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1. Introduccion




1.1. MOVILIZACION DE RESERVAS DURANTE LA GERMINACION

La germinacién representa la culminacién del periodo de
dormancia de 1la semilla y, por ende, la reanudacién de 1la
actividad en 1los tejidos embrionarios. Por 1lo general, el
primer signo visible es la aparicién de la radicula, pero en
realidad 1la germinacién comienza cuando la semilla absorbe
agua. En ese momento se inicia la digestién de las sustancias
de reserva, la respiracién se hace més intensa -aportando 1la
energia necesaria para el crecimiento- y se producen conjun-
tamente importantes cambios en las organelas subcelulares.

La transformacién de las sustancias de reserva es
catalizada por enzimas que estidn presentes en las semillas o
que se sintetizan de novo durante la germinacién. Asi, durante
la proteblisis intervienen endo- y exopeptidasas, la amilolisis
es mediada inicialmente por a- y 3-amilasas o por fosforilasas,
en la lip6lisis intervienen lipasas y enzimas del ciclo del
glioxilato y la degradacién del fosfato es catalizada por 1la

fitasa (Vijayaraghavan y Seth, 1987).

1.2. LOCALIZACION Y MOVILIZACION DE LAS RESERVAS LIPIDICAS

Las semillas almacenan aceites en pequefias organelas
subcelulares llamadas cuerpos lipidicos, oleosomas o
esferosomas, las que proveen una importante 4rea superficial
para la répida movilizacidén de dichas reservas durante la
germinacién. Cada cuerpo lipidico posee una matriz hidrofébica
de triacilglicéridos rodeados por una monocapa de fosfolipidos
con proteinas embebidas. Estas proteinas -1llamadas oleosinas-

son abundantes y cubren esencialmente toda la superficie de los



cuerpos lipidicos, otorgdndole naturaleza hidrofilica a 1la
misma. Son proteinas alcalinas de bajo peso molecular (15-26
kDa) y existen en isoformas.

Las oleosinas de diversas especies tienen 1los mismos
dominios estructurales: un dominio anfipdtico N-terminal, un
dominio central hidrofébico con estructura de hoja @B-plegada
antiparalela y un segundo dominio anfipatico en el extremo C-
terminal, con conformacién a-helicoidal. La diferente
naturaleza de estos dominioes les permite a las oleosinas
asociarse en forma estable tanto con los fosfolipidos como con
los triacilglicéridos sobre la superficie de la organela. Junto
con los fosfolipidos, las oleosinas estabilizan 1los cuerpos
lipidicos y los mantienen como pequefias entidades, por efecto
de carga superficial y por impedimento estérico. Se especula,
por otra parte, que pueden proveer una sefial de reconocimiento
para la unién de las lipasas o actuar como activadores de las
mismas durante el crecimiento de la plédntula (Huang, 1992).

Un modelo de formacién y degradacién de cuerpos lipidicos
es el que propone Huang (1992) al estudiar la maduracién y
germinacién de embriones de maiz (fig.l1l), segin el cual los
tres componentes de los cuerpos lipidicos se originan en el
reticulo endoplédsmico rugoso. Los triacilglicéridos quedan
almacenados entre las dos capas de fosfolipidos de la membrana
del mismo, formando una protuberancia, hacia la que también
difunden los fosfolipidos. Simultédneamente, las oleosinas seon
sintetizadas en los polirribosomas asociados y migran hacia 1la
matriz de triacilglicéridos, presumiblemente guiadas por el

dominio central hidrofébico. Finalizada su formacién, el cuerpo
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Fig. 1. Modelo de sintesis y degradaci6tn de un cuerpo lipidico
de embriétn de maiz durante la maduracién y germinacién
de la semilla. RER: reticulo endoplédemico rugoso; AG:

dcidos drasos; TAG: triacilglicéridos; PRL:

polirribosomas libres



lipidico maduro es liberado al citosol. La degradacién de los
cuerpos lipidicos es el resultado de la accién de lipasas.
Durante el crecimiento de 1la pléantula, 1la lipasa -que es
sintetizada de novo en polirribosomas libres- se une a los
cuerpos lipidicos. No se conoce cédmo la lipasa reconoce a los
cuerpos lipidicos, siendo posiblemente una oleosina el sitio de
unién de 1la misma. Durante o después de la 1lip6lisis las
membranas de 1los cuerpos lipidicos se fusionan con las
membranas de las vacuolas. Mientras los fosfolipidos vy la
lipasa presumiblemente permanecen asociados a 1la membrana
vacuolar, las oleosinas son degradadas.

Durante la germinacién, la utilizacién de 1las reservas
lipidicas s8e 1inicia con 1la hidré6lisis gradual de 1los
triacilglicéridos a 4&cidos grasos y glicerol. Esta primera
reaccién es catalizada por lipasas (EC 3.1.1.3), cuya actividad
ha 8ido demostrada en los tejidos de distintas especies
vegetales. A través de la @B-oxidacién y del <ciclo del
glioxilato 1los Acidos grasos liberados son metabolizados a
succinato, el que luego es convertido a sacarosa y otros
metabolitos (Huang, 1984).

Las enzimas de la P-oxidacién y del ciclo del glioxilato
se encuentran en los glioxisomas y estadn relativamente bien
estudiadas, pero es poco lo que se conoce acerca de las lipasas
y de 1la localizacién subcelular de las mismas. Dado que 1los
cuerpos lipidicos y los glioxisomas estdn habitualmente en
estrecho contacto -1lo que facilitaria el transporte de los
acilglicéridos o de los Acidos grasos- 1los cuerpos lipidicos

constituirian el s8itio ideal para 1la localizacién de las
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lipasas (Lin y Huang, 1983). Sin embargo existe escasa
informaci6én acerca de 1la presencia de 1lipasas en cuerpos
lipidicos de semillas: ricino (Ory et al., 1968), nabo (Lin y
Huang, 1983; Villalobos et al., 1987), mostaza (Lin y Huang,
1983), maiz (Lin et al1.,1983; Huang, 1992) y pino (Hammer vy
Murphy, 1993) son a la fecha los uUnicos casos informados. Por
otra parte, algunas semillas productoras de aceites utilizados
en la industria alimentaria tales como mani (Huang y Moreau,
1978) y soja (Lin et al., 1982) carecen de actividad lipéasica
comprobable en los cuerpos 1lipidicos, por 1lo que 8se ha
recomendado examinar otros compartimientos subcelulares en

busca de detectar actividad lipasica (Huang, 1984).

1.3. ENZIMAS LIPOLITICAS
1.3.1. Lipasas y esterasas

Las enzimas lipoliticas han sido definidas como
"hidrolasas de ésteres de Acidos grasos de cadena larga” o como
“cualgquier esterasa capaz de hidrolizar ésteres del A&acido
oleico”. Ambas definiciones han resultado de utilidad, pero
86lo 1indirectamente aclaran 1la diferencia fundamental entre
esterasas y lipasas: en tanto que las primeras pueden actuar en
sistemas homogéneos, las lipasas necesitan la existencia de una
interfase lipido-agua para que el proceso catalizado por ellas
pueda tener lugar (Brockman, 1984). Asi, por ejemplo, 1la
tripropionina en solucién acuosa es pobremente hidrolizada por
la lipasa pancreatica, pero sl se afladen perlas de vidrio
recubiertas por una pelicula hidrofébica 1la velocidad de

hidrélisis se incrementa notoriamente (Brockman et al., 1973).



Por otra parte, este estimulo de la 1lip6lisis puede conseguirse
ain sin agregado de agentes exégenos, ya que el mero aumento de
la concentracién de sustrato hasta un valor que supers la
concentracién micelar critica permite obtener similares

resultados (Entressangles y Desnuelle, 1988).

1.3.2. Cinética de la 1lipblisis

Una de las consecuencias de la naturaleza interféasica de
la lipb6lisis es que 1la velocidad de una reaccién lipolitica
estd més directamente relacionada con la cantidad de enzima y
sustrato en la superficie que con su concentracién total en el
volumen de reaccién. En la figura 2 se presenta un esquema de
reaccién que muestra la particién de los reactantes y de los
productos hacia y desde la superficie. Una distincién primaria
entre este mecanismo y la simple cinética de Michaelis-Menten
es la independencia que existe entre la adsorcién de la enzima
en la interfase y la hidrélisis catalizada por la enzima en el
pPlano interféasico.

Existen varias ventajas de tener un paso de adsorcién
distinto al catalitico. En una reaccién enzimAtica en solucién,
la velocidad méxima de reaccién estd limitada por la velocidad
con que colisionan la enzima y el sustrato en la orientacién
apropiada. En razén de qQque el sustrato es mucho més psquefio que
la enzima, la difusién de éste es el factor limitante.

En el caso de una enzima lipolitica hidrosoluble, el
sustrato forma parte generalmente de una emulsién, micela o
membrana. Estas estructuras pueden alcanzar magnitudes mayores

que la enzima y de esta forma la velocidad mdxima obtenible por



el mecanismo propuesto por Michaelis-Menten queda, por el
contrario, condicionada a la velocidad de difusién de la enzima
hacia el sustrato, un proceso considerablemente menor que 1la
difusién de un sustrato monomérico en solucién. Pero, s8in
embargo, s8i el catalizador estd fuertemente adsorbido a 1la
interfase o estd unido a la membrana, la méaxima velocidad
potencial de reacciébn excede a la que puede alcanzarse en un
sistema tridimensional, porque la difusidén del sustrato queda
limitada &a dos dimensiones. AGn cuando la reaccién no
dependiera de la difueidén, la unién enzima-sustrato en el plano
de la interfase estd mAs acrecentada que en solucién, hecho que
obedece a que loe reactantes estadn altamente orientados en
relacién al plano interfésico.

Asi, las adsorciones aparentemente obligatorias de las
enzimas lipoliticas y de los sustratos en la interfase lipido-
agua pueden reflejar una adaptaciétn para disponer de la enzima
y del sustrato en altas concentraciones y en las orientaciones
apropiadas para una catédlisis mée eficliente, asi como las
clasicas interacciones enzima-sustrato sirven al mismo
prop6sito para la catédlisis en solucién (Brockman, 1984).

Han sido propuestas numerosas modificaciones del esquema
basico indicado en la figura 2. Entre ellas debe consignarse la
posibilidad de que las enzimas lipoliticas se desnaturalicen
rdpidamente en 1la interfase (fig. 3a). Esto ocurre en
condiciones de baja densidad de grupos polares en la interfase,
hecho que puede ser prevenido o minimizado sl estéan presentes
detergentes no desnaturalizantes como las sales biliares

(Momeen y Brockman, 1976). Estas observaciones son coincidentes
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Fig. 2. Repreeentacién esquematica de una reacciédn lipolitica.
E: enzima en s8solucién, Ka: enzima adsorbida, P:

productoe, S: suestrato, (adaptado de Brockman, 1984)






con los estudios sobre desnaturalizacién superficial de otras
proteinas, en las que s8e ha comprobado que la velocidad de
desnaturalizacién ee una funcién directa de la cantidad de
"espacio libre"” disponible.

En el modelo de la figura 2, la adsorcién enzimédtica estéa
basada en la 1interacciédn 1lipido-proteina. Sin embargo 1la
adsorcién de ciertas lipasas a las interfases s6lo tiene lugar
en presencia de cofactores proteicos o ligandos solubles (fig.
3b) v en caso de ocurrir resulta muy acrecentada luego de 1la
interaccién con ellos.

Una tercera modificacién del modelo es la activacidn de 1la
enzima en la interfase (fig. 3c). La simple participaciédn de
una lipasa y de su sustrato en una interfase lipido-agua puede
facilitar o estimular la 1lipélisis tan s86lo por poder contar
con ambas en alta concentracién, pero también se ha sugerido
(Verger, 1980) que 1la adsorciétn puede cambiar 1la actividad
catalitica intrinseca de una proteina, ya sea como consecuencia
inmediata de la adsorciétn o a raiz de un cambio conformacional

lento post-adsortivo.

1.4. LIPASAS DK SEMILLAS

Salvo algunas excepciones, la actividad lipésica no se
detecta en semillas en dormancia, incrementéandose rapidamente
durante la germinacién.

Las lipasas de semillas hasta ahora estudiadas difieren
ampliamente en caracteristicas tales como pH O6ptimo, peso
molecular, especificidad de sustrato y localizaciédn subcelular.

Como ya se ha mencionado, las lipasas pueden estar asociadas a

10



la membrana de los cuerpos lipidicos o encontrarse en otros
compartimientos subcelulares. Dado que la ubicacié4n subcelular
ha recibido especial atencién, este parece ser un criterio

adecuado para la clasificacién de 1las distintas lipasas de

semillas (Huang, 1984).

1.4.1. Lipasas asociadas a los cuerpos lipidicos
1.4.1.1. Lipasas de ricino

El conocimiento que hasta hace poco se poseia sobre el
sistema 1lipolitico de semillas de ricino 1implicaba 1la
existencia de dos enzimas: una "lipasa &4cida”™ que ya esté
presente en las semillas en reposo, asociada a la membrana de
los cuerpos 1lipidicos, y una ‘"lipasa alcalina” de origen
glioxisomal cuya actividad se evidencia al comienzo de 1la
germinaciétn (Chabane-Ben Hamida y Mazliak, 1985). Sin embargo,
estudios posteriores han demostrado que en los cuerpos
lipidicos existe una segunda lipasa que también manifiesta su
actividad a los pocos dias de iniciada la germinacién, pero que
es activa a valores de pH cercanos a la neutralidad (Hills y
Beevers, 1987).

La "lipasa acida” de semillas de ricino es sin duda la més
estudiada. Si bien una de las primeras referencias acerca de la
presencia de una lipasa en semillas en reposo data de fines del
siglo pasado (Green, 1890), méde alld de la existencia de otros
trabajos preliminares (Taylor, 1908; Haley y Lyman, 1921; Nevgi
y Ramakrishnan, 1950), Ory y colaboradores fueron los primeros
en caracterizar acabadamente la "lipasa &4cida” de ricino (Ory

et al., 1960, 1962, 1968 y Ory, 1969).

11



Los primeros estudios s8e realizaron sobre sustrato
endégeno. Cuando un homogenato de endosperma es fraccionado,
mediante centrifugacién, en capa grasa superior, sobrenadante y
fracciétn particulada, la "lipasa acida” se recupera en la capa
grasa (Ory, 1960). La enzima esta presente en semillas sin
germinar, pero su actividad cae bruscamente luego del segundo
dia de 1la germinacién (Mutto y Beevers, 1974). La lipasa
muestra actividad autolitica (capacidad de hidrolizar el
sustrato endégeno in vitro) a pH &cido, con un maximo a pH 4,0-
4,2 y es 1inactiva a valores de pH superiores a 6,0; es
fuertemente inhibida por 1i6n Hg2+ y PCMB (&cido p-cloro-
mercuribenzoico), efecto que es revertido por el agregado de
cisteina, sugiriendo la existencia de al menos un grupo
sulfhidrilo en el sitio activo de la lipasa (Ory et al., 1960).

La 1lipasa puede ser separada de los triacilglicéridos
end6genos tratando la capa lipidica con éter etilico y solucién
saturada de cloruro de sodio. La preparacién cruda asi obtenida
es capaz de emulsionar triacilglicéridos e hidrolizarlos
completamente, registrando maxima actividad a pH 4,3 frente a
triacilglicéridos de &4cidos grasos de 4 a 8 carbonos (Ory et
al., 1962).

La "lipasa &4cida” se halla asociada a la membrana de los
cuerpos lipidicos, esto se comprobé mediante el empleo de
técnicas bioquimicas e histoquimicas. Para ello se incubaron
preparaciones de esferosomas incluidos en agar en presencia de
sales de plomo a pH 4,5: al cabo de unos minutos los &cidos

grasos liberados por la acciétn de la enzima forman Jjabones de
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plomo (detectados por microscopia electrénica), cuya presencia
indica el sitio de accién de la lipasa (Ory et al., 1968).

La enzima requiere la presencia de un cofactor lipidico y
de un activador proteico para poner de manifiesto su actividad
(Ory, 1969). El cofactor lipidico es un tetrdmero ciclico del
dcido ricinoleico producido como resultado de la esterificacién
intermolecular de cuatro moléculas de dicho &cido (Ory et al.,
1964). Si bien no se conoce la forma en qQue este cofactor estéa
unido a 1la apoenzima, la no remocién del mismo durante el
tratamiento con éter etilico en el proceso de obtencié6tn de la
preparacién de la lipasa cruda haria presumir la existencia de
algin tipo de uniétn estable (Ory, 1969). Aunque 8u rol es
desconocido, se le han atribuido funciones de emulgente
end6geno, ya que para obtener la méxima actividad lipolitica no
es necesario el agregado de emulgentes externos (Ory, 19862).

Mediante 1la utilizacién de sustratos marcados, Noma vy
Borgstrtm (1971) demostraron que 1la “lipasa &cida” puede
hidrolizar 1las tres moléculas de 4cidos grasos de un
triacilglicérido. El1 primer paso de la hidrélisis conduce a la
formacién de 1,2-diacilglicéridos, por lo que puede decirse que
en esta etapa la enzima posee especificidad para la unibén éster
primaria; luego los Acidos grasos de las posiciones 1 y 2 del
diacilglicérido resultante son liberados a velocidades
similares con produccién de 1- y 2-monoacilglicéridos, que son
finalmente hidrolizados a igual velocidad y de manera
irreversible a &4cidos grasos y glicerol. La aparicién de 1,3-
diacilglicéridos durante la reacciédn proviene en realidad de la

reesterificacién del 1-monoacilglicérido con Acidos grasos que
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estdn presentes en el medio de reaccién, por lo que la lipasa
funcionaria en este caso como una transferasa de grupos acilo
hidrof6bicos (Diez y Mata-Segreda, 1985).

No se ha establecido aun cual es el rol fisiolégico de 1la
"lipasa 4cida"”, ya que si bien es una enzima altamente activa y
estd en estrecho contacto con 1los 1lipidos de reserva del
endosperma, su actividad es despreciable antes de comenzar 1la
degradacién de los triacilglicéridos durante la germinacién,
por lo que 8u participacién en este proceso es altamente
improbable. Por otra parte, s8su actividad a pH neutro es
précticamente nula, por 1lo que para actuar en el medio
citoplasmatico requeriria 1la existencia de un microambiente
4cido en la vecindad de la misma (Huang, 1984).

Al ensayar la actividad lipolitica de cuerpos lipidicos de
semillas germinadas a pH 7,0, Hills y Beevers (1987) comprueban
la aparicién de wuna "lipasa neutra” al tercer dia de 1la
germinacién, que incrementa su actividad réapidamente hasta el
quinto dia y es capaz de hidrolizar triacilglicéridos a Acidos
grasos y glicerol. Aunque 1la velocidad de hidrélisis de 1los
triacilglicéridos dentro de los cuerpos lipidicos a pH 7,0 es
menos del 10 % que la registrada a pH 4,5, es de todos modos 1lo
suficientemente alta como para explicar la hidrélisis de los
cuerpos lipidicos in vivo.

La adicién de calcio en concentraciones micromolares
aumenta de 40 a 60 veces la velocidad de la 1lipb6lieis a pH 7,0.
No Be conoce el mecanismo por el cual el Ca2+* estimula la
reaccién, pero se descarta que dicha estimulacién obedezca a

que el 1ion calcio actue como aceptor de los &cidoes grasos
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liberados, impidiendo una "inhibicién por producto”, ya que las
concentraciones de calcio requeridas son minimas frente a 1la

cantidad de 4cidos grasos que aparecen en el medio de reacciédn.

1.4.1.2. Lipasas de Cruciferas

Las semillas pertenecientes a la familia Cruciferae se
caracterizan por contener Acido eriucico (22:1) en el material
lipidico de reserva.

Utilizando diferentes variedades de cultivo de Brassica
napus L. (cv. Dwarf Essex y cv. Tower) y Brassica Jjuncea (L.)
Czern. et Cosson, Lin y Huang (1983) comprobaron que no hay
actividad lipasica en semillas en reposo, sino que la misma se
incrementa durante la germinacién, conjuntamente con el
decrecimiento de los lipidos totales. Las lipasas presentes en
ambas especlies poseen caracteristicas muy similares en cuanto a
la especificidad de sustrato, pH O6ptimo y 1localizaciédn
subcelular.

Trabajando con los extractos crudos de cotiledones o con
la membrana de los cuerpos lipidicos a la cual esta asociada 1la
lipasa (que se obtiene por extracciédn con éter etilico de los
cuerpos lipidicos separados por centrifugacién), estos autores
encuentran que la actividad es mé4xima a pH 5,5-6,5 sobre
trierucina y trilinoleina, siendo capaz de hidrolizar di- vy
monoacilglicéridos a velocidades menores. Asimismo, los cuerpos
lipidicos de semillas germinadas sufren maxima autolisis a pH
6,5. La actividad sobre trierucina se incrementa s6lo en un 10-

20% por el agregado de cloruro de sodio y cloruro de calcio,
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pero se reduce notablemente al adicionar EDTA 10 mM,
desoxicolato de sodio 2 mM y Tritén X-100 al 1%.

La actividad sobre N-metilindoxilmiristato, que puede ser
hidrolizado tanto por lipasas como por monoacil-
glicerolhidrolasas, es médxima a pH 8,5 y se recupera s6lo un
22% de la actividad total en los cuerpos lipidicos.

En semillas de Brassica campestris cv. esculenta se
comunicé la presencia de una "lipasa alcalina” (pH 6ptimo 8,6)
que estd asociada principalmente a los esferosomas. La misma se
pone en evidencia al tercer dia de 1la germinacién, siendo
médxima la actividad entre los dias 5 y 8, coincidiendo con el
periodo de mayor movilizacién de los triacilglicéridos de

reserva (Villalobos et al. 1987).

1.4.1.3. Lipasa de maiz

La lipasa estd localizada en los cuerpos lipidicos del
escutelo (unico cotiledén) del grano de maiz y su actividad se
manifiesta durante 1la germinacién, concomitantemente con el
decrecimiento de los triacilglicéridos almacenados.

Los cuerpos lipidicos aislados sufren médxima autolisis a
pH 7,5, valor que corresponde también al pH 6ptimo de la enzima
sobre trilinoleina y N-metilindoxilmiristato. Separando la
membrana de los esferosomas por tratamiento con éter se
recupera un b0X de la actividad lipésica. La enzima es activa
sobre acilglicéridos de los d4cidos linoleico y oleico, que son
los constituyentes principales del aceite de maiz. Su actividad
no es mayormente afectada por la adicién de cloruro de sodio,

cloruro de calcio o por pretratamiento con p-cloro-
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mercuribenzoato (PCMB), mientras que detergentes como Tritén X-
100 y dodecilsulfato de sodio (SDS) la anulan (Lin et al.,
1983).

Los cuerpos lipidicos aislados y resuspendidos en un medio
adecuado se desengrasan con éter etilico; al centrifugar 1la
suspensién resultante a 100.000 g durante 90 minutos se obtiene
un sobrenadante en el que se recupera un 50-80%X de la actividad
lipdsica y un pellet que es descartado. La lipasa solubilizada
en el sobrenadante se purifica (272 veces, rendimiento 4X) por
cromatografia de intercambio i6tnico en DEAE-celulosa vy
centrifugacién en gradiente de sacarosa. El peso molecular en
gradiente de sacarosa es de 270 kDa y por electroforesis en gel
de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) es de 656 kDa, no modificédndose por el agregado de B-
mercaptoetanol, lo que sugeriria que la lipasa estd formada por
cuatro subunidades. La composicién aminoacidica muestra que la
enzima purificada no posee cisteina y contiene alta proporcién
de aminodcidos neutros. El indice de hidrofobicidad es del 41X%,
lo Qque la coloca en la categoria de proteinas moderadamente
hidrofébicas, comportamiento qQue era esperado dada su
asociacién a la membrana de loes cuerpos lipidicos. Esto fue
también revelado en 1la particién de la enzima en un medio
bifdsico conteniendo Tritén X-114, ya que la misma se recupera
en la fraccién hidrofébica (Lin y Huang, 1984).

En un trabajo posterior se estudié la biosintesis de 1la
lipasa de maiz (Wang y Huang, 1987), demostrédndose que 1la
aparicién de actividad lipédsica en el escutelo de maiz durante

la germinacién se debe a la sintesis de novo de la lipasa. La
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proteina -sintetizada en polirribosomas libres- migra y se
acopla a la membrana de los cuerpos lipidicos, pero no a la de
otras organelas. Una vez que los lipidos han sido degradados,
la sintesis de la lipasa se detiene; las membranas de 1los
cuerpos lipidicos (con la lipasa todavia activa) se fusionan
entre s8i o con las membranas de las vacuolas, por lo que al
aplicar en esta etapa centrifugacién diferencial la actividad

lipdsica se traslada a otras fracciones subcelulares.

1.4.1.4. Lipasa de Pinus edulis

Es escasa la informacién sobre la presencia de lipasas en
Gimnospermas. Un estudio realizado sobre esemillae de pino
indica que tanto en semillas secas como germinadas los cuerpos
lipidicos son incapaces de sufrir autolisis (Huang, 1984).

Muy recientemente (Hammer y Murphy, 1993) se ha comunicado
la presencia de una "lipasa acida” asociada a cuerpos lipidicos
en semillas de Pinus edulls Engelm, cuya actividad aumenta
durante la germinacién.

Los autores obtienen una preparacién pura de cuerpos
lipidicos mediante centrifugaciédn repetida (10.000g, 15
minutos) de un homogenato crudo de megagametofitos de 14 dias
de germinacién, preparado en un medio buffer de pH 7,5
conteniendo sacarosa.

Los cuerpos lipidicos aislados y resuspendidos en un medio
buffer de pH 7,5 conteniendo sacarosa 0,2 M 8se tratan con
dietiléter para remover 1los triacilglicéridos, 1la fraccidn
acuosa obtenida es centrifugada a 100.000g durante 90 minutos y

el sobrenadante conteniendo las proteinaes solubilizadas se
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purifica mediante gel permeacién eobre Sephacryl S-300,
recuperandose la actividad lipasica en la fracciédn
correspondiente a 280 kDa.

Las proteinas asociadas a las membranas de 1los cuerpos
lipidicos se solubilizan por tratamiento de éstos con Tritén X-
100 al 1% y se analizan por SDS-PAGE, observédndose la presencia
de una proteina de 64 kDa cuya concentracién crece en forma
paralela con la actividad lipasica durante la germinaciédn. Esta
proteina fue electroeluida y con la misma s8e obtuvieron
anticuerpos capaces de precipitar la lipasa nativa, por lo que
los autores suponen que esta fracciédn proteica de 64 kDa
corresponde a una subunidad de la “"lipasa Acida”.

La lipasa muestra maxima actividad a pH 4,5, es inhibida
por elevadas concentraciones de detergentes no idénicos y no
evidencia una especificidad diferencial frente a los
triacilglicéridos ensayados (C10-C22), aunque la mayor
actividad se logra cuando la cadena lateral es de 18 carbonos.
La 1lipasa manifiesta mayor especificidad cuando se ensaya
frente a sustratos fluorométricos, con preferencia por el

laurato de metilumbeliferilo.

1.4.2. Lipasas asociadas a glioxisomas
1.4.2.1. Lipasa de ricino

La fraccién particulada obtenida al someter homogenatos de
endosperma a centrifugacién diferencial manifiesta actividad
lipolitica a pH 9,0, siendo médxima entre los dias 3 y 5 de
iniciada 1la germinacién. Mediante centrifugacién de 1los

homogenatos en gradiente de sacarosa pudo determinarse que 1la

19



"lipasa alcalina" se recupera en la fraccién correspondiente a
los glioxisomas (Muto y Beevers, 1974).

La lipasa estéd fuertemente asociada a la membrana de los
glioxisomas y se solubiliza por tratamiento de 1la fraccién
glioxisomal con cloruro de potasio y desoxicolato de sodio,
resultando ser una glicoproteina de peso molecular 62 kDa. Es
inhibida por 1loe iones Mg*2 y Ca*2, pero este fenbémeno es
revertido por el agregado de EDTA. Las sales de Na+ y K+
aumentan notablemente su actividad. E1 PCMB también tiene
efecto 1inhibitorio, pero la actividad s8se recupera por el
agregado de ditiotreitol. Algunos detergentes como el Tritén X-
100 y el desoxicolato 1inhiben reversiblemente a la enzima
(Maeshima y Beevers, 1985).

En cuanto a la especificidad de sustrato, si bien en un
primer momento se la consideré una monoacilglicéridohidrolasa
(Muto y Beevers, 1974), més tarde se comprobdé que era capaz de
catalizar la hidrélisis de trirricinoleina y otros
triacilglicéridos, con lo que se demostr6 que es una verdadera

lipasa (Maeshima y Beevers, 1985).

1.4.2.2. Lipasa de mani

Huang y Moreau (1978) ensayaron la actividad lipasica de
homogenatoes de cotiledones de mani a pH 5,0, 7,0 y 9,0
utilizando N-metilindoxilmiristato como sustrato. No hay
actividad en semillas sin germinar, pero la misma se incrementa
durante la germinacién, siendo méxima a pH alcalino y entre los
dias 3 y 4 de la germinacién. Fraccionando luego un homogenato

de cotiledones de plantulas de 3 dias en gradiente de sacarosa
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determinaron que el 60% de la actividad de la enzima esté
asociada a los glioxisomas, un 15% a las mitocondrias y un 25%
a una fraccién de membrana de densidad 1,12 g cm—2. La enzima
glioxisomal es activa frente a monopalmitina pero no actia
sobre di- o tripalmitina, por lo qQque no se la considera una
verdadera lipasa, 81 bien no se ha analizado su comportamiento

frente a otros triacilglicéridos (Huang, 1984).

1.4.2.3. Lipasa de soja

La actividad lipolitica en soja se determiné inicialmente
sobre sustrato end6geno: extractos de cotiledones de semillas
germinadas sufren 1ipbélisis 1liberando Acidos grasos. La
actividad no se manifiesta en semillas s8in germinar y se
incrementa durante 1la germinacién concomitantemente con el
decrecimiento de los lipidos totales, siendo maxima a pH 9,0.
El fraccionamiento del extracto por centrifugacién en gradiente
de sacarosa muestra que un 40% de la actividad lipasica se
recupera en los glioxisomas; el resto estd distribuido en otras
fracciones subcelulares pero no en la fraccién esferosomal.

La 1l1lipasa asociada a 1la fraccién glioxisomal también
exhibe méaxima actividad a pH 9,0, cataliza la hidrélisis de
tri-, di- y monoacilglicéridos del 4&cido 1linoleico, que
representa el 50% de los Acidos grasos del aceite de soja, pero
es 1inactiva frente a di- o tripalmitina, triestearina vy
trioleina. Puesta en contacto con cuerpos lipidicos aislados de
semillas germinadas hidroliza el aceite en ellos contenidos,
pero no es capaz de actuar sobre cuerpos lipidicos aislados de

semillas no germinadas, 1lo que sugeriria que durante 1la
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germinacién s8e produce algin tipo de modificacién en los
esferosomas que permite la accién de la 1lipasa glioxisomal

sobre los aceites de reserva (Lin et al. 1982).

1.4.3. Lipasas presentes en la fraccién microsomal
1.4.3.1. Lipasas de Cruciferas

Trabajando con pléntulas de Brassica napus L. ("nabo") de
cuatro dias de desarrollo, Theimer y Rosnitschek (1978)
detectan la presencia de una 1lipasa asociada a una fraccién
discreta de membrana. Cuando 8ometen un homogenato a una
centrifugacién diferencial (23.000 g) separan una capa grasa
superior con 86lo un 5% de actividad, un particulado crudo
carente de actividad y un sobrenadante. La ulterior
centrifugacién de este 8sobrenadante a 150.000 g produce un
pellet (fraccién microsomal) en el que se recupera el 90% de la
actividad lipasica. Dicha actividad es maxima a pH 9,0 sobre
acelte de girasol o a pH B,5 sobre N-metilindoxilmiristato,
incrementandose 4 veces en cloruro de sodio 0,15 M y 0,5 veces
en desoxicolato al 0,04%, pero se reduce notablemente al
adicionar EDTA 10 mM y Triton X-100 al 1%. Utilizando sustratos
radioactivos y analizando 1los ©productos de la reaccién
Rosniteschek y Theimer (1980) comprueban que la enzima presenta
especificidad posicional, hidrolizando preferentemente 1los
4cidos grasos de posicién 1 (3).

La enzima es activa sobre algunos aceites comerciales
(especialmente girasol y ricino), pero es inactiva sobre
trioleina y otros aceites, incluyendo el propio aceite de nabo.

S1 bien la actividad enzimdtica sobre trierucina no fue
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determinada, el &4cido erucico (qQque representa el 40% de los
4cidos grasos presentes en el aceite de semillas de nabo)
ejerce un efecto inhibitorio s8sobre 1la enzima diez veces
superior a la de los Acidos oleico y linoleico. Si la enzima es
capaz de hidrolizar a su sustrato nativo, como debe esperarse
del rol fisiolbgico que le cabe desempefiar, la baja actividad
observada in vitro unicamente puede explicarse 81 el A&cido
erucico estuviera presente como contaminante en el aceite de
nabo (Huang, 1984).

La observaciétn al microscopio electrdénico de la fraccién
que exhibe actividad lipadsica (Wanner y Theimer, 1978) revela
la presencia de fragmentos con estructuras del tipo "unidad de
membrana'” (bicapa lipoproteica), en la que la capa intermedia
se encuentra visiblemente engrosada. Por otra parte, cortes de
cotiledones observados al microscopio electrénico mostraron la
presencia de esferosomas con un apéndice en forma de asa, cuya
estructura de membrana es similar a las de 1los fragmentos
microsomales con actividad lipasica. En el estado previo a la
degradacién de las reservas lipidicas la micrografia
electrénica denota 1la existencia de ribosomas asociados a
dichos apéndices.

Sobre la base de los datos obtenidos, Wanner y Theimer
(1978) proponen un modelo para explicar el origen de los
esferosomas, la sintesis de la lipasa y la degradaci6tn del
aceite (fig. 4). Los esferosomas se formarian por acumulacidén
de triacilglicéridos dentro de 1la capa 1lipidica de las
porciones terminales de los sacos membranosos del reticulo

endoplésmico, hecho que forzaria gradualmente la separacién de
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las dos capas lipoproteicas que forman la unidad de membrana
(fig. 4a). Una vez que el esferosoma adquiere el tamafio
definitivo, las dos unidades de membrana del reticulo
endoplasmico se fusionan, con lo que se detiene la acumulacién
de las grasas y el cuerpo lipidico se separa del reticulo
endoplédsmico, reteniendo una fraccién intacta del mismo con
ribosomas asociadoe; los "apéndices tipo asa” observados por
microscopia electrénica estarian representados por estos restos
de reticulo endoplésmico (fig. 4b). Estos ribosomas permitirian
llevar a cabo la sintesis de novo de 1la 1lipasa o de un
activador proteico de una 1lipasa inactiva preexistente. Como
consecuencia, dichos apéndices podrian ser el sitio de
degradacién de los triacilglicéridos, 1los cuales migrarian
desde el cuerpo del esferosoma para ser degradados. Los &cidos
grasos liberados, que constituyen el sustrato 1inicial de 1la
gluconeogénesis, podrian atravesar la capa de fosfolipidos de
la media unidad de membrana o romper el apéndice (fig. 4d) vy
llegar a los glioxisomas, que estdn en estrecho contacto con
los cuerpos 1lipidicos (fig. 4c). Finalmente, 1la pérdida del
contenido de 1lipidos hace que las paredes opuestas se
aproximen, transformdndolo en una estructura del tipo de una
unidad de membrana (fig. 4e).

Theimer y Rosnitschek (1978) afirman que 1la actividad
lipdsica se manifiesta en el citado "apéndice” de la fraccidn
esferosomal y no en los esferosomas aislados (desprovistos del
“"apéndice” por ruptura mecédnica), conclusidn que se contradice
con lo expuesto acerca de la deteccién de actividad lipasica en

cuerpos lipidicos aisladoe (Lin y Huang, 1983). En un trabajo
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Fig.

4.

Representacidén esquematica de la  formacién vy
degradacién de 1los esferosomas. a) Formacién del
esferosoma; b) separacidédn del cuerpo lipidico; c)
eeferosoma asociado a un glioxisoma; d) ruptura del
"apéndice tipo asa” de un esferosoma asociado a un
glioxisoma; e) esferosoma vacio ("fantasma”). RER:
reticulo endoplasmdtico rugoso; EKr: esferosoma en
formaciébn; Ev: esferosoma vacio; G: glioxieoma.
(adaptado de Wanner y Theimer, 1978) .cuerpos

lipidicos aislados (Lin y Huang, 1983).
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posterior (Hille y Murphy, 1988) pareceria demostrarse 1la
existencia de dos 1lipasas distintas, asociadas a diferentes
fracciones de membrana: la microsomal es activa a valores de pH
menores que la esferosomal y aparenta poseer una mayor
especificidad de sustrato. Estos resultados no coinciden con
los sefialados anteriormente (Theimer y Rosnitschek, 1978;
Rosnitschek y Theimer, 1880; Lin y Huang, 1983) por lo que
tanto la ubicacidén subcelular como la identidad de la o las
lipasas de nabo es un tema todavia no resuelto.

En un trabajo realizado con el objeto de explorar la
posible aplicacitn de 1lipasas de semillas en ©procesos
biotecnolégicos, Hassanien y Mukherjee (1986) consiguen aislar
una lipasa de plantulas de mostaza (Sinapis alba L.) de 4 dias
de germinacién. La mayor actividad lipasica se detecta en la
fraccién sobrenadante obtenida al centrifugar homogenatos de
plantulas de 4 dias a 23.000 g durante 30 minutos. Su actividad
6ptima sobre aceite de girasol se logra a pH 9,0, declinando
bruscamente por encima de pH 10,0 y haciéndose nula por debajo
de pH 6,0. El anélisis de 1los productos de hidrélisis por
cromatografia en capa fina a los 5 y 15 minutos de iniciada 1la
misma muestra qQue la enzima es altamente especifica para las

posiciones sn-1,3 de los triacilglicéridos.

1.4.4. Lipasas sin ubicacién subcelular conocida
1.4.4.1. Lipasas de granos de cereales

Con excepciétn del maiz, los cereales no son considerados
como oleaginosas, a causa de su bajo contenido en lipidos (2-

10%, dependiendo de las especies y variedades). La mayoria de
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los lipidos son triacilglicéridos, en los cuales el 80-90% de
loe Acidos grasos estén representados por los dcidos oleico y
linoleico. Los 1lipidos estdn habitualmente ubicados en el
embrién (germen) y en la capa aleuronifera, que Jjunto oon el
pericarpio, la testa y algo de endosperma constituyen el
salvado.

La actividad lipolitica estd presente en diferentes partes
de los granos de cereales. En razén de la posibilidad de que sme
produzca el enranciamiento de los aceites durante el almacenaje
de los granos o del salvado, algunos estudios han sido llevados
a cabo sobre las enzimas responsables del mismo, pero de todos
modos, el rol fisiolégico de estas enzimas es poco claro vy

también es desconocida su ubicacién subcelular (Huang, 1984).

1.4.4.1.1_ Arroz

La mayor parte de la actividad lipésica en arroz esté
presente en las capas externas del grano (salvado). Tres
lipasas han sido separadas por cromatografia de intercambio
i6énico y exclusiédn molecular (Funatsu et al., 1971; Aizono
et al., 1971; Aizono et al., 1976), habiéndose purificado
dos de ellas.

La lipasa 1 es activada por CaZ2+ a bajas
concentraciones, tiene un peso molecular de 40 kDa (Fujiki
et al., 1978 a), el extremo N-terminal estd4 repreaentado
por dcido glutémico y los extremos C-terminales por glicina
y serina. Sin embargo estos resultados no coinciden con los
obtenidos por Shastry et al. (18768), quienes aislan una

lipasa de peso molecular 40 kDa pero en la que el extremo
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N-terminal est4 blogqueado por un resto acetilo y el C-
terminal es fenilalanina.

La lipasa II tiene un peso molecular de 33 kDa y
estaria compuesta por un numero desconocido de unidades de
peso molecular de 14 y 3,9 kDa, unidas entre si por puentes
disulfuro (Fujiki et al1., 1978 b). Tanto la lipasa I como
la lipasa II manifiestan méxima actividad a pH 7,5-8,0;
ambas hidrolizan triacilglicéridos de cadena corta y larga,
incluyendo trioleina y aceites de arroz, oliva y coco,
aungue la actividad es mucho mayor sobre los
triacilglicéridos de cadena corta (C2-Ce).
1.4.4.1.2. Trigo

La conocida "lipasa de germen de trigo"” que se
produce comercialmente, fue ensayada inicialmente por
Singer y Hofstee (1948) sobre triacetina y tributirina,
pero su actividad no se determiné frente a
triacilglicéridos integrados por 4cidos grasos de cadena
larga; obtenida en forma soluble a partir de germen
desengrasado, es inhibida por reactivos sulfhidrilicos y no
es afectada por el ion CaZ+,

Utilizando aceite de oliva como sustrato, Drapron et
al. (1969) determinan verdadera actividad 1lipédsica: 1la
actividad en semillas en dormancia es muy baja y se
incrementa répidamente con la germinacién, localizéAndose
principalmente en el coleéptile (vaina que cubre la plumula
en el embrién de gramineas).

En un ensayo fluorométrico usando butirato de 4-

metilumbiliferona como sustrato, la lipasa muestra méaxima
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actividad a pH 7,5, qQue se incrementa por el agregado de
calcio y magnesio, especialmente en combinacién con potasio
(Pancholy y Lynd, 1972).

1.4.4.1.3. Avena

A partir de harina de avena (Avena sativa L.)
desengrasada fue parcialmente purificada una lipasa, que
manifiesta méxima actividad a pH 7,4 (37-382C) sobre
tributirina y aceite de oliva. Al actuar sobre tributirina
libera una molécula de &cido butirico, pero no tiene accién
sobre 1,2- o 1,3-dibutirina, ni tampoco sobre 1- o 2-
monobutirina (Martin y Peers, 1953).

Utilizando avena germinada durante 24 horas, Urquhart
et al. (1983) ensayan la presencia de actividad lipasica en
distintas fracciones de avena molida y desengrasada,
determinando que el 85% de la misma 8e recupera en el
salvado y que muy poca actividad esta asociada al embrioén.

Los trabajos m&as recientes sobre lipasas de avena
tienen un enfoque biotecnolégico: los cariopses de avena
humedecidos e 1inmersos en un aceite constituyen un
bioreactor lipasico natural que permite la hidrélisis de
aceltes vegetales y es capaz de catalizar tanto la sintesis
de ciertos ésteres como reacciones de transesterificacién
(Lee y Hammond, 1990). Por otra parte, los granos de avena
molidos y desengrasados con éter dietilico se utilizan
directamente como fuente de enzima en 1la obtencién de
adcidos grasos poliinsaturados a partir de diferentes

aceites vegetales (Piazza, 1991 a, b).



1.4.4.1_4. Cebada

Baxter (1984) estudi6 1la actividad 1lipolitica en
granos de cebada germinados (malta verde) y 8in germinar,
éstos ultimos previamente descascarados y separados en dos
fracciones: endosperma y embrién. Todas las muestras fueron
molidas y desengrasadas mediante tratamiento sucesivo con
acetona, éter etilico y éter de petrbleo. La extracciédn de
la lipasa se llev6é a cabo por tratamiento de 1la harina
desengrasada con buffer fosfatos 0,1 M de pH 6,0 y con el
mismo buffer conteniendo cloruro de sodio 0,1 M y 0,2% de
Triton X-100.

La actividad 1lipésica 8se ensayé frente a trioleina
marcada con Cl4 emulsionada con Tween 20. La actividad es
muy escasa en harinas de cebada 8in germinar y B8e
incrementa con 1la germinacién. Comparando 1la actividad
lipolitica de 1las suspensiones de harina con la de 1los
extractos enzimdticos se observa que la lipasa es
précticamente insoluble en buffer 8dlo, tanto en cebada
como en malta verde, pero que puede 8er parcialmente
extraida con Tritén X-100, recuperdndose un 50% de la
actividad.

La purificacién de la enzima se logra por
precipitacién de los extractos crudos con sulfato de
amonio, obteniéndose una verdadera lipasa asociada a 1la
fraccién correspondiente entre O y 50% de saturacibédn. Los
extractos concentrados de este modo y redisueltos en buffer
fosfatos de pH 6,8 son fraccionados sobre una columna de

Biogel A-0,5. En malta, la fraccién proteica que contiene
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la mayoria de la actividad lipdsica eluye inmediatamente
luego del volumen muerto (fraccién A) en la regién
correspondiente a un peso molecular del orden de 400-500
kDa. Una fraccién B de menor peso molecular presenta
actividad esterédsica. En una etapa posterior de 1la
purificaci6én, 1la fraccién A proveniente de semillas
germinadas fue resuelta sobre DE-celulosa en dos
componentes lipoliticamente activos: una lipasa I
localizada en endosperma y una lipasa 11, mds abundante, en
el embridn.

Existen estudios posteriores (Ferndndez y Staehelin,
1987) que hacen referencia al efecto del Aacido giberélico
sobre 1la distribuciétn de 1la enzima responsable de 1la
movilizacién de 1los triacilglicéridos almacenados en 1la
capa de aleurona del grano de cebada. En las células que no
son expuestas a la accién de la hormona la actividad
lipdsica neutra estd asociada a la membrana de los cuerpos
proteicos. Sin embargo, 81 estas células se exponen una
hora a la accién del &4cido giberélico, 1la mayoria de 1la
actividad 1lipasica estd4d presente en la fraccién de 1los
cuerpos lipidicos.

Mediante congelamiento ultrarrdpido y microscopia
electr6nica los autores mencionados examinan la naturaleza
de la asociaciétn in vivo de los cuerpos lipidicos y de los
cuerpos proteicos, comprobando que la monocapa de
foesfolipidos que rodea a 1los primeros presenta una
continuidad con la hoja externa de la bicapa que rodea a

los segundos. Basados en estas observaciones proponen que
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la lipasa puede ser transferida desde los cuerpos proteicos
(donde se almacena) a los cuerpos lipidicos (donde actua) y
que dicha transferencia podria ser controlada por el &acido

giberélico mediante un mecanismo desconocido.

1.4.4.2. Lipasas de Compuestas
1.4.4.2.1_. Cartamo

Las semillas de cArtamo (Carthamus tinctorius)
contienen cerca de un 38% de lipidos. Daood y Al-Ani (1986)
estudiaron la variacién en la composicién de acidos grasos
durante la germinacién por cromatografia gaseosa (GLC). Los
porcentajes de Acido palmitico, esteArico y oleico decrecen
en s8u porcentaje relativo un 14%, un 385% y un 3,81%,
respectivamente, durante 1los tres primeros dias de la
germinacién, mientras que el 4cido 1linoleico parece no
consumirse. Por otra parte, el andlisis de 1los é&cidos
grasos libres presentes en los aceites extraidos muestran
un aumento en los &4cidoe grasoe eaturados, indicando 1la
preferencia de la enzima por dichos Acidos.

La lipasa se extrajo por tratamiento de las semillas
con solucién de sacarosa 0,2 M: la enzima se recupera en la
fraccién soluble cuando el extracto se centrifuga a 10.000
g durante 30 minutos. El sobrenadante (enzima cruda) se
purifica por precipitacién con sulfato de amonio vy
posterior pasaje por una columna de Sephadex G-150
utilizando solucién de eacaroea como eluente. La velocidad
de la reaccién lipolitica es lineal durante las primeras 20

horae y proporcional a la concentracidtn de enzima y sigue
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la cinética de Michaelis-Menten (Km = 3,3 x 102 M y 8 x
10-3 M utilizando Tween 80 y tributirina como sustrato,
respectivamente). La enzima muestra méxima actividad a 30¢C
en un rango de pH 8,5-9,0. Es muy estable en medio alcalino
(pH 8,0-10,0) y sensible al calor: no es activa después de
un tratamiento de 70°C por 1 minuto y pierde un 25% de
actividad por exposicidén a 45°2C durante el mismo tiempo. La
enzima es capaz de hidrolizar trioleina, trilinoleina vy
aceite de maiz; sin embargo la velocidad de hidrélisis es
mucho mayor sobre tributirina y Tween 80 (Daood y Al-Ani,

1988).

1.4.4.2.2. Vernonia anthelmintica

De semillas de Vernonia anthelmintica, cuyo principal
lipido de reserva es la trivernolina (el &cido vernélico es
el cis-12,13-epoxi-cis-8-octadecenoico) 8e ha purificado
parcialmente una lipasa de peso molecular superior a 200 kD
y con una actividad 6ptima a pH 7,5-8,0 (Onley, et al.,
1968). Los autores detectan muy poca actividad cuando se
agitan extractos acuosos o suspensiones de polvo acetdnico
con aceite de oliva pre-emulsionado como sustrato, pero la
actividad se incrementa cuando el polvo se trata
directamente con aceite de oliva y agua destilada o buffer
fosfatos de pH 7,0. La enzima es capaz de hidrolizar tanto
ésteres de alcoholes primarios como secundarios y es
igualmente activa sobre triacilglicéridos saturados y no

saturados.
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1.4.4.3. Lipasas de CucurbitAceas

1.4.4.3.1. Cucumis melo

Tanto las s8semillas en reposo como germinadas de
Cucumis melo ("meldn"”) contienen dos lipasas, con un pH
6ptimo de 4,0 y 6,0, respectivamente, sobre aceite de oliva
emulsificado como sustrato. Las semillas decorticadas o las
raices primarias de semillas germinadas se homogenizan en
medio buffer citrato 0,05 M de pH 7,0 y se centrifugan a
12.000 g durante 15 minutos. Las enzimas se obtienen en el
sobrenadante y se separan por Sephadex G-75. La actividad
se determina en distintos estadios de la germinacién y en
distintos fragmentos de la raiz, demostrédndose que la misma
se 1incrementa al aumentar 1la longitud y hacia 1la =zona

apical de la misma (Akhtar et al. 1981).

1.4.4.3.2. Cucumeropsis edulis

Del polvo acetédnico preparado a partir de semillas en
dormancia y germinadas de Cucumercpsis edulls se ha logrado
aislar una lipasa cuya actividad es médxima a pH 5,0 y que
se incrementa durante la germinacién (Opute, 1875). Dado
qQue la enzima libera indiscriminadamente acidos grasos del
gliceril-1-palmitato-2-oleato-3-estearato como del
gliceril-l1-estearato-2-palmitato-3-oleato, su actividad es
inespecifica respecto a la longitud de cadena, el grado de
saturaciébn y posicién de los 4acidos grasos en el

triacilglicérido.
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1.4.4.4. Lipasas de Leguminosas

1.4.4.4.1. Man{i

A partir de polvo aceténico de semillas germinadas de
mani (Arachis hypogaea L.) ha sido aislada y parcialmente
purificada una “lipasa alcalina” (pH 6ptimo 8,5). Su
actividad es mayor sobre tributirina que sobre aceite de
maiz. La enzima se extrae con solucién de cloruro de sodio
al 0,9%¥ y posteriormente se purifica por tratamiento con
sulfato de amonio y cromatografia de exclusién molecular
(Sanders y Pattee, 1875). Su peso molecular estimado por
SDS-PAGE es de 55 kDa. No se ha determinado si esta lipasa
de mani parcialmente purificada es 1la misma 1lipasa
glioxisomal antes mencionada (Huang y Moreau, 1978), ya que
en ambos casos el pH 6ptimo es el mismo y su actividad =se
incrementa durante 1la germinacién. De todos modos su
participacién en la hidrélisis de los lipidos de reserva es
ain incierta, s8sobre todo 81 se tiene en cuenta que la
méxima actividad 1lipolitica (autolitica) en extractos
crudos de semillas germinadas de mani tiene lugar a pH 4,0-

5,0 (St. Angelo y Altschul, 1864).

1.4.4.4.2. Phaseolus vulgarils

De semillas molidas y desengrasadas de FPhaseolus
vulgaris ("poroto”) se extrae una lipasa empleando una
solucién de CaClz 10-3M y nultrasonido. La enzima se
purifica por precipitacién con sulfato de amonio al 60%. La

‘actividad lipolitica es méxima a pH 7,0 y se incrementa

cuatro veces en presencia de Tween 20. La especificidad de
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sustrato fue ensayada frente a triacetina, aceite de oliva
y el aceite de Phaseolus vulgaris, mostrando mayor
actividad frente a triacetina, lo que pone en evidencia que
posee mayor actividad carboxilesterdsica que 1lipasica

(Kermasha et al., 1986).

1.4.4.4.3. Lupinus albus

Las semillas de Lupinus albus ("lupino”) contienen
una lipasa que se extrae homogeneizando los cotiledones en
un medio buffer fosfatos de pH 6,8 conteniendo EDTA vy
ditiotreitol. La enzima 8e recupera en el sobrenadante
obtenido al centrifugar el homogenato filtrado a 30.000 g
durante 30 minutos. La actividad enzimatica, determinada
sobre triacilglicéridos purificados de aceite de lupino, es
maxima a pH 5,0 (252C) y es estimulada por la presencia de
iones como K+ (10mM), Ca2* (1mM) y Mg2+ (1mM). La enzima
exhibe cierta especificidad para liberar Acidos grasos de
la posicién 1 (3) y es més activa sobre Acidos grasos

saturados que sobre los no saturados (Sanz y Olias, 1990).

1.4.4.5. Lipasas de Malvaceas
1.4.4.5.1. Hibiscus cannabinus
Las semillas de Hibiscus cannabinus poseen actividad
lipolitica. La lipasa se extrae con buffer citrato 0,1 M de
pPH 7,0 en presencia de NaCl 0,5 M a partir de semillas
desengrasadas. La actividad ensayada sobre aceite de oliva
emulsionado es méxima a pH 5,0 (372C). La enzima se

inactiva a temperaturas mayores de 40°C y a valores de pH
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inferioree a 4,0 y s8uperiores a 6,0. La actividad
lipolitica se ve estimulada por la presencia de iones CaZ2+,
Mg2+ y Na*, mientras que 1los iones Pb2+, Zn2+, Ba2+ 1la
deprimen, al igual que el EDTA, K4Fe(CN)es y S20aNaz (Kausar

y Akhtar, 1979).

1.4.4.6. Lipasas de Juglandaceae
1.4.4.6.1. Carya illinoensis
Lae eemillas no germinadas de Carya 1illinoensis
contienen una "lipasa alcalina"” o un grupo de lipasas que
se encuentran fuertemente unidas a la fraccién particulada
de homogenatos. Los estudios cinéticos 1indican que 1la
actividad ees méxima a pH 9,0 y a 30oC. La 1lipasa es
activada o estabilizada por 1iones calcio y protectores de

grupoe sulfhidrilicoes (Whitenberg y Pao, 1980).

1.4.4.7. Lipasas de Gimnospermas
1.4.4.7.1. Pseudotsuga menzlesli

Por centrifugacién diferencial de un homogenato
obtenido a partir del gametofito femenino de esemillas de
Pseudotsuga menzieslil Franco ("“abeto Douglas”) se obtienen
diferentee fracciones con actividad 1lipasica. Utilizando
los lipidos nativos como sustrato, cerca del B80% de la
actividad se recupera en la fraccidén soluble y el resto
estd distribuido entre cuerpos 1lipidicos, mitocondrias y
cuerpos proteicos. La actividad en semillas secas es méxima

a pH 5,2 yv 7,1, pero durante la germinacién se incrementa
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slete veces a pH acido y cuatro veces a pH neutro (Ching,

1968).

1.5. IMPORTANCIA DEL KSTUDIO DK LIPASAS

El conocimiento que pueda lograrse sobre las enzimas
lipoliticas de plantas superiores resulta de fundamental
importancia, tanto para comprender su rol fisiolégico como por
su capacidad de producir modificaciones en 1loes productos
agricolas almacenados. Por otra parte, estos vegetales pueden
constituir una valiosa fuente de productos enzimdticos de
variada aplicacién industrial.

Las enzimas lipoliticas catalizan los pasos iniciales en
el proceso de movilizaciédn (degradacién) de los lipidos de
reserva de las semillas, por lo que de hecho pueden controlar
las velocidades de germinacién y de crecimiento de la plantula.
El recambio de los lipidos de membrana depende también de la
actividad de estas hidrolasas, de donde 1la informacién que se
obtenga acerca de sus formas de accién ee esencial para
comprender los fen6menos de desarrollo y diferenciacidn
celular, asi como los cambios operados en los productos
agricolas almacenados y su efecto sobre la conservaciédn de los
mismos. Tanto el almacenaje de granos como la compresidén a la
que se someten ciertos productos agricolas pueden estimular la
actividad lipolitica, hecho que conduce a un incremento de la
cantidad de &acidos grasos libres, cuya remocidén de los aceites
destinados a consumo alimentario genera costos adicionales en
el proceso de industrializacién. En el caso de las semillas, la

intensificaciétn de la lipélisis puede provocar pérdida de vigor
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seminal, reduciendo la viabilidad de las mismas y favoreciendo
en otros casos el enranciamiento de los 1lipidos de reserva
(Huang, 1984).

Las lipasas son utilizadas en distintos procesos
industriales, siendo los de mayor importancia la hidrélisis de
triacilglicéridos para obtener &cidos grasos y glicerol y 1la
esterificacién o interesterificacién de grasas y otros lipidos.
El uso de lipasas en la 1industria parece ser econémicamente
factible, en especial para la preparacién de productos de alto
valor comercial que no pueden ser obtenidos convenientemente
por sintesis quimica (Mukherjee, 1990).

En el campo de la alimentacidn su aplicacién es multiple.
La capacidad de hidrolizar componentes lipidicos contribuye a
mejorar 1los caracteres organolépticos de algunos derivados
lacteos (Sicard, 1982; Fox, 1982; Lamberet y Menassa, 1982) y
lo propio ocurre en la panificacién, en cuyo caso se favorece
ademés la conservacién de 1los productos elaborados. En la
fabricacién de bebidas alcoh6licas la remocién de los lipidos
presentes acelera la fermentacién y mejora el aroma de éstas;
la accid6tn sobre los lipidos contenidos en huevos se aprovecha
para mejorar la calidad de la mayonesa, salsas y aderezos. En
productos elaborados con carnes y pescados, a la par que
remueven el exceso de grasas mejoran su sabor (Whitaker, 1982).
Pueden obtenerse asimismo productos de alto valor comercial
como Acidos grasos poliinsaturados, utilizados en productos
dietéticoe, por hidrélisie de aceitee de pescado o de semillae,
asi como monoacilglicéridos que se emplean como emulsificantes

(Mukherjee, 1990).
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En la industria quimica estas hidrolasas son utilizadas
tanto para la obtencién de &acidos grasos, glicerina, mono- y
diacilglicéridos de elevada pureza como para la sintesis de
ésteres y en la elaboracidén de reactivos para el analisis de
lipidos; wuna aplicacién reciente pero en expansién es su
inclusién en polvos detergentes.

Las lipasas han 8ido tradicionalmente incorporadas a
preparaciones farmacéuticas polienzimaticas destinadas a ser
usadas como coadyuvantes digestivos (Sicard, 1982), pero
recientemente se ha aprovechado la enantioselectividad de las
mismas para la obtencién de drogas como agentes bloqueantes -
adrenérgicos (Mukherjee, 1990). En bioquimica clinica eon
empleados como reactivos de diagnéstico de triacilglicéridos en
sangre (Sugiura, 1984).

Finalmente puede consignarse el uso de enzimas lipoliticas
en procesos diversos, tales como la remocién de grasas de la
piel animal en 1la fabricacién de productos de cuero, la
desobstruccién de desagies y el tratamiento de aguas de
desecho, en combinacién con otras enzimas (Iwai y Tsujisaka,
1984).

Las lipasas representan un 3% del total de enzimas usadas
en la industria (Huang et al., 1988). En la casi totalidad de
las aplicaciones antes sefilaladas las enzimas 1lipoliticas
utilizadas 8son de origen fungico (Iwai y Tsujisaka, 1984),
incluidas las que 8se emplean en procesos biotecnolégicoes de
reciente data, como la interesterificaciédn de aceites y grasas
(Macrae, 1983). Sin embargo, trabajos recientes han enfatizado

la necesidad de dirigir la atencién de los investigadores hacia
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la obtencién de lipasas provenientes de plantas superiores, ya
que se encuentran presentes en todas las semillas y en muchas
de ellas en cantidades que justifican su explotacién comercial.
El contenido de 1lipasas, s8salvo excepciones, 8e 1incrementa
durante los primeros dias de la germinacién, las pldntulas son
fdciles de cultivar, las técnicas de extraccién son simples y
es mas que satisfactoria la estabilidad y actividad de 1las
preparaciones hasta &ahora conocidas (Haseanien y Mukherjee,
1986). Por otra parte cabe destacar que la alta especificidad
de sustrato de las lipasas vegetales no ha sido encontrada en
lipasas microbianas o de mamiferos (Huang et al., 1988). No
obstante -como puede comprobarse a través de la revisién
realizada- es aun escaso el numero de especies en cuyas
semillas s8e ha determinado 1la presencia de 1lipasas y muy
reducidos los casos en los que dichas enzimas han sido

purificadas y caracterizadas.

1.6. EL CULTIVO DE GIRASOL EN LA ARGENTINA

El girasol se cultiva en nuestro pais desde hace unos
ciento cincuenta afios. Esta oleaginosa fue traida a 1la
Argentina por los inmigrantees de Europa oriental, quienes la
sembraron para el consumo directo y para la alimentacidén de las
aves, pero es recién a partir de 1930 que este cultivo adquiere
verdadera importancia. A pesar de las considerables
oscilaciones anuales, tanto en superficie como en rendimiento o
producciédn total, la Argentina figura siempre en los primeros

puestos entre los paisee productores de todo el mundo.
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Desde hace alrededor de cuarenta afios constituye la fuente
basica para la produccidén de aceite comestible en nuestro pais,
representando mads de la mitad del aceite total que se consume.
Por otra parte, el girasol se cuenta entre los cinco cultivos
mds uatilizados en el mundo para la obtencién de aceites
comestibles, Jjunto con la soja, el mani, la colza y la palma
acelitera (INTA, 1985).

La Argentina ee el segundo productor y a la vez el primer
exportador de aceite a nivel mundial. La importancia de este
cultivo en nuestro pais, donde ocupa el segundo lugar después
de la soja, estd reflejada en los siguientes valores de 1la
campafia 1990,/91 dados por la Bolsa de Cereales de Buenos Aires,
donde la cantidad de aceite representa el 18% de la produccién

mundial.

Area sembrada: 2.372.400 ha
Superficie cosechada: 2.301.200 ha
Produccién de granos: 4.033.800 ton
Produccidén de aceite: 1.428.000 ton
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La actividad desarrollada en el campo de las lipasas
vegetales es considerablemente menor que la que se lleva a cabo
en el de las lipasas de mamiferos y de microorganismos, a pesar
de la importacia que tiene el conocimiento de aquéllas, tanto
para comprender su rol fisiolégico como para analizar su
posible aplicacién en procesos biotecnolégicos.

En razén de ello, las semillas de oleaginosas deberian
constituir la fuente de eleccidtn de lipasas vegetales, dado que
los aceites representan su mayor sustrato energético. Por otra
parte, 8u condicién de cultivo intensivo asegura una facil
disponibilidad de material de bajo costo y elevada
homogeneidad.

Como ya ha s8ido mencionado, el girasol es la principal
oleaginosa cultivada en nuestro pais, correspondiendo a la
Provincia de Buenos Aires mas de la mitad de su produccién. Sin
embargo, mads allda de algunos intentos aislados, la informacién
de la que se dispone sobre el sistema lipolitico responsable de
la movilizacién de los lipidos de reserva de esta especie es
practicamente nula, motivos que decidieron 1la eleccién del
material utilizado en el presente estudio y que persigue los

siguientes objetivos especificos:

1. Conocer cémo progresa la degradaciédn de los lipidos de
reserva de las semillas de girasol durante la
germinacién de las mismas y establecer la correlacién

existente con la gluconeogénesis.
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Comprobar 1la existencia de actividad 1lipolitica en
semillas en dormancia y analizar la manifestacién de la
misma en el curso de la germinacién.

Determinar la 1localizacién subcelular del sistema
lipolitico y esBtablecer sue condiciones 6ptimas de
accién in vitro.
Estudiar el efecto de 1iones, detergentes e inhibidores
enzimédticos sobre el comportamiento del sistema
lipolitico.

Establecer s8i el sistema lipolitico manifiesta alguna
especificidad por los triacilglicéridos que componen el
aceite y por los &cldos grasos que forman parte de

aquéllos.
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3. Materiales
y métodos




3.1. MATERIAL VEGETAL

Durante la realizacién del ©presente trabajo se
utilizaron diferentes partidas de semillas de girasol
(Helianthus annuus L., cv. ACA 871), provistas por 1la

Asociacién de Cooperativas Argentinas C.L. (Pergamino,

Argentina).

3.2. REACTIVOS

A menos que se indique expresamente, todos los reactivos
utilizados fueron de calidad p.a.: 4&dcido citrico, Acido
bérico, borato de sodio, cloruro mercurico (Anedra),
hidréxido de sodio (Carlo Erba), cloruro de calcio, fenol y
fosfato disédico (Fluka), cloruro de magnesio, cloruro de
sodio, EDTA, foefato monosdédico, glicina y glucosa
(Mallinckrodt), acetonitrilo HPLC, &cido clorhidrico, 4cido
sulfirico, cloroformo HPLC, cloruro de potasio, etanol vy
metanol (Merck), aceite de girasol (Molinos Rio de la Plata),
sulfato de sodio anhidro (Rhodia), acetato de cobre, A&acido
oleico, dodecilsulfato de sodio, fenilmetilsulfonilfluoruro,
Tries y Triton X-100 (Sigma), ocloroformo, isooctano y piridina
(Sintorgan).

Como patrones para GLC de Acidos grasos se utilizaron
4cido miristico (14:0), palmitico (16:0), palmitoleico
(16:1), estedrico (18:0), oleico (18:1), 1linoleico (18:2),
araquidico (20:0) y behénico (22:0), en tanto que para HPLC
de triacilglicéridos ese vusaron trilinoleina, trioleina,
dilinoleiloleina, dioleilpalmitina y dioleilestearina (Sigma,

pureza 99,89%).
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3.3. PRETRATAMIENTO Y GERMINACION DE LAS SEMILLAS

Las semillas de muchas especies contienen inhibidores de
la germinacién localizados en los tegumentos (Ginzo, 1980).
Con el objeto de eliminar posibles inhibidores de cubierta y
al miesmo tiempo favorecer la 1imbibicién, las semillas se
lavaron con agua corriente durante 24 horas a temperatura
ambiente (202C). A continuacién se pusieron a germinar en
bandejas parcialmente cubiertas con polietileno eobre toallas
de papel humedo, en la oscuridad, para facilitar 1la
movilizacién de los lipidos.

A excepcién del ensayo preliminar, en el cual 1la
temperatura fue fijada en 252°C, todas las experiencias de
germinaciétn se llevaron a cabo a 30°C . El1 fin del periodo de
imbibicién fue considerado dia cero de la germinacién. Las
plantulas fueron seleccionadas tanto por edad como por

longitud del hipocétilo (fig. 5).

3.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE LIPIDOS TOTALKS

Como paso previo al estudio del sistema lipolitico
responsable de 1la movilizacién de los 1lipidos de reserva
resulta necesario conocer cémo progresa la degradacidédn de los
mismos, lo que puede lograrse a travée del conocimiento del
contenido de lipidos residuales en los cotiledones durante la
germinacién.

Para ello los cotiledones, seleccionados como se indicé
en el punto anterior, fueron triturados en un Omni-Mixer
Sorval con una mezcla cloroformo-metanol (2:1), utilizando 17

ml de mezcla por gramo de cotiledones frescos. La suspensién
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Fig. 5. Semillas de girasol en distintos estadios de
desarrollo. La germinacién se 1llevé a cabo en 1la

oscuridad, a 30=C
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fue filtrada a través de papel de filtro y el residuo lavado
dos veces con 2 ml de mezcla extractante por gramo de
cotiledones (Radin, 1969). Los filtrados fueron mezclados y
evaporados con corriente de aire caliente hasta peso

constante.

3.5. DETERMINACION DK GLUCIDOS SOLUBLES

El contenido de lipidos de las semillas decrece
gradualmente durante la germinacién, coincidiendo con el
incremento en la cantidad de carbohidratos solubles,
inicialmente por la transformacidén de aquélloe a travée del
proceso de gluconeogénesis y luego como resultado de la
fotoeintesis (Villalobos et al., 1987). Dado que en este caso
las semillas fueron germinadas en 1la oscuridad, en 1las
experiencias realizadas deberia esperarse una buena
correlacién entre la caida de 1lipidos y 1la aparicién de
glucidoes simples.

Con el objeto de determinar el contenido de glucidoe
solubles, los cotiledones fueron desengrasados previamente
con cloroformo y el residuo fue extraido con etanol de 80° en
un erlenmeyer con tapa durante 10 minutos, con agitacidn
permanente (Villalobos et al, 1987). Para la estimacidén de
los glucidos presentes en los extractivos etandlicos se
utilizé6 el método del fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956),
expresando loe resultados en mg de glucosa por par de

cotiledones.
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3.6. ANALISIS DE LA COMPOSICION DE TRIACILGLICERIDOS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La etapa 1inicial de degradacién de los 1lipidos de
reserva seminales es mediada por lipasas, pero en las
distintas especies estudiadas ha quedado demostrado que estas
enzimas manifiestan diferente especificidad por los
triacilglicéridos presentes en los aceites (Huang, 1984).

Para poder estudiar el comportamiento del sistema
lipolitico de girasol resulta necesario conocer la
composicién inicial del aceite en semillas en dormancia vy
comprobar luego si sufre alguna variacién en el transcurso de
la germinacién de las mismas.

Para la obtencidén de 1los aceites se extrajeron 1los
lipidos totales de semillas no germinadas y de plantulas de
distintos dias de germinacidén con cloroformo-metanol (2:1),
utilizando 17 ml de mezcla extractiva por gramo de muestra.
La suspensiétn resultante se filtr6 por papel de filtro (S &
S, tipo 0859) y el residuo se lavé dos veces con 2 ml de la
mezcla extractante. Luego 8e le agregd al filtrado 0,2
volumenes de solucién acuosa de cloruro de sodio al 0,9%, se
agité y se dej6é6 decantar a baja temperatura para permitir la
separacién de dos fases: una superior acuosa y una inferior
cloroférmica. La fase inferior que contiene el aceite &se
llev6 a s8eco bajo corriente de nitrégeno (Gonzalez Baré,
1991).

El anédlisis de triacilglicéridos por HPLC se 1llev6 a
cabo en un equipo Konik KNK-500-A utilizando una columna Bio-

Si1 C-18 HL 90-5 S (250 x 4,6 mm, tamafio de particula 5Sum,
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Bio-Rad) y un detector ultravioleta UVIS 204 (Linear
instruments). Los cromatogramas fueron registrados e
integrados con un integrador Spectra Physics 4600. Los
aceites extraidos de semillas de distintos dias de
germinacién se redisolvieron en cloroformo (5 mg por ml) y se
filtraron a través de filtros NitroPlus de 0,45 um
(MicronSep, Msi). Las muestras asi tratadas se inyectaron y
fueron eluidas con una mezcla de acetonitrilo-etanol (3:7) y
una velocidad de flujo de 1,3 ml/min. La deteccién de los
triacilglicéridos se llevé a cabo a 210 nm. La identificacién
tentativa de los mismos se realizé6 por comparacién con los
tiempos de retencién de los esiguientes triacilglicéridos
patrones: trilinoleina (LLL), trioleina (000),
dilinoleiloleina (LLO), dioleilestearina (00S) y
dioleilpalmitina (OOP) y de acuerdo al orden de elucién de
triacilglicéridos de aceite de girasol obtenidos por otros

autores (Dong y Di Cesare 1983, Barron y Santa-Maria 1981).

3.7. ANALISIS DE LA COMPOSICION DE ACIDOS GRAS0OS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA GASEOSA (GLC)

Mediante el estudio de la variacién en la composicién de
4cidos grasos durante la germinacién puede lograrse un aporte
adicional al conocimiento del modo de accién del sistema
lipolitico presente en semillas de girasol, ya que ello

permitiria conocer la preferencia del sistema enzimatico por
el grado de saturacién y 1la longitud de 1la cadena

hidrocarbonada de los dcidos grasos presentes en el aceite.
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El anAlisis de 1los A4cidos grasos se 1llev6 a cabo
mediante cromatografia gaseosa (GLC) de los ésteres metilicos
de los miemos, obtenidos a partir de los aceitee extraidos de
cotiledones de distintos estadios de desarrollo por el
procedimiento 1indicado anteriormente. Los &acidos grasos se
esterificaron calentando a reflujo durante 30 minutos 0,5 g
de aceite con 30 ml de una mezcla de metanol-benceno (3:1) y
0,5 ml de &acido sulfirico concentrado. La mezcla Bse dejé
enfriar y luego se extrajo con 50 ml de hexano, agitando
durante 1 minuto. El extracto hex&nico 8e lavé hasta
neutralidad con cloruro de sodio al 10%, utilizando naranja
de metilo como 1indicador, y 8Be sec6 con sulfato de sodio
anhidro. El solvente s8e evaporé a presiétn reducida y el
residuo se retomdé con hexano (dilucién 1:10). Un microlitro
de esta dilucidén se inyectd en el cromatdgrafo gaseoso.

Las corridas cromatograficas se realizaron en un equipo
Hewlett Packard modelo 5890 A, utilizando una columna SP 2330
de 30 m de largo y 0,25 mm de diametro interno. La mejor
resolucién se obtuvo con 1las siguientes condiciones de
corrida: un caudal de Nz de 20 ml/min, una temperatura del
inyector de 250°C y una temperatura de columna de 188<C.

Las &Areas correspondientes a cada pico se determinaron
en forma relativa con un integrador Hewlett Packard 3392Z.
Como patrones se utilizaron los siguientes &cidos grasos:
dcido miristico (14:0), palmitico (16:0), palmitoleico
(16:1), esteérico (18:0), oleico (18:1), 1linoleico (18:2),

araquidico (20:0) y behénico (22:0).
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3.8. OBTENCION DE EXTRACTOS DE COTILEDONES

Salvo algunas excepciones, las lipasas de semillas hasta
ahora estudiadas aparecen durante la germinacién. Por 1lo
tanto los ensayos para determinar la presencia de actividad
lipolitica en girasol 8e 1llevaron a cabo tanto sobre

extractos de cotliledonee de semillas en dormancia como de

pldntulas en distintos estadios de desarrollo. Los
cotiledones, 8eleccionados como 8e 1indic6 antes, fueron
separados manualmente, lavados con agua destilada Yy

homogeneizados (Omni-Mixer, Sorval) en un medio Tris-HC1l 0,1
M de pH 7,5 (2 ml de buffer por gramo de cotiledones frescos)
en bafio de hielo, durante un minuto. Cada homogenato fue
filtrado a través de una tela de nylon (20 mallas/cm) y el
extracto crudo asi obtenido fue congelado y conservado a

-20°C hasta el momento de ser usado.

3.9. FRACCIONAMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE COTILEDONES POR
CENTRIFUGACION

Una vez detectada la actividad lipolitica en extractos
crudos de cotiledones, los mismos fueron centrifugados a
11.000 g durante 30 minutos a 4©C, obteniéndose una capa
grasa superior, un sobrenadante y una fraccién particulada
("pellet”). La capa grasa fue cuidadosamente removida con una
espadtula y resuspendida en agua destilada (100 mg/ml); el
sobrenadante fue separado y el pellet resuspendido en
solucién 0,1 M de buffer fosfatos de pH 7,0.

La capa grasa estéd constituida esencialmente por cuerpos

lipidicos, que contienen 92-98% (p/p) de 1lipidos neutros
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(fundamentalmente triacilglicéridos, pero también
diacilglicéridos y acidos grasos libres), 1-4% de
fosfolipidos y 1-4% de proteinas. La deteccidén de actividad
lipolitica en la capa grasa ("autolisie”) estaria
evidenciando 1la presencia de una 1lipasa asociada a la
fraccién proteica (oleosinas) de la membrana de los cuerpos
lipidicos (Huang, 1992).

De existir actividad lipolitica en el sobrenadante no se
obtendria informacién con respecto a su ubicacién subcelular,
pero se dispondria de la lipasa en forma soluble, lo que
facilitaria su purificacién.

Finalmente, la presencia de actividad lipolitica en el
pellet indicaria la asociacién de la lipasa con los

glioxisomas u otras estructuras subcelulares.

3.10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA
3.10.1. Eleccién del medio de reaccién

La determinacién de 1la actividad de enzimas cuyos
sustratos habitualmente no son solubles en agua, como ocurre
en el caso de las lipasas, plantea problemas metodolégicos
que pueden resolverse a través de dos mecanismos
alternativos: a) la suspensién del sustrato (corrientemente
triacilglicéridos puros o aceites naturales) en una solucidn
de goma arédbiga u otro agente viscosante y/o emulgente y b)
la formaciétn de un sistema de dos fases, en el que la fase
acuosa contiene la lipasa y la fase solvente orgédnico el
sustrato disuelto. En este ultimo caso la fase orgéanica

cumple con la doble funcién de disolver el sustrato y también
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los Acidos grasos que constituyen uno de los productos de la
lip6lisis, por lo que debe asegurarse que ambas fases (acuosa
y orgédnica) estén en estrecho contacto.

En el primer caso es necesario dispersar el sustrato, lo
que generalmente se logra a través de emulsiones de goma
ardbiga al 5%. En consecuencia se ensayé tanto la capacidad
emulgente de soluciones de goma arabiga como la posibilidad
de extraer de la emulsién con isooctano los Acidos grasos
liberados en la hidré6lisis. Se pudo comprobar que la emulsién
es estable durante varias horas en reposo, pero que la
extraccién con isooctano de los acidos grasos era de bajo
rendimiento y requeria un tiempo excesivo (luego de agitar
durante 3 minutos en vortex una emulsién de Acido oleico en
goma arébiga s6lo se recupera el 25% de acido oleico).

La retencidén de los acidos grasos por la goma aréabiga se
atribuyé al contenido de iones calcio de 1la misma, que
podrian actuar reteniendo a los grasos liberados en forma de
sales de calcio, por lo que 8e procedié a dializar wuna
soluciétn de goma arabiga frente a Acido clorhidrico 10 mM
durante 24 horaes (Brown et al., 1977) y repetir el ensayo:
los resultados no mejoraron, por lo que en el presente

trabajo se decidi® emplear el sistema de dos fases.

3.10.2. Equipo utilizado

La elecciétn del sistema de dos fases exige un estrecho
contacto entre la fase acuosa y la fase organica, lo que se
logra usualmente con un agitador magnético y una cuba de

doble camisa que permita la circulaciétn de agua para
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termostatizar el esistema; sin embargo este equipo sélo
permite la realizacién de una experiencia por vez, la que
debe s8er reproducida en tantas oportunidades como sea
necesario para obtener valores confiables.

El numero de determinaciones simultédneas depende
esencialmente de 1la cantidad de agitadoree magnéticos
disponibles, pero ello no asegura que todos los ensayos sean
estrictamente equivalentes entre 81, porque resulta
practicamente imposible obtener en todas las experiencias la
misma velocidad de agitacién, de lo cual depende el grado de
contacto entre ambas fases.

En consecuencia fue necesario disefiar un equipo (figs.
6-8) que permite la realizacién de diez determinaciones
simulténeas con vuna velocidad de agitaciém regulable,
reproducible, constante e 1igual en todas las cubas de
reaccién. La unién de todas las cubas entre si por medio de
tubos de goma asegura la termostatizacién de las mismas.

El gabinete (fig. 6) estd realizado totalmente en
acrilico de 3,2 mm de espesor y consta bisicamente de dos
priezas ensamblables. La inferior (a) es una caja de 20 x 50
cm de base y 10 cm de alto y estd destinada a albergar los
diez agitadores y el sistema electrénico de mando y control.
En la superior (b) la base estd4d desplazada hacia arriba para
que obre al mismo tiempo de tapa de aquélla y de soporte de
las cubas de reaccién. Dos planchas perforadas de acrilico
completan el gabinete: una de ellas (c) cubre el dispositivo
electrénico-mecanico y en su cara inferior se fijan las

planchuelas (d) que actien como sostén de los agitadores, en
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tanto que la otra (a) estd4d destinada a mantener la posicién

de las cubas de reaccién.

D O S o o A

Fig. 6. Detalle de lae partes que componen el gabinete

explicaciétn en el texto)
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La figura 7 representa un corte del equipo, donde se
puede apreciar la manera en que se disponen las piezas que
integran el gabinete, las cubas de reaccién y los agitadores.
Cada agitador estd constituido por un eje de acero de 2,2 mm
de didmetro y 50 mm de longitud, con los primeros 20 mm
roscados, un 1imdn de 32 x 10 x 3 mm y una polea de
duraluminio de 41 mm de diametro. Kl imAn estd soldado a una
arandela plana y ésgta a su vez & una tuerca que rermite su
unién al extremo superior del eje. Un par de tuercas con
arandelas planas facilitan la fijacién de la polea sobre el
eje en la posicién deseada. Los agitadores se mantienen en
posiciébn de funcionamiento gracias a la existencia de dos
planchuelas de bronce fousforoso gque actian como bujes vy
sostén de los ecjes.

El conjunto de agitadores s8se acciona a través de un
uinico motor universal (del ¢tipo de los que poseen los
grabadores de cinta abierta), controlado por un sistema de
regulaciédn electréonica. El movimiento se desmultiplica en una
primera polea doble (fig. 8), desde donde se distribuye a las
nueve poleas restantes mediante una correa de 2 mm de espesor
y 117 cm de largo.

Sobre una de las poleas estd fijado un generador de
pulsos conectado a un frecuencimetro compuesto por un sensor
y un display digital que indica el numero de revoluciones por
minuto. Un regulador a transistores permite seleccionar 1la
velocidad de agitacién y una 1llave interruptora general

desconecta el sistema para facilitar la toma de muestras.
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AT
Fig. 7. Corte del equipo. a:
pieza superior; b: pieza N
inferior; c¢: placa perforada

para mantener las cubas en

posicidn; d: cuba de L J

reaccién; e: placa perforada FE] —3 [

donde se fija el soporte de

los agitadores; f: eje del

agitador; g: iman; h: polea;

i: planchuelas que funcionan

como bujes y soporte de los /'

agitadores.

Fig. 8. Vista superior de la distribucidén de los agitadores.
a: eje y polea del motor; b: polea doble; c:

generador de pulsos; d: correas.
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3.10.3. Técnica empleada

La actividad 1lipolitica 8e media tradicionalmente
titulando 1los 4&acidos grasos liberados con soluciones de
hidréxido de s8odio, hecho que condicionaba seriamente 1la
realizacidén simultanea de varias determinaciones. De alli la
aparicién de métodos colorimétricos, fluorométricos y con
materiales radioactivos, entre otros (Jensen, 1983).

El método adoptado en este caso (Kwon y Rhee, 1986) esta
basado en la determinacién colorimétrica de las sales de
cobre de los &cidos grasos liberados, que se solubilizan en
isooctano y cuya absorbancia se determina a 715 nm. El método
es rapido, sensible y preciso, con excelente reproducibilidad
de los resultados obtenidos. El reactivo consiste en una
solucién de acetato de cobre al 5%, llevada a pH 6,0-6,2 con
piridina.

Cuando 1la determinacién se 1llevé a cabo sobre los
extractos y la capa grasa, el medio de reaccién contuvo 2 ml
de solucibébn buffer, 5 ml de isooctano y 2 ml de muestra (en
la que estan presentes tanto la enzima como el sustrato),
agregados en ese orden. Para estimar la actividad lipolitica
del sobrenadante y del pellet se utilizaron como sustrato 0,5
ml de aceite de girasol disueltos en 4,5 ml de 1isooctano.

La mezcla de reaccién fue agitada durante 2 minutos a
37°C; la actividad enzimética se detuvo por el agregado de 2
ml de HC1l 6N, continuando la agitacidn durante un minuto.
Finalmente 6e s8separaron 3 ml de la capa superior de
isooctano, que contienen los &acidos grasos liberados, y se

hicieron reaccionar con 0,6 ml de 8solucién de acetato de
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cobre al 5% (pH 68,1). Luego de agitar cada tubo en un vértex
durante 90 segundos, se midi6 la absorbancia de la solucién a
715 nm. Los resultados obtenidos en las determinaciones se
expresaron como nanomoles de &4cido oleico 1liberados por
minuto por par de cotiledones, por 1lo que previamente fue
necesario hacer una curva patrén con concentraciones
variables de acido oleico (2.103 a 104 nanomoles/ml).

Los Acidos grasos libres eventualmente presentes en la
muestra fueron descontados mediante la realizacién de ensayos
en blanco, en los que 2 ml de muestra se agitaron con 2 ml de
HC1l 8N durante un minuto, previamente a la adicién de buffer

e isooctano.

3.11. VARIACION DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA CON EL pH

Para comprobar si la maxima velocidad de 1lipélisis in
vivo se correlaciona con la aparicién de actividad lipolitica
in vitro, se disefiaron ensayos preliminares de determinacién
de actividad incubando extractos de cotiledones de distintos
estadios de desarrollo (semillas secas, dias O a 7), a 372C y
a pH 5,0, 7,0 y 9,0.

Una vez que se dispuso de esta informacién preliminar se
confeccioné un perfil de actividad enzimAdtica en funcién del
pH para determinar la o las zonas de méxima actividad
lipolitica.

En las experiencias s8e utilizaron 1los siguientes
sistemas buffer (Stoll y Blanchard, 19890): citrato-fosfato
(pH 2,8-7,0), Acido bérico-borato de sodio (pH 7,5-9,2) y

glicina-hidré6xido de sodio (8,6-10,8).
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3.12. VARIACION DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA CON LA TEMPERATURA

El comportamiento del sistema 1lipolitico con 1la
temperatura se establecié determinando la actividad en
muestras de capa grasa resuspendidas en agua destilada vy
sometidas a incubacidén durante 2 minutos a pH 3,2 y 8,6 entre

35eC y 90eC.

3.13. ANALISIS POR HPLC DE TRIACILGLICERIDOS RESIDUALES EN
ENSAYOS AUTOLITICOS.

A efectos de conocer 81 el comportamiento del sistema
lipolitico en los ensayos in vitro sBeguia pautas de
especificidad similares a las que s8e observan In vivo, s8e
tomaron muestras de la fase 1isooctano de 1la mezcla de
reaccién de 1loes ensayos de autolisis y se sometieron a
analisis por HPLC. El equipo utilizado y las condiciones de
corrida fueron las mismas que 8e describieron para el
andlisis de los aceites. Para la preparaciédn de la muestra a
analizar, 3 ml de la fase 1isooctano correspondientes a 1la
mezcla de reaccién fueron evaporados bajo corriente de
nitrégeno y el residuo retomado con cloroformo de modo de

lograr una concentracién de 5 mg/ml.

3.14. EFECTO DE IONES, INHIBIDORES KENZIMATICOS Y DETERGENTES

SOBRE KL SISTEMA LIPOLITICO
Se ha sugerido que los &acidos grasos de cadena larga
liberados en la lipélisis reducen, tanto por efecto de carga
como por impedimento estérico, el acceso de la lipasa a las

moléculas de triacilglicéridos situadas en la interfase
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aceilte-agua y que los cationes divalentes, como aceptores de
4cidos grasos, previenen este tipo de inhibicién. Por otra
parte, 8e atribuye a algunos cationes monovalentes la
estimulacién de la actividad lipolitica por su capacidad de
suprimir la inhibicién enzimatica por efecto de carga
interfacial (Benzonana y Desnuelle, 1968). Con el objeto de
estudiar el efecto de 1iones mono- y divalentes en 1la
autolisis de los cuerpos lipidicos de girasol, una alicuota
(1,8 ml) de capa grasa resuspendida fue incubada durante 10
min a 37°C con 0,2 ml de las sigulentes soluciones: CaClz,
Cu(CHaCOO)z , KCl, MgClz y NaCl (1 mM y 10 mM) y la actividad
lipolitica residual a loes pH O6ptimoe fue medida como se
indicé anteriormente.

Existen presunciones de que el mecanismo de accidn
hidrolitico de las lipasas podria seguir pautas similares a
las halladas en proteasas (Brady et al. 1990). Para
comprobarlo se ensayaron inhibidores de hidrolasas serinicas
(PMSF), cisteinicas (Hg2*) y metalo-enzimas (EDTA), empleando
soluciones de HgCl=z (0,1 mM), PMSF (1 mM) y EDTA (1 mM y 10
mM) en las condiciones indicadas en el parrafo anterior.

Dado que 1la reaccién 1lipolitica requiere de 1la
existencia de una interfaee, en el estudio del comportamiento
de estos sistemas enziméticos es corriente ensayar el efecto
que ejercen los detergentes sobre la actividad lipolitica.
Por ello se determind qué consecuencia tenia el agregado de
loe detergentes Triton X-100 y SDS en una concentracién del

1% en la mezcla de reaccioéon.
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4. Resultados




4.1. OPTIMIZACION DEL EKESQUEMA DE GERMINACION PARA LA
DETECCION TEMPRANA DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA

Cuando las semillas de girasol se hacen germinar en la
oscuridad a 25°C se requieren 15 dias para que el contenido
inicial de 1lipidos disminuya al 30X, en tanto que si 1la
germinacién se lleva cabo a 30°C, en s86lo 7 dias el contenido
de lipidoes decrece al 20%¥ (fig. 9).

Dado Que la caida de lipidos guarda estrecha relacién
con la aparicién de la actividad lipolitica, este
comportamiento germinativo reduce significativamente el
tiempo necesario para la obtencién del material destinado al
estudio del sistema 1lipolitico, por 1lo que todas las
experiencias posteriores fueron realizadas a esta ultima

temperatura.

4.2. CORRELACION ENTRE LA VARIACION DEL CONTENIDO DE LIPIDOS
TOTALES Y DK GLUCIDOS SOLUBLES DURANTE LA GERMINACION
Como muestra la figura 10, el contenido de lipidos 86lo
decrece un 9% durante los dos primeros dias de la germinacién
y a partir de entonces sufre una brusca caida (30¥ del valor
inicial al quinto dia), reduciéndose a un 20%¥ al cabo de
siete dias. Por su parte, el contenido de glucidos solubles
disminuye durante las primeras 24 horas y luego se
incrementa, manteniendo un nivel mds o menos constante entre

los dias 3 y 6, momento a partir del cual comienza a

disminuir.
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Fig. 9. Disminucién del contenido de 1lipidos durante 1la

germinacién de semillas de girasol a 26eC y 30=C en

la oscuridad
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Fig. 10. Variacién en el contenido de lipidos totales y de
glicidos solubles durante la germinacién de semillas
de girasol a 30°C en la oscuridad. (8: semillas

secas)
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4.3. MODIFICACION DE LA COMPOSICION RELATIVA DE
TRIACILGLICERIDOS DURANTE LA LIPOLISIS IN VIVO

La figura 11 (a) muestra el cromatograma obtenido con
una muestra de aceite de semillas sin germinar, en el que
puede verse que la trilinoleina (LLL) es el componente
mayoritario, seguido de 1la dilinoleiloleina (LLO), la
dilinoleilpalmitina (LLP), la linoleiloleilpalmitina (LOP) y
la linoleildioleina (LOO).

Los perfiles cromatogrdficos correspondientes a 1la
composicién de triacilglicéridos de los dias cero, dos y tres
de la germinacién (figs. 11 b, ¢ y d) no parecen revelar
cambios significativos con respecto al cromatograma obtenido
con semillas sin germinar. No obstante, el anélisie de las
dreas relativas de 1los cromatogramas (Tabla 1) pone en
evidencia un comportamiento diferencial del sistema
lipolitico frente a 1los distintoes triacilglicéridos. El
triacilglicérido mayoritario (LLL), muestra una disminucidn
relativa del 6% &al cabo de tres dias de germinacién
(velocidad méAxima de 1lip6lisis), en tanto que LOP y LLP
descienden un 8% y un 20%, respectivamente; por el contrario,
las 4dreas relativas de LIO y LOO se incrementan en un 13¥ y

un 73%, respectivamente.
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Fig. 11. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de
los principales triacilglicéridos presentes en el
aceite de girasol. a) seinillas sin germinar, b) dia
0 (24 horas de imbibicién), c) pléntulas de 2 dias
de germinacién y d) pléntulas de 3 dias de

germinacién.
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Tabla 1. Cambios en 1la composicién de triacilglicéridos
durante la lip6lisis in vivo. Los valores
consignados corresponden a las Areas relativas de
triacilglicéridos separados por HPLC. LLL:
trilinoleina, LLO: dilinoleiloleina, LLP,
dilinoleilpalmitina, LOO: 1linoleildiolefna, LOP:

linoleiloleilpalmitina

TAG LLL LIO LLP LOO LOP
semillas secas 46,1 26,8 13,2 3,3 10,68
dia O 48,1 26,2 13,1 3,7 10,9
dfa 2 44,7 28,2 12,0 4,2 10,8
dia 3 43,3 30,3 11,0 5,7 9,7
X variacién -6 +13 -20 +73 -8

4.4. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DURANTE LA
LIPOLISIS IN VIVO

En la figura 12 se muestran los perfiles de 4&cidos
grasos obtenidos por cromatografia gas-liquido (GLC) de los
aceites de semillas sin germinar (a) y de los dias cero (b),

dos (c) y tres (d) de la germinacién.
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La composicién relativa

componen los aceites separados por GLC se consignan en 1la

Tabla 2.

TABLA 2. Variacién en el contenido de &4cidoes grasos durante

la lipb6liseis in vivo,

de

analizados por cromatografia

los

acidos

grasos

gas-1liquido (GLC) de sue ésteres metilicos

semillas 4cidos grasos (4reas relativas)

14:0 16:0 16:1 18:0 18B:1 18:2 20:0 22:0
no ger—
minadas 0,357 7,832 0,190 4,817 17,513 67,603 0,605 1,081
dia O 0,135 7,582 0,108 4,761 17,880 68,168 0,389 0,970
dia 2 0,175 6,531 < 0,1 4,804 19,543 86,463 0,402 1,034
dia 3 0,380 6,204 0,266 4,038 21,821 65,009 0,369 0,985
variacién
porcentual +9 -21 +44 -18 +24 -4 -39 -9
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Durante 1los primeros dias de 1la germinacién, las
variaciones m4s significativas se registraron en los &4cidos
grasos saturados. Luego de 24 horas de imbibicién (dia 0) el
porcentaje relativo del acido miristico disminuye en un 62%,
el del araquidico en un 35,7%, el del behénico en un 10,26%,
el del palmitico en un 3,2% y el del esteédrico en un 1,16%.
Al dia 2 se advirtieron las siguientee disminuciones:
miristico (51%), araquidico (33,5%), palmitico (16,6%),
behénico (4,34%) y esteédrico (0,26%). Al tercer dia de la
germinaci6én se obeervé 1la siguiente reduccién relativa:
araquidico (39%), palmitico (21%), estedrico (16%) y behénico
(9%).

Por el contrario, los &cidos grasos no saturados -que
constituyen el 85,3% del total- incrementan notoriamente eu
porcentaje relativo, a excepcién del é4cido linoleico (18:2).
Este 1W0ltimo disminuye 86lo un 4% al tercer dia de
germinacién, en tanto que los Acidos oleico (18:1) vy
palmitoleico (16:1) crecen en un 24% y 44%Z en el mismo

periodo, respectivamente.

4_.5. DETECCION PRELIMINAR DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA DURANTE
LA GERMINACION A pH 5,0, 7,0 Y 9,0.

Las experiencias realizadas para determinar actividad
lipolitica en funcién del pH en semillas secas y en los
distintos estadios de la germinacién revelan que a 1los
valores de pH ensayados no se manifiesta actividad lipolitica
en semillas sin germinar, pero que la misma es detectable ya

al primer dia de 1la germinacién, alcanzando s8sus valores

71



méximos entre los dias dos y tres, para decrecer a partir del
dia cuatro y hacerse priacticamente nula al dia siete (fig.

13).

nmol.acido oleico/min/par de cotiledones

100 1 -5 pH 5.0
80r
60
40
20
oo na
S 0 1 2 3 4 5 §) 7

dias de germinacion

Fig. 13. Variacién de 1la actividad 1lipolitica durante 1la
germinacién de semillas de girasol (302C, en 1la

oscuridad) a pH 5,0, 7,0 vy 9,0 (8: semillas secas).
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4.6. VARIACION DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA CON EL pH EN

PLANTULAS DE 2 DIAS DE GERMINACION

La actividad 1lipolitica detectada a pH 7,0 y 9,0 es
considerablemente mayor qQue a pH 5,0, lo que podia hacer
suponer que el sistema era escasamente activo a pH 4cido.
Para comprobarlo se hicieron determinaciones de actividad con
extractos de cotiledones de dos dias de crecimiento (en los
que sBe comprobé méxima velocidad de 1lipélisis), pero
ampliando el rango de pH entre 2,9 y 8,9 (fig. 14),
observandose la presencia de dos picos de maxima actividad a

pH 3,7 y 8,5.

4.7. VARIACION DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA DURANTE LA
GERMINACION A LOS VALORES DE pH OPTIMO

La figura 15 muestra los resultados obtenidos al
determinar la actividad lipolitica a pH 3,7 y 8,5 durante la
germinacién, pudiendo comprobarse que ambos perfiles estédn
préacticamente superpuestos.

De acuerdo a los resultados hasta aqui obtenidos, en las
experiencias posteriores se utilizaron cotiledones de
plantulas de dia 2 y se trabajé a los dos rangos de pH de

maxima actividad.
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Fig. 14. Variacién de la actividad lipolitica en funcién del
pPH de un extracto de cotiledones de plédntulas de
girasol de 2 dias de crecimiento (30°C, en 1la

oscuridad)
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Fig. 15. Variaciétn de la actividad 1lipolitica durante 1la
germinacién de semillas de girasol (30eC, en la

oscuridad) a los valores de pH de médxima actividad
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4.8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA EN LAS
DISTINTAS FRACCIONES OBTENIDASE POR CENTRIFUGACION DE
LOS EXTRACTOS DE COTILEDONES.

Los resultados obtenidos al determinar actividad
lip6litica en cada una de las tres fracciones separadas por
centrifugacién de los extractos de cotiledones de pléntulas
de dos dias de crecimiento, muestran que tanto el
sobrenadante como la fraccién particulada resuspendida no
revelan actividad lipolitica a ningin valor de pH, utilizando
aceite de girasol como sustrato. Por otra parte, la capa
grasa, que contiene los cuerpos lipidicos, manifiesta
actividad lipolitica (fig. 16) con dos méximos a valores de
pPH comprendidos entre 3,0-3,7 (pH 6ptimo 3,2) y 8,3-9,0 (pH
6ptimo 8,8).

La fracciones provenientes de semillas sin germinar no

evidencian actividad lipolitica a ningtn valor de pH.

4.9. ACTIVIDAD LIPOLITICA EN RELACION CON LA TEMPERATURA

El comportamiento térmico del sistema 1lipolitico se
muestra en la figura 17. A pH 8,6 la actividad lipolitica se
incrementa hasta alcanzar un méximo entre 85°C y 75°C (3,4
veces el valor registrado a 37°C) y luego decae, obteniéndose
a 90°C valores similares a los observados a 37°C. En cambio,
a pH 3,2 la actividad lipolitica alcanza su valor méximo a
85°C (3,8 veces la actividad registrada a 37°2C), reteniendo

aun un 63%¥ de la sctividad méxima a los 80<C.
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Fig. 16. Variascién de la actividad lipolitica en funcién del
pH (37=C) en cuerpos lipidicos &aislados de
cotiledones de plantulas de girasol de dos dias de

germinacién
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Fig. 17. Variacién de la actividad lipolitica en funcién de
la temperatura en cuerpos lipidicos aislados de
cotiledones de pléantulas de girasol de dos dias de

germinacién
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4.10. CAMBIOS EN LA COMPOSICIONR DE TRIACILGLICERIDOS DURANTE
LA LIPOLISIS IN VITRO A 1OS VALORES DE pH OPTIMO

Los resultados obtenidos al analizar por HPLC 1la
composicién de los triacilglicéridos residuales mayoritarios
luego de 20 minutos de reaccién autolitica se muestran en 1la
tabla 3. Las 4&4reas relativas obtenidas no manifiestan
diferencias significativas en el comportamiento del sistema
lipolitico a ambos valores de pH 1luego de 20 minutos de

reaccién.

Tabla 3. Composicién de triacilglicéridos luego de 20 minutos
de reaccién autolitica en plantulas de dos dias de
germinacién a ambos valores de pH 6ptimo. LLL:
trilinoleina, LLO: dilinoleiloleina, LLP,
dilinoleilpalmitina, LOO: 1linoleildioleina, LOP:

linoleiloleilpalmitina

TAG LLL LIO LLP LOO LOP
pH 3,2 38,9 33,5 8,7 8,1 10,8
pH 8,6 37,5 35,3 8,8 7,9 10,4
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4.11. EFECTO DE IONES, INHIBIDORES ENZIMATICOS Y DETERGENTES
SOBRE EL SISTEMA LIPOLITICO

Los resultados de la accién de iones mono y divalentes,
detergentes e inhibldores enzimAticos sobre la actividad
lipolitica (pH 3,2 y 8,8; 37°C) se consignan en la Tabla 4.
En las concentraciones ensayadas (1-10 mM) la mayoria de los
jones deprimen la actividad lipolitica, asi como también 1lo
hacen el EDTA, el PMSF y el ion Hg2+. Los dos detergentes
ensayados exhiben marcadas diferencias: el SDS provoca una
fuerte caida de 1la actividad 1lipolitica (mayor a pH
alcalino), en tanto que el Triton X-100 incrementa

notoriamente la actividad a ambos valores de pH.

80



TABLA 4. Efecto de iones, detergentes e inhibidores

enzimdticos Bsobre la actividad lipolitica.

Agente Concentracién Actividad lipolitica
quimico relativa
pH 3,2 pH 8,6
Nada 100% 100%
RDTA 1 mM 53 27
10 mM 27 27
CaCla 1 mM 93 83
10 mM 40 556
(CHsC00)2Cu 1 mM 32 68
10 mM 94 40
MgCla 1 mM 74 83
10 mM 598 48
NaCl 1 mM 91 563
10 mM 104 b4
KC1 1 mM 34 73
10 mM 18 84
HgClz2 0,1 mM 58 85
1 mM 44 58
PMSF 1 mM 37 82
Tritén X-100 1 X% 156 140
§DS 1% 556 19
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5. Discusion




Durante la germinacién, la primera etapa de degradacién
de los triacilglicéridos de reserva almacenados en las
semillas es mediada por lipasas (EC 3.1.1.3), pero hasta el
presente es muy reducido el nimero de lipasas vegetales que
han s8ido aisladas y purificadas; por otra parte, en 1la
mayoria de las especies estudiadas tampoco se conoce si 1la
lip6lisis obedece a la accién de una o més enzimas.

A pesar de que las semillas de girasol (Hellianthus
annuus L.) poseen un elevado contenido en aceites de reserva
(a tal punto que representan una de las fuentes mas
importantes de aceite comestible en todo el mundo), llama la
atencién la casli inexistente informacién disponible sobre 1la
presencia de lipasas en esta especie.

Huang y Moreau (1978) son los primeros en sefialar la
existencia de actividad lipolitica en pldntulas de girasol de
cuatro dias, pero sobre N-metilindoxilmiristato, un sustrato
inespecifico para lipasas, ya que también puede ser
hidrolizado por monoacilglicerolhidrolasae. Efectivamente,
poco tiempo después Fusseder y Theimer (1984) comprueban la
existencia de una monoacilglicerolhidrolasa con maxima
actividad a pH 8,5 sobre el mismo sustrato, que esti presente
en glioxisomas aislados de semillas en maduracién, vy
simultdneamente Huang (1984) afirma que los cuerpos lipidicos
aislados tanto de semillas en dormancia como germinadas son
incapaces de sufrir autolisis. Méas recientemente, Chapman
(1987) fracasa en su intento de aislar una lipasa de girasol,

limitdndose al hallazgo de un inhibidor de lipasas
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inespecifico, una proteina de peso molecular ceroano a los 70

kDa.

Ante esta carencia de informacién, la discusién de los
resultados obtenidos durante 1la ejecucién del presente
trabajo, expuesta a continuacién, pretende realizar un primer
aporte al conocimiento del sistema lipolitico responsable de
la movilizacién de 1los triacilglicéridos de reserva de
semillas de girasol (Helianthus annuus L.).

1. La movilizacién de las reservas lipidicas durante 1la
germinacién de semillas de girasol (Helianthus annuus L.,
cv. ACA 871) en 1la oscuridad resulta ser un proceso
extremadamente sensible a las condiciones térmicas
utilizadas: a 25°C se requieren 15 dias para que el
contenido de lipidos de reserva disminuya a un 30% del
valor inicial, en tanto que a 30°C ese valor se alcanza a
los 5 dias de comenzada la germinacién (fig. 9).

2. La variacién del contenido de glucidos solubles de las
plantulas de girasol se correlaciona bien con 1la
degradacién de los lipidos de reserva en las condiciones
en que fueron germinadas las semillas (fig. 10), ya que
aquél desciende significativamente al cabo del primer dia
de germinacién (periodo en el que los aceites -principal
reserva energética- aun no han comenzado a ser
movilizados), pero réapidamente recupera los valores
iniciales a favor de la degradacién de los lipidos, que
proveen los 4&cidos grasos necesarios para la etapa
inicial de 1la gluconeogénesis. Cuando la mayor parte de

los triacilglicéridos de reserva han sido hidrolizados
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(dia 7), el aporte de 4dcidos grasos a la gluconeogénesis
glioxisomal es insuficiente para cubrir los
requerimientos glucidicos cada vez mayores de la plantula
y, como consecuencia de ello, el contenido de glucidos
solubles vuelve a caer, al no existir aporte de origen
fotosintético.

3. La actividad lipolitica se detecta unicamente durante 1la
germinacién y no se evidencia en semillas en dormancia
(figs. 13 y 15). Este comportamiento es similar al
observado en mani (Huang y Moreau, 1878), nabo (Theimer y
Rosnitschek, 1978; Lin y Huang, 1983), maiz (Lin et al.,
1983) y mostaza (Lin y Huang, 1983) pero es diferente a
los resultados obtenidos con semillas de ricino (Muto y
Beevers, 1974) o de Brassica campestris (Villalobos et
al. 1987); en estos dos casos una “"lipasa &4cida” ya esta
presente en semillas sin germinar y su actividad decae
antes que los 1lipidos almacenados comiencen a ser
degradados, en tanto que una segunda lipasa (“lipasa
alcalina”) aparece durante la germinacién.

4. AUn cuando la deteccién de actividad lipolitica in vitro
(extractos de cotiledones) no necesariamente refleja 1lo
Que ocurre en el sistema celular intacto, se comprueba
una aceptable correlacién entre la caida de loe lipidos
-con una fuerte pendiente a partir del segundo dia- (fig.
10) y la actividad lipolitica in vitro, que es méxima
entre los dias 2 y 3 de la germinaci6én (fig. 13). No
obstante, 1los elevados valores de actividad hallados

luego del primer dia de germinacién no guardan relacién
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con la pequefia disminucién manifestada en el contenido de
lipidos de reserva. Este hecho podria tener su
explicacién en 1la desorganizacién que provoca en el
sistema lipolitico la obtencién del homogenato, lo que
permitiria la interaccién de la enzima con un eventual
cofactor o la anulacién del efecto de algin inhibidor.

5. La velocidad de hidré6lisis en las reacciones in vitro se
ve incrementada por la presencia de un solvente orgénico,
con agitacién continua del medio de reaccién. Este ultimo
hecho ya habia sido observado por Lee y Hammond (1980),
quienes sefialan que la hidrélisis de diversos aceites
vegetales utilizando cariopses de avena descascarados se
ve acelerada en las condiciones mencionadas.

6. La actividad del sistema 1lipolitico en 1los extractos
crudos de cotiledones de plantulas de girasol exhibe dos
valores maximos: uno a pH 3,7 y otro a pH 8,5 (fig. 14),
comportamiento que resulta diferente al de la mayoria de
las lipasas de semillas hasta ahora estudiadas. Con
algunas excepciones como Ricilnus communis (Ory, 19860),
Brassica campestris (Villalobos, 1887) y Lupinus alba
(Sanz y Olias, 1980), que contienen una "lipasa Acida” en
semillas s8in germinar, 1la mayoria de las lipasas
conocidas, tanto de semillas en dormancia como
germinadas, muestran méxima actividad a pH alcalino
(Whitenberg y Pao, 1880; Huang y Moreau, 1878).

7. A pesar de que la actividad lipolitica in vitro es méxima
a valores de pH no fisiolégicos, la actividad a pH neutro

en extractos de cotiledones (aproximadamente 70 nmoles de
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dcido oleico por minuto por par de cotiledones a pH 7,0
en pléntulas de dos dias de crecimiento, fig. 13) es 1lo
suficientemente alta como para explicar la lip6lisis in
vivo, dado que este valor excede al de la médxima
velocidad de  hidrélisis de los triacilglicéridos
(alrededor de 17 nmoles de Acido oleico por minuto por
par de cotiledones entre los dias 2 y 3 de 1la
germinacién, fig. 10).

8. De las tres fracciones obtenidas por centrifugacién del
extracto crudo de cotiledones de plantulas de girasol, la
uinica que manifiesta actividad 1lipolitica es 1la capa
grasa, con un perfil de pH (fig. 16) equivalente al
obtenido con el extracto crudo, lo que demuestra que en
la capa grasa (que contiene los cuerpos lipidicos) se
recupera el sistema lipolitico completo.

9. Los cuerpos lipidicos aislados de cotiledones de plantulas
de girasol son capaces de hidrolizar los
triacilglicéridos end6genos ("“autolisis”), hecho que es
interpretado como indicador de la presencia de una lipasa
asociada a la membrana de aquellos. En algunas especies,
como ocurre en ricino (Ory, 1960), los cuerpos lipidicos
aislados exhiben autolisis sin necesidad de aditivos ni
de agitacién; sin embargo en girasol se requiere el
agregado de un solvente orgédnico (isooctano) y agitacién
continua para qQue la reaccién tenga lugar, lo qQue podria
explicar los resultados negativos obtenidos por Huang

(1984) en ese sentido.
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10.

11.

12.

La autolisis de 1los triacilglicéridos de 1los cuerpos
lipidicos 8Be ve estimulada con el aumento de 1la
temperatura, siendo méxima a 85°C a pH &cido y a 76°C a
pH alcalino (fig. 17). Si bien no existe informacién
acerca de la temperatura 6ptima registrada en casos de
autolisis, los sistemas lipoliticos de otras semillas
(Daood y Al-Any, 1988; Lee y Hammond, 1990; Sanz y Olias,
1880) muestran temperaturas O6ptimas considerablemente
menores.

La presencia de 1iones calcio y magnesio deprimen 1la
actividad autolitica, al igual de lo que ocurre con las
lipasas de maiz (Lin et a&al., 1883), nabo (Theimer vy
Roenitschek, 1978) y con la "lipasa alcalina” de ricino
(Maeshima y Beevers, 1885). Sin embargo, estas lipasas
resultan estimuladas por el agregado de iones
monovalentes, lo que no sucede en el caso de los cuerpos
lipidicos de girasol (Tabla 4).

La actividad autolitica se ve incrementada por 1la
presencia de Triton X-100 al 1¥ en el medio de reaccién,
tanto a pH &4cido como alcalino (Tabla 4), lo que podria
indicar que en estas condiciones s8e favorece 1la
solubilizacién de la o las enzimas o bien se logra un
mejor contacto entre ellas y el sustrato. Este efecto
contrasta con el observado en lipasas aisladas de maiz
(Lin et al. 1983), nabo (Lin y Huang, 1983), ricino
(Maeshima y Beevers, 1985) y pino (Hammer y Murphy,
1993), cuya accién es fuertemente inhibida en presencia

de detergentes.
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13.

14.

Los resultados obtenidos 1luego de 1la adicién de
inhibidores enzimAticos a la suspensién de cuerpos
lipidicos (Tabla 4) no permiten emitir una opinién védlida
acerca del mecanismo hidrolitico de 1las enzimas
responsables de la degradacién de los triacilglicéridos
internos, ya que la actividad es deprimida tanto por los
inhibidores de hidrolasas cisteinicas (Hg=2+), como
serinicas (PMSF) o de metalohidrolasas (EDTA).

El 85,3% de 1los 4&cidos grasos que componen los
triacilglicéridos presentes en semillas sin germinar son
insaturados, representados principalmente por los &cidos
linoleico y oleico. Después de tres dias de germinacién,
el analisis de 4cidos grasos por GLC muestra que la
composici6én relativa de é&cido 1linoleico decrece s6lo un
4% y que la del &cido oleico se incrementa notablemente
(Tabla 2). Esta informacién es compatible con 1los
resultados obtenidos por HPLC de triacilglicéridos (Tabla
1), ya que LLL decrece después de tres dias de
germinacién (6%¥), mientras LLO y LOO se incrementan en el
miesmo periodo (13% y 73%¥, respectivamente), revelando que
el sistema lipolitico demuestra menor afinidad por los
triacilglicéridos con alto contenido de Acido oleico. Por
otra parte, la composicién relativa de 4&cidos grasos
saturados, aunque representa la fracci6tn minoritaria,
decrece notablemente en el mismo periodo (Tabla 2),
sugiriendo que el sistema lipolitico de girasol muestra

mayor afinidad hacia este tipo de Acidos grasos, como
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15.

ocurre en otras lipasas de plantas superiores (Daocod y
Al-Ani, 1988).

La existencia de dos zonas de pH de méxima actividad en
el sistema lipolttico de girasol podria hacer suponer la
presencia de al menos dos lipasas, como se ha comprobado
en ricino (Hills y Beevers 1887). §Sin embargo, los
resultados obtenidos al ensayar el sistema lipolitico a
ambos valores de pH 6ptimo parecen descartar esta
posibilidad: a) 1la actividad 1lipolitica durante 1la
germinacién de semillas de girasol muestra perfiles
similares (fig. 15), b) el efecto de iones, inhibidores
enzimdticos y detergentes sobre la actividad autolitica
no revela diferencias notorias (Tabla 4), c¢) el
comportamiento térmico es basicamente similar (fig. 17) y
d) la variacién de 1la composicién relativa de los
triacilglicéridos durante 1la 1lipdlisis es totalmente

coincidente (Tabla 3).
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6. Conclusiones



En el presente trabajo se han estudiado las propiedades
del sistema enzim&tico responsable de la movilizacién de los
lipidos de reserva en semillas de una variedad cultivada de
girasol (Helianthus annuus L. cv. ACA 871).

Los resultados obtenidos constituyen asi un aporte
efectivo al muy limitado conocimiento que se posee acerca de
las lipasas de plantas superiores, dado que el numero de
especies estudiadas hasta la fecha con tal prop6sito apenas
supera la velintena. En particular, la informacién que se
suministra sobre el sistema lipolitico presente en semillas
de girasol representa el primer estudio consistente que en
tal sentido se ha realizado sobre esta especie.

Con las limitaciones que impone a esta afirmacién 1la
escasa actividad registrada en este campo de la bioquimica
vegetal, el sistema 1lipolitico del girasol muestra
caracteristicas distintivas con respecto a las demds lipasas
de semillas conocidas. La actividad lipolitica no se detecta
en semillas en dormancia, pero se manifiesta tempranamente en
el curso de la germinacién, con méximos a valores de PpH
francamente é&cido (pH 3,2) y ligeramente alcalino (pH 8,8),
aunque a pH neutro la enzima es lo suficientemente activa
como para atribuirle la responsabilidad de la degradacién de
los lipidos de reserva durante la germinacién, en base a la
capacidad demostrada para degradar 1los triacilglicéridos
endégenos a través de las experiencias de autolisis.

El comportamiento del sistema lipolitico del girasol
frente al agregado de iones, inhibidores de hidrolasas Yy

detergentes tampoco es comparable al del resto de las lipasas
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estudiadas: los iones monovalentes y divalentes m&s comunes
no afectan o deprimen 1la actividad 1lipolitica, la que es
anulada por la presencia de inhibidores de hidrolasas
cisteinicas, serinicas y de metaloenzimas; con respecto a los
detergentes, mientras el SDS provoca una franca inhibicién,
el Triton X-100 estimula notoriamente la actividad.

El andlisis de los triacilglicéridos residuales por HPLC
y el de los 4cidos grasos liberados en la lipélisis por GLC
han permitido conocer 1la especificidad que manifiesta el
sistema lipolitico de girasol frente a su sustrato endégeno,
con marcada preferencia hacia los Acidos grasos saturados y
hacia triacilglicéridos con bajo contenido en &cido oleico.

Por otra parte, resulta realmente atipica la elevada
resistencia térmica que manifiesta el sistema a ambos valores
de pH de méxima actividad: a pH Acido la mayor actividad
lipolitica se alcanza a 85°C y a pH alcalino a 75<C.

Finalmente, en base al comportamiento equivalente
observado a ambos valores de pH 6ptimo durante la germinacién
(donde los perfiles son superponibles), asi como frente al
agregado de iones, detergentes e inhibidores, al
comparativamente igual nivel de termoestimulacién y al exacto
patrén de especificidad en cuanto a los triacilglicéridos
residuales, no resulta aventurado suponer que se pueda estar
en presencia de una unica lipasa con dos méximos de actividad
en diferentes zonas de pH. Su confirmacién requeriria el
aislamiento de la enzima, empresa que ya ha sido intentada

sin éxito por otros investigadores (Chapman, 1987).
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Por estar vinculada a 1los cuerpos 1lipidicos, el
aislamiento de la lipasa ofrece los inconvenientes tipicos de
las enzimas asociadas a membranas. Teniendo en cuenta el
efecto estimulante que sobre la actividad ejerce el Tritén X-
100, detergente de eleccién para la extracciédn de proteinas
de membranas, la estrategia experimental para un intento de
aislamiento y purificacién de la lipasa de girasol seguir4d
probablemente ese camino.

Por ultimo, corresponderia efectuar un breve comentario
sobre las eventuales ventajas que podria ofrecer el uso de la
lipasa de girasol en procesos tecnolégicos. Por una parte, la
existencia de dos zonas de actividad médxima, una a pH &cido y
otra a pH alcalino (sin descartar la actividad que, aunque
menor, manifiesta a pH neutro) la transforma en un reactivo
muy versdtil en procesos de lipélisis en los que el pH del
medio de reaccién sea una condicién restrictiva. Por otra
parte, la elevada resistencia térmica que manifiesta el
sistema lipolitico de girasol lo convierte en un promisorio
biorreactor lipédsico natural, en especial para la degradacién
de triacilglicéridos con elevado contenido en Acidos grasos
saturados, que requieren de altas temperaturas para poder
obtenerlos en estado liquido. Finalmente, dada la
especificidad que demuestra hacia determinados
triacilglicéridos y 4Acidos grasos puede constituir una
herramienta itil en procesos de interesterificacién de grasas

W
/
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