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Las Npasss 80N un grupo de h ‘ de dstor an
ia interfase agus-aceits. La imp wia deo estas se ha incrementado
considerablements en ioce Ultimos afce & causa de las nuaves aplicaciones

industriaies de éstas en no (Muidos supercriticos ¥y eoh

orgénicos). En nueso se ha do con ia kp de
mcm.w“mmuniis”am.
debidc & su alte p on de y P baja achivided de
protessas. asi COMO Por ger con ¥ orger que
i wleridas por p En ol p abajo se

plamed izar una bicquimica de (a ipssa de P.candidum, con ol
fin de establecer no 8i0 la metodologia de purificacion de s misma, Sino también
las cor de ion Op de In En este sentido se determind
que ol valor de pH aptimo fue do 8 y que la L & del yo de
activided de la enzima fus de 34-37°C. Se cbeervd que ia enzima fus eetabdle en
un rango de pH 5-8 durante 24 h a 37°C que beja su aclividad en un 30%. &
Unico iSn que estimuld |a activided de la lipesa fue o Ca™ misntras que Cu®* y
Fe?’ ia f Cuando e determiné Ia sepecificided por sustrato

se vid que Ia

L de P preferia sustratos de cadens corts,
presentando su méxima actividad con tributirine. Asi también, esta enzima prefirid
& los triaciigliceroles sobre los mono y diaciiglicercies. Por Uitimo, se cbeervd que
ia lipasa poseis un peso molecular de 29 kDa y que se Ol Se
determinaron 2 purios isceiéctricos, 5.35y 5.5 [/ b nfoque.




1. INTRODUCCION

Las son pr Que cael 0des ias reaccioness quimices
que ocwrren en 8 naturaiees, Y& QuUe iINMerviensn en todes las reacciones de sintesis
y degradacion que se levan a cabo en los orpanismos vivientes (91). Son ademdés

muy of e & los omtslizadores

quiricos (30). Las vertajas del ueo de [ an U ificided por
Yy su para catalizar we bajo de

on, P que No ee frec, on la ostdliels

convencional (18).

Aprosimadements ol 80% de las ducidas por fo on vy
[ ] [, i eon hidroliticas y onsi todes olilas son exiraceiulares. Los
SVANCSe 8N de DNA nge ia de las
R de | bajar o costo de ilas
y las pr de e E! uso de enzimas pera la
o la deo como v de
or y os wdu‘o de iss on
de soh orghr (4, 28).

De ia de 2k L) han una e
Mencion en los ulimos afios, ya que ademdés de ser on I8 mads de
QUESOS Y COMO ageNes Bclivos de delergantss. 8¢ ha SNCONIFEdo QUE SON CAPECHS
de catalizer una amp de ’ de imp: P para
iy b ik, como son la de produccitn
de bioss, . rifl 1 y la resclucion de mezciss racémices (27, 50,
a7).

Cada A - b de cdad ificas de Ilas lpesas con

respecto a su especificidad por sustrato, sstabilidad y depend a ¥




a pM. asi como para b [_J L J on
solventes orgénicos y en fluidos supercriticos (78).

De o anterior se desprends la imp de le b iovei
de las difereries lipasas, con el fin de concoer of tipo de aplicacionss on las que
den ser [ Por elio, se corsiderd importante realizar la
[ 1! de ia lipasa de P.cendidum,. no sbio pera sstablecer otros
posibles usos de e de sino pars
[ i pora su industrigl




2. GENERALIDADES SOBRE LAS LIPASAS

2.4 Definicién ¥ caracieristicas genersies.

Las son g dater (EC 3.1.1.3.) qua hidholizan enlaces
de tipo éster de tri, di y monoaciliglicaroles, cuaendo se on e
agua-aceits. La difersncia entre las y iae
(¢ y aciih no 88 bass on ol tamano del radical del dcido graeo del
SUSrAO, SN0 N ol setado fisico de este LNIMO: las aon ¢ de

dae de s iapx on agua (37, 53).

La mayoria de lee que se on p o con
pesos maoleculares que varian entre 20 a 60 kDa (27, 34) y contiensn de un 2 & Un
15% de carbohidratos de ios cuales o principel es a Kilara prop Que
estos residucs de azicar faciitan ¢l paso de la enzima a través de la pared celuler

hacia el de cultivo (52). Se tiene reportado que (s lipesss
preghetricas de varios origenss eetén - va que Began & tener
un 10-15% de con a ia mass total de la proteina (19, 33).

Las son frecy POr agentes suwrfaciantes como ol
Tween y (as ssies biliares, ademis. sigunas son ale ia de
aﬁmdﬁvmmdm.&mm”'MW“
Pseud y C SON Ser aia p de caicio. En ¢! caso
de Ia enzima de Chromobactenum se ocbesrvd un " on ol
enfoque i v se Que esta conducta se debia a que ol caicio permite
Ia estabilizacion de agregados de la enzima (82, 85). Hay que sefislar que No das
las son como ejemplo estan |a lipasa de Aspergilus oryzee
(88) o Ia de Fussarium sp.YM-30 (64).

Un amplio numero de ha trab on & cristalizacion de lipssas
i para war la estructura tridimensional de lss miemas. En la




actualidad se han el nueve estruch de por ray 3

siste de ellas son de origen fungal (21), G

(73). Penicillium > (4S). H i fanuginoss, Rhizopus delemer (22)

C e rug (38), C ok ica (62) y F i (49)-; asi como una
i Psoud (34, 49)-.

En las estructuras de lipasas que 3@ han cbienido POr rayocs-X 8@ cbearve una

estructura ovB con un centro B-hoja Que los i cateliticos,
aunque varian ias uniones entre los elementos sstruchurales coreervedos. Este
patrén de plegamiento a/f se ha consk COmo o pera una gran familia de
diferentes hidrolasas como Ia a ica, etc.
(21, 94).

€1 centro catalitico de las lipasas contiane una triada catslitica similar al de
las proteasss serinicas que coneiste an residuos de Ser-His-Asp, donde ol residuc
del sitio activo se | on un Motivo B-c Ser-a, en el cusl! la serina nucieofilica
s una w8 secundarns Que Parece ser comun a todss ias lipasas y
esterasas dependientes de serina (49, 73, 84). Se sabe ya desds algun tiempo que
las proteasas serinicas hidrolizan eniaces peptidicos & través de un ataque

nucieofilico mediants el residuc de Ser el cual se active via un o Asp-His
y la accién de un " Yon el cual prop un e ok fiico que
estadbiliza la carga negativa generada durante of atsque nuciedfilico sobre o enlace
amido (esquema 1 a y b). Las similitudes entre las sch, de los
eniaces éster y amido explican por qué ¢l mecanismo catalitico de lss proteinasas
sarinicas abarca & Ias lipasas. A diferencia de otras k la de G M.
candidum tiene su triada formada por Ser-His-Glu, donde ol residuo Glu tiene
funcion carboxilato equivalents r ia parm iy als qQque -t
ataque nucieofilico (73). )

Una caracteristica poco usual @ We de la astn de ias s

que su sitio activo eats on una estr [ ida a una "tapa® compuesta
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Baquema 1a. Mecanismo de la isis d@ un enl aster catalizedo por una
lipasa. Pasos 1 a 2. Tomado de Jasger, 1994 (49).
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[ ¢ M. W de la hi de un enl. éster catalizado por
una tipass. Pasos 3 a 4. Tomado de Jasger, 1994 (49).




de una O dos a-h Esto apoya Ia de que las triaciiglicerol lipasas
sufren un on als onla

AP ague-

(mcti iOn irer S0 ha prop o que ia ta 80 peniitiondo

que ol siic activo se vueiva sccesible al sustrato. OWO resultado de este cambic

conformacional @8 un Cor - on Ia superficis hidrofdbica de a
enzima, ia cusl esth on el superiicie-lpido (49, 04).

Sin embargo, en los UKIMOoS 8studios 88 ha Vst una Pess que No tiene esta

cubierta o “tapa”. La lipasa CALB de Cendi ¢ no p osta v
QUe 80 e er S una qQuen. de S residucs que se pensabe podia
88T SU “tapa“, 88 descubrid sin embergo que CALS no p CHVBCION ir
como por e} con H Pin *ino que por ef contrario
un L Cindth al que tiens & cuinasa de Fusanum
solani (82). La s de esta istica en ia [ ] e
cristalografia de rayos-X y 86 encontré que ademss de NO contar con la “tapa®, tiene
su agujero- " pr do, lo que ye a la susencia de activecion
imerfacial. Diversos estudios Mogendti [ s tooria de que |a
catinass @8 un pueMs entre las y las & va Que P o
para desplegar su maxima activided tanto hacia como hacia

una imerfase agua/aceite (63).

2.2 Reacciones aue Catalizan ias lioasss:

como en medios orgénicos. En ot de b2
on sistemas NO acuosos pusden llevar a cabo de ficacion y de
sintesis. En ia reaccion de hidrdlisis (esquema 2) hay una ruptura del eniace éster
de 08 triaciiglicercles teniendo como producto final gk Y o libres
67, 77). La tocidad de Ia iOn de hidrdlisis puede ser muy veriable

dependisndo de varios factores como: a) la nat del ya so8 éste tri,




di o gli b) is on del eniace éster, ya que pusde haber hidrlisie

specifica de primarios © ifica tanio de Geterse primarics
COMO SeCur 1 €) P por algunce o de ol grado de
insgth ion o del de Ia da) ia epecificidad, que pusde
fa ia hi on la » an-1 © sn-3 en ios triaciiglicercles ¥ 1.3-

diaciiglicsroles (58).

o ?Nz'o-g ?N.—GI

R.——é—o-cn —_— sm—c-ou 4+ HO-CH

cu,—o—g—n. én,-o

de Sor , 1088

1

Las reacciones de simesis © de “hidrolisis reversa® que cmtelizan ies lipssss

son utiles en Ia Mamama ( 6
o y otros & de ch [¢ 3). Sin
mmmupoumuunmwmumu-mu
eliminacién del agua del medio de reaccidn (11, 12, 25, 83). Se pusden distinguir
dos tipos de ion de 2] rifh ion vy la i La
ificacion la transferencia de un grupo acilo de un triacilgicercl a un
o a gh Enla i ' o grupo aciio ee intercambia entre un

(trijglicérido y un #écido graso (aciddlisis) o un éster de &cido graso (otro
(tri)ghicdrido).

10
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2.3 Fuentes vy usos de las iosass

Las e ef J b on 8 nawrsieza, son
producidas por plantas (germen de trigo, 9 s) . (ip
pregéetricas de bovinos, por . @C.) ¥ Qar (82). Las lipasas de
p no o on ia producoitn de ingredientes
modifi or & peoro las 2 han sido

usadas con éxito on |a produccién de NUevos INgredieniss.

De maners [ e han on para o

de sab 1 como en o caso del pr de ch on de

QUesOos tipo o Pr . P L otc.; asi como en la

produccion de K pora la on de (5. 6. 26, 52). Owra de

ias aplicaciones que ha itado de gran o8 su ueo en formulacioness de
o Acty [} seis producios qus L

PAra ser usados COMO aditivoe en Adstergeies de USO CRSero (49).

La deposicién de resinas en jos cilindros de secado @8 Un serio problema que
afecta la calidad del papel. Ei tratamiento de la pulpa ocon
) on productividad y con
frecuencia la impieza de los cilindros de secado (12).

Las de k de las

inde uwmammamu

encuentra en la produccion de (77). Por
ias lipasas se utilizan on la ucion de por

de los & De este modo, esta reaccién se ha wilizado en la

producewndoimeﬁddu on la produccion de ot de

geraniio, © en ia sintesis de diversos péptidos (61). Por otro iado, las lipasas tienen

aplicacion en la simesis de biog [ rgicos, los cuales son

medicamentos quirsies para ol tratamiento de ia hiperension y la angina de pecho.

12




En 1985 ias de bloquead B rgicos A de 2.2 billones de
dolares (12, 83). Hesta los 80’s aun se Usaba of pr @
ol uso de ias et p o0 ha vusl cho més sele on la
produccién no 86io de ¢éste SN0 también de otros MedICamentos QuIrales.

La i ha do una a
E! o maés o8 of de la ransformecién de un iadilglicsrol de
bajo costo coma el de p on triecilgi de yor valor agregad

de qQue se usa en formulaciones de

como los que ponen a la
(12. 80, ©3). Owo pr [ de ia 6n de
L. que

ch rlaoiigti
del torrente

os ¥y

(L &n son los Que han sido
0 pueden uesr en la nuiricidn perenteral; ono.huoou
Que se pusden degrader fi por iss lipope
sanguineo (12).

Por otro isdo. @l interde on lae ha sido dado de
significativa por la obesrvacion de que la Huncién de las lipoliticas
humanas podria estar ligeds a la stercescierceis y a ia cbesidad. Mutaciones en

o de tes W ¥ Npop: han 8T reep:
e algunos trastomos familiares del metaboliemo de Hpidoe (49).

2.4. Clonacion de genes de ligass.

En la actuslided existe un gran interés en la ch

iGN de los o de

debido a que con ello e b fi tuch ya sea estructurales,
funcionales © para eproduccion de ia h Por ello es qus numercsas
lipasas han sido clonadase, wammmwmam
lipasas bacterianas se encuentran ios @ de P de Bacilus
subtikis (18), Strepfomy Nvidens (88), varios de Staphylo (49) y algunocs

P (31, 34, 50. 88) y

otros de bacterias psicrdfilas como 08 o F
Moraxelin (28). .

13



En ol caso de 108 hangos 56 ha Vislo un on la ol an de
ios genes de lpess, debido a Qus e han ap nde
imeresanies. La clonacion se ha jodo & os de de la axp &
de la enzima comao es o} caso de la lip de a0 (38), en dota
e sivietiza en & de p (prepr 2 y ot

ionsies se ph - la madurs ques pusde ser secreteda ol
mmuoauu Por eete tipo de p de las pr ocuando se
a on Es coli se Wi algunos pr y® que

- jos y e

osta bacteria no pusde Nevar a cabo ine Mmoadih
oblenia enzima sin modificer.

La de AN i s clond primeramenis an Ecol y
mnmmMmdmﬁwWyu
tranaformd una cepa de Aapergiius oryzee ia cust [ d de la
OnZiMma, ya que al esr un i pudo o g de la

proteina (42).

14
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3. ANTECEDENTES:

Las enzimas lipoliticas que fueron introducidas ir J on ol
oran b progh de o de Sin Q0. I8 produccidn de
mawmmmmmawy
manejo. ademas de Que e NeQUk nwes de y mucha

mano de obra para su produccion. Ene.mbb a utilizacién de microorganismos
como fusie de enzimas offece muchos atractivos, toda vez que su cultivo pusde
Bavarse a cabo en eepacios reducidos y en cor . de ser
susceptibies de manipulacion gendtica y ambiental.

Los hongos filamentoscs son las fusrnies de lipass preferides pera ol uso

industrial, ya que producen bl Las ios més producti
porenescen a los gQir Rhiz " Peniciliom y
Aspergitius
Penicillium cendidum es un hongo d > QUe Prodk oota
[ un lip con i orgenciép que (as
prop por [ de otroe gar Lo fus
un andlisis sensorisl, wilizando una
Md.nngodom-ndl.obnm, do de A 48 o8 observd
que de 15 [ P. R [ una alta actividad lipolitica asi
como una actividad pr titica reok beja (tabla 1). Esta baje actividad de
[ tione Ry on "o que se evita ia hidrdlisis de Ia fipasa.
ok ol o de Ia . 4 de evitar sabores amargos en

produaoo acteos modificados (87).

Se ha visto que 1s produccion de lipasa por P.candidum es inducible, es decir .

que hay que afadir algun lipido sl medio de cultivo para obeservar su Produccion.
Diaz (24) estudid e Qque difer tipos de sobre la produccion
de enzima; en este astudio se conciuyd que ¢l Mmejor i de |a prod i6n de s

15




TABLA 1. Actividad Hipelitica y proteciitica de hengoe.

ACTADAD |
MICROORGANISMO LIPOLITICA | PROTEOLITICA
v’ (Ui
[Aaporgis nger TE [ X 3
m 1.4 0.0
| Cowtrichum camdin (3) (5] — 160 ]
[ Rhcor mishel ] — 68 |
[Fomicilium comembers 1 248 [ 13X |
[Poniciim condiahom L 1) [} 7 pam
L o 1) a5 ]
UAM 12842
Lm [~ we | s |
NRRL 1881
POrICINiOm COSSICORN 140 27
[P Sricaim glaucemm [ %] [ X 2
LW [ X} (X
Miiane CNRZ 883
[Foniciium regustorss | 8D e |
m iy 326 |
Mileno
[ATopus ervhavs —o8 X ]
[RRzopas delemar 7 X
COBB H313

15uw:m¢.mumw.nmmm¢omw
mililitro de axtracto enzimatico.

2) Ulimi: miligr de [ on un MINUto de reaccidn por mililitro de
SNUBcIO enTimblico.

Fuente: Tineco, 1989 (87).




lipssa era of aceite de oliva, siguiéndole como bj ind los de
y ok 80 tratd de definic cudi era o metabolito

. del de ind v, pare eoflo se probaron difereniss
L del e de olive entre ios cusiss e incluyeron tanto trisciigiicercles
(C19:1, C18:0 y C10:0) como monoaciigliceroies (C4:0, C10:0, C18:0, C18:0 y
C18:1). ademsés del glicerol. De esle ewp e o qQue & meyor

produccion de lipasa se tenis ioine y COMOo indh

Se ha vieto sdemés que la produccion de de P o e

por la on de la fusnte de € ok at

3% de gl @) un of negativo sobve a produccitn de lipass; esis alecio
se cbesrve oon g yin Lo contrasta con io que ee ha
vielo en oWros hongos Nler sperpiius nidulane, o cusl a una
concemracion de 1% de glucoes e rep de s de Enel
caso de A. nidwians ulilizando Mutantss 88 vié que esin eEresitn no sigus of
Mecaniamo conocido del gen creA (51), an ol cusl la proteina represcra CreA se une
mhﬂ.“““m«*ﬂu“ﬂamd“ﬁmm

alc con ol del

En jos ultimos aflios ha m o NG de & qQue han sido
il y (Tabla 2), esto se debe principaiments a que las
dife § [ 08 ONn sus P y por elio los
investigadores continisn la busqueda de QuUe ch oner
aplicaciones (3. 72). ’

Algunos O y ia de dos o mis lipsaas, ssle es ol caso
de A.niger, G. y Ci (Tabla 2). A L) L Has

de los ensayos de estas i [ X - T on un Wo de 30-40°C y

sus pHs 6ptimos van de 5 & 8. La adicion de metsies como Fe®*, Ag?®, Cu®* y Zn™*
de o ¥ [ sobre la actividad de ias lipesss tanto
fur como mmmmuummm‘:m

1?7



i ningn

Ca*" y se ha obssrvado qus ias sales no por o gw
efacto sobre la activided de is Fi on 10 Que o refiere 8 la socitn
de agentes y deer ae han podido abesrvar sfacios séio en
T Por ot EDTA Gans efecio sdio en LT g de
un itn metdlico. En o aseo de SDG oo ha vislo que o wn
efecto inhidbitorio sobre estas enzimes. En los casce del uso 4o agenias sepecificos
de grupo como o8 DEPC (distipirocarbonato) y OPF (fuor de dilsopropiio) sdio
' & Sigh b de nidos Que § [ J on ol
sitic activo de ls enzima.
Tabla 2. Caractristicas bloguimicas dv algunse Npases.
—
Peso PITy | Ecinbiidad | Estabiiided | Eesto @b ia
Origen de ja Npeaa melosular mmg. fronte » o . aph adicién de
(referencia) «al.r’ Sptimes | tomperaturs : motelos y SDS
Aspecgitus niger 31,19 s.6° par debejo 7-8 CaCh y MaCly
41)] 40/38° | 40c 49 40°C . | ®30°C por e o
10 min tagascstarnida, 3OS
L AGNO, i inhipan
Aspergitus oryzee 41* 7 30°Cpor3n| 6-9a28°C | NaClyEOTA s ia
(8) 30°c por 180 i
Spmgletaments
Fusarnum sp YM-30 12* 7-8° 40°C %5 50 P, Fa™,
7.20° arc =~ a40°C .ﬁ pyei
(©2) por 15 min oon ) 3
g™, Wa”, I y
A
NaCl, KC! 2in efecto,
.“'fc‘;, EDTA. S80S
30 min CaCy. MgCh

EDTA: scido
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como tefr ilidad y a pHis e han
encontrado con frecuencia en las lipesas de origen bacteriano. Las lipssas de

P y Ci son \ oer e on 18 produccion de
rfi Ao, di irml lactonas yé
de acristo. €Y usoc do esiss nO e P on POr NO Ber

comnsideradas como GRAS (Generalily Recognized As Safe), para elic en general se
wtilizan lipasas de origen fungal. NO cbatarnie esto. asigunas lipssas fungsies han
sdquirido o ia en b e de la orghnica debido a

. N cCuUBNto @ su regio y esterec especificidad, éste es

ol caso de uns de G i (%@ A) Que o8 capaz de discariminar

ontre &ci or ir dos y o del triscilgliosrol (9, 10, 18, 47,
48, 76, 80).

Looo-mdioomm ik de ilas son con frecuencia

ol hecho de que su bt no puade eer ocon. el

de M ‘ % P qQue este modelo sbioc es vildo en ol caso de

fases homogéneas, esi0 €8, PEra enzimas y sustratos solubles. Por esto 8@ ha
PrOPUSSLO UN NUSVO MOdeIo Que deucriba ¢l caso de ias lipasas, esie consiste en

dos 1) a on fisica de la enzima a la inerfase lipidica que pusde
incluir una activacion de 'a (o® abre ia "tapa” que bl o sitio ): 2)
¥ on del Ple) ¥ Que ede ser ¥ hasta dar ol
moywlummpormmummu
de inhib J & se leva a cabo usando té de mor o
cusi permiwe utilizer of de Mi L (68).
De osta ala importancia de encontrar lipasas con
bi D ir wes tano dmuwmsmm
usas potencisies en este ramo, como con o fin de ir tar el cor
scarca del modo de accion de esta enzima, en ¢ tab [ ]
[ ol p proy con 108 Sigul b
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OBJETIVOS

4.

Ohistivo ganeral:

o Estudior las pr o de la & de Peniciliurm candidum y
estoe para . un o de

purificscion

Ohistivos particuinres:

o D ol peso b sar de la K de P.

- D pH & de la de P. ch

o D ™, e 6 para of yo de la lip

o Determinar estabilided frevie apH y ala P de la

o Establecer la especificidad por sustrato de la lipesa.

= Detenminar efecto de sigunos iones y del SDS sobre su activided.

o Determinar o) punto i de ia N

o Determinar la presencia de card onlia




5. MATERIAL Y METODOS

La cepa utiizada e @ hongo Penicillium [ e del rio det
inativuto de | e Bi de ia UNAM. Esta cepa se comervd a 20°C
bajo cero como de eep on g al 40% o en forma de micelio en

tubo inclinedo con tapon de roecs on Medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa-Ager) &
4°C.

£t hongo se inoculd en Mmedio solido de PDA y se incubd a 27°C durante 6 dias,
tiompo en que o hong: aporuld. Poster oste de cultivo 88 sustituyd
por o medio "A" (tabla 3) en donde ¢! hongo produjo la may de esp
facilitando de este mado la obtencion del indculo (87). Las esp e 0 y
con éatas 88 preperd una a8 1.4X10" de chiuias viables/mi, en una solucion
de sales con waza 4 y 8). Para ol crecimiento ¥y produccion de Ia
enzima, se colocaron 100 ul de eeta solucion de on E yor de
S00 ml con 100 mi de medio “D" (tabla §). suplementado con 0.2% de aceite de oliva

como inductor de la producciéon (13, 20). Los a8 incub & 27°C con una .

agitacion de 160 rp.m. dwante 3 dias o el tiempo necesario para @ tipo de
experimento realizedo en cada caso.

TABLA 3. Comp el A",
Components o
Maiz qguebrado tamizado 400 |
20.0
=T T — X T
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La i del imiento del hongo se W hgui -.....'ol..
on peso seco. Para slio se filtrd e ceido de fermentacion on pape! fitro Whatman 540,
pravi do y para asi sep ol [ b e se J




esstos papeies durante 24 horas & 80°C y 3@ peesr € e
miligremos de biomasa por Militro de cakio de fermentacion (20, 24).

$.4 Pracipitacion de la enzima.

Como la [ ] on ol junto con otras proteines y demés

L del de cultivo, es necsearic haoer una purificacion parcial pera

ia i Y L los il COon estos COMPonentas; por ollo se

hizo una precipitacién selecliive entre 63 y 85% de sulfato de amonio. Este tipo de

precipitacion que uliiza csies 90 bass en e caracieristions hidrofdhicas de las
profeinas (18).

Msodo de orecioitaciin con sulfelo de amonio. 36 S el cultivo ¥ a8 enirid of
liquido @ 0°C, una vez frio, 38 e adiciond ol sullato de amonic hasta tener un 05% de
saturacion (30.8 /100 mi), se dejd agitando durants 1 hora ¥ se caniriugd & 15 000

r.p.m. durante 20 minutos a 4°C. Se ol Ve ¥ 88 PUSO NUSVEMSNts a

onfriar & 0°C (of it . %5), ae adiciond sulfsto de amonio

hasta seturacion de 85% (13.2 /100 mi) y se deid agh tode la noche en el

cusrto frio. Ndhwummmmann
dss y se n ioh que o pr

qtmlomh.oeom enm-.m.u 1.5 m do amortiguador de
foafatos 100 mM, piH 7.0 y 38 guardd en refrigeracion hasta su uso.

5.5 Determinacion de actividad enzimaticn.

A, M#odo con anuieitn. Este métado se basa en ia de la

a los & [ > durare (8 de lpdlisia, esta acid o

pusde ser observada por titulacion o por cambio de pH (41). Procedinmienio: se prepard

amortiguador Tris-HC! 20 mM, pH 7.0; se tomaron 3 Ml de este amoniguador y se
con 80 les de tributirina (23.9 ul), se pusieron en agitacitn y se les

adiciont la enzima (85 ! dilucion 1:100). Ervionces se midid o pH inicial de la muestra
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¥y 8@ incubd la mezcia de reaccién durante 30 minutos a 35°C; una vez pesado o

tiempo de incubecion se midid ¢l pH final de e [ a
‘diferencia de pH, Ia cual 88 IMEPOId en Una curva de doido butirico (fig. 1). pera of
céicuio de lsa junoiles de dcido butirico liberades por minuto de una d
de lipaaa).

82 -

y = 3E-08¢ - 0.0032x + 59038

Figura 1. Curva estindar de écido butirico. La ion se hizo
un poler B $40.

WEnmmuuﬂuwm"u
ser i por a lip g un - Que es cok ). 6ate se
mide & -410m(«00)w.0w25
umoles dei sustrato p-NFL en 200 il de Triton X-100 y se dispersd seta solucion en 9.8
mi de amortiguador Tris-HCI 20 mM a pH 7.2. De esta solucién final se 298¢
para reslizer ia prusba con 50 ul do Mmuestra enzimética y se midié la D.O. 410 nm al
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inicio de Ia incubacion (a 35°C) y 20 minutos despuds. Como control se hizo un blanco

de del cusl b 00 loyd su D.O. 410 v al inicio y al final
de I8 incubecion. Con estos datos se caiculd ia il de der de la
musstra y e ind la actividad de ia ‘ que el cosficiems de

axtincién molar es 4.6 mmol' om™’. Una unidad de lipesa es la cantided de enzima
COpaz de iberar 1 pumol de p-nitrofencl por Mrkgo.

Se hicieron geles de i de p gun o
prop por L (55). Los geles se de tipo b
un gl concentrador &l 4% y un gel seperador sl 10% de poliacriiamids. Cuando los
geies iban & ser por actividad se ben 20 ug de albumina sérica
bovina (AS8) con of fin de facilitar ia renatursi on de la

Las e diluy ' & una Sn de 20-28 ug de proteina/ul, se
calonmtaron a ebulicidn durants un minuto y se aplicaron 10 .l en cada pozo. La
slectroforesis se comrid a 30 mV durarte 2-3 h en una Minip ' Il de
M“(W“MM)omumﬁm“mmlm(m
pera 1). Terminads ia slectroforesis ios geles se tifteron segun of
mﬂodod.wm 71) o con peryodato-Shift segun e caso.

Para revelar por actividad, ol gel de sieciroforesis se lavd tres vecss del siguiente
modo: primero se hizo un | do con h dJor de fosf 0.1 M, pH 7.5 durante
30 minutos con agitacion constants. £! segundo lavado se reslizd en amortiguador de
fosfatos 0.1 M (pH 7.5) con 5% de Tritdon X-100 y se incubd como el primer lavado. Se
mmmwmﬁomm*bﬂm con 0.5% de Triton X-100 y
a8 incubd de igual Que los ar




inicio de la incubacion (a 35°C) y 20 minutos despuds. Como control se hizo un blanco

de del cusl 20 leyd su D.O. 410 nm al inicio y a! final
de Ia incubacion. Con estos datos se caiculd |a diferencia de densidad Gptica de la
SR y 88 0 la activided de ia o Que ol coeficiente de

extincion molar o8 4.8 mmol™ om’'. Una unidad de lipasa es ia cantidad de enzima
capaz de iberar 1 umol de p-nitrofenal por Mo,

Se hicieron geles de deer We de p gun ol
L eto por L i (55). Los geles se de tipo ‘
un gel concentrador al 4% y un gel separador al 10% de poliacriamida. Cuando los
geles iban & ser por ided se eban 20 ug de albumina sérica
bovina (ASB) con el fin de faciliter la p renetural ' de la
Les e diluy a una on de 20-25 g de proteina/yl, se

calentaron a edUcION durante uUN Mo y e aplicaron 10 .l en cada pozo. Le
slectroforesis 88 commid & 30 mV durants 2-3 h en una cémara vertical Miniprotean Il de
BioRad (geles de actividad) o en una SE-800 de Hoefer Scientific instruments (geles
para on). Ter a ok los geles se tifleron segun ol
método de Coomassie (8. 71) 0 con peryodato-Shift segun ol ceso.

Para revelar por actividad, dwamnmm“am
mModo: prmero se hizo un <o CoOn de i 0.1 M, pH 7.5 durants
30 con ag G we. El segundo lavado se realizd en amortiguador de
fosfatos 0.1 M (pH 7.5) con 5% de Triton X-100 y se incubd como el primer lavado. Se
continud con un ercer | do en amortiguador de fosf oon 0.5% de Tritdtn X-100 y
9@ incubd de igual que loe e -
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Por otro tado. se hizo ol gel de susrato de la siguierie " o8 prep
50 i de gel de agerces ol 0.8 % en xtor de 0.1 M (pit 7.8). Une ves
disueita la agarcea se dejd enfrier un pPoco y ®e i@ adiciond ol sustrato p-NFL

previaments disusio en Tritén X-100 (125 pmol de P-NFL en 1 mi de Trittn). Se’

dispersd el sustrato on |a agarosa, se virtid en un moide para geles y se dejd solidificar.

Una vez § o, of gol de P ine se P ol gol de SUSiFBi0 PreVIeMerts
preparado. Se puso a incuber & 35°C en hasts o de una
mancha de color amarilio (4-5 h aproximadaments). luego se a

oon una diula y se 46 con azul de Coomesesie.

] yo de dad e hizo también ulilizando un gel de
agaross con wributinina emulsificade. Para ollo se o0 los de tribx on
8 mi de sgerces al 0.8% en amortiguador Tris (20 miM, pH 8.0), se homogenizd

perfectaments y una vaz que (a mezcia se entibid se le adicionaron 100 ul de rodamina

G al 0.1%, este YO P War i sl 80 tiene O NO una lipasa.
Al igual que en el caso anterior at gel de ok e lo wos Y
después 88 acopit éste al gel con obeer un halo de hidrolisis en caso

. de reaccién positiva (en 1 h sproximadaments).

Para ia depH 6 deia 0 P O
depHadS6 7.8y9desascon de sodio/s O1MydepHSa
9. con fosfato de potasio 0.1 M. Se hizo una diucion 1:100 de enzima (oblenida
despuds del fraccionamiento con sulfato de amonio), de eata dilucion se tomaron 28 ul
Y s@ determiné actividad segun el método de p-NFL incubando a 20°C durame 20 min.
Sin embargo, como @& 20 o a pH Y de 8, se Wwilizd también e
método de emuision con tributink ch guador MOPS 20 mM (pH 8-0) v
Gly 20 mM (pH 8-9).
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del e usd o

En la de la Y
método de p-NFL. De una dilucion 1:100 de enzims se tomaron 25 ui para cada
reaccion y se incubd en rtiguador de 0.1 M, pH 7.2 durante 20 minutos a

25 & 50°C subiendo de CINCO eN GINCO Grados.

Para medir ia estabilidad frente al pH se e amortig apH
de sodio

4,8, 6, 7, 8y9 que al igual qus en o puntd e prep con
0.1 M (pH 4 a 6) o fosfatos de potasio 0.1 M (pH 6 a 9). Se tomaron 10 ! de ia
preperacion original de enzima y se diluyeron a 1 mi con cada uno de los diferentes

Wmumnarcwuh De cada una do estas
ik de con dife pH, se 28 1l Yy e determiné activided

on dor de foefi 0.1 M. pH 7.2 usando of método de p-NFL y
teniendo como control un tubo con énzima sin tratamiento.

Para la determinacién de e estabiiided frente a la 20 prep:

varios tubos con dilucion de enzime (1:100) en amortiguador de fosfatos a piH 6. Cada
tubo fue incubado 10 min a diferente temperstura (35-70°C). Después de esta
incubacion se tomaron 25 ul de solucidon de enzima de cada tubo y se ies determiné
actividad residusl a 35°C segun el método de p-NFL, comparando contra un control sin

ratarmianio rmico.

Al de de < dor Trie-HCI 20 mM pH 7.2 con sustrato se le
adiciond (a sal o ol compuesio a probar hasts tener Ia concer X da (1 6 10
mil); se sfiedieron entcnoes 28 ul de ia enzima dislizada (diucion 1:100) y se continud




con ef pr i para or rided un ol método de p-NFL. Se hizo ol
siculo de actividad relath w do con un ol cusl o se o adiciond

ninguN compuesto o sal.

5.10 Determinacion de ia sapecificidad por of sustrelo.

Se probd la activided que pressntaba le enzime hacia difereries sustratos. En
SWIS CHSO S8 SNEAYEron mono, di y triaciigiicercies de diferente longitud de cadena, con
o sin inssturacionss. Se wiilizd e método de Anion pera ar la dad
enzimitica. en o caso de los axperimentos con Tiscilgiicer L ] 0y de
sustrato y en e caso de y ., 8@ ulilizaron 40 umoles emulsificedas

msmamrmmomwo.o.nbuuhmum
-l hacia o gue tuvo mayor

ia activided {ati on por con
sclivided (88).

$.11 Determinacion del punto isosiéctrico,

E! punto isoeiéctrico se & con ol uipo PhastS (Ph.
ulilizando pi de @ foque con un gradiente de pH 3-9 y colocando
mussiras de S ug protsine sn cade pazo. La d Y de P a® hizo por o

métado de Lowry (8).

’ En e3t® oquipo se corrit Ia f . 38 minutos. Ir
despubs se fij6 en una solucion de dcido tiicloroactico al 20% por S minutos a
wmperatura smbieme, se lavo con una solucién para destehir de metanci-agua (3:1) y

se dejd incubando en elia dursnte 2 minutos. Deapuds se tind con la solucidn Phasige!

blue R (Pharmacia LKB B gy AB, Up Sweden), i bendo a S0°C

dursnte 10 minutos con ligera ag V. Fi se 5 on una solucién de

destincié l.dcido ecéticosgua, 3:1:6) incubando iguaiments a S0°C por 10

i ya & Wdo s® secd e gel a e durante una hora
ia Bi ogy).

(Davelopment Technique File No. 200, P
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Para determingr (a8 bandas que comespondian a |a lipasa, 88 corrid un gel bajo
as o amMes me! pero sin fljar @ e 98 16 @ un gel
de P como se ribib en ia 4.0

S.12 Detarminacion de presencia de carbohidratos en ia lioess.

8e hizo una electroforesis on gel de poliacriamida & 10% eon condiciones
desnstursiizantes (SDS-PAGE). Se cortaron dos carviles, en uno de os cusles se
aplicaron SO ug de museira concentrada (filtrado sin precipitar); en of segundo carril se

6 un de p a con de cerb (18%). Et
eNnesyo s realizdé con un de " do pr
{Glycoprotein Detection Kit, Sigma). Este sistema tiene un limite de deteccidon de 25-
100 ng de carbohidratos, limite que depende de ia nah ¥y grado de glicosiacion

de 8s proteinas e eneayar.

) go! de poliscriamida se cortd y fijd on una &
agua desionizada (1:1) y 88 incubd en ests mezcia duramvie 30 minutos. Posteniorments
20 hicieron dos lavados con 200 M de agua Une vez estos

lavados, ol gel se tranefirid® a una solucion oxidenits de &cido pPeryddico (HslOy), se dejd
incubando en ella durants 35 Minutos a teMmperatura ambients con lgers agitacién. Se
iavo nusvaments el gel dos vecss con 200 mi de agua desionizada, despude se pasd a
una solucion de tincidn © reactivo de Schiff (sulfato de fucsing), 88 dejd en esta solucion

haeta & ap de color o (40 st ap )
[, e b ! K08 CON agus (ol tres ) ¥ se
transfirid & una solucién reduciors compuesta de metabisulfito de sodio, se incubd
durante 45 minut on ag HOn Yy uego & voivié a lavar ¢l gol con agua
Les qQue pertenecen & la proeina glicosilada adquieren un color

cuye P del grado de o on de la pr i (Sigma

Tech. Bulletin No. GOP-K (3-04)).
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$.13 Determinacion de sctivided orolecliticn.
Se al 2% dieoh do en agua y adicienando NeOM
La solucion se diluyd & 128 mi con ague y despuds on dos volumenss de
tiguador de foefalos 0.28 M, piH 7-7.5.

Arass deo realizar ol ensayo e equilibraron les solucionss & 20°C. Para comenzar
ot Yo 89 2 mi de la solucion de caseine Yo eguilbrada, & 1 mi de la

musera y e 8o i S la mezxcia a 36°C durants 30
Y 80 o ] i 4 mi de écido tricloroacdtico (TCA) sl 5%; o
> * do se 6 contrifugando & 0800 r.pm. duranie 18 minutce. EI
] TCA con ls snzima scle. Se determind le tirosine
[ loyendo der P & 200 nm, ios detos asi _ L

mmmmam(ﬁy.m,

y=0.08681x-0.0634
R =0.9000

Figura 2. Curva estindar de tirosina determinads a 200 nm en un

e Sp 21D (Sp )




6. RESULTADOS Y DISCUSION

de on o de produccion, se realizd una cindtica de
y produccion de kpasa det hongo. El o se o por peso
seco y ia activided Npolilica se 6 por ol de p-NFL.

€En ia figura 3 80 puede oCbeervar que a produccion se inicid & las 48 h,

[ '] ailes 72 h, @ és do este a
[~ aila a la fose aria  del o del go. De
acuerdo al de la de p inderir que ia enzima
es de vida media corta, de shi que al leger a ia fase estacionaria la caide en o
produccion sea tan prom La ifica nos indica la velocidad de
simtesis de la enzima; bajo lss condiciones de cultivo utiliz on este ajo ia
ividad especifics y vok son proporcionaies.

Ests tipo de comportamiento cindtico no se perecs al presentado por otras cepas
fungaies como C. de p y R las cuales tienen su mayor
produccion de enzima al inicio de |a fase estacionaria pero sin tener caida posterior de
ia misma o que nos indica que estas er una vida mae larga (58).

6.2 Purificacion parcial de in enzima.

La purificacion percial de la enzima consistic en separar a la lipasa de otras
[ 12 del de cultivo que pusden imerferir con la
caracterizacion. Por ello se considerd importante Never a cabo esta purificacion parcial,
Y8 Que de este modo la enzima es Mmaés estable y se facilits su manipulacion posterior.
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FIGURA 3. Cindtica de crecimiento y produccion de lipasa deo Peniclum

candishums. E) hongo se cultivé en D" (ver v 5.2) con agitacion de
180 r.p.m. a 27°C duranie 120 h. Se tomdé muestra cada 24 h pers reasiizar lss

el de NO (por Peso $8¢c0), pH y ividad lipolitica (
ae p-NFL). UL: de p b por mi




Un método sencilio de hacer ia punificacio: o a precipitacion
diferencisl, ésta pusde hacerse ya ses con soivenies o con sales. En este Gaso o8
[ dos ach eletanciy la a; on o0 perdid e la

sdad lNpolitica do o a une e de ia
onzima, ya que ia sciivided NO 88 recuperd aun despube de dislizar 24 h en
amortiguador de fosfatos (0.1 M, pH 7).

L sal que e probd fus el suifsic de amonio, con le cusl bo pocs pérdida de

activided lipolitica. Er [ J o di o
sulfato de amonio (de 25, “..Syiw%) En (s figura 4 se los de
a o N it i del fittrado, en olla se ve que al 85% de saturacion e cbluvo
1a mayor sctivided Upotiica en el precipitado. Con esta cCion se enriquecit ia

actividad lipolitica en casi 20 veces ¥y s@ recuperd un 48% de su aclivided original (tabla

. uw-aumamw-mmmam ya
QuUe oste de relativ

% Cor oMo " por su
bajo d sobre lae enzimas y por su efecto estabiliizador sobre
algunss proteinas.

Tabila 7. Purtficacién parcial de (a Npess de FeniciiVane candiaurry.
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acWvided Broteine sctivided
otal total sepecifica facter deo % do
muesstra (mg de (UL/ng pr ) - 17
(UL) | protsine)
original 820820.1 471.24 178.77 1 100
;:n "] 3saars 10.537 3363.51 1 a8

UL les de p- ol libx &n un minuto de reaccion a 35°C.




saturacion con suliato de amonio (%)

—a— 8Ctv. lipolitica —e— Mg proteina

FIGURA 4. Porfi do p ipltacidn fra da cen sulfato deo amenio. Se
wilizd ol fitrado de un cultivo de 72 h de P. o y se p it & 0°C
utilizando las diferenies concentraciones de sulfato de amonio que se indican. LL.a
actividad lipolitica se midié utiizando e método de p-NFL (seccion 5.4-8B) y ia
cantided de proteina se determind con el método de Lowry. UL: pymoles de p-
nitrofenol iberados por minulo.




Muchas de la [~ ] L por ofe de
sobretodo con aquelios miscibies en agus. Como una ato . 80 tene
reportado que lipsses de Fusarium sp. YIM-30 (84) y de Aspengiius oryzee (88) hen sido
precipitades con etanc! sin obeervarse NINg: [ de

6.3 Detarminacion del peso moleculer de ia IDees

Para poder hacer un de o arvies y duspuds de e
P 6n se hizo su peso molecular, para 10 cual ee hicisron
eleckoloresis en gel de bajo (8DS-PAGE)
como e on la 4.6. Se wilizaron geles al 12% de polilecriiemide y
para | s que P als de P. o9 hizo un ensayo
de actividad i siu, para io cual se wilizaron dos de o de
y ot de p-NFL. Esto fue a que ue of do p-NFL es muy
sensible o8 cap de d oras de ahi que se prefiriera
COTObOrar resultados usando el método de Que p s diter
onire lipssss y esterasas. Enhm.5uhw-mﬂﬁm¢12%
revelado con azul de € qQue del Mtrado conoentrado por
fuge 1y2).La & 20 kDa partensce a la
lio.oad.Pcnnddum ya que ésta mosatrd una mancha amerilla al revelar con p-NFL
o be de ap W 4-3 h y on tributirina emulsificada ae cbeervd un halo de

hidrdlisis despuds de 1t h.

Como se menciond arriba . une con activided

lipolitica 1o cual difiere de lo visto en la ceps que pr o de ia Facultad de Qui
Penicilium . (FQ). que bsjo de culivo similares produce
dos § con p o J de 24 y 29 kDa (1).

A e J tudics scbre la ind de la produccién de

a K de P. on Como ya se dijo. Diaz (24) cbeervd que
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FIGURA 8. Gel! de elsciroloresie de peliacrilamida al 12% corrido bajo
cendich L MPM: de peso ., cmerd 1:
muestra de filtrado de cultivo concenirado  y Sin harvir; cerril 2: mussirs del fitrado
de cultivo concentrado y hervida durante 1 mimno. Et gel se comié a 30 mV
durante 2 h y se tinéG con azul de Coomassie.




ol we de la ind ora of #cido oleico. En ol presemnts caso e tratd de
corroborar esta ocbeervecion, para (0 cual se realizaron cultivos Con y sin inductor. Los
fitrados de dichos cultivos se analizaron iUego en geles SDS-PAGE al 10% aplicsndo
mussiras de! fillrado obtenido del cultivo sin inductor (80.8 ug de proteine) y con
inductor (33.12 ug de proteing). En ol gel revelado con axul de Coomassie (igurs ) se

noter L} de ia de 20 kDe con acividad lipolitica
(camil 2).
Con el fin de ser o tavés do fa

precipitecién con sullato de amonio, 88 corid un gel de poliacrilamide al 10% (Agura 7)
on o! cual se coload uUna Musetra det Alrado original concanirado ($4.71 ug de proteine)
y una museirs del fiivado deepuds de la precipiincién con sulfelo de amonio (56.72 ug

do proteina). En este go! e chesrva une _ rak doe
per a oras P de ias do alo peso Mmolecdar.
Para cuantitati lo cbeervado, ae Novd a cebo une determinacién del
relat de  de p de ests gel de poliacriamide
muuooammumw Eoto noe permitid saber que en
ia museira antes de la p habia un 16.0% de la enzima
(reap aila totel p qQue en la sooira despuds de la
wmoumoammmnm e a ia de
lipasa de P.candidum (anexc). Lo amerior es una de la cia en sep O
ifica de pr ocon lipolitica.

A L] a p de pr avee y ap de la
precipitacion para saber si con ella se lograba |a separaciéon de las dos actividedes
(tabla 8). Los dos ir Que despuéds de la p oo of ia actividad
proteclitica en ta prep de la lip o cual contribuye & Mejorar la vida Mmedia de
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-9 kDa

FIGURA 6. Gel do slectreferesis de poliscrilamida al 10% cerride bajo
condé bk MPM: de peso molecular, carril 1:

muestra det cultivo sin , carril 2: del cuttivo con inductor. Ei gel se
comi a 20 mV duranie 2.5 h y al final de la corrida se tiné con azul de Coomassie.




kDa

FIGURA 7. Ge! de o is de 0 U al 10% do bajo
condk o MPM: de peso b lar, 1
y 2: mwusstra det filtrado concentrado por liofilizacion; caril 3: muestra del filtrado
despuds de la precipitacion con 85% de sulfato de amonio. El gel fue corrido a 20
mV durants 3 h y al terminar se tiné con azul de Coomassie.




Tabla 8. Dstarminacién do aslividad proteciitics.

Astividad pretositiics Valumen (stai | ne Sreaine setal
Musetra (@ Sivesine Nberadaliml) do mussire osluble en TCA
()
Imm s1.9¢ 100 s19e
precipitads con ° 1 o
sulfato de amonio

6.4 Caracteristicas bicguimicas de ia iDaas.

Al contar con una preparacitn enviguecida en i aclivided de interde y
parcisimente pura., e L] cion deo las principaies
bioguimicas de la enzima. Cabe sefielar que pera la caracierizacion se ulllizd musstra
sin dislizer (es decir sin desalar) ya que al hacerio se pierde un 30% de activided. En of
caeo de la on del de los se Usd (o Musstra dislizade para eviter

imarferencias con otroe iones que ] on la prepe

6.4.1 _Efecio 46 \MMRerMte.

Para Yevar a cabo ¥ con la i es preferible utilizando sus
condiciones i de incubacid Del i do, es v saber ia
estabilided de Ia lip a dife P o con ol fin de las mej

de y saber que tan oeliable e esta enzima a ia
de sbacion. Por todo @810 se determind ol efecto que tenia Ia

wmhmﬁhmymwm.
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on un rango de

La ’a Op pora o yo de la e
34-37°C al b on tiguador de fosfatos 0.1 M (pH 7.0) durante 20
min (Nguwa 8 a). Eate rango de con las reportades para
Otros NONGOS COMO £ o®p.. G. ~. y P.gimp o (ablas

2y 10).

A pertir de |a curva de temperatura Splime pars ol enesyo de ia lipasa se calculd
ol velor de su energia de ackivacion (Ea) para ia hidrolisis de p-NFL (figura 8b). Et! velor
de Ea promedio fue de 11.12 keal/mol. resultado similer a les energies de aciivecion

reportadas para oirae lipasses (tabia 9).

Tabla 9. Energias de activacién de sigunse lipaase.

Crigen de ia Npasa [T Ea (kcatmel) | Retarencis |
Candids rugoss ACeie d® Olive 10.42 e |
Pasudomonas p. Aceie de oliva 19.56 =2
A &V | p ©.54 20 |
Pancredtica humana Acete de olive 8.58 [ ]

Cusndo se probd su estabilidad ala > (fgura 9). se hizo el
anglisis en un rango de 25 a 70°C 10 ey on dor de
fosfatos 0.1 M, pH 6 y se encontré que a 70°C su actividad
mientras que a 35°C se conservd sélo un 70% de ivided, a! con o

ctivided lipolitica o

(lipasa conservada a 4°C). A 25°C se cbservd qQue ia
sotamente un 2.5% vaior Que se encusntra dentro del error de determinacion (5%).

La beja estabilidad de I lip: de P.
obufvmonm P - de pos del oM Paricilliurm
(tabla 10). En cor se ha que las de P. y P “

41



) tamperatura (°C)

FIGURA 8. a) Tomperatura éptima deo! sneayo de la lipeasa de P.oandidum. Se

hizo la i on iguador de 0.1 M, pH 7.2, incubando en las
w xos i y do ol mé de p-NFL. E! 100% de activided
160 de Arrhent

corresponds a 202.61 umol p-NFL/min. b) Gréfica de la
para la determinacién de la snergia de activacién de ia Npasa de ».candiahum.
Paca ia gréfica se utilizaron los valores de actividad lipolitica en umoies de p-

NFL/a, de la figura 8 a.
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FIGURA 9. Estabilidad ala de la ¥ do P La
.nxim.umeuﬁooinmmdm10mmonmmdomvmo‘0.1
M pHGaias L y luego se 6 U activid on

amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.2 a 37°C. con ¢l método de p-NFL. EI 100 %
de actividad comesponds a 384.35 umol p-NFL/mMin.




(més de S0°C). S ha wieto con ores lipasas fungaies
que esta inestabilided pusde estar relacionada con la labilided de 18 enBiMa cuando No
e on p de una interfase agua-aceite, aslo se ha delerminado por
cristalografia de rayoe-X en las W e H 9 y Rh

{23).

Finaslments, hay que recaicar que (os delos deo estabilidad de s lipasa de

P. nos p saber que pera resiizar una punificecién de ia miema, e
ipulena en de refrige 6n para evitar probeblas pédrdidas
de sctividad.
6.4.2 Efecto del pH
Como en o caso de la o pH o8 una caracteristica

releveaie para o de 4n de e A su

astabilidad a diferentes valores de pH nos permite aaber ¢! pH al cusl puede ser
manejada (& enzima sin tener pédrdida de actividad.

Para la on del pH opti s ulilizer dos ch ol de p-NFL y ol
método de emulsion con tributirina. Como puads verse en ia figura 10 o pH optimo de
la enzima fus de 8.0. En cuanto a su estabilidad, se ] Y on un
rango de pH de 4 a  usando amortiguador de acetatos de pH 4 a 8 y amortiguador de
fosfatos de pH 6 8 9. En la figura 11 se puade obeervar que (8 enziMa fus estable en un
inMervaio de pH de 4 a 8 al iIncubarse durante 30 Minutoe & 37°C.

L mayoria de ias kpssas de origen fungal p un pH &p ontre 8-7
como con A P (54) y sodio sigunas tienen un pH optimo (pHop)
mayor de 7 entre estas 88 enct una de G con pHop 8.5 (80),
ia lipsaa de Penicilium caseicolum con pHop 9@ (2). la de Penicilium expanswsm con
pHop 9 (78). la de Rhizopus delemar con pHop 8-8.5 (39) v la de Fusarium sp YM-30




ackided releive (X)
o8 8888

La actividad de lipasa se
[ ] de Jleién para los
MOPS “‘!Ds); aon

FIGURA 10. pH Sptimo de ia lipasa de .
midi® en los dife o

i ighicina ( 'oly) vy pars
ol caso de acetatos/fostatos (acO/PO,) se usd el método de P-NFL. El 100 % de

activided corresponde a 330.13 umot p-NFL/min.
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FIGURA 119. Botabilidad o pH deo o enzima do P.candidiam. La enzima se
incubd sin sustrsio durare 24 h a 37°C en cada uno de ios smortiguadores a

diferants pH y iuego se Midid su activided en dor de foaf 0.1 M, pH
7.2 & 37°C emplsando el método de p-NFL. E! 100 % de actividad corresponde al

control sin tratamiento (437.39 umol p-NFL/ min).

47



con pHop 7-8 (64). También se ha repor QuUe unNe gran pare de 1es lipasas de

hongos son a de prt a7 6éente 8 hasta § (abla 10) sin
90, los de incubecid P son - o do en esite
trabajo (24 h).
En ol caso de ia cepa de P. dum (FQ), culiiveda en medioc liquida,

20 ha vieto que ol pH Splimo de su lipasa o8 de 9, una unided ds pH Mmayor qus ie
enzima de nuesra cepa (1).

Cuando se hizo la determinacion del pit Gplimo de la lipasa de ».candidum
cultivedo en isdkdo (Ri tesis on Pt

[ yos en un
rango 9@ pH 4 a 8 en guador de s, y do 6 & § en amorliguedor de
10818108 y 80 CDRRIVO QUe su PH GPMO era de 5.0 en aMOrgUSdor de SUCTINEIoS ¥
de 7-9 en ador de Lo difiere de los
ras, on el P e e Estos difer ias en
ol velor de pH Op [ [ 2 3 ik cOon a pur de las
[ we ik on cada Caeo.

6.4.3 Efecio de iones metalicoe v SDB sobre i sciivided de in IiReas.

Muches enzimas requieran de aigun cofacior para ever & cabo su socion
catalitica. En el caso de as kipasas s6io se han reportado aiguncs sjempios donde
iones di = ia actividad de estas Para ools ofe

0 yd Ia actividad de kp utilizando sales monovalentes (IC° y Na*). las cusles no
88 ha reportado hasta ia fecha que tengan aigun ok sobre ia activided. Se p

sales di (Ca?", Mg?*, Mn?*, 87°, Co™. Cu™ y Fe?"), ise cuaies pusden
“.‘.II‘.' di efe L c r ._‘ pr cind haste i m
dependiendo de (a h A &8 se prob dos e EDTA y SOS, o
primero con el fin de cor i 1m b

alguno de los iones Mmetilicos y ol
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8DS se usd para la on a lo cusl le L] con

Sete detSrgeme aniénico.

Como ya se hond pors o dael de
metales se Wizt ipasa dislizada (24 h contra amortiguador de foslatos 20 mM, pH @) y
on ios ensayos de activided se wiilizd iguador Trig 10 MM, pi 7.2.

Se observd efecto positivo sobre ia actividad de e lip de P
solaments con ol 6n calcio a conceniracién de 1 mM (ig.12) asungue como se ha
reportado en otras ol »e la dul iOn (en este caso & 10
mM), se cbeervd un efe C i 80 > ocon ol QuUe dete 6N tuvo en 1

mM.

Este tipo de efecto positivo con Ca™ ha sido cbeervado en variss lipssas

on las [ de MRhizopus jep (81). Sowy
i {17) Staphy 3) y P» g (70). on las que este
ién no tiene ningun efecto. En ef caso de la lipaea de P. olirinum se vié qQuse por o
contrario la adicion de calcio ejer una pr acbre la enzima (00) y
on Bacilus subtiis se ha viato un a on la d enzimdtica ol EDTA

(18). Por otro iado. en Pssudomonas glumae se ha identificado el sitic de unién & Ca™
usendo cristalografia de rayocs-X. Baséndose en estos resultados 36 ha sugerido que
N ese CRLO @l iGN calcio imerviene en el pleg: de la Pero no es ssenciet
on la cathlisis (85).

Al adicionar Fe®* y Cu® a 1 y 10 mM se un

sobre la actividad de Ia de P. . ¥a que la aclividad fue nuila en el caso
del Fe* y con Cu®* fue de un 5-25%. Con Co?*, Mn?* y K* 86i0 a Concentracion de 10
mM se cbearvd ef Que a 1 miM No se Vo NINgUN efecto. Con

N-'.Mo"y&"nonvb.—, ) afecto significetivo (figura12).
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ackided riebve (%)
o3588888

D1mM O10mM

FIGURA 12. Efecto de iones metéiicos, SDS y RDTA sobre Is activided de la
deo P Se incubd a la enzima con ¢! 6N 0 compuesto indicado
durante @ ensayo de actividad en amortiguador Tris-HCI 20 M, pH 7.2 a 37°C y

esmpleando ¢ método de p-NFL. E! 100 % de actividad cofresponde a 102.61
pmol p-NFL/min.
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Afadiendo SDOS y EDTA se tuvo un ek o on la activided lipolitica
cuando se ban & de 10 mM. En el caso del SDS el sfecto se
debio pr we ala de la pe y on ol caso del EDTA podria

m.wm-bm,nmawmmm.

(€1 efocio negetivo de ios iones Fe?* y Cu™ sobre ta de P. dum, ya se
habia obearvado en otras lipasas fungelss: A. oryzse (84). M. lenuginosa (43).
Fum.o YIR-30 (84), P. citrin (80) y Beeuy b (40) y en becterianas:
(79). En ol caso de 8. b oo ha quse ol i6n

Fo®* oo une s la lipess ineciivendola y que eete ofe [
agentes quelantes como ol EDTA.

Asl también, en of caso de la copa de P. candidm (FQ) se ha obeervado una

ctivacién de la lipasa (200-250%), sl Co™ ol de s
10 mM respeactivaments), o cusl No se ocbeervs del modo en CBeo. Y8
qQue ol estimuio fue de 26io un 20% . Estes dife don deb al grado de
P de cada prep de ias dife ontre capa.

Rivera cbearvé que la lip de P. producita en medio semisdiido
(83), p una Suctn ale on ol p nte trabejo, es decis
hay une aclivecion de la enzime con Ca™ y una inhibicién con Fe®*. Sin embargo,
también hubo un wo de Ia ividad con los iones K' y Mg® (1mMm),

QU NO P U3 producida en medio suMmerngido, la cual no se

Mpordﬂo”y.nl.qu..lk’(‘l“)mwm

6.4.4 Punto isceldcirico de s lidass.

El punto isoeléctrico de una enzima nos permite conocer ¢l pH al cusl su carga
@8 cero y su solubilidad en agua es minima. Este dato es importante para establecer



posteriorments una estrategia de purificacion como 0 es el uso de columnas de
inercambio idnico.

En este caso el puno isoeléctrico de la lipssa se determind mediante e! uso del
Phast System. Una vez corrido ¢ gel se realizé of ensayo de actividad in siu y s

encontraron 2 bandas de ividad CorMeapo: apisde 535 yilaotra a$SS (igurs
13). Como se habis cbeervado solamens una benda on ol gol de electroforesie se
pened que aparentemems habia solo una lip N go, esta P nos
indicabe la presencia de dos i QU P PN un Peso molecular

muy cercano, de shi Que s6io 38 hays visto una banda en 08 geiee de eleciroforesis
desnaturalizents.

Loe punioce isoeldctricos Que se han pars funge! son
varisdos, hay écidos como las de A. niger (pl 4.0), G.candiksm (pl 4.68, 4.48) y
P.expansum (pl 5.5). asi como neutros como ol de la lipasa de Fusanum sp. YM-30 (pl

7.20).

6.4.5 Glicoailacion de \a engima,

En las lipasas fungales como en otras eNzZiMmas es comun obeervar la presencia
de enzi muy 5 que en la yoria de las sblo difieren en e
myﬁpooomlmond.modouwﬂ.lm Con esta consideracion, se
deNerminG si la enzima e er J i un de Sxido-reduccit
“mnunmmmmmma”hmumm-
(pery Shift). En la figura 14 se ocbserva que ia prusba fue positiva
walam-m:OkDamnmm.hlmmmmoqnmuma
-} Sin 90. el hecho de que la glicosilacion sea ia Gnica diferencia entre
las dos bandas de proteina con activided lipolitica que se encontraron en e goldo
isoslectroenfoque tendris que ser comprobado cortando los en de
(ensayo con enzima endo H), con esta prueba se podria conocer si resimente la
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- 7.35
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T - 5.20

FIGURA 1). Gel de | b foque. MpH: d de pH, i 1.2,
4 y S5: muestras de filtrado concentrado. La pisca de isoelectroenfoque wtiizada

tenia un gradiente de pH de 3 a 9, se comrrié en el equipo Phast System
(Pharmacia) duramie 35 minutos y al final se tiné con azul de Coomassie.




—— e cm— -

e RS Do e 29 kDa

FIGURA 14. Gl do @o polacrik o 12% corride baje
condk o [+ 1y 2 del fitrado originat
por liofik ' Ei get se comié @ 30 MV durante 2 h y al ta
se r0i6 con ctivo de Schiff. Las bandas de proteina que e
encuentran teflidas son aqueiias que eatén gl ia de ti
indica si iene miés 0 manoce grupos de carbohidrato unidos a la proteina.




diferencia entre ambas bandas se debe a glicosiacion o a algun oo tipo de diferencia
on |a secuencia de amir de ia

De manera general se ha visto que los de NACHN CreSr QUB
existen dos © més h ifer do en adlo hay una. Este tipo de

conducta o ala g lacion habia sido cbesrvedo en lipasas provenienies de

L - eomoGooMchmncmuo 74, 75, 89, 00) y Candide
cm(so 57, 70). En ol caso de Candide rugose 88 Creyd en un iicio que
distintas, sin embargo al eliminer los grupos de carbohidrato

cuatro
o obeervd que en s6io se de uns lip (14). Por lo general derwro det
género Penicilliurm se presenta sbio unsa U e on de P. Derti (40) y ia

coepa de P. candidum (FQ).

6.4.6 Eacecificiing por of sustraig

Una de las caracteristicas de interds en lss lipasss es su especificidad por
sustrato, ya que ef enfoque de su uso industiial depende de ello. De esste modo, pera

-~ poes

determiner la especificidad de la K de P. e eneay

Utz N con dife ptud de . Y8 008 i 0 triaciigliceroles.

Cuando se p i como [ ] Ve que la tip de

P. i P J we s de corta, do su
mtm.wmeonM(mni§).

Este tipo de especificidad con o rep para ias lipasss de otros

de la ie Peniciium (P.cyclopit (44), P. b (2), P.citrk (60)

y Penicitium sp (38)). En este punto hay que mencionar que a diferencis de o qQue
ocurre con ia especificided de la lipass, e mejor inductor de su produccion en ol medio
de cultivo es @! aceite de oliva, de entre cuyoes componeniss ol 4cid0 CleiCO PErsce ser
ol ca de esta induccion (24). Lo anterior coincide con el comportamiento de (a
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oclivided reisive (%)
os¥8a883888
ARESEREEE!

FIGURA 18. Proforencie de la lipese de P.candidiun hasle triasligiicereies

con diferents longitud de v de La e

incubd en del wriaciigh con acilos de le longitud indicada en

amorniguador Trie-HCt 20 mM, pH 8 &2 37°C y ia d o0 por ol

de S de pH (DH. pH) y mediante valoracidn con

NeOH (mi NaOH). La nomencisthura de los triacilgh indica o [_J
yol de i on o o qQue o

asi, C4:0 significa que los &cidos o det triaciigh son de ] v

SN INSARIBCIONSS.



e amion e
e i e

- \an lipases dol género Penicilium degr

lipasa de P.ciri o cusl

tene mejor inducior de e produccion el
aceite de oliva y su ipasa tiens una Mmayor activided con is ribautinng (60).

Por oo indo. on cuanto 8 su eespecificidad por mono, di © wriacilglicerciss, e
lpess Mostrd preferencia haocie 10 racigicercles, con una bajs aclivided con 108 Mano
y diaciigh os loe ® C an un 7-12% on COMParaciin con su
Meior susirato: e Wibuliring (Agura 18 ¥ 17). Esto o8 poco Y& que
Mos mono, & vy
n ip de P. i que

nos heria panser en Que es

m“unm«mounwmumm

complamentarias, ya Que ambos 56 iiizen on fa industie siimentana para la
on de < i, un

triacighicercies, a eucepCON de OO CBR0 TUP

pr mono y to

con alto grado de liptlisie.
En ia figura 16 se pusde chearver gque la oo P.

Y por los [ oon  inesh
oin

aste
90 NO 88 repite del 4o CUBNds 68 COMPara con la figura 15
an d los les con de insan o une
Qoran diferencia en la activided lipolitica.

Las ¥pasas de ia ceps de P. ch (FQ) une

yor p por
ributining Que por tricleinge. Sin embargo., en ol CRss de esa entima la tioleina e
un 40% & wibusi mmmdwhwmm
hidroliza 5% de b ® b w). Lo nos indica que a
capa de is Facultad de Qui Prod con e atls
NUeSITa, 10 QUE 88 PUSES NOLEr 8n Otras obesr L on eute

6.5 Discusion final.

Aungue por estudios previos on ¢l laboralorio pensébamos que nusetra cepa de
P. stlo producia una (20. 24),

sl heoer un andlisis con
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schvided s (%)
o3B383883888

CH

FIOURA 16. Preferencia de la lipasa de P. hack Nghcero!
con diferente lengitud de y ndwn ] L Le ]
incubd en p det cilghioe: con acilos de la longitud

indicads, en amortigusdor Tris-HCI 20 mM, pMd 8 a 37°C y (a actividad se
por ol mé de emulsion midiendo cambio de pH (Dif. pH) y mediante
valoracién con NaOH (m1 NaOH).




clivided relaive (%)

oc1e:t 8C10.0

PIGURA 17. Bepesificidad de ia Nipass de P.candidumw hacla mens, & ©

triasligiicaveies. La enzima se incubd en pr del mono, o o
trimoiigh con aciios de e longitud e, en guadar Trie-HC! 20 mis,
pH 8 a I7°C y la sctividad se S con ol Mméodo de emulsitn mediants
valoracién con NeOW. E! p tnje de activided lipolitice eeta referido a ia

achivided de ia enzima hacie tribulinine (100%).
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que en ol hongo produce dos enzimas, una de
Pl 5.50 que bajo Nuestras condiciones de cuUlivo @8 la Meyorlaria y oira de menor

concantracion con pl de 5.38.

Por lo tarto, las caracteristioas bioguimices qQue se on osls
perenscan a ias dos on M0 wue probeblements o comportamiento
general on la on se deba P alm y ®
5.5), sungque 0810 debde ser b con més detelle.

€1 hecho de tener dod o - 6n nos p
o L de las grif on sigunas . Un e} de lo
anterior @ is femgp aptima det yo de (fgura 8) en donde se cbeerve
un amplio rango de P op asl un on le
grifica de la ecuscion de Arrhenius, ducts que se wa cusndo
hay dos sctivid de una » observar un

on la estabilidad a pH (pH 4 a 8) o cual nos podria indicer que

rengo we
hay dos enzimas con au estabilidad a pH trasiapeda (Agurs 9).

T on la b ion de especificidad por SuUStrato Chearvamos Que en
iss especificidad son como on ol caso de los
con dife de ir . En la figwra 15 se pusde notar que
cuando a ol de de osro a uno hay mayor actividad
(C18:0 a C18:1) sin embergo, de C18:1 & C18:3 de o y baja su sctividad
Por ei cor con los cilglicercies si 8@ nota un ligero aumento de activided sl
o v de dob ("gura 16) . De aste modo, considerando

qQue cusndo 38 determind la sspecificided por tad [ b
anzi ich que b turvi un de
Por otra pane, se ™ i ch si estas dos enzimas son

de una LU o si en 8o trata de iscenzimas. Lo
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que - de que son isoclformes es o! hecho do quUe 88 enconiré que
ia banda do 28 kDe ests glicosiada (fgura 14). pero como se dijo antes hebria que

Une de las de i son © NO issenzimas. ¢ lo purificacién de

ambes aclividades. Con este trabajo se parm h Yo QUe se

w pare i» purificscién como son ol peso

molecular (para hacer o o & n purit o sotabitidad

a pH y wwmpersiura (lo cusl es arc pare reducir al las pirdides en
activided) y e punto . (pora o uso de ooh de

6nico).



. CONCLUSIONES

Se descand is idea de que Penicilium cendidum trdera sdio una lipass, Y& que

ad ol dos des con ipolitica en ios geles de
; foque. Pro we ostas ssen debido s
clifer e g como s he reportado para oros hongos.

Las caracteristicas bioguimicas oblenides en esle rabajo putdien wilizarse pers
plantsar un MWSO de punificacion de las lipasas de!l hongo dieminuyendo al

wp de su activided
Leas o oo on do las 5 de P. nos
sugieren que podrian userse como ings on ia on de
deterganies. productos Que requieren de passs Slcalines. Su inestabiidad &
ss0s valores de pH podria reduciree ulilizando le copaulecié
umwd de las & de P. o idd para su
ueo en (a el de

con asbor 8 QUESD, Y& Que les enzimas
Ly Lo de corta b o que imp
b SUSVES Y agr b 8 108 producto:

62



8. BIBLIOGRAFIA
1. Aguiler, M.L.: Farrds, A.; Trajo, B. vy E. mummm
m Wc.m Ponicillium
WyMIWMW

2. Alhir, 8., and R C. (1980) Lipase of FMeniclium
caseicolmn. J. Agric. FoodChom 38: m-oo
s.Amui.n E. (1988) Recent advances in the punificasior and
structure determination of ipeses. Lipides 23(12):1101-8.

4. Arbige, M.V. and W.H. Pitcher (1989) industrial enzymalogy: a ook towards the
future. TIBTECH 7:330-8.

S. Arbige, M.V.; Freund, P.R.; Silver. C.8.; Zelko, S.T. (1988) Novel lipase for
Ch favor d %. Food. T 23: 91-88.

6. Amoid, R.G., Shahani, K.M. and Dwived, D.K. (1974) Applicstion of lipolytic
enzymes to flavor < in dairy prod, J. Dairy Sci. S8(8): 1127-43.
7. Assh T. ., M. and Y. Ot (1963) Production of two types

almwmmmwmw. FO4018. Bioedi.

8. Ausubel, F.M.; Brent, R.. Kingston. R.E.; D.D.; S J.G.; Smith,
J.A.; Swruhl, K. (1m)cmmmmuuo¢y Vol. 1yz.0n.n
Mmmmmwnm

9. Baillargeon. MW. and P.E. Sonnet (1991) Selective hydrolysie
Geotrichum candicdum NRRL Y-553 Ib.‘( Bictech. lekt. 13(1.2“):‘.71-4. hid

wWﬁMc Laraméé, L.. Thomas, D. VY., CWNWJD“T.
n the | gense of Geotrichuwn cendidum

(1984) 'F
Eur. J. Bi 219: 119-28.
11'.19«” m&muwum)e esterif of
of regicisomerically pure 1.3-en-

Wl J.Am. O# Chem. Soc., 68(10): 955-000.
12.8jorkling, F.; EG Kirk, O. (1991) The future impect of industrial ipeses.
TIBTECH 9: 380-363 )

13.Celerin, E.M.; Fergus. C. L. (1071)5“0'“ m“m
idity on longevity of the
O var. OpY ", gla, 63: 1030-104S.

63



ucm R. C., Chou, S-J. and J-F Shaw (1004) Mullipie forma and funclions of
Bictechnol. Appl. B 19: 63-7.

15‘m. M.F. and C. Bucke (1900) Enxzy alogy. C dge Un Y
Press.Cape. 1.2y7.

16.Chanon, E. and A. . Mecrae (1982) Substrate specificiiiss of ipases A snd B
from candidm CMICC 335428.Biochim. Bicphys. Acta 1123: 88

17.Comménil, P. Balingheri, L., Sancholle, M. and 8. Dahorter (1906) Puriication
of an a from the fungus Solrylis cineres. Lipide

30(4): 351-8.
181 V.; C ée. J.-Y.; Colaon, D.; Baulard, A. (1004) Genslic analyais and
in Baciius subliis. Appl. Environ. Microbiol.

overexpression
00(3): 1670-1873.
19.0e Cavo, J., Ferrato, F., Vm R.“MD.C.D(*I”)P«M“
characterization of lamb pregastric Acta

1262: 321-9.
20.0e la Torre, M.E.. MAMIF“AWC.“SM
(i )m lipase formation in Penicllium candidum. J. ind. Microbiol.

- All.; v da, Z.8. (1962)
Catalysis interface. the anstomy of . m cheange in &
righ i B 31: 1832-1841.
22.0 V., S L.. Grean, R.. Wei, Y., VM 8., Josrger, R.,
Hase, M.J. & 2.8. Derewends. (1“‘) Curvent progrees in W

hos of new N from fik fungl. Prot. Eng. 7: 861-7. )

23 V., S .L.WVM&WPMW
Z.8. Osrewends. (1904) Conformational lebility of w

mmuw: o & and Rhizop dale Jl.w

24.Diaz.A.A. (1901) Lipasa: Estudios solwe su sinissis en Fenicilium candidum
de maestria)V.N.AM.. CCH.
25.Dordick, J.8. (19009) E -tl ntaly in ph ok Enzy
Microb. Technol., 11: 194-211.




nm J. (1988) Enzyme modification of dairy products.Food Technol. 44:

27.Espinoes, E.; Nurko, E.; Orozco, M.E.; F“A(im)m fipoliticas de
ey u-awn Educacion Bioguimics, §(1):

28.Feller, G.; *rmyu N'piuny.-ll. wcuunm mm
Eschenichia coll from the psychrotrophic antaric
.nhm*rnu Gene, 102: 111-118.

20.Fischer, B.E.; Keber, HP. (1007) and of the
entracaiiuler lip of 60 V. J. Basic Microbiol.
27(9): 427-32.

QFWR N, .“F OG-. 1981) Significance of genetic
- to food enrzymalogy. n MPF Fox (Ed.) Vol. 1l
onp. wum
3t.Frenkan, L.G.; RE.. S B, AM., Bos, JW.: Visgser, C.; Verripe,
T. (1982) Cioning of the Pssudomones giumee lipase gene and
of the active sie o Appi. Ei Whcrobi 88(12): 3787-3701.
ua-u.-cuup..s-,- M‘ML m.lxum)mmov

the
row milkk. Microbiologia, 4(2) 128-.

sawv lbnoun-nc RWU0.0)MWM
Bi ye. Acta 1008: 258-271.

[

34.Gilbert, JE. (1993) PFseudo properts ond
9. Enxy Te 18: ou-us.

w: . Y.; Schrag, J.D.; Bouthier, F.. Smith, P.; Harrison, D.; Rubin,

®. Cy,-r 1.03) m o interfaciel activation from an open

J. Biol. Chem. 200(17): 12043-12047.
36.Gulomova, K., Ziomek, E. Sciweg. JD. D . K., Cygler, M. (19008)
Purification and ch of & Penicilium which discriminstes ageinst

diglycsrides. Lipids 31: 370-84. hd

37.4 T.. Sh y. (1904) Prod and of an
sar h lipase from a thermophilic Bacilus J.Gen. Appi.
Microbiol., 40: 438-443. .-

65



3. Haas. M.J.: Alen, J.:
characterization

Berka, R.T. (1901)
of a CONA encoding a lipsse
109: 107-113.

Cloning, axpression and
Rhizopus . Gene,

39.Heas, M.J, Cichowicz, D. J. and O.G. Baiey (1982) Purificstion and
characierization of an extraceliuiar lipase from the fungus delemaer.
Lipids 2788): 571-8.

wm 0.0. I.chnm. G.G. (ﬂ)mdmm
D s . Lett. 10(9): 837-42.

41 Hofelmann, M.; Hartmann, J.; m&wpum)m
and

purification
of us niger
enzyme. J. Food Sci., 50: 1724-1725.

42, . B.; Andre o UMLmeM
(1989) Rhizomucor miehei trigiycende pese e d from
transformad Aspepifus oryzee. Lipide, 24(9): 781-S.

43 im, C.O., Hay M., Nagsi, S. (1987) Pwificastion and some properties
317?" Wp. from M o #3. Agric. Biol. Chem. 51(1):

«l-ob. K Axibs, T. and Shotero Yemaguchi (1988)
ey ot from Penicillium cyciopium.
41~

Crystalization and
. Agric. Biol. Chem. 82 (1):
45.1s0be, K. and K. Nokihara (1993) Primary structure detarmmination of mono- and
diacyigiycerol lipase from Peniciium camembertii. FERS Lett. 320: 101-108.
468.1scbe, K., N K, Y guchi, 8., HmT.mRD(‘lM)
Crystaliization and of Ygly
lmﬁmPonchumcmml Eur. 3. mzoazsaﬂ

47 Jucobsen, T. and O.M- Poulsen (1991) S
and 57- kDa from

op and ch of 81-
ATCC 665802. Can. J. Microbiol.
38: 75-80.

“JmT“oM—Pmn(‘lM)- v of
sg;imovthoﬁmgus 8

from differanm
. Biophys. Acta 1257: 96-

49.Janger, X .E.; R.nuc S.; Dimf-. BW.,
(1994) 8 FE!

; Heuvel, V.M.; Misset, O.
.18 120-183

S0.Johnson. L.A; m.w. R.8.. MacRee, 1.C.; Free. M.L. (1902) Degradation of
trigly by a d from milk: analysis of a

66



ipase-encoding gene and its exp jon in Escherichia coli. Appl. Environ.
MWicrobiol., S8(S): 1776-1779.

S1 K-wlm-. L. Fards, A. & J. Aguire (19“) Aspergillus nidulans mutams

as lipid nonutilizers.
m 10 81-88. .
52 . Kilars, A. (1988) Enzyme-modified lipid food ingredients. P Sioch
120: 35-45.

S3Kouker, G.: Jesger, K. -E. (1987) Specific and sensitive plate assay for
ip Appl. Envi 2 53(1): 211-213.

MMMMJWM-MPC‘ (10.7) and
characierization of pase from the conidia of Newrospora

an extraceliular
crasss. J. Gen. “ierob 133: 149-183.

SSL.ommliVK (1070)(:“ the structural proteins during the assembly of
the head of bacteriophage T4. Nature 227: 880-S.

568 Longhi, S.: Fusetti, F.; Grandori, R.; Loti, M.; \ . MG o L. (1992)
< g and sequences of two from Candice

) o8. B . BOP Acta, 1131: 227-232. R

57.Lotti, M.;

Grandori, R.; Fusetti, F.; Lonw 8 m S.; 'I’mmonhno A
Alberghina, L. (1993) P
sequences. Geane, 124: 45-85.
50.Macrae, A.R. (1883) € in A Y and
biotectinology. Ed. by Fogarnty, wu po225-241 A Science P

SO.Macrae, AR. (1009) The versatiity of lpases for industrisl uses. Trends
Biochem. Sci. 14(4): 125-126.

60.Maliszewska, Y. (1092) P
properties from Wumdﬁnum Enzyme Microb. Technol. 14: 1”—3

81.Margoiin, AL KuunovAu (1907)9.9»«
m Am. Chem.Soc. 109: 3802-3804.

by in

a2 M. ¢ _"“M“KM(!M)OHNWWM
m-nmmc-upmA and B as P
Biochim. Bi

ophys. Acta 1288: 272-276. o

63.Martinez, C.; Nicolas, A.; van Tibsurgh, H. Egioff, M-P, Cudrey, C.. Verger, R.;
c.mbwllnu c. (1994) cminm a lipolytic snzyme with a preformed oxyanion

67



64.Mase. T.. Matsumiya. Y. and T. Akiba (1906) Purification and characierization
o'.n.wllpno'romFuuﬁmnwVM— . Bioaci. Bictech. Bochem. SI(O): 1771-
2.

65. Montero, S.: Blanco, A.; Virto, M.D.; L-ﬁ-hl.cm
de Rencbales.

Lascaray, M . M. Liema, .J. ‘-I‘l. Jt. (1983)
irmmobilization of Candide rugoss lipase and 20Me p of o» ilized
enzyme. Enzyme Microb. Technol. 15(3): 230-247.
68.Pérez, C.; Jub K.;: Gercia-C E.. Sobertn. G.. Servin. L. (1.03)
Cloning, and n St
! mqu M11. Gene, 123 1“—
114

a7. Poocnho L (1“4) Induatrial acele application of
industry. J. Am. O#f Chem. Sac. 81(11): 1758-1708.

68.Ransac, 8.; mc Qodl:'.ﬂl ; Ganost, C.; Verger, R. and G.H. de Hass

onzymes 1o the fats and ol

(1000)“
petitive Biochim. Bic P Acta 1043: 57-08.
eﬁww wunm)r yth ity of lipase -]
depe "t . J. Chn. Chem. Clin. Siochem.
22(5) 387-70.

70.Rus, M.L., Diaz-Mauwrifio, T., Femdndaz, V.M., Otero, C. and A. Ballesteros
(1963) Purification and of two L C:
chim. Siophys. Acta 1158: 181-9.

71m J.; Fritsch, E.F.; Maniatis, T. (1m)mm A isboratory
s.mmw1zyacam Laborstory Press, Usa.

72.Schmidt-D C.. Rus, ML, Atomi, H. and RD. _8chmid (1996)

lcphmclipmdaocm. T 0.

nuciectide sequence, purification and some properties. Biochim, Siophys. Acta
1301: 105-14,

7380!'.9 J.0.; Li, Y. Wu, S.; Cygler. M. (1801) Ser-His-Giu triad forma the

catalytic site of the Hpese from G 361: 761-764.
74.8Shimada, Y.; Sugihera, A.; Tominags, Y. lizumi, T.; Tsunasawa, 8. (1989)
cONA J 9 of G J. B 108: 383-

68



ESTA TESIS NOo OfsE
BE LA BiSLIGTECA

75.Shimada, V.. Sugihers, A lizumi, T.: ‘I’cmin.ol V (1090) cloning and
i of . 107: 703-707.
78.Sidebottomn, C., Charton, E., Dunn, P.P.J., Mycock, G., Davies, C., Sutton, J.L.,

Macrse, A.R. and A. R. Siabas. (1991) Geotrichum cendidum
w:mwvm-mumm. Eur. J. Biochem. 202:

7.Sonnet, P.E. (1988) Lipase selectivities. J. Am. Oil Chem. Soc. 85(8): 900-904.
78.Stocklein, . Sztajer, H WUMRDW(‘IM)PMM

.of.lip...ﬁoml’bmc (par phys. Acta 1188
181-189.
79.Sugihara, A., M ko, U., 8hi T 8. and Y. Tominage
(1992) Purifi and a novel thermostable lipsse from
P pacia. J. Bi 12 50.-003

80.Sugihara, A., z\lm.d. . mY TmﬂM)W.rJ\d
Biochem. 107: 426-30. )

81.Suzuli, M., Yamamoto, H. and M. WI(‘IM)PUM m
properties o' metal-insensitive lipase from Rhiropus japoricus NR
J.8iochem. 1oo 1207-13.

82.8vendsen. A, Borch, K., Barfoed, M., , T.8., E: and S.A.
Pathar (1 m)mmov [ from the P
family. Biochim. Biophys. Acta 1259: 9-17.

83.Svensson, .. Adiercreutz, P.; Mattasson, 8. (1002) Lipase-catalyzed
transesterification of phosphatidyicholine at y. J. Am. Oif

Chem. Soc., 69(10): 988-991.
MWHLMHEMW mumnosmuum)
Purification and properties of lipase from Periciium
Biophys. Acta 1124: 253-261.
85.Taipa. M.A.. Lisbeton, K:,-Costs, J.V., cm. JMS. and K. Jno.t (19085)
from C indicating

to the from Pseudomonas Biochim.
"';.neobny lipase glumee. Siophys. Acta

88.Tan, ¥.;: Miller, K.J. (1992)(:!0"609 L and & , e of &
lipase gene from £ 852. Appl. Environ. Microbiol.,

58(4). 1402-1407.




87.Tinoco, J.R.(1989) Produccion de on un de
fermentacion semisdiida. Tesis de icencishss. UNAM, Facultad de Cienciss.

88.Toide, J.. Kondoh, K., Fukuzaws, M.. Ohniehi, K“J mum)
Purification and Biocsci.

Y of & lip: from v

Biotech. Boodum 8(7): 1190-1203.

89.\ gavan, K., C T. and B.F. Gibbs (1900) Pusificstion and

of two from G [

Siophys. Acta 1044: 20-33.

90.Vernet, T.. Ziomek, Recktenwald, Schwag. W C. de,;
TWDCMDY nyuu(im)cuun. eupression of
G ll in yoast. J. Biol. Chem., 200(38): 20212-
26219.

91. Wasserman, B.P. (1988) Food gy- Food 7 3IN(2). 90-77.

92.Yamaguchi, 8.; Mase, T. and Takeuchi, K. (1801) Cloning and struchusre of the
mono- and lipase-encoding geane from Fenicllium camemberti U-
150. Gene, 103:61-87.

93.Zaks. A.; Empie, M.; Groas. A. (1908) F Y 4
m for the fine and sp v v Tronds B e:

94.Zygmunt, S., Derewenda, Z. S. and A.M. Sharp (1993) News from the interface:
the molecular structures of triscyiglyceride lipases. TIBS 18: 20-8.

70




Determinaciones de concentracion de proteina, mediante ol
uso de! densitdmetro CAMAG Scanner

71



CA84E Sntutin mera

Svailebis te the wmer fov supaqt boader domsntation
e liane of W shwrestove emh.

TL/IUL istagration ¢ CX906 SCAIRER 11 72.14 7 I /7 COTE Sovniom -3.13)

Muesstra despuds de ia Precipitacion con sulfsto de amonio

Galtbe.Tabls  Calidretios Sakle. ereates .
Fide sane : DI D SARIAS 0:0:00

14 2
Vile see : D IWAN 1728
{sagration Seor shile iziesratiz H
file zaay : B BRI NN

sexteeiooesle & ercieing eareil 2

Dlazazce beimse traciy
Saler cf trazks

'S:mizt 1002

us: :

Haveloestk H

] :

i : 9

on : 13

fa:rdaze/Ncwnsese M
: e}

CERT S

RTINS




el ewsdold. slcpe
Filzes focier

Mate selecties faster
Toah start maitien
Trezk es: scaitica

L st ezt 1 ony BERSSISL
L] e 2

Stardar i 2




CANAC Sulatica oo

Ssailable 40 Un tey Cor repmt Roader dcmnstaticn
00 lisss of T cheractiors oand.

TLAFL Lamatio ¢ CEMC SCHMBER (T 93.11 7 €€ 7 CATS Fersiem - .13 )

F cor por ut ntrifugecion
Culibe.Dable  Calibestics satie. crested :
Filemew : BN ACIM 19:4:0
e Saor sane enc peasrizg H
mu m piH HH

avlde
lerel:;erat sode
Sesaser sottiage:
Fiaw aise Eys =
Start positics § : Nim
Stars pesitin ¥ : 4dm
Y-ouaitien for 0 alicstaezr: (il @
Spolicatics gee. ¥ : ¥tes
Izd of tremd : Qs
Dh.A:- botasen trc2 : 0w
St ] : 1
Foaitizz ol sglvszt Imat @ $i0me
Scazzizg swwed :  4bas
Lamy : Bercary
Hevelengtd 00 -
. ] :m
e : 7
WEn : s
S5ecriacce: Slareosence : Wb
Deflezica/trammiseion : rel)
¢ sliustaent for e track: o3
Saxchremater bazteittd  : 1t =»
£148 oldsd s 4
€352 Jaartk EI |}
trilza eierersacre s alers

$:130 serazsreds | [ R Y




Video istegratin -

Beeslise "

Toak thredkold. beight ne

ko). ares ®» .

o . Slepe EE ]

Piloer fartor : )

2ate selortion Lorver H 1

Sresk share pesition : A=

Toush ead pmsition : GSm
= - -

» m - [

1.5 .8 t X 18.5

ueS

1.3 1.8
3.4 0. H1.¢

Lallbration M
masbod Co

pasion Tnea T4m

T2 tee- Ted e
; : o
8- H
}
62
1
484

©
4

[}
Havelersth: &
Track: 1, not

Vi E

ersion - 3.13

"o 1”
is

s IS
lesel: 2.8313) raw: data flie FITYY
13 LRIV SUFTATFE (o) 1992 SCAMER ¢ 1T vRes



	Portada
	Contenido
	Resumen
	1. Introducción
	2. Generalidades sobre las Lipasas
	3. Antecedentes
	4. Objetivos
	5. Material y Métodos
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía
	9. Anexo



