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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un sistema de atrapamiento para la
lipasa de Candida cylindracea, utilizando la tecnologia de produccidn de liposomas. Se
variaron las proporciones de los ingredientes utilizados para |a formacion de liposomas,
asi como la concentracién de enzima empleando un diseno factorial 6 X 3. Los
componentes utilizados para la formacion de los liposomas fueron lecitina, colesterol y
dicetilfosfato. Los resultados indican que con todas las proporciones analizadas se
obtienen liposomas macrovesiculares. Se evalud tanto la retencion de enzima dentro
del sistema de atrapamiento como la actividad lipolitica que presentaba cada uno de
estos sistemas a diferentes tiempos. Conforme aumentan las proporciones de los
componentes, hay mas eficiencia en la retencién de la enzima utilizada, siempre y
cuando la proporcién molar del dicetilfosfato no supere la de colesterol. En dichas
condiciones se presentan también los mayores valores de actividad lipolitica. La
combinacidn colesterol-dicetilfosfato actua como un efector positivo de la actividad de
la lipasa atrapada, lo cqal no se observa cuando se utilizan estos componentes sin

formar una membrana alrededor de la enzima.
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1, INTRODUCCION 11

Conforme el Hombre ha evolucionado y cubierto sus necesidades basicas, se ha
dedicado a tratar de hacer mds placentera su vida. Es asl que surgio la elaboracién de
mejores prendas para cubrirse, bebidas (vino, cerveza, licores, etc.), fragancias,
especias, sabores, etc. Por la busqueda de materias primas para desarrollar estos
productos se exploraron y descubrieron nuevas tierras. En las ultimas cuatro décadas
el desarrollo de sabores ha tenido un gran impacto y se han disedado numerosas
técnicas para extraerlos, aisiarios o crearlos. Una de las maneras mas novedosas de
crearlos, ala fecha, ha sido mediante la adicion de enzimas exdgenas a una inmensa
variedad de substratos de cualquier naturaleza. La leche y sus productos, a partir de la
grasa y las proteinas, ofrecen materia prima para la obtencién de sabores con
caracteristicas lacteas para su aplicacién sobre una gran gama de productos
alimenticios procesados, no solo del érea lactea. Al aplicarse a leche se ha visto que
ocurre una gran pérdida de enzimas debido a que se retienen an su mayor parte en la
porcién acuosa y en muy poca proporcién en la cuajada. La encapsulacién de estas
enzimas ha mejorado esta retencién en |a fase grasa, pero se ha visto la necesidad de
mejorar eslos sistemas de atrapamiento para asegurar su mejor distribucion en la fase
grasa. La tecnologla de liposomas ofrece grandes ventajas para alcanzar dicho
objetivo, debido a que éstos se forman con fipidos y ello favorece su retencién en la
fase grasa de la leche, s por ello que en este trabajo se intenta desarrollar un sistema,

empleando un modelo de atrapamiento principaimente para enzimas lipoliticas.

René Julio De Los Rios Campanclla
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2. GENERALIDADES 15
2.1 LIPASAS.

2.1.1.DEFINICION

Las enzimas lipoliticas o triacilgliceroléster-hidrolasas (E.C.3.1.1.3.) hidrolizan
triacilgliceroles en una interfase aceite-agua®¥2¥), alcanzando su maxima actividad
sélo cuando son adsorbidas en dicha interfase en las condiciones adecuadas®’),
dando como producto, si la hidrdlisis es total, 3 moles de acidos grasos y 1 mol
de glicerol173) y teniendo como productos intermediarios di- y

monoacilgliceroles® (Figura 1).

o
o cu,-op:-n 0 CH,0H o
Ry:-o-JfH — Rp:-ocllzn . HobR —»
CH,OCR CHOCR
o ¢!
TRIACILGLICEROL DIACILGLICEROL
Q GHOH 0 GHsOH 0
RCOCH + 2HOCR —— CHOH + 3HOCR
(IIH,‘OH CH, OH
MONOACILGLICEROL GLICEROL

FIGURA 1.- Reaccion general catallzada por lipasas.

2.1.2.DISTRIBUCION,

Las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza¥, pudiéndose

obtener a partir de plantas, animales y microorganismos.

René Julio De 108 Rios Campanella



16 SISTEMAS DE ATRAPAMIENTO PARA ENZIMAS LIPOLITICAS

2.1.2,1.LIPASAS YEGETALES,

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 lipolitica 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 lipolitica en las siguientes semillas: ricino, nabo, colza y

girasol*) asi como en trigo#8), maiz®, avena 8 y en frulos de palmaf.

2.1.2.2.LIPASAS ANIMALES,

Los estudios que se han realizado sobre lipasas en animales han sido
principaimente en mamiferos como cerdo y rata. Estas se distinguen en tres grupos: 1)
lipasas descargadas dentro del tracto digestivo por 6rganos especializados, 2) lipasas

tisulares y 3) lipasas presentes en la leche®).

Se ha reportado la presencia de lipasas en drganos y tejidos tales como: corazon,
cerebro, musculo, arterias, rlidn, tejidos adiposos® y en fluidos como sangre y orinat)
y leche. Se presume la presencia de lipasas en peces e invertebrados, principalmente
insectos. Baker y Paretsky en 19584 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 recaido numerosos estudios de

desarrollo e investigacion por su gran variedad, facil produccion y caracteristicas. Su

René Jubio De 1os Rios Campanella
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distribucién se da ampliamente entre bacterias: Achromobacter®, Pseudomonasi*),
hongos, principalmente de los géneros: Aspergillus, Penicillium, Fusariumi® Rhizopus y

Geotrichum®® y levaduras del género Candida.

2.1.3.ESPECIFICIDAD DE LIPASAS.,

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

tipos principalesa®:

1) clase de lipido: !a selectividad por la clase de lipido ha sido observada en
plasma animal el cual aparentemente contiene lipasas diferentes que muestran
preferencia al hidrolizar triacilgliceroles, diacilglicerales y monoacilgliceroles
manifestandose ésto por la velacidad de liberacién del producto dependiendo de las
substituciones estéricas que los lipidos posean. Esta hidrélisis dependera de ia cepa
de la cual provenga la enzima, asi como también de la temperaturai®), Esto es porque
se ha observado qué algunas lipasas muestran su mayor actividad sobre

monoacilgliceroles y actividades mas bajas sobre di- y triacilgliceroles.

2) posicional: en este tipo podemos encontrar que !as lipasas pueden ser no
espacificas 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 especifica 6 sn-2 especifica. El tipo de especificidad sn-1,3 estd
dado por la liberacién preferencial de residuos dcido-grasos de las posiciones
terminales del esqueleto del acilgliceral por sobre el a4tomo de carbono central,
mientras que la especificidad sn-2 se refiere a la liberacion preferencial del &tomo de
carbono central. Diversos autores han observado estos tipos de espacificidad, 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 Rios Campanella
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arriba no esta dividida claramente en estas categorias, sino que cambia desde una alta
actividad sn-1,3 especifica hasla una muy débii o completamente hasta una actividad

no especifica.

3) acido graso: Se ha observado cierta capacidad de las lipasas para liberar acidos
grasos cuyas longitudes de cadena o grado de insaturacidn se encuentran dentro de
rangos bien definidos; para la misma longitud de cadena del residuo écido graso ia
velocidad de ataque parece incrementarse con el qumero de dobles ehlaces que
existen en el esqueleto hidrocarbonado®). Se han realizado numerosos estudios de
este tipo de especificidad sobre varios substratos, observando |a faciidad de hidrélisis
conforme aumenta o disminuye la cadena hidrocarbonadaf®), La distribucién de las
actividades de |as lipasas relativa a varios triaciigliceroles cambia con la temperatura,
si ia temperatura se incrementa, las velocidades de liberacion de acidos grasos de
cadena larga se incrementan mas rapidamente que aquellas correspondientes a écidos

grasos de cadena cortal®.

4) estersoespecificidad: a pesar de que los primeros estudios no reportan
evidencia de ninguna clase de esterecespecificidad para ia accidn catalitica de lipasas
sobre grasas y aceites, hay disponible una gran cantidad de bibliografia relacionada
con |a preparacion de ésteres y alcoholes quirales via lipasas mediante la resolucion

de substratos no triacilgliceroles(z®,

2.1.4.U508.

9 Accién hidrolitica.

9 Detergentes domésticos.

René Julio De Los Rios Campanella
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o Destruccion de residuos grasos y oleosos obtenidos durante el procesamiento

de alimentos.
9 Como alternativa a la hidrélisis quimica en la produccién de dcidos grasos?).

9 Combinaciones de lipasas fungales son utilizadas para producir dcidos grasos

especificos mediante una hidrélisis selectiva de grasas y aceites ).

9 Preparacién de ésteres quirales y alcoholes mediante la hidrdlisis
esterecespecifica de mezclas racémicas.

9 Conversion de mezclas de isémeros de mentol: ésteres 1-mentil a 1-mentol.

9 Transformacidn de triacilgliceroles de bajo valor nutritivo en grasas més valiosas

mediante |a transesterificacion®?).

9 Sintesis de ésteres, lactonas y ésteres terpénicos como compuestos

saborizantes y aromatizantes(2?),

9 En solventes orgénicos las lipasas pueden catalizar la sintesis de péptidos para
la produccién de componentes del sabor o sus precursores, sin la desventaja de

reacciones hidroliticas secundarias asociadas al uso de enzimas proteoliticas®?),

9 Trans/interesterificacion de acidos grasos en triacilgliceroles para modificar las

caracteristicas de ebullicién y por lo tanto mejorar sus propiedades reoldgicas(*),

René Julio De 1.0e Rios Campanella
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2.2 MICROENCAPSULACION

Dabido a que la microencapsulacién ofrece una inmensa diversidad de preparacion
de sistemas de atrapamiento, en este capitulo se da una introduccion a la

microencapsulacion.

El surgimiento de la microencapsulacién se dio en la década de los affos 30's. La
microencapsulacion se define como una tecnologia de empaquetamiento de materiales -
sdlidos, liquidos y gaseosos en cdpsulas selladas de tamafio mindsculo, que pueden
liberar su contenido, con velocidades controladas bajo condiciones especificasi'. Los
pequefios empaques son de forma ideaimente esférica, cuyo tamafio varia desde
nandmetros hasta algunos milimetros, sin embargo su forma puede variar de acuerdo a
los ingredientes empleados para formarlos. En el encapsulamiento ia porcion activa es
denominada “corazén”, fase interna o relleno, mientras que los materiales
encapsulantes son llamados coraza, cubierta o paredes, astos Ultimos determinan la

variacion tanto en grosor como en nimero de capas de las capsulas.

El empleo de la microencapsulacién por la industria alimentaria se da por un'gran
ndmero de razones. estabilizar la fase interna, controlar la liberacion de ésta (su inicio
y velocidad), asi como para separar componentes reactivos e incompatibles en una
formulacion. La microencapsulacién da una opcion 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 liberacién por tismpo dentro de la
formulacion del alimento, c)para enmascarar o preservar sabores y aromas y

d)transformar liquidos en ingrediantes sdlidos facilmente manipulables('®).
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La microencapsulacién engloba una diversidad de técnicas para la formacién de las
microcépsulas. En la Tabla 1 se listan algunos de estos méiodos generales y

materiales mas comunes para realizarlos,

TABLA 1. Técnicas de microencapsulacion

l METODO ! MATERIALES I
goma de acacia, mallodextrinas,

Secado por aspersion gelatina, almidones  modificados,
proteinas
derivados de celulosa, dexirinas,
Lecho fluidizado emulsificantes,  fipidos,  derivados
proteicos y de almidén
Extrusidn/encapsulacion carbohidratos: dextrosa, jarabes de
maiz, glicerina
A : derivados de aceites vegetales, grasas,
Aspersion por congelacién eslearina, mono y diacilglicardes
Extrusién centrifuga alginatos
Separacion suspensional rotativa
Coacervacion gelatina, goma de acacia-gelatina
Inclusion por complejacion ciclodextrinas

Fusnte: Dziezak (1089).

Las aplicaciones de la microencapsulacion son muy diversas, se ha utilizado en la
industria del papel (papel-carbén) usando el método de coacervacion; para hacer mas
facil el almacenamiento de la gasolina y reducir su riesgo de flamabilidad para usos
militares, para la encapsulaciébn de combustibles para cohetes; en la industria
farmacéutica para el empaquetamiento de tabletas, cépsulas, principios activos,
hormonas, anticuerpos, vitaminas, etc.; y en la industria alimentaria, principalmente en
la industria de sabores para encapsular aceites esencialesi® y en ia maduracién de

Quesosit LI,
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2.2.1, LIPOSOMAS

La utilizacidn de los liposomas en |a Industria Alimentaria, principalmente en el drea
de productos lacteos para la maduracion acelerada de quesos, se ha efectuado
exclusivamente para el atrapamiento de enzimas con actividad proteoliticat'®, no
habiendo aln 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 continuaciéon se presenta una descripcion del extenso campo de los

liposomas.

Los liposomas han sido descritos como arreglos de fosfolipidos y otros lipidos!* que
forman vesiculas microscopicas mulliaminadas o no, consistentes de bicapas
concéntricas entre las cuales se encuentran compartimientos acuosos®, que pueden
contener una gran cantidad de compuestos hidrosolubles: drogas, antibidticos, agentes
antitumorales, hormonas, virus, enzimas y ADN entre olros (Figura 2), las substancias
liposolubles pueden ser incorporadas dentro de sus bicapas lipidicas™). Estas
vesiculas formadas antificialmente con fosfolipidos, son estructuras cerradas que no
permiten el paso de substancias i6nicas o polares ni de moléculas grandes en ningun
sentido, pero si son permeables al agua®”),

FIGURA 2- 2a) Repressntacion esquemética de un
liposoma multilamelar; 2b) Corte longitudinal de s
membrana fosfolipidice.
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Los liposomas se pueden clasificar en dos tipos principales de acuerdo a la

morfologia que presentan al ser preparadosi¢as).

Vesiculas multilamelares (MLV’s): que consisten de varias bicapas fosfolipidicas en

forma de esferas concéntricas alternadas con compartimientos acuosost162431),

Vesiculas Unilamelares (ULV's): las cuales sdlo presentan una bicapa sencilla que

rodea completamente al fluido. Estas se pueden dividir en:
Vesiculas Unilamelares Pequeftas (SUV's)
Vesiculas Unilamelares Largas (LUV s )29,

Estas ultimas se forman a partir de MLV's por sonicacidn; el que sean SUV's 6

LUV’s depende del método de preparacion utilizadof2$),

También han sido observadas por otros autores diversas variedades con otras
formas y estructuras, tales como las oligolamelares®®, unilamelares gigantes,

multivesiculares, pausilamelares estables, helicoidales y cocleares).

De la misma manera que las membranas celulares, las membranas de los liposomas
no presentan una barrera al agua pero si tienen cierta impermeabilidad a la mayoria de
los solutos®®, Los liposomas pueden intercambiar los lipidos que los constituyen con
las membranas celulares o fusionarse con éstas, Al llevarse a cabo la fusion, las
membranas liposomales se integran a las membranas celulares y el conteﬁido acuoso
de los liposomas se mezcla con los fluidos de la célula. La capacidad de los liposomas
para adsorberse virtuaimente a cualquier tipo de célula y entonces liberar su contenido
lentamente, hace de ellos excelentes candidatos para constituir sistemas de liberacion
de compuestos por tiempo. Los liposomas multilamelares (MLV's) son particularmente

efectivos para este propdsito debido a que el fluido contenido entre cada capa sucesiva
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se libera solo después de que la membrana lipidica alrededor de dicho contenide es
degradadaf®4).

Los liposomas se forman cuando fosfolipidos polares insolubles en agua son
confrontados con agua y se lleva a cabo una secuencia de reamreglos por las

interacciones de los constituyentes

Las estructuras altamente ordenadas o liposomas que finalmente resuitan, persisten

aun en presencia de un exceso de agua, lo cual siendo asociado con una antropia
desfavorable conduce a otro arreglo de las moléculas lipidicas. Estos fosfolipidos
forman esferas cerradas debido a que las moléculas anfipdticas que tienen una cola
hidrofébica se asocian espontdneamente para excluir al agua, mientras que los grupos
hidrofilicos se ligan a ésta. El resultado es una bicapa en la cual las éadenas de los
acidos grasos se dirigen hacia el interior de la membrana y las estructuras polares
hacia el exterior. En una supéﬂicie de la membrana los grupos polares estan dirigidos
hacia el interior del liposoma y en la superficie opuasta apuntan hacia el ambiante
externo. Tan pronto como el liposoma se forma, cualquier molécula hidrosoluble que ha
sido aftadida 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 formacion de las vesiculas es incomorada en |a estructura de la bicapa lipidicat®),

Se sabe que después de que se efectua la formacion de los liposomas, éélos sufren
cambios que los conducen a adquirir un estadoc mas estable. Al inicid .‘ do esta
transformacion, los liposomas presentan una variedad de vesiculas regularmente
formadas las cuales poseen una geometria bien definida, dando al final delgados
filamentos flexibles o pequenas esferas. Dicha transformacion se da secuencialmente

de una manera bien definida a través de una de varias rutas.
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Las rutas de transformacion inician siempre a partir de una forma circular biconcava,
cuyo grosor comienza a decrecer lentamente debido a la evaporaci.én del agua de la
superficie lo cual ocasiona que la periferia del liposoma sufra ondulaciones en las que
se observa la fluctuacion de la membrana. Este fenémeno da como resultado que la
circunferencia adopte formas poligonales debido a la formacion de vértices y lac.os, con

lo cual se obtiene una derivacion hacia cuatro rutas:

1. Elipse
2. Triéngulo
3. Cuadrado

4. Pentagono

Cada forma poligonal continGa una transformacion posteriormente, que genera ya
sea: formas tubulares ramificadas y formas cabeza-cola. Durante la transformacién los
lados de cada poligono sufran un colapsamiento gradual de tal manera que los vértices
llegan a ser puntos y cuando se alcanza una forma critica es entonces cuando uno o
més vértices sufren repentinas protrusiones hacia formas tubulares, es en este
momento cuando la vesicula detiene su fluctuacién de forma (Figura 3). Lo anterior
sugiere que la fuerza que conduce dichas fransformaciones es la presion osmética por

diversas observaciones efectuadas('¥.
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FIGURA 3.- Rutas de transformacion de liposomas. Una forma cimuﬁt biconcava, de la cual se
muestran lss vistas frontal y lateral en (a), se transforma a formas més estables en (x), (y), (2) ¥
(x’) a través de loa posibles rutas mostradas por flechas. El tamafio de cada llustracion es
arbitrario. (Tomada de Hotani, 1984).

Los liposomas se pueden formar unicamente con fosfolipidos pero se utilizan
también otro tipo de lipidos y compuestos para dar mayor estabilidad y diversas
caracteristicas a estas vesiculas. Los fosfolipidos que mas cominmente se utilizan son
las lecitinas, ya sea naturales o sintéticas; el uso de unas u otras depende dei fin a que
los liposomas estén destinadosi®), por ejemplo: ias lecitinas sintéticas se usan
preferentemente en trabajos con pacientes humanos y se prefieren ias lecitinas
sintéticas con una sola cadena saturada de acido graso a aquéllas que cuentan con
dos, ya que esto parmite la dispersion de la Solucion enzimatica a temperatura
ambiente. También pueden ser utilizados para la formacion de liposomas ciertas
esfingomielinas y analogos fosfonilos y fosfinilos de las lecitinas asi como también
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y lisolecitinas. Para dar mayor astabilidad a estas

capsuias se combinan los fosfolipidos con otros lipidos: esteroles: colesteroltit. ) y
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ergosteroi®, cardioiipinas®), acidos fosfatidicos, etc. y con otros componentes que

pueden ser anfifilos(" o surfactantes(8).

La combinacion de estos componentes dependera de Ias caracteristicas deseadas
de las vesiculas. Se sabe que decrementar la longitud de la cadena acilica e
incrementar el grado de insaturacion son factores que mejoran la fluidez y promueven

la permeabilidadte).

El descubrimiento originai de Bangham es de gran valor para un amplio rango de
disciplinas bioldgicas. Después de aigunos aflos, los liposomas no sélo fueron
utilizados como modeio de membranas naturales, sino que también fueron aplicados en
laboratorios de todo el mundo para estudiar multiples fenémenos, incluyendo el
metabolismo de lipidos y lipoproteinas, ya sea como agentes fusogénicos,
transportadores de drogas, agentes de diagndstico, adyuvantes inmunolégicos , todo
esto aplicado hacia el tratamiento y deteccion del cancer, enfermedades infecciosas,
artritis reumatoide y para la preparacion de vacunas(®). Los liposomas han tenido un

amplio uso en la medicina, en dermatologia y en la industria cosmética®1).

Se ha sugerido su uso en ia Industria Alimentaria para la microencapsuiacion e

inmovilizacion de enzimas!t123.14, principalmente en ia industria lactea.

Una aplicacion de esto es la produccién controlada y mas rapida, de compuestos
saborizantes en quesol'), los cuales también pueden ser utilizados en productos de
panaderia y cereales, en duices y confiteria, otros productos lacteos, etc.®, como

quesos, cremas, yoghurts y mantequilias®).

La apiicacion de la tecnoiogia de liposomas para la elaboracion de productos,

ingredientes y aditivos en ia Industria Alimentaria es Utii por las siguientes razones:
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2 Los liposomas pueden ser preparados en tamafos similares a las células
bacterianas y se espera que éstos se distribuyan en la cuajada de manera similar a

estas células.

9 Las vesiculas fosfolipidicas protegeran tamﬁién. 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 adicion

directa de una proteasa exégena a la lechel!t29),

9 Por lo anterior, los liposomas pueden ser considerados como células bacterianas
llenas de mezclas selectas de enzimas que son liberadas gradualménte de manera

méds répidal®,

2 La tecnologia de liposomas ofrece la posibilidad de preparar un amplio espectro
de vesiculas que varian en tamafio, carga neta, sensitividad al pH y/o a |la temperatura,

por lo cual diversas preparaciones pueden aplicarse a diferentes tipos de queso!*.

2.3. MODIFICACION ENZIMATICA.

Los sabores encontrados en varios productos lacteos, tales como queso, cfeina,
mantequilla y yobhurt, se céracterizan por los 4cidos grasos libres y por los bprc')'ductos
de proleélisis Iifhitadaﬂ). Para la produccion de estos saborizantes se involucféba la
fermentacion de leche por varios microorganismo‘s.' Debido a que los componenlés del
substrato eran modificados simultaneamente, el proceso tradicional no permitia
enfatizar sobre una nota u otra; ademas, la reaccion avanzaba lentamente y era dificil
detenerla y sucedian muchos tipos de modificaciones bioquimicas. La adicion de

enzimas exogenas a quesos, grasa de mantequilla o leche condensada dio lugar a la
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aparicién de diversos productos modificados enzimaticamente. Estos productos con
sabor intenso pueden emplearse como el Unico 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
reaccion, ya que en la modificacién enzimatica éste @s mucho mas breve. Por ejemplo,
para producir sabores afejados el tiempo de reaccién varia de 12 a 72 h en contraste
con los requerimientos tradicionales de 3 meses a 2 afios, ademas de que la reaccién

puede ser detenida rapidamente.

La caracteristica mas importante de un proceso de modificacién enzimatica, es el
control que se tiene en el desarrollo de fos cambios especificos sobre un substrato, En
el proceso de maduracion de queso, son modificadas de 1 a 2 notas de sabor mas que
el perfil completo, ya que este proceso involucra el uso de 1 0 2 enzimas a lo mucho lo
cual causa una modificacién limitada. En algunos casos los perfiles tradicicnales de
sabor no son mimetizados exactamente dando como resultade un perfil
"desbalanceado" en e! 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 nimero de compuestos y produzca efectos
sensoriales que no pueden ser obtenidos con el uso exclusive de la enzima. Lo anterior
conduce a diferencias cualitativas, las cuales pusden ser minimizadas mezclando una
pequeia cantidad del queso afejado tradicionalmente con el sistema modificado
enzimaticamente.En la practica industrial se ha definido el término QME (Queso
Modificado Enzimaticamente) como aquel queso concentrado en sabor que se obtiene
a partir de la interaccion de quesos frescos y preparaciones enzimaticas®). Dicho
proceso genera compuestos saborizantes, cuyo desarrollo en el queso normalmente

requiere meses para conferir un sabor que es caracteristico de quesos ariejados®¥.
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Estos QME estan diseiados especificamente para proveer una fuente concentrada de

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

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

técnica de formacion de liposomas.

3.1.1.0BJETIVOS PARTICULARES.
Encontrar la combinacion de ingredientes necesarios en una formulacion para
obtener liposomas que repercuta:
a)en mayor aclividad lipolitica en funcion de la concentracion de enzima y,

b)en mayor estabilidad.
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La estrategia planteada para lograr estos objetivos fue la siguiente:

1. Se utilizo la lipasa de Candida cylindracea como modelo debido a que ésta es
ampliamente conocida, estd caracterizada y se dispone de preparaciones

comerciales.

2..Antes da proceder a trabajar con esta enzima se determiné la actividad optima
de ésta, utilizando el método propuesto por Espinosa(®), el cual se basa en
medir ia variacién de pH que la actividad de |la enzima ocasiona en el medio de
reaccion al actuar sobre un substrato conocido. Se utilizd este método debido a

su rapidez y sencillez.

3. Para la preparacion de liposomas se siguid el procedimiento descrito por
Gregoriadis'®. 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 lLa deterrhinacién de la proteina atrapada en los liposomas se efectuéd utilizéndo
una modificacién de la técnica de Lowry propuesta por Peterson®. Las
muestras para esta determinacion se prepararon como lo describe el método de
McWilliam y Stewart@.

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

evaluacién fue de dos horas tomando alicuotas cada 24 min.
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6. Para la cuantificacién de la actividad lipolitica de los liposomas se utilizé el
método de cromatografia de gases prapuesto por Deeth y Fitzgerald™. No se
uti!izd el método de Espinosal®d) debido a la gran cantidad de tiempo necesario

para evaluar cada unidad experimental.

7. La seleccion del mejor sistema obtenido se realizé por analisis estadistico del
modelo factorial 6 X 3 para cada alicuota tomada durante las evaluaciones de la

actividad de los liposomas.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA LIPASA DE
CANDIDA CYLINDRACEA

La determinacion de Ia actividad de |a lipasa de Candida cylindracea, se realizé con
el método descrito por Espinosal®™. EI pH se midid con un potencidmetro ORION
Modelo 520A, colocando su electrodo en un tubo de vidrio dentro de un bafio de agua

con temperatura controlada y utilizando un agitador magnético.

Se prepard una mezcla de solucién 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-oieato) (CANAMEX S.A. DE C.V., México). También se
preparé un buffer de fosfatos 0.02 M, pH=9.40.

Se colocaron dentro del tubo 7 mL de solucién amortiguadora, 2 mL de tributirina
homogeneizada y 1 mL de solucién enzimatica {15 mg/mL). Se registrd 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 aclividad de la enzima se obtuvo de una grafica de Aumo! &cido butirico
liberado/ At vs pH.

PRODUCCION DE LIPOSOMAS.

La preparacion de liposomas se hizo utiizando el método descrito por
Gregoriadis!'®). Se prepararon seis distintas formulaciones tomando como base 20
nmoles de fecitina (7 proporciones) y variando las concentraciones de colesterol: 5.7 y

11.4 ymol (2 y 4 proporciones) asi como también las de dicetilfosfato: 0, 285y 5.7
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mol (0, 1y 2 proporcionas) 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 utilizé una enzima comercial de Candida cylindracea
para ser atrapada ya que es de facil adquisicion y sus condiciones de trabajo son

conocidas.

Se prepararon tres soluciones de enzima lipolitica de Candida cylindracea 1,5y 10

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

200 pmoles de lecitina (L-a-Fosfatidilcolina) (SIGMA Chemical Co., San Luis),‘57 y
114 umoles de colesterol (5-colasten-3p- ol) (SIGMA Chemical Co., San Luis) y 0, 28.5
y 57 umoles 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 removi6 en un rotavapor durante 15 min bajo presién reducida y 37+1 °C
hasta que se observé una capa fina y uniforme adherida a las paredes del matraz. El
matraz fue removido del evaporador y se purgd con nitrogeno; se agregaron 10 mL de
solucién enzimatica y se utilizaron perlas de vidrio para facilitar la incorporacion de los
lipidos a la solucién. La suspension lechosa formada se almacend a 4 °C durante 1 h

en una atmésfera de nitrégeno.

Después de transcurrido este tiempo se efectud ia separacion de los liposomas de la
enzima libre utilizando una ultracentrifuga BECKMAN L7-65; para elio' se agregaron 30
mL de buffer de fosfatos 75 mM, pH = 7.10 y se centrifugd a 50 000 rpm en un rotor 60
Ti durante 30 min a una temperatura de 4 °C. Lo anterior se hizo una vez mas,
utilizando esta vez 40 mL. de buffer. E| paquete de liposomas obtenido se resuspendio
con 10 mb. del mismo buffer + 0.85% de cloruro de sodio. La preparacion de liposomas
se efectud por duplicado.

La secuencia de la metodologia se puede observar en la Figura 4.
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20 umol Lecitina

5.7 uymol colesterol 11.4 ymoi colesterol

0,2.85y5.7 ymol 0,2.85y 5.7 ymol
dicetilfosfato dicetitfosfato
Disolver con 3 mL cloroformo

Evaporar cloroforme en rolavapor
37 °C/ 15 min/ presion reducida

pelicula lipidica seca

e —— e

" \
Disolver lipasa de C. cylindracea en - .
Quﬂor Ge fosfalos 7.5 M pH < D Adicion de nitrogeno
. e

= ——

Dispersar pelicula
con agitscion suave
i¢——e——— Reposc 1 K/ 4°C
y
[ Afiadir 8 mL buffer fosfatos 75 mM ]

pH= 7.1. Ultracentrifugar 50 000 rpm
4°C/ 30 min

!

Resuspender con 1 mL
( buffer fosfatos 75 mM }

pH = 7.1 + 0.85% NaCl '
L7200 chm L7202 L7¢AD0 trcapt)  (L7cap2

Figura 4.- Diagrama de flujo de ls preparacion de liposomas multilamelares..
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DETERMINACION DE PROTEINA.

La medicién de proteina en los liposomas asi como en los sobrenadantes obtenidos

del lavado de los liposomas se basé en el método propuesio por Petersonf.

Se prepararon 4 soluciones : 1) CTC: [sulfato cliprico monohidratado al 0.1% (p/v),
tartrato doble de sodio y potasio 0.2% (p/v) y carbonato de sodio 10% (p/v)]; 2) SDS

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

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

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

Se prepard una solucion estédndar de lipasa de Candida cylindracea tipo X-E (SIGMA
Chemical Co., San Luis) [ 50 pg/mL ], con la cual se hizo una curva patrén con
concentraciones entre 0 y 50 ug de enzima a intervalos de 5 pug. Se utilizé6 como blanco

el tubo correspondiente a O pug.

Preparacion de muestras: esta técnica se tomo del método descrito por MC-William
y Stewart®. Una muestra de cada formulacion de liposomas se disolvié en metanol
absoluto (en una proporcién de 1 parte de liposomas y 9 partes de solvente) y se dejé
reposar a - 2041 °C durante 24 h. La proteina precipitada se centrifugé en una
microcentrifuga Eppendorf 5415C a 14 000 rpm, durante 30 min. El sobrenadante se
elimind y el metanol residual fue removido utilizando vacio. La proteina seca se disoivio
y aford a un volumen de 1 mL de agua destilada. El contenido proteico de los

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

Alicuotas de las muestras ya preparadas conteniendo entre 0 y 50 ug fueron
aforadas a 1 mL con agua destilada, después de lo cual se les adicioné 1 mL de
redactivo A, se agitaron y dejaron reposar 10 min. Se les adicioné 0.5 mL de reactivo de

Folin-Ciocalteau preparado, agitando inmediatamente en un vortex; se dejaron reposar
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30 min y después se leyeron en un espectrofotémetro Spectronic 210 a una longitud de
onda de 530 nm. Los valores de proteina se obtuvieron interpolando en la curva de
calibracion realizada previamente. Los resultados se reportaron como % de proteina
atrapada dentro de los liposomas. En todos los casos las determinaciones se hicieron

por duplicado.

ACTIVIDAD LIPOLITICA DE LOS LIPOSOMAS.

La reaccion de actividad lipolitica se efectud con el mismo substrato utilizado para la
medicidn de la actividad con la enzima libre. Se hicieron tres evaluaciones de ia
actividad lipolitica para cada formulacion con intervalos .de 72 h. cada una,
denominadas 1%, 2* y 3¢ evaluacion de actividad toméndose alicuotas del medio de
reaccion de 1 mL a intgwalos de 24 min hasta completar 2 h. Se utilizé una solucion

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

En matraces Erlenmeyer de 50 mlL con tapdn de rosca se colocaron 2 mbL de
tributirina homogeneizada y 7 mL de buffer, después se adiciont 1 mlL de cada una de
las formulacicnes de lipasomas preparados; los matraces fueron colocados dentro de

un bafto de agua con temperatura (37 °C) y agitacion (150 rpm) controladas.

Alicuotas de 1 mlL del sistema de reaccion se colocaron en tubas eppendorf e

inmediatamente se sometieron a calentamiento (10041 °C) en un bafa seco durante 12

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

Para la segunda y tercera evaluacion de la actividad lipolitica, Ia alicuotas de 1 mlL

de liposomas fueron ultracentrifugadas en las condiciones descritas anteriormente,
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antes de ser afadidas al sistema de reaccion; los sobrenadantes resuitantes de 1a

ultracentrifugacion se utilizaron en la cuantificacién de proteina.

MEDICION DE ACTIVIDAD LIPOLITICA POR
CROMATOGRAFIA DE GASES.

Para cuantificar la cantidad de écido butirico liberado se utiliz6 el método de
cromatografia de gases propuesto par Deeth; Fitz-Gerald y Snow”, para lo cual se
prepararon soluciones de écido butirico a concentraciones de 0.1, 0.05, 0.02, 0.015,
0.01 y 0.005 M, en éter di-isopropilico mas 4% de écido férmico.

Para elaborar |a curva de calibracion se inyectaron alicuotas de 3 ul, de cada una
de las soluciones anteriores, en un cromatografo VARIAN 3600 (VARIAN Walnut
Creek, USA), equipado con un deltector de ionizacion de flama (FID). Las condiciones
fueron: Columna SP-216-PS en 100/200 Supelcoport con una temperatura de 100 °C y
una atenuacion de 1. La temperatura del detector fue de 200 °C y 1a del inyector de 230
°C. Se determind la ecuacion de regresion fineal de las respuestas en area en funcién
de la concentracitn de écido butirico. '

PREPARACION DE MUESTRAS

Se prepararon ires soluciones: a) Hexano-éter dietilico 1:1 (v/v) y b) acido sulfurico 5
N y c) éter di-isopropilico mas 4% de écido férmico. Se inactivd alumina neutra
(Hidroxido de aluminio) con 4% de agua destilada al menos 2 h antes de ser utilizada.

René Jullo De Los Rios Campanclla
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A cada mL de muestra obtenida de la Actividad Lipolitica de Liposomas le fueron
afadidos 5 mL de solucién hexano-éter 1:1y 50 uL. de acido sulfurico 5 N. La muestra

se deshidratd adicionando sulfato de sodio anhidro hasta saturacion.

CUANTIFICACION DEL ACIDO BUTIRICO,

El volumen total de la solucion hexano-éter obtenida arriba se afladi6
cuidadosamente a una pequefia columna de cromatografia que contenia 1 g de
alumina neutra desactivada. La solucién se paso a través de la columna con un flujo de
0.5 mUmin. El eluato fue descartado. La alumina con el acido bultirico adsarbido se
secd con vacio aplicado a la salida de la columna y posteriormente se transfirié a un
frasco vial de 5 mL con contratapa y tapon de rosca. 1 mL de éter di-isoproplilico
conteniendo 4% de dcido férmico se afadié a cada vial y se mezcld cuidadosamente

con la alumina.

Sa inyectd, por duplicado en el cromatdgrafo de gases, una alicuota de 3 ul. de cada
muestra preparada. Los resultados se expresan en umol de Aacido butirico

liberado/mL/min y fueron analizados por medio de analisis de varianza.

René Julio De Loa Rios Canpanells
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA LIPASA DE
CANDIDA CYLINDRACEA

La lipasa de Candida cylindracea ha sido ampliamente utilizada en diversas éreas,
por lo que resulta un buen modelo de estudio. En la primera etapa del presente trabajo
se realizé la cuantificacion de proteina y actividad lipolitica de la preparacién comercial
empleada para ajustarse a la metodologia disponible en el laboratorio, consistente en
determinar actividad lipolitica por caida de pHI". La ventaja de utilizar la técnica
empleada es la rapidez de andlisis y el bajo costo que ésta representa. E| método
utilizado para esta determinacion cuantifica la variacion de pH, la cual es generada por
los productos (AGL). En este caso el producto fue acido butirico ya que el sistema de

reaccién es sobre tributirina.

El pH 4ptimo se delermind como aquél en el que se lleva a cabo la mayor libaracion
de #cido butirico en un tiempo determinado, punto que esta dado por un méximo en la
Gréfica 1. El primer aspecto a considerar para impiementar esta metodologia es
trabajar en el pH 6ptimo de la enzima. Esto presenta la dificultad de que este parémetro
varia durante el curso de la reaccion. Por lo tanto se iniciaron las mediciones a pH 9.46
a intervalos de 15 segundos hasta completar 360 s. Este tiempo se fijd como méximo
puesto que en otro experimento (datos no mostrados) se obsefvb el agotamiento del
substrato en este lapso. La gréfica obtenida se realiz6 con los puntos resultantes del
cociente de la variacion de pmol de 4cido butirico liberado y la variacion del tiempo
contra el pH (Aumol ac. butirico liberado/At vs pH)(Gréfica 1).
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Grifica 1. Caracterizacion de la actividad lipoiitica de la enzima de Cendéda cylindracea
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El pH al cual se obtuvo la mayor actividad lipolitica de la enzima de Candida
cylindracea fue de 7.10 (Gréfica 1), lo cual concuerda con las especificaciones dadas
por el proveedor (SIGMA Chemical Co., San Luis, USA). Este pH determinado se utilizd
para establecer las condiciones de trabajo a pH constante sobre el subsirato elegido,
para que una vez que la enzima estuviera atrapada se observara la mayor liberacién de
écido butirico durante el mayor tiempo posible, y no hubiera una inhibicién parcial de la

enzima debido a la disminucién del pH del sistema de reaccidn.
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PRODUCCION DE LIPOSOMAS.

Las posibilidades de variacion para la formacion de liposomas incluian alterar el tipo
y 1as proporciones de los componentes. Se optd por mantener constante el tipo de los
mismos y irabajar con tres ingredientes, con base a la siguiente argumentacion:

1. Seleccion del fosfolipido principal: Se wlilizd la lecitina principaimente por su
naturaieza debido a la resistencia que ésta da a las membranas, ya que, a diferencia
de a fosfatidiletanolamina, al tener una carga positiva y una carga‘nogativa en la
porcion polar se originan fuerzas de atraccion entre las cabezas de los fosfolipidos con
cargas opuestas®™; ademas de que e un fosfolipido que tiene la mayor disponibilidad
comercial @ incluso puede ser obtenido facilmente de fuentes naturales.

2. El colesterol fue utilizado ya que diversas fuentes®3" rapartan que aste esterc!
proporciona estabilidad a las membranas; y el dicetifosfato se selecciond por su
carécier negativo el cual es el apropiado debido a la carga de la enzimai'®),

Se decidid obtener Unicamente liposomas macrovesiculares ya que éstos por su
gran tamafho (5-50 um), pueden ser observados féciimente utilizando un microscopio
dptico, a través del cual se obtuvieron algunas fotografias (Figura 5).
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SISTEMAS DE ATRAPAMIENTO PARA ENZIMAS LIPOLITICAS

POTOGRAFIA (1): Fommla; 720
i Aumento: 100X

4): Formula: 740
Aumento: 100X

Fommula: 741

POTOGRAFIA (5):
: Atinento: 100X Aunento: 40X i

muR,\'s."#a‘o'éia’ﬁ.-is’“de":i‘,;&io?ﬁé’s"i;iitaﬁai{é.fianad&h"'é&‘i"Ihis‘ tamara’ de 35 mm Contax 167
MT (Canl Zetss, Germany) montada sobre un nicroscopio optico (Carl Zeiss. Germany),
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Las fotografias de la Figura 5 permiten observar la morfologia de las estructuras
formadas. No se encuentra una forma definida atribuible a los cambios en ingredientes
en los lippsomas obtenidos. En algunas folografias se puede apreciar la
compartamentalizacion que caracteriza a los liposomas multilamelares. Las estructuras
que se aprecian en las fotografias no muestran esferas perfectas, pero si dejan ver
cierta concentricidad entre compartimentos. En la fotografia (5) se observa un liposoma
de forma "Y", |a cual es un estadio de la ruta de transformacion triangular, junto con
liposomas que ya han alcanzado su transformacién completa, ya sea a través de esta
misma ruta o por desviacion hacia la ruta de pentdgono a partir de esta forma "Y". La

fotografia (4) muestra a una forma que antecede a la forma "Y" en |a ruta triangulart'®,

DETERMINACION DE PROTEINA ATRAPADA.

Cuando se monta un sistema de atrapamiento o inmovilizacién de enzima es
importante establecer |a eficiencia del proceso. Uno de los criterios empleados es el
porcentaje de proteina total atrapada. En el caso de liposomas la presencia de lipidos
provoca interferencia al emplear las técnicas de cuantificacion tradicionales, como
Lowry y Bradford. Por elio la técnica utifizada para la medicién de proteina, es un
método propuesto por Peterson®), el cual es una modificacion del método descrito por
Lowry. Se utilizé esta técnica ya que es un método rapido y muy sensible que puede
medir fécilimente ias cantidades de enzima con las que se trabaj6. La curva patrén
(Apéndice A) utilizada para obtener los valores de proteina en las muestras se elabord
con lamisma enzima de Candida cylindracea para no tener erroies en la cuantificacion,

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

René Julio De Los Rios Campanella
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antes de ser sometidas a la técnica propuesta por Peterson, se trataron de la manera

.descrita por MSWilliam y Stewarti3) con el fin de eliminar la interferencia causada por

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

en la extraccion de los lipidos con metanol absoluto.

La curva patrén (Apéndice A) elaborada para Ia interpolacion de los valores de
absorbancia de las muestras mostré un comportamiento lineal, con un coeficiente de
correlacion de 0,.99364,

Utilizando esta curva se procedié 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 lipasa de Candide cylindracea retenida dentro de liposomas
multilamelares recién fonmados para cada concantracion de enzima utilizada.

[ENZIMA] (mg/mL )

FORMULACION _ 1. | 8 | 10

LECITINA | COLESTEROL | DICETILFOSFATO PADA

(smomL) | (wmolimL) (smolm) ENZIMA ‘:{m

T20] 20 5.7 0 3051 | 2371 | 1211
™) 2 5.7 2.85 2390 | 2145 | 1833
722] 20 57 5.7 2301 | 2000 [ 2320
40 20 114 0 3349 | 3126 | 17.44
M) 20 114 285 2355 | 2381 | 17.14
742] 20 114 57 4124 | 2699 [ 2557

En esta tabla se aprecia que el porcentaje de atrapamiento por todas las
formulaciones de liposomas fue mayor para la solucién enzimética de concentracién 1
mg/mL. decreciendo, dicho porcentaje, conforme se aumenté la concentracion de la

solucion enzimética utilizada. La Tabla 2 muestra que la formulacién correspondiente a
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20 umol de lecitina, 11.4 umol de colesterol y 5.7 umol de dicetilfosfato, es decir, la
formulacion con el maximo contenido de componentes por mL, es la que retiene mayor
cantidad de enzima en todos los casos. Se aprecia que cuando se duplica la proporcion
de colesterol en las formulacionas se mejora el atrapamiento de enzima en el intarior
de los liposomas para las tres soluciones enziméticas, dicho comportamiento no se
cumple entre la formulacion 721 y la formulacién 741 ya que existe una ligera
disminucidn del porcentaje de enzima atrapada cuando se duplica la concentracién de
colesteral. El adicionar dicetilfosfato no muaestra un comportamiento definido en el

atrapamiento de la enzima cuando los liposomas astan recién formados.

La determinacion de enzima atrapada en los liposomas a las 72 h de su formacion
no mostré variacién alguna comparada con la determinacion 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 formacion.

Tabla 3. Porcentaje de lipasa de Candide cylindrecea retenida en el intarior de liposomas
multilamelares 144 h después de su formacion, pars cada concentracion de enzima
utilizada,

[ENZIMA] (mg/mL
FORMULACION 1 | 8 i 10

LECITINA | COLESTEROL |DICETILFOSFATO ENZIM RAPADA

(vmalimL) (#mol/mL) (pmolmL.) A AJ
720 20 5.7 0 19.86 | 21.60 | 12.11
121 20 57 2.85 2390 | 2145 | 1686
722 20 57 5.7 23.01 | 2000 | 14.90
740 20 114 0 1769 | 2188 | 11.83
741 20 11.4 2.85 19.03 | 2381 | 1543
742 20 11.4 5.7 23.03 | 2567 | 24.49

En la determinacion de enzima atrapada para este tiempo (144 h) sigue siendo la
formulacién 742 la que muestra la mayor efectividad para atrapar a la enzima de

Canaida cylindracea. La Tabla 3 nos permite ver que las formulaciones que contienen
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dos proporciones de colesterol (11.4 pmol), el dicetilfosfato proporciona a los
liposomas mayor capacidad de atrapamiento de esta enzima, esto es por comparacién
con |a formulacion que carece de este anfifito (740), ya que se observan los mayores
valores para las formulaciones 741 y 742. Este efecto se da debido a que el
dicetilfosfato @s un lipido cargado negativamente, que al incluirse en las membranas
formadas crea un efecto electrostatico de repuision entre las superficies de las
membranas cargadas favoreciendo la permanencia de ia fase acuosa que se encuentra

entre ellas.

El grupo de formulaciones gue unicamente contienen una proporcion de colesterol
(5.7 pmol), no presenta este comportamiento. Incluso en ia formuiacion que contiene
dos proporciones de dicetilfosfato (722) se presentan valores de retencion inferiores a
jos de la formulacién que tiene una proporcién 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 repuision que se espera se de eqtre dichas membranas, aungue no por

ello es menor que el de |a formulacion que cérece del anfifilo (720).

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

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

René Julio De Los Rios Campanella
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Tabla 4. Porcentaje de lipasa de Candide cylindracea perdida del interior de los
liposomas multilamelares a las 144 h después de formados, para cada concentracion de

enzima utikzada.
[ENZIMA) (mg/mL)
FORMULACION 1. | 8 [ 10
LECITINA | COLESTEROL | DICETILFOSFATO ENZIMA ATRAPADA
(wmolimL.) (umolmL) (HmolimL) %
720 20 57 0 3492 | 888 0.00
721 20 57 2.85 0.00 0.00 8.03
722 20 57 5.7 0.00 000 | 35.76
740 20 11.4 0 4749 | 3002 | 3217
741 20 11.4 285 - 3618 | 000 995
742 20 11.4 57 4415 | 489 | 421

De esta tabla puede apreciarse que es para la solucion enzimatica con 5 mg/mL
donde se observa la mayor &stabilidad para los liposomas, esto ocurrié principaimente
en los liposomas que contenian dicatifosfato en su formulacion. Lo anterior hace notar
que para dar estabilidad a los liposomas, es importante que éstos contengan una cierta
cantided de enzima de Candida cylindracea y dicetifosfato para mantener las
rapulsiones y atracciones electrostaticas en un equilibrio estable de manera que se
conserve por mas tiempo la estructura de los liposomas. Cuando se trabajé con una
menor cantidad de la enzima (1 mg/mL), solamente los liposomas con dos proporciones
de colesterol (11.4 umol) y ya sea 1 o 2 proporciones de dicetifosfato (2.85 y 5.7 umol)
mantuvieron una alta estabilidad (no hubo pérdida de enzima), observéndose que al
aumentar la concentracion de colesterol para esta solucion enzimatica se da una gran
pérdida de enzima del interior de los liposomas, lo que hace pensar en una alteracion
del equilibrio de cargas presentes -las cargas proporcionadas por |a enzima no son
suficientes para eslabilizar las cargas debidas al dicelifosfato- que hace menos
estable la estructura liposomal. Al trabajar con una cantidad mucho mayor de enzima
(10 mg/mL.) dicho equilibrio electrostatico 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 proteina en la

membrana le da menos resistencia.

' ACTIVIDAD LIPOLITICA DE LOS LIPOSOMAS

El factor mas importante a analizar es la actividad lipolitica que presentan las
estructuras de liposomas formados. Se presumia que ésta podia ser afectada por los
componentes de la formula, la concentracion de enzima empleada, el tiempo de

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

EI esiudib de las posibles interacciones se realizo mediante un disefo factorial 6 X 3
para cada tiempo (24 min) a lo largo de cada evaluacion de actividad considerando Ibs
siguientes factores: Enzima y Férmula. Este ultimo engloba tanto Colesterol como el
Dicetitfosfato con lo cual quedan establecidas las seis formulaciones con las que se
tfabajé: ‘L7C2DO, L7C2D1, L702Dé. L7C4D0, L7C4D1 y L7C4D2(Tabla 5).

Tabla 8. Diseito factorisl 6 X 3 para
svaluaciones de actividad lipolitica
[ENZIMA] (mg/mL)
1 5 10

L7C200 L7C200 L7C200
L7C201 L7¢201 L7C2D1
L7C2D2 L7C202 L7C202
L7C400 L7C4D0 L7C4D0
L7C4D1 1.7C4D1 L7CAD1
L7C4D2 L.7C4D2 1.7C4D2

>rcTxOo .

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

lipotitica a lo largo de! tiempo de reaccién para todas las formulaciones de liposomas

M,lul!o De Los Rios Campanella
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obtenidos asi como para cada concentracidn de enzima utilizada. Estos resultados son
Unicamente de la tercera evaluacion ( 144 h) debido a que
TABLA 6. Determinacién de actividad lipoiitica por formulacion para cada

tiompo de reaccion y concentracién de enzima utilizada, en la tercera
evaluacion (144 h).

Tiempo | Enzima FORMULACION
min mL)] 720 | 721 722 | 740 | 741 742
1 506 7.59| 7.59| 4.53| 7.97| 11.56
24 5 3.28] 9.00) 1155 6.45} 5.22} 13.50
10 11.56] 9.41{ 7.64] 11.61] 14.28] 9.81
1 7.00f 914! 974! 6.72| 14.54{ 1540
48 5 488] 11.01] 15.09] 10.28] 12.00] 19.04

10 16,001 6.03] 11.99] 14.93| 961] 12.40
1 8.06 11.86| 1287 8.10; 1661 17.53

72 5 558] 1464] 17.00) 11.52] 15.32| 26.41
10 2047| 10.24| 1517] 15.83] 17.65] 21.97
1 7.29{ 11.63! 11.01| 9.16{ 22.52| 23.08
96 5 1166 13.30} 24.78] 10.75| 19.13] 30.77
10 19.24| B8.52| 17.17] 16.24| 18.88] 17.58
1 906! 17.17] 1265 10.18] 26.08| 22.34
120 5 9.51) 11.04| 26.61] 10.80) 16.03]| 29.57

10 1766] 12.02] 15.31] 18.03] 27.07| 17.66
Loe valores de activided estin reportados an umot de dcido butirico Sbarsdos.

se analizaron los datos correspondientes a las actividades de O h, 72 h (datos no
mostrados) y 144 h encontrédndose solamente interaccién altamente significativa para Ia
evaluacion a 144 h. Se utilizé el andlisis de varianza como herramienta de andlisis, los

resultados se encuentran resumidos en la Tabla 7.

TABLA 7. Resumen de los Andlisis de Varianza efectuados para la evaluacién
8 las 144 h para los diferentes tiempos de reaccién. incluye los factores
Enzima, Formulacion y la interaccion entre éstos.

5
2 5 218.57* | 0.1313
144 72 2 5 163.98** | 0.1948
2 5 332.81" | 0.1505
478.65" | 0.1628
**. DMerencis altaments significativa. g..: grados de Nbertad para cada factor,

S
8
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Aunado a lo anterior, es importante ver las comparaciones miltiples para este
andlisis y de esta manera poder definir en cual combinacion se da esta diferencia en
mayor grado. Esto permite conocer si existe diferencia significativa entre las olras
formulaciones utilizadas. Para verificar la posible similitud entre las combinaciones de
efectos, se hicieron comparaciones miitiples por el método de Duncan al 5%. Se revisé
para cada conceniracién de enzima, variando las formulaciones bajo cada condicion
experimental, es decir para cada tiempo en el cual se tomd muestra. Las
comparaciones sefialan la posible similitud estadistica entre las medias
correspondientes de los efectos combinados. En esta prueba se verificaron, para cada
nivel fijo del factor enzima, las siguientes hipétesis:

1) Ho: E! efecio de actividad lipolitica observado para las distinias formulaciones a un

nivel fijo de enzima, es el mismo.
Vs,

Hy: Al menos una de las formulaciones presenta un mayor efecto de actividad
lipolitica.

Para estas comparaciones se ulilizaron los valores criticos de intervalo minimo
significativo (R) con un a = 0.05

R2=r21s- Sy=297 Sy
Ry=ryg: 8= 3428,
Re=Tat0 Sy=3.218,
Rs=rsp Sy=3.27 Sy

Re=regse- Sy=3.32 Sy

Remé Julio e Los Rics Campanelia
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Donde la Si = —Q—:!E correspondiente a cada uno de los andlisis de varianza que se

realizé, representa el emor estandar que se supone tiene cada promedio. Los

resultados de estas comparaciones se muestran en la Tabla 8.

TABLA 8. Prueba de intervaios Multipies de Duncan para las formulaciones de liposomas a

nivel fijo de enzima.
Tiempo | Enzima FORMULACION R2|R3[R4 | RS | RS
min mL)| 720 | 721 [ 722 | 740 | 741 | 742
1 5.088[ 75| 7.5 4SH[ 79| 91
24 5 3208|0000 | 11560 ea| 6.220( 19.m¥]0,780.62[0.85]0.80 [0.88
10 15| o41D| 764| 1161C] W3¥| 08IP
1 708 018 o8| €TB| T4SE[ W
48 5 4808 11.015[ 15004 T020P] 12005| W.84% 0,78 0.79 | 0.82]0.83 [0.85

10 | W[ 808 [ T19¢| 14008[ 981P| 12405
1 0B | 1100|1267 5108|1861 AN

72 5 SSO8| 14045 17.000[ 11521 15.32C( 2418 | 0.02|0.97 [ 1.00[1.02]1.03
10 | 20473| 10248| 15.175] 15695| 17.66¢| 21970
i T2A| NEX| 1101c| 6109|2524 A0 ~

9 5 1188 | 1330¢| 24788 | 107581 19.138| W.777]0.81 | 0.85]0.68 | 0.89 | 0.91
10 | W3#| 858] 1717 —WLTEF 17,58

1 S0 | 1717] 126 | 01| WAW| 299
120 5 9518| 1104 28619] 1080P| 180 | 20.879| 0,84 [0.80 | 0.91 |0.03 | 0.04
10 | 176] 12028] 18318 180 | 37079 17.06°
R o8 ol valor critico de Duncan pars comparacionss mallipies. a.b.c.d.8,/*Valores premedio con superingices distintos

indican derencia aignificetivs (p< 0.08). Los valores de activided ee encusniran sxpresados en wnol de dcido bulirico
ibarado.

Al hacer un anélisis global de todas estas comparaciones, se encontré lo siguiente:

Para la concentracion de enzima de 1 mg/mL, los valores de actividad mas altos
corresponden a las formulaciones de liposomas que contienen 11.4 pmolimL de
colesterol y también dicatilfosfato, siendo el valor mas alto aquél que corresponde a la
formulacién que contiene 5.4 umol/mL de dicetilfosfato, excepto para el tiempo de 120
min en el cual el valor mas alto es el de la formulacion con 2.85 umol/mL de

dicetilfosfato.

René Julio De 106 Rios Campanella
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Los mayores valores de actividad obtenidos para la concentracién de enzima de 5
mg/mL se encuentran en la formulacion que contiene 11.4 umol/mL de colesterol y 5.7
umol/mL de dicetiifosfato (742), seguides por la formulacién que contiene 5.7 umol/mL
de colesterol y 2.85 umol/mL de dicetilfosfato (722), pero si se observa diferencia
significativa entre ellas para todos los tiempos. En esta concentracion de enzima hay
que hacer notar que |os valores decrecen conforme disminuyen la concentracién de
dicetilfosfato y la concentracion de colesterol, en este orden,

En cuanto a lo que comesponde a la concentracion de enzima de 10 mg/mL, se
aprecia que la formulacion 741 es la que muestra mejoras resultados, ya que para el
tiempo de 24 min el valor méds alto corresponde a la formulacion que contiene la
concentracion de 11.4 umol/mL de colesterol y 2.85 molimL de dicetilfosfato (741). En
contraparte, para el tiempo de 48 min las formulaciones que carecen de dicetilfosfato
(720 y 740), son las que muesiran los mayores valores, no existiendo diferencia
significativa entre ellas. Al observar el valor correspondiente a8 741, se aprecia que éste
debié haber sido el mismo o de mayor magnitud que el del tiempo que lo antecede (24
min) y con ello dicho valor no tendria diferencia significativa con el correspondients a
720 o seria muyor Lo anterior sugiere un error experimental en |a determinacion de la
cantidad de dcido butirico liberado en este tiempo para la formulacion 741; para el
tiempo de 72 min es la formulacién con mayor proporcién en componentes (742) la de
mas alto valor, con diferencia significativa respecto a las otras formulaciones. A los 96
miﬁ de reaccion, es nuevamente la formulacion que cbﬁtiane 5.7 umol/mL de colesterol
y que carece de dicetilfosfato (720), la que presenta el mayor valor, no siendo
significativa la diferencia con la formulaciéon de 11.4 umol/mL de colesterol y 2.85
umol/mL de dicetiifosfato (741). Finalmente, para el tiempo de 120 min la formulacion
con 11.4 umol/mL de colesterol y 2.85 umol/mL de dicetilfosfato (741) es la que

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

Reat Julio De Los Rics Campanelia
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Los mayores valores de actividad obtenidos para la concentracién de enzima de 5
mg/mL se encuentran en la formulacién que contiene 11.4 umal/ml. de colesterol y 5.7
umol/ml. de dicetilfosfato (742), seguides por la formulacion que contiene 5.7 umol/mL
de colesterol y 2.85 umol/mL de dicetilfosfato (722), pero si se observa diferencia
significativa entre ellas para tados los tiempos. En esta concentracion de. enzima hay
que hacer notar que los valores decrecen conforme disminuyen la concentracion de
dicetilfosfato y ia concentracion de colesterol, en este orden.

En cuanto a lo que cormesponde a la conceniracion de enzima de 10 mg/mL, se
aprecia que la formuiacion 741 es la que muestra mejores resultadas, ya que para 6l
tiompo’de 24 min el valor més alto corresponde a la formulacién que contiene la
concentracion de 11.4 umol/ml. de colesterol y 2.85 umoi/mL de dicetilfostato (741). En
contraparte, para ef liempo de 48 min las formulaciones que carecen de dicetilfosfato
(720 y 740), son las que muesiran los mayores valores, no existiendo diferencia
significativa entre ellas. Al observar e! valor correspondiente a 741, se aprecia que éste
debié haber sido 6! mismo o de mayor magnitud que el del tiempo que lo antecede (24
min) y con eilo dicho valor no tendria diferencia significativa con el correspondiente a
720 o seria mayor. Lo anterior sugiere un error experimental en la determinacion de la
cantided de acido butirico liberado en este tiempo para la formulacion 741; para el
tiempo de 72 min es la formulacion con mayor proporcién en componentes (742) la de
més alto valor, con diferencia significativa respecto a las otras formulaciones. A los 96
mib de reaccién, es nuevamente Ia formulacion que cof;tiene 5.7 umol/imL de colestero!
y que carece de dicetilfosfato (720), la que presenta el mayor valor, no siendo
significativa la diferencia con la formuiacion de 11.4 umoi/mL de colesterol y 2.85
pumolmL de dicoti!focmo (741). Finalmente, para el tiempo de 120 min ia formulacion
con 11.4 umol/mL de colesterol y 2,85 umol/mL de dicetifosfato (741) es la que

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

Reaé Julio De Los Rics Campancils
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Nuevamente la formulacién con un contenido de colesterol de 11.4 umol/ml. es ia que
da los mejores resultados a pesar de que sélo cantiene 2,85 umol de dicetiifosfato a

diferencia de los dos casos anteriores.
Como resultado de este analisis estadistico se encontrd lo siguiente:

Efecto de la concentracion de enzima.- La formulacion de liposomas que contiene
las mayores proporciones de componentes (742) por mL de liposomas (20 umol de
lecitina, 11.4 umol de colesterol y 5.7 umol de dicetilfosfato) es la que muesira los
mayores valores de actividad lipolitica cuando se tiene 1 mg/mlL. de la enzima. Las
formulaciones 741 y 742 presentan diferencias significativas en la velocidad inicial de
reaccion (hasta los 48 min). Los valores determinados a los 72 y 96 min no son
diferentes.

En el caso de la formulacidn 742 se presenté un pequefio descenso en la actividad
mostrada a los 120 min. Esto debe ser debido a un error exparimental pues el écido
butirico generado y determinado en el tiempo anterior deberia, por lo menos, ser de la
misma magnitud. Lo anterior puede observarse de manera esquemética en la Tabla 9.

TABLA § *, Prusba de intervalos Multipies de Duncan para las formulaciones de liposomas a 1

Mbm.

Tiempo | Enzima FORMULACION R2{RY R4{ RS RE
min mb}| 720 | 721 1722|740 | 741 | 742
24 1 5008 7. 7. 4 79701 11.90€10.7810.82]0.85{0.88 | 0.88
48 1 7o e[ aTd| 67| Tas#| W] 0.76]0.70]082]0.83 |0.85
72 1 aoss| 11080 12087¢] a.100[ 10.019] 97 002109711.00{1.0211.03
9% 1 T208] 1163 11015] 9.100| 2269] 2309| 0.810.8510.88 0680 001
120 1 DOBR| 17.178] 12665] 10180| .087| 2230| 0.84 | 0.800.9110.93 | 004

*: EXTRAIDA DE LA TABLA 8. R 00 ol vaior critico de Duncan pera comparaciones midiiples. &, b, ¢, ¢, o, f » Valores promedio
con suparindicss distintes indican dierencia significstiva (p< §.06). Los valorss de activided 30 sncuaniran aapresados an
mol de cido butirico iserado,

René Julic De Los Rios Campanella
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La alta actividad mostrada por la formulacion 741 es relevante si se observa el
porcentsje de enzima retenido por esta formulacion, que fue de 19.03% (Tabla 10).
Dicho valor es uno de los més bajos en retencion de entre todas las demds
formulacicnes y sin embargo la actividad lipolitica que muestra es superior a las
demds, o similar @ 742. Este resultado sugiere que tanto el dicstilfosfato y el colesterol
actuan como efectores positivos sobre la enzima. La suposicion se refuerza con los
resultados obtenidos para la formulacion 742 ya que a pesar de que ésta muestra
porcentsjes de enzima retenida similares a 722 y 721, la cantidad de dcido butirico
liberado @8 mayor que el de las dos anteriores.

TABLA 10 *. Porcentaje de lipssa de Candide cylindraces refenida dentro de lposomes

muitiiamelares & is concentracion de 1 m&t_«g*mnmum. ‘
[ENZIMA) (N%_ny___
FORMULACION 1 | 8 10
LECITWA | COLESTEROL | DICETILFOSFATO TRAP,
(Bmoiml.) (1mobmt) (pmolmL) ENZIMA A“ ADA
720 20 57 0 10.08 2160 | 1211
721 20 5.7 285 23.90 2145 | 16.88
722 20 57 57 23.01 20.00 | 1490
740 20 11.4 0 17.69 2188 | 1183
741 20 114 2,85 10.03 23.81 15.43
742 20 11.4 57 23.03 2567 | 24.49
*: Extraida de la table 3.

Cuando se usa la concentracion de enzima de 5 mg/mL es nuevamente la
formulacion 742 la que presenta los mayores valores de actividad lipolitica, en todos
los tiempos de reaccién. En seguida estén los valores dados por la formulacion 722,
Qque a esta concentracion de enzima es la que retiene menor porcentaje de proteina
(20.00%) con respecto a las restantes. Esto puede apreciarse en las Tablas 11y 12.

Roné Julle De Low Rios Campanells
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TABLA 11 *, Prusba de Intervalos Multipies de Duncan pars las formulaciones de liposomas
€on una concentracion inicisl de 8§ mg/mL de enzima.

Tismpo | Enzima FORMULACION R2| R3] R4 [R5 | R6
min mL){ 720 | 721 { 722 | 740 | 741 | 742
24 5 32087 9007 11868 64sc] 3201 13.M710.7810.82]0.85]0.860.88
48 5 4808 [ 11010 15.009] 102007 T200c| w.84%] 0,76 [0.70 | 0.82]0.83 | 0.85
72 5 S6o8 | 1404 | 17000 V15D | 1532 84| 002] 007 1.00]1.02|1.03
96 5 11 13061 247081 10.758] 10.159] 0.77710.81 | 0.85 0.88 {0.80 [ 0.91
120 5 9518 11.00| 28619 1080D| 1605 | #479] 0.84 | 0.00 ] 0.91|0.93 | 0,04

*: EXTRAIDA DE LA TABLA 6. R o8 o} valor critico de Duncan pers comparecionss miliiples. 8, b, c, d, e, 1 * Valores
promedio con superindices distintos indican difarencie significativa (p< 6.08). Los valores de activided se encuentran
oxpresados en umol de dcido butirico berado.

TABLA 12°. Porcentaje de lipasa de Cendide cyfindracea retenida dentro de liposomas

mmnummasmam, 1“th¢fo¢mﬂu.

[ENZIMA] (mg/mL.)
FORMULACION 1 | 8§ | 10
LECITINA | COLESTEROL | DICETILFOSFATO ENZIMA ATRAPADA
(pmolmL.) (pmol/mL) (wmolmL) %
720 20 57 0 19.86 21680 | 1211
721 20 57 2.85 23.90 21.48 16.86
722 20 5.7 5.7 23.01 2000 | 14.90
740 20 11.4 0 17.69 2188 | 11.83
741 20 11.4 285 19.03 23.81 15.43
742 20 114 57 23.03 28.87 | 24.49
*: Extraida de ia tabla 3.

Para la concentracion de 1 mg/mL de enzima la secuencia de los valores de
actividad lipolitica por formulacion son de esta forma; 742 > 741 > 722, donde 741 era

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

René Julio De Los Rios Campanells
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TABLA 13 *, Prusba de Intervalos Miltiples de Duncan para las formulaciones de liposomas
con una concentracion de 1 mgimi. de enzima.

Tiempo | Enzima FORMULACION R2[RI| R4 RS | RE
min mL)| 720 [ 721 | 722 | 740 | 741 | 742
24 1 S0 78[ 74087 4SW[ 74707 1186510781082 ] 0.85 086 [0.68
48 1 70| 018 97| 672 Wk | 64| 0.780.79 | 0.82|0.83 | 0.85
72 ] 8088 | VT8 [ a4 | 0108 WeN| WA 062|097 | 1.00 102 | 1.03
%6 1 728 1165 1141c| 0.100| 1iasd| 23609/ 0.81 | 0.85 | 088|080 | 0.91
120 1 0088 [ 17179 12860 | 10.18P| 26.08'| 22348 0.84 [ 0.69 | 0.91 003 [0.04

*: EXTRAIDA DE LA TABLA 8. R o8 of valer critico de Duncan pare comparaciones midiples. o, b, €, d, o, 1 & Valoree

promodie con superindices distintes indican diferencia significativa (p< 0.06). Los valerss de activided o0 encusniran

expresades on umol de dcido bulirico iberado.
para la concentracion de 5 mg/mL de enzima la secuencia de valores es de esta forma:
742 > 722 >741 donde ahora 722 es la formulacion con menos enzima retenida. Los
resultados anteriores sirven para mostrar que el efecto dado por incluir A en la
formulacion de los liposomas dos proporciones de colesterol (5.7 umol) y dos
proporciones de dicstilfosfato (5.7 umol) es el mismo que si se incluyen cuatro
proporciones de colesterol (11.4 umol) y tan sblo una proporcion de dicetilfosfato (2.85

umol) para efectos de activacion de la enzima (Tabla 14).

TABLA 14 *. Prusha de intervalos Mikipies de Duncan para las formulaciones de liposomas

cenune concsiacin picil o § g de ensie.

Tiempo | Enzima FORMULACION R2|R3/R4|R5|R6
min mL)| 720 | 721 | 722 | 740 | 741 | 742
24 3 3. 90097 11. 8 5. ! 0.76(082{0.85[008 |0.68
48 5 4008 17,015 Weo¥| 10205 12095 | 0004 [ 0,78 |0.79 | 0.862|0.83 | 0.85
72 5 5508 | 1404 | 1108|1160 W3 | WA®| 002007 |1.00]102]1.03
% 5 | 116P] 1330¢| T 10.758| WAW| 3777|0.81]0.850.68|0.80 0.1
120 5 o8] 17.68| mam] 1080 WAV B[ 0.4 [089[0.070.03[0.04

*: EXTRAIDA DE LA TABLA 8. R o8 of valor critico de Duncan pars comparacionss miliipies. a, b, ¢, d, ¢, ! = Valores
promedio con euperingdices distintes indican diferencia significativa (p< 0.08). Los valores de actividad se encusniran
oxpresases en ol de dcido butirtes Bberado,
Es imporlante mencionar que al adicionar dicetilfosfato y colesterol en un
experimento realizado con enzima libre, no ejercieron este efecto sobre la actividad
lipolitica (Tablas 15 y 16). Por lo tanto este efecto activador sélo se aprecia cuando los

componentes son pare de una membrana fosfolipidica.

René [ullo De Los Rine Campeneils
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TABLA 18. Actividad lipolitica de ia enzima libre de C, cylindraces
L) con distintos componentes.
t(s) | Enzima +30% +11.4 4 |+ 11.4 umol colesterol +
libre lactosa mol 8.7 umol dicetiNosfato
colesterol

22.64 20.44 22.01 19.65

37.26 27.99 30.66 26.26
60.06 46.54 50.31 40.57
74.53 66.35 67.77 62.26
80.66 75.79 77.04 74.84
85.69 82.39 82.55 78.46
89.47 85.38 85.85 83.49
91.19 88.68 88.99 86.95
93.40 91.04 91.35 87.74
94.97 92.45 93.24 90.72
96.54 94.34 94.81 92.61
97.33 95.60 96.23 93.71
Loe valores de actividad se encuaniran sxpressdos en umol de dcido butirico iiberado.

88(=3B512(358(88°

TABLA 16. Actividad lipolitica de la enzima libre de C. cyfindraces

10 con distintos .

t(s) | Enzima +30% + 1144 |+ 11.4 pmol colesterol +

libre lactosa mol 8.7 umol dicetifosfato
colesterol
0

30 | 70.13 6321 | 5409 61.01

60 | 87.26 86.64 85.06 84.43

90 | 92.77 93.M 91.98 91.67

1201 95.91 97.33 96.38 95.13

150 | 97.80 99.69 98.27 97.48

180 { 99.21 100.79 100.31 - 98.21
2101100.63; 101.73 100.94 100.63

Los valores de activided se encusniran axpresados en wmol de dcido butirico liberado.

Otro indicio de que el dicetilfosfato puede ser un efector positivo para la actividad
lipolitica de la lipasa de C. cylindracea se observa también en ia Tabla 17. Las
formulaciones que contienen dos proporciones de diceliifosfato (722 y 742) y que
corresponden a la concentracién de enzima de 5 mg/mL, muestran que para todos los
tiempos a lo largo de la reaccion, éstas presentaron los valores més altos de acido

butirico liberado, ain por encima de Ios valores correspandientes a las muestras que

Reaé Julio De Los Rios Campaneila
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contenian originaimente enzima en concentracion de 10 mg/mL. Cuando la formulacién
sélo contiene una proporcion de dicetilfosfato (2.85 pmol) no se aprecia el efecto
positivo en todos los tiempos de reaccion establecidos.

TABLA 17 *. Prusba de intervaios Miiltiples de Duncan para ias formulscionss de liposomas a

nivel fijo de § mg/mL de enzima.
Tiempo | Enzima FORMULACION R2|R3[R4[RE|RE
'min mL){ 720 | 721 | 722 | 740 | 741 | 742
1 S0[ 7500 7505 4SW| 7970 11.80°
24 s S| oA TaR| CeE| 58| e[078]082(0285]008 0,68
10 | 1V8| AIB| 76M[ 1161C] 14288] 08
1 7008 9.14E[ 6740 67| 1456 18,
ym) 3| <oB| T1 o[ el 0P| 1208 WaR[0 7807008208308
10 | 80| GO T1SE]| 143P] GOIb] 1240
1 00| 11.00P] 12875] G108] 10819] 17, ,
72 3| SR R | TR oo WA 092[097[1.00]102] 103
T L R R R
1 T2R| 11.6€] 11016| 0180| 54| 2000
9% 3 T R eT IR R 0.810.85]0.88]0.60 ( 0.91
10| 028| e&R| 1747 1628] 16688] 17
1 90| 17.779| 12865 10.18P| 2608] zz 38
120 3 R b R R T O O TR )
T B B B L B B

*: EXTRAIDA OF LA TABLA 6. R as ol valor criiico de Dunces pars comparacienss mifliples. 8, b, ¢, 4, o, { ® Valeres
promedie cen euperindices dislinkes Indican difarencle signiicalive (p< 0.06). Les valerss de actividad astin expresados
n umol de deido butirico iherads. -

En algunos casos puede apreciarse que las muesiras que contisnen enzima
proveniente de la concentracion de 1 mg/mL, muestran valores més altos de écido
butirico liberado que los comrespondientes a 10 mg/mL a pesar que |a cantidad
promedio de enzima contenida en |as primeras es siete vecas menor. Los valores de
actividad que presentaron las formulaciones correspondientes a la concentracion de 10
mg de enzime por mL no muestran una tendencia definida.

René Julio De Los Riss Campenella
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¢ Se obtuvieron lipasomas macrovesiculares estables que lograron la retencién

de la lipasa de Candida cylindracea.

¢ Los liposomas macrovesiculares formados lograron una retencién, 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 combinacién de dicetilfosfato con colesterol, como componentes de los
liposomas, a una proporcion de 4.2 micromolar y utilizando 7 proporciones (20
umol) de lecitina, induce la estabilidad de los liposomas macrovesiculares
formados, manifestandose ésto con una mayor retencion de la lipasa de
Candida cylindracea.

* El ahadir dicetiffosfato a las formulaciones de liposomas en cantidades de 2.85
y 5.7 umol/mL, favorece la estabiiidad de los liposomas macrovesiculares asi

como también la retencidn de la enzima lipolitica de Candida cylindracea.

¢ El utilizar 2 6 4 proporciones micromolares (5.7 y 11.4 umol) de colesteral sin
afadir dicetifosfato en las formulaciones de liposomas, no muestra tener un

efecto significativo en |a estabilidad de los liposomas macrovesiculares.

¢ El mejor tiempo para la evaluacion de los liposomas macrovesiculares, que
contienen la lipasa de Candida cylindracea es hasta transcurridas 144 h de la
formacion de éstos, ya que es hasta este liempo cuando se observa una

interacciéon enzima-formulacion.

¢ Lacombinacién de los componentes colesterol y dicetilfosfato en proporciones

micromolares de 4 y 2 (5.7 y 2.85 umol) respectivamente, utilizados en ia
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elaboracion de liposomas macrovesiculares para el atrapamiento de la lipasa
de Candida cylindracea, actian como un efector positivo de la actividad de
esla enzima solo cuando estos companentes forman parte de una membrana

fosfolipidica.

Al utilizar 4 proporciones de colesterol (11.4 umol) y 1 proporcién de
dicetilfosfato (2.85 umol) en la praparacién de liposomas macrovesicularas, se
observé el mismo efecto sobre la actividad de la lipasa de Candida cylindracea
que cuando se utilizan 2 proporciones micromolares de colesterol en

combinacion con 1 proporcién de dicetilfosfato.

La formulacién de liposomas que contiene 7 proporciones de lecitina (20 u
molimL), 4 proporciones de colesterol (11.4 umol/mL) y 2 proporciones de
dicetilfosfato (5.7 umol/mL) muestra ser la major, ya que resulta en los mas

altos valores de actividad para la enzima lipolitica de Candida cylindracea.
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APENDICE A
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0e- CURVA PATRONDEUPASA [E C. CYLINDRACEA
00+ .
om- o .‘.. :’.'A
: - e i
006 - s YeA+B*X
e A =.0.000140)
" B = 0.00000
004+ R = 0.99384
02 .
4 ‘::?'0
om ¥ 1) T U M U M 1 T LA T T M)
0 5§ 0 6 20 X W I 4 & N 5%
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Grifics 2.- Curva patron elaborada con snzima fipolitica de Candide cylindmcea,
tomando sn cuenta 30% de iactosa como extendedor.
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