Cromatografía en fase gaseosa de la fr8001on 5, prove­
niente del extracto IRC/SE IRC/93.5), eluída de una columna de

ácido silícjco con 3 fi de éter etílico-hexano.

Condiciones Experimentales: las mismas que en la figura 16.

: IRC/33.5, equivalente a 2.7 gcs;
: mezcla de 300 ne de escualeno (Sq) y 250

ng de aLI-tocoferol (OCT).

Muestras inyectadas:

De estos trazados se determinó la masa de <x—tocoferol en el ex­
tracto IRC/SH, 57 ng
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Figura 18. Cromatografía en fase gaseosa de los componentes de los
materiales PHES.5e IRC/SH.5 (fr. cx'L y (XL, respectivamente) que
migran.en igual posición que cx-tocoferol sintético en capa delgada

Condiciones cromatográficas: las mismasque en la figura 16.

Muestras inyectadas: 53 fr. a}L, equivalente a 3.1 gos más 450 ng
de escualeno;

g: 450 ng de escualeno más 120 ng de drtocofe­
rol;

g: fr. oLL, equivalente a 8.8 gos.
hfisa de c!—tocofercl detectada en las muestras a y c: 75 ng.
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«tinto R

cuotas de las fracciones oxidadas se cromatografiaron en fase ge­

seosa. Se detectó en ellas compuestos con igual Rt que d-tocofe_
rolquinona. Ante la imposibilidad de detectar la cantidad de tocg

ferolquinona que había en las muestras (¿L_y esa oxidadas por ab­

sorción al ultravioleta (cantidad calculada 0.25 y 0.70 Pg/ml res
pectivamente), y con el propósito de conpletar su caracterización,
se optó por cromatografiarlas en éter etílico-benceno (25:75),

eluir la zona donde debía migrar ci-tocoferolquinOna y examinar

por cromatografía gas-líquido el material eluído. En amboseluí­

dos se detectaron compuestos con Rt de Ci-tocoferolquinona.
Las muestras 0_<Ly eli contienen 27 y ll ng/gcs del compuesto

con Rt de CX-tocoferol, lo que indica que el 71 %fue extraído con
l _ . . a-Ll.-.‘.'..... a ¡.L. .1, ,.. leur“.-- z..- ._..¡v.,.._.-_...._.-...'. ¿-1 ¿slsLLuu celu-­

lar. La cantidad de tocoferol presente en las fracciones qg¿ y

gig es aproximadamentela mitad del detectado en las fracciones 5

de PHESe IRC/SH (40 y 57 fl respectivamente). Esta diferencia pue

de ser debida a trazas de un contaminante con igual nt pero dis —

f“que_el_oktocoztïerolLo a descomposición de este compues­
to y error del método, que pueden ser considerables con tan baja

cantidad de sustancia. Comocontrol de posibles pérdidas se agre ­

gó e las fracciones 5 de PHESe IRC/SH una cantidad de oL-tocofe_

.rol equivalente a 165 ng/gcs y se determinó su contenido luego de

crOmatografiarlas en capa delgada, eluir la zona que migra con RP

de ci-tocoferol, oxidar con AuIICl4el eluído, cromatografiar el
material oxidado en benceno-éter etílico y eluir de estas plaCBs

el compuesto que migra con Rf de tocoferolquinona. Se determinó,
por cromütografía en fase gaseosa de los últimos eluídos, que la

recuperación del tocoíerol agregado fue 68 y 72 %.
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Otras fracciones eluídas de las columnas sembradas con los ex­

tractos PiES e IRC/SHse analizaron por cromatografía en fase ga­

88088, empleando cantidades equivalentes (en gos) a las empleadas

para el estudio de las fracciones 5, a fin de establecer en que

medida se distribuye en ellas el compuesto que se presume es <1­

tocoferol. Se detectaron compuestos con Rt de tocoferol sólo en
las eluidas con l %y 15 %EH provenientes de PHESy en las elui­

das con 15 %EH del extracto IRC/SH. Pero sólo el compuesto pre­

sente en la fracción eluída con l % (trazas) de PHESse oxidó con

AuHCl4dando un producto con R y Rt de cx-tocofcrolquinona. Elf
compuesto con Rt de cX-tocoferol presente en las otras fracciones
es el S (p.93) de naturaleza desconocida.

En razón del reducido contenido en levadura de la sustancia que

presumiblementees ci-tocoferol, no fue posible caracterizarla en

forma más completa. Los experimentos realizados, resumidos en la

tabla 12, aportan sin embargo, considerable evidencia para identi­

ficarla con el cx-tocoferol. En efecto se trata de un material

que eluye de cromatografía en columna de ácido silicico con 3 É EH,

que migra con igual Rf que ci-tocoferol en capa de sílice gel dg
sarrollada con benceno; que posee un R coincidente con e] delt
d-tocoferol a 225 °C sobre SF-30. La oxidación con AuHCl trans­4

forma a este material en un compuesto que migra en igual p sición

que ¿x—tocoferolquínona en capa delgada desarrollada con benceno­

éter-etílico (75:25), y que eluye con igual Rt que (x—tocoferol ­
quinona de 3 % SE-3O a 225 °C. Es muy poco probable que un com ­

puesto distinto del tx-tocoferol se comporte en la forma descrip­

ta frente a cinco o seis criterios analíticos, incluyendo una

transformación química. La levadura de panadería comercial, reco­
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ATabla12.

CClfiORThMÏEÏTOCROXATOGRAFICODELd-TOCOFERCLAISLALODELEVADURA'DHEANBDÏVÏE¿JGOGIDADEL

FILTROLRáïSï

Seirtóicenlosvalores;deltiempoderetenciónrelativoaescualeno,desustanciasconcaracte­ rísticasdeoL-tocoferolpresentesenlasfraccionesqueseseñalan.Detallesdeaislamientoen elserto.Condicionesexperimentalesdurantecromatonrafíaenfasegaseosa,lasmismasqueenla
e;4,..L...-\¡'O

Orire.

ExtractoPHESExtractoIRC/SHot-tocoferol

sintético(«T)

Eluïdodecolumnadeácidosilícico(fracción55373EH)PHES.5:2.09IRC.5:2.06OCT:2.13

2.102.082.14 2.122.082.14

CompuestoconRfdeoL-tocoferolaisladodefracción,5otL:2.09ocL:2.08OLE":2.10 (cromatografíaencapadelgadaenbencerroyz-Rfa:38)2.162.122.12

2.122.1?

CompuestoconRfdeoL-tocoferolquinona,aisladodes-otLox:2.1805‘“:2.O puésdeoxidare1_anteriorconAuClH(chmHtOgrafía2.222.192. encapadelgadaenbencenozéteretílico(75:25),Ra =43)f

(\J (\J
r4
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l

¡gida el filtro prensa en fábrica contendría entonces 55 ng de
M—tonoferol/gcs.

Í

La búsqueda de (i-tocoferolquinona no dió resultado. Las frec­

ciones de ambos extractos eluídas con 15 y 25 fi EH fueron crome —
“qtoprlfiedes en capa delgada con benceno-éter etílico (75:25). Ml

'. . Í . . o.
Éeluiuo de la zona adonde migro ¿X-tocoferolqulnona Sintetlca fue

examinadoal ultravioleta y por cromatografía en fase gaseosa.

Bmpleando una alícuota equiVHlente a 40 gos no se observaron náxl

nos de absorción entre 220 y 320 nm, ni la modificación de la cua

va de absorción luego del agregado de K334. En alícuotas equiva­
lentes a 2.5 gos cromatografiadas en fase gaseosa (atenuación 2 x
10-11 Amp/mV)no se detectó olucíón de material con Rt de tocofe­
rolquinona. Estos dos ensayos excluyen la posibilidad de que haya

on la muestra de levadura analizada más de 20 ng de CK-tocoferol_

quinona/gcs.
sr

G. LNALISIS DE MLTEHIALBS QUE PUEDEH ABORTLR TOC FSROLES SOHO CON­

” MMMMÉ WBLWMNOMLWMWM.

Los estudios efectuados con levadura de panadería comercial in­

dican que hey en olla más de l F3 de CX-tocoferol/gcs. En cambio
la levadura recogida en el filtro prensa, contiene una cantidad 40

a 50 veces menor de a-tocoferol. Pareciera entonces que la mayor

parte del cX-tocoferol es incorporado a las células luego de su c2
secha.

A fin de esclarever esta situación, re examinóen detalle el

proceso de fabricación "in situ". Se observó que se ugrogaba un lí
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I . .guido a le mesa de celulas antes de su entrada a la maquina empa­

cuetadora. El agregado de pequeñas cantidades de aceite o emulsi­
! - . .

. fianntes, luego de la filtración en filtro prensa, es práctica cg
I

Í

i

rricnte en la producción de levadura (234) con el propósito de dar

c ir masa húmeda la consistencia para la extrusión. En¿E 'í q '1'!¡,4. DJ p.m

:l cuna que nos ocupa el liquido era un aceite comestible cuyo ori
|

gen no pudo ser precisado. r

Se analizó una muestre de dicho aceite ante la presunción de

que allí se hallaba la cause de las diferencias observadas en el

contenido de (i-tocofero]; se procuraba establecer si la cünti ­

dad de aceite y, consecuentemente de tocoferoles, agregados (1.3

litro aceite/540 kg levadura húmeda), daba cuente del valor deter­

‘ " .vlp,. e” ¿.¡mlïc ¿ elylicar porque se detectaba

únic mente d-tocoferol cuando la mayoría de los aceites de olea­

ginosas contienen varios tocoferoles. Tambiénse efectuó el aná ­

lisis de un anti,spuma (Eodeg GN-3l, Hodag Chem. 0p., Skokie,

Illinois) empleado comunmentepara evitar la produgción de espuma

en cultivos de microorganismos en escala industrial o en el la­

Iboretorio. No se han encontrado estudios acerca del contenido de
tocoferoles en antiespumas; pero algunos de estos agentes tensig

’activos suelen prepararse ocn aceites vegetales, razón por la cual H­

podrian ser fina fuente de contaminación con tocoferoles; otros

son siliconas. Los resultados obtenidos con el antiespuma GP-3l ,

lleVHrcn al análisis del Lilcolapso 5001 (Duporial firgcntina ,

Buenos Aires) utilizado en la producción de levadura comercial

por la Destileríu San Ignacio.

Los tres materiales (1.0 e) fueron anyonificadoa cono se dos —

cribo en el procedimiento an para el extracto con solvente. El
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insaponificable de cada uno se disolvió en 0.5 ml de hexano y la

CJsolución se enfrió a O °C ; los compuestos que precipitaron a es

[Latemperatura fueron descartedos (en la table 13 se los designa: e

teroles). El-soluble en hexano se examinó por cromatografía en f_

se gaseOSay se localizaron y aislaron de él los compuestos redug

tores del reactivo de Emmerie-Engel empleando cromatoerafía on cg

pa delgada. Los compuestos reductores fueron identificados por

cromatografía gas-líquido y espectrofotometría ultravioleta. Los
resultados se resumen en la tabla 13.

En el aceite agregado a la levadura de panadería comercial se

identificó (x-tocoferol (650fg/ g aceite) y el compuestoreduc­
tor designado M(p. 93; cantidad no determinada). No se aislaron

di- o mono-metil-tocoles ni tocoferolquinona en cantidad mayor

quelÓ aceite.
En el antiespuma GN-3l se detectaron LX-tocoferol, di-metil­

tocoles y c1-tocoferol en una concentración de 75 Pg, 310 Pg y

180 Pg/ g antiespuma, respectivamente (figura 19). Si el anties­
pumaSilcolapse 5001 contiene tocoferoles, éstos deben hallarse a

una concentración menora l rg/ g silicona.

Éstos resultados muestras sin lugar a dudas que el mayor con —

tenido de CX-tocoferol de la levadura en paquete se debe a una con

taminación producida al añadir aceite comestible a la masa "pren- 7

sada" a efectos de facilitar su extrusión por la máquinaempaquetí
dora. El ‘nico toccferol identificado en ese aceite es ol-tocofe —

rol; el volumende aceite agreflado a la mass celular equivale a

añadir 6.8 Pg cx-tocoferol/gc: , de acuerdo e su contenid en el
aceite. Este valor ex unas tren VuCÜSnever (ue la cantidad de- l

OL-tocoferol hallado en la levadura de panadería comercial. Esta
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Figura 19. Cromatografía en fase gaseosa de la fracción del insa­
ponificable del entiespuma HodagCH-3l en.la que deberían hallar­
se tocoferoles (15 6 Rf é 45, en benceno), (fracción " toco" .

Condiciénes cromatográficas: las indicadas en ln figura 16, excep­
‘to temperatura de columna, que fue 242 °C.

Muestras inyectadaa: g: fracción “toco”, equivalente a 1.7 1 de
antiespumn, más 1.2 Pg de escualeno (Sq);

B: mezcla de estándares: encualeno (Sq), 1.2
j ó-tocoferol (6T), 0.45 Pg; J-toco­

farol (XT), 0.9 Pg y u-tocoferol QxT),
0.9 Pg.

En la muestra a se determinaron 0.13 Pg de armocofcrol, 0.521PG
de F-tocoi‘crol más Ü-tocoferol y 6.31 ¡1g de ó-gzncofurol.
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discrepancia puede explicarse por descomposición del tocoferol du
rante el almacenamiento del aceite antes de su empleo o durante

la distribución del producto envasado (221); por otro lado el da­

to sobre cantidad de aceite agregado es aproximado, lo que se

pudo observar en fábrica.

El contenido de otros tocoferoles o cz-tocoferolquinona en la

levadura empaquetada sería menor du 80 ng/gcs, seqún el contenido

de estos compuestos en el aceite.

Otro hecho mostrado en estos estudios cs que algunos antiespu­

mas comerciales pueden contener ekntidndes apreciables de toco —

ferol. El empleo de estos agentes en la producción de microorga —

nismos es casi rutinario y ello puede explicar la presencia de tg

coferoles en lotes de levadura cultivados en el laboratorio en me

dios de composición definida , que no son libres de vitamina E si

se emplea alguno de esos antiespumas.

El agregado dc 0.1 ml de CN-3l por litro de cultivo equivale a

agregar 12 r3 tocoferoles’gcs,si las células fijaran un 50 % del
tcccfcrol presento, suponiendo un rendimiento de 2 gos/litro de

medio. Ya se ha expliCBdo que las células microbianas en su con­

finuo ir y venir a través del medie de cultivo, pueden actuar co­
moconcentradores de éstos compuestos, disolvifindolos en los li ­

pides de su pared celular. Ln las cultivos de laboratorio des ­

criptos en éste trabajo se evitó la producción excesiva de espuma

y sms efectos reduciendo la uireación a los valores indicados en

p.132 y'Ilcnando los botellonos de cultivo no más de la mitad de

su volumen. En C820 de ser innrcveinñíble el emoleo de antiegpu —

mas ríra producciín de celulbs W=ri:=:ïïisin de lípidos, me Éflcum

micnduutilizar los de tipo silicona, con las reservas del caso—
Il
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¿en cuanto a las dificultades que acerrean en el análisis de lípi­

! (10;: (235).

H. UBICRÜ”JCOL EN LEVADURAS

E] ubicromenol es una de las sustancias reductoras cuya exis ­.
tencia y origen en levadura y otros Ascomicetos ha sido más es ­

tudiááa . Entre los Ascomicetes ha sido descripto on Saccharomy —

oes cerevisiae ( 47), Candida utilis ( 56, 57 ) y Aspergilus

fumigatus ( 55), de los que fue extraído y aislado por diversos

procedimientos, para algunos de los cuales "se conoce que no con­

vierten ubiquinona a ubicromenol" (236) o el menos que "minimizan

1a posibilidad de isomerización" ( 57).

Se ha cuestionado (180) que sea un producto natural, es decir

biosíntetizado por las células que los contienen, en razón que

puede producirse por ciclización de ubiquinona catFlizada por
KOHetanólico (237), alúmina activada (238) y aun “por la sílica

gel G ( 57) empleada para cromatografía en capa delgada, aunque en
F N .. . .muypequena escala. El unieromenol-ó aislado de lotes comePCJales

disecadOs de Candida utilis es ópticamente activo (56 ) hecho es­

grimido comoiargumentopara justificar su biosíntesis. Pero culti­
vos de laboratorio y células húmedasproducidas comercialmente,de

éste organismo, poseen 20 veces menos ubicromenol-6 que los lotes

comerciales desecados, lo que resta valor al argumento mencionado.

Sin querer tomar partido en la controversia sobre el origen del

ubicromenol, se deseo destacar que Horton y col.(239) aislaron de

Aspergilus fumigatus narcndo con ¿cido mevalónico —2- 14C , ubin

cremenol-9 con actividad específica constante 1.4 Veces mayor que

AC"'UJ

“kr_n.uu.-an“.

O
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la ubiquinona del mismo organismo; si bien esta observación no ha

niña discutida o mencionnia en ln literatura en apoyo n la Síntem

sin celular de ubicrorenol, se estima que es significativo.
En nueqtros estudien se detectó ubícrovenol por su reacción

ÉL; *“í9—Envcl positiva y por su RF , en todos los ex ‘actou de ln
J

'vnr\:2 evanjnndos. Se lo observa Pecílwente en capas de sílice
flu con color violeta oscuro brillante. Este com­0‘.Rei con hodemína

puesto mifira apenas por encima de ubiquinona en cara delgada (ver

figura'9) y la mayor parte de él eluye de columnas de ácido silí«

cico junto al Oí-tccoferol, con el sistema de eluyentes empleado

(figura 11, compuesto UC).

Se nisló este compuesto de levadura de panadería comercial ob­

--;h_. un V- ;.¿.h- ,;hh¿u, t, y. u¿¿g;¿q¿au ¿C cultthda en glu­

cosa 1 fl - urea, y de S. cerevisiae 59 R cultivada en glucosa l É

-(ïïá)2504 . El material presente en extractos insaponifícableu
parcialmente libre de esteroles (procedimient V) fue aislado y,

z purificado por cromatografía en columna y capa delkada. La canti­

dad de compuesto cromatográficamente puro que se obtuvo fue: 1 O

fg/qcs, 1.2 fg/gcs y 1.4 fg/gcs para los lotes de levadura de pa­
nadería y S. cerevisine 66 y 59 R respectivamente. Cuando se em­

‘pleó el procedimiento Ïïa se hallaron cnntidüdes casi equivalen­

j tes de ubic%omenol—5rn los ovtructos PUESe IRC/SH. Green y

c01.( 47) determinaron un e] Into de levadura de panadería comer­

L

I

l

i

x

cial examinado por ellos, 5.7 yg/gcs. En una cepa aislada de este
ÜTOdUCtOv crecida sobre sacnrosa no detectaron ubícromenol sul y

límite de detección pnvcce ser innnl o menor a 0.2 fn/fics). Emb­
1 rx3P Y CO]-( 45) “0 ÜJGJHÏZÁ“OÉHDÍÚFOïanl e» sus oxtnñ‘os de ln

cepa 59 R.

..__....",hm“A
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El compuestoaislado de los lotes mencionados fue identificado

por su espectro de absorción ultravioleta ( 54), el medio más rá­

pido y específico para ello.

la curva de absorción se muestra en la finura 20- presenta máï1

imos de absorción característicos a 274 y 330 nm,con marcada=in ­

flexiones a 231 y 282 nm, en etanol, idénticos a los de ubicrome­

nal-9 ( 54).

s>e:

'ZSO 260 290 320 nm 3:50

Figura 20. Espectro de absorción ultravioleta de ubicromenol
aislado de levadura de panadería obtenida del filtro prensa.

muestra : material UCproveniento de 14 gos.

Contenido de ubicromenol en la muestra, 41 ¡un

'm
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CAPI"ULO VI.

CONSIDERÁClOHES FINALES.

A. El procedimiento analítino.
Huriíioación de tocoïn¡l 'ï x; LA.35 por cromatografía

en fase gaseosa.

2. Seguridad.

3. Sensibilidad.
4.'Esp9cificidad.

B. Sustancias reductores en levaduras.

l. Tocoferoles.
2. Otras sustancias reductores.

C. Quinonas isoprenoides en levaduras.

U. Biouíntesis de tocoferol y fiquuinona pOr levaduras.

.­B. Función del tocoferol en levaduras.
¡—--—

’A. EB'PRGCEDIïIiNTO ANALITICO.

La combinación de procedimientos seleccionados g adaptados pa­

ra el estudio de los lípidos innaponificables de levaduras, per­

mlte la determinación segura ncnsi o" le y específica de tocoferoles,

quinonas y otros compuestos isoprenoides.

'I Pui‘ifícacï'ón dm tn'fo‘f‘anÏQG nor nmn1n+0nv-A5.Fw':1-. ¡Ill

en fase gaseosa.

Se hn mostrado la imponihiliiad qe aetactar toccïeroles y qui­
. , ,, _nenas en los extrevtn¿ cyxCLr. “¿a nronmtOgflaina: un COLUHÚÜvu

on capa permiten aislar compuestos cromhtoaráficamonto puros;
\
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pero la reiteración de la cromatOgrafía en capa para la purifica­

ción de dichos compuestos lleva a pérdidas apreciables de los mis­

mos. El reemplazo de la cromatografía en capa delgada por la cro­

matografía en fase gaseosa para el aislamiento de fracciones pu­

ras, mejora significativamente la recuperación de tocoferoles y

fiIOquinona.

El empleo de la cromatografía gas líquido para la purifiCSCión

de compuestosde interés constituye la principal contribución una­

lítica de éste trabajo. A lo largo de nuestro estudio se tuvo oca­

sión de aplicarla a extractos de distinta complejidad y con dis­

tinta proporción de toooferoles. En ol aceite agregado a la leva­

dura para panificaciónzfiw posible determinar y aislar toooferoles

por cromatografía en fase gaseosa directamente del insaponifiCa—

ble, sin el empleo previo de otra forma de cromatografía. Para

determinar tocoferoles en el antiespuma HodagGN-3l fue necesario

y suficiente aislar del insaponificable la fracción que contenía

todos los tocoferoles, por cromatografía en capa delgada ( 15 é

’12 R} é 45, en benceno) antes de la cromatografía en fase gaseOSB;
la baja proporción de tocoferoles en el insaponificable no per­
mitió detectarlos directamente. Los extractos_de levadura debie­

ron ser fraccionados por cromatografía en columna , o debió ais­

larse en Capa 1a fracción que contiene CL-toccfcrol ( 35 á Rf e
é 45 ), antes del aislamiento y/o determinación de ci-tocoferol

por cromatografía gas-líquido.

2. Seguridad.

La seguridad de la determinación de tocoferol depende funda­

mentalmentede dos factores: extractibilidad y estabilidad de

¿el

-....
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dic o compuesto, con y en los procedimientOS de análisis.

'Jq valores relativos de extracción de tocoferol con los pro­

Idedjnientos ensayados (tabla 3 ) no dan una idea real de la ex­

tractioilidad del CX—toeoferol,Lltccofcrol es de orígen exóqe­

no el lote empleado para euññ erpcrjmentos; casi con seguridad

¡es I localizado cn las superficies celulares externas. Sin embar­

go su ha mostrado que el 70 p del compuesto con características

de <i-tocoferol detectado en levadura de panadería recogida del

filtro prensa (p.151), es extraído con solventes (procedimiento

IVa). Si bien no se determinó que cantidad de toooferol endógeno

es extraído por snponificación de la masa celular húmeda(proce­

dimiento V), se estima que debe ser cuantitativa en razón de la
den; noción total da las estructuras celulares por hidrólis s
n ,c ¿Ulinu.

Cada lote de levadura cultivado en nuestro laboratorio y la

levadura comercial en paquete, fueron extraídos och solventes
(procedimiento Iva) y por saponificución de la maso celular

(procedimiento V). Por ello se estima que el 70 fl del tocoferol

Fendóreno pudo ser extraído.

-n¿l ci-tocoferol es razonablemente estable en las condiciones

de extracción y purificación empleadas. Cuandolas células fueron
extraídas por sapcnifiCacíón y el tocoferol fue aislado por cro­

matografía en colunna y en capa delgada, se recuperó el 57%del

UOCuUrol agregado a la “¿la húmeun. Cuando las COLU¿USse extra­

jeron con solvontcs y se saponificó el extracto (procedimiento

IVa) y luego se aisló u] (tmtoccfcrol (exóyono) por crematotrafía

en cepa delgada, se r¿cgf. el 6?, ie; tscoferol exógeno (tabla 9). i
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Se estima entonces que fue factible aislar comomínimoel 45%del

toooferol endógeno de levaduras,con grado de pureza cromatográfico.
Si se emplea le determinación por cromatografía en fase gaseo­

sa pueden obviarse etapas de purificación en columna y/o capa,

con mayor recuperación de tocoferol, que llega e 8 fi. Puede estí­

marse que empleandoesta alternativa fue pasible determinar al

menos el 62 %del tocoferol endógeno de levaduras.

Si bien estos valores pueden parecer bajos, es preciso consi­

derar que se ha tenido en cuenta la extracción incompleta del to­

coferol endógenocon solventes, o la sensibilidad del ci-tocofe­

rol a la saponificoción, ademásde las pérdidas en las cromatogra­

fías en columna y en capa .

3. Sensibilidad.

Los límites de detección confiables fueron 2.5 Pg y 35 ng (a
atenuación 2 x lÓ-ll Amp/mv)de tocoferol, por espectrofotOmetría

ultravioleta y crematografia gas-líquido respectivamente. Consi­

-derandc la masa de células de que provenían las alícuotas ensaya­

das (40 gos y 2 gos, habitualmente) y las correcciones por pérdi­

das de tocoferol en las operaciones de aislamiento, ello equivale

a detectar un mínimode 100 ng/gcs y 30 ng/gcs por dosaje espec­

trofotométrico y cromUtOgráfico en fase gase03'¿ El dosqp croma­
tográfico pudo hacerse más.sonsible empleando una columna de v"­

yor longitud con la que Se logró mejor separación de contaminan­

tes, siendo posible esí inyectar alícuotas provenientes de hasta

>8.8 gos; el límite de dothecíñr llosó así hasta 8 nfi/qcs, límite

con el que se t wbujó en 1°: whtuifhn ae levadura obtenida del

filtro prensa.
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í No se tienen noticias de que se hayan empleado límites de detección

ntan bajos para el análisis de lípidos isoprenoides por espectrofo­

tomotría o cromatografía en fase gaseosa.
I

! Los límites de detección han sido señalados excepcionalmente en
l

r—‘\

la literatura. Skinner y Stdrn El) efectuaron sus análisis de cx­

tocoferol y ct-toooferolquinona con un límite de detección de 2.5

y 0.5 yg/gcs, rzspectivamente. Green y col.(47) sostienen que los
"métodosde análisis disponibles ahOre permiten detectar cantidades

¡de tocoferol muchomenores que 1 rg/gcs"; no especifican cuento me­
nos, pero la mínima cantidad dosada fue 200 ng cx—tocoferol/gce.

Bishop y col. (166) indican que no contienen ubiquinona aquellas

bacterias en las que no se detectó más de 800 ng/gcs. El límite

de detección más bajo para esteroles parece ser el de Schubert y

col. (240): l Pg/gce (analizan 100 gcs). Mbtechinor y Amelotti
(241) determinaron aproximadamente lO ng menaquinona/gcs en hígado

vacuno, para lo que extrejeron 125 kg de materialihúmedo!.
n

4; Especificidad.

La caracterización cromatográfioa en capa delgada y en fase ga­

¡ seosa ¿o un Compuesio que se sospecha es tocoferol y de su pro­

ducto de oxidación con ñuCllH, se considera suficiente para
identificarlo con alguno dc los metil-tocoles. Si e éstos crite­

rios se agrega ol espectro ultreyioleta del material oxidado,

se tiene un conjunto de cñrücteree superado en especificidad

sólo por la espectrom tría de masas. La adición de la caracte­

rización espectrofotomátriaw permite la identificación de toco­

feroles, ya que no_ne ha encontraí' ccnpuccto que "recents todos

esas características en la literature. Al parecer éste combinación
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de cromatografía en capa delgada, gaseosa y espectrofotometría ul

travioleta no ha sido empleada para la caracterización de tocofe­
roles.

En resumen, el esquenmanalítico propuesto no afecta la establ

lidad de tocoferolee y quinonas más que lOs que fueron empleados

para el análisis de levadura por otros autores y permite la deteg

ción, identificación y dosaje confiable de 8 ng de tocoferoles /
gce.’

B. SUSTANCIAS REDUCTORAS EN LEVADURAS.

l. Tocoferoles.

Lotes de levadura de panadería en paquete, contienen 1.2 a 2.2

¡le de oL-tocoferol/gcs.
No se detectó más de 100 ng/gcs de este compuesto en cepas 815

ladas de levadura comercial, o en las cepas de Saccharcmyces y Can

dida empleadas por Green y col.(47), cultivadas en el laboratorio.

El análisis de lotes de células de estas cepas mostró que el

envejecimiento del cultivo no estimula la sintesis del tocoferol;

que el empleo de glucosa, sacarosa o un eustrato no fermentable

como fuentes de carbono no favorece la producción de ese compues­

to; que la lisis celular con dietilamina, previa a la extracción

de lípidos, no aumenta la cantidad de tocoferol extraíble.

Tampocose halló (x-tccoferol en cantidad mayor que 180 ng /

gos en lotes de Saccharomyces cerevisiae 59 R, cepa empleada por

habler y col.(49), cultivados en siete mediosdiferentes. Con

1 gos, según el contenido determinado por esos autores, se hubig

ra obtenido cantidad suficiente para la detección cromatográfica

.ram”‘- .
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y espectrofotométrica del compuestoque ellos designan tocoferol:

sin embargono fue posible detectarlo en 40 gcs de los lotes cul­
tiVBdOSen nuestro laboratorio.

La variedad de cepas y condiciones de cultivo empleadas en el

lBDOIÚtoriO(uso de distintas fuentes de carbono y donores de

electrones; uso de distintas fuentes de nitrógeno y cosecha en

distintas fases de crecimiento) lleven a la conclusión que Sa­

ccharomyces cerevieiae y Candida guilliermondii no sintetizan más

de 80 ng/gcs de tocoferoles en condiciones aerobias, aun en aque­

llae de máximay mínimaactividad respiratoria. Tampocose esti­

muló la síntesis de tocoferoles en cultivos envejecidos.

La levadura de panadería comercial recogida en filtro prensa,

en fabrica, contiene cincuenta veces menos d-tocoferol que la
levadura empaquetada. Esto descarta que condiciones de cultivo

en fábrica no reproducidas en laboratorio, estimulen la biosínte­
sis de tocoferol.

En un aceite agregado en fábrica a la masa húmedaantes del

embaquetado, se determinó 650 fg de ct-tocoferol/g aceite; es
. decir,el cí-tocoferol presente en la levadura ya empaquetedaes

de origen exógeno. El análisis de un entiespuma empleado frecuen­
temente para el cultivo do microorganismos, permitió establecer

que contiene 75 Pg de ci-toccferol/g aceite; ello puede determi­
nar que células cultivadas en nu presencia incorporan más de l

Pg de c1-tocofcrol/gcs, nuevemente de origen exogeno. .

En el curso de estos estudios no se detectó liz, ¿[:_ o ¿-—to_

goifrcles en Cantidad mayor nue JCOnv/rcs en 105 lotes de leva­

duie. TampocoSc detectaron cn dichos lotes dimnrns o trízerca de
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cí-icoofero], el isónero estructural (XIVc ó d) del <X—tocofe_

¡ rol o ósteres de tocoferoles en cantidad mayor a 2 Pg gos. Dada
i la relativa estabilidad del ci-tocoferol en las condiciones de eg
I

tracción y purifiCación empleadas (pJCó), indicaría ello que las

le :áuras no sintetizan niVUles de los compuestos citados,suporig

res a los que se indicaron.

En el aceite agregado a la levadura de panadería comercial no

se halló más de lO Pg de dimetiltocoles o 5-tocoferol/g de

aceite. En cambio en el antiespuma GN-3l se determinó 255 fg de

dimetil-tocoles y 180Pg de á-tocoferol/g de aceite.

La disparidad de valores y hasta la confusión existente en la

literatura acerca del contenido de tocoferol en levaduras, pueden

atribuirse no sólo al uso de procedimientos de extracción y ais­

lamiento no bien valorados y a una masa de muestras insuficiente,

sino a contaminaciones que pueden ocurrir si no se emplean medios

de cultivos libres de tocoferoles. Para que un mefiio cumpla es ­
l

te requisito es necesario asegurar que sus componentes, incluso

antiespuma, lubricantes, ctc., sean de origen sintético; en caso

Pcontrario debe verificarse la ausencia de tocoferol en los que

sean productos do origen natural.
Otro motivo determinante de esa confusión es la caracteriza —

i

ción incompleta de compuestos designados "tocoferol", que puede t

llevar a confundir con, y ¿asar comotales, a sustancias reductg
ras del reactivo de Emmcrie-Engeldistintas de los tocoferoles.

Debe señalarse que en loa estudios publicados tampoco se han

definido fase de crecimiento y condiciones de cultivo de las mucg
tras analizadas. Ello es aconsejable en razón de la variación del

contenido de ubiquinona (tabla ll) y los cambios en la estructura
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Celular (230) obserïados en cl curso de nuestro trabajo al modifi
car las condiciones ambientales.

El efecto que puede tenor sobre la alimentación animal el empleo

de levaduras en reemplazo de otrün fuentes de proteínas depende del

jr‘tiso de producción que su siga y de la composición de la dieta.

El requer'miento dc vitamina E por las especies animales puede es­

d'
ímnrse entre 10 y 500 ng ci-tocoferol/kg peso; depende fundamen­

talmente del contenido de ácidos grasos poli-insaturados y sele —

'nio en la dieta ( 59). Segúnnuestros resultados la cantidad de

d-—toooferol detectada cuando se em lea melaza de caña de azúcar

comofuente de carbono, es insuficiente para el desarrollo normal

de aves y mamíferos. Sin embargo el agregado de aceites vegetales
convenientemente seleccionados a la levadura o directamente a los

alimentos balanceados, evitaría esa deficiencia. Sin embargocomo

cl tratamiento de los componentesdurante la elaboración de ali ­

mentos balanceados y su almacenamiento pueden altdrar el conteni—
do de tocoferol (221), sólo el análisis de 1a die-Éc-sometida a

las condiciones de comercialización habituales asegura el conte ­

Qnido de toooferoles.

_ 2. Otras Sustancias reductores.
l

Nuestros estudios confirmen la presencia de Bbicromcnolm5 en­
o . . . . . . ztre los lipidos 1USÜPODIÏJCLÜLESextraíoos de levaduras. ¿n es ­

. o ‘ _ I

tos extractos se determzno J a 3 Pg de ubncroeenol/gcs.

El compuesto D (figuras 9 y 11) observado en todos los extrao­

tos obtenidos nor SHÏOElZlCNCíónde Celulas hfi”uñïi, so comporta

cr0matugráfioamente (coluwnu; de adsorción y Iurtición en capa del

¿“w
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gado) como2-hexaprenil—fencl (XV, n n 6) (50,62). Su espectro de

I absorción al ultravioleta presenta un máximo(en etanol yrnxano)
La 280 nm, que no coincide exactamente con el descripto para preníl­

fenoles ( ¡»máx 272 y 279 nm) (215‘. F1 contenido del compuesto D

en cvndur: de panificación es de 0.6 rg/gcs (calculado con el
gco; fcicnte de extinción del ci-tncoferol). Spiller y col (50) no
.

detectaron éste compuesto en sus estudios sobre biosíntesis de

ubiqujnona por Saccharomyces; estimamos que la masa de células

analizada no fue suficiente para detectarlo química o radiOquími­

camente: la aireación del cultivo durante el período de incuba —

ción con precursores marcados, determina que todo intermediario

biosíntético se transforme en ubiquinona.

Otros tres compuestos reductores (designados M, T y U en la

figura ll) fueron observados en los extractos de lípidos de leva­

dura para panificación y de Saccharomycescerevisiae 59 R (culti­

vada en glucosa —extracto de levadura-peptona). Láïcantidad de
1

ellas es menosque la del compuesto D. No se intentó su identifi­

cación. Por su espectro ultravicleta el compuestoT podría ser la

Üsustancia S descripta por Green y col.(242).282

¡ Ningúno de estos compuestos reductores se halló en el aceite

agregado a le levadura pare panlficación antes de su empaquetamieg
to.

En nuestro estudio no se detectaron 2-n-preni1-6-metoxi-fenoles

(XVI), quinnloc y el compuesto reductor de Forbes y Gyürgy (243 ,

244), en cantidad mayor a 1 - 2 rg/gcs.
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í

C. QUINQNAS ISOPBENOIDES EN LEVADURAS.

P Io se detectó cantidad mflyorque 100 ng de ci-tocofcrolauinona/

gos y mayor que 50 ng de filoouinona/gcs, en los lotes de levadu­

¿n ¿hecharonyces oecuvisiao cultivada con diversas fuentes de

l ra examinados.

i‘ carbcuo y nitrógeno, en aerobiosis, se halló ubiouinona—6y en Can_______q____ _

dida guilliormondii ubiouinona-T. El contenido de ubiquinona Vü­

ría según las condiciones de cultivo; en las muestras analizadas

se halló 65 a 275 Pg/gcs. Estos valores son comparables con los dí
terminados por Green y col.(47), Mahler y col.(49), Mortony col.

(56) y Spiller y col.(SO).

De Saocharomycesoerevisiae se nislaron otras dos quinonas

(compuestos H o I) identificadas tentativamente comoubiauinone-7

y ubiguinona-B . La presencia de ubiquinona-7 en Saccher myces

fue escripta por Folkers y col.(245); no se tiene noticia de un
[r

anuncio similar para ubiquinona-B. No se detectaron Erenil-guinonas
n

(XVII a XIX) en Cantidad mayo: que l rg/gcs.

v
DL BIQSINPES.S hd TOCOPHHOL Y FILOQUINOHA POR uEVADURAS.

Si bien 1h caracterización del compuesto de levadura de panade­

ría del filtro prensa, identificado comocx-tocoferol, deja pocas

dudas sobre su identidad, no puede asegurarse a éste nivel de los

estudios, su biosíntesis por Saccharomyces.

La posibilidad de responder a esta cuestión mediante dotermi ­

nación radioQuímica ¿o o(-tocoforol marcado desde precursores r8­

dioactívos en lugar Go la determinación química empleAdaen este
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trabajo, resolvería la duda del origen endógeno o exógeno. Pero

"a priori“ no puedenesperarse resultados Satisfactorios por esta

lince. En efecto, poco es lo que se conoce acerca la biosintesis

de tocoferol (3) a tal punto que aun no se ha establecido el pre ­

cursor más cercano al núcleo. Se ha propuesto sin ningún fundamen­

to experimental (42) que podría ser el 2-tetraprenil-fenol. Los
estudios más adelantados fueron realizados con brotes de maíz

(246-248); se sabe que el <1-tocoferol, su quinonu y‘ J-tocoferol
14. , , l

se marcan con acido (6-140) shiquimico, con (U- 4C; anillo- C y

14C, 3H) metionína y con (2-14C)P-—14C)fenilalanina, con (CH3­
meValónico; no se marean con p-hidroxi-(U;l4c) benzoico ni con

(P-—14C) cinámico. Con tirosina (U-14C; P-—14Cy 04-140) ocurre
un hecho singular: se inhibe la síntesis de ci-tocoferol en bro­

tes de maíz, a tal punto que no se lo detecta al final de la in­

cubación, aunque si se marcan ol-tocoferolquinona y _J'-tocofe_

rol. Acido shiquímico, fenilalanine , metionina y tirosina marcan
también a ubiquinonas, plasthuinonas y nafthuinonas; únicamente

con (eL-14C)tirosinn hubo marcación significativa en }-F-hi_
droxi-esterolcs y escualeno; el ácido mavalónico marca considera­

blemente a esteroles y alcoholes, hidrocarburos y quinonas iso ­
prenoides.

De estos Precursoren el más próximo al núcleo del ci-tocoferol,

el ácido shiquímico, no puede ser empleado con levaduras pues su

pared celular es casi impermeable a este compuesto (50); podria

emplearse tirosina, fenilalanine o quizás sería mejor el p-hidrg
xi-fenil-pirúvico, si la célula fuera permeablea éste cetoácido,

ya que se sospecha que la marcación desde los dos aminoácidos prg

cede via el cetoácido (246,247).

ï.—4
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¿l desconocimiento de los precursores próximos al núcleo debe

agregarse las dificultades resultEntcs de la poca incorporación

desde los aminoácidos: sólo 0.15 É y 0.06 fl de la radicactividad¡

. 14 t n . 14 . . .de n-(U- C) tirosina y ue L—’d« C) fenilallna, respectivamen ­

te. xP incorporaron al mutu'ï L cululer de brotes de maíz 247).

¿ga sintesis de filoQuinona et tan poco conocida comola de tg

cofrroies. Por lo que se conoce de la síntesis de menáquinonas

por bacterihs y de juglonn y lawsona for plantas,ocurriría vía el

ácido Shiquímico, pero el núcleo naftalénico ue formaría desde

el ácido corísmíco por condensación con un deriVado del ácido

glutámico (249,250). Se desconoce si el ácido corísmico penetra
. . . 14 , . ,en las celulas de levadura. El acido L-(U- C) glutamico podria

Ser un marcador adecuado; pero es¿n compuesto se deriva hacia ví

rien vías metabólicas, lo que lleva a suponer que muypoca radig

actividad se incorpOraría a una posible filoquinona.
[I

Por ello se presume que la deteccion radiOQuimipa de tocofe —
fl

roles y fi10quinonas nc ofrece menosdificultades ni incertidum­

bres que la detección quimica. ¿ste es el motivo que llevó a no
I,‘íntentarlo.

Llame la atención la posible ince,acidad de levaduras para sin

tetizar tocoferoles y ÍiquüiuCuÜ, por tratarse de organismosoucí
rióticos. Estos compuestos cumplenalguna función en tejidos de

animales superiores, u juzgar por los severos síntomas de deficien
cia obser ados en animales alimentados con dietas carentes de ví­

taminas E y K. Las levaduras desarrollan sin limitaciones en me­

dios libras de esta: v;*;1'n a. Si .3 aconta, en base a lbs oo"cr—, -J\a¿

vaciones efectucda; son o:¿unismso cucnrióticrb nu fotosíntéüicos

ü
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superiores (animales)3que ambas desempeñanalguna función a nivel
celular , no se explica su presunta ausencia en levaduras.

Pudo la evolución y diferenciación de la célula de los organis­

mos superiores llevar al requerimiento de compuestosde estructu­

ra algo especializada , comolos tocoferoles y fiIOquinona , au­

sentes en los protistas eucarióticos ?. Al parecer la situación

que se ha dado a lo largo de la evolución ha sido otra: compuestos

sintetizados por protistas euCHrióticos son requeridos comovita­

minas o factores de crecimiento por algunos organismos eucarióti­

cos más evolucionedos; esto es lo que ha sucedido con las vita ­

minas solubles en agua y los aminoácidos esenciales.

Por el momentotambién quedan pendientes los interrOgantes

acerca si tocoferoles y fi10quinona son requeridos para procesos

celuleres muyespecíficos que no se dan en todas las células, o
al menosno en todas las condiciones de crecimiento celular. Si

serán requeridos para la actividad funcional no fotosíntética de

células organizadas en tejidos, exclusivamente. O si será que su

—anción puede ser realizada por un grupo de sustancias similares

presentes unas en ciertas células y otras en las restantes. Ya se

ha Sugerido esta posibilidad al obserVHrseque Anacystis nidulans
es la única de las algas azul-verdes y de-los organismos que rea­

liZan fotosíntesis con liberación de 02, analizados, que carecen
de OC-tocoferol y d-tocoferolquinona; la función de oL-tocofero¿

quinona en esc proceso puede quizás ser realizada por una hidroxi

fiIOquinOne que no está en las otras especies analizadas (10,47).

Nuestro trabajo estuvo orientado a la detección de tocofcroles

y fi10quinone. Pero las con? estes investigados pueden no ser la

forma activa de las vitaminas B y K. hhrtius y col (4,251) han
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sostenido reiteradamente que ninguno de los tocoferoles es la fea

maactiva de le vitamina R. Bien puede suceder que el tocoferol

se transforme rápidamente en la forma activa una vez sintetizado

y aun que la biosíntesie de la forne activa no pase por el tocofe­

rol. La formo activa puede ser algún otro componentede los lípi­

dos isoprenoides; o hallarse ligada a proteínas (enzimas) de modo

que no sea extraída con solventes. Esta hipótesis no es descabe­

lladu; se ha descripto una proteina extraíble de mitocondrias que

lleva ligado un compuestoquinoide o reductor no identificado

(68) y también formas solubles en agua de vitamina K (252) y er —

gosterol (253). Esto puede determinar que los compuestosacti­
vos no sean extraídos con los procedimientos habituales en el es­

b'uu.¿v mv -‘¡u¿.uvuo

E. FUNCION DBL TOCOFEROL EN LEVADURAS.

El menor contenido de tocoferoles en tejidos animales es de 0.6

_Pg/gcs (44, 181). La menor cifra hallada en le literatura para or

ganismos que sintetizan tocoferoles (vegetales) esCLTPg ( o(-to_
eoferolquinona)/gcs (51 ). Entre las vitaminas solubles en agua,

la menosabundante en las células es biotina: en levadura de pang

-deríe cultivada sobre melazas hay 1 - 2 rg/gcs; en Candida, 0.2 —

3 rg/gcs (234); en Aerobacter aerogenes, 4 Pg/gcs (254). Estos dí
tes 11GVana pensar si puede desempeñar algún papel en el funcio­

namiento celular un compuesto que se encuentre a una concentración

de 40 ng gos. Si bien no es posible dar respuesta definida a es ­

te cuestión, se pueden aportar algun s elementos de juicio en tor"
no a ella.
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La función del tocoferol en levadura no parece ligada con la

actividad respiratoria celular. Su biosintesis no es estimulada

por condiciones en que esa actividad aumente, ni acompaña la de —

presión de enzimas de los ciclos de Krebs o del ácido glioxílico,

lo que sí ocurre con ubiquinona-ó (table ll y ref. 225 y 226).

La cantidad del presunto tocoferol presente en levadura, no per­

mite aceptar la hipótesis de su posible participacióh en el sis­

tema de transporte de electrones de levadura, ya que se ha estima­

’ do que el contenido de un compuesto que intervenga en elle debe

ser superior a 1 /gcs (166) o 5 rg/gcs (p.35) aproximadamente.
El contenido de ubiquinona—6en levadura (ver tabla ll) está de
acuerdo con esta función.

Tampocoparece aceptable que cumpla un papel protector de las

membranascelulares, evitando la peroxideción de lOs ácidos gra —

sos no saturados.

El contenido de ácidos grasos aumenta con la acÉividad respi ­
ratoria y también lo hace la proporción de no saturados en Sacchg

romyces cerevisiae (202,255). Sin embargo condiciones que favo ­
y" l _recen el desarrollo de membranascitoplasmaticas y aumentan el

Icontenido de ácidos grasos no saturados, no estimularon la sínte­

sis de tocoferol.
El 79 í de los ácidos grasos —87mg/gcs (202)—son insaturados

(257), fundamentalmente linoleico y oleico; se puede calcular que

hay alrededor de 4 x lO9 moléculas de ácidos grasos/célula. Es di

fícil concebir que 1.000 moléculas de tocoferol (ver másabajo)

pueden evitar la peroxidacién de tantns moléculas de ácidos gra ­

sos nunque ella ocurriera cn muybaja proporción.
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Queda en pie sin embargo una posible función catalítica del tg

coferol, no establecida aun. La levadura de panadería comercial

contiene 5.6 x lOlo células/gos. Coneste dato, el peso molecular

del cL-tocoferol y el número de Avogadro puede establecerse que

40 ng de c1-tocoferol/gcs equivalen a unas 1.000 moléculas de

c¿—tocofercl/cé1ula. Estimamos que este número de moléculas es

suficiente para jugar alguna función catalítica, comocofactor.

Suponiendo que cada molécula de cofactor operara con una de enzi­

ma, y para ésta un peso molecular de 6 x lO5 g/mol, puede calcu­

larse que esa enzima sería el 0.005 %del peso celular seco, ci­

fra que no parece excesivamente baja. Tampocoes bajo el número

de moléculas por célula para un intermediario metabólico de corta

vida media. En razón del bajo cont,nfido de cL-tocoferol en

aerobiosis, se estima que ese papel de cofactor no debe ser algu­

no vinculado a Ja síntesis de macromoléculas o producción de ene;

gía en presencia de oxígeno, salvo que el tocoferol no sea la for
ma activa de la vitamina E.

Una situación muycercana a la del tocoferol es la de fi10qui­

nona. Su función en la coagulación sanguínea en mamíferos es bien

conocida; a pesar de ello la presencia en tejidos animales de una
sustancia con actividad de vitamina K sólo había sido detectada

por ensayo biológico (257). Recién en el año 1968 se aisló de

hígado de conejo y pollo una sustancia similar a fiIOquinona

(258); se encuentra en esas especies en cantidad aproximada - a

1 Pg y 0.6 Pg/gcs respectivamente. De hígado vacuno después de
varios ensayos infructuosos (259) se aisló e identificó 8 ng de

mennquínona/ncs (23,241).

No se ha discutido la relación entre esa Cantidad de nafthui

a.
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‘nona y la función biológica. Tampocose ha establecido si es sin­
i

|tetízada por el tejido; so ha señalado que la vitamina K de teji­
Y

:dOSde rumiantes puede ser de orígen exógeno, provenir de la die­

ta o ser sintetizada por la flora del rumeno la intestinal ( 260).

En íqtepesante destacar que la forme activa de la vitamina K no

’pareciera ser filoquinona ni las menaquinonasidentificadas, si­
i

=no menaquinona-A (22,23, 261), compuesto que solo se ha detectado

radiOquímicamente.

-._.

3 un
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