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RESUMEN  

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un sistema de atrapamiento para la 

lipasa de Gandida cylindracea, utilizando la tecnología de producción de liposomas. Se 

variaron las proporciones de los ingredientes utilizados para la formación de liposornas, 

así como la concentración de enzima empleando un diseño factorial 6 X 3. Los 

componentes utilizados para la formación de los liposomas fueron lecitina, colesterol y 

dicetilfosfato. Los resultados indican que con todas las proporciones analizadas se 

obtienen liposomas macrovesiculares. Se evaluó tanto la retención de enzima dentro 

del sistema de atrapamiento como la actividad lipolítica que presentaba cada uno de 

estos sistemas a diferentes tiempos. Conforme aumentan las proporciones de los 

componentes, hay más eficiencia en la retención de la enzima utilizada, siempre y 

cuando la proporción molar del dicetilfosfato no supere la de colesterol. En dichas 

condiciones se presentan también los mayores valores de actividad lipolitica. La 

combinación colesterol-dicetilfosfato actua como un efector positivo de la actividad de 

la lipasa atrapada, lo cual no se observa cuando se utilizan estos componentes sin 

formar una membrana alrededor de la enzima. 
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Conforme el Hombre ha evolucionado y cubierto sus necesidades básicas, se ha 

dedicado a tratar de hacer más placentera su vida. Es así que surgió la elaboración de 

mejores prendas para cubrirse, bebidas (vino, cerveza, licores, etc.), fragancias, 

especias, sabores, etc. Por la búsqueda de materias primas para desarrollar estos 

productos se exploraron y descubrieron nuevas tierras. En las últimas cuatro décadas 

el desarrollo de sabores ha tenido un gran impacto y se han diseñado numerosas 

técnicas para extraerlos, aislarlos o crearlos. Una de las maneras más novedosas de 

crearlos, a la fecha, ha sido mediante la adición de enzimas exógenas a una inmensa 

variedad de substratos de cualquier naturaleza. La leche y sus productos, a partir de la 

grasa y las proteínas, ofrecen materia prima para la obtención de sabores con 

características lácteas para su aplicación sobre una gran gama de productos 

alimenticios procesados, no sólo del área láctea. Al aplicarse a leche se ha visto que 

ocurre una gran pérdida de enzimas debido a que se retienen en su mayor parte en la 

porción acuosa y en muy poca proporción en la cuajada. La encapsulación de estas 

enzimas ha mejorado esta retención en la fase grasa, pero se ha visto la necesidad de 

mejorar estos sistemas de atrapamiento para asegurar su mejor distribución en la fase 

grasa. La tecnología de liposomas ofrece grandes ventajas para alcanzar dicho 

objetivo, debido a que éstos se forman con lipidos y ello favorece su retención en la 

fase grasa de la leche, es por ello que en este trabajo so intenta desarrollar un sistema, 

empleando un modelo de atrapamiento principalmente para enzimas lipoliticas. 

René talio De Los Ríos Campanello 



13 

René lidio Mime Ríos nunpanella 



O 
II 

O 
II I 	 II I 

CH,OCR 	H2 OH 	 O 

RCOCH 	---§0  R C O-CH 	+ HO CR --II' 
l 	 i 
Cli3 OCR 	 CH., 0-C R II 

il 
o o 

TR1ACILGLICEROL 	DIACILGUCEROL 

co
O 
 H,H 	 O 

Re0 CH 	+ 2HOC R 

Chi, OH 

MONOACILOLICEROL 

 

7112.0H 

CH-OH 

CHi0H 

GLICEROL 

o 

3140 C R 

 

2. GENERALIDADES 15 

2.1 LIPASAS. 

2.1.1,DEFINICIÓN 

Las enzimas lipolíticas o triacilgliceroléster-hidrolasas (E.C.3.1.1.3.) hidrolizan 

triacilgliceroles en una interfase aceite-agual11,32.34), alcanzando su máxima actividad 

sólo cuando son adsorbidas en dicha interfase en las condiciones adecuadaslan, 

dando como producto, si la hidrólisis es total, 3 moles de ácidos grasos y 1 mol 

de glicerol(4.17m) y teniendo como productos intermediarios di- y 

monoacilgliceroleso) (Figura 1). 

FIGURA 1.- Reacción general catalliada por lipaeas. 

2.1.2.DISTEIBUCIÓN. 

Las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza(4 , pudiéndose 

obtener a partir de plantas, animales y microorganismos. 

René Julio De Los Ríos Campaneas 
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SISTEMAS DE ATRAPAMIENTO PARA ENZIMAS LIPOLÍTICAS 

2.1.2.1.L1rASAS YEGE.TALES, 

Se han hecho diversos estudios, principalmente en oleaginosas, buscando la 

presencia de lipasas tanto en plantas completas como en semillas y frutas. 

Las semillas germinantes tienen una actividad lipolítica especialmente elevada ya 

que deben cubrir sus requerimientos energéticos a partir de sus reservas de 

triacilgliceroles, pero no por ello no hay lipasas presentes en semillas latentes. 

Se ha reportado actividad lipolítica en las siguientes semillas: ricino, nabo, colza y 

girasolO) así como en trigo441), maíz(*), avena I41) y en frutos de palme" 

2.1.2,211PASAS ANIMALES. 

Los estudios que se han realizado sobre lipasas en animales han sido 

principalmente en mamíferos como cerdo y rata. Éstas se distinguen en tres grupos: 1) 

lipasas descargadas dentro del tracto digestivo por órganos especializados, 2) lipasas 

tisulares y 3) lipasas presentes en la lech". 

Se ha reportado la presencia de lipasas en órganos y tejidos tales como: corazón, 

cerebro, músculo, arterias, riñón, tejidos adipososte) y en fluidos como sangre y orinao) 

y leche. Se presume la presencia de lipasas en peces e invertebrados, principalmente 

insectos. Baker y Paretsky en 19580) demostraron la presencia de lipasa en larva de 

mosca casera. 

2.1.2.3,LIPASAS MICROBIANAS. 

Sobre este tipo de enzimas es en las que han recaído numerosos estudios de 

desarrollo e investigación por su gran variedad, fácil producción y características. Su 

René julio lk Los Rios Campanas 
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distribución se da ampliamente entre bacterias: Achromobactero), Pseuelomonas<4 .30; 

hongos, principalmente de los géneros: Aspergillus, Penicillium, Fusariumt'►  Rhizopus y 

Geotrichumt3►  y levaduras del género Candida. 

2.113.ESPECIFICIDAD DE LIPABAS, 

Jensen, Galluzzo y Bush en 1990, proponen una división en esta especificidad de 4 

tipos principalests): 

1) clase de lípido: la selectividad por la clase de lípido ha sido observada en 

plasma animal el cual aparentemente contiene lipasas diferentes que muestran 

preferencia al hidrolizar triacilgliceroles, diacilgliceroles y monoacilgliceroles 

manifestándose ésto por la velocidad de liberación del producto dependiendo de las 

substituciones estéricas que los lípidos posean. Esta hidrólisis dependerá de la cepa 

de la cual provenga la enzima, así como también de la temperatura('). Esto es porque 

se ha observado que algunas lipasas muestran su mayor actividad sobre 

monoacilgliceroles y actividades más bajas sobre di- y triacilgliceroles. 

2) posicional: en este tipo podemos encontrar que las lipasas pueden ser no 

especificas posicionalmente, es decir que hidrolizan los tres enlaces éster de los 

triacilgliceroles , con igual efectividad; o mostrar una de dos clases de especificidad 

posicional: sn-1,3 específica ó sn-2 específica. El tipo de especificidad sn-1,3 está 

dado por la liberación preferencial de residuos ácido-grasos de las posiciones 

terminales del esqueleto del aciiglicerol por sobre el átomo de carbono central, 

mientras que la especificidad sn-2 se refiere a la liberación preferencial del átomo de 

carbono central. Diversos autores han observado estos tipos de especificidad, siendo 

extremadamente rara la sn-2, la cual se ha atribuido a la lipasa de Geotrichum 

candidum; por otra parte se ha mencionado que el tipo de especificidad mencionada 

René julio De Los Ríos Campanilla 
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SISTEMAS DE ATRAPAMIENTO PARA ENZIMAS LIPOLÍTICAS 

arriba no está dividida claramente en estas categorías, sino que cambia desde una alta 

actividad sn-1,3 especifica hasta una muy débil o completamente hasta una actividad 

no especificar). 

3) ácido graso: Se ha observado cierta capacidad de las lipasas para liberar ácidos 

grasos cuyas longitudes de cadena o grado de insaturación se encuentran dentro de 

rangos bien definidos; para la misma longitud de cadena del residuo ácido graso la 

velocidad de ataque parece incrementarse con el número de dobles enlaces que 

existen en el esqueleto hidrocarbonadom. Se han realizado numerosos estudios de 

este tipo de especificidad sobre varios substratos, observando la facilidad de hidrólisis 

conforme aumenta o disminuye la cadena hidrocarbonada(21). La distribución de las 

actividades de las lipasas relativa a varios triacilgliceroles cambia con la temperatura; 

si la temperatura se incrementa, las velocidades de liberación de ácidos grasos de 

cadena larga se incrementan más rápidamente que aquellas correspondientes a ácidos 

grasos de cadena cortar). 

4) estereoespecificidad: a pesar de que los primeros estudios no reportan 

evidencia de ninguna clase de estereoespecificidad para la acción catalítica de lipasas 

sobre grasas y aceites, hay disponible una gran cantidad de bibliografía relacionada 

con la preparación de ésteres y alcoholes quirales vía lipasas mediante la resolución 

de substratos no triacilglicerolesítk 

2.1.4.USOS. 

z Acción hidrolítica. 

z Detergentes domésticos. 

René Julio De las Ríos Campanas 
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z Destrucción de residuos grasos y oleosos obtenidos durante el procesamiento 

de alimentos. 

z Como alternativa a la hidrólisis química en la producción de ácidos grasosa►. 

z Combinaciones de lipasas fungales son utilizadas para producir ácidos grasos 

específicos mediante una hidrólisis selectiva de grasas y aceites O:). 

Preparación de ésteres quirales y alcoholes mediante la hidrólisis 

estereoespeciflca de mezclas racémicas. 

o Conversión de mezclas de isómeros de mentol: ésteres 1-mentil a 1-mentol. 

z Transformación de triacilgliceroles de bajo valor nutritivo en grasas más valiosas 

mediante la transesterificacióntn► . 

z Síntesis de ésteres, lactonas y ésteres terpénicos como compuestos 

saborizantes y aromatizantesok 

z En solventes orgánicos las lipasas pueden catalizar la síntesis de péptidos para 

la producción de componentes del sabor o sus precursores, sin la desventaja de 

reacciones hidroliticas secundarias asociadas al uso de enzimas proteoliticas("►. 

Trans/interesterificación de ácidos grasos en triacilgliceroles para modificar las 

características de ebullición y por lo tanto mejorar sus propiedades reológicastw►. 

René julio De Loe Ríos Campanea 
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2.2 MICROENCAPSULACIÓN 

Debido a que la microencapsulación ofrece una inmensa diversidad de preparación 

de sistemas de atrapamiento, en este capítulo se da una introducción a la 

microencapsulación. 

El surgimiento de la microencapsulación se dio en la década de los años 30's. La 

microencapsulación se define como una tecnología de empaquetamiento de materiales 

sólidos, líquidos y gaseosos en cápsulas selladas de tamaño minúsculo, que pueden 

liberar su contenido, con velocidades controladas bajo condiciones específicas(m. Los 

pequeños empaques son de forma idealmente esférica, cuyo tamaño varia desde 

nanómetros hasta algunos milímetros, sin embargo su forma puede variar de acuerdo a 

los ingredientes empleados para formarlos. En el encapsulamiento la porción activa es 

denominada "corazón", fase interna o relleno, mientras que los materiales 

encapsulantes son llamados coraza, cubierta o paredes; estos últimos determinan la 

variación tanto en grosor como en número de capas de las cápsulas. 

El empleo de la microencapsulación por la industria alimentaria se da por un gran 

número de razones: estabilizar la fase interna, controlar la liberación de ésta (su inicio 

y velocidad), así como para separar componentes reactivos e incompatibles en una 

formulación. La microencapsulación da una opción al procesador de alimentos ya que 

puede aplicarse como: a)un medio protector de componentes alimenticios para evitar la 

pérdida nutricional, b)para incorporar mecanismos de liberación por tiempo dentro de la 

formulación del alimento, c)para enmascarar o preservar sabores y aromas y 

d)transformar líquidos en ingredientes sólidos fácilmente manipulablesm. 

René julio De Loé Mos C.ahopandlo 
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La microencapsulación engloba una diversidad de técnicas para la formación de las 

microcápsulas. En la Tabla 1 se listan algunos de estos métodos generales y 

materiales más comunes para realizarlos, 

TABLA 1. Técnicas de microenaasuladón  

-- 	MÉTODO MATERIALES —‹ 

Secado por aspersión 
goma 	de 	acacia, 	maltodextrinas, 
gelatina, 	almidones 	modificados, 
proteínas 

Lecho fluidizado 
derivados 	de 	celulosa, 	dextrinas, 
emulsificantes, 	lípidos, 	derivados 
proteicos y de almidón 

Extrusióniencapsulación carbohidratos: 	dextrosa, 	jarabes 	de 
maíz, glicerina 

Aspersión por congelación derivados de aceites vegetales, grasas, 
estearina, mono y diacitsiliceroles 

Extrusión centrífuga alginatos 
Separación suspensional rotativa 
Coacervación  gelatina goma de acacia-gelatina 
Inclusión por complejación ciclodextrinas 
Fuente: Dziezak (111111). 

Las aplicaciones de la microencapsulación son muy diversas, se ha utilizado en la 

industria del papel (papel-carbón) usando el método de coacervación; para hacer más 

fácil el almacenamiento de la gasolina y reducir su riesgo de flamabilidad para usos 

militares; para la encapsulación de combustibles para cohetes; en la industria 

farmacéutica para el empaquetamiento de tabletas, cápsulas, principios activos, 

hormonas, anticuerpos, vitaminas, etc.; y en la industria alimentaria, principalmente en 

la industria de sabores para encapsular aceites esenciales(*) y en la maduración de 

quesos(1,11.12,11211). 

René Julio De U» Ríos Campana* 
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2.2.1, LIPOSOMAS 

La utilización de los liposomas en la Industria Alimentaria, principalmente en el área 

de productos lácteos para la maduración acelerada de quesos, se ha efectuado 

exclusivamente para el atrapamiento de enzimas con actividad proteolíticaomn, no 

habiendo aún reportes sobre el atrapamiento de lipasas, tal vez debido al hecho de su 

naturaleza grasa y la actividad que dichas enzimas muestran respecto a substratos de 

este tipo. A continuación se presenta una descripción del extenso campo de los 

I iposomas. 

Los liposomas han sido descritos como arreglos de foefolipidos y otros lípidosM que 

forman vesículas microscópicas multilaminadas o no, consistentes de bicapas 

concéntricas entre las cuales se encuentran compartimientos acuosos("), que pueden 

contener una gran cantidad de compuestos hidrosolubles: drogas, antibióticos, agentes 

antitumorales, hormonas, virus, enzimas y ADN entre otros (Figura 2), las substancias 

liposolubles pueden ser incorporadas dentro de sus bicapas lipidicas". Estas 

vesículas formadas artificialmente con foefolipidos, son estructuras cerradas que no 

permiten el paso de substancias ionices o polares ni de moléculas grandes en ningún 

sentido, pero sí son permeables al agua(n). 

FIGURA 2.- 2a) Representación esquemática de un 
Ilposoma multilemelar; 2b) Corte longitudinal de la 
membrana fosfolipidica. 

%Mita° De la Ríos ~elle 
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Los liposomas se pueden clasificar en dos tipos principales de acuerdo a la 

morfología que presentan al ser preparados(2420: 

Vesículas multilamelares (MLV's): que consisten de varias bicapas fosfolipídicas en 

forma de esferas concéntricas alternadas con compartimientos acuosostiL24,31). 

Vesículas Unilamelares (ULV's): las cuales sólo presentan una bicapa sencilla que 

rodea completamente al fluido. Éstas se pueden dividir en: 

Vesículas Unilamelares Pequeñas (SUV's) 

Vesículas Unilamelares Largas (LUV's)(24). 

Estas últimas se forman a partir de MLV's por sonicación; el que sean SUV's ó 

LUV's depende del método de preparación utilizadoim. 

También han sido observadas por otros autores diversas variedades con otras 

formas y estructuras, tales como las oligolamelaresm►, unilamelares gigantes, 

rnultivesiculares, pausilamelares estables, helicoidales y codeares". 

De la misma manera que las membranas celulares, las membranas de los liposomas 

no presentan una barrera al agua pero sí tienen cierta impermeabilidad a la mayoría de 

los solutos04). Los liposomas pueden intercambiar los lípidos que los constituyen con 

las membranas celulares o fusionarse con éstas. Al llevarse a cabo la fusión, las 

membranas liposomales se integran a las membranas celulares y el contenido acuoso 

de los liposomas se mezcla con los fluidos de la célula. La capacidad de los liposomas 

para adsorberse virtualmente a cualquier tipo de célula y entonces liberar su contenido 

lentamente, hace de ellos excelentes candidatos para constituir sistemas de liberación 

de compuestos por tiempo. Los liposomas multilamelares (MLV's) son particularmente 

efectivos para este propósito debido a que el fluido contenido entre cada capa sucesiva 

René tulio De Loe Río. Compendia 
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se libera sólo después de que la membrana lipídica alrededor de dicho contenido es 

degradada(24). 

Los liposomas se forman cuando fosfolípidos polares insolubles en agua son 

confrontados con agua y se lleva a cabo una secuencia de rearreglos por las 

interacciones de los constituyentes 

Las estructuras altamente ordenadas o liposomas que finalmente resultan, persisten 

aún en presencia de un exceso de agua, lo cual siendo asociado con una entropla 

desfavorable conduce a otro arreglo de las moléculas lipídicas. Estos fosfolípidos 

forman esferas cerradas debido a que las moléculas anfipáticas que tienen una cola 

hidrofóbica se asocian espontáneamente para excluir al agua, mientras que los grupos 

hidrofilicos se ligan a ésta. El resultado es una bicapa en la cual las cadenas de los 

ácidos grasos se dirigen hacia el interior de la membrana y las estructuras polares 

hacia el exterior. En una superficie de la membrana los grupos polares están dirigidos 

hacia el interior del liposoma y en la superficie opuesta apuntan hacia el ambiente 

externo. Tan pronto como el liposoma se forma, cualquier molécula hidrosoluble que ha 

sido añadida al agua es incorporada dentro de los espacios acuosos en el interior de 

las esferas, mientras que cualquier molécula liposoluble adicionada al solvente durante 

la formación de las vesículas es incorporada en la estructura de la bicapa 

Se sabe que después de que se efectúa la formación de los liposomas, éstos sufren 

cambios que los conducen a adquirir un estado más estable. Al inicio de esta 

transformación, los liposomas presentan una variedad de vesículas regularmente 

formadas las cuales poseen una geometría bien definida, dando al final delgados 

filamentos flexibles o pequeñas esferas. Dicha transformación se da secuencialmente 

de una manera bien definida a través de una de varias rutas. 

René Julio »e Los Ríos Campenells 
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Las rutas de transformación inician siempre a partir de una forma circular bicóncava, 

cuyo grosor comienza a decrecer lentamente debido a la evaporación del agua de la 

superficie lo cual ocasiona que la periferia del liposoma sufra ondulaciones en las que 

se observa la fluctuación de la membrana. Este fenómeno da como resultado que la 

circunferencia adopte formas poligonales debido a la formación de vértices y lacos, con 

lo cual se obtiene una derivación hacia cuatro rutas: 

1. Elipse 

2. Triángulo 

3. Cuadrado 

4. Pentágono 

Cada forma poligonal continúa una transformación posteriormente, que genera ya 

sea: formas tubulares ramificadas y formas cabeza-cola. Durante la transformación los 

lados de cada polígono sufren un colapsamiento gradual de tal manera que los vértices 

llegan a ser puntos y cuando se alcanza una forma crítica es entonces cuando uno o 

más vértices sufren repentinas protrusiones hacia formas tubulares, es en este 

momento cuando la vesícula detiene su fluctuación de forma (Figura 3). Lo anterior 

sugiere que la fuerza que conduce dichas transformaciones es la presión osmótica por 

diversas observaciones efectuadasi""►. 

Renélulio De la Rios Counpanells 
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FIGURA 3.- Rutas de transformación de liposomes. Une %una circular bicóncava, de la cual se 
muestran In vistas frontal y lateral en (ab se ~doma a formas mis estables en (s),  (y), (a) y 
(e) a través de los posibles rutas mostradas por flechas. El tamaño de cada ilustración es 
arbitrario. (Tomada de Notanl, 9114). 

Los liposomas se pueden formar únicamente con fosfolípidos pero se utilizan 

también otro tipo de lípidos y compuestos para dar mayor estabilidad y diversas 

características a estas vesículas. Los fosfolípidos que más comúnmente se utilizan son 

las lecitinas, ya sea naturales o sintéticas; el uso de unas u otras depende del fin a que 

los liposomas estén destinadosolt, por ejemplo: las lecitinas sintéticas se usan 

preferentemente en trabajos con pacientes humanos y se prefieren las lecitinas 

sintéticas con una sola cadena saturada de ácido graso a aquéllas que cuentan con 

dos, ya que esto permite la dispersión de la solución enzimática a temperatura 

ambiente. También pueden ser utilizados para la formación de liposomas ciertas 

esfingomielinas y análogos fosfonilos y fosfinilos de las lecitinas así como también 

fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y lisolecitinas. Para dar mayor estabilidad a estas 

cápsulas se combinan los fosfolípidos con otros lípidos: esteroles: colesteroltie" y 

Rosé lobo De Loe Ría ~elle 
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ergosterol("►, cardiolipinash'►, ácidos fosfatídicos, etc. y con otros componentes que 

pueden ser anfífilosIll o surfactantest"►. 

La combinación de estos componentes dependerá de las características deseadas 

de las vesículas. Se sabe que decrementar la longitud de la cadena achica e 

incrementar el grado de insaturación son factores que mejoran la fluidez y promueven 

la permeabilidad('►. 

El descubrimiento original de Bangham es de gran valor para un amplio rango de 

disciplinas biológicas. Después de algunos años, los liposomas no sólo fueron 

utilizados como modelo de membranas naturales, sino que también fueron apliCados en 

laboratorios de todo el mundo para estudiar múltiples fenómenos, incluyendo el 

metabolismo de lípidos y lipoproteinas, ya sea como agentes fusogénicos, 

transportadores de drogas, agentes de diagnóstico, adyuvantes inmunológicos , todo 

esto aplicado hacia el tratamiento y detección del cáncer, enfermedades infecciosas, 

artritis reumatoide y para la preparación de vacunasak Los liposomas han tenido un 

amplio uso en la medicina, en dermatología y en la industria cosméticatn). 

Se ha sugerido su uso en la Industria Alimentaria para la microencapsulación e 

inmovilización de enzimasimull, principalmente en la industria láctea. 

Una aplicación de esto es la producción controlada y más rápida, de compuestos 

saborizantes en quesollq, los cuales también pueden ser utilizados en productos de 

panadería y cereales, en dulces y confitería, otros productos lácteos, etc 0), como 

quesos, cremas, yoghurts y mantequillasm. 

La aplicación de la tecnología de liposomas para la elaboración de productos, 

ingredientes y aditivos en la Industria Alimentaria es útil por las siguientes razones: 

René f olio De Loe Ríos Cempenella 
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z Los liposomas pueden ser preparados en tamaños similares a las células 

bacterianas y se espera que éstos se distribuyan en la cuajada de manera similar a 

estas células. 

• Las vesículas fosfolipídicas protegerán también, substratos potenciales en la 

leche hasta después de que la cuajada haya sido formada y prensada y por lo tanto, 

pueden evitar los sabores amargos y pérdidas en producto que se dan de la adición 

directa de una proteasa exógena a la lechel1129). 

o Por lo anterior, los liposomas pueden ser considerados como células bacterianas 

llenas de mezclas selectas de enzimas que son liberadas gradualmente de manera 

más répidata). 

z La tecnología de liposomas ofrece la posibilidad de preparar un amplio espectro 

de vesículas que varían en tamaño, carga neta, sensitividad al pH y/o a la temperatura, 

por lo cual diversas preparaciones pueden aplicarse a diferentes tipos de quesot11). 

2.3. MODIFICACIÓN ENZIMÁTICA. 

Los sabores encontrados en varios productos lácteos, tales como queso, crema, 

mantequilla y yoghurt, se caracterizan por los ácidos grasos libres y por los productos 

de proteólisis limitadas►. Para la producción de estos saborizantes se involucraba la 

fermentación de leche por varios microorganismOs. Debido a que los componentes del 

substrato eran modificados simultáneamente, el proceso tradicional no permitía 

enfatizar sobre una nota u otra; además, la reacción avanzaba lentamente y era dificil 

detenerla y sucedían muchos tipos de modificaciones bioquímicas. La adición de 

enzimas exógenas a quesos, grasa de mantequilla o leche condensada dio lugar a la 
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aparición de diversos productos modificados enzimáticamente. Estos productos con 

sabor intenso pueden emplearse como el único saborizante en un sistema o pueden 

ser usados en conjunto con otros componentes para lograr el perfil deseado. 

Una ventaja con los métodos tradicionales (i.e.: fermentativos) es el tiempo de 

reacción, ya que en la modificación enzimática éste es mucho más breve. Por ejemplo, 

para producir sabores añejados el tiempo de reacción varia de 12 a 72 h en contraste 

con los requerimientos tradicionales de 3 meses a 2 años, además de que la reacción 

puede ser detenida rápidamente. 

La característica más importante de un proceso de modificación enzimática, es el 

control que se tiene en el desarrollo de los cambios específicos sobre un substrato. En 

el proceso de maduración de queso, son modificadas de 1 a 2, notas de sabor más que 

el perfil completo, ya que este proceso involucra el uso de 1 o 2 enzimas a lo mucho lo 

cual causa una modificación limitada. En algunos casos los perfiles tradicionales de 

sabor no son mimetizados exactamente dando como resultado un perfil 

"desbalanceado" en el producto final, lo cual puede ser deseable, especialmente en 

aderezos elaborados con queso. Existe la posibilidad de que en los procesos 

tradicionales un microorganismo afecte un número de compuestos y produzca efectos 

sensoriales que no pueden ser obtenidos con el uso exclusivo de la enzima. Lo anterior 

conduce a diferencias cualitativas, las cuales pueden ser minimizadas mezclando una 

pequeña cantidad del queso añejado tradicionalmente con el sistema modificado 

enzimáticamente.En la práctica industrial se ha definido el término QME (Queso 

Modificado Enzimáticamente) como aquel queso concentrado en sabor que se obtiene 

a partir de la interacción de quesos frescos y preparaciones enzimáticastm. Dicho 

proceso genera compuestos saborizantes, cuyo desarrollo en el queso normalmente 

requiere meses para conferir un sabor que es característico de quesos añejados(»►. 

René Julio De Los Ríos Cainp,snello 
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Estos GIME están diseñados especificamente para proveer una fuente concentrada de 

sabores a queso o con notas lácteas. 
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3.1. OBJETIVO GENERAL. 

Generar un sistema de atrapamiento para una enzima lipolitica por medio de la 

técnica de formación de liposomas. 

3.1.1.OBJETIVOS PARTICULARES. 

Encontrar la combinación de ingredientes necesarios en una formulación para 

obtener liposomas que repercuta: 

a)en mayor actividad lipolitica en función de la concentración de enzima y, 

b)en mayor estabilidad. 

René J ulio I)e Los Rios Campanella 
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La estrategia planteada para lograr estos objetivos fue la siguiente: 

1. Se utilizó la lipasa de Gandida cylindracea como modelo debido a que ésta es 

ampliamente conocida, está caracterizada y se dispone de preparaciones 

comerciales. 

2.. Antes de proceder a trabajar con esta enzima se determinó la actividad óptima 

de ésta, utilizando el método propuesto por Espinosat13), el cual se basa en 

medir la variación de pH que la actividad de la enzima ocasiona en el medio de 

reacción al actuar sobre un substrato conocido. Se utilizó este método debido a 

su rapidez y sencillez. 

3. Para la preparación de liposomas se siguió el procedimiento descrito por 

Gregoriadisol. Se utilizaron los mismos componentes variando las proporciones 

de éstos con lo que se obtuvieron seis formulaciones distintas que fueron 

utilizadas para atrapar tres concentraciones de la enzima de Candida 

cylindracea. Lo anterior estuvo basado en un modelo factorial 6 X 3. 

4. La determinación de la proteína atrapada en los liposomas se efectuó utilizando 

una modificación de la técnica de Lowry propuesta por Peterson(n). Las 

muestras para esta determinación se prepararon como lo describe el método de 

Mg William y Stewartt""►. 

5. Se realizaron tres evaluaciones de la actividad de la enzima atrapada en los 

liposomas recién preparados y a intervalos de 72 y 144 h, sobre el mismo 

substrato y condiciones determinadas en el punto 2. El tiempo total de cada 

evaluación fue de dos horas tomando alícuotas cada 24 min. 

René Tullo De Loe Rimo Campana& 
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6. Para la cuantificación de la actividad lipolítica do los liposomas se utilizó el 

método de cromatografía de gases propuesto por Deeth y Fitzgeraldn No se 

utilizó el método de Espinosalls) debido a la gran cantidad de tiempo necesario 

para evaluar cada unidad experimental. 

7. La selección del mejor sistema obtenido se realizó por análisis estadístico del 

modelo factorial 6 X 3 para cada alícuota tomada durante las evaluaciones de la 

actividad de los liposomas. 

René julio De la Nos Compendia 
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DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA LIPASA DE 
CANDIDA CYLINDRACEA 

La determinación de la actividad de la lipasa de Candida cylindracea, se realizó con 

el método descrito por Espinosalls). El pH se midió con un potenciómetro ORION 

Modelo 520A, colocando su electrodo en un tubo de vidrio dentro de un baño de agua 

con temperatura controlada y utilizando un agitador magnético. 

Se preparó una mezcla de solución de tributirina (1,2,3-tributirilglicerol) 99% pureza 

(SIGMA Chemical Co., San Luis) al 5% (v/v) en agua destilada con 0.01% de Tween 80 

(Polioxietil-2-sorbitan-mono-oleato) (CANAMEX S.A. DE C.V., México). También se 

preparó un buffer de fosfatos 0.02 M, pH= 9.40. 

Se colocaron dentro del tubo 7 mL de solución amortiguadora, 2 mL de tributirina 

homogeneizada y 1 mL de solución enzimática [15 mg/mI.J. Se registró el pH en el 

punto inicial (t=.0) y en intervalos de 15 s durante 6 min. El pH en el cual se registra una 

mayor actividad de la enzima se obtuvo de una gráfica de álimo' ácido butfrico 

liberado/ it vs pH. 

PRODUCCIÓN DE LIPOSOMAS. 

La preparación de liposomas se hizo utilizando el método descrito por 

Gregoriadislik Se prepararon seis distintas formulaciones tomando como base 20 

pinoles de lecitina (7 proporciones) y variando las concentraciones de colesterol: 5.7 y 

11.4 limo! (2 y 4 proporciones) asf como también las de dicetilfosfato: 0, 2.85 y 5.7 

René julio De Lou Ríos Campanella 
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mol (0, 1 y 2 proporciones) para cada mL de liposomas. Tomando las proporciones de 

componentes como codificadores para las formulaciones nos referiremos a ellas como: 

720, 721, 722, 740, 741 y 742. Se utilizó una enzima comercial de Candida cylindracea 

para ser atrapada ya que es de fácil adquisición y sus condiciones de trabajo son 

conocidas. 

Se prepararon tres soluciones de enzima lipolitica de Uncida cylindracee (1, 5 y 10 

mg/mi) en un buffer de fosfatos 7.5 mM, pH = 7.10 previamente elaborado. 

200 µmoles de lecitina (L-a-Fosfatidilcolina) (SIGMA Chemical Co., San Luis), 57 y 

114 µmoles de colesterol (5-colesten-3p- ol) (SIGMA Chemical Co., San Luis) y 0, 28.5 

y 57 µmoles de dicetilfosfato (dihexadecilfosfato) (SIGMA Chemical Co., San Luis) se 

disolvieron en 30 mL de cloroformo dentro de un matraz de bola aforado de 50 mL. El 

solvente se removió en un rotavapor durante 15 min bajo presión reducida y 37±1 'C 

hasta que se observó una capa fina y uniforme adherida a las paredes del matraz. El 

matraz fue removido del evaporador y se purgó con nitrógeno; se agregaron 10 mL de 

solución enzimática y se utilizaron perlas de vidrio para facilitar la incorporación de los 

lípidos a la solución. La suspensión lechosa formada se almacenó a 4 'C durante 1 h 

en una atmósfera de nitrógeno. 

Después de transcurrido este tiempo se efectuó la separación de los liposomas de la 

enzima libre utilizando una ultracentrífuga BECKMAN L7.85; para ello se agregaron 30 

mL de buffer de fosfatos 75 mM, pH = 7.10 y se centrifugó a 50 000 rpm en un rotor 60 

Ti durante 30 min a una temperatura de 4 °C. Lo anterior se hizo una vez más, 

utilizando esta vez 40 mL de buffer. El paquete de liposomas obtenido se resuspendió 

con 10 mL del mismo buffer + 0.85% de domo de sodio. La preparación de liposomas 

se efectuó por duplicado. 

La secuencia de la metodología se puede observar en la Figura 4. 

Rese.fulio De bao Rios ~Pana» 
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película lipidica seca 

Dispersar pellcula 
con agitación suave 

Reposo 1 h/ 4 °C 

Añadir 8 mL buffer fosfatos 75 mM 
Oh 7.1. Ultracentrifugar 50 000 rpm 

• 
4 °C/ 30 min 

f 
Resuspender con 1 ml 
buffer fosfatos 75 mM 
pH = 7.1 •0.85% NaCI 

•	  

L7C2D0 	tC7C2D1 L7C4D0 L7C4D2 L7C2D2 
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Figura 4.- Diagrama de flujo de la preparación de liposomas mulfilamelares.. 

René Julio De las Rios (:anipsuella 
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DETERMINACIÓN DE PROTEÍNA. 

La medición de proteína en los liposomas así como en los sobrenadantes obtenidos 

del lavado de los liposomas se basó en el método propuesto por Peterson(n). 

Se prepararon 4 soluciones : 1) CTC: (sulfato cúprico monohidratado al 0.1% (plv), 

tartrato doble de sodio y potasio 0.2% (p/v) y carbonato de sodio 10% (p/v)1; 2) SDS 

(dodecil-sulfato de sodio) al 10% (p/v); 3) Hidróxido de sodio 0.8 N y 4) Reactivo de 

Folin-Ciocalteau en agua destilada (1:5). Con las primeras tres soluciones se preparó 

un reactivo denominado A [ 1 parte de CTC con 2 partes de SDS y 1 parte de NaOH J. 

Se preparó una solución estándar de lipasa de Candida cylindracea tipo X-E (SIGMA 

Chemical Co., San Luis) [ 50 µg/mL J, con la cual se hizo una curva patrón con 

concentraciones entre 0 y 50 lig de enzima a intervalos de 5 ¡A g . Se utilizó como blanco 

el tubo correspondiente a 0 pg. 

Preparación de muestras: esta técnica se tomó del método descrito por AV-William 

y Stewart423). Una muestra de cada formulación de liposomas se disolvió en metanol 

absoluto (en una proporción de 1 parte de liposomas y 9 partes de solvente) y se dejó 

reposar a - 20±1 °C durante 24 h. La proteína precipitada se centrifugó en una 

microcentrífuga Eppendorf 5415C a 14 000 rpm, durante 30 min. El sobrenadante se 

eliminó y el metanol residual fue removido utilizando vacío. La proteína seca se disolvió 

y aforó a un volumen de 1 mL de agua destilada. El contenido proteico de los 

sobrenadantes resultantes del lavado de los liposomas fue tratado de igual manera. 

Alícuotas de las muestras ya preparadas conteniendo entre 0 y 50 lig fueron 

aforadas a 1 mL con agua destilada, después de lo cual se les adicionó 1 mL de 

reactivo A, se agitaron y dejaron reposar 10 min. Se les adicionó 0.5 mL de reactivo de 

Folin-Ciocalteau preparado, agitando inmediatamente en un vortex; se dejaron reposar 

René ,  julio De Los Rho Campana& 
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30 min y después se leyeron en un espectrofotómetro Spectronic 21D a una longitud de 

onda de 590 nm. Los valores de proteína se obtuvieron interpolando en la curva de 

calibración realizada previamente. Los resultados se reportaron como % de proteína 

atrapada dentro de los liposomas. En todos los casos las determinaciones se hicieron 

por duplicado. 

ACTIVIDAD LIPOLíTICA DE LOS LIPOSOMAS. 

La reacción de actividad lipolítica se efectuó con el mismo substrato utilizado para la 

medición de la actividad con la enzima libre. Se hicieron tres evaluaciones de la 

actividad lipolitica para cada formulación con intervalos . de 72 h. cada una, 

denominadas 1', 2' y 3' evaluación de actividad tomándose alicuotas del medio de 

reacción de 1 ml a intervalos de 24 min hasta completar 2 h. Se utilizó una solución 

amortiguadora de fosfatos 75 mM, pH = 7.10 como medio de reacción. 

En matracas Erlenmeyer de 50 mL con tapón de rosca se colocaron 2 mi de 

tributirina homogeneizada y 7 mL de buffer, después se adicionó 1 mL de cada una de 

las formulaciones de liposomas preparados; los matracas fueron colocados dentro de 

un baño de agua con temperatura (37 °C) y agitación (150 rpm) controladas. 

Alícuotas de 1 ml del sistema de reacción se colocaron en tubos eppendorf e 

inmediatamente se sometieron a calentamiento (100±1 °C) en un baño seco durante 12 

min. Dichas alicuotas fueron tomadas cada 24 min durante un lapso de 2 h. 

Para la segunda y tercera evaluación de la actividad lipolítica, la alicuotas de 1 mL 

de liposomas fueron ultracentrifugadas en las condiciones descritas anteriormente, 

René ;uno De Loae Ríos Campanella 



46 
	

SISTEMAS DE ATRAPA/MENTO PARA ENZIMAS LIPOLITICAS 

antes de ser añadidas al sistema de reacción; los sobrenadantes resultantes de la 

ultracentrifugación se utilizaron en la cuantificación de proteína. 

MEDICIÓN DE ACTIVIDAD LIPOLÍTICA POR 
CROMATOGRAFÍA DE GASES. 

Para cuantificar la cantidad de ácido butirico liberado se utilizó el método de 

cromatografla de gases propuesto por Deeth, Fitz-GIrald y Snowm, para lo cual se 

prepararon soluciones de ácido butirico a concentraciones de 0.1, 0.05, 002, 0.015, 

0.01 y 0.005 M, en éter di-isopropilico más 4% de ácido fórmico. 

Para elaborar la curva de calibración se inyectaron alícuotas de 3 uL, de cada una 

de las soluciones anteriores, en un cromatógrafo VARIAN 3600 (VARIAN Walnut 

Creek, USA), equipado con un detector de ionización de flama (FID). Las condiciones 

fueron: Columna SP-216-PS en 100/200 Supelcoport con una temperatura de 100 °C y 

una atenuación de 1. La temperatura del detector fue de 200 °C y la del inyector de 230 

°C. Se determinó la ecuación de regresión lineal de las respuestas en área en función 

de la concentración de ácido butirico. 

PREPARACIÓN DE MUESTRAS 

Se prepararon tres soluciones: a) Hexano-éter dietllico 1:1 (v/v) y b) ácido sulfúrico 5 

N y c) éter di-isopropilico más 4% de ácido fórmico. Se inactivó alúmina neutra 

(Hidróxido de aluminio) con 4% de agua destilada al menos 2 h antes de ser utilizada. 

Remé nublo De Loe Ríos Calopmella 
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A cada mL de muestra obtenida de la Actividad Lipolítica de Liposomas le fueron 

añadidos 5 mL de solución hexano-éter 1:1 y 50 Id_ do ácido sulfúrico 5 N. La muestra 

se deshidrató adicionando sulfato de sodio anhidro hasta saturación. 

CUANTIFICACIÓN DEL ÁCIDO BUTIRICO. 

El volumen total de la solución hexano-éter obtenida arriba se añadió 

cuidadosamente a una pequeña columna de cromatografía que contenía 1 g de 

alúmina neutra desactivada. La solución se pasó a través de la columna con un flujo de 

0.5 mUmin. El eluato fue descartado. La alúmina con el ácido butírico adsorbido se 

secó con vacío aplicado a la salida de la columna y posteriormente se transfirió a un 

frasco vial de 5 mL con contratapa y tapón de rosca 1 mL de éter di-isopropilico 

conteniendo 4% de ácido fórmico se añadió a cada vial y se mezcló cuidadosamente 

con la alúmina. 

Se inyectó, por duplicado en el cromatógrafo de gases, una alícuota de 3 111. de cada 

muestra preparada. Los resultados se expresan en iimol de ácido butírico 

liberado/mUmin y fueron analizados por medio de análisis de varianza. 

René lidio De In. Ríos Clunpanella 
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DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA LIPASA DE 
CANDIDA CYLINDRACEA 

La lipasa de Candida cyiindracea ha sido ampliamente utilizada en diversas áreas, 

por lo que resulta un buen modelo de estudio. En la primera etapa del presente trabajo 

se realizó la cuantificación de proteína y actividad lipolític.a de la preparación comercial 

empleada para ajustarse a la metodología disponible en el laboratorio, consistente en 

determinar actividad lipolitica por caída de Wolk La ventaja de utilizar la técnica 

empleada es la rapidez de análisis y el bajo costo que ésta representa. El método 

utilizado para esta determinación cuantifica la variación de pH, la cual es generada por 

los productos (AGL). En este caso el producto fue ácido butírico ya que el sistema de 

reacción es sobre tributirina. 

El pH óptimo se determinó como aquél en el que se lleva a cabo la mayor liberación 

de ácido butirico en un tiempo determinado, punto que está dado por un máximo en la 

Gráfica 1. El primer aspecto a considerar para implementar esta metodología es 

trabajar en el pH óptimo de la enzima. Esto presenta la dificultad de que este parámetro 

varia durante el curso de la reacción. Por lo tanto se iniciaron las mediciones a pH 9.46 

a intervalos de 15 segundos hasta completar 360 s. Este tiempo se fijó como máximo 

puesto que en otro experimento (datos no mostrados) se observó el agotamiento del 

substrato en este lapso. La gráfica obtenida se realizó con los puntos resultantes del 

cociente de la variación de µmol de ácido butírico liberado y le variación del tiempo 

contra el pH (Aµmol ac. butírico liberado/At vs pH)(Gráfica 1). 

Resié julio De Lee Ríos Gempeeelb 
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Gráfica 1. Caracterización de la actividad lipolftica de la enzima de  Candida cylindracea 
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El pH al cual se obtuvo la mayor actividad lipolítica de la enzima de Candida 

cylindracea fue de 7.10 (Gráfica 1), lo cual concuerda con las especificaciones dadas 

por el proveedor (SIGMA Chemical Co., San Luis, USA). Este pH determinado se utilizó 

para establecer las condiciones de trabajo a pH constante sobre el substrato elegido, 

para que una vez que la enzima estuviera atrapada se observara la mayor liberación de 

ácido butfrico durante el mayor tiempo posible, y no hubiera una inhibición parcial de la 

enzima debido a la disminución del pH del sistema de reacción. 

René julio De Loa Ríos Campeneila 
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PRODUCCIÓN DE LIPOSOMAS. 

Las posibilidades de variación para la formación de liposomas incluían alterar el tipo 

y las proporciones de los componentes. Se optó por mantener constante el tipo de los 

mismos y trabajar con tres ingredientes, con base a la siguiente argumentación: 

1. Selección del fosfolipido principal: Se utilizó la leonina principalmente por su 

naturaleza debido a la resistencia que ésta da a las membranas, ya que, a diferencia 

de la fosfatidiletanolamina, al tener una carga positiva y una carga negativa en la 

porción polar se originan fuerzas de atracción entre las cabezas de los fosfolípidos con 

cargas opuestas); además de que ea un fosfolipido que tiene la mayor disponibilidad 

comercial e incluso puede ser obtenido fácilmente de fuentes naturales. 

2. El colesterol fue utilizado ya que diversas fuentes:0~g reportan que este esterol 

proporciona estabilidad a las membranas; y el dicetilfosfato se seleccionó por su 

carácter negativo el cual es el apropiado debido a la carga de le enzimat+s►. 

Se decidió obtener únicamente liposomas macrovesiculares ya que éstos por su 

gran tamaño (5-50 lim), pueden ser observados fácilmente utilizando un microscopio 

óptico, a través del cual se obtuvieron algunas fotografías (Figura 5). 

53 
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MIMA 5. Fotografías JrliliciSoittas obtonidos,[lornarias con ¡iría cámara de 35 rnni Contax 167 
11Wr(Carl Zeiss, Germany) montada sobre un microscopio óptico (Carl Zeiss. Germany). 
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Las fotografías de la Figura 5 permiten observar la morfología de las estructuras 

formadas. No se encuentra una forma definida atribuible a los cambios en ingredientes 

en los liposomas obtenidos. En algunas fotografías se puede apreciar la 

compartamentalización que caracteriza a los liposomas muitilamelares. Las estructuras 

que se aprecian en las fotografías no muestran esferas perfectas, pero sí dejan ver 

cierta concentricidad entre compartimentos. En la fotografía (5) se observa un liposoma 

de forma "Y", la cual es un estadio de la ruta de transformación triangular, junto con 

liposomas que ya han alcanzado su transformación completa, ya sea a través de esta 

misma ruta o por desviación hacia la ruta de pentágono a partir de esta forma "Y". La 

fotografía (4) muestra a una forma que antecede a la forma "Y" en la ruta triangulartlo. 

DETERMINACIÓN DE PROTEÍNA ATRAPADA. 

Cuando se monta un sistema de atrapamiento o inmovilización de enzima es 

importante establecer la eficiencia del proceso. Uno de los criterios empleados es el 

porcentaje de proteína total atrapada. En el caso de liposomas la presencia de lípidos 

provoca interferencia al emplear las técnicas de cuantificación tradicionales, como 

Lowry y Bradford. Por ello la técnica utilizada para la medición de proteína, es un 

método propuesto por Petersonra►, el cual es una modificación del método descrito por 

lowry. Se utilizó esta tétnica ya que es un método rápido y muy sensible que puede 

medir fácilmente las cantidades de enzima con las que se trabajó. La curva patrón 

(Apéndice A) utilizada para obtener los valores de proteína en las muestras se elaboró 

con la misma enzima de Gandida cylindracea para no tener errores en la cuantificación, 

tomando en cuenta que ésta contenía 30% de lactosa como extendedor. Las muestras, 

René julio Dr LOW Ríos Camparbella 
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antes de ser sometidas a la técnica propuesta por Peterson, se trataron de la manera 

descrita por M9William y Stewart123) con el fin de eliminar la interferencia causada por 

las altas concentraciones de lípidos presentes en las muestras. Esta técnica se basa 

en la extracción de los lípidos con metanol absoluto. 

La curva patrón (Apéndice A) elaborada para la interpolación de los valores de 

absorbancia de las muestras mostró un comportamiento lineal, con un coeficiente de 

correlación de 0.99364. 

Utilizando esta curva se procedió a evaluar el porcentaje de atrapamiento de enzima 

de Candida cylindracea en los liposomas formados. La Tabla 2 muestra el porcentaje 

de enzima retenido en el interior de los liposomas inmediatamente después de que 

éstos fueron obtenidos. 

Tabla 2. Porcentaje de Usase de Cenada cylindracea retenida dentro de liposomas 
multilemelaree recién formados pare cada concentración ds enzima utilizada. 

FORMULACIÓN 
[ENZIMA] (mfgmL) 

1 	O 	I 	10 

1 — 

LECITINA 
(nnolhoL) 

• 

COLESTEROL 
(pmoihnl.) 

l 

INCETILFOIWATO 
ipmoihnl) 

ENZIMA ATRAPADA 
% 

> 	- 
720 20 5.7 0 30.51 23.71 —4  12.11 
721 20 5.7 2.85 23.90 21.45 18.33 
722 20 5.7 5.7 23.01 20.00 23.20 
740 20 11.4 0 33.49 31.26 17.44 
741 20 11.4 2.85 23.55 23.81 17.14 
742 20 11.4 5.7 41.24 26.99 _ 25.57 

En esta tabla se aprecie que el porcentaje de atrapamiento por todas las 

formulaciones de liposomas fue mayor para la solución enzimática de concentración 1 

mg/ml decreciendo, dicho porcentaje, conforme se aumentó la concentración de la 

solución enzimática utilizada, La Tabla 2 muestra que la formulación correspondiente a 

Reaélulio Dr Loe Ríos Calopooella 
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20 µmol de lecitina, 11.4 µmol de colesterol y 5.7 µmol de dicetilfosfato, es decir, la 

formulación con el máximo contenido de componentes por mL, es la que retiene mayor 

cantidad de enzima en todos los casos. Se aprecia que cuando se duplica la proporción 

de colesterol en las formulaciones se mejora el atrapamiento de enzima en el interior 

de los liposomas para las tres soluciones enzimáticas; dicho comportamiento no se 

cumple entre la formulación 721 y la formulación 741 ya que existe una ligera 

disminución del porcentaje de enzima atrapada cuando se duplica la concentración de 

colesterol. El adicionar dicetilfosfato no muestra un comportamiento definido en el 

atrapamiento de la enzima cuando los liposomas están recién formados. 

La determinación de enzima atrapada en los liposomas a las 72 h de su formación 

no mostró variación alguna comparada con la determinación realizada a las 144 h. En 

la Tabla 3 se muestra el porcentaje de enzima cuantificado en el interior de los 

liposomas a las 144 h. de su formación. 

Tabla 3. Porcentaje de lipasa de Cendide cygndirecee retenida se el interior de liposomas 
muldlemelams 144 h después de su formación, para cada concentración de enzima 
utilizada. 

- 	
FORMULACIÓN 

[ENZIMA] (mL) 
1 5 	10 

- LECIT1NA 
(pmolimL) 

COLESTEROL 
(urnolimL) 

DICETILFOSFATO 
(iámoliml) 

ENZIMA ATRAPADA 
% 

720 20 5.7 0 19.86 21.60 12.11 
721 20 5.7 2.85 23.90 21.45 16.86 
722 20 5.7 5.7 23.01 20.00 14.90 
740 20 11.4 0 17.69 21.88 11.83 
741 20 11.4 2.85 19.03 23.81 15.43 
742 20 11.4 5.7 23.03 25.67  24.49 

En la determinación de enzima atrapada para este tiempo (144 h) sigue siendo la 

formulación 742 la que muestra la mayor efectividad para atrapar a la enzima de 

Candida cylindracea. La Tabla 3 nos permite ver que las formulaciones que contienen 
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dos proporciones de colesterol (11.4 j.imol), el dicetilfosfato proporciona a los 

liposomas mayor capacidad de atrapamiento de esta enzima, esto es por comparación 

con la formulación que carece de este anf (filo (740), ya que se observan los mayores 

valores para las formulaciones 741 y 742. Este efecto se da debido a que el 

dicetilfosfato es un lipido cargado negativamente, que al incluirse en las membranas 

formadas crea un efecto electrostático de repulsión entre las superficies de las 

membranas cargadas favoreciendo la permanencia de la fase acuosa que se encuentra 

entre ellas. 

El grupo de formulaciones que únicamente contienen una proporción de colesterol 

(5.7 µmol), no presenta este comportamiento. Incluso en la formulación que contiene 

dos proporciones de dicetilfosfato (722) se presentan valores de retención inferiores a 

los de la formulación que tiene una proporción de dicetilfosfato (721). Esto puede 

deberse a que al agregar cantidades equimolares de los dos componentes, la cantidad 

de cargas en la superficie de las membranas sea menor y por ello también lo sea el 

efecto neto de repulsión que se espera se de entre dichas membranas, aunque no por 

ello es menor que el de la formulación que carece del anfifilo (720). 

La Tabla 4 muestra en porcentaje, la cantidad de enzima que se perdió del interior 

de los liposomas después de 144 h de que éstos fueron preparados. 

René Nilo De Loe Ríos Campanelle 
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Tabla 4. Porcentaje da Ilpasa de C.enelkia cylindrecedi perdida del interior de loe 
liposomas multilamelares a las 144 h después de !amados, pan cada concentración de 
enzima utilizada. 

FORMULACIÓN 
[ENZIMA) 01101-.) 

1 	6 	I 	10 
LECITINA 
(iimotlmL) 

COLESTEROL 
(pmol/mL) 

DICET1LFOSFATO 
(prnolimL) 

ENZIMA ATRAPADA 
it 

720 20 5.7 0 34.92 -8.88 0.00 
721 20 5.7 2.85 0.00 0.00 8.03 
722 20 5.7  5.7 0.00 0.00 35.76 
740 20 11.4 0 47.19 30.02 32.17 
741 20 11.4 2.85 36.18 0.00 9.95 
742 20 11.4 5.7 44.15 4.89 4.21 

De esta tabla puede apreciarse que es para la solución enzimática con 5 mglml 

donde se observa la mayor estabilidad para los liposomas, esto ocurrió principalmente 

en los liposomas que contenían dicetilfosfato en su formulación. Lo anterior hace notar 

que para dar estabilidad a los liposomas, es importante que éstos contengan una cierta 

cantidad de enzima de Cendide cylindracee y dicetilfosfato para mantener las 

repulsiones y atracciones electrostáticas en un equilibrio estable de manera que se 

conserve por más tiempo la estructura de los liposomas. Cuando se trabajó con una 

menor cantidad de la enzima (1 mg/mL), solamente los liposomas con dos proporciones 

de colesterol (11.4 µmol) y ya sea 1 o 2 proporciones de dicetilfosfato (2.85 y 5.7 µmol) 

mantuvieron una alta estabilidad (no hubo pérdida de enzima), observándose que al 

aumentar la concentración de colesterol para esta solución enzimática se da una gran 

pérdida de enzima del interior de los liposomas, lo que hace pensar en una alteración 

del equilibrio de cargas presentes -las cargas proporcionadas por la enzima no son 

suficientes para estabilizar las cargas debidas al dicetilfosfato- que hace menos 

estable la estructura liposomal. Al trabajar con una cantidad mucho mayor de enzima 

(10 mg/mL) dicho equilibrio electrostático se ve ahora alterado por la propia enzima y 

las concentraciones de colesterol y dicetilfosfato utilizadas no son suficientes para 
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mantener el liposoma estable, amén que también el acomodo de la proteína en la 

membrana le da menos resistencia. 

ACTIVIDAD LIPOLÍTICA DE LOS LIPOSOMAS 

El factor más importante a analizar es la actividad lipolitica que presentan las 

estructuras de liposomas formados. Se presumía que ésta podía ser afectada por los 

componentes de la fórmula, la concentración de enzima empleada, el tiempo de 

almacenamiento de los liposomas y, finalmente el tiempo de reacción. 

El estudio de las posibles interacciones se realizó mediante un diseño factorial 6 X 3 

para cada tiempo (24 min) a lo largo de cada evaluación de actividad considerando los 

siguientes factores: Enzima y Fórmula. Éste último engloba tanto Colesterol como el 

Dicetilfosfato con lo cual quedan establecidas las seis formulaciones con las que se 

trabajó: L7C2DO, L7C2D1, L7C2D2, L7C4D0, L7C4D1 y L7C4D2(Tabla 5). 

Tabla 6. Diseño factorial 6 X 3 para 
evaluaciones de actividad lipolitica 

IENZIMA ml.)  . 

F 1 5 10 
ó 17C2D0 L7C2D0 17C2D0 
R L7C2D1 L7C2D1 L7C2D1 
M L7C2D2 L7C2D2 L7C2D2 

U L7C4D0 L7C4D0 L7C400 
L L7C4D1 17C4D1 L7C4D1 
A 17C4D2 17C402 17C402 

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en la determinación de actividad 

lipolitica a lo largo del tiempo de reacción para todas las formulaciones de liposomas 

René lidio De Los Rios Campanella 
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obtenidos asi como para cada concentración de enzima utilizada. Estos resultados son 

únicamente de la tercera evaluación (144 h) debido a que 

TABLA G. Determinación de actividad lipoMica por formulación pare cada 
tiempo de reacción y concentración de enzima utilizada, en la tercera 
evaluación (144 h). 

Tiempo Enzima FORMULACIÓN 
Iminl (nsgml) 720 721 722 740 741 742 

1 r 	5.06 7.59 7.59 4753 7.97r  11.56 
24 5 3.28 9.00 11.55 6.45 5.22 13.50 

10 11.56 9.41' 7.64 11.61 14.28 9.81 
1 7.00 9.14 ' 	9.74 6.72 14.54' 15.40 

48 5 4.88 11.01 15.09-  10.28 12.00 19.04 
10 15.00 6.03 11.99 14.93 9.61 12.40 
1 8.06 11.86 12.87 8.10 16.61 17.53 

72 5 5.58 14.64 17.00 11.52 15.32 26.41 
10 20.47 10.24 15.17 15.83 17.65 21.97 
1 7.29  11.63 11.01 9.16 22.52 ' 23.08 

96 5 11.66 13.30 24.78 10.75 19.13 30.77 
10 , 19.24 8.52 17.17 16.24 18.88 17.58 
1 9.06 17.17 12.65 10.18 ' 26.08 22.34 

120 5 9.51 11.04 28.61 10.80 16.03 29.57 
10 17.66 12.02 15.31 18.03 27.07 17.66 

Los Mond de aellrldsd estío reportados so omol ds áddo Mito Illisnolos. 

se analizaron los datos correspondientes a las actividades de O h, 72 h (datos no 

mostrados) y 144 h encontrándose solamente interacción altamente significativa para la 

evaluación a 144 h. Se utilizó el análisis de varianza como herramienta de análisis, los 

resultados se encuentran resumidos en la Tabla 7. 

TABLA T. Resumen de los Análisis de Varianza efectuados pare la evaluación 
a las 144 h para los diferentes tiempos de reacción. Incluye los factores 
Enzima Fommleción y la interacción entre éstos. , 
ACTIVIDAD 

(h) 
TIEMPO 

(min) 
ENZIMA 

(g.1.) 
FORMULACIÓN 

(iLl.) 
Fo  Enz.fon.n. CME 

144 24 2 5 
r 

127.97" 0.1413 
144 48 2 5 218.57" 0.1313 
144 72 2 5 163.98" 0.1948 
144 96 2 5 332.81" 0.1505 
144 120 2 5 478.65" 0.1628 

": 011enneis aMindols sisoNleadve. %I.: grados de 'd'edad pos cada fechos. 
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Aunado a lo anterior, es importante ver las comparaciones múltiples para este 

análisis y de esta manera poder definir en cuál combinación se da esta diferencia en 

mayor grado. Esto permite conocer si existe diferencia significativa entre las otras 

formulaciones utilizadas. Para verificar la posible similitud entre las combinaciones de 

efectos, se hicieron comparaciones múltiples por el método de Duncan al 5%. Se revisó 

para cada concentración de enzima, variando les formulaciones bajo cada condición 

experimental, es decir para cada tiempo en el cual se tomó muestra. Las 

comparaciones señalan la posible similitud ¡Mediatice entre las medies 

correspondientes de los efectos combinados. En esta prueba se verificaron, para cada 

nivel fijo del factor enzima, las siguientes hipótesis: 

1) Ho: El efecto de actividad lipolitica observado pera las distintas formulaciones a un 

nivel fijo de enzima, ea el mismo. 

vs. 

H.: Al menos una de las formulaciones presenta un mayor efedo de actividad 

I ipol itica. 

Pera estas comparaciones se utilizaron los valores críticos de intervalo mínimo 

significativo (R) con un a = 0.05 

R2= rve• Sy= 2.97 Sy 

R3= rve • Sy= 3.12 Sy 

R4= r 4,18 . Sy= 3.21 Sy 

Fts= rsie • Sy= 3.27 Sy 

Re= reja. Sy= 3.32 Sy 

Reakfullo De Los Ríes Carepeselle 
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2 
Donde la S

Y 
 = 

CME 
---- correspondiente a cada uno de los análisis de varianza que se 

n 

realizó, representa el error estándar que se supone tiene cada promedio. Los 

resultados de estas comparaciones se muestran en la Tabla 8. 

TABLA U. Pruebe de Intervalos Múltiples de Duncan para lee formulaciones de Humanas a 

Tiempo Enzima FORMULACIÓN R2 R3  R4 RS ar 

(mis) (mglmL) 720 721 722 740 741 742 

1 5.061 7.591  7.59 4.531  7.970  11.19  

24 5 3.261  9.001  11.501  0.49 5.29 15.1e11  0,78 0.82 0.85 0,66 0.88 

10 11.501  9,411  7.641 11.61c KIN 9.111r 

1 7.09 9.141  9.745  0.770  14.502'16.49 

48 5 491  11.011 15.09-10.29 12.09 1940-0.78 0.79 0.82 0.83 0.85 

10 lema eme 1199 14.931  9.615  12.49 
 . 1  

tos* iteeD -12.07c 8.194  113.611' 1749 

72 5 5.50 14.1140 17.001 11.59 15.39 2d4111  0.92 0.97 1.00 1.02 1.03 
lo 20.476  10.241 15.19 15.030'' 17.1151  21.99 

1 7.31 11.113c 11.014  9.19 22.521 ' 23.01U 

96 5 1119 13.309  2479 10.79 19.131  UMr0-1161 045 0.88 049 0.91 

10 920 8.521' 17.17c 16.246  18 &O 17.50c 

1 909 17.17‘ 12.061  10.19 Miar 22.341  

120 5 9.611  11.041  76.611 	10.800  16031 	20.1174  0.84 pie  0.91  0.93 0.94 

10 17.2161  12.09 15.311r  18.031  27.12911  17.001  

Res el valer aldoe di Deedan Mp empereelesies mleelelee e.b.e,d,ejoVeleree premdle oso empedulkde dlelleeee 
~can dMrnncle eldnIkallve (pc1114). Lee velero de ~Med ee encuadran apeados en iamel de ~o baleo 
Iderede. 

Al hacer un análisis global de todas estas comparaciones, se encontró lo siguiente: 

Para la concentración de enzima de 1 mg/mL, los valores de actividad más altos 

corresponden a las formulaciones de liposomas que contienen 11,4 Itmol/mL de 

colesterol y también dicetilfosfato, siendo el valor más alto aquél que corresponde a la 

formulación que contiene 5.4 µmol/mL de dicetilfosfato, excepto para el tiempo de 120 

mis en el cual el valor más alto es el de la formulación con 2.85 limol/mL de 

dicetilfosfato. 

René Julio De la Ríos Compendia 
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Los mayores valores de actividad obtenidos para la concentración de enzima de 5 

mg/ml se encuentran en la formulación que contiene 11.4 Imol/mL de colesterol y 5.7 

µmol/mL de dicetilfosfato (742), seguidas por la formulación que contiene 5.7 µmol/mL 

de colesterol y 2.85 µmol/mL de dicetilfosfato (722), pero sí se observa diferencia 

significativa entre ellas para todos los tiempos. En esta concentración de enzima hay 

que hacer notar que los valores decrecen conforme disminuyen la concentración de 

dicetilfosfato y la concentración de colesterol, en este orden. 

En cuanto a lo que corresponde a la concentración de enzima de 10 mg/ml, se 

aprecia que la formulación 741 es la que muestra mejores resultados, ya que para el 

tiempo de 24 mh el valor más alto corresponde a la formulación que contiene la 

concentración de 11.4 µmol/ml de colesterol y 2,85 µmol/ml de dicetilfosfato (741). En 

contraparte, pera el tiempo de 48 min las formulaciones que carecen de dicetilfosfato 

(720 y 740), son las que muestran los mayores valores, no existiendo diferencia 

significativa entre ellas. Al observar el valor correspondiente a 741, se aprecia que éste 

debió haber sido el mismo o de mayor magnitud que el del tiempo que lo antecede (24 

min) y con ello dicho valor no tendría diferencia significativa con el correspondiente a 

720 o sería mayor. Lo anterior sugiere un error experimental en la determinación de la 

cantidad de ácido butírico liberado en este tiempo para la formulación 741; para el 

tiempo de 72 mh es la formulación con mayor proporción en componentes (742) la de 

más alto valor, con diferencia significativa respecto a las otras formulaciones. A los 96 

mh de reacción, ea nuevamente la formulación que contiene 5.7 µmol/ml de colesterol 

y que carece de dicetiNosfato (720), la que presenta el mayor valor, no siendo 

significativa la diferencia con la formulación de 11.4 µmol/mL de colesterol y 2.85 

µmol/ml de dicetilfosfato (741). Finalmente, para el tiempo de 120 mh le formulación 

con 11.4 µmol/mL de colesterol y 2.85 Imol/mL de dicetilfosfato (741) es la que 

presenta el mayor valor y es diferente de manera significativa a las otras formulaciones. 
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Los mayores valores de actividad obtenidos para la concentración de enzima de 5 

mg/mL se encuentran en la formulación que contiene 11,4 Imoliml de colesterol y 5.7 

omol/mL de dicetilfosfato (742), seguidas por la formulación que contiene 5.7 limol/mL 

de colesterol y 2.85 µmol/mL de dicetilfosfato (722), pero si se observa diferencia 

significativa entre ellas para todos los tiempos. En esta concentración de. enzima hay 

que hacer notar que los valores decrecen conforme disminuyen la concentración de 

dicetitfosfato y la concentración de colesterol, en este orden. 

En cuanto a lo que corresponde a la concentración de enzima de 10 mg/ml, se 

aprecia que la formulación 741 es la que muestra mejores resultados, ya que para el 

tiempo de 24 min el valor más alto corresponde a la formulación que contiene la 

concentración de 11.4 gmol/mL de colesterol y 2.85 Imol/mL de dicetilfosfato (741). En 

contraparte, para el tiempo de 48 min las formulaciones que carecen de dicetilfosfato 

(720 y 740), son las que muestran los mayores valores, no existiendo diferencia 

significativa entre ellas. Al observar el valor correspondiente a 741, se aprecia que éste 

debió haber sido el mismo o de mayor magnitud que el del tiempo que lo antecede (24 

min) y con ello dicho valor no tendría diferencia significativa con el correspondiente a 

720 o seria mayor. Lo anterior sugiere un error experimental en la determinación de la 

cantidad de ácido butirico liberado en este tiempo para la formulación 741; para el 

tiempo de 72 min es la formulación con mayor proporción en componentes (742) la de 

más alto valor, con diferencia significativa respecto a las otras formulaciones. A los 96 

min de reacción, es nuevamente la formulación que contiene 5.7 mmol/ml de colesterol 

y que carece de dicetilfosfato (720), la que presente el mayor valor, no siendo 

significativa la diferencia con la formulación de 11.4 amol/mL de colesterol y 2.85 

µmol/mi. de dicetilfosfato (741). Finalmente, para el tiempo de 120 min le formulación 

con 11.4 amoliml de colesterol y 2.85 µmollmL de dicetilfosfato (741) es la que 

presenta el mayor valor y es diferente de manera significativa a las otras formulaciones. 

M'olí hilo De Loe Mos ~ele 
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Nuevamente la formulación con un contenido de colesterol de 11.4 µmol/mi. es la que 

da los mejores resultados a pesar do que sólo contiene 2,85 µmol de dicetilfosfato a 

diferencia de los dos casos anteriores. 

Como resultado de este análisis estadístico se encontró lo siguiente: 

Efecto de la concentración de enzima.- La formulación de liposomas que contiene 

las mayores proporciones de componentes (742) por mL de liposomas (20 µmol de 

lecitina, 11.4 µMol de colesterol y 5,7 µmol de dicetilfosfato) es la que muestra los 

mayores valores de actividad lipolitica cuando se tiene 1 mg/m1.. de la enzima. Las 

formulaciones 741 y 742 presentan diferencias significativas en la velocidad inicial de 

reacción (hasta los 48 mira). Los valores determinados a los 72 y 96 mira no son 

diferentes. 

En el caso de la formulación 742 se presentó un pequeño descenso en la actividad 

mostrada a los 120 min. Esto debe ser debido a un error experimental pues el ácido 

buttrico generado y determinado en el tiempo anterior deberle, por lo menos, ser de la 

misma magnitud. Lo anterior puede observarse de manera esquemática en la Tabla 9. 

TAIMA •'. Prueba de Intervalos Múltiples de Duncan pera lu formuleclonse de »nomas e 
de enzima. 

Tiempo Enzima FORMULACIÓN R2 R3 R4 ' R5 Re 
(mira) IntglmLif 

 
720 721 722 740 741 742 

24 1 5.06e 4  reí> 7.11. 4.53‹. 7977  11. 
4r

ec 0.78 0.82  0.85 016 0.991  
48 1 reo 9.1* 0.74e e 72e 14.540  111A0e 0,78 0.79  0.82 0.83 0.55 
72 1 e.011e tioeb 12,576  6.10 16.811 17.00. 0.92 0.97 1.00 1.02 1.03 
96 1 7.20e 11.53c 	1101c alea 22.524  UNO 0,s1 0,80 ase (Lep 0.91 
120  1 9.0011 17.170  12.050  10 1* SO n.34* 0.84 0,00  0.91  043 0.04 

*: EXTRAiDA 01 LA TAMAL II es el velar Meco* Mamo pene comperedenee neil~ a. IL R d, e, I • Vibres ~Me 
ceo ~Ion ~Me ~en deet~ ~ve (p' eal). Lee viene de aellelded es eme** upesseeco en o 
mol de éclik) loulkleo 
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La alta actividad mostrada por la formulación 741 es relevante si se observa el 

porcentaje de enzima retenido por esta formulación, que fue de 19.03% (Tabla 10). 

Dicho valor es uno de los más bajos en retención de entre todas las demás 

formulaciones y sin embargo la actividad lipolítica que muestra es superior a las 

demás, o similar e 742. Este resultado sugiere que tanto el dicetilfosfato y el colesterol 

actúan como atadores positivos sobre la enzima. La suposición se refuerza con los 

resultados obtenidos para la formulación 742 ya que a pesar de que ésta muestra 

porcentajes de enzima retenida similares a 722 y 721, la cantidad de ácido butírico 

liberado es mayor que el de las dos anteriores. 

TABLA 1e'. Porcentaje de Npeee de Candlde callsidracte retenida dentro de lipeeeenee 
muldietweieree a le concentración de 1 araheL de onelere.144 ti desase de Nrtriadee. 

FORMULACIÓN 
E »UA) ( mitilt) 

1 	1 	5 	1 	10 
LECITINA 
henoiona4 

COLESTEROL 
(iimelfmt.) 

r 

DICETILPOSFATO 
(lanalhel) 

ENZIMA ATRAPADA 
14 

720 20 5.7 ' 0 10.11 21.60 12.11 
721 20 5.7 2.85 23.10 21.45 18.08 
722 20 5.7 5.7 23.01 20.00 14.90 
740 20 11.4 0 17.119 21.88 11.83 
741 20 11,4 2.e5 10.03 23.81 15.43 
742 20 11.4 5.7 23.03 25.67 24.49 

e: emitía de le leida 3. 

Cuando se usa la concentración de enzima de 5 mglmL es nuevamente la 

formulación 742 le que presenta los mayores valores de actividad lipolítica, en todos 

los tiempos de reacción. En seguida están los valores dados por la formulación 722, 

que a esta concentración de enzima es la que retiene menor porcentaje de proteína 

(20.00%) con respecto a las restantes. Esto puede apreciarse en las Tablas 11 y 12. 

~JIS% De Lee Ries ~Se 
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TABLA 11 ', Prueba de Intervalos Múltiples de Duncan para las formulaciones de liposomas 
con una concentración inicial de 6 mdmL de enzima. 

Tiempo Enzima FORMULACIÓN R2 R3 R4 R5 R6 
(mira) (mp/mL) 720  721 722 _ 740 741 1 742 

24 5 3 20'  9006  11.56' 6w'52»-  1310 76 >0:62 1.0=85 0.86 0.88 
0.85' 48 5 4.e51 11.010  15.o0d io.zeb-  tzooc 1510'0.76 0.79 0.62 0.63 

72 5 ato 14A4c 17.001r11.520  15.32c NAO 0.92 0.97 1.00 1.02 1.03 

96 5 11.00 13.30c 241191/ 10151  113134  d1•11r0.81 0.135 0.88 0.89 0.91 

120 5 9.5111 11.040 21351d 10.500 16.03c 1117* 0.64 0,09 0.91 0,93 0.94 

*: E31111AIDA CE LA MIRA I. R es el Met atice ds Cuneen pea eimperetlenee 	b, c, d, si• Vedette 
menea@ con euperleeine Melaba In/can dereecie s1 celes (pg 'Ab lis vieras de eclbelded se einuentren 
expreeedee en oinin ds kW* ~deo liberado. 

TABLA ir. Porcentaje de lipasa de Canada cyfindricee retenida dentro de liposontee 
multilainelems  a la concentración de 	de enzima 144 h 	de tomados. 

FORMULACIÓN 
[ENZIMA] (ingÉmg 

1 5 	1 	10 
LECITINA 
(iienoilniL) 

COLESTEROL. 
(pnwilind.) 

DICETILFOSFATO 
(Mmoi/mL) 

ENZIMA ATRAPADA 
% 

720 20 5.7 0 19.86 21.10 12.11 
721 20 5.7 2.85 23.90 21.45 16.86 
722 20 5.7 5.7 23.01 20.00 14.90 
740 20 11.4 0 17.69 21.88 11.83 
741 20 11.4 2.85 19.03 23.81 15.43 
742 20 11.4 5.7 23.03 26.07 24,49 

': Eximida de la tabla 3. 

Para la concentración de 1 mg/mL de enzima le secuencia de los valores de 

actividad lipolítica por formulación son de esta forma: 742 > 741 > 722, donde 741 era 

la formulación con menor cantidad de enzima (Tabla 13), mientras que 

René lutio De Los Ríos Campanea" 
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TABLA 13 11. Prueba de Intervalo* Múltiples de Duncan para las forMillad001111 de limemos 
concentración de 1 m01mL de enzima. 

Tiempo Enzima FORMULACIÓN R2 R3 ' R4 RO Re 
(min) (mn/mL) 720 721 722 740 - 741 742 4 

24 1 6.001  ZOO L0011  4,630 7.17 11.01  0.76  012 fum 016 0.68 

48 1 7.0er  al. u.'  5.12*  14~ 15.50  0.76 0.79 0.52 0.53 0.85 

72 1 el. 11.10  lisrc  tic. »Ate  17.434  0.92 0.97 1.00 1.02 1.03 

96 1 7.20 11.030 	11.41b 9.106  DIO use« 0.81 018 asó 0.69 0.91 

120 1 	' asea 17.174 12.000  10.111  20.00,  22.30 0.64 0.89 0.91 0,93 0.94 
*: 1131111/04% OE U1 TA/A11. a se el valer cdlco de Duncan ore cembleraciesee millblee. e, b, c, O, e, I • Viene 
erweede ceo eeperinicas delbleee Mecen ~ruda ~ve Opc MI. Loe velem de ~ad se esicumben 
expremles me mei de ácido wleleo lberede. 

para la concentración de 5 mgimL de enzima la secuencia de valores es de esta forma: 

742 > 722 >741 donde ahora 722 es la formulación con menos enzima retenida. Los 

resultados anteriores sirven para mostrar que el efecto dado por incluir en la 

formulación de los liposomas dos proporciones de colesterol (5.7 µmol) y dos 

proporciones de dicetilfosfato (5.7 µmol) es el mismo que si se incluyen cuatro 

proporciones de colesterol (11.4 µmol) y tan sólo una proporción de dioetilfosfato (2.65 

µmol) para efectos de activación de la enzima (Tabla 14). 

TABLA 14 . Prueba de leder/aloe ~atm de Duncan para las formulaciones de liposomas 
con une concentración inicial de i nrlahmL de enzima. 

Tiempo Enzima FORMULACIÓN __ 	, R2 R3 R4 R5 R6 
ntn n. 720 721 722 740 741 742 
24 5 1  5. 11. e 5. 1  0.78 0.52 0,85 0.116 0.58 
48 5 4.001  11.01b 11.111  10.21° 12.000  10.01* 0.70  oye 012 ojo 015 

72 5 5.510  14.040  11.0.1  11.820  14330  341.411  0.92  0,97  1.00  1,02 1.03 

96 5 11.0* 13.300  84711  10.7510  11.111 any 0.81  015 oirs 0.89 0.91 
120 5 asie 11.0* ~le los,  Nos 51.57* 0.84 0.89 0.91 0.93 0.94 

DCIPAIDA DE LA TAZA 4. R es d valer Mico de Doman ore camperadebee ..1 L. e, b, c, d, •, f • Valone 
premie con supednikee dleibilee 	Moreno* elemlicelive (p(  lin Loe viene de ~velad ee encmodren 
essweeedee en "4 de acIde batee ~Pa 

Es importante mencionar que al adicionar dicetilfosfato y colesterol en un 

experimento realizado con enzima libre, no ejercieron este efecto sobre la actividad 

lipolítica (Tablas 15 y 16). Por lo tanto este efecto activador sólo se aprecia cuando los 

componentes son parte de una membrana fosfolipidica. 

Remójalo De Ine Ríos Comepabelle 
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TABLA 16. Actividad neolítica de la enzima libre de e cyfindarcu 

7 	.41.• 
t (e) 

- o 

` 
Entinta 

libre 
+ 30 % 
tactos. 

+ 11.4 µ 
mol 

colesterol 

+ 11.4 pinol coieeterol + 
6.7 pinol dicetilfosfato 

I 

o 
,,•~1~--nr-  - 

30 22.64 20.44 22.01 19.65 
60 37.26 27.99 30.66 26.26 
90 60.06 46.54 50.31 40.57 
120 74.53 66.35 67.77 62.26 
150 80.66 75.79 77.04 74.84 
180 85.69 82.39 82.55 78.46 
210 89.47 85.38 85.85 83.49 
240 91.19 88.68 88.99 86.95 
270 93.40 91.04 91.35 87.74 
300 94.97 92.45 93.24 90.72 	, 
330 96.54 94.34 94.81 92.61 
360 97.33 95.60 96.23 93.71 

Lee vekwee de ~bid se cenueneren etenesedes en onwl de ácido Mirto beredo. 

TABLA le. Actividad °politica de la enzima libre de C. cylIndracee 
10 	con distintos caniponsntss. 
t (e) 

- 

Enzima 
libre 

I. --- • 

• 30 % 
lactosa 

+ 11.4 µ 
mol 

colesterol 

+ 11.4 µMi colesterol + 
6.7 µmol dicetittosteto 

O 
30 70.13 63.21 54.09 61.01 
60 87.26 86.64 85.06 84.43 
90 92.77 93.71 91.98 91.67 
120 95.91 97.33 96.38 95.13 
150 97.80 99.69 98.27 97.48 
180 99.21 100.79 100.31 99.21 
210 100.63 101.73 100.94 100.63 	- 

Loe vahees de actividad es enneedren expresados en pinol de ácido bsdklco anudo. 

Otro indicio de que el dicetilfosfato puede ser un elector positivo para la actividad 

lipolitica de la lipasa de C. cylindracea se observa también en la Tabla 17. Las 

formulaciones que contienen dos proporciones de dicetilfosfato (722 y 742) y que 

corresponden a la concentración de enzima de 5 mg/mL, muestran que para todos los 

tiempos a lo largo de la reacción, éstas presentaron los valores más altos de ácido 

butfrico liberado, aún por encima de los valores correspondientes a las muestras que 
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contenían originalmente enzima en concentración de 10 mg/mL. Cuando la formulación 

sólo contiene una proporción de dicetilfosfato (2.85 limo') no se aprecie el efecto 

positivo en todos los tiempos de reacción establecidos. 

TAIMA 17 6. Pruebe de hlMrwloe Múltiples de 0110C1111 pera lee tomnitecionee de »memo e 
nivel No de s elahnL de intime. 

Ilinrall= 
Enzima 

1 

FORMULA • R2 R3 R4 R6 R. 
720 721 722 740 741 742 

LIMILIALUI1111111 "."` — 
24 6 Ilirj1WWWW Lec LULU 0.78 0.82 0.85 0.85 DM 

10 11 ego ami 154º 11611Wil wad 
1 721  IlirálliiiiillirialUdIU 

48 5 IlLidliiia~rifiWid 0.78 0.79 0.82 0.83 0.85 
10 ILUILL1111W1Williiiii 12.4°' ene __ 12.07c 1110º Illaillirj 

72 5 aliiiliFeidliPeallikálLULIal 0.92  0.97  1.00  1.02  1'03  
10 lailialiallik"111WililU 
1 7.211 i 1 e3c i 1 ole 'miau 

96  5  IlUlliLd "IlláriliiiiellQ4121:11 0.85 018 0.89 0.91 
10 LULUIliffilliiit~iiradllil 
1 921' Mil 12.11  LULU 223.  

120 6 151' IgradLaiLialirldWad 0.84 ase 0.91 0.93 0.94 
10 EIWILÍMiliaid le c13°  lirililliVid 

MIMA CA LA TUNA I II es el Mor cdIke r DINICIM pera cempereclesse MMODA e. 11, e, d. e, r • Viene 
fewinee ese creededcee dedales ~e ~oda egellkelve Ope LeOL Lee velem de edelded adíe eneeeedee 
en mond de klub leoleke dlierede. 

En algunos casos puede apreciarse que las muestras que contienen enzima 

proveniente de la concentración de 1 mg/mL, muestran valores más altos de ácido 

butírico liberado que los correspondientes a 10 mg/mL a pesar que la cantidad 

promedio de enzima contenida en las primeras es siete veces menor. Los valores de 

actividad que presentaron las formulaciones correspondientes a la concentración de 10 

mg de enzima por mL no muestran una tendencia definida. 
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• Se obtuvieron liposomas macrovesiculares estables que lograron la retención 

de la lipasa de Gandida cylindracea. 

• Los liposomas macrovesiculares formados lograron una retención, de la 

enzima lipolitica de Candida cylindracea, que va del 12% al 25%. Estos valores 

dependen de las diferentes proporciones de los componentes utilizados en las 

formulaciones. 

• La combinación de dicetilfosfato con colesterol, como componentes de los 

liposomas, a una proporción de 4:2 miaomolar y utilizando 7 proporciones (20 

µmol) de lecitina, induce la estabilidad de los liposomas macrovesiculares 

formados, manifestándose ésto con una mayor retención de le lipasa de 

Candida cylindracea. 

• El añadir dicetilfosfato a las formulaciones de liposomas en cantidades de 2.85 

y 5.7 µmol/mL, favorece la estabilidad de los liposomas macrovesiculares así 

como también la retención de la enzima lipolítica de Gandida cylindnicea. 

• El utilizar 2 ó 4 proporciones micromoleres (5.7 y 11.4 µmol) de colesterol sin 

añadir dicetilfosfato en las formulaciones de liposomas, no muestra tener un 

efecto significativo en la estabilidad de los liposomas macrovesiculares. 

• El mejor tiempo para la evaluación de los liposomas macrovesiculares, que 

contienen la lipasa de Candida cylindracea es hasta transcurridas 144 h de la 

formación de éstos, ya que es hasta este tiempo cuando se observa una 

interacción enzima-formulación. 

• La combinación de los componentes colesterol y dicetilfosfato en proporciones 

micromolares de 4 y 2 (5.7 y 2.85 µmol) respectivamente, utilizados en la 
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elaboración de liposomas rnacrovesiculares para el atrapamiento de la lipasa 

de Candida cylindracea, actúan como un elector positivo de la actividad de 

esta enzima solo cuando estos componentes forman parte de una membrana 

fosfolipídica. 

• Al utilizar 4 proporciones de colesterol (11.4 µmol) y 1 proporción de 

dicetilfosfato (2.85 grnol) en la preparación de liposomas macrovesiculares, se 

observó el mismo efecto sobre la actividad de la lipasa de Candida cylindracea 

que cuando se utilizan 2 proporciones micromolares de colesterol en 

combinación con 1 proporción de dicetilfosfato. 

• La formulación de liposomas que contiene 7 proporciones de lecitina (20 µ 

mol/mL), 4 proporciones de colesterol (11.4 pmol/mL) y 2 proporciones de 

dicetilfosfato (5.7 jtmol/mL) muestra ser la mejor, ya que resulta en los más 

altos valores de actividad para la enzima lipolítica de Candida cylindracea. 
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Gráfica 2.- Curva patrón elaborada con enzima lipolltica da Canada cyllndracee, 
tomando en cuenta 30% de lactosa como extendedor. 
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