
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

COI EGIODECIE:-.:CIAS Y HUMANIDADES 

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS 
PROFESIONAL Y DE POSGRADO 

" LIPASA: ESTUDIOS SOBRE SU SINTESIS EN 

Pe11icillium candidum" 

TES IS 

Que para obtener el grado de 

MAESTRA EN BIOTECNOLOGIA 

Presenta 

MARIA DE LOS ANGELES DIAZ ALTAMIRANO 

México, D.F. 1992 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



Lipasa: Estudios sobre su sintesis en Penicillium candidum 

RfSLll'lE'·J 

SE- Gt-~n,,...011¿\ron LL1ltlveos de e._~~~-~-LUJ..~ f.~~q_.:1-9.~!!'.! en L1n 

medio for1T1ulaco c.cr. glucosa 11·'·'• Cdsam1ric·.;c1cos tlj.1. sales 
v1tarr.1nos 1f·lew10 ú 1. ¡r,cut:·andclc.s ¿. :9oC J. 101~• r-pm. 

coricentr<:tr-c1n mL1r:-stras de c._=tldü cJe 
cult1~0 en ese medio suplementa~o 

termpntac1or1 de ~6 

con 1:1.:% de aceite de 
oli~a. Los resultados obtenidos a partir oe la electroforesis con 
SOS y s·_i gel replica sug1t:-r-eri que~ S..:"'.ln•,j1dum e...:cr-eta solamente 
una 11p.~sC1 al meo10. Er, otras p3labras, se sugiere que~ cc;.nd1-

~ ne· posee l'=:Gt::-n~1rnas 11pol1t1c¿;s. El µese· molecular de esa 

11pasa se e~t1~10 en ~5.(1,)(1 Daltone~. 

E:aJo 12'!:-- c.c.·na1c1orie= op trtJ.bc..Jo L1t1l1zricas. resuJto conve-

nJ.ente pr-ecr-eccr i:;l lnCiLL(lc de~~?-'::!-º-!_~ tm1cel10 en glicerol 
al 3C•%1 hasta que llegara a t0~c e~ponenc1al cara d1sm1nu1r el 
tiempo ce 'fer,11t.:.•r1t¿1c1on. 

Con e~te ~rc1nDCL1lo s~ probo ~1 efecto de diversos aceites 
vegetales al 1:i.:~ sobre la oroducc1on de l1pasa. Los resultados 
indican QL·e los ar~1tes de g~r~s~l =e c~rlo1no eJerc1eron un 
efe::to pos1t1vo s::ibre la. sirite<::.1s de la er·,~íma. Este efecto fue 
cL1ant1tc1tlvan1e;>nte semeJante al obser, .. ciao con aceite de oliva. Pc.r 
el contrario. el ~f~cto eJerc1co por aceite de soya fue s1gn1f1-
cativamente nier~or. 

Poi- otrb r1arte. se ~stablec10 QL1e Ja formac1or1 oe 11pasa 
su excrec1on ~l rr1ed10. res0ond10 a la pr-es~nc1a de aceite de 
ol1va en el m1s.rr.o. pero la cantidad oe en::1ma producida ria fue 
proporcional ~ }~ ~oncer1trac1or1 de aceite ac1c1onada en un inter­
valo de concentrcic:1Dn ae t:i.,y= aJ ::'~·~. E-.eier imentos en los qLJe se 
adiciono CJclohe~1m1da ¿1 los cultivos a diferentes tiempos de 
fermentacion. demostraron CL•e se reqL1i~re sintes1s de proteinas 
de ~ par-a QL1e aparezca en: ima en el medio. como respuesta a la 
presencia de¡ aceite de oliva. Este comoortamiento pL1ede ser 
explicado en terminas del fenomeno regulator10 denominado induc­
cion. Fu~ c:o·~1-fic1c:-.te:- i.:ur1 (•.(>.2/. de aceite de oliva en el medio 
para ind1..1c1r l~ sintes1s de la 11pasa. 

La tr1oleína al (1.:% presento tan1b1en un eiecto positivo 
sobre la sintes1s de l 1pasa en ~ cc.nd1durr .. Tal efecto fue de 
igual magn1tL1d qL1e el eJerc1do por aceite de oliva. Esto sugiere 
que Ja trioleina es el componente del aceite de oliva re$ponsable 
del fcnomeno oe J.nducc:.1on. Cabe la pos1bilidad de qL1e el oleato 
sea tamo1en agente inductor de la enzima, pL1esto que resulto en 
el mismo efecto. aunqL1e con menor grado. 
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Se; probc5 

reacc1on t?ll 
tr-ipalmitJn;i, 
glicerol no son 

el electo ce- diversos c;:,l1stra'!:~~ µr CJOLIC tos de 

Ir Jeste¿11-1na, 

es tl-rt,. ¿.,to,. pcilm1,_.=tto, c~pr1]dtü, bL1t1rato 
2tgentes indl1Ctar-E'S d& l~ en~1ma. Los i0ne5 ole~-

to, este~ratc. ~alm1tato bL1t1r~to tctrroo~o eJerc1eror1 eiecto 
negativo :.c1bre la s.int~$l'=- de 11oasa er·i CL1lt1-..·o'='= oe.~ ~---..!.._ cand1aum 
SLlPlernentaoos cor1 ace-1te de ol1v~. En meo10 suplen1(-:"ntado con 
aceite de o11v~ 1•>.:'"..1, el tween 8(J 1 1:1.:.:,·,.J E>JE:'rc10 ur1a importan­
te ~cc1on pos1t1vo sobre la concentrac1on ae 11pasa e-cretada. 

Se probaron ai~ersas rwentes ae carbono, sust1tuye~ao la 
glucosa del 1~1ed10 D '=-1..1Plementaao con ,_,.::·.de aceite de ol1va. El 
citrato resulto rr1eJor tue~te ce carbono qL1e la glucosa, ya que ~n 
med10 suplement~do cor·· ~cel~G ~~ oliva 8e~m1t10 el crec1m1ento 
del n11croorgan1smo y ur1~ alt6 a:t1v1dao especifica de 11pasa. Los 
cultivos de~ ~~-~.SU·~ con glicerol. aceta.to • .-ilos¿¡. o lactosa 
como fL1ent~ oe c~rtionc. SL1fr1eron Lln efecto negativo sobre la 
sintes15 de 11pasa~ El gl1cerol a ELI vez eJerc10 un efect~ pO$l­
t1vo sobre el crec1m1entD. 
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l N 1 R o D u e e J o N 

La tiiotec:-.o!c.yin r1ace pos1bl~, c-i t,..·aves oe la apl1cac1on integral 
de los conoc1m1entos y tecn1cas oe la b1oqL1lm1ca, n11crob1olcg1a, 
genet1ca e ingen1eria QL1im1ca, el logro de ber1ef1c1os oe t1po tecno­
logico, a traves oe las prop1eoaces y capac1aades de m1croorgan1smos 

...... " y cultivos cE>lL1lar&s (StraL1Ch, 1987,i. 

ActL1almente e~1sten mL1lt1ples aJternat1~·as b1otecnolog1cas r-ele-
vantes para la prodL1cc1011 de eni1mas. En toco el ffiL1r1do, este tipo oe 
compuestos na adqL11r1do L1r1a in1portanc1a especial. ~ara darse una idea 
ce ello~ basta comentar QL1e eJ v~lor de su prodLiCCJOn mtlnd1al en 1990 
se es~1ma en 1,500 millones ce dolares lCottle, 1957J. 

Un gran numero ce m1croorgan1smos son capaces dP L1til1~ar gr~sas 

y ace1tes como iuer1te de carbono para SLl crec1miento. Las en21mas 
respons~Dles de la hidrol1sJs de tales li~i1dos previa a SL& 01gest1on 
son las lipasas (glicerol ~ster h1dr0Jasas, E.C. 3.l.l.3J, qL1e 
catalizan la hidroJ1s1s de tr:acilglJc~roJ~s a ~c1dos grasos libres, 
mono- y d1ac1l-gl1cer-oles y gl1c~roJ. 

Aunque las lipasas pueoen ya ~er or~·d•_1c1Ll~s G~ cu~tivos microbia­
nos, )' su~ prop1eoadPs t1an sic~ estLidiadas durante var1os a~os, 

comparadas con las proteasas y carboh1drasas, las lipasas e~tracelu­

lares tuvieron muy poca apl1cac1on incustr1al en el pasado (Macrae, 
1983). Sin emoargo, actualmente, las 11pasas m1crao1anas comerciales 
se usan en el proceso ae elaboración de productos ldcteos y otros 
p~oductos al1rnentic1os, y las 11pa5as m1crob1anas producidas en el 
seno de algunos alimentos son importantes ~ara desarrollar su sabor y 
hacer-Jos apetitosos. 

Las lipasas microbianas se han ut1l1zaoo en detergentes, 
productos farmaceL1t1cos, cosmet1cos, curtido de pieles, produccion de 
acidos a1if~t1cos, y en el tratam¡ento de desechos industriales y 
domest1cos (Seit~. 1974). Los rabr-icantes o1recen enzimas J1pol1ticas 
en terma de polvo o en pasta, libre de otras en2imas tTL1eme, 1988J, 
y algL1nas veces m1croencapsuladas, para apJicac1ones esoec1~1es 

(Seltz, 1974). 

Es relevante menc1011ar que las lipasas no solo hldrolizan tr1gli­
cer1dos: los investigadores, tanto en el sector acaaern1co como en el 
industrial, han encontrado que manipulando las condic1ones ae reac­
cion, estas enzimas pueden catalizar diversas reacciones potencial­
mente lucr-atívas, por- eJemplo, s1ntes1s de péptidos, pr-cducc1on de 
biosurfactantes, 1nterest~rificac1on, transesterificacion, síntesis 
de ésteres y resolucion de mezclas racémicas para producir compuestos 
ópticamente activos (G1llis, 1988¡. 

Por otra parte, es b1en sabido que para producir enzimas micro­
bianas de una manera rentable se acude normalmente a algun microor­
gan1smo scbr-eproductor, y el caso de las lipasas no es Ja excepcion. 
El conocimiento de los mecanismos que regulan la produccion de la 
enzima ayuda a disehar- técnicas que permitan sobrepr-oducir-Ja. 



Este es el conte~to en el que se t1b1ca nt1est~c tr~bdJü ue inves­
t1g~c!Cn: coriocer Jos mecanismos reguJator1os con e! f¡~ d~ saoer 
como scib .... epr::=-..clr la en:¡ma, y as•1 ser capaces de d1sef.nar un 
proceso de prodL1cc1on rentable. 

Por Jo e~presado, esta lnvest1gac1on 
los me can 1 smas que emplea Pe.!2_!.S..l..111 um 
sintes1s de su lipasa. 

t1ene como obJet1vo conocer 
cand1dum para regular la 

Los mecanismos por mec10 de los CL1ales Jos m1croorgan1smos 
regulan la s1ntes1s de SLis en:1m~s son muy variados; por ello, en 
este trab6jo nos concretamos a determinar s1 se e~cretan isoen2imas 
al caldo de fe1-mentac1on, s1 la en21ma es const1tL1t1va o indt1c1ble y, 
por ultimo, el efecto qL1e procuce sobre Ja sintes1s ce Ja enzima la 
presencia de diversas it1entes de carbono en el medio. 

Era necesario determinar s1 el mlcroorgan1smo de trabajo excreta 
o no isoenzlmas, porqL1e estas tlenen normalmente diferentes oropie­
dades y ~plicac1ones. La dc~erm1n~cion se real120 mediante electro­
foresis utilizando un gel réplica con sustrato para iaentificar la 
banda proteinlca activa. Los ObJetivos restantes se alcanzaron 
med1ante la produccion de la enz1ma por fe~rr.c~tacion SL1merglda, con 
la adic1on d~ 01versos efPctores al med10 y posterior anaJisis de las 
muestras tomadas per1ód1camente. 

La importancia de estudios fundamentales como este es grande, 
dado que son el cimiento sobre el que se apoya la investigacion 
aplicada. El presente trabaJO contribuye de algun modo a la 
resolucion oe un problema concreto: la carencia ce informac1on bas1ca, 
la cual es necesar1a para oesarrollar proyectos tendientes a proOuCÁr 
a escala industrial en21n1as que actualmente México importa. 

Pese a las limitaciones de tiempo e infraestructura enfrentadas, 
pretendemos que este trabaJo sirva como antecedente y oe pie a otros 
proyectos, de modo que, sumando esfuerzos, a mediano plazot nuestro 
pais sea autosuficiente en cuanto a la producc1on oe lipasas se 
refl.ere. 

2 



2.- GENERALIDADES SOBRE LIPASAS 

~as lip~sa~ 1c.L. 3.j.l.3J [91J~Jl-62-l] son car~ox1l~sterasas que 
h1drol1zan gl1cer1dos presentes en en1L1ls1on acL1Dsa (Gerhartz, 1990) 
(f1gL1ra l). Esta de11n1c1on e~cluye a las enzimas que dCtl1an sobre 
esteres soJLtbles en agua testerasasJ y a aquellas que h1droli2an 
preierencialmente otro tipo de lip1dos (ac1J-n1drolasas). Sin 
embargo, es tan1b1en realidad qL1e l~s 11pasas 
tipos de reacciones, algunas de las cuales son 

pL1eden realizar otros 
de interes industrial. 

LIPOLISJS CATALIZADA FOR LIPASAS NO ESPECIFICAS: 

o 
// 

CH OCR CH OH 

1 

2 

1 

2 
o 
/1 LJPASA 

RCDCH 3RCOOH + HOCH 
1 ---? 

1 
o 
11 

(.H OCR CH OH 
2 2 

TRIACIL- ACJDO GLICEROL 
GLICEROL GRASO 

LIBRE 

LJPOLISIS CATALIZADA POR LIPASAS ESPECIFJCAS-1,3: 

o 

o 
11 

CH OCR 

1 2 

11 
RCOCH 

LIPASA 

CH OCR 
2 

o 

TRIACIL­
GLJCEROL 

CH OH 

1 2 
o 1 

RCOCH + RCOOH 

CH OCR 
2 11 

o 

1,2(2,3) DI­
ACIL GLICEROL 

LIPASA 

CH OH 

o 1 2 
11 

RCOCH + 2RCOOH 

CH OH 
2 

2-MONO ACIL­
GL JCEROL 

FIGURA l. Especificidad posicional de las lipasas microbianas 
(Macrae, 19B3). 
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lnicialmente las enzimas 11pol1t1cas 1ntroduc.3Cas 
mL1nd1al er~rl l1pasas pregastr1cas de ternera o dP ca~r·ero. E! s~bor 

generado ¡:.cr- J.-:.s m1smc1s es el caracterist1co oe los quesos t1po 
italiano, oeb1co a la producc1on de ~c1dos grasos de cadena corta 
tales como el butir-1cc, capr-1co, capril1co y capro.ico. Es preciso 
recalcar que el saoor generado ~epende del perfil de ac1aos grasos 
presentes en el prooucto, resultado a su ve~ oe la espec1t1c1dad y 
forma de corte de la enzima que se emplea. S1n embargo, la proaucc1on 
de enzimas a partir de animales presenta con frecuencia problemas de 
d1spon1b1l1dad y de maneJo, además ae que se requiere de importantes 
e~tens1ones de terreno y mano de obra para su producc1on. En este 
sentida, la ut1l12ac1on de m1croorgan1smos ofrece muchos atractivos 
ya qL1e Sl• obtenc1ón puede llevarse a cabo en espacios reducidos y en 
cond1ciones controlAda~. Ad~mas present~n Ja pos1b1l1dad de meJorarse 
er. cuanto a sus rend1m1entos por !.'er susceptibles de man1riulac1on 
genetica y ambiental <Faith et tl_,_, 1971). 

La literatura contiene muchos repGrtes de microorganismos con 
act1v1dad lipolltíca, prc.>sentes en ei; sue10, la leche bronca o el 
qc1eso, por ejemplo !S2taJer tltl• 1988>; algunos de ellos se citan 
en la l~Dla J. Es relevante sehalar la variedad de patrones de corte 
que se pueden encontrar entre las liric:isas ce :::r1;e;-; 111ic.roo1ano. Tal 
caracterist1ca incrementa y d1versif1ca las pos1b1l1dades de aplica­
c1on de las m1smas. Por eJemplo, las 11pasas de Aspergi_.!..l!-!.2. n1qer o 
de Penicill1um rogL1eiort1 pueden L1t1Ji2arse para mod1f1car el sabor 
de la grasa bL1tir1ca e impartir sabor a mantequilla, mientras que las 
de Mucor !!!lehei PL1eden usarse para dar sabor a queso. En la prepara­
c1on de concentrados de sabor a QL1eso Cheadar se utilizan en21mas 
provenientt-s de 8...2...Eerg~ 2..E·, aunque para la elaborac1on de quesos 
tipo italiano tamb1en se emplean algunas cepas de '1· rn1ehe1 (Mosko­
wit~ et ª-.L.,_, 1977;. 

TABLA l . Microorganismos productores de lipasas. 

BACTERJAS 

Chromobacter lioolvt1cum 
Alcaligenes faecalis 
8acillus ~ 
ª-· mycoides 
ª-· subtilis 
Corynebacterium acnes 
Chromobacterium v1scosum 
Leptospira pomona 
Mv coba e ter ium 

freudenreichiti 
ti_. nacreaceust 
t!_. phlei 
PseL10omonas aeruginosa 
E.• i 1 uorescens 
E.• fragii 
Serratia ~· 

HONGOS 

A~perg~Jlus TJavus 
B_. lipolyticum 
B_. niger 
Fusarium oxysporum 
Geotr1chum cand1dun1 
Humicula lanuginosa 
Mucor .Japonicus 
t!._,_ lipolyticus 
Penicillium candidum 
E_. cyclopium 
E_. rogueforti 
Rhizopus arhi2us 
B_. del emar 
B_. chinensis 
B.· Ja pon i cum 
Mucar miehe1 

LEVADURAS 

Candida cilindracea 
~· Q.e.!:_alypolitica 
~ §..e_,_ 
Sporobolomyces §.Q.:.. 
Toru lo psi s 2.Q.,_ 

Trichosporon 2.JL.. 

Fuente: Sztajer et tl· (1988), Orozco, M.E et i!.l..:.. (1989) y Espinoza 
E. (1990). 
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El volumen de ventas en el mercado mundial ce enz1~1as en 1985 fue 
de bú(J millones de dolares y, en solo cinco anos, ascend10 a 1.5 
bill~~E$, es decir, un ~5~):~ t~1gL1ra 2~. ~ !~ pñ~, el mprrAdo de las 
!1pasas c .... ece a un r'"ltmo muv ñlto: rironost1cos indicaron Que 1a 

proporc1on de 11pasas en el mercado mundial de enzimas suo10 del 3 al 
lOi. (~1lara. 1985¡ G1ll1s, 1988). 

Este fenomeno puede explicarse por varias razones: 
1) Estas enzimas son vers~t1les 1Macrae, 1989). SL1S diversos usos 

se eJempl1t1can en la tabla~. 
2) En la indL1str1a al1mentar1a especii1camente, los productos 

11pol1zados utilizados corno saborizantes han tenido amplia acep­
tac1on, debido en gran parte a su origen natural (tabla ~,. lArnolo 
tl tl·· 1974). 

3) El su~,t1tuto de grasa de cacao obtenido por inte~ ester1f1-
cac1on a partir de aceite de palma y acido estear1co o lr1estear1na 
resulta de alta calidad y muy b~Jo costo (tabla 4). Cabe mencionar 
que la f1~ma conSL1ltora de adrr11n1strac1ón s~rategic Technologies 
lnternational (5Tl; l1undelein, lLJ afirma que en la industria de 
grasas y aceites, el uso de lipasas para hidrolizar tr1gliceridos y 
prep5rar grasa ~e cocoa encontrara amplio uso en los prox1mos a~os, 

lo que involucrara sumas del orden de 40 millones de dolares en los 
Estasdos Unidos. (Para 1989 en aquel pais el mercado correspondiente 
a apl1cac1ones de en:1m~s s2 cst1~~ nM 266 millones de dOlares). 
(Chemicalweek, 1988). 

4) El uso de lipasas en solventes no acuosos abre una perspectiva 
halague~a. debido a que se modifica la estab1l 1dad y selectividad de 
la en~1ma, a la par que se evitan problemas de solubilidad de algunos 
sustratos (Macrae, 1989). 

Fara concluir, es oportuno comentar que en marzo de 1988 se lanzo 
al mercado un detergente que contiene l1pasa producida por un hongo 
trataao con tecnologia de ONA recombinante para producir la enzima 
( G i l 1 s, 1989 ) . 
TABLA 2. Usos de las lipasas reportados en patentes. 

Clarificación de lodos. Alemania, 1979. 
* Sust1tucion de grasa de cocea. Japon, 1980. * Remoción de manchas textiles. Alemania, 1982. 
* Limpieza de lentes de contacto. Australia. 1983.•~ * Elaboración de saborizante can sabor a queso y potenciador 

de sabor a partir del suero de la leche. E.U.A., 1983. * Elim1nacion de caspa y comezon, en tónico para el 
cabello. Japon, 1983.** * Eliminacion de manchas de grasa (detergente). Japon, 1983. 
Desgrasado y aeodorizado de productos a base de proteina de 
pescado. URSS, 1984. 
Preparación de arroz sin previo lavado. Japón, 1985. * Tratamiento de desordenes intestinales. Francia, 1985. 

* Limpieza de instrumental medico previa a la esterilización. 
URRS, 1985. 

*Crema limpiadora para el cutis. E.U.A., 1985. 
* Manufactura de saborizante con sabor a tabaco a partir de hojas 

de tabaco de mala calidad. Japon, 1986. 

••= La patente especifica que la lipasa es de origen microbiano. 
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DISTRIBUCION DE ENZIMAS INDUSTRIALES 
EN EL MERCADO MUNDIAL 

PRQTEASAS\, / 
52 % ''-~~~ 

u:;.$ f.oo HILL(lf JE.S 
( 19;35) 

QTPAS 

· LIF'ASAS 

~-j 1C·% 

'-., / 

"-,~' 

PRC·TE A.SA.S 50% 
5C1 

US$ 1.5 81L!_C:ir J\::S 
;:'?9C•1 

Flg. 2. Proporción en el mercado de loa diversos tipos de enzlmae de apllcaclón Industrial. 
H6teee el algnlflcallvo aumento tanto en el volumen mundial de ventee como en re 

proporción de llpaeas de 1985 a 1990. (Qodfrey, 1983; Kllara, 1985; Cottle, 1987). 



TABLA 3 . Alimentos que contienen productos lipol12ados como sabori­
zantes (Arnold, 1974), 

-------------------------····-·------- --------

P~n1f1c~cJOr1 y cereales: 
--, Mezclas para pasteles y galletas 

Formulas para esponJado 
--., Mezclas para pastele~. de queso 

) 

--
.... .) 

_..) 

_./ 

Mezclas para panque 

Conf1teria: 
Leche con sabor a chocolate 
Centros SL1aves sabor a crema 
Cn1closos 

Lácteos: 
Aderezos sabor a qL1eso 
Sustitutos de crema para café 

Productos m1scel~neos: 
Margarin3s 
Aceites para palomitas de maiz 
Salsas 
Botanas 
Sopas 

TABLA 4. Compos1cion de ácidos grasos y d1stribucion de triacilgli­
ceroles del sustituto de grasa de cocoa producido por 1nterester1ti­
cac1on con lipa~a de Mucor m1ehe1. (Macrae, 1989). 

ComposiciOn de Acidos Grasos ('l.) 

16:0 18:0 18: l 18:2 Otros 

Grasa de Total 26 34 33 3 4 
cacao posiciones l '3 40 50 5 4 

pos1cion 2 2 3 89 6 trazas 

Fraccion media Total 57 6 32 3 2 
de aceite posiciones 1,3 81 9 8 l l 
de palma pos1c1on 2 10 l 81 8 trazas 

ProdL1cto Total 39 24 31 3 3 
in ter- posiciones 1,3 54 36 6 l 3 
esterif icado posicion 2 9 1 82 8 trazas 
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3.- A N TE C E DEN T E 5 

3.1 Proyecto gl~8al 

El 
tiene 
tungal 

proyecto de grupo del que el presente proyecto forma 
por obJeto la apl1cac1on de en~1mas 11pol1t1cas de 

para el desarrollo de productos lacteos Jipolizados a 

parte, 
origen 
partir 

ce grasa butir1ca, cFema y queso, dest1naaos a usarse como saoor1-
zantes. En L1na primera etap~ se lle~o a cabo Ja eJecc1on ce m1croor­
ganismos con alto potencial de apjicacion 1Tinoco, 1988). Con el 
actual trabaJO se exploran fenómenos regulator1os que inciden en la 
producc1on de la enzima, con el l1n de 01sehar estrategias tena1entes 
a mejorar genet1camente al microorgan1smo que la s1ntet1za. 

Paralelamente, otros invpst1gadores se encargan de establecer y 
opt1m1~ar las conoic1ones de prod~cc1on de 11pasas, con el 11n de 
tener un sistema que produzca cantidades suficiente~ para otras fases 
del proyecto, asi mismo para fundamentar el posterior escalamiento. 

Asim1sn10. se planea estL1diar los par~metros que puedan incidir en 
la modif1cac16n de los diversos sustratos !acteas. 

3.2 Seleccion del modelo bioiog1co 

Algunas caracteristicas deseables para el microorganismo productor 
son: 

al Alta actividad Jipolitica, para conseguir altos rendimientos y 
abatir costos. 

bl BaJa actividad proteolit1ca, para prevenir la hidrolisis de la 
enzima en el ca.ldo. por una parte., y por otra, para evitar la 
generac1on de sabores amargos en el producto final por generac1on de 
péptidos de baJo peso molecular. 

e) Patrón de liberac1on de ac1dos grasos adecuados, para que el 
sabor generado al Jipolizar el prodL1cto sea agradable. 

En la tabla 5 se enlistan las actividades enzimaticas mostradas 
por las cepas probada<:;. L.:t -?i.ct1vid~d lipol1l.ic.d ae P. cano1oum 
resulto ser la mayor, y su actividad lipolitica relativamente baJa 
(Rivera Mul'loz tl 'ª1_, 1991). 

En cuanto a las propiedades organolépticas de ~lgun sustrato 
l~cteo modificado enz1mat1camente con estas lipasas, cabe decir que 
la crema de leche de vaca modificada con Ja enzima de E.,_ candidum 
ocupo un lugar pr~terencial en Jos paneles realizados. Los paneles de 
descr1pcion de sabor revelaron que el producto sabia a mantequilla o 
a queso, dependiendo del tiempo de contacto entre la enzima y el 
sustrato (Tinoco, 1989). 

Es claro, pues, el por que de utilizar a P. candidum como modelo 
biológico en el presente estudio • 
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TABLA 5. Actividad l1polit1ca y proteolit1ca en 
f1lamentosos PvalL:ados. Los 'bLI'::>tratDS L1t1.l izados 

los 
en 

hongos 
las 

deter-minac1ones de act1v1dad enzir-'ldt:.ca 't· .... ei-o•. lrJbt1t1rJnct al 8°/, 
amor t1guador de succ1natos ú.02f"l pH b.0 y caseina al 2i. 
amort1guaaor de fosfatos (i,211 pH 7.2. Los f1ltraaos enz1maticos 
obtuvieron despues de 6 di as de ¡ncuoac1on en un sistema 
fermentac1on sem1sol1aa a ~9oC. El coef1c1ente de var1ac1on en 
ensayos en sistema de fermentac10n en estaco solido no fue mayor 
4'l. (R1vera-Mulio' ~ tl•, 1991). 

M 1CROORGAN1 5~10 

Asperg1llus n1ger 
Geot r le hum ~~~nd !_dL1m { 1 J 
Geotr1chum fand1dL~ (2) 

Een1c1ll1L1m camemberti1 
Penic1lJ1um candldLlm 
Pen1c1lliL1m chrysogenum 
UAM l :-'842 
Penic1Jlium cnrvg1qenum 
NRRL 1851 
Pen1cill1L1m case1colum 
Pen1 e i 11 ium 9-L~ 
Pen1cill1L1m rogLteforti 
CNRZ ~ 
Pen1c1llium roqL1efort1 
Penicill1um c._c::i_q~1_g_!_orti Mila~ 

Rhizopus arrh1zus 
Rh12opus delemar CDBB H313 

ACTJVIDA[> 
Ll POL 111 CA 

CULtml J 

2.8 
1 ,'4 
l . 1 

25.l 
24.6 
36.6 

7.4 

14.0 
14.ú 

8 .1 

5.1 
e.o 
1. 7 
O.o 
l. 7 

3.3 La regulac16n de la sintesis. Generalidades. 

ACl!VJDAD 
PROTEOLlTICA 

CU/mi¡ 

5.5 
o.o 

16. (l 
16.6 
13.2 
12.6 

48.ú 

27.5 
12.7 
5.5 

6.6 
35.9 
32.0 
2.8 
4.4 

en 
en 
se 
de 

los 
al 

Se sabe que una regulacion en2imat1ca apropiada asegura que en un 
tiempo dado, la celula forme *unicamente las enzimas necesarias, en 
concentraciones adecuadas y que, una v~= producidds, se moaulen 
tambien sus act1v1oades. 

En los s1sterr1as m1crobianos se han caracter12ado diversos me­
canismos que desempelian un papel fundamental en la regulac1on del me­
tabolismo general (tabla 61 (Sánche2 y Farres, 1987) pueden clasifi­
carse en dos grupos: aquellos qL1e afectan la concentracion de enzimas 
(1nduccion, retrorrepres1on y represion catabol1ca) y aquellos que 
afectan la actividad de las mismas (retro1nhibic10n). 
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Dado que no hay reportado en b1bl1ogra11a material reterente a la 
regulac1on oe sintes1s de l1pAsa~, por Mnora nos l1m~tamcs a h3=e~ wn 
breve corr1entar10 sobre algL1nos mecan1sn1os regulator1os car~cter1~ados 
en rt11c:r-c.t:..irgi:l.nl~mo'=' de d1versos tipos. 

Le. ir1oucc1on consJste en el a1...1n1ento especii1co oe la c.oncentr-ac1on 

oe una enzima como re~puestci a la presencia de una sustancie. qu1m1ca 
determinada 1 inductor· J. Generalmente el inductor es un sustrato del 
sistema en:1mat1co, aunqL.e en a1gunos casos pueoe ser el producto de 
reaccion. Cabe menc1oriar q1...1e con frecuencia e~1sten analogos qulm1cos 
relac1onaoos con el 1nouctor QL1e estimulan tamo1en lci s1ntes1s de la 
enzima (inauctores gratu1tosJ. 

Lci represi6n catabólica aescr1be el comportam1ento de L1na celula 
cuando~ tenlendo en func1onamlent~ Ja maqulnar1a enz1mat1ca para 
asimilar una fuente ae carbono dada, se le proporciona una fuente de 
carbona ad1c1onal, cuya ut1l1zac10n es m~s tacil. La celula suspende, 
es decir, repr1me la sintesis de las enzimas necesarias para utili­
zar la fLlente oe carbono mas compleJa, y canaliza sus energias hacia 
la asim1lac1on de la m~s sencilla. 

TABLA b. Mecan1sn1os r~gl1lator1os de! mctabsl1smo gener~l tS~ncnez y 
Farres, 19871. 

Act1vac1on 
Inactivacion catabolica 
Inducción 
Inhibición por producto 
Modulación catabolica 
Permeat°'il1dad 
RegL1lac1on por carga energetica 
RegL1lac1on por en21mas 
RegL1lacion oe v1as crL1Zadas 
Regulación de la síntesis de RNA por aminoacidos 
Represión catabólica 
Represión nitrogenada 
RepreslC.111 µor proauct.o 
RepresiOn transitoria 

La retrorrepresión puede definirse como la inhibicion 
sintesis de una o varias enzimas de una via metabolica. como 
ta a la presencia del producto final de b1osintesis o de un 
del mismo {correpresor) en concentraciones importantes. 

en la 
respues­
der i vado 

RetroinhibiciOn. En este mecanismo regulatorio, el producto final 
de una secuencia bioquímica inhibe la actividad de una de las pri­
meras enzimas involL1cradas en la misma. Es importante destacar que el 
inhibidor no reqL1iere parecerse al sustrato en tama~o. carga o forma, 
y que se une a la enzima en un sitio f isico diferente al del sustrato 
natural. La union del inhibidor al sitio regulatorio provoca un 
cambio en la estructura tridimensional de la enzima, lo cual impide 
que el sustrato pueda combinarse con la misma (efecto aloster1co). 
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Los microorganismos han aesarrollado 01ve~sas estrategias que les 
permiten regular ef1c1entemente la formación de met~bol1tos p~1~ario5 

en via• metabolicas ramificadas !tabla 7J. Un caso representativo de 
este eJemplo est~ dddO por las aes formas moJecL1lares oe la s1ntetasa 
de heptulosonato-7-fosfato Pn Saccnaromyces cerev1s1ae. primer paso 
en la b1osintes1s de los am1noac1oos aromatices. Los am1no~c1aos 

tiros1na y fen1lalanina respectivamente retro1nh1ben d1cnas activi­
dades tSanche: y Farrés, 1487). 

TABLA 7.- Tipos de retro1n~11b1c1on para la oiosintes1s de metabolitos 
pr1mar1os en vi as ram1f1cadas 1Sanchez y Farres, 1987J . 

Acumulat1va 
Compensator1a 
Cooperat1va 

Concertada o mult1valente 
Por tsoenz1mas 
Secúenc1al 

3.4.- Regulacion en Penic1ll1um cand1d~ 

En la bibl1ografia rev1saaa no se encontro informac1on soore la 
regulación de la sintes1s de 11pasas en este m1croorganismo a nivel 
bioquimico n1 a n1vel moJecL1Jar. Lo que se encuentra es el resultado 
de algL1nos experimentos explorator1os real izados con E_. ~Jdum, E· 
camemberti. ~· caseicolum y alguros otros hongos t1lamentasos. 

Por eJemplo, en CL1anto a la influencia de factores r1utric1onales 
o cond1c1ones de cultivo sobre .a prooucc1on de l1oasa ~n P. candi­
dum. ¡.._ornacni et ª1_. 1198(1 J demuestran que la cant1oac oe enzima 
proaucida, asi como la proporc10~ 11pasa:proteasa puede ser controla­
da, en gran medid~. por el tipo ae med10 y las condicior1~s de culti­
~o. Asimismo, informa qL1e la prod~1cc1on de lipasas es mayor en culti­
vo sol1da que en sumergido. 

Por- otr-a parte, Ste-paniak et §j_.(1980) indican que el nivel de 
proC1uc::1or, 2r1trt- Ct::'Pd y cepa ae t:...:__ fli!lQ_~!.fil varia hasta en un croen 
de magnitud, y qL1e la actividad encontrada en el caldo es s1gn1fica­
tivame-nte mayor que la local1zada en el micelio. 

Saad et ~l· (1990) suplementan el medio con 1/. de aceite de maíz 
para cull1var a E.,_ caseicolum, SztaJer tl tl• (1988) con 1/. de tribu­
t1rina para Pen1c1llium §E_:_, mientras que Lamberet y Lemoir- (1976) 
cultivan a E.,_ camembe-rl1 sin más grasa que la conten1da en el 
e~tracto de levadura (5olomons, 1969) con que se suplemento el medio. 

En la tabla 8 se muestran algunos elementos estimulantes o 
depresores de la producción de lipasas en algunos hongos filamento­
sos. Pudiera parecer contr~dictorio que el aceite de oliva en algunos 
casos estimula la produccion de lipasas. como en el de B_:_ chinens1s 
(Nakash1ma et~·• 1988), mientras que en otros Ja deprima, como es 
el de E.,_ rogueforti (Eithenahl ler, 1980). Pero es muy normal que no 
se observe un patron de comportam1ento general. 
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TABLA 6.- Elementos estimulantes o depresores en la produccion de 
lipasas en hongos 1ilamentosos (Esoinosa, 1990). 

Microorganismo 

Penicillium rogueforti 

E.,_ candidum 

E.,_ chrysogenum 

Asperqillus wentii 

Geotrichum candidum 

Rhizopus nigricans 

B.:_ ol igosporus 

R. chinensis 

Estimulantes 

Peptona, 
extracto de 
levadura 

Glucosa, 
peptona y 
oxigeno 

Gluco~a, 

peptona y 
oxigeno 

Glucosa, 
manito!, 
harina de 
soya y 
peptona 

Sacarosa, 
nitrato de 
amonio 

Peptona, 
sales de 
magnesio y 
potasio 

Glucosa, 
galactosa y 
peptona 

Tweens, 
harina de 
soya 

Acido oleico, 
aceite de 
oliva 

12 

Repr1Psores 

Aceite da 
maiz y olivo, 
lac:tosa, 
glucosa 

Fructosa, 
aceitas, 
tributirina, 
grasa 
bu ti rica 

Aceites y 
magnesio 

Oxigeno 

Glucosa 

Ref 11rencia 

Eitenahller 
tl !..!..· 1970 

Kornacki 
et tl• 1980 

Chander 
et tl• 1981 

Chander 
il tl· 1980 

Pal 
tl tl· 1978 

Arends 
tl tl· 1986 

Chander 
et tl• 1981 

Na has 
1988 

Nakashima 
et tl• 1968 



Los resl1ltados c1tacos son L1t1les ~n una medida muy 11m1taaa, ya 
que, si bien ind1can algunos f~ctores QL1e aL1mentar1 o d1sm1nL1ven la 
prciC1ucc1cri. ;,.:,te.:..:=. L,ut' r10 io nacen, se 11m1tan a .indicar la especie 
OL1im1crt o +act:.• ... ,,:,.::~~i.'•·tni f·'L•L'rl!JD y et re.>sultaao fl.r1dl, evitando 
cualqu¡er comentar.ic~ dcerca del mecanismo por el cuctJ el tenomeno 
detectado se real1~a. 

3.5 ComentC1r1os sobre las posibles isoen~1rnas e~tracelLtlares y la 

(Liando se estudia la regL1lac10n de Ja sintes1s de una enz.ima 
CllalqL11era, se c:H?be d1spcner de Liria metodologia analítica que permita 
cuantificarla sin interferencias importantes. Por supuesto, se debe 
tener certe~a de que solo se mide la act1v1dad de una enzima a la 
ve;:, y as1, poder e·stat)lecer corr·elac1ories val1d.;1s e-ntre lia cant.ldaO 

de er·:1ma presente lrefleJo de la reguJac1on de la sintes1s de la 
misma; las cond1c1ones de produccíon. 

El caso del present~ proyecte. por tanto. requiere de una metodo­
logia analitica con tales cual1danes. ~sl pues, os neces~r1a saoer si 
Pen1c1ll1um ~-~q__!__Q_~....'.!!. produce ·varias lipasas -como Hh1z.2.Q_us 9elemar. 
oue produce tres lTahoun y 1-d1, 1986). o Pen1cillium rogueforti, que 
produce dos (Menassa y Lambaret. 1982.J- o s1 pr-oduce soto una. como 
Pe,...,1-::.:..1111.....,":", fO•T1emlst:'.....C....U. \Huoerger et tl•, 1985} y Pen1c!J.......!.....um caseico­
~ tLambe~et y Leno1r, 1976). Ver tabla o. 

E5 oportuno sehalar que Samson y colabor~dores t1977) aboraan el 
tema de taxonom1a de las especies Pen1cill1L1m procedentes de quesos 
fermentadc•s, 
un s1non1mo 
morfolog1cas. 

l leg .. '=ln a la conclusión de que ~ ~-~1colum 5ain1er es 
de ~ ca_membert.1 Thom. en base a sus caracterist.icas 
~rgumentar1 QL1e la deJ1mJtac1on ce especies basada 

~nicamente en d11e~enc1as eri co¡on1a es conr1able, y remiten a 
estudios de a~tiv1aad~s en=1mat1cas. F1naln1er1te. recomiendan ut1l1zar 
el nombre ma~. antiguo: P. ~_9..§'_C.....'t.!. Tt1cm. Saad (19'7'0). quien estudio 
la 11pasa de~ ca~_1co!um, menciona a E....:..... cand~ como sineon1mo en 
su publicacion. 

Asimismo, Pitt (1979), en su l1Dro sobre El Genero Pen1cill1um, 
asegura que hablar de E'.....:... camPmhPr~1 .. ~ c.J·:.l:!icclo, r·. Ldna.ioum, ~ 
b.tforme, ~ rogeri, ~ album, P. ep1stein1i y de t..:_ paecilomycetorme 
es haolar ael mismo m1croorga1,1smo, y explica las razones historicas 
por las que se dio la var1eaad de namores. 

Pese a esto, en el presente trabaJO , se e~ploro la posible 
presencia o ausencia de 1soenz1mas lipolit1cas en los caldos de fer­
mentacion de E....:_ candi~um. Aur.aao al recurso de la electroforesis 
discontinua en geles de poliacrilamida, cabe menc1onar otro cuyo uso 
recientemente ha resuelto problemas en el campo ce la enzimologia: el 
de la impresión de bandas proteicas sobre un gel Ce sustrato 
(Hofelmann !'U_ tl·, 1983; t<.ouker y Jaeger, 1987). Ambas tecnicas 
fueron empleadas para el an~lisis de f1ltracos ce E_,_ candiCum. 
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TABLA 9 • - CARACTERISTICAS O?: ALGUflAS LIPllSAS MICROBIANAS 

MICROORGANISMO NCllEl'lCLAnJRA PESO MOLECULAR pR OPTIMO 
. 

TEllPERA'l'tmll ltE1"ZllZllCDI 
[DAL TCllES) Ol'TII"-

•e 

AapVig.iÍ.tJJJ lligVt I 
Jl ººº 5·6 .. ·· 

Hofeltl'lann ~t al., 19C5 
II .,e· 

1'I. ººº 5-5 

Rlú.zopuA dd.-t A' 76 000 Tahoan y Ali, 1986 
CBS 327.47 a• 

60 ººº c• 
45 ººº 

Pen.ú:.ill1mn .t.Jqut.6011.tl A 6.0 40 PMn•ssa •¡ Ld..'?lberet 
B 4.5 J5 l9S2 

.... Rodoto.'W.la. ;!(Lim'1r.tJ.t. I 172 ªºº 4.0 45-55 Pfuderhwa r.t 11(., 19~; .. C!lS-5804 II 21 4CO 1.0 45-55 

CartdJ.ci<z d<6o.t""1JI.\ I 201 oca 7 .o 40-50 !"rud•rhva U:. CU:. ,l'J~G 
CBS-2071 

P~ cycl.op.Wm 
.I a.o 
II 5. o Ok:u:nurd "-t. ~t.t. ,lry':!o 

III 110 ººº 6.0 40 IsobP- Pt a.l., .:.~rn 

!/w:o.t bfpclitiCLLI F1 JO 000 ~éerhwft, .~t .1e, 1985 
Fz 59 oco 
r, 200 OOG 

Rhüo¡::u.i p.i.úi:iar.tJ.t. I 25 ººº PIUderhwa c.t .il., F·C :: 
I! 176 OCIJ 

flW!licDln. !anug.i.MH. No. 3 A J9 000 1.0 45 Ibrahi:n ¿t 1:f.., ¡')q 

Pvt.i.c.i.ll.úmt camei.&<!-'ttl A 24 ººº 9.0-9.5 J5 Auber;er .zt .tl.,19SJ 

Peir.iW.lWm ctu.W.ClJ.Jm A 24 000 B.S-9.6 J5-40 Lamberet- -~ r.-rioir, l'J7""J 

Modificado d¿ Riv"'t"3 Mu1\oz. T.;sis -:n Pí'O•:-:so. 



4, O 8 J E T l V O S 

4,1 OOJetivo general: 

Elucidar algunos mecanismos de regulacion de sintesis 
Jipasa proouc1da por E_,_ ~no~. 

de una 

4.2 OOJet1vos particulares: 

l.- Determinar s1 el m1croorgan~sn10 prodL1ce una o varias enzimas 
lioolit1cas que sean activas a pH = 6.(1. Si son varias, montar una 
técnica para determinar actividad a solo una de ellas. 

2.- Determinar si la 11pasa en CL1est1on es una enzima constitutiva 
o induc1ble. 

3.- Si Ja Jipasa es inducible: 

aJ Determinar que agentes quim1cos la inducen. 

b) Determinar la concentracian de agente inductor necesaria para 
que se produzca la enzima. 

4.- Determinar si existe algün efecto regulatorio 
diversos productos de reaccion sobre la sintesis de 
e~ludio. En caso, caracterizar dicho efecto. 

ejercido 
la enzima 

por 
en 

5.- Determinar si existe algun etecto regu!atorio ejercido por Ja 
fuente de carbono sobre Ja sintes1s de Ja enzima en estudio. En su 
caso, caracterizar tal efecto. 
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o. M A 1 E R l A L 
b.l.- M1craorgan1smo 

y METOD05 

Para el desarrollo del presente trabaJo se utilizo una cepa de Peni­
cill1um candidurn procedente de los laboratorios G. Roger \77260 La 
Ferté SDL1S JoL1arre, FranceJ. La cepa se conservo en forma de esporas 
en placas con PDA y en forma de micelio lpellets) en tubos con solu­
ción al 30% de glicerol y U.1% de~ HPD pH = 7.0. 

2 4 

o.2.- Producc1on de inoculo 

Un m1lil1tro de l1na SL1spens1on de esporas de una densidad opt1ca 
de 0.6 a 540 nrn, leida en un espectrofotornetro Bausch & Lomb Spec­
tron1 c 21, se transf1r10 a matraces 'Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de 
medio "O" de crec1miento (Celerin y Fergus, 1971) suplementado con 1% 
de casarrunoac1aos l tabla 10). Se incubo a 29oC con una ag1tac1on de 
16(1 rpm. OL1rante 4 o 5 oias, tiempo en el CL1al se formaron pellets 
con un 01cimetro aproximado del mm ltal tamaho evito posteriores 
d1f1cL1ltades al mL1Pst~ear>. Se centr1t~go, lavó con soluc1on salina 
isoton1ca dos veces, y resusoend10 en soluc1on de glicerol contarme 
se indico arriba. Se almaceno a 15oC DaJO cero. 

6.3.- Condiciones de cultivo 

Todas las fermentaciones se realizaron en Ltna incL1Dadora New 
Brunswic~ Psycrotherm a 29oC, agitando a 160 rpm. El medio utilizado 
fue el Medio ''D' de crecimiento~ suplementado. segun se ino1ca en su 
caso, con (1.2% oe aceite de oliva u otro efector de prueba. Este 
medio tue selecc1onaoo porque. ademas Cle ser adecuado para el creci­
miento del m1croorgan1smo en estud10, carece de fuentes de caroono o 
nitrogeno compleJas, a diferencia oe otros metooos reportaoos para 
producir lipasas !tabla 9) por lo que pudo ser utili:ado corno meoio 
basal para un estudio regulaLor10. Las condiciones de tempera~ura, pH 
y ag1tac1on fueron establecidas para este m1croorgansmo oor Rivera 
Mu~oz (tesis en proceso;, y el tiempo de fermentacion se estableciO 
en base a los resultados e~per1mentales generados en este trabajo. 

TABLA 10. COMPOSJCJON DEL MEDIO "O" 

Glucosa 
Casam1noac1dos 
Nitrato de potasio 
Fosfato de potasio rnonoácido 
Sulfato de magnesio 
Elementos traza Cml) 

gil 

10.0 
10.0 
2. (1 

1.0 
0.5 
1.0 

Solución de elementos traza: sulfato de zinc (439.9 mg/lJ, 
nitrato de fierro (11) ¡723.5 rng/l), sulfato de manganeso 
(203.0 mg/l). 



~. 

c.4.- i'-luestrea 

En la;, 
produce ion. 
sin filtrar 

fermentaciones en que se deseaba cor1ocer la c1net1ca oe 
se muestrearon 3 ml del cultivo cada 24 horas. La muestra 
se almaceno a l~oC baJo cero. 

En las fermentaciones a tiempo flJO, solo se tomaron muestras al 
princip10 t final de la iermentacion. 

Nota: 
El error 1nnerente a la operacion de muestreo d1sm1nL1ye s1gn1f 1-

cativamente al aumentar la e-dad del cultivo. por ser entonces mci.s 
fac1l el tomar una muestra representativa del total. 

El coei1c1ente de var1ac10n para cultivos JOvenes y ae edaa 
intermedia 11-4 dia;,, 1-7 mg/ml) es de 13-14%. Para cultivos muy 
crecidos (7 d!as, l(l mg/m)J~ el coeric1ente de ~ar1ac1on d1sminuye a 
6'l,, 

o.5.- Metodos Analiticos 

6.5.l.- CRECIMIENTO 

En papeles filtro Whatman 540, prev1~mente secados y pesados, se 
filtra el caloo de fermentaci.on pal""a sepa,.-ar- el micelio. Poster10,.-­
mente se ;,ecan durante 24 horas a bOoC y se pesan. El crecimiento se 
expresa como mg de biomasa/ml de caldo de fermentaciOn. 

6.5.1.1.- Secado en el horno de microondas 

Cuando hay poca 01omasa \3-b mgJ el secaoo en el horno de micro­
ondas la intens1dao ma~ima durar1te 3 minutosJ es tan eficiente como 
el secaoo un horno convencional (a oOoC124h), con la ventaJa de ser 
mucha m~s re~!dD. 

Cuando nay mucha biomasa ( 15-2(1 mg J, el secado en el horno de 
microondas es menos efectivo que el secado a 60oC/24h. El err"'or es 
posit1vo, del orden de 4 a bX, debido a que parte de la humedad no se 
elimina por completo. 

s~ recomienda, por lo tanto, no usar"' el secado con microondas 
como metodo o~ rutina para procesar"' las muestra~ de una fermentacion. 
Sin embargo, cuando es necesario disponer rap1damente del dato de 
crecimiento, se pueae r"'ecurrir a las microondas, teniendo presente el 
error inherente al metodo. Posterorrnente, si se ve conveniente, para 
tener el dato exacto, se puede terminar de ;,ecar a 60oCl24h. 

6,5.l.2 OperaciOn de pesada 

La balanza analitica utilizada fue una Sartorius 2432. El coefi­
ciente de variacion asociado a la operacion ~ ~ es ligeramente 
menor a 1 2i~. 
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La enzima presente en el caldo de fermentac1an se pone en con­
tacto con su sustrato \tr1but1r1naJ emuls1f1cado en un amortiguador a 

..... , 37oC (Hofelmanr litl·• 1985>. Por accion de la en=1ma, se l1oera 
acido out1r1co al mea10, lo que ocasiona un camo10 perceptible en el 

_,, pH del mismo. T~1 cambio es mon1toreado por la lectur-a per-1001ca del 
pH durante un minuto, tiempo en el cual el metodo e~h1De 11near1dad 

1 de respuesta. 

Reactivos:. 

Amortiguador de succinatos 0.02M. Pesar 0.23b2 g de ~c1do succin-
1co. Disolver en 8(l ml de agl1a. AJustar pH a 6.0 cor' solL1c1on concen­
~rada ce NaOH. Aforar a 1(11_1 ml. ReaJustar pH s1 es necesario. 

Tributirina. Grado JJ 195'l. de pureza¡, marca Sigma. 

Procedimiento: 

En un ba~o de agua a 37oC colocado sobre una plancha de ag1tac1on 
~agnetica, colocar un tL1bo de ensayo con l.(> ml de tr1but1r1na y 12.5 
~l de a~ortigu~Cor. Jr)lrooucir Ltna carra ae ag1tac1on magnet1ca de 
0.5 cm. Despues de un minuto de agitaciOn vigorosa agregar a la 
emuls10n formada ú.5 ml del caldo de fermentacion Cuja actividad se 
desea conocer. Hacer meaic1on del pH del sistema. Tomar lectura 
nuevamente a Jos 20, 40 y b(1 segundos de reacci~n. 

Ccdculo: 

Sustituir los valores de pH inicial y 11nal en 16 eCL1acian que se 
muestra, para saber la act1v1dad de l1pasa (UL: nL1mera de m1cromales 
Oe ácido butirico liberaaos a partir de tributirina durante un minuto 
por accion de Ja enzima presente en 1.0 mi de filtrado bajo las 
conoic1ones de reaccionJ. 

Con los valores intermedios de pH se puede verificar si la enzima 
se encuentra en velocidad in1c1al, al graficar o hacer un~ regres10n 
lineal con los micromoles liberados (calculados con la ecuacion¡ y el 
tiempo. 

(2) (pH final - pH inicial) 
LU --------------------------------------------------

-3 
(-7.408::'>1 X 10 ) ( pH inicial) o.o:?.83442 

La producción lipolitica volumetrica se expresa como unidades de 
lipasa (LU), es decir, la cantidad de producto de reacción Cumoles 
de ácido butirico) liberados por 1 ml de muestra en 1 minuto. La 
producción lipolitica especifica se calcula dividiendo la producción 
lipolitica voJumetrica (LUl entre el crecimiento correspondiente a 
esa muestra (mg biomasa/mll y, s• pued• •xpr•••r como umol d• Acido 
butirico/mg biomasa/minuto o, de manera abreviada, como LU/mg. 

-~ Notas: (1) Se utilizó un potenciómetro Beckman modelo 3500. 
(2) La validación Oel metodo y Ja deducción de Ja fórmula se 

muestran en el anexo l. 

_.) 19 



-, 

ó.~.3 DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE BRADFORD 

El azul de Coomass1e trOJD en soluc1on acuosa ac1da' al combi­
narse con las protelnas presentes en la muestra, forma un compleJO de 
color azLtl intenso, CL1yo max1mo de absorcanc1a se presenta a los 595 
nm. La intensidad del color se determina espectroiotametr1camente, ya 
que es proporc1onal a la concentrac1on de proteina (810-Rad, 1989¡. 

Reactivos: 

SoluciOn d• r•activo d• Bradford 1comerc1almente disponible, 
Bio-Rad Prote1n Assay Oye Reagent Concentrate). Contiene azul de 
Coomass1e G-2~0. etanol, ~c1~0 fosfOr1co y agua. 

Proced1miento (810-Rad, 1989J: 

Preparar varias d1soluci0nes estandard de proteína que contengan 
de l a 25 ug1ml. 

Desarrollar una curva estandard cada vez que se lleve a cabo el 
ensayo. 

Colocar 800 ~l de los estandares y muestras diluidas 
adecuadamente en tubos de ensayo limpios y secos. 

Agregar 200 ~l de reactivo colorante. 

Agitar en vortex, evitando la formacion e~ces1va oe espuma, o por 
1nvers1on varias veces. 

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos o, como 
una hora. 

má~1mo, 

Calibrar a O de absorbancia el espectrofotómetro con el blanco de 
la curva de calibrac1on. 51 resulta imposible, dada la colorac1on del 
reactivo ~se, calibre a O con agua. 

Medir densidad optica a 595 nm. 

Graficar O.O. vs. concentración de los estándares. 

Interpolar los valores de concentrac1on de las muestras a 
de los valores de D.O. 

partir 

La linearidad de la respuesta esta demostrada en el rango de O a 
25 ~g/ml. 

Comentarios: 

El metodo de Bradford es sencillo, rápido, reproducible y 
confiable. Los resultados obtenidos por este metodo correlacionan 
bien con los resultados obtenidos por SD5-PAGE. No se recomienda usar 
el metodo de Lowry (1951) para procesar estas muestras dado que 
algunos componentes del caldo causan una interferencia positiva del 
500 al 600%. 
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ó.~.4.- SOS-PA~E <Electro1ore1i1 •n ;•l d• pol1acr1lam1da ~e~ ded~= 
cilsul1ato de socio) 

Las prote1nas migran a traves de una red inerte tgel ae pol1acr1-
dam1daJ al sorneter~e a L1n campo eJectr1co. 

El gel de pol1acr1oam1da se forma por copol1mer12ac1on ce acr1la-
mica y 
grupo 
liores 

b1sacr1lam1oa. La reacc1cn es ae pol1mer1zac1on por ad1c10n de 
v1n1lo y se 1n1c1a por un sistema de generac1on ae radicales 
(persultato oe amonio1TEMED1 . 

Por efecto del SOS tun detergente¡, la relacion 
todas las proteinas presentes es constante, de moco que 
oe cada una de ellas es función de su peso molecular. 

carga1masa de 
la migracion 

La separac1on e~ e11c1ente cuando la diferencia entre Jos pesos 
moleculares proteinicos es lo suf ic1entemente granee, y Ja 
concentraciOn de acr1lam1da en el gel es adecuada al intervalo de 
pesos moleculares QL1e se maneJa en la corrida. 

Una vez realizada la corrida, el gel se t1ne con algL1na 
sustancia que al reacc1D~ar con las proteínas de lugar a un 
compuesto \1 1s1bl2. D~ est~ m0do, las oanaas de proteina se detectan 
fac1lmente y se puede realizar la meo1c10n Oe la m1grac1on. 

Tomando como punto de referencia la m1gracion en el gel de 
varias proteinas de peso molecular conoc100 se determina con 
e~actitud aceptaDle ei peso molecular de las proteínas presentes en 
la muestra problema lPharmac1a, 1984). Un2 curva estdndaro de este 
tipo se muestra en la figura 5. 

6.S.4.l. Precipitacion de la •nzima 

Debido a que el calao ce iermentacion en el qL1e se encuentra la 
enzima contiene grasas y sales en concentracion importante, asi como 
muchos metabol1tos oe diversa naturaleza qulmica, para poder obtener 
resultados claros en la electrofores1s es necesario someterlo a un 
proceso oe purificacion parcial. 

A la ve2 que se eliminan sustancias indeseables, 
las proteinas con acetona (Okeke y Gugnan1, 1989¡, 
interés se concentra tanto como sea necesario. 

al precipitar 
la enzima de 

El tratamiento es suave y, dado que se realiza a temperaturas 
inferiores a los OoC, la en=ima no pierde su capacioad h10rolitica. 
Esto permite detectar la activiOaO lipollticacon la ayuoa oe un gel 
con sustrato, una vez realizada la separación electroforetica. 

Procedimiento: 

Enfriar acetona en un ba"o Oe hielo seco y acetona. Por ejemplo, 
colocar un matraz Erlenmeyer de 125 ml con aproximadamente 80 mi de 
acetona dentro de un vaso oe precipitados Oe bOO ml que contenga una 
mezcla de bióxido de carbono solido maceraoo y acetona. 
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Colocar la mL1estra de caldo con en71m~ acti\·a {!5 o 20 n1l aproM1-
madan1enteJ en otro matraz Erlenmeyer del mismo volu~e~, y enfr~arla 

e~ e! mlsn10 oAno, e~·1tando QLI~ be congele. 

Llen~r L&na OL1reta cor1 la acetona helada, y ahad1r el solvente 
gota a gota a la muestra, con ag1tac1on constante. Mantener trio, s1n 
congelar. 

SLispender 
lo menos el 

la ad1c1on CL1ando el volumen de solvente 
triple oel volumen oe caloo utili:ado. 

atíadioo sea 
por 

Repartir la SL1spens1on de proteina en tubos para 
centrifugar a 70(J(l rpm durante 10 minutos. Decantar. 

c:entri iL1ga y 

Resuspender en SO o ~ i:io u J de agL1a • 

Determinar proteina por el método de 8raoiord 18io-Rad, 1989), 

Comentarios: 

Para ilustrar con un ejemplo la eficiencia de Ja concentracion, 
es oportuno comentar que a partir de caldos ccn co~centracion ce 
prote1na 1nter1or a 0.1 ~g/~l se obtienen concentraoos con 2~g/~l. 

Dicho en otras paiabras. el factor de concentrac1on es, al menos, de 
20, o hasta de 30 veces. 

Con la mL1estra asi concentrada, es f~c1l detectar la 
ac:tiv1dao lipolitica en el gel de sustrato. 

banda oe 

Sin embargo, cuanoo se t1~e el gel de poliac:r1Jam1da con azul de 
Ccomas1e~ es conveniente real12ar Ltn paso más de pur1f1cac1on. Este 
consiste sencillamente en centrifugar la suspension proteinica 
obten1oa. Tanto el nue~o prec1p1taao como el soorenaoante exhiben 
act1v1dad 11politica, lo que muestra que la separacion de la enzima 
no es completa. Sin embargo, la iracc1on soluble muestra un patron de 
bandas mas claro y limpio que el precipitado. 

6.5.4.2.- Preparación d~l g2l. 

Reactivos: 

Todos los reactivos Ceben ser grado electroforesis. Los utilizados 
fueron marca 8io-Rad. 

Solución A1 Acrilamida 30'l. 1 bisacrilamida 0.8'l.. Pesar 49.5 g de 
acrilamida y l.32 g. de bisac:r1lamida. Disolver en agua, completar a 
ló5 ml y filtrar a través de membrana mill1pore oe 0.45 um. 

Solución B~ Amortiguador resolvedor o inferior. Tris l.5 M, 
Pesar 18.7 g, Tr1s(hidroximet1l )aminometano. A~acir 4 mi 
SDS al 10%, disolver en 80 ml de agua. Ajustar pH a 8.8 
concentrado. Completar a 100 ml con agua. 

Solucion C1 Amorti;uador conc•ntr&dor o •up•rior, Tris l.5 
0.4%. Pesar ó.Oó g Tris, atíadir 4 ml de stock de SOS al lO'l., 
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en 80 mi de agua. AJustar pH a b.8. Completar a 100 ml con agua. 

SoluciOn D: Amortiguador d• corrid•. Tris (i.(1~~ ~. ql1c1na (1.19 M. 
0.1% SOS. Pesar 1.52 g tris. 7.21 g. glicina y ahadir 5 mi de solu­
cion stock de SOS al 10%. Disolver en 450 ml de agua. AJustar pH a 
8.6 con soluc1on de NaOH al 10%. AJL1star volL1men a 50(1 ml. con agL1a. 

Solución E: Amortiguador de muestra. Mezclar 1.25 ml. de 
concentrador con 1(1(1 ~l de SOS al l(J~~. 1 ml de glicerol 
azul de bromoienol al ~1.(15%. 51 se desea dmort1gL1ador de 
para cond1c1ones redL1c·oras. a~ad1r ademas 5% (500 ul > 

mercapto-etanol. Ahad1r ~gL1a hasta un volumen total de
1 

l(J 

amortigL1ador 
y 400 ~l de 

muestra 
de 2-

ml. 

SoluciOn F: Persul1ato de amonio al 10%. Disolver 
agua. Debe prepararse el dia en QL1e se Ltsa. 

5u mg en 500 ~l de 

TEMED: N, N, N , N -Tetra-metilen-etilen-d1amina. 

~1t de marcadores de baJo peso molecular 810-Rad. 

Proced1m1ento para preparar el gel: 

gel 12.5% gel 4% 

Solucion A l.66 mi 0.3 mi 
Solución B 1.0 mi 
Solucion e 0.63 mi 
agua 1.33 ml 1.54 mi 
TEMED ~ ~ 

~l 2.5 ~l J•-' 

SoluciOn F 12.5 ~l l~.5 ~l 

Montar cámara de electroforesis para hacer el gel. 

En un matraz k1tasato, mezclar los reactivos en la proproc1on 
indicaoa para el gel interior !12.5%). El TEMED y el persultato se 
a~aoen en otro mamen~o. AQ1tar con L1n~ bRrra maanetica y a vacio 
durante 7 minutos, para desgasif icar y evitar que el oxigeno disuelto 
haga lenta la reaccion. 

Una vez desgasificada la mezcla, ahaoir el TEMED y el persulfato. 
Verter en Ja cámara con pipeta Pasteur. A~adir unas gotas de agua 
sobre la mezcla para asegurar bordes uniformes. DeJar reposar aproxi­
madamente 10 minutos a temperatura ambiente para que gelifique. 

Repetir el procedimiento para el gel superior (4%¡, teniendo 
presente que se cebe retirar el agua de encima del gel inferior antes 
de ahadir el superior. Una vez ahadido, colocar el peine para hacer 
carriles en los que se colocará la muestra. DeJar gelificar. Retirar 
el peine, enjuagar con agua destilada y vaciar los carriles con tiras 
de papel 1iltro o una Jeringa con aguja. 
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b.5.4,3.- PreparaciOn de las muestras. 

En tL10o~ Ep~~ndorf, colocar el volLimen de mL!estr~ QL1e coi-responde 
a la cant1oad de ~rct~1r1a nccesdr1a. Esta se determina en base al 
numero oe banda$ esperadas. cons1der~ndo qL1e para detectar con azul de 
Coomass1e una banda D1en en~ocada se requJeren de J a 2 ~g, y para 
detectarla con plata se requieren (1.S ug. En el caso ~e nuestras 
muestras, se obtienen buenos resultaaos a~l1cando entre :t; t 4(1 ~g ce 
proteina1carr1l. Es conven1ente mantener un11orme el conten100 de 
pro~eina en todos los carriles de una corr1oa daca. 

A~ad1r volumen igLtaJ de amort1gL1aoor de muestra, s1 el volumen oe 
esta es SL1per1or a 2() ~l, o completar a ~(1 ~l s1 es menor. Es deseable 
que en una corrida la cantidad de amortiguador sea semeJante en todos 
los carriles. 

En caso de que el amortig~ador oe 
etanol (conoiciones reCL1ctorasJ. incubar 
ebullicion durante 8 minutos. 

corrida contenga 2-mercapto 
las mL1estras a temperatura de 

6.5.4.4,- Electroforesis (CAmara Prote•n-Il, Bio-Rad). 

El voltaJe qL1e se Lisa es 10(1 V m1er1 tras ~orren las muestras por el 
gel suppr1or y ~~iv v mientras lo hacen por el inferior. 

Para geles oe 7 cm de longituo y 0.75 mm de 
tiene una durac1on aprox1mada de l hora. CL1ando la 
poliacrilam1da es la descrita. al voltaJe indicado. 

6.5.4.5.- TinciOn del gel con azul de Coomassie 

espesor.la corrida 
concentracion de 

El metano! desnaturaliza las proteinas y las fija al gel. El azul 
oe Coomass1e en medio oe acido forma un compleJo intensamente colorea­
do con las proteinas. Finalmente. los lavados con ac100 acet1co reti­
ran el colorante no comb1naoo que hacia penetraoo el gel. 

Reactivos: 

SoluciOn de azul de Coomassie: 
Azul de Coomass1e R-250 
Metanol 
Ac1do acet1co 
agua, c.b.p. 

SoluciOn para deste~ir: 
Acido acético 
agua c.b.p. 

Procedimiento: 

0.5 
91.0 
20.0 

200.0 

50.0 
500.0 

g (0.25%1 
ml (45.5%¡ 
ml (9.2-10%) 
ml 

ml 110%) 
ml 

Sumergir el gel en la solucion azul. Incubar sobre plancha rotato­
ria con agitacion lenta durante JO o 15 minutos a temperatura am­
biente. 

Deste~ir el fondo azul (para se vean que las bandas 
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prote1n1cas> sumergiendo el gel te~1do en la solLtci~n ~c1da. Agitar. 

Descartar la solucion L1na vez Que se sature~ y ad1=1c~ar solLtCJOn 

nL1eva. Si se des~a mayor rap1de:, calentar aproximadamente a 80oC. 

6.5.4.6.- Cálculo de peso molecular 

Una ve: teh1cas las bandas. meo1r con una regla corriente la 
distancia total recorr1da por el frente en el gel resolvedor. 
As1m1smo, medir la d1stanc1a recorrida por cada una de las bandas, 
tanto del carril de marcadores de peso molecular como de los carriles 
de muestras problema. 

Calcular el cociente distacia recorrida/distancia total para 
banda ( Rf ) . 

cada 

Construir una gr~i1ca con la informacion procedente del carril de 
los marcadores de peso molecular. 'En el eJe de las oroenadas, con 
escala logaritm1ca, el peso molecular reportado para los marcadores 
LJtll12ados: en el de la:. abc1sas. con escala lineiil. e·l Ri. lnterpolar 
el peso molecular de las proteinas desconoc1das e~ base a Slt Rf. (Cir. 
figura 5J. 

Si no 
regresion 
report.ado, 
desaoos. 

se desea construir Ja graf1ca descrita, pL1ede hacerse L1na 
lineal entre el Rf y el Jogar1tmo del peso molecular­

e igt1almente interpolar los valores de peso molecular 

6.~.~.- IDENTIFICACION DE LAS BANDAS DE LIPASA ACTIVA POR MEDIO DEL 
GEL REPLICA 

"fa que se oesea sacer cual ce la$ candas ce proteina contenidas en un 
gel ce pol1acr1lamiaa corresponoe a la lipasa, se prepara un gel ae 
agarosa QLle contiene El sustrato de Ja en=ima emulsif1cado en SL1 seno. 

Ambos geles se ponen en contacto y se d~ tiempo para que la enzima 
act.ue. 

El ac~ite dE Oi!va ubicaao cerca de Ja enzima es h1droli2ado, por 
lo qL1e se rompe la emuls10n en esa zona del gel de agarosa y cambia su 
apariencia, oscureciendose el color (Samad et i!..L·• 1989). A Ja par-, 
los acidos grasos liberados reaccionan con la rooam1na presente en el 
gel de agarosa, danoo lugar a un con1puesto que exhibe una clara 
fluorescencia baJO luz ultravioleta (KOuker and Jaeger, 1987). 

Asi, al conocer la ubicación de la banda fluorescente en el gel de 
agarosa, se puede identificar la correspondiente banda de J1pasa en el 
gel de poliacrilamida (Hofelmann et i!..L·• 1983). 

6.5.5.1.- Preparación del gel de agarosa con sustrato 

Ya que baJo las condiciones que se maneJan en este trabaJo Ja 
enzima actüa perceptiolemente en amortiguador oe succinatos pH 6.0 
sobre aceite de oliva ¡cfr. seccion 6.5.2J, se optó por utilizar tales 
compuestos oe forma rutinaria. 
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La agarosa 1L1nde en caliente, por lo que se pueoe mezclar con la 
emL1ls1on de r0d~~1na en ~cs1te ~&tab1J1zaoa con tr1ton. 

Al e1-iirJarse la mezcla. la agarosa gel1f1ca con la rooam1n6 
ace1te emL1ls1f1cado er1 SL1 seno. 

y el 

,.,'"'\ Reactivos: 

Solucion saturada de rodamina. Pesar 0.05g oe rodam1na oG 1Sigma). 
D1solver en 81: 1 mJ. oe agua. AJustar pi-i a 6.(> con soluc1on concentrada 

., de NaOH. ~1orar a lUO mi. ReaJustar el pH Sl es necesario. Filtrar a 
traves de papel Whatman ~4u para eliminar Ja rocam1na no disuelta. 

Aceite de oliva. Comest1ble 1H1Jos de vbarra, S.A.), 

Triton X-100, 1S1gmal. 

Agarosa. Grado elertrofores1s 1B10-RadJ. 

Procedim1E<nto: 

Pesar b(J mg ce agarosa. ~had1r 4 ml 
hasta d1soluc1on c0rr1ple~a. 

de dmortiguador. Ci-tlentar 

Colocar 4 mi de soluc1on de rodamina en un tubo de homogenizador de 
pis ti lo. Anaa1r 200 1-'l de ac1 te de o! 1vc. y 40 J·¡J de tri ton. 
Homogen12ar. Calentar a 40oC. 

Mezclar amoas solL1c1ones y agitar en vorteH. Verter con una pipeta 
Pasteur la mezcla entre Jos cristales de Ja camara de electroforesis. 
(La pipeta Pasteur oeoe cal1entarse previamente, para evitar oue lo 
mezcla con agarosa gel1f1que aentro de ella¡, 

Almacenar a 4oC para acelerar la gel1f1cacion y oism1nu1r asi la 
probab1!1aaa ce que se rompa la emulsion. 

6.5.5.2 Preparacion del gel de poliacrilamida que contiene las pro­
te!nas separadas 

Dado que el gel de pol1acr1Jamida contiene SOS y este detergente 
01sminuye s1gn1f1cat1vamente la actividad de la enzima, es necesar10 
removerlo para recL1perar la actl.vldad de la misma. Veeraragavan ~ 
~· (199(>) reportan que concentrac1ones inferiores a 10 mM de SOS 
inh1ben completamente la act1v1dad de una de las !1pasas de Geotrichum 
cand1dum. En nuestro caso 1SDS 3.5 mM), tres lavaoos sucesivos de 40 
minutos con soluc1on de tr1ton X-100 al 1% en amortiguador de 
succ1natos 0.02 M pH 6.0 sen suf J.c1entes para recuperar la actividad 
enzimat1ca y hacerla perceptible sobre el gel replica. 

6.5.5.3 Sobreposición de los geles 

Una vez el im1nado el SOS del gel de poi iacr-i lamida ( s1n ter>ir J, 
este se coloca encima del gel de agarosa con sustrato, y se incuoa a 
37oC durante 24 horas, 
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Nota: Se recomienda m~ntener lo~ geJe~ sobrepuestos entre los 
cr1staJes en qLte se preparo alglino de lGS 
de algun n\odo. por eJempla con cinta para 
que los geles s~ oesn1oraten Y'º cambien 
que imped1r1a Ja lectura de resultados. 

oos, >' ~cil lar f::>l '' sandw1 Ch'' 

ct1brlr, con el fin de evitar 
SL1 color o cons1~tenc1a, lo 

La banda de l1pasa se nace v1s1DJe a s1mole vista porqtie se OSCL1-

rece la 2ona donoe esta L1b1caaa, ) tamb1en baJo 1Li2 ultravioleta, 
porqt1e exhibe ilL1orescenc1a. Er1 oase al Ri ae Ja banda de J1pasa eri el 
gel de sustrato. se ptieae saber cuaJ de las oandas en el gel tef''llao 
con azul OE? Coomas.ie corresponde a lii en:'.1ma, y .asi calcular SLI peso 
molecular. La pos101!1dad de ten1r el gel de pol1acr1lamida, ya usado 
para detectar la act1v1dad en1zmat1ca, puede ser e~ploraaa. 

b.b Anal1s1s estad1st1co 

El d1se~o de caca Lino de los experimentos es con1pletamente aleato­
rio. Cada exp~r1mento se n120 por Jo menos dos veces. Los r~sLiltados 

reportaoos son promedio de dL1pl1cados o de triplicados, segun se 
indica en el ~o~nd1c~ 2. Los aatos tueron somet1oos a anal1s1s de 
var·ianza, prueba de Bartlet para determinar homogeneidad de la misma 
1L1tle 6nd Hills, 1978¡, y prueoa de comparación mult1ple de mea1as 
LSD tMontgomery, 1984), a un n1·ve! de s1gn1f1cancia del 95/ .. Los 
resultados de tales anal1s1s se muestran con detalle en el apend1ce :. 
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7.- R E S U L T A O O S y O I S C U S 1 O N 

7.1 Presenc1a de 1soenzimas 

Como se explico con algun detalle en la secci~n 3.5, debido a 
que el presente trabajo es un estudio regulatorio, resulta de 
fundamental importancia el saber si Penicillium candidum excreta 
al medio una o varias enzimas lipoliticas. Se decidiO separar las 
proteinas del caldo de fermentacion por medio de 505-PAGE. Una 
vez. efectuada la separacion, las l1pasas presentes fueron iden­
t+t+~RdR~ RRr med1P del gel replica con sustrato (se asumiO que 
se formaron tantas bandas como isoenzimas se encontraban 
sentes). Paralelamente, un gel identico fue te~ido con azul 
Coomassie, para hacer visible el patron de bandas completo. 

pre­
cie 

La preparaci6n comercial llamada "Palatase MlOOOL" (produci­
da por Novo Inustries), contiene una lipasa de origen fungal 
(producida por~~. Novo, 1987), por lo que fue utiliza­
da como control positivo. 

En cuanto a los caldos de fermentacion utilizados, se aplica­
ron aquellos procedentes de dos condiciones de cultivo: con y sin 
ace1te de oliva en el medio. En consecuencia, el primero presento 
actividad lipolitica y el segundo, no. 

Tanto en el patron generado por la lipasa comercial, como en 
el patron generado por la muestra del caldo de fermentaciOn con 
aceite, se puso de manifiesto solamente una banda proteica con 
actividad lipolitica. El caldo sin aceite no exhibio actividad 
alguna: su funcion fue la de control ne9ativo. 

La fotografia del gel te~ido se muestra en la figura 3, en la 
que se destacan las bandas correspondientes a las proteinas que 
exhibieron actividad lipolitica en el gel replica. La regresiOn 
utilizada para el cálculo del peso molecular se muestra en la 
figura 4. 

Como puede observarse, la banda de lipasa de P. candidum 
corriO cercana a la albúmina serica bovina <BSAJ, utilizada como 
marcador de peso molecular, con un peso de 66000 Daltones. El 
peso molecular que se calculo para la enzima es, aproximadamente, 
65000 Daltones, lo cual difiere del peso reportado por Auberger 
!U_!!..!_. 1985 respecto a la lipasa de E.,._ camemberti y por Lamberet 
y Lenoir (1976) respecto a la de E.,._ caseicolum, cuyos pesos 
moleculares se estimaron en 24000 Daltones (Tabla 6). 

Por lo expuesto, se puede pensar que cuando ~ candidum crece 
en las condiciones citadas, excreta solamente una lipasa al medio 
de cultivo. En consecuencia, en el resto del presente trabajo se 
asume que se estudia la regulacion de una sola enzima. 

Dada la evidente diferencia entre los resultados obtenidos 
con la cepa en estudio y lo reportado en bibliografia, cobra 
importancia el desarrollo del presente trabajo. 
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Se recomienda que, como continuacion de este estudio, se 
realicen corridas electroforeticas en condiciones no 
desnaturalizantes, para asegurar que ninguna lipasa sea 
inactivada irreversiblemente por el SOS. 

Asimismo, puede resultar de interes la informacion 
procedente de una separación electroforética en condiciones 
reductoras, puesto que indicara si e~isten puentes disulfuro en 
la molécula de la enzima, y si las fracciones obtenidas, en su 
caso, mantienen la actividad lipolitica. En caso de que las 
fracciones generadas presenten actividad lipolitica, podrla 
pensarse que la actividad enzimatica detectada inicialmente 
correspondla a un agregado de varias unidades de menor peso 
molecular, y/o que no hay puentes disulfuro en el sitio activo. 

También generaria información valiosa el enfoque 
isoelectrico de una muestra obtenida por PAGE no desnaturalizante 
preparativa, pues la separacion seria mas eficiente y, 
adicionalmente, se determinarla el punto isoelectrico de la 
enzima. 
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2 3 ' 4 

FIGURA J,- SDS-PAGE. Conoiciones no reductoras. Gel teñido con 
azul de Coomassie. <ll caldo de termentac1on concentraco de 
P.ca.nd1dum sin actividad 11pc.lit1ca; (2) caldo de 'fermentaci.on 
concentrado de e_,_ cand1dum con actividad 11polit1ca; <31 control 
pos1t1vo (comercial); ¡41 marcadores ce peso molecular. Se señala 
con 41' las canoas correspono1entes a prote1nas con act1vioad 
11polit1ca. 

o.a 

o.e · 

Q.2 

~h .• 

~ 
M m.'ehe. º~·~o 

P. carvJ1dv'TJ o 5000 

o'-~~~~~--'-~~~--'-~~~~·-'-~'----'---'--''-' 

10000 
PESO MOLECULllR (Daltones) 

FIGURA 4.- SDS-PAGE. Regres1on lineal utilizada para el calculo 
de peso molecular de la lipasa de E.,_ candidum. La 11pasa de ~lucor 
~ se L1t1li2ó como control positivo. Marcadores de peso 
molecular: iosior1lasa B: 97.2 kD; albumina serica bovina: 66 kD; 
ovalbúmina 45 kD; anh1drasa carbon1ca: 31 kD; inh1bidor de trip­
sina: 2l.5 kO; lisozima: 14.4 kD. 
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7.2 Fe~mentaciones 

7,2.l EFECTO DE LA EDAD DEL INOCULO SOBRE LA PRODUCCION DE LIPASA 

Al inicio de este trabajo se observo que la duración de la 
fase lag en las curvas de crecimiento, de un experimento a otro, 
eran significativamente distintas. Las tendencias exhibidas en 
las repeticiones eran las mismas, pero habia un considerabl• 
desfasamiento en el tiempo. 

Se sospecho entonces que el microorganismo (micelio en solu­
ción al 30% de glicerol almacenado a 13oC bajo cero) estaba 
siendo afectado, y se pensó en precrecerlo antes de utilizarlo 
para inocular el experimento. Asi, se inocularia el experimento 
cuando el cultivo del inoculo estuviera en fase exponencial, y 
reducir1a significativamente la fase lag, a la par que 
probablemente los resultados serian mas reproducibles. 

Se procedió a hacer un experimento a partir de un inoculo 
precrecido O, 24 y 48 h, (condiciones A, B y C respectivamente) 
inoculando con igual cantidad de biomasa tres series de matraces 
(una cada dia), muestreando cada 24 h durante una semana, 

Lus resultados se muestran en la figura 5, Como puede obser­
varse, la fase lag de crecimiento en Ja condicion A dura 96 h, la 
enzima aparece a las 120 h. En cambio, en las condiciones B y C 
la fase lag dura 24 h y la enzima aparece desde las 48 h de 
fermentacion. La produccion volumetrica maxima en los tres casos 
fué muy semejante, aunque a diferentes tiempos de fermentación. 

Los 
observa 
que en B 
en c se 
tiempo. 

perfiles de 8 y C son muy similares. Sin embargo, se 
que en C la fase estacionaria se alcanza 24 horas antes 
y que, por estar Ja produccion asociada al crecimiento, 

detectana cantidades importantes de enzima en menor 

En la condicion C, es decir, cuando el inoculo se precrece 48 
h, la actividad volumétrica máxima se alcanza a las 120 horas, 
lo cual coincide con lo reportado por Kornacki ~ a!. (1980), 
quienes cultivaron a ~ candidum en fermentación sumergida 
agitada para estudiar su lipasa. Saad et al. (1990), en cambio, 
cosechan la enzima a Jos tres dias Cie~incubacion, pero no 
mencionan que en ese tiempo la producción sea maxima, 

En cuanto al pH del medio de fermentacion, cabe mencionar que 
no hay diferencias relevantes; lo mismo se puede comentar de la 
produccion especifica. 

En base a estos resultados se establecio que es conveniente 
precrecer el inoculo hasta que llegue a fase exponencial antes de 
iniciar la fermentacion. Asi, la fase lag es mas corta y se 
obtienen cantidades importantes de enzima rapidamente. A la vez, 
se facilita lograr reproducibilidad en los tiempos y niveles de 
produccion de lote a lote. 
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7.2.2 EFECTC DE LA P~ESENCIA DE ACEITE DE OLIVA Y DI LA CONCIN• 
TRACION DEL MISMO EN EL MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA PRODUCCION DE 
LIPASA 

Se observo que en los cultivos sin •ceite de oliv• no siempre 
ae produce 1• enzim• y, •d•m••• que cu•ndo ••t• ae produce en 
tales cultivos, •• • tiempo• t•rdio• de 1•rmenteción y en beje 
concentracion. Por contraste, cuando el •c•it• de oliva •• 
incluye en el medio de cultivo, invari•blemente l• enzima puede 
ser detectada en el medio, en cantidades importantes, a tiempo• 
tempr•no• de 1erment•ci6n, esto es, durante la fase exponencial 
de crecimiento. 

Es frecuente que el aceite de oliva ejerza efecto estimula­
torio sobre la produccion de lipasa en hongos (Pal et al. 1 1978; 
Akhtar, 1979; Hegedus y Khachatourians, 1988; Jacobse;:;- et al., 
1989b)¡ no es raro que se incluya algún componente lipidi~ e;:;-el 
medio de cultivo para produc~r lipasas (8loquel y Veillet­
Poncet, 1984; Jacobsen tl !!l_., 1989b¡ Del Rio ~ !..!..• 1 1990; 
Petrovick et ;U_., 1990; Saad tl ;U_., 1990). Sin embargo, en 
algunos casos el aceite de oliva no ha estimulado la produccion 
de la enzima (Nahas,1988), o ha presentado efecto negativo 
(8loqel y Veillet-Poncet, 1984). 

Con la intencion de saber si la cantidad de enzima producida 
era proporcional a la cantidad de aceite de oliva en el medio, se 
desarrollaron cultivos con concentraciones variables del mismo, a 
saber; 0% (A), 0.02% (8), 0.2% (C) y 2.0X (D). Se inoculo con 
cultivo precrecido y se muestreo cada 24 h. 

Como puede observarse en la figura 6 1 Ja produccion del 
cultivo sin aceite es significativamente menor que la generada en 
presencia de aceite de oliva. Sin embargo, entre los matraces con 
concentraciones variables de aceite, no •• observ• une corr•• 
laci6n direct• entre concentración de •c•ite y conc•ntracion 
máxima de enzim•. Este comportamiento es tipico en aquellos 
~istemas enzimaticos que son inducibles. 

Por lo que se refiere al crecimiento, en los cultives con 
0.02 y 0.2X de aceite, Jos niveles alcanzados son practicamente 
iguales. En el cultivo con 2X la biomasa producida fue liger•­
mente superior, lo que hace pensar que el microorganismo utiliza 
el aceite como fuente de carbono para crecer, cuando este sustra­
to se encuentra en cantidad suficiente. 

En base a estos resultados podría decirse que l• presencia de 
cantidades importantes de lipasa en el medio responde a la pre­
sencia de aceite de oliva en el mismo, pero la cantid•d de enzima 
producida no es proporcional a la concentracion de aceite en el 
medio. 
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7.2.3 EFECTO DE OTROS ACEITES VEGETA~ES SOBRE ~A PRODUCCION DE 
LIPASA 

Teniendo en cuenta que en estudios semejantes al presente, se 
han presentado efectos positivos importantes por la presencia de 
aceites vegetales distintos al de oliva en el medio (Espinoza, ~ 
!]_,, 1990). Se decidio probar el efecto de los aceites de cárta­
mo, maiz, girasol y soya. 

Como se muestra en el apéndice 4, la distribución de ácidos 
grasos en tales aceites es ligeramente distinta a la del de 
oliva. En el aceite de oliva , el componente mayoritario lo 
constituyen normalmente triacilgliceroles ricos en el grupo olea­
to (ClB:l). En cambio, en el resto de los aceites ve~etales 

probados, Ja mayor proporción puede estar dada también por el 
grupo linoleato (C18:2), no solo por el oleato. Por lo demás, las 
cantidades y proporciones de lbs componentes minoritarios son 
prácticamente iguales. 

Se desarrollaron cultivos con cada uno de los cinco aceites 
citados, en una concentración del 0.2'l., utilizando glucosa al 1% 
como fuente de carbono. Los r~sultados se muestran en la 1igura 
7. 

D• •cu•rdo con •l •nálisis ••t•distico •f•ctu•do con los 
resultado• Qen•rados (c1r. ap•ndic• 3), s• pu•d•n formar tr•s 
Qrupos d• cultivos 1 

a) Aqu•llos qu• •xhiben producciOn 1ipo11tic• alt• y cr•ci­
miento moderado1 Qirasol y cárt•mo. 

b) Aqu•llos qu• •xhiben producción especifica baja y creci­
miento •!toa soya, 

c) Aqu•llos que exhiben producción especifica moderadas m•iz 
y oliva 

Se realizó 
especifica porque 
Sin embargo, como 
mostradas, no son 

el análisis estadistico de la producciOn 
es un reflejo de la producción de cada célula. 
puede observarse, las producciones volumétricas 
significativamente diferentes. 

En base a los resultados obtenidos se puede establecer que el 
aceite de soya no resulta buen efector para estimular la sintesis 
de la enzima, tal vez porque la proporción de los grupos 
oleato:linoleato en sus triacilgliceroles sea comparativamente 
diferente a la de los demás aceites probados (cfr. apéndice 4), 
En estudios posteriores se puede utilizar aceite de girasol o de 
cártamo como sustituto del aceite de oliva. 

Los resultados concuerdan parcialmente con lo reportado por 
Nahas (1988), quien no encentro diferencias en la produccion 
lipolitica de cultivos de ~. oligosporus desarrollados en presen­
cia de aceites de oliva, maiz, soya, algodon o arroz. Por el 
contrario, Espinoza !!..!:_ i!J_. (1990), al cultivar a~· delemar en 
presencia de aceite de cártamo o aceite de girasol encontraron 
produccion de lipasa significativamente superior a Ja obtenida 
en cultivos desarrollados en presencia de aceite de oliva. 
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7.2.4 CARACTERIZACION DEL EFECTO ESTIMULATORIO 

Una vez demostrado que el aceite de oliva ejercia 
positivo sobre la producción enzimática detectada, se 
investigar si el fenómeno observado correspondia a una 
o activacion de la enzima. 

un •facto 
procedió a 

inducción 

Para ello se recurrió al uso de cicloheximida, 3[2(3 1 ~-dime­
til-2-oxociclohexil)-2 hidrox1etil)J glutarimida, bien conocida 
por su capacidad para inhibir la sintesis de proteinas •n •uca­
riontes. 

La estrategia consistió en lo siguiente1 a un cultivo sin 
aceite de oliva se le adicionó éste, durante el transcurso de la 
fermentación, para ver si se presentaba el efecto positivo (0) 1 y 
a otro, en iguales condiciones, se le adicionó ciclaheximida 
después del aceite (F). 

De este modo se varia si es necesaria la sintesis de 
nas ~ QQY.Q. para que se presente el efecto positivo que, 
caso, seria una inducción. 

En caso de presentarse el efecto positivo, pese a la 
cia de ciclaheximida, el fenómeno podria ser explicado 
activación, puesto que una proenzima ya presente se 
activa como consecuencia de la presencia del aceite, 
necesaria la sintesis de prateinas. 

protei­
en tal 

presen­
par una 
volver!• 
sin ser 

Resultaba interesante probar a la par el efecto de la adición 
de cicloheximida a un cultivo que contenia aceite desde el inicio 
de la fermentación (E), para ver si, a partir del momento de la 
adición, la producción lipolitica del caldo seguia incrementán­
dose, pese a que no se sintetizaran más proteinas, (lo que 
corresponderia a una activación), o si, par el contrario, tal 
producción se mantenia constante porque la enzima no se produjera 
en adelante, o disminuia al degradarse con el transcurso del 
tiempo. 

Los controles utilizados fueron: 

(A) Sin aceite de oliva, para v•rificar que en 
este componente no se produjera enzima. 

ausencia de 

(8) Sin aceite, con adición de cicloheximida durante la fer­
mentación, para ver el efecto de la cicloheximida sobre el creci­
miento en un cultivo desarroilado sin aceite. 

(C) Con aceite desde el inicio, para ver el efecto estimulato­
rio. 

Los resultados generados se muestran en las figuras 8 y 9. De 
estas, en la figura B, en la que se grafican producción 
volumétrica y crecimiento, resulta más claro el fenómeno 
observada, ya que la producción graficada es independiente del 
crecimiento alcanzada par el cultivo. 
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El comportamiento de los cultivos control se sintetiza asi: 

(A) Control sin aceite. ApareciO poca enzima en tiempos tardios 
de fermentaciOn. 

(8) Control sin aceite con adiciOn de cicloheximida durante la 
fermentación. El crecimiento se detiene cuando se a~ade ciclohex­
imida. No se detecta Ja enzima. 

(C) Control con aceite desde el inicio. Se d•tectan 
crecientes de la enzima. 

cantidades 

Los cultivos problema exhibieron Ja siguiente respuesta: 

(0) Sin aceite al inicio, adicio~ de aceite durante la fermenta­
ción: no se detecto enzima mientras que no hubo aceite. 24 horas 
después de haber adicionado el aceite, se empezaron a detectar 
cantidades crecientes de Ja enzima. 

CE) Con aceite desde el inicio, adición de cicloheximida durante 
la fermentaciOn. La enzima se produce pero, al adicionar el 
inhibidor de sintesis de proteínas, la producciOn detectada dismi­
nuye ligeramente, y luego permanece constante. 

(F) Sin aceite al inicio, adición de aceite y, dos horas despues, 
adiciOn de cicloheximida. No se detecta producción en el medio. 

En la figura 10 se muestra Ja producción especifica con el 
registro del pH. Esta producción es un claro reflejo de la pro­
ducción volumétrica detectada, y expresa Ja producciOn de cada 
celula. Al comparar la producciOn entre una condiciOn de cultivo 
y otra, conviene tener presente el crecimiento alcanzado por el 
cultivo en cada caso, pues, las tendencias exhibidas en 
presencia y ausencia de cicloheximida son significativamente 
distintas. Sin embargo. este registro no hace otra cosa sino 
corroborar el fenómeno observado. 

En cuanto al registro del pH, es útil para tener la certeza 
de que los cambios observados no son atribuibles a este paráme­
tro, que muestra en los cultivos problema las mismas tendencias 
en los cultivos control correspondientes. 

En base a los resultados obtenidos, se puede establecer el 
requerimiento de síntesis de proteínas fi!t ~ para que aparezca 
la enzima en el medio, como respuesta a la presencia del aceit• 
de oliva. Este comportamiento puede ser explicado en t•rminos d•l 
fenómeno r•9ulatorio denominado inducción. 
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7,2,S DEFINICION DEL METABOLITO RESPONSABLE DEL FENOMENO DE 
INDUCCION 

Una vez que se tuvo evidencia eMperimPntaJ en favor de que l• 
enzima es inducible, y de que 0.02% de aceite es suficiente para 
inducirla, se procedio a probar otros posibles sustratos de la 
enzima y algunos productos de reaccion, para saber si estas 
sustancias también ejerclan un efecto inductor. 

Ya que Jos compuestos probados en esta ocasión fueron de alta 
pureza, y no una mezcla de compuestos, como el aceite de oliva, 
s• pr•tendia •ncontrar a la sustancia o su•tancias que, como 
compan•ntes del aceite, ejercieran el ef•cto inductor. 

En el apéndice 4 se incluye el rango de distribucion de 
ácidos grasos para el aceite de oliva. El 80% en peso de los 
ácidos grasos que lo componen corresponde a ácido oleico (18:1), 
casi el 10'l. a palmitico (16:0) y una pequeNa fraccion a estearico 
(18:0), El resto, (aproximadam~nte 7'l.) lo constituye el ácido 
linoleico (18:2). 

Por tanto, se decidio probar la capacidad inductora de trio­
leina, tripalmitina y triestearina, cultivando al microorganismo 
en Medio O suplementado con 0.2'l. de cada compuesto. Se probaron 
algunos productos de hidrOlisis, ya que Ja enzi~a puede actuar 
reversiblemente si se varian las condiciones de reaccion 

Los resultados se sintetizan en la figura 10. 

El análisis por comparacion múltiple de medias, (ver apéndice 
3) clasifica los resultados en tres grupos: 

a) Los que tienen produccion semejante a la del control 
es decir, aquellos que practicamente no presentaron negativo, 

producción 
triestearina, 
sustancias no 

lipolitica1 caprilato, butirato, glicerol, 
estearato, palmitato y tripalmitina. Estas 

son inductores de la enzima. 

b) Los que presentan producciOn s•rn•Jant• al control positivo 
(•l cual conti•ne ac•it• de oliva)• la triol•ina. Esta sustancia, 
como componente del aceitg da oliva •• probabl•m•nt• responsable 
d•l f•nomeno d• induccion. 

c) Los que presentan producción significativamente 
al control negativo, pero inferior al control positivo: 
Esta sustancia •s tambi•n, muy probablement•, inductora 
•nzima. 

superior 
olea to, 
d• la 

Matute (1992) determino la afinidad de la lipasa de E_,_ candi­
~ por triacilgliceroles de diferente longitud de cadena. La 
enzima presento alta afinidad por los grupos de cadena larga, 
principalmente por el palmitato, La afinidad por los grupos 
estearato y oleato resulto ser el 80% de la correspondiente al 
palmitato. Ya que las diferencias en produccion no corresponden a 
las diferencias en afinidad, se descarta la posibilidad de que el 
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fenomeno observado sea atribuible a diferencias en la afinidad de 
la enzima por los sustratos suplementados en el medio de cultivo. 

Cabe senalar oue se presentaron diferencias significativas 
entre el crecimiento de los cultivos con c•pril•to, palmit•to y 
este•r•to, y el crecimiento de los dem~s cultivos. Tal efecto no 
podria atribuirse a diferencias en el pH del medio. Tal vez lo 
que esté ocurriendo con estos compuestos es que h•ya dificultad 
en su ••imil•ciOn o que presenten toKicidad 

- P.E. (LU/mg) O CAEC. (mg/ml) 

10 10 
p e 
A 8 8 R 

E o e o 6 6 1 u M e 
4 4 1 e E 1 N o 2 T N o 
o o 

P.V. (LU) 6.9 4.6 21.3 2.8 
P.E. (LU/mg) 1.6 0.9 4.8 2.2 1 
CREC. (mg/ml) 4.5 4.1 4.4 1.3 0.3 2.2 2.2 4.6 3.3 4.6 3.9 
pH INICIAL 6.926.936.93¡6.88

1

6.91!6.676.67 6.81 .89
1
6.926.92 

pH FINAL 8.21 8.21~.0 8.017.22•7.17 .53 8.16 7.55 8.11 8.15 

FIGURA 10.- Efecto de la presencia de sustratos o productos de 
reacción en el medio de cultivo sobre la producción de lipasa en 
P. candidum. Concentración de aceite de oliva en el medio1 OY.. 
P.V.: produccion volumétrica; P.E.: producción especifica; CREC.: 
crecimiento. TP: tripalmitina; TE: triestearina; TO: trioleina; 
B: butirato; C: caprilato; P: palmitato; E: estearato; O: oleato; 
G: glicerol; CP: control positivo (aceite de oliva); CN: control 
negativo (medio sin adiciones). Todas las especies probadas se 
utilizaron al 0.2Y.. El pH de el medio se ajusto a 7.0 con las 
especies en solucion. Tiempo de fermentación: 96 h. 
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7,2,b EFECTO DE LA PRESENCIA DE TWEEN SO EN EL MEDIO DE CULTIVO 
SOBRE LA PROOUCCION DE LIPASA 

El tween 80 (polio~ietil~n sorbitAn rnonooleatoJ es un deter­
gente que posee un grupo éster hidrolizable. En numerosas oca­
siones se ha reportado que causa efecto positivo sobre Ja concen­
tracion de Jipasa en el medio de cultivo. Por ejemplo, Jacobsen 
!U_ tl (1989a) encontraron que esta sustancia causo un aumento de 
600% en Ja concentraciOn de Jipasa extrace!ular en Geotrichum 
candidum, en comparac1Dn con la del medio basal, que contenia 
peptona y sales. Asimismo, Espinosa et ª1_. (1990) encontraron un 
efecto positivo eJercido por el tween 80, en una concentraciOn 
que va del 0.02 al 2% en Rhizopus delemar. En Rhizopus ol1gospo­
~· el tween 80 al 0.5% fué la fuente de carbono que permitió 
mayor produccion de lipasa, comparado con diversos aceites vege­
tales probados a Ja misma concentración (Nahas, 1988). En 
Phanerochatae chrysporium , el tween 80 al 0.1% causo un efecto 
positivo en Ja producción de ligninasa, y se produJo Jipasa En 
Acremonium ,;;trictum, una concentraciOn al 11. del detergente, 
causo un incremento del 130% en Ja concentración de lipasa 
(Okeke y Okolo, 1990). Por el contrario, en el caso de Seauveria 
bassiana, el tween 80 al 0.41., presento efecto inhibitorio 
(Hegedus y Khachatourians, 1988). 

En este trabajo también se probo el efecto del tween 80 sobre 
Ja produccion de lipasa en E__,_ candidum (figura 11). El tween se 
adiciono a cultivos con y sin aceite de oliva, desde el inicio de 
Ja fermentación. La concentracion de ambos en el medio fue 0.2%. 
Se utilizo como control positivo un cultivo con 0.2% de aceite, y 
como control negativo un cultivo sin aceite ni tween 80. 

Como puede observarse, en el cultivo con tween 80 sin aceite 
de oliva, la produccion especifica exhibida es baja, es decir, el 
efecto del tween 80 ~ ~ sobre Ja producción de enzima no 
parece ser relevante. 

Sin embargo, en el cultivo con aceite, el tween 80 ejerce un 
claro efecto positivo, de modo que la producción llega casi al 
300%, comparada con aquella obtenida en presencia de aceite ae 
oliva. 

Esto podría 
permeabilidad de 

- l ipasa 1 igada 
presencia de este 

explicarse en términos de modificaci6n de 
la pared celular, ya que las proporciones 
lipasa excretada se pueden afectar por 

detergente (Jacobsen st ª1_., 1989a). 

la 
de 
la 

En cuanto al crecimiento, solo hay diferencia significativa 
entre los cultivos con y sin aceite de oliva, pero ello carece de 
relevancia. Entre ellos y los demás cultivos, el crecimiento es 
muy similar. 
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FIGURA 11.- Efecto de la pr·esencia d" Tween 80 (0.2%) sobr·e la 
producción de lipasa en cultivos con v sin aceite de oliva (0.2%) 
en P. candidurn. P.V.R.: P1·oducci6n volurnetr·ica relativa; P.E.R.: 
Pr·oducción especifica r·elativa; C: cr·ecinii.;:nto. CN: Control ne­
gativo (sin aceite y sin tween); A: Contr·ol con aceite; T: Condi­
ción con tween 80; AT: Condición con twc-en y 3ceii:e. Tiempo dE 
cosecha: 72 h. 
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7.2.7 EVALUACION DEL EFECTO DE LA PRESENCIA DE PRODUCTOS DE 
REACCION EN EL MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA PRODUCCION DE LIPASA. 

Por otra parte, buscando algun efecto represor o inhibitorio 
por parte de lo• productos de hidrolisis, se cultivo a ~ ~ 
~en presencia de aceite de oliva (0.2%) con butirato, caprila­
to, palmitato, estearato, oleato o glicerol al 0.2%. El control 
positivo Jo constituyó un cultivo con aceite de oliva al 0.2% 1 

sin ninguna especie extra en solución. El control negativo fue un 
cultivo en el mismo medio, pero sin aceite. 

Si no hubiera efecto represor o inhibitorio, ya que la 
especie inductora se encuentra presente, se esperaria encontrar 
igual cantidad de enzima en todos los casos. Esto, en caso de que 
el crecimiento sea semejante al acostumbrado. 

Si hubiera efecto estimulato~io s1nergico por parte del acido 
oleico u alguna otra especie sobre el efecto del aceite, la 
producción registrada en estos casos seria superior a la del 
control. 

Como puede observarse en la figura 12, no hay diferencia 
significativa entre la produccion de! control positivo y de los 
cultivos con butirato, palmitato, estearato, oleato o glicerol. 
De ello que se deduce que, en la concentración utilizada, no hay 
efecto alguno por parte de estas especies. 

Los resultados contrastan con algunos reportes encontrados en 
bibliograf ia, en Jos que se establece que Ja presencia de acidos 
grasos en el medio de cult1vo, causo una reducción significativa 
tanto en el crecimiento como en Ja producción de Jipasa en hongos 
(Hegedus y Khachatourians, 1988; Okeke y Okolo, 1990). Los pri­
meros probaron los acidos palmitico, estearico, oleico, y 
linoleico, en una concentración de lOmM (aproximadamente 0.28%), 
y los segundos, los mismos ácidos, además del miristico y el 
araquidico, en una concentración de 4mM (aproximadamente O.ll'l.). 

Por otra parte, Ja producción exhibida por el cultivo con 
caprilato es nuevamente despreciable. No h~y diferenc1a signifi­
cativa entr~ ~!la y la del control negativo. Esto concuerda con 
Jo reportado por Bloque! y Veillet-Poncet (1984), quienes mencio­
nan que el caprilato y el caproato ejercen efecto inhibitorio 
sobre Ja síntesis de Jipasa en Pseudomonas ~· Sin embargo, ya 
que el crecimiento fue tan pobre en el caso de i:_,_ candidum, no se 
puede pensar en un efecto de represión, sino más bien en 
toxicidad. 

En cuanto al crecimiento, cabe seha!ar que el caso del gli­
c•rol resulto singular, ya que fue significativamente sup•rior al 
d•l reato d• lo• cultivo•· 

En cuanto al pH del medio de fermentaciOn, 
aumentos de l a 1.5 unidades, lo cual suele 
consecuencia de la aparición en el medio de 
metabolismo del hongo. 

45 

se observaron 
ocurrir como 

productos del 



" 
-"'\ 

'" 
''\ 

¡¡,.\ 

"; 

- P.E. (LU/mg} CJ CREC. (mg/ml) 

10 10 
p e 
R 8 8 R 
o E 
o 6 6 

e 
u 1 
e l 

M 
e 4 4 1 
1 E 
o 2 2 N 
N T 

o o o 
B e p E G CP CN 

P.V. (LU) 19.5 o 27.5 29.2 26 25 2.3 
P.E. (LU/mg) 4.8 o 5.4 5 3.3 5.4 0.9 
CREC. (mgfml) 3.9 0.3 5.1 5.8 8 4.6 3.8 
pH INICIAL 6.82 6.95 6.64 6.71 6.86 6.92 6.92 
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FIGURA 12.- Efecto de la presencia de productos de reacc1on en el 
medio con aceite de oliva (0.2%l sobr·e la síntesis de lipasa en 
P. candidum. P.V.: produccion volum.;,tf'ica. CF:EC.: cr·ecimiento, 
P.E.: pr·od1Jr:ci::n ¿.sµo::cif1ca. 8: buti1·ato; C: capr·ilato;P: 
palmitato; E: estear"ato: O: oleato: G: glicer·ol: CP: contr·ol 
positivo: CN: control negativo. Concentración inicial de los 
pr·oductos de r·eacción adicionado.;: 0.2%. Al contr·ol positivo no 
se le adicionó nin·~ún pr·oducto de 1-eacc1on, per·o sí aceite. Al 
contr·ol ne-:¡ativo no se le adicionó nin•0un pr·oducto ni aceite. El 
pH del medio se ajustó a 7.0 con 1ac e~pecies en solución. Tiempo 
de cosecha: 96 horas. 
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7.2.8 EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO 

Como se menc1ono anteriormente. es trecuente que la s1ntes1s 
CIC? cin:.1mas este reguladd. por la tuente oe caroono tt.aola C,). Par-a 
explorar este aspec~o ce la regL1lac1on de la sintes1s a~ l1pasa 
en~ cand1aum, se desarrollo un eT-per1mento en el que la glucosa 
al 1%. L1t1l1:ada como fuente de carbono en todos Jos experimentos 
anteriores reportados en este trabaJO, 1ue SL1st1tu1da por otros 
compuestos ca~bonados. entre ellos carboh1aratos oe diversa 
longitud oe cadena, sales ae ac1dos organ1cos y gl1cero1. La 
concentra e ion ae 1 as tu en tes de car cono probadas tue l "/.. La 
fuente oe carbono L•t1l12ada en los CL1ltivos control iue glucosa • 
Todos los CL1lt1vos, excepto el control negativo, fueron crec1dos 
en pres~nc1a de aceite de oliva al Ci.~%. para inducir la en21ma. 

Los resultados se s1ntet1zan ~n 
observarse, se obtL1v1eron var1ac1ones 
de en=1ma presente. 

la f l gura l :: .• 
lmportantes en 

Como pL1ede 
la cantidad 

Del analis1s e5tadist1co de resL1ltaoos por comparac1on mult1-
ple de n1ed1as eiectL1ado (cir. Apena1ce 3). se pueden clas1f1car 
los coniportamientos ex~1b1dos en tres grupos. Las cond1c1ones de 
CL1ltivo correspondientes 5e enl1stan en orden dEcrec1ente de 
produccian: 

al Aquellos que exhiben producciOn especifica alta1 citr•to y 
control positivo. 

bl Aquellos que e•hlben producciOn especifica intermedia: 
almidOn, maltodextrinas y maltosa. 

el Aquellos que eMhiben producción especifica baja: 
lactosa, xilosa, control negativo y glicerol. 

acetato, 

En lo que se refiere a crec1m1ento, la agrupac1on es, t.amb1en 
en orden decreciente: 

al Aquellos que presentan buen crecimiento: ~llosa, 

b) Aquellos que presentan creclmiento intermedio: 
maltosa, almidon. 

glice-

lactosa, 

el Aquellos que presentan crecimiento relativamente bajo: 
control positivo, control negativo, citrato, acetato. 

Como puede verse, el citrato es una buena fuente de carbono 
para la producción de la enzima, pues su producción especifica es 
equiparable con la del control positivo !glucosa). 

Los carbohidratos que generan glucosa a partir de su hidroli­
sis, es decir, almidon, maltodextr1nas y maltosa, permiten una 
producciOn especifica intermedia. Esto concuerda con lo reportado 
para Acremonium strictum, que cultivado con almidOn o maltosa al 
2X como fuente de carbono, produjo aproximadamente el 70% de la 
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F I G U R A 13 • - E f e e t o d -o: el i v e r · s a s f u e n t e s d e c a r· b o n o s o b r· e 1 a 
síntesis de lipasa en P. candidum cultivado en pr·esencia de 
inductor· (aceite de oliva, 0.2%). P.v.: producción volumétr·ica; 
P.E.: Pr·oducción específica; CREC: cr·ecimiento. AL: almidón: LA: 
lactosa: MC•: m.=1todextrino::i; CI: citr·ato; AC: ace-tato; XI: xilo­
sa; MA: m ltosa: GL: glicer·ol; CP: conti·ol positivo (';¡luco,;a, con 
inductor·¡ CN: contr·ol negativo (glucosa, sin inductor·), Concen-
t1·acion d la fuent<: de car·bono: 1%. Tiempo de cosecha: 96 h. 
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produccion lipolitica especifica (LU/mg) respecto a lo producido 
utilizando glucosa (Okeke y Okolo, 1990), Puede pensarse que se 
presenta una deficiencia en amilasa, glucoamilasa, maltasa, etc., 
o que la baja concentracion ce glucosa, debida a su liberacion 
gradual, no permite unA produccie~ da enzima mayor. 

Respecto a los cultivos con producción especifica baja, llam•n 
la atención varios puntos: 

Ef•cto del glicerol. 

La producción especifica exhibida por el cultivo desarrollado 
con glicerol como fuente de carbono es equiparable a la del con­
trol negativo. El efecto negativo sobre l• producción de lip•sa 
pr•sent•do por •l glicerol pudiese ••r explic•do en t•rminos de 
r•presión por producto final, pues este compuesto es uno de los 
productos de reacción que se obtienen por la acción hidrolitica 
de l•s lipas•s (Figura 15). 

Lo observado concuerda con el comportamiento de Rhizopus 
delemar, en el que el glicerol ejerciO efecto negativo sobre la 
producción de l1pasa detectada <Espinosa E., 1990, comunicación 
oral), 

Por otra parte, los resultados sugieren que el glicerol es 
una buena fuente de carbono para el microorganismo, pues el 
crecimiento que alcanzo es muy superior al obtenido en los culti­
vos desarrollados en las otras condiciones. Podría pensarse que 
este compuesto presenta un efecto estimulatorio ~ ~ sobre el 
crecimiento en cultivos con aceite, pues en un experimento ante­
rior (cfr. seccion 7.2.7), en el que se cultivo al microorganismo 
en presencia de 1% de glucosa, con 0.2% de aceite de oliva y 0.2% 
de glicerol, se presento el mismo efecto sobre el crecimiento. 

Efecto de la xilosa 

Al igual que el caso del glicerol, el comportamiento de los 
cultivos desarrollados con xilosa como fuente de carbono se 
agrupa con aquellos que exhiben baja producción especifica y alto 
crecimiento. C•b• pensar, al menos, en do• posibilid&d=s: 

a) La Hilosa presenta efecto de represión catabólica sobre la 
síntesis de lip•sa. 

b) Se sabe que la vía de las pentosas, por la que se incorpo­
ra la xilosa, genera poder reductor en forma de NADPH. Por su 
parte, la ~-oxidación de acidos grasos también lo hace, aunque 
en forma de NADH (Figura 15). Por tanto, cabe la posibilidad de 
que, en presencia de xilosa, el microorganismo no se vea en .la 
necesidad de asimilar los acidos grasos procedentes de los tri­
glicéridos presentes en el medio de cultivo, y por lo tanto no 
produzca lipasa. Por tanto se podría hablar de una represión 
indirecta por xilo••· 
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Los resultados contrastan con lo reportado para Rh1zopus 

oligosporus tNahas, 1988) y 1_3 _ _sremn~ str1:-:tL..u7l ¡G¡.,_c?~e y u1<..oio, 
17~0>, que a una cancentra.c1on de l Y ... r • ...-espect.: .a~e1.t¿., pro­
CuJeron m,-,;or producc1ori l1pol1t1ca con x1lasa que con glucosa. 
Sin embargo, co1nc1den con lo reportado para Hsperg1llus n1ger 
lPal tl tl· 1478¡, que con •.1losa al l':. como tuente de carbono 
produce solaniente tra:as oe la en:1ma, m1entrdS que con glL1cosa 
la prooL1cc1on l1polit1ca oetectaca es s1gn1i1c~t1·1amente ma~or. 

Como pueoe verse en Ja figura 15, el gliceraldehido-3-iostato 
es un intermed1ar10 comun del metabolismo del glicerol y ae la 
x1losa. Adem~s ce pensarse qL1e el etecto lo pueoen causar es~as 

fuentes de carDono P-..._~ 2._E, pL1ede pensarse en la pos1b1l1dad de 
que el gl1ceraldehido-3-fosfato o algL1n prodL1cto de SLI metabolis­
mo sea reponsacJe del e1~cto r1Egat1vo observaac .• 

Efecto de Ja lactosa 
La proOL1ccc1on de J1pasa que se oresento en los cL1lt1vos con 

lactosa como fL1ente de carbono es semeJante a la eMhlbld~ por el 
control negativo. Dado qL&E el Lrec1m1ento e~h1bido por este 
cultivo resLilto ser superior al de Jos controles con glucosa, no 
puede pensarse que la asimilación de la fuente de carboho haya 
sido deficiente. Sin embargo, •;u q11e ni:: ~e ::::;.sp.::.nt- de la intorma-
cion concerniente al efecto de la galactosa como fuente 
faltan elementos ae JLticio para e~pl1car la naturaleza 
nOmeno observado. Podria pensarse en a19L1n ~ipo de 
pero no se pL1ede concluir al respecto. 

carbono, 
del fe­

repres1on. 

El cultivo en presencia de acetato aparece agrL1pado con los 
que poco prodL1cer1 y con Jos que poco crecen. Esto podr1a ser 
explicado en dos escenarios: 

a) El acetato es precursor del producto iJnaJ de degradación 
de los lipioos 1acetil coenzima AJ, al cual se llegaria con ayuda 
de la lipasa. Estando el acetato oisponible en el medio, el 
microorganismo na tiene necesidad de sintetizar la enzima. Por 
tanto. aoarµnte~e~tc n~¡ represión 1nd1recta por acetato. 

bJ El acetato es una fuente de carbono difícilmente asimila-
bl• para ~ candidum. Por tanto, no puede crecer bien, nl 
cir la enzima. 

produ-

El comportamiento exhibido por ~c;_~d1dum coincioe con el 
reportado para Asperg1llus niger, que presento escaso crecimiento 
y baJa produccion lipoJitica al cult1varse con acetato oe sod10 al 
1% como fuente de carbono \Pal et ª-1_., 1978¡. 

Cabe cem•ntar qu• cada une d• le• •1•cte• eb••rvade• puede 
ser objeto de un estudio particular, para esclarecer sin lugar a 
dudas la naturaleza del fenómeno que se presenta, 
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l.- Los resultados obtenidos a partir de la electroforesis con 
SOS y su gel replica sugieren que cuando Penicillium candidu~ se 
cultiva en medio D suplementado con 0.2% de aceite Ce oliva, a 
29oC y 16(> rpm. e~creta solamente una l1pasa al medio. En otras 
palabras, se sugiere que no posee isoenz1rnas. 

2.- El peso molecular de la lipasa de Penicillium 
estimo en 65,000 úaltones. 

canoidum se 

3.- Bajo las cond1ciones de trabaJo LJt1l1zadas, resulta conve­
niente precrecer el .inoculo de ~ ,cana1dum hasta que llegue a 
fase exponencial para disminuir el tiempo de fermentacion. 

4.- Los aceites de girasol y ae cartamo eJercen un efecto 
positivo sobre la sintesis de lipasa en cultivos de P. candidu~. 

Este efecto es cuant1tat1vamente se~eJa~t~ al eJerc1do por el 
aceite de 0!1va. Por el contrario, el electo eJerc1do por el 
aceite de soya es s1gnif1cativamente menor. 

5.- La formacion de l1pasa y su excrec1an al medio responde a la 
presencia de aceite de oliva en el mismo, pero la cantidad de 
enzima produc1oa no es proporcional a la concentrac1on de aceite 
adicionada. Se requiere sintesis de proteinas de novo n"r--M ri•JP 
aparezca enzima en el medio como respuesta a la presencia del 
aceite de oliva. Este comportamiento puede ser explicado en 
términos del fenomeno regulatorio denominado induccion. Es 
suficiente con 0,02% de aceite de oliva en el medio para que se 
induzca la sintes1s de la lipasa. 

6.- La triolein~ eJercc L1n ~fecto pos1t1vo sobre la síntesis de 
lipasa en Penicillium cana1dum. Tal efecto es de igual magnitud 
que el ejercido por el aceite de oliva. Esto sugiere que la 
trioleina es el componente del aceite de oliva responsable del 
fenómeno de induccion. Cabe Ja posibilidad de que la tributirina 
y el oleato sean agentes inductores de Ja enzima, puesto que 
ejercen el mismo efecto, aunque con menor grado. 
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7.- Triestearina, tripalmitina, estearato, palmitato, caprilato, 
butirato y glicerol no son agentes inductores de la enzima. Los 
iones oleato, estearato, palmitato y bu~1rato no ejercen efecto 
negativo sobre la sintesis de lipasa en cultivos de Penicillium 
candidum suplementados con aceite de oliva. En medio 
suplementado con aceite de oliva, el tween 80 ejerce un 
importante efecto positivo sobre la concentracion de lipasa 
eHcretada. 

8,- El citrato es una buena fuente de carbono para la produccion 
de lipasa para Penicill1um candidum, ya que en medio con aceite 
de oliva permite su crecimiento y una alta actividad especifica 
de lipasa • 

9.- Los cultivos de Penicillium candidum con glicerol, 
Hilosa o lactosa como fuente de carbono, sufrieron 
negativo sobre la sintesis de lipasa. 

acetato, 
un efecto 

10.- El glicerol ejerce un efecto positivo sobre el crecimiento 
de Penic1llium candidum en cultivos suplementados con aceite de 
oliva. 
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APENDICE 1 

DETERMINACION DE ACTIVIDAD LJPOLJTJCA 

PARTE 1: VALIDACJON DEL METODO 

PARTE 2: DEDUCCJON DEL MODELO MATEMATJCO 
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P A R T E 

VALJDAC O N D E ~I E T O D 0 

DETERMJNACJON DE ACTIVIDAD LlPOLJTJCA 

METODO DE HOFELMANN et al. MODIFICADO 

Al dar inicio a este prorecto se h1c1eron oeterm1nac1ones de 
actividad 11polit1ca a caJoos de fermentac1on. El n.etodo L1t1l1zaoo se 
caso en el r-eportado por- Hoielmann et tl.• (1985). La CL1ant1iicac1on de 
actividad se hace al comparar eJ camb10 de pH en L1n sistema de 
reacc1on, contra una CL1rva estandard ce ~c1do butir1co en sOlL1c1on. La 
actividad se re~ortaba corno m1cromoles de ac1do butir1co liberados por 
un m1l1!1tro de muestra en 15 minutos (umoliml/15 min). ~~nque las 
cond1c1ones de reacción ut1l1:adas en nuestro laborator10 son 
semeJantes a las ut1l12adas por Hofelmann, el sistema de med1c1on es 
diferente, ya que este autor utiliza un sistema de pH-stat, mientras 
que en nuest~o laboratorio se realizaba la med1c1Dn del oescenso oel 
pH con un potenc1ometro a un tiempo f1Jo r1s m1rut~s). 

El pr1nc1pal argL1mento en contra de la validez de ese metodo es 
que la actividad en41mat1ca puede verse disminuida s1qn1t1cat1vciment~ 

cor efecto •.j9l pH, e! cual, al DaJar, puede desnaturalizar la enzima. 
Ademas, a valores de pH muy baJos, la d1soc1ac1on oel ácido butir1co 
es muy pobre (i1gu.-a 21¡, y la lectura de pH r-eqistrada no es refleJo 
fiel de la cantidad de ac1do l1berado por- la accibn de la enz1ma sobre 
la tributirina. 

Para respaldar el trabaJo experimental contenido en esta Tesis con 
un metodo confiable, con l1m1tac1ones conoc1das y cuantificadas, se 
ev~luo la inilL1encia oue d1·.ersos factor~s eJErc~n sacre la respuesta 
generada. Matute (1992) valido L1n metodo para medir actividad lipoli­
tica a mues.tras con Jipasa de~ candid_u~ basado en el mismo princi­
pio. Como resultado de las pruebas eiectLJadas, explicadas en este 
apendice, se modifico eJ metodo en lo que se considero conveniente y, 
entonces pudo ser- utili2ado para deter-m1nar activ1dad J1politica a 
tedas las muestras cuya actividad se reporta en este trabajo. 

Find!t11ente, cabe menciona~ que, aunque los resultaoos generados 
con el metodo validado son otiles, seria mejor aon utilizar el equipo 
pH-stat, y asi evitar la inestab1lizac1ón de la enizma por el pH. 

OBSERVACIONES, INFERENCIAS Y RECOMENDACIONES 

l.- El Jugar- en el que se coloca el tubo con la mezcla de 
reaccibn dentro del ba~o a temperatura constante (colocado sobre la 
plancha de agitación magn~tica) influye de una manera s1gnificativa 
sobre el resultado generado. La variación oscilo entre el 10 y el 40% 
en las mediciones realizadas. Esto es atribuible a la diferencia en la 
agitación debida a la ubicación de la barr-a imantada dentro del campo 
magnético, lo cual repercute directamente sobre la e-xtension de la 
super-ficie de interfase dispon1ble, en la que actua la lipasa (figuras 
16 y 17) 
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FlGURA 18.- Determinacion de velocidad enzimatica de L•na muestra de 
caldo de fermentaciOn con alta actividad Jipolitica. IMicromoles de 
ácido butirico liberados/ml caldotminllto). Método de HofeJma'ln 
modificado. 

2.- La velocidad in1c1al de la enzima se mantiene por muy poco 
tiempo (a Jo mas 5 minlltosJ. Por ello, se recomienda tomar la lectura 
de pH a tiempos cortos, ver1iicando en cada ensayo. mediante lecturas 
periodicas, que la enzima se encuentren velocidad inicial. Se reco­
mienda nacer regresión lineal aleatoriamente aJ 10% de las muestra 
procesadas, para dar confiabilidad a las determinaciones efectuadas 
(figura 18). 

3.- Cuando Ja actividad enzimática es alta, basta un minuto de 
reacc1on para hacer Ja med1c1ón con confiabilidad 

Por el contrario, cuando la actividad enzimática es baja, no basta 
un minuto ce reacc1on para detectar cambios imoortantes en el pH. En 
esas casos, ~P puc~2 de ~~Jar transcurrir la reacción durante 3 minu­
tos. Si en ese lapso de tiempo el cambio de pH no es aún importante, 
la actividad se reporta como no detectaoa. 

El tiempo de incubación mayor incide ligeramente de una 
negativa sobre la estabilidad de la enzima (cfr. punto ~10), 
tolera este inconveniente a cambio de detectar una respuesta 
relativamente confiable. 
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4.- Cuando se usan 0.5 ml oe caldo se obtiene mas de la mitad 
de la act1~·1dad cbten1dó dl u~~r 1.0 ml del mismo. Por tanto, convie-
ne usar 0.5 ml en ve~ de- .!.~ 1:..1 :;.~ e;:.~. e-i fjn ae aumentar el valo1-
absoluto de la act1v1dad detectada 1t1gura 19). Ademas, as1 se pueoe 
hacer la determ1nac1on aos veces, s1n moc1f1car el volumen de mues­
treo acostumbrado . 

. , Esto podria e<pl1carse en terminas de superf1c1e de reacc1on 
lim1tante, de modo Q\.1e no toda lii act1v1dad de Ja en;::1ma presente se 
pLaede e~presar. Se usa el term1r10 ''SL1per11cie'' y no ''cant1dad 1' 
limitante, porqL1e la cantidad de tr1but1r1na presente es tal que, 
segun la estequ1ometria de la reacc1on, podrian liberarse de 3 m1l a 
10 mil m1cromoles de ac1do butirico -dependiendo de que t~aya o no 
espec1i1cid~d posJcional-, y n1 con los caldos de iermentac1on m~s 

activos se liberan m~s ae 300 m1cromoles. Cabe comentar que, sin 
embargo. el s1stema es capaz de detectar actividades mL1Y altas, tal 
como la que exhibe la Palatase M1000L, fabricada por Novo Industries 
Inc •• QL1e co~ 1.0 ml en 5 minutos causa una dism1nL1=1cn eri el pH dE-
6.0 a 4.45, lo que rep~esenta mas oe 900 umoles/ml. 

VOLUMEN OE MUESTRA (~lh 0 1000 S'm 750 0500 •250 

140 
138 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

o 
µMOL LIBERADOS µMOL/mi ACTIV. RELATIVA 

FIGURA 19.- Efecto del volumen de caldo en el sistema de determ1nacion 
de actividad lipolitica sobre la respuesta detectada. 

5.- Se evaluo la reproduc1bilidad de la determ1nacion utilizando 
tanto pipeta serologica como automatica. El coeficiente de variacion 
cuando se usan 0.5 mi de muestra. es de 9.9% s1 se emplea pipeta sero­
logica, y de 3.7% si se emplea automatica (n = 10), La reproducibili­
dad es buena (por ser superior al 90%) en ambos casos. Se prefiere, 
obviamente, recurrir a la pipeta automatica si las condiciones de 
trabajo lo permiten. 
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6~- No solo es necesario QL1e el SL1strato ~uspendido en el 
amortiguador est~ a la t~m~~ratura de reaccion e~ el momento en que 
se a~ade el caldo en:1mat1cc. P~ra Qu~ los resL1ltados sean reproduci­
oles, e! tamar-;o de las gotas de tr.it11.-1tir-1na en la emLils1on debe ser 
muy seme1ante entre prL1eba y prueba. Ello se logra s1 se usa solo un 
Jugar en el baNo, se flJa Ja velocidad de agitac1on en la plancha, Y 
se ag1td la emuls1on un tit:>mpo constante {l1n mJ.nl1to~ por eJemplo) 
antes de adicionar la en21ma. 

7.- Saad et~· 1199(>! iniorma ocie la temperatura optima de Ja 
lipasa de Pen1c1ll1u0 case.icolum (o f:_~n1c1ll~-~ f.~n~_?.fl_Ll~) es ~,5oC 
!Figura 20). Lopez 119891 determino la temperatura optima de la l1pasa 
de E.~ f~nd1dum obtenida por fermentac1on sem1solida, y encentro que es 
38oC. En nuestro sistema de reaccion no se detectaron d1ferenc1as 
significativas en la actividad de 11pasa a 35 y 37oC. 
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FIGURA 20.­
caseicolum 
Me:zcla de 
lipido, !OX 

Efecto de la temperatura sobre la actividao de lipasa deE..,_ 
con tributirina y aceite de mantequilla como sustratos. 
reacción: 5 ml de solución con 0.2 mi de caldo, lOX de 
de goma arábiga, CaCl 2mM; pH 9.0 (Saad ~_!_ "-.!_., 1990). 

~ 
L 

8.- A pH 5.8, el 89.31% del acido butirico se 
ciado, y a pH 6.0 el 100X (Lambert y Lenoir, 1979). 
este punto de vista, es correcto iniciar la medicicn 
final debe ser menor o igual a 5.8 (figura 21J. 
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FIGURA 21.- Proporcion de acido butirico ionizado en el rango de pH 
de traba;o. Para calcular el factor de correccion, se uso el pKa del 
élcido butirtco a 30oC. (Lamberet y Lena ir, 1976). 

9.- Se determ¡no la establlidad de la enzima a los valores de pH 
de trabaJo alcanzados a diferentes tiempos de reacc1on, a saber: 1, 3, 
5 y 15 minutos (figura 22). El pH minimo alcanzado por muestras con 
alta actividad lipolitica es ordinariamente superior a 5.9 en 1 minuto 
de reacc1on; 5.80 en 3 minutos, 5.5 en 5 minutos, y 5.3 en 15 minutos. 
Por tanto. se determino de la manera convencional la actividad 
res1dc1al de la en=lma desput>s de ser lncubada durante el tiempo 
indlcado al pH correspondiente. 
Se concluye que: 

al Cuando la determinación se hace en un minuto, la actividad de 
la enzima no se ve disminuida a causa del pH. Es declr, la estabilidad 
de la en=ima a ese pH durante ese tiempo es buena (se mantlene el 100% 
de la actividad) 

b) Cuando la determinacion se hace en tres mlnutos, sí el pH llega 
a 5.83, la act1v1dad puede b;iJ,;,r. 11n 7·1. rnmo má .... 1ma. Esti:.'I es ci::iherente 
con lo reportado por Saad et al_. ( 1990), quienes mencionan que el pH 
optimo de la lipasa de E..... ~aseicolum es 9.0 (iiqura 23). Este 10% no 
se toma en cuenta en los calculos de estabilidad contenidos en el 
resto del presente informe. 

c) Cuando la determínacion se nace en 5 o 15 minutos, ademéis de 
que la enzima no está en velocidad inicial, la actividad se ve dismi­
nuida hasta en un 60 o 70% a causa de la acidez qenerada in situ. 

Una recomendacion para trabajos posteriores es determinar pH 
optimo de actividad a Ja enzima y, en adelante, determinar actividad 
lipolitica rutinariamente a ese pH con un amortiquador adecuado. Asi, 
aumentara la sensibilidad del método, probablemente de manera signifi­
cativa. 
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Figura 23.- Efecto del pH sobre la actividad de lipasa de P. 
caseical11m ron trlbut"ir;ria v arrlt-r dr m,"'.'.lnt-rr.H1ill,1 rnma ...... ,11".'".tr~ ... o~~ 

(Saad ~ 21.·• 1990). 

10.- Se recomienda el uso de un control interno para poder 
comparar resultados de muestras analizadas con diferentes lotes de 
reactivos, yto en diferentes dias. Una opción es utilizar alouna 
solucion de Jipasa comercial. Por supuesto, la lipasa comercial 
utilizada deberá renovarse con regularidad, dado que, naturalmente, su 
actividad disminuye al envejecer. 
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F' A K T E :? 

DEDUCCION D E U N M O D E o M A T E M A T I C O 

rARA CALCULA~ LA ACTIVIDAD LIPOLITICA DE UN CALDO DE FERMENTAClON 

UTILI:t.tmo EL METüDO [•E HOFEU1ANN et al. MODIFICADO 

La cur·va do::- calib1·.:.ición conv'='ncional s-::· elabora v>:?rtiendo 12.5 
ml de amo1·ti·~u."Jo1· de succinato:;; 0.02 M pH = 6.0 .,;n tubos de .;,nsayo, y 
ag1·.;,9ándole de o a 200 µl de solución stock d.,; acido but11·ico (con una 
concent1·acion de 400 µn1ol/ml), v aqua destilada. pa1a completar· un 
volum.;,n finc.l d;: 13.5 mi. Se mido0: el pH a la solución d·2 cada tubo y 
se ·~1·afica. Una cu1·va const1·uida de este modo so0: mu.;st1·a en la fiqura 
2 5. 

1 r---------------
... 

. .......... .. 
·····-. 

li.6 

6'--~-'-~~-'-~-'-~~-'-~--'~~-'-~--'~--' 

o 10 20 30 40 60 80 eo 
pYOL.f8 DE ACIDO 8UT1RICO 

Figur·a 25.- Cur·va de calib1·ación de ácido butír·ico en amortiguador· de 
succinatos 0.02 M pH = 6.0 (puntos por triplicado). 

La curva se puede representar mediante la ecuación de una recta, 
d~do que el p~i f~r.~1 .:.;; función d-=- ~a \..a1·1tid.:iJ do:: dt.:iJu bulír·ico e:n oi=1 
sistema: 

pH final 
donde: 

pH fina 1 

pH inicial 

m 

m (µmol ácido butlrico) • pH inicial 

lectura directa del potenciómetro al 
sistema con ácido butirico 
lectu1·a di1"ecta del potenciómetr·o al 
sistema sin ácido butlrico 
pendiente de la curva de calibración 

( 1) 

Dado que el pH de las muest1"as de caldos de fermentación es con 
frecuencia distinto de 6.0 y la capacidad amortiguadora del sistema de 
1·eacci6n es baja, fu-: necesar·io elabor·ar· curvas de cal ib1·aación par­
tiendo de difer·entes valor·es de pH inicial, Un ejemplo de tales CUl"Vas 
se muestra en las figuras 26 y 27. 

63 



Como se puede apreciar. la J1nearidad intra-curva es muy buena 
(los coef1cientes de correlac1on son superiores al 0.99 en todos los 
casos!. 

Sin embargo, Ja pendiente de las cinco curvas no es ident1ca. 
Analizando los datos. se encuentra una clara correlacion entre la 
pendiente mostrada y el pH inicial. Tal correlación se grafica en la 
figura 28 y se puede representar mediante la ecuacion de una recta 

y = mx ~ b 

donde: 

y pendiente mostrada por la curva de calibración, 
x = pH inicia 1 , 
m pendiente de Ja recta, esto es, razón de cambio de las 5 

pendientes 
b= intercepto (dato que carece de significado fisico, ya que en 

condiciones de trabajo no se parte de pH O en ninqún caso) 

AJ resolver la ecuacion 2 para los datos de la fiqura 
encontramos que: 

-3 
y = (-7.408851 X 10 )(pH inicial) + 0.0383442 

(2) 

las 

26 

( 3) 

Asi las cosas, al sustituir en (1) esta formula para calcular la 
pendiente mostrada por Ja curva de calibración encontramos que: 

-3 
pH final = ((-7.4 X 10 J(pH inicial)+ 0.03](umol) + pH inicial 

¡ 

y, rearreglando: 

pH final - pH inicial 
J-'mol= (4) 

-3 
(-7.408851 X 10 J(pH inicial)+ 0.0383442 

Dado aue l~ determ1naciOn d~ activ1dac se hace con 0.5 ml, y se 
desea expresar el valor en umoJ/ml, el valor final de umol se 
multiplica por :. 

Finalmente, ya que la lectura del pH final se realiza despues de 
que la reacción transcurrió durante un minuto, las unidades reultantes 
de nuestro calculo son ~mol/ml/m1n, Jo que corresponde a unidades 
internacionales de actividad enzimática, Jipolitica en este caso (LU). 

Nos encontramos asi con que: 

(2) (pH final - pH inicial)' 
LU ---------------------------------------------------------- (5) 

-3 
(-7.408851 X 10 )CpH inicial) + 0.0383442 
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FIGURA 26.- Curva de calibra=ic~ para ia determinacion de actividad 
lipolltica. pH inicial variable. Puntos por triplicado. 

FIGURA 27.- Curva de calibracion de actividad lipolitica 
cial variable. Gráfica superficie de respuesta. BUT= 
butirico/ ml muestra. 
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APENDICE 2 

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE REACCION PARA DETECTAR 

ACTIVIDAD LIPOLJTICA POR MEDIO DE UN ENSAvO EN PLACA 
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Se probaron 01versos sustratos, metodos de emL1lsif1cacion y 
colorantes que reacc1onar1an con los oroou~tcs ~e redcc1on. 

Los S•Js~..-..;.~cs ¡:.robaoos fueron: tr1ourt1r1na, triolina y aceite de 
oliva, todos al ~.5%, obten1encose resultacos seme1antes. Se decid10 
usar el aceite por ser el sust~ato de menor costo. 

Se corrcboro la necesidad r1P ut111~.=i.r .;lgun .=J.']ro?ntP '?m11lo:;.-tficMnt:"~, 

CQmO el trlt.ón X-lt·lt-1. t=°c;t~ MnPf"ltP p<;t-:-1b1 l l 71 l 1 ".""!""'tUle1'.)n: 'il.-, """l 11 

act1vidao no se puede detectar, pues no se obtiene un tama~o de 
partícula peque~o. 

Se emuls1f1co con homogen1~ador de pistilo o con son1cador. La 
.,"l em:ds1on hecha con son1cador tenia el tamat"'lo de partícula menor. oor 

lo qL1e se esperaba una meJor interacc1an con la enz1ma. Sin Pmb~rQn. 

con ambos métonnc; c;,p nht1Jvn un hnln r1,,,....,,~f"''"'+-r n~f·ni~~ "'· ·1., ,,,,,,. r-c 

tenia disponible en el laboratorio en el que se trabaJaba, se decid10 
utlll~ar e] homogen1zador de p1st1lo de forma rut1nar1a. 

Los colorantes probadas fueron roaam1na 6G y rodam1na 8 al o. 0.05 
y 0.15%. Con rodam1na 8 se obtuvieron halos de h1droJ1si~ rnn ln~ trP~ 

sustratos, 
de oliva, 
colcr-a.~.tc-, 

mientras n1JP con ra(1arr,,na AG. 5f)lr¡ rnn t,...'iol0'n1 y ·lC-f"'it~ 

y no con trib1Jt1r1na. En cua~t= a !a conoentraciOn del 
tanco u.05% como 0.15% fac1!1tan la visuali2a~1nn rlPl hAln. 

Por otra parte, se probaron diversos tiempos de lavado del gel 
procedente de la electroforesis con SDS. El tiempo y numero de 
lavados, asi como el volumen de solucion de lavada debe de variar en 
función del espesor y tama~o del gel. Se encontro que para recuperar 
la actividad en21matica de un gel de 40 X 50 X 0.75 mm son suficientes 
tres lavados con 100 mi de soluc1cm al 1% de tr1ton X-100 en 
amortiguador de succinatos 0.02 M pH 6.0, cada uno con durac1an de 40 
a 45 minutos. Si el tiempo de los lavados es m~nnr tpor ~jempla 30 
minutos), la actividad Pn21rndt1i-a rio se net~r.+-.~. 

Para determinar cuánta actividad enzimatica se debia tener en la 
muestra de modo que la banda tuera detectable y que estuviera bien 
enfocada, s~ h1c1eron var1as corridas de prueba, y se concltJyó que la 
banda se detecta bien cu~ndo ~e ~plican aproximadamente 30 a 40 ug de 
prote1na procedente de algün caldo de fermentacion que muestre una 
actividad de 40 LU, (la descripción de la preparacion de las muestras 
se incluye en la sección 6.5.4.3J. En todas las corridas se aplico l 
1.11 de lipasa comercial (Palatase M 1000 LU), que contiene 2 1.19 de 
proteina/1.1! soluc1on, como control positivo. 

68 



APENDJCE 3 

TRATAMIENTO ESTADJSTICO DE LOS DATOS EXPERIMENTALES 
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EXPERIMENTO 7.2.3 EFECTO DE DIVERSOS ACEITES VEGETALES SOBRE 
LA PRODUCCION DE LIPASA 

Af.!CHlVO: ACElTE! F IlE: ACE ITE.S 

Tl(AlAMlENTO Row TX• AE• -- --- -- ----- - -------------
1.. 011 ve l. 13 
2.- Gf r·asol (,¡. 23 
3 •• Ma\ z 6.57 ... Clirtamo • ".10 
s.- So va s S.06 

6 1t. Slt 
l J. 68 

SlMBOLOGlA e J. 29 
9 "·'' TX Trat•mf en to 1 o • ". 82 

AE •ctfvfdad tsp"c\fica 11 • s. 02 
e Crecfrrdetito 12 • s. 02 

13 s J. 39 

•• s 3. 19 
1 s s 3. 1 e 

One-wav Analvsfs ot·Var;ance 

Data: AE" 

Level codes: TXt. 

Labels: 

Ranc;ie te5t: LSO Conffdence leve!: 95 

Analvsfs of varfance 

Sour·ct- of ver fati on Sun1 of SQuan:s d. f, Mean sQuare 

Between ~H'OUPS 

Wf thf n groups 

Total (cor·rect.td) 

6.656~067 

6.7061333 

13.36261.iO 

O missin9 valut-Cs) have been excluded. 
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• 
1 o 

•• 

t.6€t.1267 
.6706113 

C• -----·-------
•• 6 
3.9 
•• 6 
s •• 
s. o 
6. 1 
6.9 

'· 2 6. 6 
S.6 
~.9 

s .• 
s .7 
6 •• 

'· 2 



level Count 

4 

' 
lota l " 

lati le ot mea ns tor A(4 l>v TH 

Stnd. Err·or ~tnd. Er rvr 
Ave:r·a::i~ e lnternc:J1 J (poc.le-d 5) 

4.6433)?) 1.011.J 191 . "1; 7910 
4.76b6667 • 153 76 7 s • 4 7 2 7978 
3.6933333 .]3&6075 , l¡ 7 2 7978 
li.9!1333)3 .066b667 • Lo 7 2 1"918 
3. .7!:>3 3 j; 3 j • 06E 3 S¡¿, 3 . "7 27 97 8 

'-. 2b.700JO • ~ 1 144 1f: • 21144 16 

9~ Per c.ent LSü 
intervals tor mean 

3. B!t8;> 265 s. 3 ªª""o 1 
4.0215!:>99 !i. !i 1117 3 !i 
~.949::26~ ti. 4 3Btit.0 1 
". 20€12 2&5 5.6984401 
2.50E2265 3.99ELolo01 

3. 9;'8118 1 

MultiPlt: tan.:JI!- ana.1..,.;í!;. tor AE.4 bv TXti 

Method: 515 Pé'tCE-nt L:'t• lntt-rvals 
lf:vel Cour.t t....,.<:, a.:.it- Hon•OQ~ll!:Ou!< ~rouo~ 

' 3 3. 69 j j 3 3 j 
... 6 .. j j 3 3; 
4.H56fi67 

Int~· p• .... .._.:.:'-:·;, d.,. la :·::.m:;;.· <i:'cn nu1ti~ \-:- C:L mf:c:· . .;,; L~~ :n,i.:lticH. 
r·ang-: ar.::1!v:5is LZC·i: 

::~ 'º' maii -::i1 uPc: h~n,o:it-nt-O! con lo;, tratami-:nto!i e-n-:re lo::: 
cual<:!< no h::-\1 aift:1!-nc1:. .::1::ir11tic.e1tiv!i, i:.:.d:i 9• uoe,¡ s.: "'ª''¿¡con 
una colurronQ v-=-r·t\c.1::11 ch: c.:tefiscos ¡•¡. 

Hav dite-1t.-r1ci:.i si·::ritic.ati"a .,:,.nt1~ aouE-110~ t1atan.ie-nto~ 
pe-rten-enci..:r.ttS a di ter ent.,.;: ·.Jr uPOS hvmog~n~os, 5'iemp1·e v cu:rnac 
nc.· !.=.- tr aclap!:r1 ~nt1E- s1. 

Se puede decir, con el 951 de probabflfdad de acertar que, 
para este c;aso (acttvidad espec\fica vs tratamiento), los grupos 

homogéneos son: 

a) Soya, ma\z, oliva. 
b) Ma1z, oliva, girasol, cártamo. 
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One-wav Analvsis of Varianc~ 

Data: C4 

L~v~l cod~s: TX4 

L~b"l s: 

Range- test: LSD Contidcnce level: 9S 

Analvsis of var·fance 

Sourc~ of variatfon ~.um of Squar-e~ d. t. ~1edn !;Qua:re 

F.!-e'f:we.:.n ~iroups 
Wlthin 9r·oups 

Total (cor·rEct~d) 

lievel Count 

J 
4 
5 

Total 15 

11. J 3 J 3 3 3 
:>.300000 

13.713 J J 3 

4 
1 o 

14 

2. BJ 3 3 3 3 3 
.:300000 

L°ib !'= vf means fo1 C4 by TX4 

:tnd. (1To1· Stnd. Er-ror· 
t..v-:-1·~9~ ( int¿r·n.:sl) {pool-::-d s) 

4.l6G66G7 • ~ 3)):?)) • 28 1661 7 
s.soooooo • 3 :! 14 550 • 20 1661 7 
6.9000000 . 1 7 3 :?05 1 • ;io 1 66 11 
S. G J 3 3 3 3 3 • 1 L. '::>:'966 . 28 16617 
6, 1.3) J 3 3 3 • 4 3 j 3) 3 3 • 2 e 1ób11 

5.7666667 • 1:.iS9630 .1259630 

Multiple range analysis for C4 by TX4 

Method: 9S Percent LSD Int~rvals 
Level Count Average 

3 4 .3666657 
3 5.5000000 

5.6333333 
5.4333333 
6.9000000 

Homogeneous Groups 
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r-ratlo Sig. level 

11. 905 .0009 

95 Percent LSO 
intervals for mean 

3.922701:> ... 9105521 
1L0561145 5.9438955 
6. 11 SG 1 1 r. ~ 7.3430855 
5.1894479 6.0772100 
5.!)(!94479 G.0772100 

S.5681551 5.9551783 



Interpretación de la comparación múltiple de medias LSO (multlple 
range analvsls LSD): 

Se forman grupos homogéneos con 1 os tr·atami en tos entre 1 os 
cuales no hav diferencia significativa. Cada grupo se marca con 
una columna v~r·tical de *· 

Hay diferencia significativa entre aquellos tratamfentos 
pertenencientes a dife1·entes grupos homog•n~os, siempre v cuando 
no se traslapen entre st. 

Se puede decir, con el 95' de probabllfdad de acertar que, 
para este caso (crecimiento vs tratamiento), los grupos homo· 

gf!neos son: 

a) Ollva 
b) Gfrasol 1 c.§rtamo. 
e) Cártamo, soya. 
d) Soya, malz. 
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EXPEfiIMENTO 7.2.S DEFINICION DEL METAEOLITO fiESPONSABLE DEL 
FENO~•Erl0 DE rriD~CC!0N 

l\f:.•:11 T >'···: • 11 -. Tí r i 1 "=' :.tiSH.: 

Tí,;\ T .\tl '( itl r.~. ~; f'OW TO AL3 

1,- T1· i!J1it i ,. i ri 1 1 J.1 

-. T1· i /' 11111;' in ·1 3. o 
3. - T 1· ¡..::; ! ·:·., 1· i n...J 1. 8 

'··· Tr· '"l-:"111., 4 1. 4 
!'"1, f-iu 1i1·.¡I O:• 5 o.o 
6 .• c._ .... p1·; 1.11 ., 6 1 • 3 
1. P.:i l 111i 1.1I11 4 4,8 

".- [ -~ 1 -·. 11'' 1 ! •• 4.6 
r¡ • ül-;•.il.•J o.4 
10 .- r, 1 ¡ ,. ~ 1 '¡J 10 1 • J 
11. - r:,)nt ,-,,1 p~•:;il i Vú 11 o.o 
1:?, .-. •'h: 1 "~ Fl•··J~t t j Y~) 1 2 o. 1 

13 1. 8 
14 ' Q.7 
15 8 1. 5 

':.It·1fi,-d ")i'', TA 16 B Q.9 
17 9 4. 1 

TX ¡¡· .H!l: ••O ti.."> 18 9 l. 5 
Af. ,,, ti V i.J.-i.J .=-sp~c t f i ca 1 9 , o o. 9 
e ,- . - · im: 0 11!., 20 , o o.a 

2 1 11 4. 2 
22 11 5.4 
23 1 2 o.9 
24 12 o.9 

•)n-:-Wav An-3lvsis of Var·iance 

Data: AE3 

Level cod-:-s: TXJ 

Lab-al s: 

Analysfs of varianc~ 

Source of variation 

Betwe~n groups 
Wi thi n ·Jroups 

Total (corrected) 

Sum of Squares 

58.780333 
2.330000 

61. 118333 

O missing valu~(s) have been ~xcluded, 
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d.f. 

11 
12 

23 

Mean square 

5.3443939 
.194t667 

C3 

l. G 
3.fi 
3. o 
5. 1 
J. 6 
t., G 
4.6 
4.2 
2.8 
5. 1 
0.2 
0,3 
1. 2 
l. 1 
2. 1 
2.l 
s.o 
4.2 
2. 3 
4.2 
3. 9 
4. ¡, 
3.2 
4. 6 

F-ratio Slg. level 

27.525 .0000 



Table of means for· AEJ Lv TXJ 

S t nd, [;:1·r·or- Stnd. C1 r or· 95 Per·cent l so 
Lev~l Count A.VE'l'd~l~ ( i' nt-=-rnci 1 ) (pooltid s) int~rvals f or mean 
--------------------------------------------------------------------------------

1 J, 0500000 • 0500000 ,3115820 2.5698362 3,5301630 
2 1 .6000000 .]000000 • J 1 1502 o 1 • 1 19836:0 2.0001630 
3 1.0500000 • 2!°:10('1000 .3115020 .5699362 1,5301630 
4 4. 7000000 • 1000000 .3115020 4.2198362 5. 1001639 
5 ,0500000 .1~ 500000 • 3 1 15 B~ O • 3699362 1,3301639 
G 2 .0500000 .0500000 • 3 1 1 5820 - .4301638 .5301639 
7 2 ' . .:sooooo • 5~100000 .3115820 • 7598362 1.7301639 
e 1. 2000000 

. 3 ºººººº ,)115020 .7190362 1 .6801639 
9 3. 8000000 .3000000 .31158~0 3.31~8362 4,2801638 

10 .0500000 ,0':>00000 .3115020 .3690362 1,3301630 
11 

4. ººººººº • 6000000, .3115020 4. 31aOJ62 S.2801639 
12 .9000000 ·ººººººº • 3 1 1 59.:'0 .4 190362 '.3001630 

Total 2.0003333 . 00991, 60 .0899460 1. 0597220 ,,146944? 

Mul t ipl.;. 1·an·;1•_, .iin.Óll 'r':5 is for AE3 by TXJ 

Method: 95 P~rc~nt L$0 Inter·vals 

G 
5 

'o 
12 
3 

11 
2 
2 

.0500000 

.esooooo 
.0500000 
.9000000 

'. 0500000 
1.2000000 
'. 2500000 
1. 6000000 
3 .0500000 
) • 8000(100 
4. 7000000 
4 .0000000 

Hom~~~neous Gr·oup3 

Interpretación de la comparación m~ltfple de medias LSO 
(multfple range analysis LSO): 

s~ puede decir, con el 9SS de probabflfdad de acertar que, 
pera este caso (actividad espec1fica vs tratamfento), los grupos 

homogéneos son: 

a) Caprflato, butfrato, glfcerol, control negativo. 
b) eutfrato, glfcerol, control negativo, trfestearfna, estea-

rato, palmltato, trf palmltf na. 
e) Trlbutfrfna, oleato. 
d) oleato, trfol .. fna. 
e) trfolelna, control posftfvo. 
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Data: CJ 

Level cod;:s: TX3 

Lab<-1 s: 

Rang~ t~st: LSD Confi1jence level: 95 

Analysis of variance 

Sour·ce of varfation d. f. Mean square 

R~"'tw~-en qrouP!:'I 
Wi thi n 91.·oups 

Tot.:.1 (corr'ectEod) 

JC.S75000 
9.250000 

1,5, 025000 

11 
12 

J. 3250000 
.7700333 

O mfssfng value(s) liave b~en excluded. 

iaf))¿- ot m~ans fo1· (:3 bv TX3 

::':tnd. Err·o1 St
0

nd. Error· 
Levo.? l •:ount Av·.::·109~ (int<::"nldl) (pool.e-d s) 

1 3.6000000 ·ººººººº .6200194 
2 2 4.4500000 ,G500000 .6208194 
J 2 4.1000000 .5000000 .62001911 
4 2 4.4000000 .2000000 .6208194 
5 2 ).9500000 1.1500000 .6200194 
6 2 .2500000 .osooooo . &.:os 1 911 

7 .: • 1 ~ººººº .9500000 .620819t. 
o 2.2000000 • 1 000000 .6209194 
9 4.6000000 .4000000 .C,2001911 

1 o 3.2500000 .9500000 .6208194 
11 ,, • 2~00000 • J 500000 .6208194 
12 3.9000000 .7000000 • s.:oe t 9Li 

Total 24 J,4250000 • 1192 1s1 • 1792151 
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F"-rat io Sfg. level 

4. J 14 • 0092 

95 Percent LSO 
intervals for· mean 

2.6432856 4.5567144 
J ,4932856 5.4067144 
3.1432856 5 ,0567144 
3,4432856 5 .3567144 
2.9932856 4.9067144 
-.7067144 1.2057144 
1.1932856 3,1067144 
1,2432856 J.1567144 
3 .6432056 5.5567144 
2.2932956 4,2067144 
3.2932856 5.2067144 
2,9432856 4.8567144 

3.1408203 3.7011797 



Multlple rang• analvsls for C3 bv TXJ 

ME'thod: 95 P.:.-1·c-:-nt LSO Into:o1·val s 
Loevel Count Ave:1·.3·).:0 Homog~neous Gr-oups 

7 
9 

'º 1 
12 
s 
3 

11 
4 
2 
9 

,:'500000 
:i.1sooooo .. 
:',2000000 
) , :'SOO 000 
3, GOOOOOO 
3.!:1000000 
3, 9•,nuooo 

4. 'ºººººº 4.2500000 
l¡ .4000000 
4,4SOOOOO 
4,r,000000 

Interp1•etacf6n d¿ la comparación m~ltfple de medias LSO (multfple 
range analvsis LSO): 

S~ forman grupos homogéneos con los tratamfentos entre los 
cuales no hay diferencia significativa. Cada grupo se marca con 
una columna ver·tical de •, 

Hay dffer·encia significativa entr·e aquellos tratamientos 
per·tenenci~ntes a difer·entes grupos homogéneos, siempre y cuando 
no se traslapen entr¿ s1. 

Se puede decir, con el 951. de probabilidad de ac-ertar que, 
para este caso (crecimiento Y5 tratamiento), los grupos homo­

g,neos son: 

a) Caprf lato, palmf tato. 
b) Palmltato, estearato, glicerol, tr!butfrfna, control 

negativo, butirato. 
c) Estearato, glicerol, tributirina, control negativo, butf­

rato, triestearina. 
d) Glicerol, tributirfna, control negativo, butfrato, trfes­

teartna, control positivo, trfolef na, tripalmftfna, oleato. 
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EXPERIMENTO 7.2.6 EFECTO DEL TWEEN 80 

FI 1~ TWE EN~ 

1. C'n'1 .•1 in : •• ~ .. ::ite v sin tween r'OW Tí.AT1 

"' - C•·,1' i·· • 1 .:1c•:: i t..:-
3. - ,·¡:1 • >,. ! ""'"'·en 
4. 11°:1 ·,. .,, ·i1,:. v twoe.:n 

Tr /, T 1 
J\E :·.r· l 

CJr'~ 1 

·:!\: "..'/l t· 
l ;,,.;d,·1d .-::;pec¡fica 

.-, · ; 1oi-nt\) 

4 
5 
G 
1 
9 

On-e~wav Analvsi:. of V.:11·i'anct: 

Data: AESP1 

Leve1 codes: TRAT1 

Labels: 

Ra11•3P. t~st: LSO Confid~nce level: 95 

A11alysis of var·iance 

4 
4 

$ou1·ce of variation ~.un1 of Squarcs d. f. Mean 5quare 

e.~tw~'!"n q1·oups 
Within g;oups 

Total (corT~ct~d) 

1+4 .51~C30 
1. 90 14 5 o 

45.414008 

14. Bl 7 54¡; 
.475JG2 

O missing value(s) hav~ bé~n excluded. 

Lev~ 1 

3 
4 

Total 

Count 

2 
2 

Table of means fcw AESPt by TRAT1 

Stnd. [1-r-01· '.:-tnd. Ef'ror 
Avc-r·a9e ( int-:n1al) (poolE:d s) 

·ººººººº 2.5150000 
.9700000 

s.2000000 

2.4212500 

.0000000 
• 34 50000 
.0600000 
,9100000 

.2431629 
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.4875256 

.4075256 

.4875256 

.1.075256 

.2437629 

AE St· 1 CHC 1 

o.oc l.4 
o.oc 2. 4 
2.86 ,, • 2 
2. 1 7 4.6 
0.91 J. 3 
1. 03 l. 9 
7,11 3. 9 
5,29 3. 4 

F-ratio Sig, level 

l 1. 2 1 l • 003 1 

OS Per-cent LSO 
intervals for mean 

-.9574708 
1. 5575292 

.0125292 
S.2425292 

1.9425145 

.9574708 
J.4124709 
1. 9214109 
1.1574109 

2.9999954 



tS1~i 
~J.\.fü 

Multipl~ r3ng• dnalysis for AtSP1 bv TRAT1 

Metllod: 95 Per·c~nt L~D !1lt~1·vals 
Level Count A-v~r·a.;ie Hc·nwgenr!üUS Gr·oups 

.0000000 

. 9700000 
:i.5150000 
G.?000000 

.. 

1lS\$ 
~y"' \ h 
\.~ '\\ 

Interpretación de la comparación múltiple de media• LSD (multfple 
range analysfs LSO): 

Se forman grupos homogéneos con 1 os tratamientos entre 1 os 
cuBles no hay dit.::r·encia significativa. Cada grupo se marca con 
una columna ve1·tfcal de•. 

Hay difer·encia significativa entre aquellos tratamientos 
pert~nencientes a diferentes grupos homogéneos, siempre v cuando 
no se tr·aslapen ttnt1·e s1. 

Se puede decir, con el 95' de probabilfdad de acertar que, 
para este caso (actividad especifica vs tratamiento), los grupos 

homogéneos son: 

a) Control negativo, tween. 
b) tween, aceite. 
e) tween con aceite. 
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Data: CRECt 

Level cod~s: TKATt 

Labels: 

Ran·;ie test: LSr:· 

Source of v~riation 

Betw.:-.r:-n groups 
Wi thi n gr·•:iup~ 

0ne-Wav Analvsi~ of V~riance 

Confidt>nce lev¿J: 95 

Analv~ic of var·iance 

Su111 of Squa1·es ~.f. M.:ian square 

2. :.'550000 
.0400000 

.7516667 
.:100000 

Total (co1·1·~ct¿d) J.09~0000 

Level 

3 
4 

Total 

count 

2 
2 

Table of m¿ans for CREC1 bv TRAT1 

Stnd. Er·r·or· Stnd. Erroi· 
Av~1·a~~ ( inter·n;il) (pooled s) 

~.9000000 

4 .4000000 
J.6000000 
3.6000000 

3.G:'SOOOO 

.soooooo 

.2000000 

.3000000 

.:000000 

.1620105 

• J ;'4 03 70 
.3240370 
.3;'40370 
.3240370 

.1620105 

F-ratf o 51,;i. level 

3. 570 • 124 9 

95 Percent LSO 
inter·vals fer mean 

2.2636109 
3.7636109 
2.9G36109 
2.9636109 

3. 3 068054 

3.5363891 
5.0363991 
4.2363891 
4.2363891 

3.9431946 

Multiple rana~ analvsis for CRECI bv TRAT1 

------------------------- -------------------------------------------------------Method: 95 Perc'2nt LSD Inte-rvals 
Level Count Ave1·a9e Homogeneous Groups 
--------------------------------------------------------------------------------

4 
2 

2 
2 
2 

2.9000000 
3.6000000 
3.6000000 
4.4000000 

--------------------------------------------------------------------------------
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Interpr·etación de la coinparación múltiple de medias LSO (multiple 
range analysis LSD): 

Se for·man g1,upos homogeneos con los t1·atamientos entr·e los 
cualPs no hay difé:-1·":!ncia significativ~. Cada 9r·upo se marca con 
una co 1 umna vier ti ca 1 de • . 

Hay diferencia significativa entre aquel los tratamfentos 
pertenencientes a difEH·entes grupos homogéneos, siempre v cuando 
no se traslapen e-nt1·~ s'. 

Se puede d~cfr, con el 9S' de probabflfdad de acertar que, 
para este caso (crecimiento vs tratamiento), los grupos homo­

géneos son: 

a) Control negatfvo, tween, tween con acefte. 
b) Tween, tween con acefte, acefte. 
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EXPE.í:IMENTG EVALUACI0~ üEL E~~L10 ~t LA PRESENCIA DE 
PP.OOUt.:TC·~ DE RC~:·:I~·rJ Eii EL MEC·I1:• C•E 
CULTIVO 30BRE LA PRODUCCION DE LIPA~A 

A~CHT\!.'"'I: r"·í:·".(•11cT: F i 1 e rttC•OIJCT~· 

Tfi'>,fM1~i!l7'1 ; row TX2 

1.- f¡1¡I ,. ¡t •• 1 
2. - C1JJI ·'' 3. - r·.:11,,::1 ,!,. 

'•· [ ·,t. 4 
~. .• ¡ .. ,;, 5 
fi. .,1 ; & 
7. ,"\U 1 ,·,, l f'' '.~ i t ivc. 7 

". •11ilt ,,J ll•:•Jc1 l i YO o 
9 

JO 
11 

:::H~r.· ... •! ;.-;¡ \ 12 
1 J 

TX r, ... .111.i ... 1dt1 14 
/\f A•· 1 :vid.id ·~spec1ffca 15 
e {°'.¡ ;llt;··llt•,:, 1 G 

One-wav Analysis of variance 

Data: AE2 

Leve1 codes: TX~ 

Labels: 

Range t.:-st: LSD 

Source of var·iation 

Between groups 
Wi thi n ·;woups 

Total (corrected) 

Confidence level: 95 

Analvsis of variance 

Sum of Squares 

62.590000 
3.640000 

66,230000 

d. f. 

15 

Mean square 

0.9414286 
.4550000 

O missfn; value{s} hav~ been excluded. 
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1 
1 

J 
4 
4 
5 

6 
7 
7 
o 
e 

AE2 C2 

5.4 4. J 
4. 2 J. 9 
o.o 0.4 
o.o 0.3 
5.4 4. 7 
5.4 5. 4 
5.9 6. 1 
5.0 4. 6 
4. 1 6. 5 
2. 9 G. 7 
;>,f, 0.6 
,, • o 7. 6 
4.2 J. 9 

5 • '· 4.6 
o.g 4. 6 
0.3 3. 5 

F-ratio 

19. 651 

Sig. level 

.0002 



Level Count 

1 2 
2 2 
3 2 

" 2 
s 2 
6 2 
7 2 
e 2 

Table of means ft.:>1' AE:' t>'v TX2 

Stnd, Er-ror· StnJ. E1·ro1 
Aver·age (inter·nal) (pooltd s) 

"·ªºººººº .6000000 ,47G969L 
.0000000 ·ººººººº ,41G96Ctfl 

5 ·"ºººººº ·ººººººº .4 7f,9(í9G 
5.4000000 ·"ºººººº ,t'7G9C.9G 

3.5000000 .6000000 .47GGC.D6 
3. 3000000 • 7 000000 ,476969G 

"·ªºººººº .bOOOOOO ,476!JG9G 
.6000000 .3000000 • 4 769696 

!)5 í-'t!r·cent L SO 
int-:1 >Jáls tor m·:an 

4 .02:'0399 5.5779601 
- • 11796 o 1 .7779601 
11 .G:2203QQ ó. 177!JGO1 
4.62203!39 6,1779&01 
2. 7 2 ;•o 3 99 4,2779601 
.: • !>2 .JO 3 99 4,077SG01 
/~. 02:'03 99 5.5779G01 
-.1779GOI 1.3779601 

-------------------------------------------- -- --- - -- - - - --- -- ---- ------ -- -- - - ---
Total 16 3.4750000 • 1GB63li 2 • 1GBG34 2 3.'0994~6 3.7500504 

to;ultiµ;~ 101·1·:¡.;: g,·,..:.l,:;~; to1 At2 bv T".::' 

--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95 Per·cent LSO Int-=1·val$ 
Level Count Aver·age Homo~eneous G1·oups 
--------------------------------------------------------------------------------

2 . ººººººº e 2 . 6000000 
6 2 3.3000000 
s 2 3.5000000 
1 2 4.8000000 .. 
7 2 "·ªºººººº .. 
3 2 5.4000000 
4 2 S.4000000 

--------------------------------------------------------------------------------

Interpretacf6n de la comparación m01tiple de medias LSO (multiple 
rango analysis LSD): 

Se forman grupos homogéneos con 1 os tr·atami en tos entre 1 os 
cuales no hav diferencia significativa. Cada grupo se marca con 
una columna vertical de *· 

Hay diferencia significativa entre aquellos tratamientos 
pertenencientes a diferentes grupos homogéneos, siempre y cuando 
no se traslapen entre sf. 

Se puede decir, con el 95,, de probabl l ldad de acertar que, 
p•r• est• ca10 (actividad especfffca vs tratamiento), los grupos 

homog6neoe son: 

a) Caprllato, control negativo. 
b) Glicerol, oleato, butlrato, control positivo. 
e) Butlrato, control poaltlvo, palmltato, estearato. 
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Onc-Wav Anal~sfs af Va1·fanc~ 

Dsta: C~ 

L¿.v.:-1 cod~s: TX2 

La be 1,-,, 

Rangt" t~st: LSD Confide-nce level ! 95 

Analvsis ot va1·ianct:-

Zourc~ of varlation Sum of Squar-es d' f. M.¿an square 

EJetweE"n groupf, 
Wfthin gn)ups 

To ta 1 ( cor-r-ec ted) 

71.229375 
:!.025000 

7t,. 054 j 7 s 1 5 

10.175625 
.353125 

O missin9 value(~l hav~ been e~clud~d 

Level Count 

3 
4 
5 
6 

Total 16 

Table of m~ans far· C2 bv TX2 

Stnd. E1·ror Stnd, Er-r-or 
Av~1·agt- ( intern.::tl) (pooled s} 

4. 1 ºººººº 
.3500000 

5.0500000 
5.3500000 
L.6000000 
8. 10000ú0 
l¡. 2500000 
4.0500000 

4,7312500 

.2000000 

.0500000 

.3500000 
• 1500000 

. 'ºººººº .soooooo 

.3500000 
.5500000 

• 1485608 
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.4:'01934 
,l1201934 
• Lo~ o 1934 
,11201934 
·"'201934 
.4201934 
.4201934 
.4201934 

• 14 85608 

Sfg, level 

20. 816 .0000 

95 Percent LSD 
intervals for mean 

3.4146446 
-.3353554 
4.3646446 
4 .6646446 
5.9146446 
7 ,41451,45 
3.5646446 
3 .3646446 

4,4889403 

4.7853554 
1. 0353554 
5.7353554 
6.0353554 
7 .2853554 
8.7953554 
4.9353554 
4,7353554 

4.9735597 



Mulllple r·ang~ analvci! for C2 bv T~~ 

Method: 95 Perc€nt LSO I11t~r·vals 
Level Count Avd1'aJ~ Homogen~o11s Gr·oups 

,)')00000 
4.0~00000 

4. 1 ºººººº 
4. 2~100000 
5.0500000 
5,3500000 
G.6000000 
a.1000000 

Interpretacfon de la comparación m0ltfple de medias LSD (multlple 
range analysis LSO): 

Se forman 9r·upos homogéneos con los tratamientos entre lo• 
cua1~s r.o hay d~fereiu.:ia :.ignificatlva. Cada grupo se marca con 
una columna ver·tfcal de •. 

Hav dfferencfa si9nificatfva entre aquellos tratamfentos 
pertenencientes a diferentes grupos ·homogéneos, siempre y cuando 
no se traslapen entr·e s1. 

Se puede decir, con el 95~ de probabilidad de acertar que, 
para este caso (crectmiento vs tratamiento), los grupos homo­

géneos son: 

a) caprilato. 
b) control negativo, butirato, control posf tf vo, palmftato, 

estearato. 
e) Estearato, oleato. 
d) Glicerol. 
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EXPERIMENTO 7,2.8 EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO SOBRE LA 
PRODUCCION DE LIPASA 

~RCHIVC.: •.: ~\F\C•:•N(l nle CARBONO 

rr.ATAMILtHO": row TXS 

1. - Almidón 1 
-. Lac 1 o!:.°f 1 
J. - H~~ l t od~"' t 1· i n.:i 2 
4 •. (. i t t .]1 u 4 2 
5. - Ac.::1 .11 •J s 3 
G, - xilo:::.'1 6 3 
7. - H21 l l D~, 7 4 
o ... G l i ( -0:1·0 1 a 4 
'.1.- C:11n1 1 c>l po-si t ivc1 g s 
to. - :. •:\'f 1 ,. ] º"' :l~,t i vo 1 o 5 

11 6 
SIMeC·LC<G!A 12 6 

1 3 7 
TX Tr"'li .:imi¿nto 1io 7 
I\[ ,\el iVÍLi.:J.J -:-spo::clftca l s 0 
e C:1·'":L j 111 j •.!ll lL> 1 G o 

1 7 q 

1 o 9 
1 g 1 o 
20 1 o 

On¿-Wav Analvsis of Varianct 

Dato: AES 

Level cedes: TXS 

Lsbels: 

Range test: LSD 

Source of variation 

Between grC\UP! 
Wlthln groups 

Total (corrected) 

Conffdence level: 95 

Analvsis of var·ianco:: 

~.um of Squares 

S!.410000 
4,440000 

SS. 050000 

d. f. 

9 
1 o 

19 

Mean square 

s.1122222 
.4440000 

O missing value(s) have been excluded. 
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AES C5 

2.4 6.5 
3. 9 7. 2 
1.:' 6. 1 
2. 1 o.o 
3. 4 ~. 7 
2, 0 0.6 
4. 7 l. o 
s. 7 4.0 
1.1 3. 8 
2.6 1. 9 
o.o 0,6 
Q,4 9.0 
2.3 S.6 
1. a B.2 
o.s 9.? 
o.s 7.1 
4.;? 3. 9 
fl. 4 4.6 
o. 3 J. 2 
o.~ 4. ('j 

F-ratio 

12.065 

Slg. level 

.0002 



Table ot means fo1· A(S by TX~ 

S t nd. Errol' Stnú. E1·r·or· 95 P.;r·cent LSD 
Level Count Av~1·c.~~ ( i nterna1} (pool "c!d s) i nt ;;-r val~ f Of" /11'!;!311 

-------------------------------------------------------- -· - --- -- -- -- -- - - - - - - - ----
1 2 3 .1500000 .7SOOOOO • 4 7 1 1G8 O 2.t.0741.JOS 3.8025395 
2 2 1. 6500000 .4500000 .1. 7 1 16 BO .9074GO~ ::.3!l~5J!l5 

3 2 3. 1 ºººººº .)000000 • Id t 1 G (l B .:'.3~l74GOS 1 .e4~53~:i 

4 2 5,2000000 .5000000 .4711G80 4.4574G05 5.94:.?5395 
5 2 1. 8500000 .7SOOOOO .47116eO 1. 1074605 ¿,5gz5395 
6 2 .6000000 .2000000 • 4 7 1 1 C GO - • 14 2 ~ J '.:i'J 1. 34 .253 ns 
7 2 2.0500000 .zsooooo • .:. 7 1 1u8 8 1,3074GO~, :·. 79~5395 
e 2 .5000000 ·ººººººº • 4 7 1 t G 8 O -.:'t.25395 1.z1,z5305 
g 4.0000000 .6000000 • 4 7 1 1(¡¡;8 4.057t.G05 5.St.25395 

10 .6000000 .3000000 • 4 7 1 16 o o - • 1t. 25) os 1.34~5395 

Total 20 2.3500000 .1409966 • 14099GG ~. 1 1 5 t !JIJ4 :.5G4il11G 

Method: 95 P~rc'!?nt L'.:t· !nt·>1 ... ..=,1: 
Level Count A~e1·a·~o? Homo·;ieneous Gr ouµs 

e 
10 
6 
2 
5 
7 
3 
1 
9 

.5000000 
.6000000 .. 

2 .6000000 
2 1.G500000 
2 1.8500000 
2 2.0$00000 ... 
2 J.1000000 .. 
2 3. 1500000 

4,8000000 
5.2000000 

Interpretación de la comparación múltiple de medias LSD (multlple 
range analvsls LSD): 

Se forman grupos homogéneos con los tratamientos entre los 
cuales no hay diferencia significativa. Cada grupo se marca con 
una columna vertic~l do •. 

Hay diferencia sfgnificatlva entre aquellos tratamientos 
pertenencientes a diferentes grupos homogéneos, siempre y cuando 
no se traslapen entre st. 

Se puede decir, con el 95~ de probabilidad de acertar que, 
para este caso (actividad especifica vs tratamiento), los grupos 

homog6neos son: 

a) Glfcferol, control negativo, xflosa, lactosa, acetato. 
b) Control negativo, xflosa, lactosa, acetato, maltosa. 
e) L•ctosa, acetato, maltosa, maltodextrfna. 
d) Ac•t•to, •altos•, maltodextrfna, almidón. 
e) Citrato, control positivo. 
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D.sta: es 

L~ve-1 .-:odes: TX~ 

L ?lb.el s: 

Ran•Je test: LSD 

Source of variation 

BE-tween group~ 
Within groups 

Tot~l (co1·r·ect¿.d) 

Ona-wav Analvsis of varianc• 

('unf id~nce level: 95 

Analysfs of va1·ianci: 

Sun1 of Squar·es 

rii~.922000 
1 Li. 090000 

1()1.01:::'00 

d. f. 

9 
10 

19 

9.4357770 
1. 6090000 

O missing vr;ilu-e(s) h~=.110: b-::~11 •:loclud~d. 

Tabl¿ of m~ans for· es by TXS 

Stnd. Er·ror· Stnd. [rT01· 

Lev-el Count Av.:-ra,~~ (int¿..rnal) (pool-:d s) 

6.9500000 .3500000 ,09G939:" 
2 7. 0500000 .9500000 .8969392 

7. 1500000 1. l¡ 500000 .89G93D~ 

3. $000000 .5000000 ,0')6939~ 

2.0500000 .9500000 .8969392 
9.?000000 .6000000 .8969392 
6.9000000 1.3000000 .0969392 

B B. 1500000 1. osooooo .8969392 
9 lo, 2500000 ,3$00000 .8969392 

1 o 3.9000000 .7000000 .096939:? 

F -ratio Sig. leve!' 

5.0G4 .0053 

9S Percent L SO 
int~r·vals for mean 

5.436'666 0.263533 
5. 6JG~GCG B.463533 
5. )36"666 B.563533 
2.0064666 4.913533 
1.4364666 4.263533 
7,7064666 10.613533 
5.4064666 B.313533 
6.7364666 9.563533 
2.8364666 5.663533 
:;:>,1'.¡064666 5.313533 

--------------------------------------------------------------------------------
T•.)t31 20 5.9úúú(JUU .2036371 .2036371 5.5330015 6.425999 
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Multlple r~ngd analvsfs for C5 by TXS 

~t'l.'lthod: 9S P..:·r c~nt L~·C· l11t..-1 v,~l:. 
l~Y'::' l Count Avc1·tt·1~ HO!n•)·.H·n.:ou::: Gl'OlJPS 

s ,, 
1 o 

9 

:i. o:iooooo 
3 .soooooo 
].9000000 
l¡. :i!",00000 
6.0~00000 

6.9000000 
7.0500000 
7. 1 ~ooono 
B .1!>00000 
9.~000000 

.. 

Interpr~tación de 18 co~paración m~ltiple de media! LSD (multfple 
range analysfs LSD}: 

Se forman gr·upos homogéneos con los tratamientos entre los 
cuales no hay dff~,·~ncia 5i'Jnfficatfva. Cado o•·upo se l'íldr"Ga con 
una columna vertical de•. 

Hay diferencia significativa ~ntre aquellos tr·atamfentos 
pertenencfentes a difer·~ntes gr·upos homogéneos, siempre y cuando 
no se traslapen entre s1. 

Se puede decir, con el 95' de probabilidad de acertar que, 
para este caso (crecimiento vs tratamiento), los grupos homo­

g6neos son: 

a) Acetato, citrato, control negativo, control positivo. 
b) Control positivo, almidón maltosa, lactosa. 
e) Almidón, maltosa, lactosa, meltodextrina, glicerol, 

x!losa. 
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PRUEBA DE BARTLETT PARA DETRMINAR SI EXIfTE HOMOGENIEDAD DE VARIANZA 

ARCHIVO CC•NTFcASTE BARTLETT F' GRADOS DE x2 TABLAS 

LIBERTAD (o. o 1) 

PRC•DLIC T S AE2 TX2 1.11367 0.987063 1 8. 4 7 5 

C2 X TX2 2.49038 0.622345 

CARBONO AE5 X TX5 1.40012 0.963753 9 2 1. 66 

·:5 X TX5 1 .48959 0.967538 

ACEITES AE4 X TX4 7.22446 2.4394E-3 4 13. 27 

C4 X TX4 1.36258 0.630697 

SUSTR AE3 TX3 2.83496 0.515064 11 24. 7 2 

C3 X TX3 2.52271 0.614879 

TWEEN2 AESPl X TRATl 3.07747 0.210882 11. 34 

CREC1 X TRATl 1.35554 0.835327 

Modo de i nte1·p1·eta1· el análisis: 

Si el valor· d.;, Bar·tl.;,tt calculado es meno1· que el valor· de x2 de 

tablas (0.01), la var·ianza es homogénea. La homogeneidad de 

varianza es una de las exigencias para la valid.;,z del análisis de 

varianza (Litle y Hills, 1978). 

Si x2 calculada < x2 tablas, la va1·ianza es homogénea 

Si x2 calculada > x2 tablas, la varianza es heterogénea 

Como puede verse, en todos los casos la varianza resultó homogénea. 
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APENDICE 4 

REGISTRO DE DISTRJBUCION DE AC!DOS GRASOS 

EN VARIOS ACEITES VEGETALES 
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FIGURA 29.- Rango de distribución de ácidos grasos para el aceite 
de oliva de España (de el fruto de olea europa). Reportado du­
rante el perfodo 1927 -1961 (Swern, 1979) 
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FIGURA 30,- Rango de distribución de ácidos grasos para el aceite 
de cártamo (de la semilla de Cartamus tinctorius), adoptado 
tentativamente por la FAO/World Health Organization Codex Alimen­
tarius Comittee on Fats and Oils (Swern, 1979). 
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FIGURA 31.- Rango de distribución de ácidos grasos pat·a el aceite 
de maíz (de la semilla de Zea mayz), adoptado tentativamente por 
la FAO/World Health Organizat1on Codex Alimentarius Comittee on 
Fats and Oils (Swern, 1979). 
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FIGURA 32.- Rango de distribución de ácidos grasos para el aceite 
de girasol (de la semilla de Helianthus annuus ), adoptado tenta­
tivamente por la FAO/World Health Organization Codex Alimentarius 
Comittee on Fats and Oils (Swern, 1979). 
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FIGURA 33,- Rango de distribución de ácidos grasos para el aceite 
de soya (de la semilla de Soja max), adoptado tentativamente por 
la FAO/World Health Organization Codex Alimentarius Comittee on 
Fats and Oils (Swern, 1979). 
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