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Cinética de Autooxidacion del Ascorbato por Iones Cupricos
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Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

RESUMEN

La autooxidacion del ascorbato catalizada por Cu* s¢ realiza a través de una reaccidon de primer orden,
proceso que es dependiente de la concentracion de Cu™ y gque obedece a una cinética de saturacion. Ello
sugicre que en la secuencia catalitica s¢ formaria un complejo intermedio que limitaria la formacién de
los productos de la reacciéon, uno dc los cuales es el radical Jibre hidroxilo. La tiourea inhibe notable-
mente la reaccion de autooxidacion, mientras que ¢l glicerol no ejerce efecto ulguno. Il ascorhato y el
Cu?, utilizados en las concentraciones ¢n que se produce la autooxidacion, no escinden el puente disulfuro
del DTNB. La histidina y ¢l citrato inhiben tanto la reaccion de autooxidaciéon como la ruptura del
enlace disulfuro del DTNB. Estos resultados sugieren que la ruptura del puente disulfuro del DTNB se
rcalizaria con intervencion de los radicales libres hidroxilo, generados por el sistema axcorbato/Cu’, y
paralelamente mediante un proceso de reduccion o de hidrdlisis.

Palabras claves: Acido Ascérbico; Cobre; Radicales Libres; Oxido-Reduccién; Antioxidantes.

KINETIC OF ASCORBATE-AUTOOXIDATION BY CUPRIC TIONS

SUMMARY

Ascorbate autooxidation catalized by Cu* occurs through a Cu?*-concentration-dependent first order
reaction, which fulfill saturation Kinetic rules. Itsuggests that could be an intermedial complex synthetized
in the catalitic sequence, which probably limits the formation of reaction-products (v. g., free radical
hydroxil, and others). Autooxidation reaction is strongly inhibitted by thioureca, while glicerol have no
effccts on it. Disulfure-binding on DNTB was not broken by ascorbate and Cu’~, used in the same
concentrations which occurs in autooxidation process. Histidine and citrate inhibits both autooxidation
reaction and DNTB-disulfurc binding break. These results suggests that the DNTB-disulfore binding-
break was mediated by Ascorbate/Cu* system-gencrated hyvdroxil free radicals, as well as through a
reduction process or hydrolisis.

Key words: Ascorbic Acid; Copper; Free Radicals; Oxidation-Reduction; Anfioxidants.

INTRODUCCION es sintetizado por €l hombre, por cuyo motivo es im-
prescindible que lo incluya en su dieta (%),
El ascorbato esuna vitamina que se encuentra am-
pliamente distribuida en frutas y verduras ('), pero no Existen diversos estudios que atribuyen al ascorbato
un papel fundamental en las reacciones de hidroxilacion,
como un enérgico agente reductor biolégico y con pa-

Correspondencia: pcles bien definidos en la sintesis de carnitina y

Dra. Luzmila Troncoso. esteroides. 1a absorcién de hierro no hem, la formacién
Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricién. dec coldgeno, la funcién inmune y el metabolismo de
Facultad de Medicina. UN.M.S.M. nucledétidos ciclicos, aminodcidos, colesterol, glucosa
Apartado Postal N* 1546 Lima - Peri. v dcido [6lico (*7).
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El 4cido ascorbico en presencia de trazas de metales
de transiciéon. como el Cu~*. genera radicales hidroxilo
através de un proceso de autooxidacian (%), La presen-
cia de EDTA inhibe esta reaccion. debido a que forma
un complejo con el Cu™ (¥). Cuando ¢l ascorbato sc en-
cuentra en presencia de una concentraciéon micromolar
de Cu®™, incrementa considerablemente la oxidacién de
diversos compuestos bioldgtcamente importantes. tales
como las proteinas (*'), polisacdridos (7) y dcidos
nucleicos (M1,

La lipoperoxidacion es estimutada cuando el dcido
ascarbico se encuentra en presencia de sales de cobre
o hierro. reacceidn que se produce con la formacion de
especies reactivas como son los radicales libres
hidroxilo; pero en contraposicion a ¢llo, el ascorbato
tienc la capacidad de conterir una eficiente proteccién
contra la peroxidacion lipidica ('*1¢) y en ese contexto
pucde restaurar las propiedades antioxidantes de [a
vitaming E oxidada, lo que podria constituirse en una
de las funciones mas impaortantes de esta vitamina ('7).
La tormacion de peréxido de hidrégeno que se obser-
vaen el ojo es muy probable gque se cleve debido a lu
oxidacion no enzimitica del ascorbato (*%).

El efecto que eventualmente puede ejercer el
ascorbato es dependiente de su concentracion. y en lal
sentido puede comportarse como un eficiente
antioxidante o en su defecto actuar como un prooxidante
("*2¢). Cuando las concentraciones de ascorbato se en-
cuentran por cncima de | mmol. actia como un
prooxidante en presencia de metales de transicion, tales
como Fe* y Cu®= (*7).

Esta vitamina ticne la propiedad de reducir los puen-
tes disuliuro de compucestos de origen biolGgico. asi
como de aquellos obtenidos por sintesis. La reduceion
del dcido 5,57 ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB) por
¢l sistema ascorbato/Cu™. se¢ incrementa considerable-
mente en presencia de cisting (%), en cambio. la presen-
cia de superoxido dismultasa o catalasa ocasiond una dis-
minucién considerable de la ruptura del puente disulfuro
del DTNB (%), En ¢l presente trabajo se describe el pro-
ceso cinético de autooxidacion del ascorbato y la pro-
babilidad de que la ruptura de puentes disulfuro se rea-
lice exclusivamenie por accidn de radicales libres,

MATERIAL Y METODOS
Materiales
En ¢l manejo cxperimental se utilizaron dcido 8.5
ditiobis (2-nitrohenzotco) (DTNB) ¢ histidina (Sigma
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Chemical Company). fosfato monopotdsico, glicerol,
citrato. sulfato de cobre (E. Merck Darmstadt). deido
ascarbico y tiourea (Riedel de Haen). Todas las solu-
ciones se prepararon con agua bidestilada en vidrio.

Métodos

Reaccion de autooxidacion

Las soluciones de ascorbato y las de DTNB se pre-
pararon inmediatamente previas a la ¢jecucion de cada
experimento. La autooxidacién del ascorbato se deter-
mind midiendo la dismiinucién de la absorbancia a 265
nm (-*) utilizando para los célculos un coeficiente de
extincién molar de 19 300 M em!, valor que obtuvi-
mos experimentalmente en nuestro laboratorio. El me-
dio de reaccién contenfa. en un volumen final de 3.0
mL. tampo6n fostato de potasio SO mM. pH 8.0, ascorbato
(3.3x 10" M) y concentraciones diversas de Cu u otras
sustancias motivo de experimentacion. La reaceidon se
realizo a temperatura ambiente y se inicid mediante la
adicion del Cu=*. la modilicacion de la absorbancia se
midié en un graticador acoplado a un espectrofotometro
Giltord modelo 240.

Ruptura del enlace disulfuro

El 4cido 5.5" ditiobhis (2-nitrobenzoico) es un compues-
to que por escision de su puente disulfuro libera
tionitrobenzoato que absorbe a 412 nm (79, El medio de
ensayo contenfaen un volumen de 2.0 mLtampadn lostato
de potasio 50 mM. pH 8.0, dcido 5.5 ditiobis (2-
nitrobenzoico) 1 mM vy concentraciones variables de
ascorbato y Cu™. La liberacidn del tionitrobenzoato se
midi6é a 412 nm cn un espectrofotometro Gilford modcelo
240 acoplado a un graficador. y s¢ cuantificd utilizando
un coeficiente de extincion molar de 13 600 M-'em-".

RESULTADOS

El ascorbato es una vitamina que ¢n medio acuoso y
en presencia de oxigeno sufre un proceso de
awooxidacion que es acclerado a pH alcalino por meta-
les de transicion. La autooxidacion del ascorbato se si-
guio midicndo la disminucion de 1z absorbancia a 265
nm en un medio de reaceiéon ajustado a pH 8.0 al que se
le adiciond concentraciones diferentes de Fe~. Co™* o
Cu?*. La autooxidacion del ascorbato en ausencia de los
metales de transicion antes mencionados. fue muy baja.

En la Tabla N° | s¢ obscrva que el ascorbato se
autooxida en presencia de Cn'* en un grado notable-
mente mayor que cuando $e utilizaron los metales Co®*
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o Fe**. los que, en concentraciones dos veces mayores
gue el Cu™, produjeron una muy discreta autooxidacion
del ascorbato.

Tabla N° 1.- Autooxidacion del ascorbato en
presencia de mctales de transicion. *

Metal Concentracion (nm/min)
Cu?* 33.33 pmol 35.17
Co* 66,30 umol 0.83
Fe** 66.30 umol 0.42

* El medio de ensavo comtenia: tampén fosfalo de poiasio 50
mM pH 8.0, ascorbato 33 wM y los metales en las concentra-
ciones indicadas.

El efecto ocasionado por el Cu** se pudo observar al
utilizar concentracioncs de cste metal comprendidas en-
tre 3,33 y 13.4 uM, cste proceso se realiza a través de
una rcaccion de primer orden. Cuando se grafican las
constantes de velocidad de primer orden en funcion de
las concentraciones de Cu?*, se observa gue esta depen-
dencia no ¢s lincal, sino que corresponde a una curva de
naturaleza hiperbdlica, resultado que sugiere una cinética
de saturacion, tal como se muestra en la Fig, N° |, donde
es posible apreciar que el valor mdximo de la concentra-
cién de Cu** que hemos utilizado para calcular la cons-
tante de velocidad corresponde a 0,0134 mM. La
regraticacién de los resultados anteriormente obtenidos
eh doble reciproca permite obtener una recta, 1o que in-
dicarfa que la generacion de radicales libres es saturable
con respecto a la concentracion de Cu*. de lo que tam-
bién se desprende el hecho que durante ¢l proceso de
autooxidacion se forme un complejo intermedio.

Estos resultados se ajustarian a Ja siguiente ecuacion:

1 __Kd 1
Kook IX1 Ok,
donde: )
k* = constante de velocidad observada.

Kd = constante aparente de disociacién del complejo
intermedio.

complejo intermedio.

constante de velocidad de primer orden en la sa-
turacion.

X
kl
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Fig. N° 1.- Efecto de la concentracion de Cu™ sobrce [a
autooxidacién del ascorbato. Medio de reaccion: Tam-
pén fosfato de potasio SO mM pH 8.0, ascorbato 0,033
mM y Cu®* en concentraciones variables.

El valor de la constante de velocidad de primer or-
den en la saturacion es igual a 0,048 scg!' y fue calcula-
da a partir del valor en ¢l intercepto de la regraficacion
en doble reciproca, mientras que la constante aparente
de disociscion corresponde a 4,07 x 10 M.

En el griafico competitivo que se muestra en la Fig.
N°® 2, se observa que la uourca. compuesto que tiene la
propiedad de captar radicales libres, inhibe [a
autooxidacion del ascorbato, proceso gue es lineal en las
condicioncs experimentales descritas, habiéndose calcu-
lado a partlir del mencionado grafico una constante de
proteccidnde 1,75 x 10 M.

La utilizacion del glicerol con el mismo proposito.
permitio observar que la autooxidacién del ascorbato
en presencia de Cu? no sufre alteracidn alguna, tal como
se muestra en la Figura N° 3.
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FFig. N” 2.- Efecto de la tiourea sobre la autooxidacidn
del ascorbato catalizada por el Cu™ Medio de reaccién:
Tampdn fosfato de potasio 50 mM pH 8.0, ascorbalo
0.033 mM y Cu™™ 0.0066 mM vy tiourea cn diferentes
concentraciones.

Cuando sc utilizaron concentraciones de Cu™ 1,34 x
10" M y ascorbato 3.3 x 10 M. que son 1as que se usa-
ron para el proceso de autooxidacidn. no fuc posibte
escindir el puente disulfuro del dcido 3,5° ditiobis (2-
nitrobenzoico) (DTNB): en cambio. si se incrementa la
concentracién de ascorbato a 2,0 mM manteniéndose la
de Cu=*a una concentracion 0,01 mM, la liberacién de
tionitrobenzouto, que ¢s el compuesto que se produce
como consecuencia de la ruptura del puente disul(uro
del DTNB. ocurre a una velocidad de 1,3 pM/min.

Tabla N°2.- Efecto de inhibidores sobre los procesos
de autooxzdacion y ruptura de puentes disulfuro del
DTNB.*

Inhibidor Inhibicion de la Inhibicion de la raptura

(0,5 mmol) autooxidacion de puentes disulfuro
(%) (%)

Histidina 89.02 85.56

Citrato 50.00 53,00

* Las condiciones de ensavo se describen en Mérodos.
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La presencia de histidina o citrato en el medio en que
el ascorbato se autooxida por accion del Cu®, ocasioné
una notable inhibicidn, sicndo mayor el efecto produci-
do por la histidina. Un efecto similar se obtuvo cuando
los compuestos anteriormente mencionados estuvicron
presentes en una concentracion 0.5 mM en el medio donde
se produce la ruptura del puente disulfuro del DTNB por
accién del sistema ascorbato/Cu=.

0,04~
_.Db
2
= 0,02
0 | ] | |
0 3,33 6.66 9.99 1332

Glicerol (M)

Fig. N° 3.- Etecto del glicerol sobre la autooxidacién
del ascorbato catalizada por Cu* Medio de reaccién:
Tampon foslato de potasio SO0 mM pH 8,0, ascorbato
0.033 mM y Cu®™ 0,0066 mM y glicerol en concentra-
ciones variables.

DISCUSION

Diversos estudios sobre la cinética de oxidacion de)
ascorbato catalizada por cobre, permiticron formular
mictalmente un mecanismo que incluye una interaccion
entre el ion ascorbato y ¢l ion cuprico. hecho que lacili-
1a la transterencia interna de un electrén, Elion cuproso
formado es oxidado por el oxigeno molecular. y )a tor-
ma de semiquinona del ascorbato, por el oxigeno y los
iones cupricos (°%).
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La autooxidacion del ascorbato por metales de tran-
sicién ha sido descrita por diversos autores (*7-7%). este
proceso se realiza conjuntamente con fa reduccion del
oxfgena molecular por un electrén y la formacidn de
radicales Hbres hidroxilo (%), Los resultados mostrados
en la Fig. N® 1 sugicren que en este proccso de
autooxidacion s¢ formaria un complejo intermedio que
limitarfa dicha reaccion, [o que estia corroborado porla
regraficacion en doble reciproca.

También se¢ ha mostrado que la oxidacion del
ascorbato se estimula ligeramente en presencia de Fe,
reaccion que muestra un marcado incremento cuando
se adiciona EDTA. y es inhibida en forma muy discreta
por 14 superoxido dismutasa; estas observaciones per-
miten sugerir que el ascorbato es oxidado por el com-
plejo EDTA/Fe**. lo qud estaria acorde con un incre-
mento del patencial rédox del ton {¢rrico cuando forma
complejo con ¢l EDTA (7?). Nuestros resultados son si-
milares a las obscrvaciones descritas anteriormente. con-
fornie se aprecia en la Tabla N 1. La presencia de Fer o
Co™r ocasiond una discreta autooxidacion del ascorbato.
e comparacién con aquella producida por ¢l Cu™,

Siendo el pKa del ascorbato 4.25, significa que a
pH fisioldgico la forma predominante corresponde al
anion ascorbato, compuesto que oxidativamente for-
ma dcido dehidroascorbico, proceso que ocurriria me-
diante la oxidacion reversible con Ja formacion de un
compuesto intermedio de radical ascorbilo (%), Las
propiedades antioxidantes del ascorbato tichen relacion
con la baja reactividad gue tienc el radical semidchidro-
ascorbato (3'97).

El efecto ¢jercido por la tiourea en ¢l sentido de in-
hibir la autooxidacion del ascorbato por ¢l Cu™, proba-
blemente haya sido ocasionado por la propicdad que te-
ne este compuesto para ligarse a metales (°%), también
existe la posibilidad de que la tiourca reaccione con ¢l
peréxido de hidrégeno que se forma en Ja seccuencia de
reacciones gue se produce durante la autooxidacion del
ascorbato, aunque no debe descartarse la alta atinidad
que tiene la tiourea por ¢l ion cuproso, cuya oxidacion
permite la generacion de radicales hidroxilo (#*), resul-
tado que cs similar a la inhibicién ¢jercida por este com-
puesto sobre la hidroxilacion del salicilato por accién
del ascorbato, Cu™y perdxido de hidrégeno. El grafico
de competicion lineal mostrado por la tiourca, sugiere
que este conmpuesto compite con el ascorbato en el pro-
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ceso antes descrito. en cambio el glicerol no ejerci6 efec-
to alguno, pero si fue capdaz de inhibir considerablemente
la ruptura del enlace disulfuro del DTNB (*4),

La modificacion sclectiva de un residuo de histidina
de 1a angiotensina 1, se produce en condiciones en las
cuales el ascorbato reacciona con cantidades cataliticas
de Cu™. El daio oxidativo gue dicho sistema ocasiona al
péptido se realiza especiticamente en ta posicion C-2 del
anillo ymidazdlico del residuo de histidina del péptido.
Nuestros resultados tienen cierta correlacion con los an-
reriormente deseritos. ya que la presencia de histidina en
cl medio de reaccidn de avtooxidacién produce una no-
table inhibicion del proceso. Tanto el ascorbato como el
Cu™* y la histidina son compuestos que normalmente se
encucntran cnlos alimentos y en las ¢élulas del organis-
mo ().

No ha sido posible encontrar evidencias de l1a for-
muacion de) radical superoxido durante el proceso de
autooxidacion del ascorbato. Ya accion inhibitoria mos-
trada por Ja superdxido dismutasa era probablemente
debida at efecto de Ta moléeuda proteica de la enzima, y
no a la remocion del radical superdxido (°9).

Ciertos autores han indicado que la ruptura del puente
disulfuro del DTNB por ¢l sistema ascorbato/Cu™ se
reatiza exclusivamente por accion de los radicales [i-
bres hidroxilo (*). ya que en presencia de catalasa o
manttol s¢ produce una notable inhibicion. El hecho que
la ruptura del puente disuliuro del dcido 5,5 ditiobis
(2-nitrobenzoico) no ocurra en las mismas condiciones
experimentales en que se autooxida el ascorbato, per-
mite sugerir que dicha escision se produce no solamen-
te por efecto de los radicales libres generados por el
sistema ascorbato/Cu®, sino que debe operar otro me-
canismo ¢n forma paralela. tal como la reduccién o la
hidrdlisis: to que también estaria sustentado por ¢l efecto
inhibitorio quc cjerce el glicerol sobre Ja ruptura del
cnluce disulfuro del DTNB. asi como por el hecho de
no afectar en forma alguna ta autooxidacién del
ascorbato.
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