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Analisis Cinético Ultraestructural de la
Lipdlisis de los Globulos Grasos Lécteos

Micrografia electrénica de barrido de
glébulos grasos ldcteos

Se analizé cinética y estructuralmente la
accion de la lipasa pancredatica sobre la
grasa de leches naturales (de vaca y
humana) y homogeneizadas, mediante el
estudio de los glébulos grasos lacteos y sus
membranas. Se encontrd que la reaccién
in vitro de la enzima con las leches
homogeneizadas fue mas rdpida que con
las leches naturales.

Ademas, se observd una proporcién mayor
de glébulos grasos ldcteos...  (ver pag. 28)

Cinéticas de deshidratacién con aire caliente
de zanahoria (Daucus caroto) en rodajas

Se realizd el estudio de
las cinéticas de secado
con aire caliente de
rodajas de zanahoria
escaldadas. Se evaluaron
diferentes temperaturas

(60, 70, y 80 *C), hume-
dades absolutas del aire
(12 y 55 g agua/kg aire
seco) y velocidades del
aire (0,5, 1,5 y 2,1 m/s).
Se encontrd un...(ver pdg. 1)

La preservacion de pulpa de guayaba
(Psidium guajava L.)
por métodos combinados

Se estudid la tecnologia
de factores combinados
en la preservaciéon de
pulpa de guayaba. Se
emplearon cuatro factores

de conservacién en tres
niveles de aplicacidn cada
uno, mediante un diseno
factorial fraccionario
3*: adicidn de...{ver pag. 11)

El andlisis de superficies de respuesta en la

preservacién de pulpa de guayaba (Psidium

guajava L.) por métodos combinados en el
nivel industrial

Se estudid el uso de
factores combinados para
preservar la pulpa de
guayaba a temperatura

ambiente en el nivel indus-
trial. Con los datos de un
estudio anterior en el
nivel pilota, y...(ver pdg. 19)

Supervivencia del Vibrio choleraey
V. parahaemolyticus en el ceviche

Se estudid la superviven-
cia deVibrio cholerae y
V. parahaemolyticus, en
ceviche preparado con

una formulacion estanda-
rizada en Costa Rica. Se
inoculé el pescado
troceado para...(ver pag. 38)
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ANALISIS CINETICO ULTRAESTRUCTURAL DE LA
LIPOLISIS DE LOS GLOBULOS GRASOS LACTEOS

ABSTRACT

Utrastructural kinetic analysis of milk fat
globules lipolysis

The action of pancreatic lipase on natural {(cow and
human) and homogenized milk fat was analyzed
kinetic and ultrastructurally, studying the milk fat
globules and their membranes,

It was found that in vitro reaction of the enzyme
with homogenized milks was faster than with the
natural ones. Also a larger proportion of ruptured
or perforated milk fat globules was observed in
homogenized milk. However, the non homogenized
cow milk, showed a greater proporion of perforated
milk fat globules than the human milk; this dee to
natural autolysis during post-excretion time.

The majority of the homogenized milk fat
globules presented alterations at 180 min of
reaction, or only their membranes were left.
Meanwhile on the natural samples there was a higher
proportion of complete globules, although, with
eryofracture, in the scanning electron microscope,
it was possible to observe hydrolisis in the lipidic
core.

It is concluded that the protein membrane of
milk fat globules in homogenized milk is more
permeable to the enzyme than the fat globule
membrane in natural milks, which might be due 1o
the ruptures presented.

* Bscoeln de Tecnologia de Alimenos
** Unidad de Microscopia Elecirdnica
el Eecweds de Cudmics
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Teresita Rodriguez-Salas*; Francisco Herndndez-Chavarria®**; Julio Francisco Mata-Segreda ***

RESUMEN

Se analizd cinética y ultraestructuralmente la accidn de la
lipasa pancredtica sobre la grasa de leches naturales (de
vaca y humana) y homogeneizadas, mediante el estudio de
les gldbulos grasos ldcteos y sus membranas.

Se encrontrd que la reaccidn in vitre de la enzima con
las leches homogeneizadas fue mds ripida que con leches
naturales. Ademds se observd una proporcién mayor de
glébulos grasos licteos con perforaciones o rupturas en
las leches homogeneizadas. Sin embargo, la leche no
homogeneizada de vaca, mostrd una mayor proporcidn de
glébulos grasos licleos perforados que la leche humana;
esto debido a la autdlisis natural ocasionada por ¢l tiempo
post-excrecion.

La mayoria de los glébulos grasos lictees de las leches
homogeneizadas presentaron alteraciones a los 130 min
de reaccidn, o bien sdlo quedaron sus membranas. En tanto
en las leches naturales hubo una mayor proporcidn de
glébulos ldcteos integros, aunque con criofractura, en ¢l
microscopio electrénico de barrido fue posible observar
hidrélisis en el corazén lipidico.

Se concluye que la membrana proteica del gldbulo graso
lécteo homogeneizado es mids permeable a la enzima que
la membrana del gldbulo graso de las leches naturales, lo
cual puede deberse a las rupluras que presentan.

INTRODUCCION

Los glébulos grasos licteos (GGL) estin constituidos de
un 97% a un 99% por triglicéridos, ¢l resto corresponde a
fosfolipidos y esteroles, Este nicleo lipidico que constituye
el GGL, estd recubiero por una membrana de tipo unitanio
denominada membrana del glébulo graso ldcteo (MGGL),
cuyaultragstructura es similar a la de una membrana celular
(Blackberg, 1981; Cheftel, 1980). Sin embargo, por
autdlisis natural de la leche, esas membranas se alteran
tanto estructrual como quimicamente, al grado de ser
sustituida por una membrana proteica, conocida como
membrana  secundaria (Bracco er al, 1972; Wooding,
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1971). Algo similar ocurre durante el proceso de
homogeneizacidn, pues las MGGL se rompen vy son
sustituidas por una capa proteica derivada del plasma licteo
(Brunner, 1976; Wooding, 1971). Asf, la estruciura de
membrana unitaria de los GGL solo puede ser observada
en muestras procesadas inmediatamente después de Ia
excrecidn (Herndndez & Akahori, 1983).

La MGGL protege el nicleo lipidico; sin embargo, para
¢l proceso de la digestidn representa una barrera fisica que
obstaculiza el paso de enzimas, Ese bloqueo se manifiesta
por ejemplo en la accidn con la lipasa pancredtica en la
que se requiere que esta actide sobre el corazdn lipidico del
GGL; (Blackberg, 1981; Mata-Segreda, 1981). Asl, el
objetivo de este estudio fue evaluar la accidn de la lipasa
pancredtica sobre los GGL de leches naturales y
homogeneizadas y definir el efecto que produce esta enzima
en la MGGL.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de leche

Se estudiaron las siguientes leches: leche homogeneizada
de vaca de tres marcas comerciales (muestras A, B y C);
leche sin homogeneizar de vaca, obtenida de un expendio
comercial por lo que el tiempo de post-excrecidn no fue
determinado (muestra D) y dos muestras de leche humana
de diferentes fuentes (muestras E y F) recolectadas la
primera a los quince dias post partum, y la segunda a los 4
meses. Tales muestras fueron procesadas inmediatamente
post-excrecion.

Reaccidn enzimitica

Se utilizd un preparado de lipasa pancredtica de origen
porcino (40 mg/mL de agua destilada), que se anadid a
cada muestra de leche en solucidn amortiguadora de
fosfatos (pH 7.2). La compaosicidn de lamezcla de reaccion
fue de tres paries de amorntiguador por una parie de enzima
y otra parte de leche. La mezcla de reaccidn s¢ incubd a
37°C y se tomaron alicuotas a los 0, 30, 60 y 180 min.

Extraccidon de la grasa

De cada mezcla de reaccién se extrajeron alicuotas de 14
mL y se centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm a 4°C,
{centrifuga Hitachi OSPR-22). Los tubos se taparon con
tapones de hule perforable y s¢ colocaron invertidos en el
rotor, de manera que la capa lipidica al centrifugarse flotd
localizindose en el fondo de los wbos, Luego, sin invertir
los tubos, se perforaron los lapones con una aguja
hipodérmica para permitir la entrada de aire y con otra
aguja y una jeringa hipodérmica se exirajo la fase acuosa
del tube, de manera que al colocarlos en posicidn normal
la capa de grasa quedd en ¢l fondo.

Microscopia electrénica de barrido

La grasa extraida de cada alicuota de la mezcla de reaccidn
enzimdtica se fijé con glutaraldehido al 2,5% en solucidn
amontiguadora de fosfatos (0,2 M, pH 7,2) durante 2 b a
4°C; se postfijé con tetréxido de osmio al 2% en el mismo
amortiguador por 1 h. Se deshidraté en una escala
ascendente de alcohol etflico de 30 a 100%. Se depositd
una gota en una membrana Millipore de 0,45 pm de
porosidad y luego se secd en un secador de punto critico
{Hitachi HCP-2). Las membranas Millipore con la muestra
adsorbida se colocaron sobre bases de aluminio; se
cubricron con oro en un cobertor idnico (Eiko 1B-3), y se
observaron en un microscopio electrénico de barrido
(Hitachi S-570).

De la muestra F también se tomaron dos alicuotas a los
Oy 180 min de reaccidn, que se fijaron con glutaraldehido
en la misma condicidn expresada anteriormente, s2 lavaron
con amortiguador de fosfutos y se resuspendieron en glicerol
al 5%, luego se congelaron en nitrdgeno liquido, se
criofracturaron y se observaron a - 100 °C en el microscopio
electrénico de barrido (Hituchi 5-570), empleando un
dispositivo de etapa criogénica.
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Microscopia electrinica de transmisién

Se procesaron las alfcuotas obtenidas a los 0 y a los
180 min de reaccion de las muestras A, B, C y D; para ello
la fracciGn lipidica, una vez deshidratada, se embebid en
resina Epoxi (Tabb tipo Spurr) y se incubé a 70 °C durante
12 h. Se hicieron cortes ultrafinos de 50 y 90 nm de espesor,
(Ultramicrétomo Sorvall MT2-2). Los cortes se tifieron
con acetato de uranilo y citrato de plomo y se observaron
én un microscopio elecirdnico de transmisidn
(Hitachi HU-12A).

RESULTADOS Y DISCUSION

Ultraestructura del GGL

Al microscopio electrdnico de barrido, los GGL aparecen
coma corplsculos esferoides de diferente didmetro, algunos
presentan una superficie lisa y otros corrugada
(Bauer, 1972). En este trabajo esto se puede apreciar
observando las Figuras la, 1b, Ic, 1d y 4a, para las
diferentes leches estudiadas. Mediante cortes ultrafinos
observados al microscopio electrdnico de transmisidn, se
apreciaron diferencias en la MGGL. Las leches no
procesadas presentaron MGGL tipo unitario con aspecto
trilaminar como lo describiéd Wooding (1971). Enla leche

no homogeneizada de vaca, se aprecia un proceso de
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vacuolizacién, observindose estructuras electrodensas
emergiendo de la MGGL a manera de corpisculos
esferoides gemando, cuyo material parece provenir
exclusivamente de la MGGL (Figura 2a). Por tal razdn
esas estructuras han sido denominadas plasmalemasomas
{(Wooding, 1972). En las leches homogeneizadas la MGGL
ha sido sustituida por una membrana mas gruesa, originada
posiblemente por proteinas ldcteas (Brunner, 1976). El
aspecto ultracstructural granular de esta membrana es mds
acentuado que el observado en la leche sin procesar
(Figura 2b). Las discontinuidades de la MGGL observadas
en esta micrografia podrian corresponder a los agujeros
que se pesentan en la superficie de los GGL apreciadas en
las micrografias electrénicas de barrido (Figura 2Zc).

El interior del GGL {cormzdn lipidico) es disuelto durante
el procesamiento de la muesira para microscopia electrdnica
de transmisidn y barrido, pues en el primer caso sdlo se
observan las MGGL y en el segundo caso los GGL ap:im::n
como esferas vacias (Figuras 2a, 2b y 2c) presentando
rupturas en las MGGL. De tal manera que una opcidn
para observar el interior del GGL al microscopio electronico
es mediante estabilizacién de la estructura por
ultracongelacién y criofractura, como se observa en las
Figuras 5a y 5b, en la cual el GGL ha sido dividido
diametralmente mostrando una masa lipldica inlerna.
Ademds, es posible apreciar la MGGL criofracturada como

un casquete que envuelve al corazdn lipidico,



Figura 1. Micrografias electronicas de barrido de GGL de leches de vaca

#- Leche sin homogeneizar (14 000X) ¢- Leche homopencizada B (15 500 X)
b+ Leche homopencizada A (14 000X) d- Leche homogeneizada C (17 000 X)
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Figura 2. Micrografias electrdnicas de GGL de
leches de vaca

a- Transmisitn, leche no homogeneizada
(125 000 X)

b- Transmisidn, leche homogeneizada
(105 D00 X)

e- Barrido, leche homogeneizada (14 000 X)

32 . REVITECA Volumen 3 - No. 1-2, 1994



Anilisis ultraestructural del la lipdlisis de los GGL

En las curvas de la Figura 3, se observa que la lipasa
pancredltica actiia a una velocidad de reaccidén mayor sobre
los GGL de la leche cruda (muestra D), seguida por la de
loz de las leches homogeneizadas (muestras A, B y C). En
esta figura se observa que con la leche humana
(muestra E) es con la que se presenta la menor velocidad
de reaccidn. Aunque las micrografias electrénicas de
barride muestran que las MGGL de esta leche permanecen
priacticamente sin alteracién y que la proporcién de los
GGL es la misma durante las 3 h de reaccién enzimética
(Figuras 4a y 4b). Sin embargo, en las muestras
procesadas por crniofractura es posible observar que la
enzima actia sobre el corazdn lipidico después de 180 min

de reaccidn (Figuras Sa y 5b).

100

I‘I
¥

(RCO2 H)/umol
o
]

251

Horas

Figura 3. Curvas de reaccion de la lipasa
pancredtica con las diferentes leches

Figura 4. Micrografias electrénicas de barrido de GGL de leche humana a dos tiempos extremos de

reaccion con la lipasa pancredtica

g- 0 min, (15 000 X}
b= 180 min, (12 D00 X)
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Figura 5. Micrografias electrinicas de barrido de GGL de leche humana criofracturados a dos
tiempos extremos de reaccion con lipasa pancredtica

a- 0 min, (11 500 X)
b= K80 min, (10 DIHF X}
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Figura 6. Micrografias electrinicas de barrido
de GGL de leche sin homogeneizar

a- Barrido (14 (8H X}
b~ Transmisidn (25 000 X)

Los GGL de la leche sin homogeneizar de vaca, observados
al microscopio clectrénico de barrido, (Figura 6a),
presentan agujeros en sus membranas desde el principio
de la reaccion debido a la autdlisis natural de los mismos
{(Wooding, 1972), que es comprobada por la observacion
de gran cantidad de plasmalemasomas en las micrografias
electrénicas de transmision (Figura 6b).

Las leches homogeneizadas fueron las que reaccionaron
mas rapidamente con la lipasa pancredtica; las diferencias
estadisticas entre estas velocidades de reaccion, fueron
altamente significativas entre si (P < 0,04). Las diferencias
ultraestructurales entre estas leches se pueden observar en
las Figuras 7a, 7b v Tc, en donde se aprecia que en la leche
A, la reaccion fue mas drastica, al grado de que en la
alicuota tomada a los 180 min sélo quedaron fragmentos
de GGL a manera de cascarones vacios. Las leches By C,
ultracstructuralmente presentaron un ponorama muy
similar; aunque como se menciond la diferencia en las

velocidades de reaccidn fue altamente significativa,
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Figura 7. Micrografias electronicas de barrido
de GGL de leche homogeneizada de
vaca a 180 min de reaccidén con la
lipasa pancreitica
g Muesira A, (31 000 X}
b= Bluesiea B, (22 000 X}
¢- BMuestea C, (15 () X)

CONCLUSIONES

La accidn de la lipasa pancredtica sobre la MGGL depende
del proceso a que se haya sometido la leche despies de
excretada.

Las leches homogeneizadas presentaron una velocidad
de reaccidn mayor con la lipasa pancredtica que las leches
naturales, o sea que de alguna manera el proceso de
homogeneizacidn facilita la accién in vifre de esta enzima.



La reaccidn in vive puede diferir en forma sustancial de lo
expuesto aqui, pues los productos de reaccidn estarfan
siendo removidos del ambiente quimico, y el peristaltismo
intestinal favorecerfa la reaccidn al agitar continuamente
la mezcla de reaccidn. Ademds, en el intestino estarfan
presentes olras enzimas que intervendrian en la reaccidn.
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