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Lipasa: Estudios sobre su sintesis en Penicillium candidum

RESLIMER

Ee¢ Cesarroltaron  cultives de Fenicallium candigum en  un

medio tormulago corn gluctosa (L%, casamincacioos (1%, sales v
vitaminas t(Medioc D, 1rhcucandoclios = I%ocl v lotv rpn.
Se Toncentr aron muestras de caido de termentacion de &

roras de cultli.o en ese medio cuplementado con O.2% de acelte de
oliva., Los resultados cobtenidos & partir ge 13 electrofpresis con
EDS vy su ge! replica suglierem que P, candldum excreta solamente
una lipacs al mecioc. €rm otras palabras, se suglere gque FP. csanci-
gum  NC Pposee 1soen2imas lipoliticas. El pesc molecular de esa
lipasa se estina en 55,000 Daltone=.

Easo far ronolciones e traba)o utiliracas, recul to conve-
niente precrecer @] 1hocuwlc de S, cangidum tmicelio en glicerol
al JO% hasta que jlegara & taszg exponenclal Ccara  disminulyr el
tiempo ce tfermentacion.

Con ecte prernccule se probo el efecto de Clversos aceltes
vegetales al ©.I2% sobre la produccion de lipasa. Los resultados
indican Que los aceites de girxs0l y» Z& Cartamo ejercieron  un
efelto positivo sobre la sintesis de la ernzima, Este efecto fue
cuantitativamente semej)ante al observago con aceite de oliva. Por
el contrario, el &#fecto ejerciar por aceite de sova fue signifi-
cativamente menor.

For otra parte., =& estableci1o que la formacion de lipasa w
sSu excrecion a]l medi1o. recspondio a la presencla de aceite de
oliva en el miemo. pero la cantaidad dge en2ima producida no fue
proporcional a ja concentracion de acelte adicionada €n un inhter-—
valo de concentracaon ge O.00 al %W, Esperamentos en los que se
adicione ciclone<imida a los cujitivos a diferentes tiempos de
fermentacion, gempstraron gQue sSe requlere sintesis de proteinas
ge nNovb Dara que aparezca enrima en el medio. como respuesta a la
presencila del acterte de oliva. Este comportamiento puede ser
explicado en terminos oel fenomeno regulatorio denominado induc-
cion. Fur csufiziormte con (.UZ4 de acelte ge oliva en el medio
para inducair la sintesis de la lipacsa.

t.a trioleina al O.Z2% presento tambien un efecto positivo
sobre la sintecsis de lipasa en P, candidum. Tal efecto fue de
1gual magnatud que el ej)ercidgo por aceite de oliva. Esto sugiere
que la trioleina es el componente del aceite de oliva responsable
del fenomeno de inducclon, Cabe la posibilidad de gue el oleato
sea tampien agente inductour de la emzima, puesto que resulto en
el mismo efecto. aungue con menor gracdco,



Se probod el eftecto dge diversos sustratcocs v proouctos ce
reacclon E} C.I% wunre la produccitn dge licaza., Triectearina,
traipalmitina. es5tlenrato, palmitato, caprilato, butirato b
gllcerol no son agentes 1nNguctores de la enzima. LO% 1ones olea-
to. ecstearatoe., palmitato putirate tampoco E)ercileron efecto
negative sobre Ja sintesis de lipasa en cultivos de F cangioum
suplementacos con acsite de olaiva., En mepoao  cuplementado  con

[ el tween ©d (U,

la concentrac:

aceite de olilva
te accion positivo sobre

oty
e e gy

Se probaron glversas tuentes age
gluctose del Medio D suplementago con
citrato resultc mejor tuente de carbono
medlo suplementadoc con scerte Je oliva
del microarganismo y uma alts aztiviwao
cultivos de P, candidum con glicerol.
como fuente dp cartonc. sufriercn un
sintesis de lipasa. £} glicerol a ve
tivo sophre ] crecimiento.

s

.2

©IErciId una 1mpor tan-

2%

on gde lipasa e -cretada.
carbono, sustituyendao la
2. 0e aceite de oliva. £l
que ls glucosa, ya gue en
oermitic el crecimiento
especifica 02 lipasa. Los
acetato. rilosa o lactosa
efecto negativo sobre la
2 ejercio un efecto posi-—
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INTRODUCC 1! ON

La biotecrcloyin nace posible, a traves ce la aplilcacion integral
de logs conocaimientos v tecnicas ge la biogquimica, microbiologila,
genetica & 1ngenieria quimica, e} logro de teneflCios we t1ipo  tecno-
logico, a traves oe las propilegades y capacldades de Mmicroorganlsmos
y cultivos celulares {(Strauch, 1987).

Actualmente existen multiples alternativas bilotecnologicas rele-
vantes para la produccion de enrvimas. En togo el mundo, este tipo de
compuestos ha adqulrildo una 1mportancia especial. Fara darse una idea
ge elloc, basta comentar que &i valor de su produccion mundial en 1990
se estima en 1,500 miliones e dolares (Cottle, 1957).

Un gran numerc de miCcrodrgahi:smos SON cabaces ge utiliizar gQrasas
Y aceistes comp fuente de carbono para Su crecimiento. Las enzimas
responsables de la hidrolisis de tales lipidos previa a su  digestion
son las lipasas {glicerol ester hidrolasas, E.C. 2.1.1.3, que
catalizan la hidrolaisis de triacilgliceroles a acidose grasos Jibres,
mono- y diacil-gliceroles y glicerol.

Aunque las lipasas pueden va Ter prodocidas &0 Cuillivos microbla-—
noe, Yy BuUS proplegades han sicos estudiadas durante varios afios,
comparadas con las proteasas y carbohidrasas, las lipasas extracelu-
lares tuvieron muy poca aplicaciomn Ingustrial en el pasado (Macrae,
1983). Sin empargo, actualmente, las lipasas microbianas comerciales
se usan en el proceso ge elaboracion de productos lscteos y otros
productos alimenticios, ¥ las lilipasas microblanas producidas en el
serno de algunos alimentos son 1mMportantes para desarrcllar su sabor y
hacerlios apetitosos.

Las lipasas microbianas se han utilizageo en detergentes,
productos farmaceuticos, cosmeticos, curtido de pieles, producc.on de
acidos alifaticos, y en e}l tratamiento de desechos 1ndustraales vy
domestaicos (Seitz, 1974). Los tabricantes ofrecen enzimas lipoliticas
en forma de polvo o en pasta, libre de otras enzimas (Tueme, 1988),
y algunas veces microencapsuladas, para aplicaciones especiales

(Sexatz, 1974).

Es relevante mencionar que las lipasas no solo hidrolizan tragli-
ceridos: los investigadores, tanto en el sector acagemico como en el
industrial, han encontrado gue manipulando las condiciones de reac-
cion, estas enzimas pueden catalizar diversas reacciones potencial-
mente lucrativas, por ej)emplo, sintesis de pepticos, preduccion  de
biosurfactantes, interesterificacion, transesterificacion, sintesis
de esteres y resolucion de mezclas racémicas para producir compuestos
opticamente activos (6illis, 1988).

Por otra parte, es bien sabido que para produclr enzimas micro-
bianas de una manera rentable se acude normalmente a algun microor-~
ganismo sobreproductor, y el caso de las lipasas no es la excepcion.
El conocimiento de los mecanismos que regulan la produccion de la
enzima ayuda a disehar tecnicas que permitan sobreproducirla.



Este es el contexto en el gue se ubica nuestirc traba)jou O 1NVES-
tigacieon:: conocer los mecanismos reqgulatorios con el fin de saber
como sobhrenprsacar ia enzima, y askl1 ser capaces de disernar un

proceso de produccion rentable.

Por lo expresado, esta 1nvestigacion tiene como objetivoc conocer
los mecanismos que emplea Penicillium candidum para regular la
sintesis de su lipasa.

Los mecanismos por medio ge  1os cuales  los microorganismos
regulan la sintesis ge sus enIimas $0N Muy varlades; por ello, en
este trabajo nos concretamos a determinar s1 Se excretan isoenzimas
al calde de fermentacion, S1 la enzima es constitutiva o 1ncucible vy,
por ultimo, ©l efecto que proguce sobre la sintesis de la enzama la
presencia de diversas fuentes de carbono en el medio.

Era nmecesario determinar si &)l microorganismo de trabajo excreta
O nNo i1soenzimas, porque estas taenen normalmente diferentes proplre-
gdades y aplicaciones. La Coterminaclon se reali26 mediante electro-
foresas utilizando un gel replica con sustrato para igentaficar la
banda proteinica activa. Ltos objetivos restantes se alcanzaron
mediante la produccion de la enzima por fermentacion sumergida, con
la adicion de piversos efectores al medio y posterior analisis de las
muestras tomadas periogdicamente.

La aimportancia de estudios fundamentales como este es grande,
dado que son el cimiento sobre el que se apoya la investigacion
aplicada. El presente trabaj)o contribuye de algun modo a la
resolucion ge un problema concreto: ia carencia de informacion basica,
la cual es necesaria para gesarrollar proyectos tendientes a progucir
a escala i1ndustrial enzimas Que actualmente México i1mporta.

Pese a las limitaciones de tiempo e infraestructura enfrentadas,
pretendemos Que este trabajo sirva como antecedente y ge pie a otros
proyectos, de modo que, sumando esfuerzos, a mediano piazo, nuestro
pais sea autosuficiente en cuanto a la produccion gde lipasas se
refiere.



2.~ GENERALIDADES SOBRE LIPASAS

“as lipasas {(E.0. 3.1.1.3) [90U1-62-1] son carboxilesterasas que
hidrolizan gliceridos presentes en emulsion acuosa (Gerhartz, 1990)
(figura 1). £sta definicion excluye a las enzaimas que actuan sobre
esteres solubles e&n agua testerasas) y a aguellas que hidrolizan
preferencialmente otro tipo de i1ipidos {acil~-hidrolasas). Sin
embargo, es tambien realidad que las lipasas pueden realizar otros
tipos de reaccaones, algunas de las cuales son de interes i1ndustraal,

LIPOLISIS CATALIZADA FOR LIPASAS NO ESPECIFICAS:

O
1
CH OCR , CH OH
2 2
o |
it LIPASA
RCOCH 3RCOOH + HOCH
| o — I
L
CH OCR CH OH
pd 2
TRIACIL- ACIDO GLICEROL
GL ICERCL GRASO

L IBRE

LIPOLISIS CATALIZADA POR LIPASAS ESPECIFICAS-1,3:

s]
U
CH OCR CH OH CH OH
2 I 2 2
¢] , a i ] l
1 LIPASA LIPASA )
RCOCH RCOCH + RCODOH RCOCH + 2RCO0H
| T "
CH OCR CH OCR CH OH
2 2 2
Ii i
u] 0
TRIACIL~- 1,2(2,3) DI- 2-MONDO ACIL~
GL ICEROL ACIL GLICEROL GL ICEROL

FIGURA 1. Especificidad posicional de las lipasas microbianas
(Macrae, 1983).




Inicialmente las enzimas lipoliticas 1ntroducacas &l TEVCAanD
mund:ial eran il1pasas pregastricas de termera o de carnero, £l sabor
generads por ias mismas es &l caracteristico ae los quesos tipo
italiano, gebiao & la produccion de acidos grasos de cadena corta
tales como el butirico, caprico, caprilico y caproico. £s preciso
recalcar que el sabor generado adepende del perfil de aci1gos grasos
presentes en el producto, resultaco a su ver de la especiticidad 1%
faorma de corte de la enzima gque se emplea. 51n embargo, la proguccion
ge enzimas a partir de animales presenta con frecuencla problemas de
disponibilidad y de manejo, ademas de que sSe regquiere de importantes
extensiones de terreno y mano de obra para Su producclion., £€n este
sentido, la utilizacion de microorganismos ofrece muchos atractivos
ya gue su obtencion puede llevarse a cabo en espacilos reducidos vy en
condiciones controladas. Ademas presentan la posibilidad ge mejorarse
er. cuanto a sus rengimientos por cer susceptibles de manipulacion
genetica y ambiental (Faith et al., 1971).

La literatura contiene muchos reportes de microorQanismos con
actividad lipolftica, presentes en e: sueio, la leche bronca o el
queso, por ejemplo (Sztajer et al, 1988); algunos de ellos se citan
en la Tabla 1. £s relevante sefialar la variedad de patrones de corte
que se pueden encontrar entre las lipacas op crijen wmicropiano. Tal
caractieristica 1ncrementa y diversifica las posibilidades de aplica-
cion de las mismas. Por ejemplo, las lipasas de Aspergillus niger o
de Penicillaium roqueforti pueden utilizarse para modificar el sabor
de la grasa butirica 2 impartir sabor a mantequilla, mientras que las
de Mucor miehel pueden usarse para dar sabor a queso. En la prepara-
cion de concentrados de sabor a gueso Cheddar se utilizan enzimas

provenientes de Aspergallus sp., aungue para la elaboracion de quesos
tipo italiano tambien se emplean algunas cepas ge M. miebe (Mosko-
witz et al., 1977,.

TABLA 1 . Microorganismos productores de lipasas.
BACTERIAS HONGOS LEVADURAS
Chromobacter lipolvticum Acpergallius Tlavus Candida cilindracea
Alcaligenes faecalis A. lipolyticum C. paralypolitaica
Bacillus cereus A. niger Pichia sp.
B. mycoides Fusarium oxysporum Sporobolomyces sp.
B. subtilis Gegtrichum candidum Joruleopsis sp.
Corvnebacterium agnes Humicula lanuginosa Trichosporon Sp.
Chromobacterium viscosum Mucor japonicus
teptospira pomona M. lipolyticus
Mycobacterium Penicillium candidum

freudenreichita P. cyclopium
M. pagreaceust P. rogqueforti
M. phlei Rhizopus arhizus
Pseudomonas aeruginosa R. gelemar
P. fluorescens R. chinmensis
P. fragii R. Jjaponicum
Serratia sp. Mucor miehea

Fuente: Sztajer et al. (1988), Orozco, M.E et al. (1989) y Espinoza
E. (1990).



£l volumen de ventas en el mercade mundial de enzimas en 1985 fue
de 600 millones de oolares y, en solo cinco ahos, ascendio a 1.%
billores, =5 decir, un 290U (figura 2). Q& la par, el mercado de las
lipasas crece a um ri1tmo muy alto: promosticos indacaron que  la
proporcion de lipazas en el mercado mundial ge enzimas subio del 3 al
10% (kKilara, 19855 Gillis, 1988).

Este fernomeno puede explicarse por varlas razones:

1) Estas enzimas son versatiles (Macrae, 1989). Sus diversos usos
se ejemplitican en la tabla <.

2) En la 1ndustria alimentaria especificamente, los productos
lipolizados wutilizados como saborizantes han teni10do amplia acep-
tacion, debildo en gran parte a su origen natural (tabla 3. tArnola
et al., 1974).

3) El1 sustituto de grasa de cocao obtenido por inte:resteraifi-
caclion & partlr de acelte de palma y acido estearico o triestearina
resujta de alta calidad y muy b~3o costo (tabla 4). Cabe mencionar
que la firma consultora de agministracion Strategic Technologies
International (871; Mundelein, IL) afirma que en la industria de

grasas vy aceites, £l uso de lipasas para hidrolizar trigliceridos vy
preparar grasa de cocoa encontrara amplio uso en los proximos ahos,
lo que involucrarad sumas del orden de 40 millones de dolares en los
Estasdos Unidos. (Para 1989 en agquel pais el mercado correspondiente
a aplicaciones de enfimas so estime en Z& millornes de asdlares).
(Chemicalweek, 1988).

4) El uso de lipasas en solventes no acuos0s abre una perspectiva
halagueha, debido a que se modifica la estabilidad y selectaividad de
la enzima, a la par que se evitan problemas de solubilidad de algunos
sustratos (Macrae, 1989).

Fara concluir, es oportuno comentar que ern marzo de 1988 se lanzo
al mercado un detergente Que contiene lipasa producida por un  hongo
tratago con tecnologis de DNA recombinante para producir la enzaima
{(Gills, 1989).

TABLA 2. Usos de las lipasas reportados en patentes.

Clarificacion de lodos. Alemania, 1979.

Sustitucion de grasa de cocoa. Japon, 1980,

Remocion de manchas textiles. Alemania, 1982.

Limpieza de lentes de contacto. Australia, 1983.xa

Elaboracidn de saborizante con sabor a gqueso y potenciador

de sabor a partir del suero de la leche. E.U,A., 198B3.

¥ Eliminacion de caspa y comezon, en tonico para el
cabello. Japon, 1983.x%xx

¥ Eliminacion de manchas de grasa (detergente). Japon, 1983.

¥ Desgrasado ¥y deodorizado de productos a base de proteina de
pescado. URSS, 1984,

¥ Preparacion de arroz sin previo lavado. Japéen, 1985.

¥ Tratamiento de desordenes intestinales. Francia, 1985.

¥ Limpieza de instrumental medico previa a la esterilizacion.,
URRS, 1985.

x Crema limpiadora para el cutis. E.U.A., 1985,

¥ Manutactura de saborizante con sabor a tabaco a partir de hojas

de tabaco de mala calidad. Japon, 1986.

L 2 O Y

**= La patente especifica que la lipasa es de origen microbiano.



DISTRIBUCION DE ENZIMAS INDUSTRIALES
EN EL MERCADO MUNDIAL

DTRAS

T LLIFASAS

—J 1 C'%

223 |IFASAS

—— 3% S ===
NDT RAS ! !
» 10% "

PROTEASAS N\, ) N
50 % S rd e o
b ~ — \/
FROTEASAS 50%
50
U3% €00 MILLONES USE 1.5 BILLONES
(1035) 113901

Fig. 2. Proporcién en el marcado de los diversos tipos de enzimas de aplicacién industrial.
Né6tese el significativo aumento tanto en el volumen mundial de ventas como en la

proporcién de llpasas de 1985 a 1800. (Qodfrey, 1883; Kilara, 1985; Cottle, 1987).




TABLA 3 . Alimentos que contienen productos lipolizados
zantes (Arnold, 1974,

como saborai-

Pamaficacion y cerealues:
Mezclas para pasteles y galletas
Formulas para esponlado
Mezclas para pasteles de queso
Mezclas para panque

Confiterfa:
Leche con sabor a chocolate
Centros suaves sabor a crema
Chiclosos .

Lacteos:
Aderezos sabor a gueso
Sustitutos de crema para cafe

Productos miscelaneos:
Margarinas
Aceites para palomitas de maiz
Salsas
Botanas
Sopas

TABLA 4. Composicion de acidos grasos y distribucion de

cacion con lipasa de Mucor miehey. (Macrae, 198%9).

triacilgli-
ceroles del sustituto de grasa de cocoa producido por interesterifi-

Composicion de Acidos Grasos (%4)

16:0 18:0 1831 18:2 Otros
Grasa de Total 26 34 33 3 4
cacao posiciones 1,3 40 S50 S i 4
posicion 2 2 3 8% & trazas
Fraccion media Total 57 ) 32 3 2
de aceilte posiciones 1,3 81 9 8 1 1
de palma posaicion 2 10 1 81 8 trazas
Producto Total 3% 24 31 3 3
inter- posiciones 1,3 54 36 & 1 3
esterificado posicion 2 9 1 82 8 trazas
7



J.-ANTECEDENTES
3.1 Provecto global

[ proyecto de grupo ogel que el presente proyecto forma parte,
tiene por objeto la aplicacion de enzimas lipoliticas doe origen
fungal para el desarrollo de productos lacteos lipolizados a partar
Qe grasa butirica, crema y queso, destinados a usarse coOmo sabori-
zantes. En una primera etapa se |levb a rtabo la eleccion de microor-
ganismos con alto potencial oe apiicacion (Tinoco, 1988) . Con el
actual trabajo se exploran tendmenos regulatorios gque i1nciden en la
produccion de la enzima, con el 1in de oisefar estrategias tencgientes
a mejorar geneticamente al micrporganismo que la sintetiza.

Paralelamente, otros i1nvestigadores se encargan de establecer Y
optamizar las condiciones de produccion de lipasas, con el tin dge
tener un sistema que produzcs cantidades suficientes para otras fases
del praoyecto, as{ mismp pare fundamentar el posterior escalamiento.

Asimismo, se planea estudiar los parametros que puedan incidir en
la modificacidn de l1os diversos sustratos lacteos.

3.2 Seleccion del modelo biologico

Algunas caracteristicas deseables para el microorganismo productor
son:

a) Alta actavidad lipolitica, para conseguilr altos rendimientos vy
abatir costos.

b) Baja actividad proteolitica, para prevenir la hidrolisis de la
enzima en el caldo, por una parte, y por otra, para evitar la
generacion de sabores amargos en el producto final por generacion de
peptidos oe bajo pesoc molecular.

c) Fatron de liberacion de acidos grasos adecuados, para que el
sabor generado al lipolizar el producto sea agradable.

En la tabla 5 se enlistan las actividades enzimaticas mostradas
por las cepas probadas. La actividad lipollitica ge P£. candigum
resulto ser la mayor, y su actividad lipolitica relativamente baja
(Rivera Mufhoz et al, 1991).

En cuanto a las propiedades organoleéepticas de algun sustrato
lacteo modificado enzimaticamente con estas lipasas, cabe decir que
la crema de leche de vaca modificada con la enz2ima de P. candidum
ocupd un lugar preferencial en los paneles realizados. Los paneles de
gescripcion de sabor revelaron que el producto sabia a mantequilla o
a queso, dependiendo del tiempo de contacto emntre la enzima y el
sustrato (Tinoco, 1989).

Es claro, pues, el por gque de utilizar a P. candidum como modelo
biologico en el presente estudio.




TABLA S. Actaividad lipolitica vy proteoclitica en los hongos

filamentosos evaluados, Las sustiratos utilizagos en las
determinaciones de activadad erz2imatica fuweron tributirine ai 8% en
amor LaigQuador ge succrnatos 0.02ZM pH 6.0 ¥y caseina al 2% en
amortiguadgor de fosfatos O,2M pH 7,2, Los filtragos enzimaticos se
obtuvieron despues ge & dias de incubacion en un s1stema de
fermentacion semisoblilga a 29ol. E1 coeficlente de variacion en los

ensayos BN sistema de fermentaclion en estaco solido Nno fTue mayor al
4% (Rivera-Mufo:z et al., 1991).

MICROORGANISMO ACTIVIDAD ACTIVIDAD
LIPOLITICA PROTEOLITICA
(UL /ml) (Usml
Aspergillus niger 2.8 S.5
Geotrachum candidum (1) 1./4 0.0
Geptraichum candaidum (2) 1.1 16.0
Mucor maehes 25.1 16.6
FPenicillium camembertii 24.6 1%.2
Penicillium candidum 36.6 12.6
Penicallium chrysogenum
uAM 17842 7.4 48.0
Penicallium cnryscogenum
NRRL 1851 14,0 27.5
Penicillaium caseicglum 14.0 12.7
Penicillium qlaucum 8.1 5.5
Pepicillium rogueforti
CNRZ 883 5.1 &.6
Penicillium rogueforta 8.0 35.9
Penicillium rogqueforti Milano 1.7 32.0
Rhizopus arrhizus O.6 2.8
Rbhiz2opus delemar CDBB H313 1.7 4.4

3.3 La regulacitdn de la sintesis. Generalidades.

Se sabe que una regulacion enzimatlica apropiada asegura que en un
tiempo dado, la celula forme ¥unicamente las enzimas necesarias, en
concentraciones adecuadas y Que, una ver producldas, se modulen
tambien sus activioades.

En los sistemas microbianos se han caracterizado diversos me-—
canismos que desempefan un papel fundamental en la regulacion del me-

tabolismo general (tabla &) (Sanchez y Farres, 1987) pueden clasifi-
carse en dos grupos: aquellos que afectan la concentracion oe enzimas
(1nduccion, retrorrepresion y represion catabolica) y agquellos que

afectan la actividad de las mismas (retroinhibicion).



Dado que no hay reportado en biblicgratia material referente a la
regulacion ge sintesis de lipasas, por anora mps limitamos 3 hacer un
breve comentarito sobre algunos mecanlsmos regulatorios caracter:radeos
€N MICroorgamnisenes ¢ diversos tipos.

La 1mguccion consaiste en ) aumento especifico ge le concentracion
oe una enzima Como respuesta & la presencia de una sustanclia Quimica

determinaana t1nductor). Ceneralmente &l 1nductor es un sustrato del
sistema enzimatico, aungue en algunos casds puede ser el producto de
reaccion. Cabe menclonar que con frecuencila existen analogos gquimicos

relacionagos con €1 1noguctor qgue estimulan tamblen la sintesis de la
enzima (1inouctores gratultds).

La represion catabdlica oescribe el comportamiento de una celula
cuando, teniendo en funcaonamiento la maquinaria enzimatica para
asimilar una fuente de carbono daga, se le proporciona una fuente de
carbono adicional, cuya utilizacion es mas facil. La celula suspende,
es decir, reprime la sintesis de las emnzimas necesarias para wutili-
zar la fuente oe carbono mas compleja, ¥y canaliza sus energlas hacia
la asimilacion de la mas sencilla.

TABLA 6. Mecanismos regulatorios del metabslismo general (Sanchez vy
Farres, 1987,

Activacaon

Inactivacion catabolaica
Induccion

Inhibicaon por producto
Modulacién catabolica
Permeab1lidad

Regulacion por carga energetica
Regulacion por enzimas
Regulacion de vias cruzadas
Regulacion de la sintesis de RNA por aminocacidos
Represion catabolica

Represiotbn nitrogenada

RepresiGn por progucto
Represion tranmsitoria

La retrorrepresidn puede definirse como la anhibicion en la
sintesis de una o varias enzimas de una via metabolica, como respues-—
ta a l1a presencia del producto final de biosintesis o de un derivado
del mismo (correpresor) en concentraciones 1mportantes.

Retroinhibicién. En este mecanismo regulatorio, el producto final
de wna secuencila bioguimica inhibe la actividad de wuna de las pri-
meras enzimas involucradas en la misma. Es importante destacar gue el
inhibidor no requiere parecerse al sustrato en tamafio, carga o forma,
y Que se une a la enzima en un sitio fisico diferente al del sustrato
natural. La wunion 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 alosterico).
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Los microorganismos han gesarrollado diversas pstrategias  gQue  les
permiten reqular eficientemente la formacion de metabolizos primarios
en vias metabolicas ramificadas (tabla 7). Un caso representativo de
este ej)emplo esta dado por las ans formas moleculares de lsa sintetasa
de heptuloconato-7-fosfato en Gaccharomyces cerevisiae, Primer  paso
en la biosintesis de los aminoacicps aromaticos. LOS aminbacioos
tircsina vy tenmilalanina respectivamente retroinhaiben dichas activi-
dades (S5anchez y Farres, 1987;.

TABLA 7.- Tipos de retroinhibicicn para la biosintesis de metabolitos
primarios en vias ramificadas (3anchez y Farres, 1987).

Acumulativa Concertada o multivalente
Compensatoria For 1socenzimas
Cooperativa Secdencial

3.4.- Regulacion en Penicillium candidum

En la bibliografia revisaca no se encontro informacion sobre la
regqulacion de la sintesis de lipasas en este microorganismo a nivel
bioquimico m1 & nivel molecular. Lo Que se encuentra es el resul tado

de algunos experimentos exploratcrios realizados con P. candigum, e.
camemberti. P. c¢caseicolum vy aigunos otros hongos filamentosos.

Por ejemplo, en cuanto a la influencia oe factores nutricaionales
=] condiciones de cultivo sobre .a proouccion de jipasa =n P, candi—
dum, baornacni et al. (198v) demuestran gue la canticac e enzima
progucida, asi como la proporcicr lipasa:proteasa puede ser controla-—
da, en gran medida, por el tipo ge medic y las condiciones de culti-
vo. Asimismo, anforma gque la progduccion de lipasas es mayor en culti-
vo soligdo que en sumergido.

Por otra parte, Stepaniak et al.(1980) andican que el nivel de

progucciscn  Entre cepa y cepa oe P. candidum varia hasta en un arden

de magnitud, y Que la actividad encontrada en el caldo es <cignifica-
tivamente mayor que la localizada en el micelio.

Saad et al. (1990) suplementan el medio con 1% de aceite de maiz
para cultivar a P. caseicgium, Sztajer et al. (1988) con 1% de tribu-—
tirina para Penicallium gp., mientras que Lamberet y Lemoir (1976)

cultivan a P. camemberta sin mas grasa que la contenida en el
extracto de levadura (Sclomons, 1969) cton que se suplemento el medio.

£n la tabla B8 se muestran algunos elementos estimulantes o
depresores de la produccion de lipasas en algunos hongos filamento-
s0s. Putiera parecer contradictorio que e! aceite de oliva en algunos

casos estimula la produccion de lipasas, como en el de R. chinensis
(Nakashima et al., 1988), mientras que en otros la deprima, como es

el de P. rogueforti (Eithenahller, 1980). Pero es muy normal que no
se observe un patron de comportamiento general.

11



TABLA B.- Elementos estimulantes o depresores en la produccion de
lipasas en hongos filamentosos (Espinosa, 1990).

Microorganismo

Estimulantes

Represores

Referencia

Penicillium roqueforti

P. candidum

P. chrysogenum

Asperqillus wentii

A. niger

Geotrichum candidum

Rhizopus nigricans

R. oligosporus

R. chinensis

Peptona,
extracto de
levadura

Glucossa,
peptona y
oxigeno

Glucosa,
peptona vy
oxigeno

Glucosa,
manitol,
harina de
soya Yy
peptona

Sacarosa,
nitrato de
amonio

Peptona,
sales de
magnesio y
potasio

Glucosa,
galactosa y
peptona

Tweens,
harina de
soya

Acido oleico,
aceite de
oliva

Aceite de
maiz ¥ olivo,
lactosa,
glucosa

Fructosa,
aceites,
tributirina,
grasa
butirica

Aceites y
magnesio

Oxigeno

Glucosa

Eitenahller
et al. 1970

Kornack i
et al. 1980

Chander
et al. 1981

Chander
et al. 1980

T

al
t al. 1978

Arends
et al. 1986

Chander
et al. 1981

Nahas
1988

Nakashima
et al. 1988
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Los resultados citacos son utiles en una medida muy limitaoca, ya
que, si bien indican aigunos factores que aumentan o disminuyen la
procuccren, ; Siros Yue N0 10 hacen, se limitan a indicar la especie
Quimica o factor arbiental [robavo y et recultago fanal, evitando
cualquier comentaric acerca gel mecanismo por e}l cual el fenomeno
detectado se realiza.

3.9 Comentarios sobre las posiblee 1scenzimas extracelulares vy la
igentiogad del microorganismo

Cuando se estudia la regulacidon e la sintesis de una enzima
cualqgquiera, se gebe daisponer de una metodologia amalitica que permita
cuantificarla s1n interferenci1as importantes. Por supuesto, se aebe
tener certe:za de que solo se mide la actividad de una enzima a la
vez, y asi, poder estatlecer correlacilonrnes validas entre la cantidadg
de ercaima presente (refle)o de la regulacion de la sintesis de la
misma; y las condiciones de produccion.

£l caso del presents proyectc, por tanhto. regulere de una metodo-
logia analitica com tales cualidanes. 2si pues, €5 Necesario saber si
Penicillium candigun produce varias lipasas -~come Rhizopus delemar,
Que produce tres (Tahoun ¥y Rll, 1986), o Penicillium rogueiort:, que

produce dos (iMenassa y Lambaret, 1982,- o s1 proguce sclo una, como
Penizilliun camemberty vAuberger et al., 1982) y Penicillium caseico-
lum (Lamberet y Lenoir, 197&). Ver tabla o.

Ee oportuno sefalar gue Samson y colaboradores (1977) aborcan el
tema de taxonomia de las especies Penicillium procedentes 0de Qquesos
fermentadocs, vy Jllegan a la conclusion de que F. caseicolum Bainier es
un  sinonimp de E. camemberti Thom, en base a sSus caracteristicas
morfologicas. Argumentan  gue la delaimitacion ge ecpecaies basada

unicamente en diferencias en coionla es ceontiable, Y remiten a
estudios de actividades enzimaticas. Finalmente. recomiendarn utilizar
el nombre mas antagueo: F. camemberti Thom. Zaad (1990), quien estudio
la lipasa ge P. caseacolum, menciona a P. canhdidum como S1nonimo  en
su publicacaion.

Asimismo, Pitt (197%9), en su laibro sopre £1 Genero Penaicillium.
asegura Qque hablar de P, camemhert:, P. caspicola, F£. cangidum, £.
biforme, P, roger:, P. album, FP. episteinii y de F. paecilomyceforme
es hablar gel mismo migroorganismo, ¥y explica las razones historicas
por las gque se dio la varieoad de nombres.

Pese a esto, en el presente trabajo , se exploro la posable
presencia o ausencla de 1soenzimas lipoliticas en los caldos de fer-—
mentacion de P. candidum. Aunadto al recurso de la electroforesis
discontinua en geles de poliacrilamiga, cabe mencionar otro cuyoc useo
recientemente ha resuelto problemas en el campo de 1a enzimologia: el
de la 1mpresion de bandas proteicas sobre un gel ge sustrato
(Hofelmann et al., 19833 kouker y Jaeger, 1987). Ambas tecnicas
fueron empleadas para el analisis de filtrados oe P. candidum.
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TABLA 9 . -

CARACTERISTICAS DE ALGUNAS LIPASAS MICROBIANAS

MICROORGANISMO NOMENCIATURA  PESO MOLECULAR pH OPTIMO TEMPERATURA ™ RZFERENCIA
(DALTCHES) OPTIMA R
°c .
Aspergiftas niger 1 31 000 56 .
1 13 000 5 Hofelmann ef af., 19€5
Rivizopus delemat A: 76 c00 Tahouny Ali, 1486
cBs 327.47 B €0 000
c* 45 009 ..
Penicillium wqueforti A 6.0 40 Menassa , Lamberst
B ‘-3 35 1962
Rodotorula 24 imnae I 172 800 4.0 45=55 Muderhwa ot al., 1355
€B5-5804 11 21 400 1.0 45-55
Candida dezformans 4 207 cco 7.0 40-50 Mudechwa ¢t al., 1986
cBs-2071
epp s s I 8.0
Penicillium cyelopium 13 5.0 Okumura ¢ az.,19%0
111 110 000 6.0 10 Isobe of al,, 977
Mucor Lupoliticus Fi 30 coo Muderhwa, of 27, 1985
F2 59 0CU
Fy 200 006
Rhizopus pilimarac I 25 000 mdertwa ct al., 17903
1z 176 0CO
Humicola lauginosa No. 3 A 39 000 7.0 45 Ibrahizm ¢t al., 19°7
Penicillium camemberti A 24 000 9.0-9.5 35 , Auberger :t al., 1923
" Perdcillium caseleolum A 24 000 8.5-9.6 35-40 Lamberet . fanoir, 1975

Modificado d= Rivara Muihoz. Tzsis

2

N proeeso.



4, O BJIET I VvOS

4.1 Opyetivo general:

Elucigar algunos mecanismos de regulacion de sintesis de una
lipasa producida por P. cangidum.

4.2 Objetivos particulares:

l.~ Determinar si el mlcroorganismp produce una O varias enzimas
lipoliticas que sean actaivas a pH = 6.0, Si son varaias, montar una
técnica para determinar actividad a solo una de ellas.

2.~ Determinar si la lipasa en cuestion es una enzima constitutiva
o0 i1nducible.

3.~ Si la lipasa es inducible:

a) Determinar gue agentes gquimicos la i1nducen.

b) Determinar la concentracion de agente inductbr necesaria para
que se produzca la enzima.

4.- Determinar si existe algun efecto regqulatorio ejercido por
diversos productos de reaccion sobre la sintesis de la enzima en
estudic. En caso, caracterizar dicho efecto.

5.~ Determinar si existe algun efecto regulatorio ejercido por la
fuente de carbono sobre la sintesis de la enzima en estudio. En ‘su
caso, caracterizar tal efecto.
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&S, MATERIT AL Y METODOS
&.1.- Microorganismo

Para el desarrollo del presente trabaj)o se utailizo una cepa de Feni-
cillium candigum procedente de los laboratorios 5. Reger (77260 La
Ferteé sous Jouarre, France). La cepa se conservo en forma de esporas
en placas con FDA ¥y en forma de micelio (pellets) en tubos con solu-
cion al I0%W de glacerol y w.i% de K HPO ph = 7.0.

2 4

6,2.~ Produccion de inoculo

Un mililitro de una suspension de esporas de una densidad optica
de 0.6 a 9540 nm, leida en un ecpectrofotometro Bausch & Lomb Spec-
tromic 21, se transfirio a matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de
medio "D” de crecimiento (Celerin y Fergus, 1971) suplementado con 1%
ge casamihoacloos (tabla 10). Se 1incubo a 290C con una agaitacion de
160 rpm, ourante 4 o b ogias, tiempo en el cual se formaron pellets
con un plametro aproximado de 1 mm (tal tamafio evito posteriores
dificultades al musctrear). Se centritugo, lavd con soiucion salina
isotonica dos veces, y resuspendio en solucion de glaicerol contforme
se indico arriba. 5 almaceno a 15oC bajo cero.

6.3.- Condiciones de cultivo

Todas las fermentaciones se realilzaron en una 1ncubadora New
Brunswick Psycrotherm a 2%0C, agitando a 160 rpm, El medio wutilizado
fue el Medio "D" de crecimiento, suplementado. segun SE& 1noica en su
Caso, con O.Z% oe aceil1te de oliva u otro efector de prueba. Este
medio fue seleccionado porque, ademas de ser adecuado para el creci-
miento del microorganismo en estudio, carece de fuentes de carboho o
nitrogeno complejas, a diferencia ae oitros metogos reportagos para
producar l1pasas (tabla 9) por lo Que pudo ser utilizado como medio
basal para un estudio regulatorioc. tas condiciones de temperatura, pH
Y agitacion fueron establecidas para este microorgansmo por Ravera
Mubioz (tesl1s en procesoco!, y el tiempo de fermentacion se establecio
en base a los resultados experimentales generados en este trabajo.

TABLA 10. COMPOSICION DEL MEDIO D"

Glucosa 10
Casaminoac:idos 10
Nitrato de potasio 2.
Fosfato de potasio monoacido 1
Sulfato de magnesio o]
Elementos traza (ml) 1

Solucion de elementos traza: sulfato de zinc (439.9 mgr/l),
nitrato de faierro (11) (723.3 mg/l}, sulfato de manganeso
(203.0 mg/1).



&.4.- Muestreo

En las fermentaciones en Que se deseaba conocer la cainetica oe
produccion, s muestrearon 3 ml del cultivo cada 24 horas. La muestra
sin fTiltrar se almaceno a 15%0C bajo cero.

En las fermentaciones a tiempo fTijo, soleo se tomaran muestras al
principic y final de la fermentacion.

Nota:
El error 1inherente a la operacion de muestreo disminuye signaifi-
cativamente al aumentar la edad del cultivo. por ser entonces mas

facil el tomar una muestra representativa del total.

El coeficiente de variacion para cultivos jovenes vy o edag

intermedia (1-4 ogias, 1-7 mg/ml) es de 123-14%. Para cultivos muy
crecideos (7 diag, 10 mg/ml) el coeticiente de varlacion disminuve a
&%

6.5.~ Metodos Analiticos

6.5.1.~- CRECIMIENTO

En papeles filtro Whatman 540, previaemente secados y pesagdos, se
filtra el calcoo de fermentacion para separar el micelio. Posterior-
mente se secan durante 24 horas a 60ol y se pesan. El crecimiento se
expresa como mg de biomasa/ml de caldo de fermentaciédn.

6.5.1.1.- Secado en el horno de microondas

Cuando hay poca blomasa (3-6& mg) el secado en el horno de micro-
ondas ta intensidad maxima durante 5> minutos) es tan eficiente como
el secadgo un  horno convencional (a oUoC/24h), con la vental)a de ser
mucho mas rapido,

Cuando hay mucha biomasa (15-20 mg), el secado en el horno de
microondas es menos efectivo qQue el secado a 60oC/24nh. El error es
positivo, del orden de 4 a 6%, debido a gue parte de la humegad no se
elimina por completo.

Je recomienda, por lo tanto, no usar el secado con microondas
comn metodo de rutina para procesar las muestras de una fermentacion.
Sin embargo, cuando es necesario gisponer raplidamente del dato de
crecimiento, se puede recurrir a las microondas, teniendo presente el
error i1nherente al método. Posterormente, si se ve conveniente, para
tener ] dato exacto, se puede terminar de secar a 60o0C/24h.

6.5.1.2 Operacion de pesada
La balanza analitica utilizada fue una Sartorius 2432. El coefi-

ciente de variacion asociado a la operacion pgr se es ligeramente
menor al 2%.
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68,2 DETERMINACION DE PROBUBEIBN BE LIPASA

La enzima presente en el caldo de fermentacion se pone en con-
tacto con su sustrato (tributirina) emulsificado en un amortiguador a
370 (Hofelmans et al., 1989;. Por accion ge la enzima, se libera
acido butirico al meoic, lo que ocasiona un cambio perceptible en el
pH del misan. Tal cambio es monitoreado por la lectura periocica del
pH  gurante un minuto, tiempo en el cual el metodo exhibe linesridad
de respuesta.

Reactivos:

Amortiguador de succinatos 0,02M. fesar 0.2362 o de acido succin-
ico. Disolver en 80 ml de agua. RAjJustar pH a 6.0 ¢on spluclon cohcen-
Trada de NaOH. Aforar a 10w ml. Reajustar pH s1 s Necesario.

Tributirina. Grado 1l (954 de pureza), marca Sigma.

Procedimiento:

En un bafo de agua a 270C colocado sobre una plancha dge agitacion
magnetica, colocar un tubo de ensayo con 1.0 m]l de trabutirina y 12.
ml ge amcriiguacor. Inlrogucir una bDarra de agitacion magnetica de
0.5 cm. Despues de un minuto de agitacion vigorosa a&agregar a la
emulsion formada V.5 ml del caldo de fermentacion cuya actividad se
desea conocer. Hacer megilcion del pH del sistema. Temar lecturas
nuevamente a los 2v, 40 y 60 segundos de reaccion.

Calculo:

Sustituir l1os valores de pH inicial y final en la ecuacion gue se
muestra, para saber la actividad de lipasa (UL: numero de micromoles
de acido butirico liberados a partir de tributirina durante un minuto
por accion de la enzima presente en 1.0 ml de filtrado bajo las
congiciones de reaccion).

Con los valores i1ntermedios de pH se puede veriaficar si la enzima
se encuentra en velocidad inacial, al graficar o hacer una regresion
lineal con los micromoles liberados (calculados con la ecuacion) y el
tiempo.

(2) (pH final - pH inicial)

(=7.40851 X 10 )(pH inicial) + 0.0383442

La produccion lipolitica volumétrica se expresa como unidades de
lipasa (LU), es decir, la cantidad de producto de reaccién (umoles
de Acido butirico) liberados por 1 ml de muestra en 1 minuto. La
producciotn lipolitica especifica se calcula dividiendo la produccion
lipolitica wvolumetrica (LU) entre el crecimiento correspondiente a
esa muestra (mg biomasa’/ml) y, se puede sxpresar como umol de acido
butirico/mg biomasa/minuto o, de manera abreviada, como LU/mg.

Notas: (1) Se utilizoe un potenciometro Beckman modelo 3500.

(2) La validacién del método y la deduccion de la formula se
muestran en el anexo 1.
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4.35.3 DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE BRADFORD

€1 azul de Coomassie {rojo en solucion acuosa acida) al combi-
narse con las protelnas presentes en la muestra, forma un comple)yo de
color azul 1ntenso, cuyo maximo de absorbancila s& presenta a los 595
nm. La 1ntensidad del color se determina espectrofotometricamente, ya
que es proporcional & la concentracion de proteina (Bio-Rad, 1989).

Reactivos:

Solucion de reactivo de Bradford i(comerclalmente disponible,
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate). Contiene azul de
Coomassie G-2%0, etanol, acico fosforico y agua.

Procedimiento (Bip-Rad, 1989):
Preparar varias disolucicnes estandard de proteina gque contengan
de 1 a 2% wugsml.

Desarrollar una curva estadndard cada vez que se lleve a cabo el
ensays.

Colocar 800 ul de los estandares y muestras diluidas
adecuadamente en tubos de ensayo limpips y secos.
Agregar 200 Pl de reactivo colorante.

Agitar en vortex, evitando la formacion excesiva de espuma, 0 por
inversion varias veces.

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos o, cCcomo MAX1IMO,
una hora.

Calibrar a 0O de absorbancia el espectrofotometro cton el blanco de
la curva de calibracion. Si1 resulta imposible, dada la coloracion del
reactivo per se, calibre a U con agua.

Medir densidad optica a 595 nm.
Graficar D.0. vs. concentracion de los estandares.

Interpolar los valores de concentracion de las muestras a partir
de los valores de D.O.

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

Comentarios:

El metodo de Bradford es sencillo, rapido, reproducible vy
confiable. Los resultados obtenidos por este metodo correlacionan
bien con los resultados obtenidos por SDS-PAGE. No se recomienda usar
el metodo de Lowry (1251) para procesar estas muestras dado que
algunos componentes del caldo causan una interferencia positiva del
500 al 600%.
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6.3.4.,~ SDS-PAGE (Elwctroforesis en gl ¢e poliacrijamiga c€ef dede=
cilsulfate de sogio)

Las proteinas migran & traves de una red i1nerte (gel de poliacra-
damida) al someterse a un campo electrico.

£l gel de poliacraicamida se Torma por copolimerizacion de acrila-
mida y bisacrilamica. La reacclon es 0e polimerizacion por adicion de
grupo vinllo y se inictla por un sistema de generacion gde radilcales
libres (persulfato de amoniosTEMED).

Por efecto del SDS (un ogetergente), la relacion cargarsmasa de
todas las proteinas presentes es constante, de modo que la migracion
ge cada una de ellas es funcion de su peso molecular,

La separacion ee eficiente cuando la diferencia entre los pesos
moleculares proteinicos es lo ‘suficientemente grange, Y la
concentracion de acrilamida en el gel es adecuads al intervalo de
pesos moleculares Que se mane)a en la corrida.

Una vez realirada la corrida, el qgel se tihe con alguna
sustancia que al reaccionar  con las proteinas de lugar a un
compuesto visible. D este wodo, las bangas de proteina se detectan
facilmente y se puede realizar la medlicion de la migracion.

Tomando como punto de referencia la migracion en el gel de

varias proteinas de peso melecular conocido se determina con
exactitud aceptable e1 peso molecular de las proteinas presentes en
la muestra problema (Pharmacia, 1984). Une curva estandara de este

tipo se muestra en la figura 5.
6.5.4.1. Precipitacion de la enzima

Debido a que el caloc ce fermentacion en el gue se encuentra la
enzima contiene grasas y Ssales en concentracion importante, asi como
muchos metabolitos de diversa naturaleza quimica, para poder obtener
resul tados claros en la electroforesis es necesario someterlo a un
proceso de purificacion parcial,

A la vez gue se eliminan sustancias indeseables, al precapitar
las proteinas con acetona (Okeke y Gugnani, 1989), la enzima de
interés se concentra tanto como sea necesario.

E1l tratamiento es suave y, dado que se realiza a temperaturas
inferiores a los OoC, la enzima no pierde su capacioad hadrolitica.
Esto permite detectar la actividad lipoliticacon la ayuda de un gel
con sustrato, una vez realizada la separacidn electroforetica.

Procedimiento:
Enfriar acetona en un bafio de hielo seco y acetona. Por ejemplo,
colocar un matraz Erlenmeyer de 125 ml comn aproximadgamente 80 ml de

acetona dentro de un vaso de precipitados de 600 ml que contemnga una
mezcla de bioxido de carbono solido macerado y acetona.
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Colocar la muestra de caldo con enrima activa (1S o 20 ml aproxi-
madamente ) en otro matraz Erlenmeyer del mismo volumen, v enfraiarla
2n el misso bAanNo, evitancdo gue Se congele.

Lienar una bureta con la acetona helada, y ahadir el solvente
gota a gota a la muestra, con agitacion constante. Mantener frio, sin

congelar.

Suspender la adici1on cuande el volumen de solvente afiadicdo sea
por lo menpos el traple cel volumen de caldo utilizado.

Repartir la suspension de proteina en tubos para centrifuga vy
centrifugar a 7000 rpm durante 10U minutos. Decantar.

Resuspender en 50 o (00 wl de agua.

Determinar proteina por e)] metodo de Bradford (Bio-Rad, 1989).
Comentarios:

Para 1lustrar con un ejemplo la eficiencia de la concentracion,
es oportuno comentar que a partir gde caldos con Concentracion oe
proteina inferior a V.l pg/ul se obtienen concentragos con  2ug/ul.
Dicho en otras palabras, el factor de concentracion es, al menos, de

20, o hasta de IO veces.

Con la muestra asi concentrada, es facil detectar la banda de
actividad lipolitica en el gel de sustrato.

Sin embargo, cuanrdo se tifie el gel de poliacrilamida con azul de

Coomas:e, es conveniente realizar un paso mas de purificacion. Este
consiste sencillamente en centrifugar la sSuspens1on proteinica
obteniaa. Tanto el nuevo precipitaco como el sonrenagante  exhiben
actividad lipolitica, 1o Que muestra gue la separacion de la enzima

no es completa. Sin embargo, la fraccion soluble muestra un patron de
bpandas mas claro y limpio que el precipitado.

6.5.4.2.~ Preparacion del gel.
Reactivos:

Todos los reactivos deben ser grado electroforesis. Los utilizados
fueron marca Bio-Rad.

Solucién A: Acrilamida 30%, bisacrilamida 0.8%. Pesar 49.5 g de
acrilamida y 1.32 g. de bisacrilamida. Disclver en agua, completar a
165 ml y filtrar a traves oe membrana millipore de 0.45 um.

Soluciétn B: Amortiguador resolvedor o inferior, Tris 1.5 M, SDS 0.4%.
Pesar 18.7 g. Tris(hidroximetil)aminometano. Afacir 4 ml de stock
SDS al 10%, disolver en 8¢ ml de agua. Ajustar pH a 8,8 con HC!
concentrado. Completar a 100 ml con agua.

Solucioen Ci Amortiguador concentrador o superior, Tris 1.5 ™M, SDS
0.47%. Pesar 6.06 g Tris, afladir 4 m] de stock de SDS al 10%, disolver
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en 80 ml de agua. Ajustar pH a o.8. Completar a 100 ml con agua.

Solucion D: Amortiguador de corrida, Iris O,000 M, glicina ©.19 M,

0.1% SDS. Pesar 1.52 g tris, 7.21 g. glicina y afacair S ml de solu-
ci1on  stock de SDS al lU%n, Disolver en 450 ml de aQua. AJjustar pH a
8.6 con solucion de NaOH al 10%. Ajustar volumen a S00 ml. con agua.

Solucidn E: Amortiguador de muestra. tHezclar 1.25 ml. de amortiguador

concentrador con 100 w)l de SDS al 10%, 1 ml dge glicerol y 400 Fl de
azul de bromofencl al ©,05%%., 51 se desea amortiguador de muestra
para condiciones redur-oras, afadir agemas 5% (500 wl) de 2-

mercapto-etanol. Afadir =sagua hasta un volumen total de 10 ml.

Solucien F: Persulfato de amonio al 10%. Disolver 50 mg en 500 Pl de
agua. Debe prepararse el dia en gque se usa.

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

kit de marcadores de bajo peso molecular Bio-Rag.

Procedimiento para preparar el gel:

gel 12.95% gel 47
Solucion A 1.66 ml 0.3 ml
Solucisn B 1.0 ml
Solucion C 0.63 ml
agua 1.33 ml 1.%4 ml
TEMED 3.3 gl 2.9 Vl
Solucion F 2.5 wil 12.5 wl

Montar camara de electroforesis para hacer el gel.

En un matraz kitasato, mezclar los reactivos en la proprocion
indicaca para el gel interior (12.95%4). E1 TEMED y el persulfato se
affagden en otro momento. Agitar con una barra magnetica y a8 vacio
durante 7 minutos, para desgasificar y evitar que el oxigeno disuelto
haga lenta la reaccion.

Una ve: odesgasificada la mezcla. afavir el TEMED y el persulfato.
Verter en la camara con pipeta Pasteur. Afadir unas gotas de agua
sobre la mezcla para aseqgurar bordes uniformes., Dejar reposar aproxi-
madamente 10 minutos a temperatura ambiente para que gelifique.

Repetir el procedimiento para el gel superior (47%), teniendo
presente gque se debe retirar el agua de encima del gel i1nferior antes
de afladir el superior. Una vez afladido, colocar el peine para hacer
carriles en los que se colocara la muestra. Dejar gelificar. Retirar
el peine, enjuagar con agua destilada y vaciar los carriles con tiras
de papel filtro o una 3jeringa con aguja.



6.5.4,.3.- Preparacion de las muestras.

En tubos Eppendori, colocar el volumen de muesira que corresponde
a la cantigad de proterna necesarla, Esta se determina en  base al
numero ge bandas esperadas. considerando que para detectar con azul de
Coomassie uwuna banda Dilen entocada s requieren e 1 a 2 wg, y para
detectarla con pliata se requieren U.D wug. En el caso Je nuestras
muestras, se obtienen buenos resultagos aplicando entre U y 40 pg de
proteina/carril. Es conveniente mantener uniforme el contenido de
proteina en todos los carriles de una Corrida dada.

AfRadir volumen i1gual de amortiguador de muestra, s1 el volumen ge
esta es superior a 20 pl, o completar a X0 wl s1 es menor. Es deseable
Que en una corrida la cantidad de amortiguador sea semejante en tooos
los carriles.

En caso de qgque el amortiguador de corraida contenga 2-mercapto
etanol (conoiciones reguctoras), incubar las muestras a temperatura ode
ebullicion durante 8 minutos.

$.85.4.4,- Electroforesis (Camara Protean-11, Bio-Rad).

El voltaje gue se usa es 100 V mientras corren las muestras por el
gel superior y 2U0 v mientras lo hacen por el inferior.

Para geles oe 7 cm de longirtud y ¢.75 mm de espesor,la corrida
tiene una duracion aproxamada de 1 hora, cuando la concentracion de
poliacrilamida es la descrita, al voltaje indicado.
6.5.4.5.- Tincion del gel con azul de Coomassie

El metanol desnaturaliza las proteinas y las fija al gel, El azul
ge Coomassie en medio de acido forma un complejo 1ntensamente colorea-

do con las proteinas. Finalmente. los lavados con &aci0o0 acetico reti-
ran el colorante no combinado gue habia penetrado el gel.

Reactivos:

Solucion de azul de Coomassie:

Azul de Coomassie R-250 0.5 g (0.25%)
Metanol 1.0 ml (45.5%)
Acido acetico 20.0 ml (9.2-10%)
agua, c.b.p. 200.0 ml

Solucion para destefir:

Acido acetico 50.0 ml (10%)
agua c.b.p. 500.0 ml

Procedimiento:

Sumergir el gel en la solucion azul. lncubar sobre plancha rotato-
ria con agitacion lenta durante 10 o 15 minutos a temperatura am-
biente.

Destefir el fondo azul (para se veah que lasg bandas
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proteanicas) sumergaendo el gel temido en la solucier acida. Agitar.

Descartar la solucion una ve:r Que se sature, y adizicnhar sclucion
nueva, 51 se desea mayor rapldez, calentar aproximadamente a 8UoC.

6.5.4.6.~- CAlculo de peso molecular

Una vez: tehidas las bandas, meodlr con una regla corriente la
distancia total recorriga por el frente en el gel resolveoor.
Asimismo, medair la distancia recorrida por cada uha 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 cada
banda (Rf).

Construir una grafica con la anformacion procedente del carrail de
los marcadores de peso molecular. En el eje de las oroenadas, con
escala logaritmica, el peso molecular reportado para los marcadores
utilizados: en el de las abcisas, con escala lJlainmeal, €]l Rf, Interpolar
2] peso moiecular de las proteinas gesconocitas er base a su Rf, (Cfr,
figura 5;.

S no se desea construlr la grafica descrita, puede hacerse una
regresion laneal entre el Rf v el logaritmo del pes=o molecular
reportado, e igualmente interpolar los valores de peso molecular
desados.

6.3,5.~ IDENTIFICACION DE LAS BANDAS DE LIPASA ACTIVA POR MEDIO DEL
GEL REPLICA

Ya Que s& oesea saber cual de las bandas de proteina contenidas en un
gel ge poliacrllamica corresponge a la l:ipasa, se prepara un  gel ae
agarosa gQue contiene €l sustrato de la enzima emuisificado en su sena.

Ambos geles se ponen en contacto y se da tiempo para que la enzaima
actue,

El aceite de oiiva ubxcaoo cerca de la enzima es hadrolizado, por
lo que se rompe la emulsion eh esa zona del gel de agarosa y cambia su
apariencila, oscureciendose el color (Samad et al., 1989). A ila par,
105 acidos grasos liberados reaccionan con la rogamina presente en el
gel de agarosa, dango lugar a un compuesto que exhibe una clara
fluorescencia bajo luz ultravaoleta (kKouker and Jaeger, 1987).

Asi, al conocer la ubicaciéon de la banda fluorescente en el gel de
agarosa, se puede identificar la correspondiente banda de lipasa en el
gel de poliacralamida (HMofelmann et al., 1983).

6.5.5.1.~ Preparacion del gel de agarosa con sustrato

Ya que bajlo las condiciones gue se mane)an en este trabajo la
enzima actua perceptiblemente en amortigQuador de succinatos pH 6.0
sobre aceite de oliva (cfr. seccaon 6.5.2), se optd por utilizar tales

compuestos de forma rutinaria.



La agarosa funde en caliente, por lo que se puege mezclar con la
emulsion de rodamina Bn &CElte establlizaga con traton,

Al enfraiarse la mezcla. la agarosa gelifaca con la rocdamina vy el
aceite emulsificado en su seno.

Reactivos:

Solucitn saturada de rodamina. Pesar 0,093 oe rodamina o6 (Sigma).
Disolver en 80 mi o agua. Ajustar pr a 6.0 con solucion concentrada
de NalOH. wAtiorar a 1u0 ml. Reajustar el pH si1 es necesario. Filtrar a
traves de papel Whatman 240 para eliminar la rocamina no disuelta.

Aceite de oliva., Comestible (Hi1)0s de vbarra, S,A.).

Triten X-100. (Sigmal.

Agarosa. OGrado electroforesis (Bio-Rad).
Procedimiento:

FPesar 0 mg ce agarosa. Affadir 4 ml de amortigquador. Calentar
hasta disolucion completa.

Colocar 4 ml]l de solucion de rodamina en up tubo de homogenizador de
pistilo. Afacar 200 1 de acite de olive vy 40 Fl de triton.
Homogenizar., Calentar a 40oC.

Mezclar ambas soluciones y agatar en vortex. Verter con una pipeta
Pasteur la mezcla entre los cristales de la camara de electroforesis,.
(La pilpeta Pasteur gebe calientarse previamente, para evitar que ls
mezcla con sgerosa geli:fique gentro de ella).

Almacenar a 40 para acelerar la gelificacion y oisminuir asi la
probabillidag oe que se rompa la emulsion.

6£.5.5.2 Preparacion del gel de poliacrilamida que contiene las pro~
teinas separadas

Dado que el gel de polaacrilamida contiene SDS y este detergente
gisminuye scsignificativamente la actividad de la enzima, es necesario
removerlo para recuperar la actavidad de la misma. Veeraragavan et

al.(1990) reportan gue concentraciones 1i1nferiores a 10 mM de SDS
inhiben completamente la actividad de una de las lipasas de Geptrichum
candidum. En nuestro casoc (SDS 3.5 mM), tres lavaoos sucesivos de 40

minutos con solucion de traton X-100 al 1% en amortiguador de
succinatos V.02 M pH 6.0 scn suficientes para recuperar la actavidad
enzimatica y hacerla perceptible sobre el gel réplica.

6.5.5.3 Sobreposiciébn de los geles
Una vez eliminado el SDS del gel de poliacrilamida (sin tenir),

este se coloce encima del gel de agarosa con sustrato, y se incuba a
370C durante 24 horas.
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Nota: Se recomienda mantener los geles sobrepuestos entre low
cristales en que se preparo algune de los dos, y sellar el "sandwich”
de aigun modo, por e)emplo con cinta para cubrar, con el fin oe evitar
que los geles se oeshidraten y, 0 cambien su color o consistencla, lo
que 1mpediria la lectura de resultados.

La banda de lipasa se nace visible a sample visia porque Se 0sCcu-
rece la zona donoe esta ubicaga, y tambien bajo luz ultravioleta,
porque exhibe Tluorescencia. En pase al RY oe la banoga de lipasa en el
gel ge sustrato. se puecde saber cual de las bandas en el gel tenigo
con azul doge Coomasie corresponde & la enzima, y asi calcular su peso
molecular. La posibilicad ge temir el gel de poliacrilamiga, ya u$Saqo
para detectar la actividad enizmatica, puede ser exploraga.

6.6 Analisis estadistico

El disefo de caga uno de los experimentos es completamente aleatoc-

rio. Cada experimento se hizo por 1o menos dos veces. Los resul tagos
reportacos s0on promedic de duplicados o de triplicados, segun se
indica en el apendice I. Los catos rtueron sometigos a analisis ae
varianza, prueba de Bartlet para determinar homogeneidad de la misma
(Litle end Hills, 1978), y prueba de comparacion multiple de medias
LSD (Montgomery, 1984), a un nivel de significancia ael ?5%. Los

resul tados de tales analisis se muestran con detalle en el apenagice C.



72.~-RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 FPresencia de i1soenzimas

Como se explico con algun detalle en la seccion 3.5, debido a
que el presente trabajo es un estudio requlatorio, resulta de
fundamental importancia e] saber si Penicillium candidum excreta
al medio una o varias enzimas lipoliticas. Se decidio separar las
proteinas del caldo de fermentacion por medio de SDS-PAGE. Una
vez  efectuada la separacion, las lipasas presentes fueron iden-
Fifiradas pRAr media del gel replica con sustrato (se asumib gque
se formaron tantas bandas como isoenzimas se encontraban pre-
sentes). Paralelamente, un gel identico fue tenido con azul de
Coomassie, para hacer visible el patron de bandas completo.

La preparacion comercial llamada "Palatase MiOOOL" (produci-
da por Nove Inustries), contiene una lipasa de origen fungal
(producida por Mucor miehei, 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
aceirte 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 sclamente una banda proteica con
actividad lipolitica. E! caldo sin aceite no exhibi¢ actividad
alguna: su funcion fue la de control negativo,

La fotografia del gel teMido se muestra en la figura 3, en la
que se destacan las bandas correspondientes a las proteinas que
exhibieron actividad lipolitica en el gel réplica. La regresion
utilizada para el cdlculo del peso molecular se muestra en la
figura 4.

Como puede observarse, la banda dge lipasa de P. candidum
corrid cercana a la albumina sérica bovina (BSA), utilizada como
marcador de peso molecular, con un peso de 646000 Daltones. E1l
peso molecular que se calculo para la enzima es, aproximadamente,
65000 Daltones, lo cual difiere del peso reportado por Auberger
et al. 1985 respecto a la lipasa de P. camemberti y por Lamberet
y Lenoir (1976) respecto a la de P. caseicolum, cuyos pesos
moleculares se estimaron en 24000 Daltones (Tabla 6).

Por 1o expuesto, se puede pensar que cuando P. 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 asequrar que ninguna lipasa sea
inactivada irreversiblemente por el SDS.

Asimismo, puede resultar de interes la informacion
procedente de una separaciédn electroforética en condiciones
reductoras, puesto que indicara si existen 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, podria

pensarse que la actividad enzimatica detectada inicialmente
correspondia a un agregado de varias unidades de menor peso
molecular, y/o que no hay puentes disulfuro en el sitio activo.

Tambien generaria informacion valiosa el enfoque
isoelectrico de una muestra obtenida por PAGE no desnaturalizante
preparativa, pues la separacion seria mas eficiente Y

adicionalmente, se determinaria el punto isoeléectrico de la
enzima.
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FIGURA 3.- SDS-PAGE. Conciciones no reductoras. Gel tefrido con
azul de Coomassaie. (1) caldo de fermentacion concentraco de
P.candidum si1n actividad lipolitica; (£) caldo de fermentacion
concentrado de P, candidum con actividad lipolitica; (3) control
positivo (comercilal); (4) marcagores ge peso molecular. Se sefala
con ¥ las opandas correspondientes a protefnas con activioad
lipolitica.

[ 2]
o6r- - -
R L
f oA
azpo »E5000
&
o . R A
10000 V000

PESO MOLECULAR (Daitones)

FIGURA 4.- SDS-PAGE. Regresion lineal utilizada para el calculo
de peso molecular de la lipasa de P, cangigum. La lipasa ge fNucor
miehelr se wutilizo como control positivo. Marcadores de peso
molecular: fosforilasa B: 97.2 kD3 albumina serica bovina: é6 kDj;
ovalbumina 45 kD; anhidrasa carbonica: 31 kDj; inhibidor de trip-
sina: 21.5 kDj lisozima: 14.4 kD.
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7.2 Fermentaciones

7.2.1 EFECTO DE LA EDAD DEL INDCULO SOBRE LA PRODUCCION DE LIPASA

Al inicio de este trabajo se observod que la duracidon de

fase lag en las curvas de crecimiento, de un experimento a otro,

eran significativamente distintas. Las tendencias exhibidas

las repeticiones eran las mismas, pero habia un considerable

desfasamiento en el tiempo.

Se sospecho entonces que el microorganismo (micelio en solu-
cién al 3I0% de @Qlicerol almacenado a 13oC Wbajo cero) estaba
siendo afectado, y se pensb en precrecerlo antes de wutilizarlo
para inocular el experimento. Asi, se inocularia el experimento

cuando el cultivo del indculo estuviera en fase exponencial,

reduciria significativamente la fase lag, a la par que

probablemente los resultados serfan mas reproducibles.

Se procedid a hacer un experimento a partir de un intculo
precrecido O, 24 y 4B h, (condiciones A, B y € respectivamente)
inoculando con igual cantidad de biomasa tres series de matraces

(una cada dia), muestreando cada 24 h durante una semana.

Los resultados se muestran en la figura 5. Como puede obser-

varse, la fase lag de crecimiento en la condicion A dura 96 h,
enzima aparece a las 120 h. En cambio, en las condiciones B y

la fase lag dura 24 h y la enzima aparece desde las 48 h de
fermentacion. La produccion volumetrica maxima en los tres casos

fue muy semejante, aungque a diferentes tiempos de fermentacion.

Ltos perfiles de By C son muy similares. Sin embargo,

observa que en C la fase estacionaria se alcanza 24 horas antes
que en B y que, por estar la produccion asociada al crecimiento,
en C se detectana cantidades importantes de enzima en menor

tiempo.

En la condicion C, es decir, cuando el inoculo se precrece 48
by la actividad volumétrica maxima se alcanza a las 120 horas,
lo cual coincide con lo repcrtado por Kornacki et al (1980),
quienes cultivaron a P. candidum en fermentaciéon sumergida
agitada para estudiar su lipasa. Saad et al. (1990), en cambio,

cosechan la enzima a 1los tres dias de incubacién, pero
mencionan que en ese tiempo la produccién sea maxima.

En cuanto al pH del medio de fermentacion, cabe mencionar Qque
ro hay diferencias relevantes; lo mismo se puede comentar de
produccion especifica.

En base a estos resultados se establecio que es conveniente
precrecer el indculo hasta que llegue a fase exponencial antes de

iniciar la fermentacion. Asi, la fase lag es mas corta vy

obtienen cantidades importantes de enzima rapidamente. A la vez,

se facilita lograr reproducibilidad en los tiempos y niveles
produccion de lote a lote.
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7.2.2 EFECTC DE LA PRESENCIA DE ACEITE DE OLIVA Y DE LA CONCEN=
TRACION DEL MISMO EN EL MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA PRODUCCION DE
LIPASA

Se observé que en los cultivos sin aceite de oliva no siempre
s® produce la enzima y, ademés, que cuandoc esta se produce en
tales cultivos, es a tiempos tardios de farmentacién y en baja
concentracion. Por contraste, cuando el aceite de oliva »se
incluye en el medio de cultivo, invariablemente la enzima puede
ser detectada en el medio, en cantidades importantes, a tiempos
tempranos de fermentacioétn, esto es, durante la fase exponencial
de crecimiento.

Es frecuente gue el aceite de oliva ejerza efecto estimula-
torio sobre la produccion de lipasa en hongos (Pal et al. ,1978;
Akhtar, 1979; Hegedus y Khachatourians, 1988; Jacobsen et al.,
1989b); no es raro que se incluya algun componente lipidico en el
medio de cultivo para producir lipasas (Bloquel vy Veillet-
Poncet, 1984; Jacobsen et al., 1989b; Del Rio et al., 1990j
Petrovick et al., 1990; Saad et al., 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
(Blogel 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 cultiveos c¢con concentraciones variables del mismo, a
saber:s O%Z (A), 0.02% (B), 0.2% (C) y 2.0% (D). Se inoculod con
cultivo precrecido y se muestred cada 24 h.

Como puede observarse en la figura 6, la produccién 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 se cobserva una corre-
laciétn directa entre concentracion de aceite y concentracion
maxima de enzima. Este comportamiento es tipico en aguellos
sistemas enzimaticos que son inducibles.

Por 1o que se refiere al crecimiento, en los cultives con
0.02 y 0.2% de aceite, los niveles alcanzados son practicamente
iguales. En el cultivo con 2% la biomasa producida fue ligera-
mente superior, 1o que hace pensar que el microorganismo wutiliza
el aceite como fuente de carbono para crecer, cuando este sustra-
to se encuentra en cantidad suficiente.

En base a estos resultados podria decirse que la presencia de
cantidades importantes de lipasa en el medio responde a la pre-
sencia de aceite de oliva en el mismo, pero la cantidad 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 VEGETALES SOBRE LA PRODUCCION DE
LIPASA

Teniendo en cuenta que en estudios semejantes al presente, se
han presentado efectos positivos importantes por la presenclia de
aceites vegetales distintos al de oliva en el medio (Espinoza, et
al., 1990). Se decidit probar el efecto de los aceites de carta-
mo, malz, girasol y soya.

Como se muestra en el apéndice 4, la distribucion de 4acidos
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 e] grupo olea-
to (CiB:1). En cambio, en el resto de los aceites vegetales
probados, la mayor proporcion puede estar dada también por el
grupo linoleato (C18:2), no solo por el oleato. Por lo demas, las
cantidades vy proporciones de lbs componentes minoritarios son
practicamente iguales.

Se desarrollaron cultivos con cada uno de los cinco aceites
citados, en una concentracion del 0.2%4, utilizando glucosa al 1%
como fuente de carbono. Los resultados se muestran en la  figura
7.

De acuerdo con el analisis estadistico efectuado con los
resul tados generados (cfr. apéndice 3), se pueden formar tres
grupos de cultivos 1

a) Aquellos que exhiben produccion lipolitica alta y creci-
miento moderado: girasol y cartamo.

b) AgQuellos que exhiben produccién especifica baja y creci-
miento alto: soya.

c) Aquellos que exhiben produccién especifica moderada: maiz
y oliva

Se realizé el analisis estadistico de la produccibén
especifica porque es un reflejo de la produccién de cada célula.,
Sin embargo, como puede observarse, las producciones volumétricas
mostragas, no son 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 wvez porque la proporciébn de 1os Qrupos
oleato:linoleato en sus triacilgliceroles sea comparativamente
diferente a la de los demas aceites probados (cfr. apéndice 4).
En estudios posteriores se puede utilizar aceite de girasol o de
cartamo como sustituto del aceite de oliva.

Los resultados concuerdan parcialmente cton lo reportado por
Nahas (1988), quien no encontro diferencias en la produccion
lipolitica de cultivos de R, oligosporus desarrollados en presen-
cia de aceites de oliva, maiz, soya, algodon o arroz. Por el
contrario, Espinoza et al. (1990), al cultivar a R. delemar en
presencia de aceite de cartamo o aceite de girasol encontraron
produccion de lipasa significativamente superior a la obtenida
en cultivos desarrollados en presencia de aceite de oliva.
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P.E. (LU/mg) 54 49 3.7 48 33
CREC. (mg/ml) 46 56 69 566 64
pH INICIAL 6.92 6.94 6.92 6.92 6.92
pH FINAL 79 7.89 795 791 7.98

FIGURA 7 .- Efscto de Ja presesncia ds varios acsites vsag=tales
sobre t1a produccion de lipasa en P. candidum. P.V.: produccién
volumétrica: F.E.: produccion espscifica; CREC: crecimisnto,

C: ac=ite de oliva: C: aceite d= cartamo: M: ac=2ite de maijiz; G:
aceite de girasol: $: aceite de sova. Concentracion de aceite:
0.2%. Tiempo de cosecha 96h,
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7.2.4 CARACTERIZACION DEL EFECTO ESTIMULATORIO

Una vez demostrado que el aceite de oliva ejercia un efecto
positivo sobre la produccién enzimdtica detectada, se procedid a
investigar si el fenomeno observado correspondia a una induccion
o0 activacion de la enzima.

Para ello se recurri® al uso de cicloheximida, 3[2(3,5-dime-
til-2-oxociclohexil)—~2 hidroxietil)] glutarimida, bien conocida
por su capacidad para inhibir la sintesis de proteinas en euca-
riontes.

lLa estrategia consistid en lo siguiente: a un cultivo sin
aceite de oliva se le adiciond eéste, durante el transcurso de la
fermentacion, para ver si se presentaba el efecto positive (D), vy
a otro, en iguales condiciones, se le adiciond cicloheximida
después del aceite (F).

De este modo se veria si es necesaria la sintesis de protei-
nas de novo para gue se presente el efecto positivo que, en tal
caso, seria una induccion.

En casp de presentarse el efecto positivo, pese a la presen-
cia de ciclocheximida, el fenotmeno podria ser explicado por una
activacién, puesto que una proenzima ya presente se volveria
activa como consecuencia de la presencia del aceite, sin ser
necesaria la sintesis de proteinas.

Resultaba interesante probar a la par el efecto de la adicién
de cicloheximida a un cultivo que contenia aceite desde el inicio
de la fermentacion (E), para ver si, a partir del momento de la
adicidén, la produccion lipolitica del calde seguia incrementan-
dose, pese a que no se sintetizaran mas proteinas, (lo que
corresponderia a una activacién), o si, por el contrario, tal
produccion 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) 5in aceite de oliva, para verificar que en ausencia de
este componente no se produjera enzima.

(B) Sin aceite, con adicion de cicloheximida durante la fer-
mentacion, para ver el efecto de la cicloheximida sobre el creci-
miento en un cultivo desarrollado 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 B8, en la que se grafican produccion
volumeétrica y crecimiento, resulta mas claro el fenomeno
observado, vya que la produccion graficada es independiente del
crecimiento alcanzado por el cultivo.
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£l comportamiento de los cultivos control se sintetiza asi:

(A) Control sin aceite. Aparecitd poca enzima en tiempos tardios
de fermentacion.

(B) Control sin aceite con adicion de cicloheximida durante la
fermentacion. El crecimiento se detiene cuando se ahMade ciclohex-
imida. No se detecta la enzima.

{C) Control con aceite desde el inicio. Se detectan cantidades
crecientes de la enzima.

Los cultivos problema exhibieron la siguiente respuesta:

(D) Sin aceite al inicio, adicion de aceite durante la fermenta-
cidn: no se detectd enzima mientras qQue no hubo aceite. 24 horas
después de haber adicionado el aceite, se empezaron a detectar
cantidades crecientes de la enzima.

(E) Con aceite desde el 1nicio, adicidn de cicloheximida durante

la fermentacion. La enzima se produce pero, al adicionar el

inhibidor de sintesis de protelnas, la producciéon detectada dismi-
nuye ligeramente, Yy luego permanece constante.

(F) Sin aceite al inicio, adicion de aceite y, dos horas despueés,
adiciobn de cicloheximida. No se detecta produccién en el medio.

En la figura 10 se muestra la produccion especifica con el
registro del pH. Esta produccion es un claro reflejo de la pro-
duccion volumétrica detectada, y expresa la produccion de cada
celula. Al comparar la produccion entre una condicion de cultivo
y Otra, conviene tener presente el crecimiento alcanzado por el

cultive 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 fentmeno observado.

Ern cuanto al registro del pH, es util para tener la certeza
de que los cambios observados no son atribuibles a este parame-
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 sintesis de proteinas de nNnovo para que aparezca
la enzima en el medio, como respuesta a la presencia del aceite
de oliva. Este comportamiento puede ser explicado en terminos del
fentmeno regulatorio denominado induccién.
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7.2.5 DEFINICION DEL METABOLITO RESPONSABLE DEL FENOMENO DE
INDUCCION

Una vez que se tuvo evidencia experimental en favor de que la
enzaima es inducible, y de que 0.02% de aceite es suficiente para
inducirla, se procedi® a probar otros posibles sustratos de 1la
enzima y algunos productos de reaccion, para saber si estas
sustancias también ejercifan un efecto inductor.

Ya que los compuestos probados en esta ocasitn fueron de alta
pureza, y no una mezcla de compuestos, como el aceite de oliva,
s® pretendia wencontrar a la sustancia o sustancias que, como
componentes del aceite, ejercieran el efecto inductor.

En el apendice 4 se incluye el rango de distribucion de
acidos grasos para el aceite de oliva. El 807 en peso de los
acidos grasos que lo componen corresponde a acido oleéico (18:1),
casi el 10% a palmitico (16:0) y una pequefa fraccion a estéarico
(18:0). EI resto, (aproximadamente 7%) lo constituye el adcido
linoleico (18:2).

Por tanto, se decidic probar la capacidad inductora de trio-
leina, tripalmitina y triestearina, cultivando al microorganismo
en Medio D suplementado con 0.2% de cada compuesto. Se probaron
algunos productos de hidrolisis, va gue la enzima puede actuar
reversiblemente si se varian las condiciones de reaccion .

l.Los resultados se sintetizan en la figura 10.

El amalisis por comparacion multiple de medias, (ver apeéndice
3) clasifica los resultados en tres grupos:

a) Los que tienen produccion semejante a la del control
negativo, es decir, agquellos que practicamente no presentaron
produccién lipolitica: caprilato, butirato, glicerol,
triestearina, estearato, palmitato vy tripalmitina. Estas
sustancias no son inductores de la enzima.

b) Los que presentan produccion semejante al control positivo
(@] cual contiene aceite de oliva): la trioleina. Esta sustancia,
como componente del aceite de oliva es probablemente responsable
del fendmeno de induccién.

c) Los que presentan produccién significativamente superior
al control negativo, pero inferior al control positivo: oleato.
Esta sustancia es también, muy probablemente, inductora de 1la
enzima.

Matute (1992) determind la afinidad de la lipasa de P. candi-
dum por triacilgliceroles de diferente longitud de cadena. La
enzima present® alta afinidad por los grupos de cadena larga,
principalmente por el palmitato. La afinidad por los gQrupos
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 da cultivo,

Cabe senalar que se presentaron diferencias significativas
entre el crecimiento de los cultivos con caprilato, palmitato vy
estearato, y el crecimiento de los demas cultivos. Tal etecto no
podria atribuirse a diferencias en @l pH del medio. Tal vez lo
que esté ocurriendo con estos compuestos es que haya dificultad
en su asimilacion o gue presenten toxicidad

Elre (LU/mg) [ CREC. (mg/mi)
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P.V. {LU) 6.9(4.5121.3/12.8/0.3|22)|2.6{17.4|3.720.7| 2.3
P.E. (LU/mg) 16|09/4822] 1 111213.8]1148;09
CREC. (mg/mi) (4.5| 4.1|4.4{1.3/0.3|22|2.2(4.6|3.3:46|3.9
pH INICIAL 6.026.8316.93:6.88 6.916.67/6.67/6.816.896.926.92

pH FINAL 8.21 8.2118.08{8.01}7.22!7.17 5.53 8.16 7.65} 8.11/8.16

FIGURA 10.- Efecto de la presencia de sustratos o productos de
reaccion en el medio de cultivo sobre la produccién de lipasa en
P. candidum. Concentracion de aceite de oliva en el medios O%.
P.V.: produccion volumétrica; P.E.: produccion 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)j; CN: control
negativo (medio sin adiciones). Todas las especies probadas se
utilizaron al 0.2%. El pH de el medio se ajusto a 7.0 con 1las
especies en solucion. Tiempo de fermentacion: 96 h.
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7.2.4 EFECTO DE LA PREBENC!A DE TWEEN B0 EN EL MEDIO DE CULTIVO
SOBRE LA PRODUCCION DE LIPASA

El tween 80 (polioxietilen scrbitan monooleato) es un  deter-~
gente gque posee un grupo éster hidrolizable. En numerosas oca-
sipnes se ha reportadoc gque causa efecto positivo sobre la concen-
tracion de lipasa en el medio de cultivo. Por ejemplo, Jacobsen
et al (198%a) encontraron gque esta sustancia causo un aumento de
600% en la concentracion de lipasa extracelular en Geotrichum
candidum, en comparacion con la del medio basal, que contenia
peptona y sales. Asimismo, Espinosa et al. (1990) encontraron un
efecto positivo ejercido por el tween 80, en una corcentracion
que va del 0.02 al 2% en Rhizopus delemar. En Rhizopus oligospo-
rus, el tween 80 al 0.5% fue la fuente de carbono que permitio
mayor produccion de lipasa, comparado con diversos aceites vege-
tales probados a la misma concentracion (Nahas, 1988). En
Phanerochatae chrysporium , el tween 80 al 0.1% causd un efecto
positivo en la produccidén de ligninasa, y se produjo lipasa En
Acremonium strictum, wna concentracidon al 1% del detergente,
causd un  incremento del 130% en la concentracion de lipasa
(Okeke y Okolo, 1990). Por el contrario, en el caso de Beauveria
bassiana, el tween B0 al 0.4%, presentd efecto inhibitorio
(Hegedus y Khachatourians, 1988).

En este trabajo tambien se probd el efecto del tween 80 sobre
la produccion de lipasa en P. candidum {(figura l1l1). El tween se
adiciond a cultivos conm y sin aceite de oliva, desde el inicio de
la fermentacion. 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 B0,

Como puede observarse, en el cultivo con tween BO sin aceite
de oliva, la produccion especifica exhibida es baja, es decir, el
efecto del tween B0 per se sobre la produccion de enzima no
parece ser relevante.

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

Esto podria explicarse en términos de modificacion de la

permeabilidad de la pared celular, ya que las proporciones de

“lipasa ligada H lipasa excretada se pueden afectar por la
presencia de este detergente (Jacobsen st al., 198%a).

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 demas cultivos, el crecimiento es
muy similar.
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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, buscande algun efecta represor o inhibitorio
por parte de los productos de hidrolisis, se cultivo a P, candi-
dum en presencia de aceite de oliva (0.2%) con butirato, caprila-
to, palmitato, estearato, oleato o glicerol al 0.24. E1 control
positivo 1o constituyo un cultivo con aceite de oliva al 0.2%,
sin ninguma especie extra en solucidn. 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 estimulatotio sinergico por parte del acido
oléico u alguna otra especie sobre el efecto del aceite, la
produccitn registrada en estos casos seria superior a la del
control.

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

Los resultados contrastan con algunos reportes encontrados en
bibliografia, en los que se establece que la presencia de acidos
grasas en el medio de cultivo, caust una reduccion significativa
tanto en el crecimiento como en la produccion de lipasa en hongos
(Hegedus y Khachatourians, 1988; Okeke y Okolo, 1990). Los pri-
meros probaron los 4acidos palmitico, estearico, oleico, Yy
linoléico, en una concentraciétn de 10mM (aproximadamente 0.,28%4),
y los segundos, los mismos &cidos, ademas del mir{stico y el
araquidico, en una concentracion de 4mM (aproximadamente O.11%).

Por otra parte, la produccidén exhibida por el cultivo con
caprilato es nuevamente despreciable. Neo hay diferencia signifi-
cativa entre elia y la del control negativo. Esto concuerda con
lo reportado por Blogquel y Veillet-Poncet (1984), gquienes mencio-
nan que el caprilato y el caproato ejercen efecto inhibitorio

sobre la sintesis de lipasa en Pseudomonas sp. Sin embargo, va
que el crecimiento fue tan pobre en el caso de P. candidum, no se
puede pensar en un efecto de represion, sino mas bien en

toxicidad.

En cuanto al crecimiento, cabe seffalar que el caso del gli—
cerol resulto singular, ya que fue significativamente superior al

del resto de los cultivos.

En cuanto al pH del medio de fermentacion, se observaron
aumentos de 1 a 1.5 unidades, lo cual suele ocurrir como
consecuencia de la aparicién en el medio de productos del
metabolismo del hongo.
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FIGURA 12.- Efecto de la presencia de productos de reaccidn en el
medic con aceitz de oliva (U0.2%) sobrs la sintesis de lipasa en
P. candidum. F.V.: produccion volumstrica, CREC.: crecimiento,

P.E.: produccicn espxcitica. B: butirato; C: caprilato;f:
palmitato; E: =stearato: C¢: ol=zato: G: glicerol; CP: control
positivo: CN: control neaativo. Concentracién inicial de los

productos de reaccién adicionados: 0.2%. Al control positivo no
3¢ le adiciond ninaun producto d= reaccidn, pero si aceite, Al
control n=gativo no se le adiciond ningun producto ni aceite. E1
pH del medio s= ajustd a 7.0 con lag especies =n solucidn, Tiempo
de cosecha: 96 horas.
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7.2,8 EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO

Como se mencions anteriormente, es trecuente que ia SsSlntesis
e enzimas este regulaca por la fuente oe carbono (tabla &). Fara
explorar este aspecto oe la regulacion de la sintesis ce lipasa
en P. candigum, se desarrollo un experimento en el qQue la glucosa
al 1%, utalizada como fuente oe carbono en todos los experimentos
anteraores reportados en este trabajyo, tue sustituida por oOtros

compuestos carbonados., entre ellos carbohidratos ae diversa
longitug g2 cadena, Sales de acidos Organicos Y gliceroi. La
concentracion ae las fuentes de carbono probadas tfue 1%. La

fuente oe carbono utilizada en los cultivos control fue aqlucosa.
Todos los cultivos, excepto el control negativo, fueron crecildos
en presencia de aceite de oliva al 0.2%, para inducir la enzima.

Los resultados se sintetizan en la figura 13. Como puede
observarse, s obtuvieron variaciones 1mportantes en la cantadad
de encima presente.

Del analisis estadistico de resul tagos por comparacion multi-
ple de medias efectuado (cfr. Apengice 3), se pueden clasaificar
los comportamientos exmibldos en tres grupos. Las condiciones de
cultivo correspondientes ce enlistan en orgen decreciente de
produccion: -

a) Aguellos que exhiben produccion especifica alta: citrato y
control positivo.

b) Agquellos que exhiben produccidn especifica intermedia:
almidén, maltodextrinas y maltosa.

c) Aguellos gue exhiben producciotn especifica baja: acetato,
lactosa, xilosa, control negativo y glicerol.

En lo que se refiere a crecimiento, la agrupacion es, también
en orden decreciente:

a) Aguellos que presentan buen crecimiento: x1ilosa, glice-
rel, maltodestrinas.

b) Aqgquellos que presentan crecimiento i1ntermedio: lactosa,
maltosa, almidon.

c) AqQuellos que presentan crecaimiento relativamente bajo:
control positivo, control negativo, citrato, acetato.

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

Los carbohidratos que generan glucosa a partir de su hidroli-
sis, es decir, almidon, maltodextrinas y maltosa, permiten una
produccion especifica intermedia. Esto concuerda con lo reportado
para Acremonium strictum, que cultivado con almidén © mal tosa al
27 como fuente de carbono, produjo aproximadamente el 70%Z de la
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de diversas fuentes d= carbono sobre la
n . candidum cultivado en presencia de
liva, 0.2%). F.V.: produccidn volumétrica;
FL.E.: Produccién especitica; CREC: crecimiento. AL: almidon: La:
lactosa: MD: maltodextrinmas; CI: citrato; AC: acestato; XI: xilo-
sa; MA: maltosa: GL: aglicerol; CP: control positivo (3lucosa, con
inductor); CN: control negativo (agluccsa, sin inductor). Concen-
tracion de la fuente de carbono: 1%. Tiempo de cosscha: 96 h.

FIGURA 13.- Efscto
sintesis de Tipasa e
inductor (aceit= des o
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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 de glucosa, Oebicoa a su liberacion

gradual, no permite uma produccietn de enzima mayar.

Respecto a los cultivos con produccidn especifica baja, llaman
la atencidn varios puntos:

Efecto del glicerol.

La produccibn especifica exhibida por el cultivo desarrollado
con glicerol como fuente de carbono es equiparable a la del con-~
trol negativo. El efecto negativo sobre la produccién de lipasa
presentada por el glicerol pudiese ser explicado en términos de
represidbn por producto final, pues este compuesto es uno de 1los
productos de reaccion que se obtienen por la acciétn hidrolitica
de las lipasas (Figura 15). .

Lo observado concuerda con el comportamiento de Rhizopus
delemar, en el que el glicerol ejerci¢ efecto negativo sobre la
produccion de lipasa detectada (Espinosa E., 1990, comunicacion
oral).

Por otra parte, los resultados sugieren que el glicerol es
una buena fuente de carbono para el microorganismo, pues el
crecimiento que alcanzd es muy superior al obtenido en los culti-
vos desarrollados en las otras condiciones. Podria pensarse que
este compuesto presenta un efecto estimulatorio per se sobre el
crecimiento en cultivos comn aceite, pues en un experimento ante-
rior (cfr. seccion 7.2.7), en el que se cultivo al microorganismo
en presencia de 17 de glucosa, con 0.2% de aceite de oliva y 0.2%
de glicerol, se presentd 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 produccion especifica y alto
crecimiento. Cabe pensar, al menos, en dos posibilidadas:

a) La xilosa presenta efecto de represi6tn catabdlica sobre la
sintesis de lipasa.

b) Se sabe que la via de las pentosas, por la que se incorpo-
ra la xilosa, genera poder reductor en forma de NADPH. Por su
parte, la B-oxidacion de Acidos grasos también lo hace, aunque
en forma de NADH (Figura 15). Por tanmto, cabe la posibilidad de
que, en presencia de xilosa, el microorganismo PNo se vea en la
necesidad de asimilar los acidos grasos procedentes de los tri-—
gliceridos presentes en el medio de cultivo, y por lo tanmto no
produzca lipasa. Por tanto se podria hablar de una represiédn
indirecta por xilosa.
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Los resultados contrastanm con lo reportado para Rhizopus
oligosporus (Nahas, 1988) y Acremonium straictum (Gheke y Ukolo,
1750, Que a una concentracion de 1 v J%W respecti:.anente, pro-
cuseron mayor produccion lipolitica conm x1losa que con glucosa.
Sin embargo, colncidgen con o reportado para RARspergillus nager
(Pal et al. 19783, gue con ~itlosa al 1% como tuente de carnono
proguce solamente tratas oe la enzima, mientras que con glucosa
la proouccaon lipolitica detectaca es significativamente ma,or.

Como puede verse en la figura 15, el glaiceraldenido-2-fostato
es un antermedlario comun del metabolismo del glicerol vy age la
x1}l08a. Ademas oe pensarse Que &)1 etecto lo puecgen causar BsStas
fuentes de carbono per se, puede pencarse en lJa posibilidadg de
que el gliceraldehido-Z-fosfato o algun progucto de su metabolis-—
MmO sea reponsable de! efecto negativo observaoc.

Efecto de la lactosa

La progucccaion oe lipasa que se presento en los cultivos con
lactesa como fusnte de carbono es semejante a la exhibida por el
control negativo. Dado gque el crecimiento exhibido por este
cultivo resulto ser superior al de los controles con glucosa. no
puede pensarse que la asimilacion de la fuente de carbono haya
sido deficiente. Sin embargQo, va Que Mo =2 2JLiTpone de la Antorma-
cion concerniente al efecto de la galactosa como fuente carbono.
faltan elementos ge jJuicio para expllcar la naturaleza del fe-
nomeno observado. FPodria pensarse en algun tipo 0e represion,
pero no se puede concluir al respecto.

Efecto del acetato.
El cultivo en presencia de acetato aparece agrupado cton los
que poco prodgucen ¥y con los que poco crecen. Esto podria ser

explicagdo en dos escenarilos:

a) El acetato es precursor del producto final de degradacion

de los lipigos (acetil! coenzima A), al cual se llegaria con ayuda
de la lipasa. Estando el acetato gisponible en el medio, el
microorganismo no tiene necesidad de santetizar la enzima. Por

tanto, aparentemente nay represion indirecta por acetato.

b) E1 acetato es una fuente de carbono dificilmente asimila-
ble para P. cangidum. For tanto, no puede crecer bien, ni produ-
cir la enzima.

£l comportamiento exhibido por P.candidum coincide con el
reportago parea Aspergillus niger, que presento escaso crecimiento
y baja produccion lipolitica al cultivarse con acetato ge sodgio al
1% como fuente de carbono (Pal et al., 1978).

Cabe comentar que cada uno de los efectos observados puede
ser objeto de un estudio particular, para esclarecer sin lugar a
dudas la naturaleza del fentmeno que se presenta.
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CONCLUSTI 2NESES

l.- Los resultados obtenidos a partir de la electroforesis con
SDS y su gel replica sugieren que cuando Penicillium candidum se
cultiva en megio D suplementado con 0.2% de aceite ce oliva, a
290C y 160 rpm, excreta solamente una lipasa al medio. En otras
palabras, sSe Suglere QUEe NO POSEee 1So0enzimas.

2.- EI peso molecular de la lipasa de Penicillium candidum se
estimo en 65,000 Daltones.

J.- Bajo las condiciones de trabajo utilizadas, resulta conve-
niente precrecer el 1noculo de P. cancidum hasta que llegue a
fase exponencial para disminuir el] tiempo de fermentacion.

4,- Los aceites de girasol y dge cartamo ejercen un efecto
positivo sobre la sintesis de lipasa en cultivos de P. candidum.
Este efecto es cusantitativamente semesante al ejercido por el
aceite de oliva. Por el contrario, el efecto ejercido por el
aceite de soya es significativamente menor,

S5.- La formacion de lipasa y Su excrecion al medio responde a la
presencia de aceite de oliva en el mismo, pero la cantidad de
enzima producida no es proporcional a la concentracion de aceite

adicionada. Se requiere sintesis de proteinas de novo para nua
aparezca enzima en el medio como respuesta a la presencia del
aceite de olivsa. Este comportamiento puede ser explicado en
terminos del fenomeno regulatorio denominado 1nduccion. Es

suficiente con 0,027 de aceite de oliva en el medio para gque se
induzca la sintesis de la lipasa.

6.~ La trioleina eJerce wun efecto positivo sobre la sintesis de
lipasa en Pegnicillium candidum. Tal efecto es de igual magnitud
gue el ejercido por el aceite de oliva. Este sugiere que la
trioleina es el componente del aceite de oliva responsable del
fentmeno de induccion. Cabe la posibilidad de que la tributirina
y el oleato sean agentes inductores de la enzima, puesto que
ejercen el mismo efecto, aunque con menor grado.
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7.~ Triestearina, tripalmitina, estearato, palmitato, caprilato,
butirato vy glicerol no son agentes inductores de la enzima. Los
iones oleato, estearato, palmitato y butirato 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 80O ejerce un
importante efecto positivo sobre la concentracion de lipasa
excretada.

8.- El citrato es una buena fuente de carbono para la produccion
de lipasa para Penicillium 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, acetato,
xilosa © lactosa como fuente de carbono, sufrieron un efecto
negativo sobre la sintesis de lipasa.

10.- E1 glicerol ejerce un efecto positivo sobre el crecimiento
de Fenicillium candidum en cultivos suplementados con aceite de
oliva.
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PARTE 1 :
vVaL IDACION D E METODDO
DETERMINACION DE ACTIVIDAD LIPOLITICA

METODO DE HOFELMANN et al. MODIFICADO

Al gar inicio a este proyectoc se ticieron determinaciones de
actividad laipolitica & caloos de fermentacion. E]l metodo utilizago se
baso en el reportado por Hofelmann et al. (1985). La cuantificacion de
actividgad se hace al comparar ] cambio de pH en un sistema de
reaccidn, contra una curva estandard oe &cido butirico en solucion. La
actividag se reportaba comp micromoles de adcido butirico liberados por
un mililitro de muestra en 15 minutos (umol/ml/15 min). Aunque las
condiciones de reaccio6n utilizadas en nuestro laboratorio son
semeyantes a las utilizadas por Hofelmann, el sicstema de medicion es
diferente, ya que este autor utiliza un sistema de pH-stat, mientras
que en nuestro laboratorio se realizaba la medici6n del gescenso del
pH con un potenciometro & un tiempo fi1jo (15 mirutos).

El praincipal argumento en contra de la validez de ese metodo es
que la actividad enzimdtica puede verse disminuids significativamente
por efecto del pH, e! cual, al pajar, puede desnaturalizar la enzima.,
Ademas, a valores de pH muy bajos, la disociacion gel acido butirico
es muy pobre (figura 21}, y la lectura de pH registrads no es reflejo
fiel de la canmtidad de acido liberado por la accion de la enzima sobre
la tributirina.

Fara respaldar el trabaj)o experimental contenido en esta Tesis con
un metodo confiable, con limitaciones comocidas vy cuantificadas, se
evaluo la 1nfluencia gue diversos factores ejyercen sobre la respuesta
generada. Matute (1992) valido un metodo para medir actividad lipoli-
tica a muestras con lipasa de P. candidum basado en el mismo princi-
Pl1o. Como resultado de las pruebas efectuadas, explicadas en este
apengice, se modifico el metodo en lo que se considerd conveniente Y
entonces pudo ser utilizado para determainar actividad lipolitica a
todas las muestras cuya actividad se reporta en este trabajo.

Finalmente, cabe mencionar que, aungque los resultados generados
con el metodo valigado son utiles, serfa mejor aun utilizar el equipo
pH-stat, y asi evitar la inestabilizacion de la enizma por el pH.

OBSERVACIONES, INFERENCIAS Y RECOMENDACIONES

1.,- El lugar en el que se coloca el tubo con la mezcla de
reaccidn dentro del baflo a temperatura constante (colocado sobre la
plancha de agitacion magnetica) influye de una manera significativa
sobre el resultado generado. La variacion oscild entre el 10 y el 407%
en las mediciones realizadas. Esto es atribuible a la diferencia en la
agitacion debida a la ubicacion de la barra imantada dentro del campo
magnético, lo cual repercute directamente sobre la extension de 1la
superficie de interfase disponible, en la que actua la lipasa (figuras
16 y 17)
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FIBURA 18.- Determinacion de velocidad enzimatica de una muestra de
caldo de fermentacion con alta actividad lipolitica. (Micromoles de
acido butirico liberados/ml caldo/minuto). Metodo de Hofelmann

modificado.

2.~ La velocidad 1nicial de la enzima se mantiene por muy poco
tiempo (a lo mas 5 minutos). Por ello, se recomienda tomar la lectura
de pH a tiempos cortos, verificando en cada ensayo, mediante lecturas
periogicas, que la enzima se encuentren velocidad inicial. Se reco-
mienda hacer regresion lineal aleatoriamente al 10% de las muestra
procesadas, para dar confiabilidad a las determinaciones efectuadas
(figura 18).

3.- (Cuando la actividad enzimatica es alta, basta un minuto de
reaccion para hacer la medicion con confiabilidad .

Por el centraric, cuando la actividad enzimdtica es baja, no basta

un  minuto de reaccion para detectar cambios importantes en &l ph. En
€505 Casos, =8 puesp Ce dejar transcurrir la reaccién durante 3 minu-—
tos. Si en ese lapso de tiempo el cambio de pH no es aun importante,

la actividad se reporta como no detectaoga.

£l tiempo de incubacion mayor incide ligeramente de una manera
negativa sobre la estabilidad de la emnzima (cfr. punto #10), pero se
tolera este inconveniente a cambio de detectar una respuesta positiva
relativamente confiable.
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4.- Cuando se usan 0.5 ml ge caldo se obtiene mas de la mitad
de la actividad gbtenide al usar [, ml del mismo. Por tanto, convie-
ne usar 0.5 ml en vez de L.0 x) con el fin gde aumentar el valor
abpsoluto de la actividad detectada (figura 19). Ademas, as1 se puede
hacer la determinacion dos veces, sin modificar el volumen de mues-
treo acostumbrado.

Esto podria e«plicarse en terminos de superficile de reacclon
limitante, de modo qQue no toda la actividad de la enzima presente Se
puede expresar. Se  usa el termirmo "superficie” y no "cantidad”
limitante, porque la cantidad de tributairina presente es tal que,
segun la estequiometria ode la reaccicn, podrian liberarse de 3 mil a
10 mi11 micromoles de acido butirico -dependiendo de que haya © no
especificidad posicional-—, y N1 con los caldos de fermentacion mas
activos se liberan mas dge 300 micromoles. Cabe comentar Que, S1n
embargo. el sastema es capaz de detectar actividades muy altas, tal
como la gue exhibte la Palatase MIO0OOL, fabricada por Novo Industries
Inc., que cor L,0 ml en S minutos causa una disminucion en el pH  de
4.0 a 4.45, lo gue regresenta mas de F00 umoles/ml.

VOLUMEN DE MUESTRA (u)): [T 4qng M3 760 M™s00

160
T4 e
120}
JOOE o voom o

80L o A
BO - e —
40F [ 8z -

20}

uMOL LIBERADOS WMOL/mI ACTIV. RELATIVA

FIGURA 19.- Efecto del volumen de caldo en e}l sistema de determinacion
de actividad lipolitica sobre la respuesta detectada.

5.~ Se evaluo la reproducabilidad de la determinacion utilizando
tanto pipeta serologica como automatica. E]l coeficiente de variacion
cuando se usan 0.5 ml de muestra, es de 9.9% si se emplea pipeta sero-
lbgica, 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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&.- No soleo es necesario que el sustrato suspendideo en el
amortiguador este a la temperatura de reaccion en gl momentd en  que
ce ahade ] caldo enzimatice. Para gue los resultados sean reproduci-—
bples, ! tamamo de las gotas de tributirina en la emulsion debe ser
muy semejante entre prueba y prueba. Ello se logra si: se usa solo un
lugar en el bafo, se fija la velocidad de agitacaion en la plancha, y
se agita la emulsion un tiempo constante (un minuto, por ejemplo)
antes de adicionar la enzaima.

7.- Saad et al. (1990) informa que la temperatura optima de la
lipasa oe Penicillium caseicolum (o Pepigillium cangigum) es 3I5oC
{Figura 20). Lopez (198B9) determind la temperatura optima ve la lipass

de P. candidum obtenida por fermentacion semisolida, y encontro que es
JBoC. En nuestro sistema de reaccion no se detectaron diferencias
significativas en la actividad de lipasa a 35 y 370C.

—_— 8"'
S
<gs T
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=20 6l
= E
SN s
&9
-1 € 4}  Tributirina
akE
I~ 3
o _J
(O]
=< of
o = ) .
g g Ak Aceite de mantequilla
3,
— O i 1 ! 4 1 ]

25 30 35 40 45 50 55

Temperatura °C

FIGURA 20.- Efecto de la temperatura sobre la actividaa de lipasa deP.
caseicolum con tributirina y aceite de mantequilla como sustratos.
Mezcla de reaccion: 5 m]l de solucién con 0.2 ml de calde, 104 de
lipido, 1O0% de goma arabiga, CaCl zmM; pH 9.0 (Saad et al., 1990).

-

<

8.- A pH 5.8, el 89,31% del acido butirico se encuentra diso-
ciado, y a pH 6.0 el 100% (Lambert y Lemoir, 1979). Por tanto, desde
este punto de vista, es correcteo iniciar la medicion a pH 6.0, y el pH
final debe ser menor o igual a 5.8 (figura 21).
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FIGURA 21.- Proporcion de acido butirico ionizado en el rango de pH

de trabajo. Para calcular el factor de cerreccion, se ushd 2] pKa del
adcido butirico a 300C. (Lamberet y Lenorir, 1976).

9.- Se determind la estabilidad de la enzima a los valores de pH
de traba)o alcanzados a diterentes tiempos de reaccion, a saber: 1, 2,
S 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 reaccion; 5.80 en I3 minutes, 5.5 en S minutos, vy 5.3 en 15 minutos.
Por tanto, se determino de la manera convencaonal la activaidad
residual de la enzima despues de ser incubada durante el tiempo
indicado al pH correspondiente.

Se concluye que:

aj) Cuando la determinacion se hace en un minute, la actividad de
la enzima no se ve disminuida a causa del pH. Es decir, la estabilidad
de la enzima a ese pH durante ese tiempo es buena (se mantiene el 100%
de la actividad)

b) Cuando la determinacion se hace en tres minutos, si el pH 1llega
a 5.83, la actividad puede bajar., un 7% como mavimo. Esto esc coherente
con lo reportado por Saad et al. (1990), quienes mencionan que el pH
bdptimo de la lipasa de P. caseicolum es 9.0 (figura 23). Este 10% no
se toma en cuenta en los calculos de estabilidad contenidos en el
resto del presente informe.

c) Cuando la determinacion se hace en 3 o 1D minutos, ademas de
que la enzima rc estad en velocidad inicial, la actividad se ve dismi-
nuida hasta en un 60 6 70% a causa de la acidez generada in situ.

Una recomendacion para trabajos posteriores es determinar pH
optimo de actividad a la enzima y, en adelante. determinar actividad
lipolitica rutinariamente a ese pH con un amortiguador adecuado. Asi.
aumentarad la sensibilidad del método, probablemente de manera signifi-
cativa.
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Posteriormente se ajusté el pH 2 6.0,

s adicioné el sustrato emulsiticado y se determind la actividad lipolitica.

FIQURA22. Establildad de la lipasa de P. cand/dum al pH. La muestira fus Incubada con el
amortiguador durante e! tiempo sefialado.
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Figura 23.- Efecto del pH sobre la actividad de lipasa de P,
caseicolum ron tributirina v areityr de mantrouilla como  sustraros.,

{Saad et al., 1990).

10.- Se recomienda el uso de un control interno para poder
comparar resultados de muestras analizadas con diferentes lotes de
reactivos, y/o en diferentes dias. Una opcion es utilizar alquna
splucibn de lipasa comercial. Por supuesto, la lipasa comercial
utilizada debera renovarse con regularidad, dado que, naturalmente, su
actividad disminuye al envejecer.
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FARTE 2
DEDUVCC ITN [ 3 U N MOCCLCLELO MATEMATTICECOC
FARA CALTULAR LA ACTIVIDAD LIFOLITICA CE UN CALDC DE FERMENTACION
UTILIZANDC EL METCODC DE HOFELMANN =t al., MCLOIFICADG

La curva d= calibracidn convencional sz elabora vartiendo 12.5
m} de amortiguador de succinatos 0.02 M pH = 6.0 =n tubos de =nsavo, vy
agregandols de 0 a 200 pl de soluciéon stock de acido butirico (con una
concentracion ds 400 umol/ml), v agua d=stilada., para completar un
volumen final de 13.5 mi., 2= mids &1 pH a la solucioéon de cada tubo vy
se grafica. Una curva construida de este modo 3= muestra =n la figura

ry
v

7
[. X1
[
-
TTE L
i N
(X =
’ N N 2 : ' L i
1] 0 0 30 40 60 [0} ™ 80

W4OLES DE ACIDO BUTIRICO
Figura 25.- Curva de calibracién de acido butirico =n amortiguador ds
succinatos 0.02 M pH = 6.0 (puntos por triplicado).

La curva se pusde representar mzdiants la ecuacidén d= una rectas,
dado guc =) pH final &3 Tuncidn de 1a cantidad de acido butirico en <1

sistema:
pH final =m (pmol &cido butirico) + pH inicial (1)
donde:
pH final = lectura directa d=1 potencidmetro al
sistema con acido butirico
pH inicial = lectura directa del potencidm=tro al
sistema 3in dcido butirico
m = pandiente de la curva de calibracién

Dado que 1 pH de las muecstras de caldos de fermentacidédn es con
frecuencia distinto de 6.0 y la capacidad amortiguadora d=1 sistema de
reaccién es baja, fue nzcesario «laborar curvas de calibraacién par-
tiendo de difersntzs valores de pH inicial. Un ejemplo de tales curvas
se muestra en  las fiaguras 26 y 27,
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Como se puede apreciar, la linearidacd intra-curva es muy buena
(los coeficientes de correlacion son superiores al .99 g~ todos  ios
casos!.

Sin  embargo, la penciente ge las cinco curvas no es identica.
Analizando los datos, se encuentra una clara correlacion entre la
pendiente mostrada y el pH inicial. Tal correlaciétn se grafica en la

figura 28 y se puede representar mediante la ecuacion de una recta

Yy = Mmx + b (2)
donde:
y = pendiente mostrada por la curva de calibracion,
x = pH 1inicial, .
m = pendiente de la recta, esto es, razon de cambio de las 5
pendientes
b= intercepto (dato que carece de significado fisico, va gue en las

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

Al resolver la ecuacion 2 para los datos de la figura 26
encontramos que:
-3
y = (-7.408851 X 10 )(pH 1inicial) + 0.0383442 (3)

Asi las cosas, al sustituir en (1) esta formula para calcular la

pendiente mostrada por la curva de calibracion encontramos que:

-z
o

pH final = [(-7.4 X 10 J{pH inicial) + O.OZJ(Fmolj + pH inicial
y, rearreglancgo:

pH fimal - pH 1inicial
Fmol= ———————————————————————————————————————————————————————————— (4)

(-7.408851 X 10 )(pH inmicael) + 0.0383442

Dado aque la determinacidn de actividadg se hace con 9.5 ml, Y se
desea expresar el valor en umolsml, el valor final de wumol se
multiplica por Z.

Finalmente, vya que la lectura del pH final se realiza despues de
que la reaccion transcurrio durante un minuto, las unidades reultantes
de nuestro calculo son Pmol/ml/m;n. lo que corresponde a unidades
internacionales de actividad enzimatica, lipolitica en este caso (LU).

Nos encontramos asi con que:

(2) (pH fimal - pH inicialy

(-7.408851 X 10 ) (pH inicial) + 0.0383442
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VALOR DE pH INICIAL:
B 5,99 ¢ 84 —E28 4677 + 6.08

0 20 40 60 80
UMOLES DE ACIDQ BUTIRICO EN EL SISTEMA

FIGURA 26.- Curva de calibracisn para la determinacion de activigad
lipolitica. pH inicial variable. Puntos por triplicado.

FIGURA 27.~ Curva de calibracion de actividad lipolitica con pH ini-
cial wvariable. Grafica superficie de respuesta. BUT= wumol 4cido
butirico/ ml muestra.
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APENDICE 2

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE REACCION PARA DETECTAR

ACTIVIDAD LIPOLITICA POR MEDIO DE UN ENSAYO EN PLACA
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Se protaron  g1versos sustratos, metodos de emulsificacion y
colorantes que reaccionartian con los bproductcos de reaccaon,

Los sustratcs propagos fueron: tridburtirina, triolina v aceite de
©laiva, todos al Z,.5%, obteniendose resultacos semejlantes. S9e decidio
usar el aceite por ser el sustrato de mencr costo.

Se corroboro la necesidad de utilizar alqun agents amulsificante,
como el tritén X-100. Fatre anente estabilita 1y mmuyleisnn: sinm ~1 14
actividaa no se puede detectar, pues No s& Obtiene un tamafio de
particula pequefc.

Se emulsifico con homogenizador de pistilo o con sonicador. La
em:lsion hecha con sonicador tenfia el tamafo de particula menor. por
lo gue se esperaba una me)or interaccion con la enzima. Sin  embargo.
con ambos métodns e ohtuvo un halo claramerre defrniac v, va ane -
tenia disponible en el laboratorio en el gque se trabajaba, se decidio
utilizar el homogenizador de pistilo de forma rutanaria.

Los colorantes probados fueron rogamina 66 y rogamina B al O, 0.05
y ©.15%. Con rodamina B se obtuvieron halos de hidrolisis cnn 1ns tres
sustratos, mientras aue con rodamina AG, sAin con triplefina v acei e
de o©oliva, y no con tributirina. En cuantc & la congentracion del
coleocrante, tanto V.05% como 0.15% facilitan la visualizacian del haln.

Por otra parte, se probaron diversos tiempos de lavado del gel
procedente de la electroforesis con $SDS. El tiempo y numero de
lavados, as{ como el volumen de solucion de lavado debe de variar en
funcitn del espesor y tamafo del gel. Se encontro que para recuperar
la actividad enzimatica de un gel de 40 X S0 X 0.75 mm son suficientes
tres lavados con 100 ml de solucion al 1% de triton X-100 en
amortiguador de sutcinatos O.02 M pH 6.0, cada uno con duracion de 40
a 45 minutos. Si el tiempo de los lavados es mennr (por sjemplo 30
minutos), la actividad enzimatira no s2 detecta.

Para determinar cuanta actividad enzimatica se debia tener en la
muestra de modo que la banda tuera detectable y que estuviera bien
enfocada, Se hicleron varilias corridas de prueba, y se concluyd que la
banda se detecta bien ruando 5o aplican aproximadamente 20 o 40 wg de
proteina procedente de algun caldo de fermentacion que muestre una

actividad de 40 LU, (la descripcion de la preparacion de las muestras
se incluye en la seccidn 6.5.4.3). En todas las corridas se aplico 1
wl de lipasa comercial (Palatase M 1000 tU), que contiene 2 wg de

proteina/u}l solucion, como control positivo.
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APENDICE 3

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS EXPERIMENTALES
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EXPERIMENTO 7.2.3 EFECTO DE DIVERSOS ACEITES VEGETALES SOBRE
LA PRODUCCION DE LIFAZA

ARCHIVO: ACEITES FILE: ACEITES
TRATAMIENTO Row TX4 AEL cu
0liva (IR} 3.0 4.6
- Girasol 21 .23 3.9
Mayz 3t 6.57 4.6
Cértamo 4 2 4,10 5.6
Sova 5 2 $.06 5.0
6 2 4,54 6.1
73 3.68 6.9
SIMBOLOGIA ’ e 3 3.20 7.2
8 3 (R ]) 6.6
TX = Tratamiento 10 & 4.82 5.6
AE = Actividad especifica 1y & 8,02 £.9
€ » Crecimiento 12 & 5.02 S5.4
13 5 3.39 5.7
16 5 319 6.4
15 5 3.18 7.2

one-wav Analysis of-variance

Level codes: Txa
Labels:

Range test: LSD Confidence level: g5

Analysis of varfance

Between aroups 6.6565067 u 1.6641267 2,681 PRRRR]
within groups 6.7061333 10 .6706133
Total (corrected) 13.362640 14

0 missing value(s) have been excluded,
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Table ot means tor Af4 bv TX4

Stnd. Error £tnd, Error 9% Fercent LSO

Level Count Averase (internal) (pocled s) intervals YTor mean

1 3 LioBL33233 t.0143197 ~L127978 3.8482265% 5.38844L01
2 3 4.7666667 21537679 727978 b,0215%99 5,511773%
3 3 3.6933333 .2366075% LL727978 2.866226% 4.L384L01
b4 3 4.9933333 0666667 721978 4,2062265 5.6984401
5 3 3.2533333 .06E3543 4727978 2.50€E2265 3.99B4401
Total 15 L.2620000 ARITRI] J2tILEYE 3.9287781 4.5952219

.
Multiole ranas anaiysis tor AE4 by Txs

Method: 95 FPercent Lils Intervals

Level fount Averade homonencous Lroups

¥ .
3 3.693 b
3 L.Bu33333 .
3 L.7666667

2

multicle ¢¢ megias LI [multicds

Interpretazion de 13
rang: anatysis LIl

fe torman I upct homeleneos con lof tratamisntos entre los
cuales no hey aiterencia cianmticativa, Cada 3 UBL S5 Marcs <on
uha columna vertical de¢ asterisceos (*),

Hav citetencia siariticativa =ntie aqueilos tratamientos
pertenancientes & diterentss 2rupos humogenecs, siempré v cuange
ne s traslapen entre sy,

Se puede decir, con el 85% de probabi)idad de acertar que,
para este caso (actividad especifica vs tratamiento), los grupos
homogéneos son:

a) Soya, matz, oliva.
b) Matz, oliva, girasol, cartamo.
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One-way Analvsis of varfance

Leval codes: Txa
Labels:

Range test: LSO Confidence level: 8%

Sourcs of var Mean square f-ratio 5ig. level
E=twe=n aroups 11.333333 & 2.68333333 11.90% .0008
within aroups i 2.300000 10 .2360000

Total (corrected) 13.713333 tL

0 missing value(s) have be=n excluded.

Stnd., Error  Stnd. Error 95 Percent LSD
(internal) {pooled s) intervals for mean
1 3 4,3666667 2233233 2816617 3.9227812 4.8105521
2 3 5.5000000 .3214550 .2816617 5.0561145% 5.9430085%
3 3 6.9000000 1732051 .2816617 6.4501184% 7.34398859%
4 3 5.6333333 L 1L52966 .2816617 5.1894479 6.07721680
S 3 6.64333333 LL233333 .2816617 5.9894479 6.87721886
Total 15 5.7666667 . 1259630 L1259630 5.5681551 5.9651783

Multiple range analysis for Cu4 by TX&

Method: 95 Percent LSD Intervals
Level Count Average Homogeneous Groups

1 3 4.3666667 *

2 3 5.5000000 *
4 3 5.63332333 ¥y
5 3
3 3

6.4333333 xx
6.9000000 *
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Interpretacioén de la comparacién multiple de medias LSD (multiple
range analysis LSD):

se forman grupos homogéneos con los tratamientos entre los
cuales no hay 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 trasltapen entre si.

Se puede decir, con el 95% de probabilfdad de acertar que,
para este caso (crecimiento vs tratamiento), los grupos homo-
géneos son:

) Olive

) Girasol, cartamo.
c) CArtamo, sova.

) Soya, mafz.
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EXFERIMENTO 7

ARTHT W TULTT

< 2.5 DEFINICION

FEMOMEND

nE
[

-
P

CEL METABCL

INDUCTCION

RESPONZABLE DEL

- e e e i w

DINOONWNOW==NWN B0 OM =D

FUWrWENFURNW 00N WO Www O

TRATAMITHTS T, row TX3 AE3
tos Tributiviag 1 13,1
2.0 Tedipalm tinag 2 1 3.0
3.~ . 3 21.8
4. - 4 2 1.4
9, Fut brate 5 31 0.0
G.- Caprilatn 6 3 1.3
7. Patwitista 7 b b.8
8, Eot-ograt 8 4 4.6
9. ¥ 9 S 0.4
10.- "licerol ’ 10 5 1.3
110 Conteol pesitivo 11 6 0.0
T2 Toniial negativo 12 6 0.1
13 7 1.8
14 T 0.7
15 8 1.5
SIMEALDATA 16 8 0.9
17 9 4.1
TX = Toalamicpto 18 9 3.5
AL = Actividad espacifica ta8 10 0.9
C & P im et 20 10 0.8
21 11 4.2
22 11 5.4
23 12 0.8
24 12 0.8
-Wav Analysis of variance
Data: AE3
Level codes: TX23
Labels:
Range tect: LED Cenfidencs level: 95

Between groups
within 3roups

Analysis of variance

$8.7088333
2,330000

d.f. Mean square
1" 5.3443938
12 .184 1667

F-ratio sig. level
27.525 .0000

Total

(corrected)

61.118333

0 missing value{s) have been excluded,
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Table of means for AE3 by TX3

stnd. Error  Stnd. Lirror 95 Percent LSO
tevel Count Average (internal) (pootled s) intervals for mean
1 2 3.0500000 .0500000 .3115820 2.5698362 3,5301638
2 2 1.6000000 .2000000 .3115020 1.1198362 2.0801638
3 2 1.0500000 2500000 .3115820 5696362 1.5301638
4 2 4.71000000 .toppooCe .3115820 4.2198362 5,1801638
5 2 8500000 4500000 3115820 .3698362 1.3301638
[ 2 .0500000 .0500000 .3115820 ~.4301638 5301638
7 2 1.2500000 5500000 .3115820 .26968362 1.7301638
8 2 1.2000000 ,3000000 .3115820 .?7198362 1.6801638
9 2 3.8000000 .3000000 $3115820 3.3198362 4.2801638
10 2 .8500000 .0600000 .3115820 .3690362 1.3301638
1 2 4.8000000 .6000000 .3115820 4.3198362 5.2801638
12 2 .9000000 .0o0o00000 3115820 .4 190362 1.38016238
Total 24 2.0083323 .0899460 0889460 1.8697220 2.14684647

Multiple ra analysis for AE3 by TX2

LD Int=rvals
Laval count Aver 33

.0500000 *
.e500000 L4
.0%500000 ¥
.9000000 L
1.0500000 *

2

2

2

2

2

? 1.2000000 *

4 2500000 .

2 1.6000000 *

2 3.0500000 .

2 x.ep000000 e
2 4.7000000 *x
2 4,8000000 »

Interpretacién de la comparacién miltiple de medias LSD
(multiple range analysis LSD):

Sa puede decir, con el 95% de probabili{dad de acertar que,
para este caso (ectividad especifica vs tratamiento), Yos grupos
homogéneos son:

a) Caprilato, butirato, glicerol, control negativo.

b) Butirato, glicerol, control negativo, triestearina, estea-
rato, paimitato, tripalmitina.

c) Tributfrina, oleato.

d) oleato, trioleina.

e) triolefna, control posftivo.
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One-Way Analysis of Vae

Level codzs: TX3
Labels:

Range test: L&D Confidence level: 95

Analysis of variancs

fance

Source of varfation Sum of Squares d.f. Mean square F-~ratio sSig. level
Batwes2n aroups J6E.575000 11t 3.3250000 4.314 .0082
within groups 9.250000 12 .77090333

Total (corrected) 45.825000 23

0 missing value(s) have been excluded.

Tanite of m2ans for £3 by TX3
stnd, Lrror Stnd. Error 95 Percent LSD

Leve] Zount Avirage (internal) (pooled s) intervals for mean

1 2 3.6000000 .0000000 6208194 2.6432856 L .5567 144

2 2 4.,4500000 .G500000 .6208194 3.49228586 5.4087144

3 2 4.1000000 .5000000 .6200194 3.1432856 5,0567144
4 2 4.4000000 .2000000 .6208194 3.4432856 5.3567144

S 2 3.9500000 t.1500000 .6208194 2.9832856 4 .906714L4

6 2 .2500000 .0500000 .6208194 ~.7067144 .2067 144

7 2 2.1500000 .9500000 .6208194 1.1932856 3.1067144

8 2 2.2000000 .1000000 .6208194 1.2432856 3.1567 144

9 2 4.6000000 .4000000 6208194 3.6432656 S.5567144
10 2 3.2500000 .9500000 .6208194 2.2932856 4.2067144
11 2 4.,2500000 .3500000 5208194 3.2932656 5.2067144
12 2 3.9000000 .7000000 .65208184 2.9432856 4 .8567144
Total 24 3.4250000 « 179215 <1782151 3.1488203 3.7011787
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Multiple range analysis for C3 by TX3

Method: 95 Percent LSD Intervals

Level count Average Homog2neous Groups
6 2 2500000 .
7 2 2.1500000 4
8 2 2,2000000 v
10 2 3.2500000 e
1 2 3.6000000 sy
12 2 3.0000000 e
S 2 3.9500000 e
3 2 4.1000000 e
" 2 4,2500000 *
4 2 4.4000000 *
2 2 4,4500000 *
9 2 4.6000000 L4 4

Interpretacion de la comparacién miltiple de medfas LSD (multiple
range analysis LSD):

S¢ forman grupos homogéneos con los tratamientos entre 1los
cuales no hay 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 si,

Se puede decir, con el 95% de probabitidad de acertar que,
para este caso (crecimfento vs tratamfento), los grupos homo-
géneos son:

a) Caprilato, palmitato.

b) Paimitato, estearato, glicerol, tributirina, control
negativo, butirato.

c) Estearato, glicerol, tributirina, control negativo, buti-
rato, triestearina.

d) Glicerol, tributirina, control negativo, butirato, tries-
tearina, control positivo, triolefna, tripaimfitina, oleato.
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EXPERIMENTO 7.2.6 EFECTC DEL TWEEN 80

ARCHTVT YTWIDH D

-
TRATAHYT T A Ffle TWEEN2

H N row TRATt AESF1 CRECH
b ain te v sin tween

Y e : Tttt
Do aceite 1 10,00 3.4
per i tween 2 1 0.00 2.4
Do ol o o sitlée vy tween 3 2 2.86 .2
Ao R, 4 2 2.7 4.6
SIME At 5 3 0.91 3.3
1.03 3.9
TFATH Tiotowmient, ?] i 7‘:! 3.8
AL s ividad especifica ‘ag s
CPEZY  “vel fmi-nto 8 b 5.29 0 3.
cne-wWay Analysis of Variance
Data: AESP1
Level codes: TRATH
Labels:
Range test: LSD Confidsnce level: 95
Analysis of variance
cource of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sfg. tevel
Petween grouns G4 ,512€628 3 14 .837540 3t1.213 «0031
Within groups 1.901450 4 475362

Total (correctad) L6.414008 7

0 missing value(s) hav: been excluded.

Table of means for AESPY by TRATH

stnd. Error  Stnd. Error 95 Percent LSO
teve? Count Average (internal) (pooled s) intervals for mean
1 2 .0000000 .0000000 4875256 ~.9574708 .9574708
2 2 2.5150000 .3450000 4075256 1.5575282 3.4724708
3 2 8700000 .0600000 .4875256 .0125292 1.9274708
1] 2 6.2000000 9100000 A4B75256 5.2629292 7.1574708
Total 8 2.4212500 .2437628 2437628 1.9425146 2.8999854
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cue U DEBE
s 168 R

AR

Multipl=s range analysis for AESE1 by TRATH

Method: 95 Fercent LSD Int=ervals

Leve) Count Avaradge Homogenaous Groups

1 2 ,0000000 .

k] 2 .9700000 v

2 2 2.5150000 *

4 ? 6.2000000 .

Interpretacitn de 1a comparacién miltiple de medias LSD (multiple
range analysfs LSD):

Se forman grupos homogéneos con los
cuales no hay diferencia significativa.
una columna vertical de *.

tratamientos entre los
Cada grupo se marca con

Hay diferencia significativa entre aquellos tratamfentos
pertenencientes a diferentes qrupos homogéneos, siempre y cuando
no se traslapen entre siy.

Se puede decir, con el 95% de probabilidad de acertar que,

para este caso (actividad especifica vs tratamiento), los grupos
homogéneos son:

a) Control negativo, tween.
b) tween, aceite.
c) tween con aceite.
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Data: CRECH

Level codzs: TRATH

Labels:

Range test: LSh Confidence level: 385

analvsis of variance

urce of var

Between qaroups 2.2550000 3 7516667 3.579 1249
within groups . 8400000 & .210000C
Total {correctaed) 3.09%0000 7

0 missing value(s) have be=n =xcluded.

Table of means for CRECY by TRATH

stnd., Error Stnd. Error 95 Percent LSD
Level Count Avaraqs (internal) (pooled s) intervals for mean
1 2 2.9000000 .5000000 .3240370 2.2636109 3.5363891
2 2 4.4000000 .2000000 .32640370 3.7636109 5.0363891
3 2 3.6000000 3000000 .3240370 2.9636109 4.2363891
4 2 3.6000000 2000000 3240370 2,9636109 4,2363881
Total 8 3.6250000 .1620185 .1620185 3.3068054 3.943139486

Multiple rangs analysis for CREC! by TRATH

Method: 95 Percent LSU Intervals

Level Count Avarage Homogenezous Groups
1 2 2.9000000 »

3 2 3.6000000 rx

4 2 3.6000000 e

2 2 4.4000000 *
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Interpretacion de la comparacién miltiple de medias LSD (multiple
range analysis LSD):

Se forman grupos homogéneos con los tratamientos entre los
cuales no hay diferencia significativa. Cada grupo se marca con
una columna vertical de *.

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

Se puede decir, con el 95% de probabilidad de acertar que,
para este caso (crecimiento vs tratamiento), los grupos homo-
géneos son: .

a) Control negativo, tween, tween con aceite.
b) Tween, tween con aceite, aceite.
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EXPERIMENTS 7.2.7 EVALUACION DEL EFECTO LE LA FREZENCIA DE
PRCDUCTCS DE RCAZCION EN EL MECIC OE
CULTIVO SCEBRE LA FRODUCCION CF LIFASA

ARCHTVA Y PRADIICT S File PRCOUCTS
TRATANTINT row TX2 AE2 C2
1.- t. 1 5.4 4.3
Q.- 2 1 4.2 3.8
3.- 3 2 0.0 0.4
[ 4 20.0 0.3
G 5 3 5.4 4.7
. 6 3 5.4 5.4
7. anload aitive 7 4 5.8 6.1
B.- inndend pegativo 8 4 5.0 4.6
9 5 4.1 6.5
10 5 2.9 6.7
’ 1" 6 2.6 8.6
SIMMAL 39T 12 6 4,0 7,6
13 7 4.2 3.9
TX = camienlo 4 7 5.4 4.6
AE = ividad especifica 15 8 0.9 4.5
C = Spechiiente 16 8 0.3 3.5
one-way Analysis of varifance
Data: AE2
Level codes: TX2
Labels:
Range test: LSD confidence level: 95
Analysis of variance
Source of variation Sum of Squares d.f. M2an square F-ratio
Between aroups 62.590000 7 8.9414286 19.651 .0002
wWithin groups 3.640000 8 4550000

Total (corrected) 66.,230000 15

0 missing value(s) have been =xcludzd.
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Table of means for AE2 by TX2

stnd., Error  Stnd. £rror 95 Percent LSO

Level Count Average {internal) {(pooled s3) intervals for mzan

1 2 4.8000000 .6000000 L76969¢8 L.0220389 5.9779601
2 2 .0000000 .0000000 LL169690 -.1773601 .1778601
3 2 5.4000000 .0000000 4769689606 a.6220399 6.1773601
b 2 5.4000000 .4000000 L4769696 4.6220399 6.127960
S 2 3.5000000 .6000000 L47065096 2.7220399 4,2779601
6 2 3.3000000 .7000000 LL7069696 2.5220399 4.,07750601
7 2 4.8000000 .6000000 J4769696 4.0220399 $.577860%
8 2 6000000 .3000000 - L 4769696 -, 1779601 1.3779601
Total 16 3.4750000 1686342 L16B6I4L2 3.,'9994L496 3.7500504

x
c
=
o
B
2

Method: 85 Percent LSD Intervals

Level Count Average HomoJeneous Groups

2 2 .0000000 v

8 2 .6000000 .

6 2 3.3000000 *

5 2 3.5000000 b

1 2 4.80006000 *x

7 2 4.8000000 A

3 2 5.4000000 *

4 2 $.4000000 *

Interpretacién de la comparacién miltiple de medias LSD (multiple
range analysis LSD):

Se forman grupos homogéneos con los tratamientos entre los
cuales no hay 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 si.

Se puede decir, con el 95% de probabiifdad de acertar que,
. para este caso (actividad especifica vs tratamiento), los grupos
. homogéneos son: X
a) caprilato, control negativo.
b) Glicerol, oleato, butirato, control positivo.
¢) Butirato, control positivo, paimitato, estearato.
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One-way Analvsis of variance
Cata: C2

Level codes: Tx2

Labels:
Range test: LSD Confidence level: 95
Analysis of variance
Source of varlation Sum of Squarszs d.f. Sig. level
Between groups 71.229375 , 1 10.175625 28.816 .0000
within groups 2.6825000 ] .35312%
Total (corrected) 74,054375 15
0 missing value(s) have been exciuded
Table of mzans for C2 bv TX2
stnd., Error Stnd, Error 95 percent LSD
tevel Count Average (internal) (pooled s) intervals for mean
1 2 4.1000000 .2000000 L4201934 3.4146446 4.7853554
2 2 .3500000 .0500000 4201934 -.33535854 1.0353554
3 2 5.0500000 .3500000 JL201934 4.36LGLLE 5,7353554
4 2 5.3500000 .1500000 A 201934 4 .B6LEBLLE 6.0353554
5 2 6.6000000 . 1000000 L4201934 5.8146446 7.2853554
6 2 8.1000000 .5000000 LA201934 74146446 8.7853554
7 2 4.2500000 .3500000 S4H201934 3.5646446 4.93535654
2] 2 4.0500000 .5500000 4201934 3.3646446 4.7353554

Total 16 4,7312500 . 1485608 . 1485608 4,4889403 4.97355897
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Method:
Level

Multiple ranus analysis for C2 bv TxZ

95 Percent LED Intervals
Count Avaraje Homog3eneous &roups

2 3500000 *

2 4.05%00000 *

2 4.1000000 .

2 4.2500000 *

2 5.0500000 o

2 5.3%00000 L4
2 6.6000000 L
2 8.1000000 *

Interpretacion de la comparacién maltiple de medias LSO (multiple
range analysis LSD):

Se forman grupos homogéneos con los tratamfentos entre los
cusles np hay diferencis significativa, Cada grupo se marca con
una columna vertical de ¥,

Hay diferencia significatfva entre aquellos tratamientos
pertenencientes a diferentes grupos homogéneos, siempre y cuando
no se traslapen entre si,

Se puede decir, con el 85% de probabilidad de acertar que,
para este caso (crecimiento vs tratamiento), los grupos homo-
géneos son:

a) Caprilato.

b) control negativo, butirato, control positivo, pailmitato,
estearato.

c) Estearato, oleato.

d) Glicerol.
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EXPERIMENTO 7.2.8 EFECTO DE LA FUENTE CE CARBCND

FRODUCCION CE LIFASA

ARCHIVO: CAREBONO File CARBONO
TRATAMTILNTOS row TXS AES €%
1= Almiddn 1 1 2.4 8.5
2. Lactesa 2 1 3.8 7.2
.- Haltodextiina k] 2 1.2 6.1
G- Citrato 4 2 2.1806.0
5.« Acetato s 3 3.4 5.7
6.- xiloss 6 3 2.8 8.6
7.~ Maltosa 7 4 4.7 3.0
2.~ Glicerol a h 5.7 4.0
9.- Contyol positivo . ] 5 1.1 3.8
t0.- Zantial negative 10 5§ 2.6 1.9
1" 6 0.8 8.6
SIMECLOGTIA 12 6 0.4 9.8
13 7 2.3 5.6
TX = Tratamisnto ia 7 1.8 B.2
AE = Actividad sspecifica 15 8 0.5 9.2
C < Crecimiaznto 16 8 0.5 7.1
17 9 4.2 3.9
18 9 5.4 4,6
19 10 0.3 2.2
20 10 0.9 4.6
Cne-Way Analysis of Variancs
Data: AES
Level codes: Tx5
Labels:
Range test: LSD Confidence level: 95
Analysis of variance
Source of variation Sum of €quares d.f, Mean square F-ratio Sig. level
Between groups 51.410000 g 5.7122222 12.865 .0002
within groups 4, 440000 10 4440000
Total (corrected) 55,850000 19

0 missing value(s) have been excluded.
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Table ot means foir ALS by TX%

Stnd. Error Stnd. Error 95 Fercent LSO
Level Count Average (internal) {pool=d s5) intervals for mean
1 2 3.1500000 .7500000 La711688 2.4074605 3.8929395
2 2 1.6500000 4500000 711680 .907460% 2.3925190%
3 2 3.1000000 .3000000 47110688 2.3574605 Y.B425305
4 2 5.2000000 .5000000 4711688 4.L57264605 5,9L25385
5 2 1.8500000 .75%500000 4711688 1.1074605 2,5925395
6 2 .6000000 .2000000 LL7110868 S 1425594 1.3425395
7 2 2.0500000 .2500000 cosh711be8 1.3074060% 2.792539%
8 P4 .5000000 .0000000 “4L711688 - . 26253985 1. 2425395
9 2 4.8000000 .6000000 SLT7r166E 4.05740605 5,5625395
10 2 .6000000 3000000 711660 ~. 1425395 1.3425395
Total 20 2.3500000 14809966 L. 14089960 2.1151908¢4 2.564L3110

Multiple roni.

Method: 95 Parcent LID Intsival: .

Level Count Average HomoJdeneous Groups
) 2 .5000000 .
10 2 .6000000 » &
6 2 .6000000 b4
2 2 t.6500000 AR
5 2 1.8500000 xie
? 2 2.0%00000 LA
3 2 3.1000000 L
1 2 3.1500000 *
9 2 4.8000000 4
4 2 5.2000000 *

Interpretacidén de la comparacién maltiple de medias LSD (multiple
range analysis LSD):

Se forman grupos homogéneos con los tratamientos entre los
cuales no hay diferencia significativa. Cada grupo se marca con
una columna vertical de ¥.

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

Se puede decir, con el 95% de probabil{idad de acertar que,
para este caso (actividad especifica vs tratamiento), los grupos
homogéneos son:

a) Gliclerol, control negativo, xilosa, lactosa, acetato.
b) Control negatfvo, xilosa, lactosa, acetato, maltosa.
¢) Lactosa, acetato, maltosa, maltodextrina.

d) Acetato, maltosa, maltodextrina, almidén.

e) Citrato, control positivo.
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One-way Analysis of variance
Cata: CS
Level codes: TxS
Labels:

Range test: LSED Confidence level: 95

Analysis of variance

Source of variation d. f. Mcan square F-ratio Sig. level
Between groups 9 9.4357778 5.864 .0053
within groups 10 1.6080000
Total (correctszd) t01.01200 19
0 missing valu=s(s) an sxcluded,
Table of means for €5 by TXS
Stnd. Error  Stnd, Error 9% Parcent LSD
Ltevel Count Averags (internal) (pooled s) intsrvals for mean
1 2 6.8500000 3500000 .8969392 5.4364666 8.263533
2 2 7.0500000 .9500000 89691392 £.636LG6G6 8.463533
3 2 7.1500000 t.4500000 .8069302 5.7364666 8.563533
4 2 3.5000000 .5000000 .8969392 2.0864666 4.913533
S 2 2.8500000 .9500000 .8969392 1.4364666 4.263533
o} 2 3.2000000 .6000000 .8968382 7,706L666 10.613533
? 2 6.9000000 1.3000000 .B369392 5.4B64666 8.313533
8 2 8.1500000 1,0500000 .8969382 6.7364L666 9.563533
9 2 4.2500000 23500000 .8968392 2.8364L666 5.663533
10 2 3.9000000 .7000000 .B069392 2.48646606 5.313533
Total 20 53.5800000 .2836371 .2836371 $.53300158 6.426999
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Multiple range analysis for C5% by TX%

Mathod: 8% Parcent LID Intervals

Lavel Count Averary= Homogen20us Giroups

S 2 2.0500000 '

4 2 3.%000000 +
10 2 3.9000000 .

9 2 4.2500000 v
1 2 6.6500000 e
? 2 6.9000000 b
2 2 7.0500000 o
3 2 7.1500000 *
2] 2 8.15000c00 +
6 2 9.200000¢0 *

Interpretacidn de la comparacidn miltiple de medias LSD (multiple
range analysis LSD):

Se forman grupos homogéneos con los tratamientos entre los
cuales no hay diferencia significatifva. Cads grupo sSe marca con
una columna vertical de @,

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

Se puede decir, con el 85% de probabilidad de acertar que,
para este caso (crecimiento vs tratamiento), los grupos homo-
géneos son:

a) Acetato, citrato, control negativo, control positivo.

b) Control positivo, almidén maltosa, lactosa.

c) Almidén, maltosa, lactosa, maltodextrina, glicerol,
xflosa.
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FRUEEA CTE BAFRTLETT PARA DETRMINAR

ARCHIVC CONTRASTE EARTLETT
PRODUCTS AE2 X TX2 1.11367
C2 X TX2 2.49038
CARBONO AES x TX5 1.40012
< X TX5 1.48959
ACEITES AEL4 X TX4 7.22446
C4 X TXb 1.36258
SUSTR AE3 X TX3 2.83496
c3 X TX3 2.52271
TWEEN2 AESP1 X TRAT1 3.07747
CRECYT X TRATH 1.35554
Modo de interpretar el analisis:

31 el valor d= Bartlstt calculado
tablas (0.01),
varianza =2s una de

(Litle y Hills,

la varianza
las exig=ncias

varianza 1978) .

X2 calculada < X2 tablas,

Uy
—

X2 calculada > x2 tablas,

o
S

Como puede vsrse,

S0

&s homoaZnea. La

I EXISTE HOMOGENIEDAD DE VARIANZA

F GRADOZ DE  X? TABLAS
LIBERTAD (0.01)
0.987063 7 18,475
0.622345
0.963753 9 21.66
0.967538
2.4394E-3 4 13.27
0.630697
0.518064 11 24.72
0.614879
0.210882 3 11.34
0.835327
es menor que el valor de X2 ds

homogeneidad de

para la validez del andlisis de

la varianza es homogénea

la varianza es heterogénea

en todos los casos la varianza resultd homoginea.



APENDICE 4

REGISTRO DE DISTRIBUCION DE ACIDOS GRASOS

EN VARIOS ACEITES VEGETALES
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FIGURA 29.- Rango de distribucién de 4cidos grasos para el aceite
de oliva de Espafia (de el fruto de Olea europa). Reportado du-
rante el perfodo 1927 -1961 (Swern, 1979)
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FIGURA 30.- Rango de distribucidén de A&cidos grasos para el aceite
de cartamo (de la semilla de Cartamus tinctorius), adoptado
tentativamente por la FAO/World Health Organization Codex Alimen-
tarjus Comittee on Fats and 0ils (Swern, 1979).
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FIGURA 31.- Rango de distribucién de &cidos grasos para el aceite
de maiz (de la semilla de Zea mayz), adoptado tentativamente por
1la FAO/World Health Organization Codex Alimentarius Comittee on
Fats and Qils (Swern, 1879).
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FIGURA 32.- Rango de distribucién de &cidos 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 0Oils (Swern, 1879).
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FIGURA 33,- Rango de distribucién de &cidos grasos para el aceite
de soya (de la semilla de Soja max), adoptado tentativamente por
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