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RESUMEN

Los oligogalacturónidos se erigen como prometedoras biomoléculas para uso 
agrícola, en la biotecnología vegetal y en la elaboración de alimentos 
funcionales, debido a su potente y diversa actividad biológica, la cual depende, 
fundamentalmente, de su grado de polimerización. El establecimiento de 
condiciones óptimas para su obtención requiere del conocimiento de la cinética 
y modo de acción de la enzima utilizada. En este trabajo se presenta la cinética 
de la hidrólisis enzimática del ácido poligalacturónico (PGA) con una 
endopoligalacturonasa (endoPG) de levadura, así como la caracterización de la 
distribución de masas moleculares en el hidrolizado. Los resultados muestran 
que la hidrólisis transcurre a velocidad máxima hasta un 25 % de hidrólisis, 
disminuyendo luego progresivamente. En el hidrolizado sólo se detectan 
moléculas comprendidas entre los grados de polimerización 2 y 8, estando 
particularmente enriquecido en el tetrámero (70 % (m/m)) y empobrecido en el 
dímero y en las especies con talla  6, al compararlo con la distribución más 
probable. La predicción del grado de avance de la reacción de hidrólisis del 
PGA con la endoPG se realizó con un error mínimo (4%), teniendo en cuenta 
las condiciones experimentales establecidas para la determinación de la
actividad enzimática endoPG y la cuantificación de la concentración másica del 
PGA. Estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo de ataque 
preferencial en la enzima y sientan las bases para el desarrollo de un modelo 
estructurado que permita predecir la cinética y distribución de masas 
moleculares durante la depolimerización del PGA.
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ABSTRACT

The oligogalacturonides stand as promising biomolecules for agricultural use, in 
plant biotechnology and the development of functional foods, due to its potent 
and diverse biological activity, which largely depends on its degree of 
polymerization. Establishing optimum conditions for their production requires the 
knowledge of the kinetics and mode of action of the enzyme used. This research 
presents the kinetics of enzymatic hydrolysis of polygalacturonic acid (PGA) with 
a yeast endopolygalacturonase (endoPG) as well as the characterization of the 
molecular weight distribution in the hydrolyzate. The results show that hydrolysis 
proceeds at a high speed up to 25% hydrolysis, after decreasing progressively. 
In the hydrolyzate are detected molecules only between the polymerization 
degree of 2 to 8, being particularly enriched in the tetramer (70% (w/w)), and 
impoverished in the dimer and in species which size ≥ 6, when compared with 
the most probable distribution. Predicting the progress of the PGA hydrolysis 
reaction with endoPG was performed with minimal error (4%), taking into 
account the experimental conditions established for determination of enzyme 
activity endoPG and quantifying the mass concentration of PGA. These results 
suggest the existence of a preferential attack mechanism in the enzyme, and set 
the basis for the development of a structured model to predict the kinetics and 
molecular weight distribution during the depolymerization of PGA. 
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1.- INTRODUCCIÓN

Las sustancias pécticas constituyen un componente principal de las paredes 
celulares vegetales y desempeñan, junto a la lignina, la función de garantizar la 
coherencia e integridad de los tejidos, embebiendo en su estructura las 
microfibrillas de celulosa (Carpita y Gibeaut, 1993). Están conformadas 
básicamente por cadenas lineales de residuos de ácido D-galacturónico, unidos 
por enlaces α-(1→4)-glicosídicos y parcialmente esterificados con metanol 
(Caffall y Mohnen, 2009; Mohnen, 2008; Pérez et al., 2000).

Recientemente se ha demostrado que los oligómeros de ácido poligalacturónico 
(PGA), componente mayoritario derivado de la pectina, con grado de 
polimerización entre 9 y 16 presentan actividad biológica en plantas y prometen 
ser de gran utilidad en la agricultura (Moscatiello et al., 2006). Estos actúan 
como reguladores endógenos que intervienen en el desarrollo, síntesis y acción 
de las hormonas y estimulan la diferenciación celular de diferentes especies 
vegetales (Aziz et al., 2004; Baldan et al., 2003; Camejo et al., 2010; Denoux et 
al., 2008; Droillard et al., 1997; Galleti et al., 2008; Reymond et al., 1996). En 
nuestro país, se ha evaluado exitosamente la aplicación de una mezcla de 
oligogalacturónidos (OG), conocida como Pectimorf, en varios cultivos de 
interés económico, así como en la micropropagación de tejidos vegetales, 
observándose variados efectos tales como elicitación de las respuestas 
defensivas de las plantas frente a patógenos, estimulación de la rizogénesis, 
etc. (Cabrera, 1999; González et al., 2004).

También se les atribuye a los oligogalacturónidos actividad benéfica sobre las 
bífidobacterias (valor prebiótico) y constituyen una importante fuente de  fibra 
dietética (Lang y Dornenburg, 2000). Otros fragmentos de la molécula de 
pectina han mostrado una actividad farmacológica (mitogénica) (Dongowski et 
al., 2002; Kiyohara et al., 1996; Ridley et al., 2001).

La degradación natural de las sustancias pécticas tiene lugar por la acción de 
las enzimas pécticos o pectinasas. Estas enzimas se clasifican en esterasas, 
que son las encargadas de desesterificar la molécula de pectina y 
depolimerasas, las cuales atacan la cadena principal. Estas últimas se 
clasifican, según su mecanismo de acción, en hidrolasas (poligalacturonasas
(PG) y pectina hidrolasas) y liasas (pectina y pectato liasas) (De Vries y Visser,
2001; Sieiro et al., 2012). A su vez, las depolimerasas se clasifican en exo o 
endo enzimas, según sea el ataque a la cadena por el extremo no reductor o al 
azar, respectivamente, siendo estas últimas las más importantes, ya que 
promueven una rápida disminución del peso molecular de la molécula de 
pectina con una mínima liberación de extremos reductores (De Greghorio, 2002; 
Fogarty y Kelly, 1983; Ribeiro, 2010). 
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En la obtención de oligogalacturónidos biológicamente activos es conveniente 
utilizar preparados enzimáticos puros de endopoligalacturonasa (endoPG), 
debido a su modo de ataque al azar sobre el esqueleto de homogalacturonano 
de la molécula de pectina. Esto trae como ventajas que se obtenga el producto 
con un elevado rendimiento y pureza. Investigadores del Centro de Estudios de 
Biotecnología Industrial (CEBI) de la Universidad de Oriente han obtenido 
resultados promisorios en el desarrollo de una tecnología para la obtención de 
preparados virtualmente puros de endoPG, mediante el empleo de una cepa de 
levadura autóctona, la Kluyveromyces  marxianus CCEBI 2011, en un proceso 
concomitante con la producción de etanol (Serrat et al., 2004; Serrat et al., 
2011; Vallejo et al., 2012). 

Una próxima etapa encaminada, la obtención de estas biomoléculas implicaría 
el desarrollo de los reactores enzimáticos apropiados (p. ej. mediante la 
inmovilización de la endoPG) y el establecimiento de las condiciones 
operacionales que permitan alcanzar los máximos rendimientos de OG de una 
talla determinada. Hasta el presente, esto último se ha realizado de forma 
empírica, para el caso de la obtención del Pectimorf, usando un preparado 
enzimático comercial de origen fúngico donde coexisten actividades endoPG y 
exoPG (Cabrera, 1999), lo que dificulta su generalización a la obtención de OG
con otras características o cuando se emplean otros preparados enzimáticos.

La aplicación de modelos matemáticos para la descripción de los procesos de 
hidrólisis con endoglicohidrolasas ha sido descrita por varios autores (Carbonell 
et al., 1998; Mitchell et al., 2008; Sendra y Carbonell, 1998; Wojciechowski et 
al., 2001). Estos modelos, de modo general, asumen el cumplimiento de la 
cinética de Michaelis-Menten para la reacción enzimática, suponen que la 
velocidad de la reacción sólo es afectada por la concentración de enlaces 
disponibles para la hidrólisis y su validez está limitada a grados de avance de la 
reacción pequeños. Estos planteamientos adolecen de no considerar la 
influencia del grado de polimerización (gp) del sustrato en la velocidad de la 
reacción, aspecto este de extrema importancia cuando se trata de la obtención 
de OG de pequeña talla, la cual requiere de grados de avance de la reacción 
elevados (>20 %). 

Atendiendo a estas limitaciones, la presente investigación estuvo dirigida al 
estudio de la cinética de la hidrólisis enzimática del PGA con la endoPG de la 
levadura K. marxianus CCEBI 2011, así como de la distribución de masas 
moleculares en el hidrolizado enzimático.

DISEÑO TEÓRICO
Necesidad social.

El tránsito hacia una agricultura orgánica y sostenible demanda del desarrollo 
de nuevos productos, capaces de sustituir los agroquímicos tradicionales sin 
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comprometer los rendimientos productivos. En tal sentido, los oligómeros del 
PGA, producto natural que puede obtenerse a partir de desechos agrícolas 
(p.ej., industrias del cítrico y el café), de conocido efecto bioestimulante y 
protector de los cultivos agrícolas, constituyen un elemento a considerar para la 
satisfacción de esta necesidad.

Problema.

Las endoPG hidrolizan el PGA mediante un mecanismo de ataque al azar, pero 
se desconoce su modo de acción sobre oligómeros de pequeño o mediano 
tamaño y, por tanto, la distribución de pesos moleculares en hidrolizados para 
grados de hidrólisis medios y avanzados.

Hipótesis.

Si se dispone de un modelo teórico apropiado para la distribución de pesos 
moleculares en hidrolizados enzimáticos de PGA, entonces la comparación de 
los resultados predichos por el modelo con los observados experimentalmente 
para las fracciones de menor grado de polimerización, permitirá establecer 
consideraciones acerca del modo de acción de la endoPG sobre oligómeros de 
pequeño y mediano tamaño.

Objetivo general.

Establecer consideraciones acerca de la cinética, modo de acción, sustrato y 
productos de la hidrólisis enzimática del PGA con la endoPG de Kluyveromyces 
marxianus CCEBI 2011.  

Objetivos específicos.

1. Estudiar la cinética de hidrólisis del PGA con la endoPG de K. marxianus
CCEBI.

2. Desarrollar un modelo teórico para la distribución más probable de pesos 
moleculares durante la hidrólisis del PGA con una endoPG.

3. Establecer las condiciones experimentales apropiadas para la predicción del 
grado de avance de la reacción durante la hidrólisis enzimática del PGA con 
una endoPG.

4. Obtener la distribución de pesos moleculares del hidrolizado enzimático de 
PGA mediante cromatografía de filtración en gel.

5. Establecer consideraciones acerca del modo de acción de la endoPG de K. 
marxianus CCEBI mediante la comparación de la distribución de pesos 
moleculares observada con aquella predicha por el modelo de distribución 
más probable.
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2.- REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

2.1- Sustancias pécticas. Distribución en la naturaleza.

Las sustancias pécticas son heteropolisacáridos complejos, de naturaleza 
ácida, universalmente distribuidos en el reino vegetal. Ocupan la llamada lámina 
media de los tejidos vegetales, embebiendo en su estructura las microfibrillas 
de celulosa y son las encargadas de garantizar la integridad y coherencia de 
tales tejidos (Carpita y Gibeaut, 1993). Son el componente principal (25-30 %) 
de la pared celular primaria de las dicotiledóneas, gimnospermas y 
monocotiledóneas no gramíneas, apareciendo en menor proporción 
(aproximadamente un 10 %) en las gramíneas (Ramírez y Reinaldo, 2002).

2.2- Composición química y función biológica.

Químicamente, las sustancias pécticas están conformadas por dos regiones 
diferentes bien definidas. Las llamadas regiones “lisas” u homogalacturonano, 
están constituidas por una cadena lineal de residuos de ácido D-galacturónico 
unidos por enlaces -(14) glicosídicos. Las moléculas de ácido D-
galacturónico pueden estar parcialmente esterificadas con metanol y 
ocasionalmente acetiladas por las posiciones C-2 ó C-3. Las regiones “lisas” 
constituyen la fracción principal de la molécula de pectina (Pérez et al., 2000) y 
son interrumpidas a intervalos por las llamadas regiones “peludas” o 
ramificadas. En estas últimas se distinguen dos estructuras distintas: el 
xilogalacturonano, constituido por un esqueleto de galacturonano sustituido por 
D-xilosa y el ramnogalacturonano I (Caffall y Mohnen, 2009; Mohnen, 2008).

En el ramnogalacturonano I alternan residuos de ácido D-galacturónico con 
residuos de l-ramnosa, unidos por enlaces -(12)-glicosídicos. A su vez, las 
moléculas de l-ramnosa pueden estar sustituidas en la posición C-5 por 
cadenas laterales, altamente ramificadas, ricas en l-arabinosa (poliarabinano) o 
cadenas lineales ricas en D-galactosa (poligalactano) (Caffall y Mohnen, 2009; 
Rombouts y Pilnik, 1989). Las cadenas de arabinanosa están conformadas por 
una cadena principal de residuos de l-arabinosa unidos por enlaces -(1→5)-
glicosídicos, los que pueden estar sustituidos en C-3 por cadenas de l-
arabinosa. (Caffall y Mohnen, 2009; Mohnen, 2008).

2.3- Clasificación de las sustancias pécticas.

Las sustancias pécticas han sido clasificadas por la American Chemical Society 
(USA) en protopectinas, ácidos pectínicos (pectinas) y ácidos pécticos 
(pectatos). Las primeras son insolubles en agua y probablemente se trate de 
moléculas de pectina altamente entrecruzadas con la matriz de celulosa y 
hemicelulosa mediante enlaces covalentes, mientras que las dos últimas son 
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completa o parcialmente solubles en agua. Atendiendo al grado de 
esterificación (GE) las pectinas se clasifican como de bajo metoxilo (LM), si GE 
es inferior o igual al 50 % y de alto metoxilo (HM) si GE es superior al 50 % 
(Serra et al., 1992; Sieiro et al., 2012).

Las sustancias pécticas varían considerablemente en cuanto a su masa 
molecular, GE y contenido de azúcares neutros dependiendo de la fuente de 
origen y del estado de maduración del fruto. Sus pesos moleculares se 
encuentran entre los 25000 y 360000  g·mol-1, en tanto el GE puede variar entre 
el 30 y 95 % (Caffall y Mohnen, 2009; Mohnen, 2008; Serra et al., 1992; Sieiro 
et al., 2012). 

El PGA es un derivado de la pectina consistente en fragmentos puros de 
homogalacturonano desesterificados, con un GE inferior al 10 %. Está 
constituido sólo de unidades de ácido anhidrogalacturónico unidos mediante 
enlaces α-(1→4)-glicosídicos. De los tres isómeros de los ácidos galacturónicos 
(D, L y D-L) sólo la forma D se ha encontrado en productos naturales. En las 
Figuras No. 1 y 2 se muestran las estructuras del PGA y del ácido 
galacturónico, su unidad constitutiva.

Figura No. 1. Proyección de Howarth del ácido D-galacturónico.

Figura No. 2. Estructura simplificada del ácido poligalacturónico (Kertesz, 
1964).
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2.4- Obtención de pectinas. Usos.

Las pectinas se obtienen de materiales vegetales que tienen un alto contenido 
de éstas, tales como manzana, café y algunos cítricos, como el limón, toronja y 
lima; (Herbstreith, 2001). Las pectinas, en la actualidad, son ingredientes muy 
importantes en la industria de los alimentos, donde son usadas para hacer 
gelatinas, helados, salsas. También se emplean en otras industrias, como la 
farmacéutica, que requieren modificar la viscosidad de sus productos (Alkorta et 
al., 1998; Sieiro et al., 2012). 

2.5- Pectina como fuente de sustancias biológicamente activas.

Los OG con gp entre 9 y 16 han mostrado ser los más potentes inductores de 
respuestas defensivas (Aziz et al., 2004; Camejo et al., 2010; Darvill et al., 
1992; Denoux et al., 2008; Falasca et al., 2008; Hu et al., 2004; Navazio et al.,
2002; Van Cursem y Messiaen, 1994). No obstante, los OG pequeños también 
pueden generar respuestas defensivas en plantas. Por ejemplo, en la papa, 
donde los oligogalacturónidos con gp entre 2-4 inducen la resistencia contra 
Erwinia carotovora, en tanto aquellos con gp menor que 8 pueden provocar la 
muerte de las células vegetales durante el decaimiento del tejido inducido por E. 
carotovora en esta planta (Weber et al., 1996). Además, se ha comprobado 
experimentalmente que pueden sustituir parcial o totalmente las hormonas 
tradicionales de los esquemas de micropropagación de diferentes cultivos 
(Cabrera, 1999). 

Por otro lado, a los OG se les atribuye actividad benéfica sobre las 
bifidobacterias (valor prebiótico) y constituyen una importante fuente de fibra 
dietética. En este sentido, se usan como aditivos alimentarios en la producción 
de alimentos infantiles. (Dongowski et al., 2002; Lang y Dörnenburg, 2000). 
Tienen también aplicaciones como biorremediadores en el tratamiento de 
terrenos contaminados por metales pesados, debido a que poseen la propiedad 
de reaccionar y formar complejos estables con estos  metales. Estos agentes 
de quelación orgánicos se combinan con los iones metálicos del suelo, como 
Cu2+ y Al3+, en una relación estequiométrica metal-ligando 1:1, facilitando su 
solubilidad y transporte y disminuyendo su toxicidad (Cartaya y Reynaldo, 
2005).

2.6- Obtención de oligogalacturónidos de pectina.

En Cuba, el procesamiento de los frutos cítricos genera un gran volumen de 
residuos que constituye la fuente más preciada, a nivel internacional, para la 
preparación de la pectina de alta calidad (Cabrera, 1999; Sieiro et al., 2012).

El diseño de una estrategia adecuada para la preparación de OG a partir de 
pectina comercial cubana requiere de un conocimiento de la composición de los 
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polisacáridos pécticos en este producto (Cabrera, 1999). La hidrólisis 
enzimática constituye la vía más adecuada para obtener OG a partir de pectina. 
(Bélafi-Bakó et al., 2007; Coté y Hahn, 1994). Los métodos químicos para la 
obtención de oligogalacturónidos no son idóneos debido a que son costosos por 
los reactivos, agresivos para el medio ambiente y se obtienen bajos 
rendimientos. 

La acción de las enzimas endoPG sobre los polisacáridos pécticos ocurre 
paulatinamente, liberándose en el transcurso de la reacción fragmentos 
pécticos y OG, los cuales pueden ser degradados a tri, di o monogalacturónidos 
en dependencia de las condiciones de la reacción y del modo de acción de las 
enzimas utilizadas (Thibiault, 1983). Este comportamiento condiciona la 
necesidad de estudiar el modo de acción de las enzimas utilizadas para la 
hidrólisis y de seleccionar las condiciones de reacción adecuadas para obtener 
una alta proporción de los OG de interés en la mezcla de reacción. Dado el 
amplio espectro de actividad biológica de estos, las posibilidades de su 
preparación a partir de desechos de la actividad citrícola y cafetalera, 
constituyen alternativas promisorias dentro de los conceptos contemporáneos 
de una agricultura ecológica y auto-sustentable.

Cabrera (1999) obtuvo OG mediante hidrólisis enzimática con una enzima 
comercial (Pectinex Ultra Spl, Novo Enzyme A/S, USA). Esta enzima comercial 
de origen fúngico tiene la desventaja de ser una mezcla de varias pectinasas lo 
cual hace muy engorroso trabajar con ellas, debido a la variedad de 
subproductos indeseados que se acumulan en el medio de reacción. El estudio 
de la cinética de hidrólisis se basó en el seguimiento de la disminución de la 
viscosidad de la mezcla de reacción en el tiempo y posterior análisis 
cromatográfico de los productos de hidrólisis (Cabrera, 1999). En este trabajo 
no se utilizó ningún modelo matemático para simular la hidrólisis enzimática 
dirigida a la obtención de estos oligogalacturónidos biológicamente activos. 

2.7- Enzimas pécticas. Clasificación. Aplicaciones.

Las enzimas que participan en la degradación natural de la pectina se agrupan 
bajo el nombre genérico de enzimas pécticas o pectinasas. Las más conocidas 
y estudiadas de estas enzimas son aquellas que actúan sobre las regiones 
lisas, las cuales han sido clasificadas por la Enzyme Comission (E.C.) de la 
IUPAC-IUB según se muestra en la Tabla No. 1. Las enzimas pécticas se 
encuentran de manera natural en frutas y vegetales, siendo también producidas 
por microorganismos fitopatógenos, bacterias, levaduras y hongos. Estas 
enzimas juegan un importante rol en la naturaleza, en la maduración de los 
frutos, abscisión de hojas y patogénesis de plantas (Pariza y Foster, 1983).
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Por su forma de atacar al sustrato, se dividen en dos grupos principales: 
esterasas y  depolimerasas.

Esterasas: Se describe solamente a la pectina esterasa (E.C. 3.1.1.11), la cual
degrada los enlaces metiléster del C-6 de las unidades de ácido 
metilgalacturónico de la pectina, reduciendo el contenido de metóxilo de las 
sustancias pécticas, al tiempo que se produce metanol y ácido 
anhidrogalacturónico:

Depolimerasas: Atacan las uniones glicosídicas -(1→4) de las sustancias 
pécticas. Esta despolimerización puede ser a través de un mecanismo de 
hidrólisis, promovido por las poligalacturonasas, o de -eliminación, catalizado 
por las liasas. 

Tabla No. 1. Clasificación de las enzimas pécticas.

Nombre recomendado
(Según E.C.)

Nombre habitual Sustrato
Enlace 

afectado

Enzimas desesterificantes

Polimetilgalacturonato esterasa Pectina esterasa Pectina Al azar

Enzimas depolimerizantes

 Hidrolasas
Endopoligalacturonasa Poligalacturonasa Pectato Al azar

Exopoligalacturonasa 1 Poligalacturonasa Pectato
Último de la 

cadena

Exopoligalacturonasa 2 Poligalacturonasa Pectato
Penúltimo de la 

cadena
Endopolimetilgalacturonasa Pectina hidrolasa Pectina Al azar

Exopolimetilgalacturonasa Pectina hidrolasa Pectina
Último de la 

cadena
 Liasas

Endopoligalacturonato liasa Pectato liasa Pectato Al azar

Exopoligalacturonato liasa Pectato liasa Pectato
Penúltimo de la 

cadena
Endopolimetilgalacturonato 

liasa
Pectina liasa Pectina Al azar

Exopolimetilgalacturonato liasa Pectina liasa Pectina
Último de la 

cadena
E.C.: Enzyme Comission (IUPAC-IUB). Fuente: Serra et al., 1992. Sieiro et al., 2012.

Poligalacturonsas: Se clasifican en endopoligalacturonasas (E.C. 3.2.1.15) y 
exopoligalacturonasas (E.C. 3.2.1.67). Las exo-enzimas atacan el extremo no 
reductor de las moléculas de pectina y ácidos poligalacturónicos; como 
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resultado de la hidrólisis se produce ácido galacturónico. Las endo-enzimas 
actúan de una forma aleatoria, fundamentalmente en el interior de la cadena, 
provocando la fragmentación de los sustratos (las pectinas y ácidos 
poligalacturónicos) y por consiguiente causando disminución de la viscosidad 
en soluciones de sustancias pécticas. Este tipo de enzimas (endo) por su 
acción catalítica presentan una mayor aplicación en la industria de alimentos y 
bebidas (Fogarty y Kelly, 1983).

Liasas: Están dentro del grupo de las depolimerasas. Catalizan la formación de 
un doble enlace entre los carbonos C-4 y C-5, mediante un mecanismo de 
transeliminación (-eliminación). Las liasas que atacan a la pectina se llaman 
endo-polimetilgalacturonato liasas (endo-PMGL) o endo-pectinaliasa, exo-
polimetilgalacturonato liasa (exo-PMGL) o exopectina liasa y a las liasas que 
actúan sobre los ácidos poligalacturónicos se les denominan endo-
poligalacturonato liasa (endo-PGL) o endopectato liasa, exo-poligalacturonato 
liasa (exo-PGL) o exopectato liasa (Fogarty y  Kelly, 1983; Sieiro et al., 2012).

Estas enzimas son usadas para la producción de azúcares fermentables a partir 
de la biomasa de plantas, para la extracción, clarificación y despectinización de 
zumos de frutas (incluido el mosto de uvas); maceración de frutas, vegetales y 
extracciones de azúcares (Brown, 1981; de Gregorio et al., 2002; Evans et al., 
2002; Fernández-González et al., 2004; Fogarty y Kelly, 1983; Grassin et al., 
1996; Hoondal et al., 2002; Iconomou et al., 2010; Kashyap et al., 2001; Ribeiro 
et al., 2010; Ribereau-Gayon et al., 2006; Rombouts, 1989; Sarioglu et al., 
2001; Souza et al., 2003). 

Nuevas y prometedoras aplicaciones de las enzimas pécticos están 
relacionados con la obtención de hidrolizados y fragmentos de pectinas con 
actividad biológica (Serrat et al., 2004).

2.8- Poligalacturonasas.

Las poligalacturonasas son enzimas que hidrolizan el esqueleto no metilado del 
homogalacturonano, mediante el ataque a los enlaces α-(1→4) glicosídicos que 
unen a las unidades de ácido D-galacturónico. Según Aguilar y Huitron (1993), 
esta enzima puede hidrolizar cualquier enlace de la cadena y producir 
oligómeros de ácido galacturónico de diferente tamaño. Las poligalacturonasas 
se caracterizan por su acción depolimerizante sobre el PGA y las pectinas de 
bajo grado de metoxilación (Voragen et al., 1995). 

Las poligalacturonasas son la clase más abundante y estudiada de enzimas 
pécticas, encontrándose ampliamente distribuidas en plantas y 
microorganismos. A estos enzimas se les atribuye numerosas funciones en 
plantas. Se considera que están asociados a los procesos de abscisión de 
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órganos (Bonghi et al., 1992; Taylor et al., 1994), maduración de los granos de 
polen y crecimiento del tubo polínico (Pressey, 1996) y a la maduración y 
deterioro de frutos (Rose et al., 1998). Al parecer, las poligalacturonasas 
también están involucradas en los procesos de crecimiento (Sitrit et al., 1996) y 
en los mecanismos de defensa de las plantas frente a patógenos (Bergey et al., 
1999; D’Ovidio et al., 2004; Sakamoto et al., 2003; Schacht et al., 2011). Otra 
función recientemente atribuida es su participación en los procesos de simbiosis 
planta-microorganismo, como se ha reportado para el par Rhyzobium-legumbre
(Muñoz et al., 1998). 

En la Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, se ha informado que una 
levadura de la especie Kluyveromyces marxianus, aislada de los residuales del 
beneficio húmedo del café, presentan una alta actividad endoPG extracelular, 
siendo esta la proteína mayoritaria en el medio de cultivo (Serrat et al., 2002). 

2.9- Antecedentes sobre modelos de hidrólisis para endohidrolasas.

En la actualidad se encuentran publicados diversos modelos para describir la 
degradación enzimática de polímeros naturales. Sendra et al. (1998) diseñaron 
un programa de cómputo que simula la depolimerización en tiempo “real” para 
una muestra polidispersa de almidón por una endoenzima específica. 
Mahammad et al. (2006) propusieron un modelo matemático basado en la 
cinética de Michaelis-Menten y desarrollado para predecir los cambios en la 
distribución de pesos moleculares durante la depolimerización enzimática de la 
goma galactomanana. La cinética total de la reación enzimática puede ser 
representada en términos de parámetros cinéticos que son función de los 
parámetros de Michaelis-Menten para enlaces individuales. La depolimerización 
se asume que sigue un mecanismo aleatorio de escisión de los enlaces, en el 
cual la enzima ataca al sustrato de forma también aleatoria  provocando una 
sola ruptura de enlace cada vez. 

Todos estos modelos presentan el inconveniente de ser complejos, debido a 
que requieren del conocimiento de los parámetros cinéticos del sistema enzima-
sustrato, pero tienen la ventaja de que pueden describir la cinética del proceso 
para condiciones de sustrato no saturante, donde la reacción deja de ser de 
orden cero. Recientemente Nikolic’ y Mojovic (2007) describen la hidrólisis 
enzimática de la pectina de manzana controlando como parámetro principal el 
incremento de grupos terminales y la disminución de la viscosidad relativa. Otro 
modelo, desarrollado por Hunt et al. (2006) se basa exclusivamente en la 
arquitectura del subemplazamiento de la enzima y las energías de enlace 
concomitantes. Esto posibilita la predicción de la evolución de las cantidades 
relativas de productos durante la digestión de mezclas arbitrarias de sustratos 
oligoméricos y poliméricos.



Materiales y
Métodos
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3.- MATERIALES Y MÉTODOS

3.1- Determinaciones analíticas.

El contenido de extremos reductores en el PGA y sus hidrolizados se determinó 
por el método colorimétrico de Somogyi-Nelson (Nelson, 1957; Somogyi, 1952), 
mientras que la concentración másica en las soluciones de PGA, en los 
hidrolizados de PGA y en las fracciones cromatográficas se determinó 
colorimétricamente mediante el ensayo colorimétrico del Carbazol (Bitter y Muir, 
1962; Dekker y Richards, 1972). En ambos ensayos se utilizó como estándar 
ácido galacturónico (Sigma) en el rango de 20-100 µg/mL (mediciones 
realizadas en un Espectrofotómetro UV-Visible RAYLEIGHT, China). Las curvas 
de calibración utilizadas en ambos métodos y su correspondiente análisis 
pueden verse en los Anexos 2 (Carbazol) y 3 (Somogyi-Nelson).

Para el caso de las soluciones de PGA, su concentración másica también fue 
determinada potenciométricamente (Potenciómetro Consort, CS, 61, Alemania). 
Para ello, el PGA se precipitó cuantitativamente con un exceso de HCl 1 mol/L y 
se valoró potenciométricamente con NaOH 0,02 mol/L. El primer salto de pH 
corresponde al exceso de HCl y el segundo a los grupos carboxilos del PGA.

3.2- Preparación y semipurificación de la enzima. 

El crudo enzimático de endoPG se obtuvo a partir de un cultivo microaerófilo de 
la cepa de levadura Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 (Colección de 
Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnología Industrial, Universidad de 
Oriente, Santiago de Cuba) en medio extracto de levadura-glucosa, según 
describen Serrat et al. (2004). Una vez centrifugado (Centrífuga Refrigerada 
HEAL FORCE®, Neofuge 15, China), el cultivo durante 2 minutos para separar 
la biomasa, se filtró el sobrenadante a través de un filtro bacteriológico de 0,22 
µm (Millipore, USA). Del filtrado se tomaron 5 mL, se incubaron en hielo durante 
10 minutos y se precipitó la enzima mediante la adición de etanol helado para 
una concentración del 75 % (v/v). Se centrifugó durante 5 minutos y se desechó 
el sobrenadante. El precipitado se lavó con etanol absoluto y por último se 
disolvió en 5 mL de buffer acetato 50 mmol·L-1 pH 5 (Agitador Magnético, IKA®-
NERKE B-16, Alemania). Se conservó en refrigeración a 4 ºC (Refrigerador, 
Antillano, Cuba).

3.3- Determinación de la actividad enzimática endoPG.

Se siguió el procedimiento descrito por Serrat et al. (2002). Para ello, se utilizó 
como sustrato ácido poligalacturónico (sal sódica; Sigma, St. Louis, MO) al 0,5 
% (m/v) en buffer acetato de sodio, 50 mM, pH 5,0. La actividad enzimática se 
estimó de la pendiente de la recta de regresión de la concentración de extremos 
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reductores frente al tiempo de reacción. El incremento en el poder reductor del 
sustrato se evaluó mediante mediante el método de Somogyi (1952) según la 
modificación desarrollada por Nelson (1957). La mezcla de reacción estuvo 
conformada por 400 L de sustrato y 100 L de una dilución apropiada de la 
enzima en agua destilada. Una unidad de actividad endoPG se definió como la 
cantidad de enzima que produce 1 mol·min-1 de extremos reductores 
(expresados como ácido galacturónico) bajo estas condiciones.

3.4- Hidrólisis enzimática del PGA.

Se utilizó como sustrato ácido péctico a una concentración de 20 g·L-1 en buffer 
acetato 50 mmol·L-1 (pH 5). La reacción se efectuó en un matraz de 500 mL de 
capacidad, provisto de tapa esmerilada y esterilizado (Autoclave Vertical, BK-
75, URSS), al cual se le añadió 200 mL del sustrato (previamente esterilizado 
por filtración) y la cantidad requerida de enzima para obtener una actividad de 
0,2 U/mL en la mezcla de reacción, ambos preincubados a 37 ºC durante 15 
minutos (Baño de María, MLW, Alemania y Termostato, MLW, Alemania). La 
reacción enzimática se desarrolló en reposo a 37 ºC. Se tomaron muestras de 
la mezcla de reacción (5 mL) a diferentes intervalos de tiempo, bajo condiciones 
de asepsia. La reacción enzimática se detuvo mediante la adición sucesiva 1/10 
volumen de hidróxido de sodio 0,2 mol/L y 1/10 volumen de tampón fosfato 100 
mM (pH 7,5), incubándose durante 10 minutos a 100 ºC para la inactivación de 
la enzima y se guardaron en congelación (-20 ºC) para la posterior 
determinación del contenido de azúcares reductores, según el método de 
Somogyi-Nelson (1952-1957).

Cuando se prepararon hidrolizados para un grado de hidrólisis específico (2-22 
%), se utilizó un volumen de sustrato de 2 mL y se ajustó la actividad enzimática 
en la mezcla de reacción según los requerimientos del experimento (0,01-1 
U/mL). El tiempo de reacción (Cronómetro, España) se fijó para tener el grado 
de avance de la reacción deseado, según la Ecuación (1) (Dumé, 2007). La 
reacción se detuvo del mismo modo descrito en el párrafo anterior.  

1·

·

MA

Cmp
t 

                                                                                   
(1)

Donde t es el tiempo de reacción, en minutos; p el grado de avance de la 
reacción; Cm la concentración másica del PGA (µg/mL); A la actividad 
enzimática en la mezcla de reacción (U/mL) y M1 la masa molar de la unidad 
repetida en el PGA (176,2 µg/µmol).  
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3.5- Fraccionamiento del hidrolizado mediante cromatografía de filtración 
en gel.

A una columna de Sephadex G-75 (Pharmacia, Suecia) de (171) cm, 
previamente equilibrada con buffer acetato de sodio 50 mmol·L-1 (pH 5), se le 
aplicaron 500 μL del hidrolizado correspondiente al final de la reacción 
enzimática (Gradientador, PHARMACIA EMC-01, Suecia) y se eluyó con el 
mismo buffer a un flujo de 5 mL·h-1 (Bomba Peristáltica, LKB 2132 
MICRPERPEX, USA). Se colectaron fracciones de 0,5 mL hasta alcanzar un 
volumen total de la columna (Colector de fracciones, LKB 2212 HELRAC, USA).

3.6- Determinación de la distribución de pesos moleculares en el 
hidrolizado.

A cada una de las fracciones de la cromatografía de filtración en gel se les 
determinó la concentración másica de ácidos urónicos según el método del 
Carbazol y la concentración de extremos reductores (expresada como 
concentración másica de ácido anhidrogalacturónico) según el método de 
Somogyi-Nelson, utilizando en ambos casos ácido galácturónico (Sigma) como 
estándar. El gp promedio en número (Xn) y la fracción en peso (Wi) 
correspondientes a cada una de las fracciones se calcularon según:

(μμg/mL)reductoresextremosdeiónconcentrac

(μμg/mL)urónicosácidosdemásicaiónconcentrac
Xn

(2)

ho

fi

Vc

Vc
Wi

·

·


(3)

Donde ci corresponde a las concentraciones másicas de ácidos urónicos en 
cada una de las fracciones; Vf es el volumen de la fracción; co, la concentración 
másica del polímero en la mezcla de reacción y Vh el volumen de hidrolizado 
aplicado a la columna. 

3.7- Análisis estadístico.

El análisis estadístico se realizó con ayuda del paquete estadístico 
especializado Statgraphics Centurion XV (Stat Point, Inc., USA) y el Microsoft 
Excel (Microsoft, USA). Se realizaron análisis de regresión lineal simple, 
comparación de rectas de regresión y análisis de varianza de clasificación 
simple (ANOVA I). Cuando fue necesario se utilizó la prueba de rangos 
múltiples de DUNCAN para la comparación de medias. Los datos de presentan 
como el valor de la media  desviación estándar. El error acumulativo en las 
magnitudes calculadas se estimó como el error máximo, aplicando la teoría 
general de errores según se describe en Alzola (1983).



Resultados y
Discusión
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4.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1- Cinética de la hidrólisis enzimática del ácido péctico.

Como puede observarse en la Figura No. 3, la reacción transcurre muy 
rápidamente durante la primera hora, alcanzándose un 25 % de hidrólisis, 
disminuyendo luego la velocidad de forma moderada hasta alcanzarse el 33 % 
de hidrólisis, momento a partir del cual la reacción procede con extrema 
lentitud, cesando cuando aproximadamente el 38 % de los enlaces han sido 
escindidos. Aunque la forma hiperbólica de la curva y la presencia de tres fases 
es coincidente con lo reportado por Luh y Phaff (1954) para la poligalacturonasa 
de Saccharomyces fragilis, existen diferencias en cuanto al inicio, duración de 
estas fases y a la terminación de la reacción enzimática.

De estos resultados puede inferirse que para fragmentos pécticos con gp > 4 (lo 
que corresponde a un 25 % de hidrólisis), la reacción transcurre a su máxima 
velocidad, disminuyendo considerablemente la eficiencia catalítica a partir de 
este momento, para llegar a ser especialmente lenta cuando el gp ≈ 3. La 
disminución de la velocidad de reacción no puede ser atribuida a la pérdida de 
actividad enzimática en el curso de la reacción, ya que no fueron observados 
cambios apreciables de actividad bajo estas condiciones en 14 días (dato no 
mostrado). 

Teniendo en cuenta que los OG de mayor interés como bioestimulantes en la 
agricultura corresponden a fracciones cuyo gp se encuentra entre 9 y 16, lo que 
representa un grado de hidrólisis del 6-11 %, se estudió el comportamiento de 
la reacción para esta etapa, la cual tuvo lugar en los primeros 30 minutos. 
Resulta de gran interés el hecho de que el grado de hidrólisis se incrementó 
linealmente en el tiempo, o sea, que la reacción transcurre a velocidad 
constante y máxima durante toda la etapa (Vm = 0,2 µmol/(mL·min)), en la cual 
se alcanza un grado de hidrólisis del 25 % (observe la Figura No. 4). Este valor 
de Vm corresponde con el de la actividad enzimática estimado para el ensayo 
(0,2 U/mL). El comportamiento observado nos permite predecir con facilidad el 
tiempo de reacción necesario para alcanzar un gp promedio deseado, lo que 
resulta muy conveniente desde el punto de vista práctico. Por otro lado, sugiere 
que la actividad de la enzima es prácticamente independiente del gp promedio 
del sustrato hasta gp = 4, o sea, que se trata de una enzima con características 
de oligohidrolasa.
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Figura No. 3. Cinética de la hidrólisis enzimática del ácido péctico. 
Actividad poligalacturonasa: 0,2 U/mL, concentración de ácido péctico: 20 
g/L.

Figura No. 4. Cinética de la hidrólisis enzimática del ácido péctico. Etapa 
lineal rápida de la reacción. Actividad poligalacturonasa: 0,2 U/mL, 
concentración de ácido péctico: 20 g/L.
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4.2- Planteamiento y análisis del modelo teórico para la distribución de 
pesos moleculares en el curso de la hidrólisis enzimática. 

La hidrólisis de un polímero catalizada por una endohidrolasa conduce a la 
formación de una mezcla productos de hidrólisis de diferente grado de 
polimerización, los cuales se van acumulando de diferente manera, de acuerdo 
con el modo de acción de la enzima (Sendra y Carbonell, 1998). Es por ello, 
que abordar el estudio cinético de estas reacciones entraña gran complejidad 
debido a que, en principio, para cada especie molecular hay una velocidad 
específica determinada. En este sentido, la utilización de modelos que nos 
permitan describir la composición de la mezcla de reacción resulta de gran 
importancia. 

4.2.1- Planteamiento del modelo teórico. 

El grado de avance de la reacción es un parámetro que describe la cinética de 
una reacción, y se refiere a la fracción molar de los reaccionantes que se han 
transformado en producto. 

Para el caso particular de la reacción de hidrólisis de un polímero de 
condensación, como es el caso del PGA, este puede expresarse como:

Eo

Eh
p  (4)

Donde p es el grado de avance de la reacción; Eh, el número de enlaces 
hidrolizados y Eo, el número total de enlaces disponibles para la hidrólisis al 
inicio de la reacción. 

Eo puede calcularse si se conocen el número de moléculas al inicio de la 
reacción (No) y su grado de polimerización promedio (Xo), según la siguiente 
expresión:

  NoXoEo  1 (5)

Como por cada enlace hidrolizado se forma una nueva molécula, entonces el 
número de enlaces hidrolizados (Eh) va a ser igual al incremento del número de 
moléculas en la mezcla de reacción, dado por:

NoNEh  (6)

Donde N corresponde al número de moléculas a un tiempo de reacción t.

Sustituyendo en la Ecuación (4) Eh y Eo por las expresiones (5) y (6), 
respectivamente, tenemos:
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 1



XoNo

NoN
p (7)

El número de unidades monoméricas existentes en cualquier instante es No Xo. 
Al inicio de la reacción (t=0), la probabilidad (P(0)) de que una unidad 
monomérica no se encuentre enlazada por su grupo hidroxilo hemiacetálico 
será igual a la razón entre el número de moléculas existentes a t=0 y el número 
de unidades monoméricas totales:

XoNoXo

No
P

1
)0( 

(8)

Dicha probabilidad a un instante de tiempo t cualquiera (P(t)) será igual a:

NoXo

N
tP )( (9)

Si denotamos dicha probabilidad como P simplemente y la expresamos en 
función del avance de la reacción, despejando N de la Ecuación (7), tenemos:

Xo

Xop
P

)1(1 


(10)

Como la hidrólisis transcurre al azar, entonces p también va a ser igual a la 
probabilidad de que un enlace haya sido hidrolizado, de modo que P será 
proporcional al avance de la reacción.

En tanto, 1-P será la probabilidad de que una unidad monomérica se encuentre 
enlazada por su grupo hidroxilo hemiacetálico a un instante dado de la reacción 
enzimática. 

En una especie molecular dada, de grado de polimerización X, estarán 
presentes X-1 enlaces sin hidrolizar, cuya probabilidad de existencia será: 

(1-P) x-1

Pero para que esta especie exista, se requiere que una de sus unidades 
monoméricas no se encuentra enlazada por su extremo reductor, cuya 
probabilidad de existencia es P; por tanto, la probabilidad de tener una especie 
de tamaño X en la mezcla de reacción vendrá dada por:

  PPn X
x  11 (11)
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Donde nX, será la probabilidad de encontrar una especie de tamaño X en la 
mezcla de reacción, la que a su vez será igual a su fracción molar.

En la práctica resulta más conveniente conocer la fracción en peso, en lugar de 
la fracción molar. La fracción en peso de una especie de tamaño “X” vendrá 
dada por:

O

X

m

m
Wx           (12)

Donde Wx es la fracción en peso de la especie de tamaño “X”; mX, será igual a 
la masa de la especie de tamaño de “X” y mo, la masa total del polímero en la 
mezcla de reacción. Las magnitudes mo y mx pueden expresarse en función del 
número de moléculas y de su grado de polimerización:

1MXoNomo  (13)

1MXNxmx  (14)

Siendo M1 la masa molecular de la unidad repetida y Nx el número de 
moléculas de tamaño “X” en la mezcla de reacción.

Sustituyendo las expresiones para mx y mo en la Ecuación (12), obtenemos:

XoNo

XNx
Wx





(15)

Como por definición, nx (fracción molar) viene dada por:

N

Nx
n x 

(16)

Donde N es el número total de moléculas en la mezcla de reacción, entonces 
nos queda que:

NnNx x  (17)

Despejando N de la Ecuación (7) para ponerlo en la función de p, tenemos:

  11  XopNoN (18)

Sustituyendo (18) en (17):

  11  XopNonNx x (19)
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Sustituyendo ahora (19) en (15), nos queda:

  
Xo

XXopnx
Wx

11 


(20)

Y de la definición de P dada en la ecuación (10), nos queda la siguiente 
expresión para la fracción en peso de la especie molecular de tamaño “X”

nxXPWx  · (21)

Sustituyendo (11) en (21).

  12 1  XPXPWx (22)

De este modo, Wx dependerá del tamaño de la especie en cuestión (X) y de la 
probabilidad de que una unidad monomérica no se encuentre enlazada por su 
grupo hidroxilo hemiacetálico (P), la cual es a su vez directamente proporcional 
al grado de avance de la reacción (p) para un polímero de grado de 
polimerización inicial Xo.

Si lo que interesa maximizar es la suma de las fracciones en peso de las 
especies comprendidas en un rango particular de grado de polimerización, 
efectuando los arreglos pertinentes en (22) tenemos:

 xPx
P

P
Wx 


 1

1

2 (23)

Entonces:

 
Xn

X

n

X

Px
P

P
Wx 







1

2

1

1
1

(24)

Y finalmente tenemos que:

    n
n

x

PPnWx 


111
1

    (25)

Y de (25) podemos obtener la fracción en peso para las especies cuya talla es 
igual o mayor que n, la cual será:

)1()1( P nPnWx
nx






   (26)

En tanto, para las especies comprendidas entre X1 y X2 será:
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       21
2

1

1111 21
XX

X

XX

PPXPPXWx 


(27)

4.2.2- Evaluación de la sensibilidad del modelo.

De acuerdo con la Ecuación (22), la demostración experimental de la validez del 
modelo requerirá de métodos apropiados para la determinación de P, la cual 
depende del grado de avance de la reacción (p) y de la masa molecular inicial 
del polímero (Xo). Debido a que el modelo parte del supuesto de una sola 
especie molecular y no de una mezcla de especies de diferente talla, como 
ocurre en la realidad, resulta conveniente conocer el grado de polidispersión del 
polímero, como una medida aproximada del ancho de la distribución de pesos 
moleculares (Xo).

De la evaluación del error en la estimación de Wx (dWx/dP) con respecto a P
para especies con grados de polimerización comprendidos entre 4 y 20 (rango 
dentro del cual se encuentran mayoritariamente las especies con actividad 
biológica) se puede observar que para P = 0,15-0,2 el error es mínimo y 
prácticamente independiente del grado de polimerización de la especie 
considerada (observe la Figura No. 5). Este error se incrementa 
progresivamente en la medida que disminuye P, siendo más afectada la 
estimación mientras mayor es el grado de polimerización de la especie 
considerada.

De la definición de P Ecuación (10), se tiene que la misma es función de p y Xo. 
Diferenciando parcialmente para estas variables se tiene que:

1
1

1 
Xodp

dP         (28)

0)1(
1

2  p
XodXo

dP          (29)

De las anteriores expresiones se deriva que la magnitud P prácticamente es 
insensible al valor de Xo considerado (Ecuación 29) e igual al grado de avance 
de la reacción (Ecuación 28). Por lo cual constituye éste un parámetro 
fundamental sobre el cual se debe prestar especial cuidado al realizar su 
determinación experimental.
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Figura No. 5. Dependencia del error en la estimación de Wx (dWx/dP) con 
respecto a P. (dWi/dP), error en la estimación de la fracción en peso de la 
especie de grado de polimerización i.  
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4.2.3- Estimación experimental del grado de avance de la reacción. 

De la definición del grado de avance de la reacción (Ecuación 7), sustituyendo 
el número de moléculas (N) por la concentración molar (C), tenemos:

 1



XoCo

CoC
p       (30)

Como Xo>>1 y la concentración másica del polímero (Cm) es igual a Co Xo M1, 
de la expresión (30) se obtiene:

1M

Cmp
CoC




      (31)

De los resultados obtenidos al estudiar la cinética de hidrólisis del PGA, se tiene 
que la concentración molar de extremos reductores se incrementa de forma 
lineal con el tiempo de reacción (observe la Figura No. 4), según:

tACoC         (32)

Por lo que:

tACoC 
        (33)

Igualando C – Co de las ecuaciones 31 y 33:

mC

MtA
p

1


        (34)

Por lo que la estimación de p a partir de datos experimentales estará afectada 
por la exactitud y precisión en la medición del tiempo de reacción, la 
determinación de la actividad enzimática y de la concentración másica del 
polímero. La menor contribución a la estimación del valor de p radica en la 
medición del tiempo de reacción (a menos que se utilicen actividades 
enzimáticas muy altas).En tanto, la determinación de la actividad enzimática se 
realiza con una precisión muy elevada bajo las condiciones experimentales 
previamente establecidas (Dumé, 2007), lo cual se corroboró en esta 
investigación (observe el Anexo- 1). De esta forma, queda por determinar la
influencia que sobre la estimación de p tienen la exactitud y precisión en la 
determinación de la concentración másica del polímero (PGA).
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4.3- Determinación de la concentración másica del polímero.

En la determinación de la concentración másica del polímero (PGA), al inicio de 
la reacción y en sus hidrolizados, se utilizó el ensayo colorimétrico del Carbazol, 
según el procedimiento descrito por Bitter y Muir (1962), para la determinación 
de ácidos urónicos. Este método posee una elevada sensibilidad y 
especificidad, que lo hacen recomendable para los propósitos de este estudio. 
Para la estimación de las concentraciones de ácidos urónicos totales se utilizó 
una curva de calibración empleando como patrón ácido galacturónico (Sigma) 
(observe Anexo- 2). La determinación de la concentración de ácidos urónicos 
totales a partir de una dilución 1/250 de la solución de PGA 20 g/L 
(concentración aproximada) por el método de Carbazol mostró un valor de  
12100  410 µg/mL (ER = 3,4 %), lo que corresponde a una pureza del 60,5 %, 
muy distante del especificado por el fabricante (mín. 85 %). Un resultado similar 
ha sido observado al comparar curvas patrón de ácidos poliurónicos 
(hialurónico, heparina, condroitina y dermatana) con respecto a la del ácido D-
galacturónico (Cesaretti et al., 2003).

Por este motivo se procedió a determinar la concentración de ácidos urónicos 
totales mediante valoración potenciométrica, una vez precipitado 
cuantitativamente el PGA con HCl 1 mol/L. En la Figura No. 6 se muestra la 
curva de valoración del PGA (promedio de dos mediciones independientes), 
donde el primer salto corresponde a la valoración del exceso de HCl (Figura No. 
6 B) y el segundo a la valoración de los grupos carboxilos del PGA (Figura No. 
6 A). De este modo se obtuvo una concentración de ácidos urónicos totales de 
16770  35 µg/mL (ER = 0,2 %), lo que corresponde a una pureza del 83,9 %, 
en adecuada correspondencia con lo referido por el fabricante. 

Teniendo en cuenta que el grado de polimerización promedio en número del 
PGA se estimó en 119 y que el patrón empleado en la curva de calibración es el 
monómero, se supuso la existencia de una influencia significativa del grado de 
polimerización sobre la señal analítica del método del Carbazol. De ser cierta 
esta suposición, entonces sería necesario establecer correcciones a las 
determinaciones sobre la base del grado de polimerización promedio, aspecto 
este de crucial importancia al cuantificar ácidos urónicos en hidrolizados de 
PGA. 

Para comprobar esta hipótesis se prepararon hidrolizados al 2,5 y 15 % de 
hidrólisis a partir de PGA 20 g/L y se determinó el contenido de ácidos urónicos 
totales mediante el ensayo del Carbazol a los hidrolizados y al PGA sin 
hidrolizar. Los resultados, expresados como porcentajes de recobrado, 
asumiendo la pureza del PGA determinada previamente por el método 
potenciométrico, se presentan en la Figura No. 7.
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Figura No. 6. Valoración potenciométrica del PGA. (A) Curva de valoración 
mostrando los dos saltos de pH. (B) porción de la curva donde aparece el 
primer salto de pH (punto final para el exceso de HCl).
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Los resultados muestran que no existe diferencias significativas (p>0,05) entre 
la muestra sin hidrolizar (muestra-control) y el hidrolizado con un grado de 
avance de reacción del 2%; sin embargo, sí existe diferencias significativas 
entre la muestra control y los hidrolizados con grados de avance de reacción 
5% y 15% y, a su vez, entre los tres hidrolizados. Un resumen del análisis 
estadístico puede verse en la sección de Anexos (observe Anexo- 4). 

El comportamiento observado indica la existencia de una disminución 
significativa (p<0,05) de la señal analítica del Carbazol con el incremento del 
grado de polimerización promedio del PGA, probablemente relacionada con
aspectos cinéticos de la reacción de formación de color entre las 
galacturonolactonas y el Carbazol. En este sentido, la diversidad de 
conformaciones probables se incrementa exponencialmente con el aumento del 
grado de polimerización, lo que puede explicar esta disminución en la velocidad 
de reacción y, por tanto, del recobrado observado.

Un análisis de los datos permite establecer una correlación empírica entre el 
recobrado y el logaritmo natural del grado de polimerización (observe la Figura 
No. 8). Lo adecuado del ajuste (R2 = 0,987), sugiere el empleo de esta 
correlación para la corrección de los datos experimentales obtenidos durante el 
análisis de muestras de PGA de diferente grados de polimerización.

4.4- Predicción del grado de avance de la reacción.
Una vez ajustadas las condiciones para una determinación exacta y precisa de 
las variables con mayor incidencia en la estimación del grado de avance de la 
reacción, se decidió evaluar la capacidad predictiva disponible bajo las citadas 
condiciones. Para ello se diseñó un experimento bifactorial que contempló como 
factores la actividad enzimática en la mezcla de reacción (0,01; 0,1 y 1 U/mL) y 
el grado de avance de la reacción (6 niveles entre 1 y 22 %). 

En la Figura No. 9 se presenta el gráfico de paridad para los valores de p
observados experimentalmente frente a los estimados a partir de las 
condiciones experimentales impuestas en cada caso. Como se observa los 
datos correlacionan fuertemente entre sí (R = 0,989) y se distribuyen 
aleatoriamente muy próximos a la diagonal. El mejor ajuste corresponde a una 
recta que pasa por el origen (intercepto no significativo; p>0,05), con pendiente 
0,96, solo  un 4 % inferior a la diagonal y = X. Cuando el grado de avance de la 
reacción estimado es mayor al 20 %, existe una aparente tendencia a obtener 
valores observados por debajo de lo previsto, lo cual puede sugerir que para 
estos progresos de reacción, la eficiencia catalítica comienza a disminuir como 
consecuencia de la considerable disminución en la masa molecular del sustrato. 
Estos resultados presentan gran valor práctico, pues nos permiten predecir con 
facilidad un grado de avance de la reacción deseado a partir de determinadas 
condiciones experimentales de partida.
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Figura No. 7. Recobrado en el ensayo del Carbazol para muestras de PGA 
a diferentes grados de hidrólisis. Encerrados en círculos se muestran los 
valores de Xn; barras de error indican la desviación estándar; letras 
diferentes señalan diferencias significativas (p-valor < 0,05) entre 
muestras.  

Figura No. 8. Correlación entre el recobrado en el ensayo del Carbazol 
para hidrolizados de PGA y el logaritmo del grado de polimerización 
promedio de las muestras.  

a
ab c
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Figura No. 9. Correlación entre los valores observados y predichos para el 
grado de avance de la reacción. 
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4.5- Fraccionamiento de la mezcla de OG presentes en el hidrolizado 
enzimático. 

Para la elección de la matriz de filtración en gel se tuvo en cuenta los rangos de 
fraccionamiento referidos por el fabricante (Pharmacia, Suecia) para las 
matrices de Sephadex, que para los propósitos de este estudio resultó ser la G-
25. Sin embargo, con esta matriz prácticamente la totalidad del hidrolizado 
eluyó en el volumen de exclusión, sin producirse fraccionamiento (dato no 
mostrado). Se ha referido que los ácidos pectínicos en soluciones acuosas 
presentan conformaciones extendidas (alargadas) (Owens, 1946), con un 
volumen hidrodinámico mucho mayor que el que tendría una molécula de 
similar peso molecular enrollada al azar.

Al aplicarse el hidrolizado sobre una columna de Sephadex G-75, el perfil de 
elución mostró la presencia de ácidos urónicos en las fracciones comprendidas 
entre los 6 y 11 mL (observe la Figura No. 10), lo que corresponde con casi 
todo el rango útil de fraccionamiento de la columna, indicando que la matriz y 
las condiciones experimentales utilizadas fueron las óptimas. El hidrolizado de 
ácido péctico eluyó formando un pico único (aparente), con un pequeño 
“hombro”. Los gp promedio de las fracciones estuvieron en el rango de 2 a 8 
(observe la Figura No. 10), obteniéndose fracciones prácticamente puras del 
dímero, trímero, tetrámero y pentámero. Las moléculas con gp  6 no pudieron 
ser resueltas bajo estas condiciones, en tanto no se observó la presencia del 
monómero como producto de la reacción enzimática. Esto último concuerda con 
estudios realizados para otras glicohidrolasas (Sendra y Carbonell, 1998).

4.6- Distribución de pesos moleculares en el hidrolizado. 

En la Figura No. 11 se presentan las distribuciones de masas moleculares 
experimentales y teóricas. Esta última se construyó sobre la base de la 
distribución más probable desarrollada en este trabajo, asumiendo igual 
probabilidad de hidrólisis para todos los enlaces disponibles (Sendra y 
Carbonell, 1998). Como puede observarse, existe una acumulación preferencial 
de fragmentos con gp = 4, los cuales llegan a representar el 70 % (m/m) de 
todas las especies presentes. La abundancia del trímero y el pentámero se 
corresponden bastante bien con la distribución teórica, en tanto, el dímero y las 
especies con gp  6 presentan abundancias significativamente inferiores.

Estos resultados concuerdan muy bien con la cinética de esta reacción 
enzimática, caracterizada por una disminución progresiva en la velocidad de 
reacción para grados superiores al 20 %, lo cual sugiere una disminución en la 
eficiencia catalítica de la enzima sobre especies cuyo gp sea menor o igual que 
5. 
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Figura No. 10. Perfil de elución del hidrolizado de ácido péctico en 
Sephadex G-75. Buffer de elución: acetato 50 mM, pH 5; flujo: 5 mL·h-1. 
Conc (µg/mL), concentración de ácidos urónicos; Xn, gp promedio en 
número.

Figura No. 11. Distribución de pesos moleculares (como fracciones en 
peso) experimental (Wx exp) y teórica (Wx teor). Barras de error 
corresponden al error máximo en la determinación (10 %).
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Esto explica muy bien la acumulación observada para fragmentos con gp igual 
a 4 y, como consecuencia de ello, una presencia muy deprimida de las especies 
de menor tamaño, no llegando a formarse cantidades detectables del 
monómero como producto de la hidrólisis. 

Los resultados apuntan a que la hidrólisis del ácido péctico por la 
endopoligalacturonasa de K. marxianus CCEBI 2011 no corresponde a un 
verdadero mecanismo de ataque al azar, sino que la probabilidad del ataque 
muestra preferencia por un sub-emplazamiento determinado, lo cual se hace 
evidente solo para avances de la reacción grandes (Sendra y Carbonell, 1998). 
Un resultado similar refieren Pagés et al. (2000) al mapear el subemplazamieto 
de la endoPG II de Aspergillus niger.

Se infiere, de la distribución de pesos moleculares, que la hidrólisis del 
pentámero y del hexámero, procede mucho más lentamente que para las 
especies de mayor tamaño, al estar limitada a la formación de los pares dímero-
trímero o trímero-trímero y dímero-tetrámero, respectivamente. Esto reduce la 
acción de la enzima a uno o dos sitios de ataque de entre 4 y 5 posibilidades, 
respectivamente, lo cual incide directamente en la constante de velocidad de la 
reacción. Este comportamiento resulta similar al observado para las -amilasas 
durante la hidrólisis del almidón (Wojciechowski et al., 2001).

Al evaluar la cinética de hidrólisis del PGA se encontró que para valores de p > 
0,2 aproximadamente, la velocidad de la reacción comenzaba a disminuir. Esto 
podría explicarse como consecuencia de la disminución del número de enlaces 
hidrolizables presentes en el sustrato “natural”, cuyo grado de polimerización 
debe tener un valor inferior límite, a partir del cual la pérdida en la eficiencia 
catalítica de la enzima se hace evidente. 

Para investigar a qué talla de oligogalacturónido corresponde este sustrato, se 
determinó, a partir del modelo de distribución más probable, cuáles especies 
comenzaban a disminuir su fracción másica a partir de este grado del hidrólisis 
“crítico” p = 0,22 (observe la Figura No. 12). Como puede verse, a partir de este 
instante, las especies del octámero, y fundamentalmente el nonámero, la 
concentración másica comienza a disminuir progresivamente. De modo que el 
sustrato “natural” de la endopoligalacturonasa de K. marxianus debe tener una 
talla no menor al octámero.   

Los resultados aquí presentados y discutidos sientan las bases para el 
desarrollo de un modelo estructurado que nos permita predecir la distribución 
de especies moleculares en el curso de la hidrólisis del ácido péctico. Este 
modelo a su vez, servirá de fundamento para el diseño del biorreactor y el 
establecimiento de las condiciones operacionales óptimas para la producción a 
escala comercial de OG biológicamente activos, maximizando la concentración 
de las especies comprendidas en el rango de gp deseado. 
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Figura No. 12. Distribución más probable para los oligómeros de PGA con 
grado de polimerización entre 1 y 12 para P igual a 0,2166 (color azul) y 
0,2658 (color rojo). 



Conclusiones
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5.- CONCLUSIONES

1. La endoPG de Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 hidroliza al PGA a 
velocidad máxima y constante hasta que se ha alcanzado el 25 % de 
hidrólisis disminuyendo luego progresivamente hasta detenerse cuando 
se ha hidrolizado el 38 % de los enlaces disponibles.

2. El modelo teórico de distribución más probable para hidrolizados de PGA 
con endoPGs es función del grado de avance de la reacción y del gp de 
la especie considerada y es particularmente sensible a la disminución del 
grado de avance de la reacción, para valores de éste menores que 0,15, 
incrementando la sensibilidad con el aumento del gp.

3. La intensidad de la señal analítica en el ensayo colorimétrico del 
Carbazol para ácidos urónicos es dependiente del gp promedio de los 
ácidos urónicos presentes, disminuyendo linealmente con el incremento 
del logaritmo natural del gp.

4. La predicción del grado de avance de la reacción de hidrólisis del PGA 
con una endoPG puede realizarse con un error mínimo (4 %) si se tienen 
en cuenta las condiciones experimentales establecidas para la 
determinación de la actividad enzimática endoPG y la cuantificación de la 
concentración másica del PGA.

5. El método de cromatografía de filtración en gel utilizando la matriz 
Sephadex G-25 posibilita resolver los oligogalacturónidos comprendidos 
entre los grados de polimerización 1 y 5 permitiendo de este modo 
obtener la distribución de pesos moleculares para hidrolizados de PGA 
con grados de hidrólisis avanzados. 

6. La distribución de pesos moleculares en los hidrolizados enzimáticos de 
PGA a tiempo infinito muestra una acumulación preferencial del 
tetrámero, ausencia de monómero, disminución del dímero y de especies 
con gp  6, al compararse con la distribución más probable. Este 
comportamiento está relacionado con la incapacidad de la enzima para 
hidrolizar especies con gp ≤ 4 y a la disminución de su eficiencia 
catalítica para especies con gp < 8.
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6.- RECOMENDACIONES

Desarrollar un modelo estructurado para la despolimerización del PGA 
con la endoPG de Kluyveromyces marxianus y aplicarlo al diseño de un 
reactor enzimático para la obtención de oligogalacturónidos 
biológicamente activos.
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ANEXO- 1

Ensayo para la determinación de la actividad enzimática 
poligalacturonasa. Resumen del análisis estadístico de la determinación.

Regresión Simple - Absorbancia vs. tiempo

Variable dependiente: Absorbancia
Variable independiente: tiempo
Lineal: Y = a + b*X

Coeficientes

Mínimos Cuadrados Estándar Estadístico

Parámetro Estimado Error T Valor-P

Intercepto 0,0526786 0,00831918 6,33219 0,0004

Pendiente 0,103318 0,00135351 76,3332 0,0000

Análisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P

Modelo 0,664196 1 0,664196 5826,75 0,0000

Residuo 0,000797936 7 0,000113991

Total (Corr.) 0,664994 8

Coeficiente de Correlación = 0,9994
R-cuadrada = 99,88 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,8629 porciento
Error estándar del est. = 0,0106766
Error absoluto medio = 0,00882381
Estadístico Durbin-Watson = 1,37899 (P=0,0640)
Autocorrelación de residuos en retraso 1 = 0,165252

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo lineal para describir la 
relación entre Absorbancia y tiempo.  La ecuación del modelo ajustado es:

Absorbancia = 0,0526786 + 0,103318 * tiempoPuesto que el valor-P en la 
tabla 

ANOVA es menor que 0,05, existe una relación estadísticamente significativa 
entre Absorbancia y tiempo con un nivel de confianza del 95,0%.
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El estadístico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 99,88% de la 
variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de correlación es igual a 0,9994, 
indicando una relación relativamente fuerte entre las variables. El error estándar 
del estimado indica que la desviación estándar de los residuos es 0,0106766. 
Este valor puede usarse para construir límites de predicción para nuevas 
observaciones, seleccionando la opción de Pronósticos del menú de texto.

El error absoluto medio (MAE) de 0,00882381 es el valor promedio de los 
residuos. El estadístico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos para 
determinar si hay alguna correlación significativa basada en el orden en el que 
se presentan en el archivo de datos. Puesto que el valor-P es mayor que 0,05, 
no hay indicación de una autocorrelación serial en los residuos con un nivel de 
confianza del 95,0%.  

Gráfico No. 1. Modelo de ajuste

Gráfico No. 2. Residuos Vs. Absorbancia predicha.
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ANEXO- 2

Ensayo colorimétrico del Carbazol para ácidos urónicos. Curva de 
calibración. Patrón: Ácido galacturónico (Sigma).

La curva de calibración del método de Carbazol que se representa en este 
gráfico posee un coeficiente de determinación R2 = 0,996, lo cual nos indica que 
los datos experimentales son consistentes con el cumplimiento de la  Ley de 
Lambert-Beer (recta que pasa por el origen); el modelo explica el 99,6 % de la 
variabilidad en la absorbancia. El error estándar de estimación en la pendiente 
fue de 0,17·10-3 unidades de absorbancia/unidad de concentración (ER = 2,1 
%). La apreciación del método resultó igual a 1,25 µg/mL.
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ANEXO- 3

Ensayo colorimétrico del Somogyi-Nelson para azúcares reductores.
Curva de calibración. Patrón: Ácido galacturónico (Sigma).

La curva de calibración del método de Somogyi-Nelson que se representa en 
este gráfico posee un coeficiente de determinación R2 = 0,985, lo cual nos 
indica que los datos experimentales son consistentes con el cumplimiento de la  
Ley de Lambert-Beer (recta que pasa por el origen); el modelo explica el 98,5 % 
de la variabilidad en la absorbancia. El error estándar de estimación en la 
pendiente fue de 0,09·10-3 unidades de absorbancia/unidad de concentración 
(ER = 4,5 %). La apreciación del método resultó igual a 5 µg/mL.
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ANEXO- 4

Influencia del grado de polimerización promedio de los ácidos urónicos en 
el recobrado de la señal analítica del ensayo del carbazol. Análisis 
estadístico.

Resumen Estadístico

Muestra Recuento Promedio Desviación 
Estándar

Coeficiente de 
Variación

Hidrolizado 0 % 9 33,7889 2,152 6,36896%

Hidrolizado 2 % 4 36,0 3,47275 9,64653%

Hidrolizado 5 % 4 38,925 1,46828 3,77206%

Hidrolizado 15 % 9 43,3556 4,63792 10,6974%

Total 26 38,2308 5,24426 13,7174%

Muestra Curtosis Estandarizada

Hidrolizado 0 % -0,772578

Hidrolizado 2 % 0,999682

Hidrolizado 5 % 1,02205

Hidrolizado 15 % -0,789248

Total -0,496322

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P

Entre grupos 435,777 3 145,259 12,69 0,0001

Intra grupos 251,779 22 11,4445

Total (Corr.) 687,555 25

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia 
estadísticamente significativa entre las medias de las 4 variables con un nivel 
del 95,0% de confianza.  
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Pruebas de Múltiple Rangos de Duncan

Método: 95,0 porcentaje LSD

Muestra Casos Media Grupos Homogéneos

Hidrolizado 0 % 9 33,7889 X

Hidrolizado 2 % 4 36,0 XX

Hidrolizado 5 % 4 38,925    X

Hidrolizado 15 % 9 43,3556      X
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4.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN


4.1- Cinética de la hidrólisis enzimática del ácido péctico.


Como puede observarse en la Figura No. 3, la reacción transcurre muy rápidamente durante la primera hora, alcanzándose un 25 % de hidrólisis, disminuyendo luego la velocidad de forma moderada hasta alcanzarse el 33 % de hidrólisis, momento a partir del cual la reacción procede con extrema lentitud, cesando cuando aproximadamente el 38 % de los enlaces han sido escindidos. Aunque la forma hiperbólica de la curva y la presencia de tres fases es coincidente con lo reportado por Luh y Phaff (1954) para la poligalacturonasa de Saccharomyces fragilis, existen diferencias en cuanto al inicio, duración de estas fases y a la terminación de la reacción enzimática.


De estos resultados puede inferirse que para fragmentos pécticos con gp > 4 (lo que corresponde a un 25 % de hidrólisis), la reacción transcurre a su máxima velocidad, disminuyendo considerablemente la eficiencia catalítica a partir de este momento, para llegar a ser especialmente lenta cuando el gp ≈ 3. La disminución de la velocidad de reacción no puede ser atribuida a la pérdida de actividad enzimática en el curso de la reacción, ya que no fueron observados cambios apreciables de actividad bajo estas condiciones en 14 días (dato no mostrado). 


Teniendo en cuenta que los OG de mayor interés como bioestimulantes en la agricultura corresponden a fracciones cuyo gp se encuentra entre 9 y 16, lo que representa un grado de hidrólisis del 6-11 %, se estudió el comportamiento de la reacción para esta etapa, la cual tuvo lugar en los primeros 30 minutos. Resulta de gran interés el hecho de que el grado de hidrólisis se incrementó linealmente en el tiempo, o sea, que la reacción transcurre a velocidad constante y máxima durante toda la etapa (Vm = 0,2 µmol/(mL·min)), en la cual se alcanza un grado de hidrólisis del 25 % (observe la Figura No. 4). Este valor de Vm corresponde con el de la actividad enzimática estimado para el ensayo (0,2 U/mL). El comportamiento observado nos permite predecir con facilidad el tiempo de reacción necesario para alcanzar un gp promedio deseado, lo que resulta muy conveniente desde el punto de vista práctico. Por otro lado, sugiere que la actividad de la enzima es prácticamente independiente del gp promedio del sustrato hasta gp = 4, o sea, que se trata de una enzima con características de oligohidrolasa.


[image: image44.png]Recobrado (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

0% 2% 5% 15%

grado de hidrélisis






Figura No. 3. Cinética de la hidrólisis enzimática del ácido péctico. Actividad poligalacturonasa: 0,2 U/mL, concentración de ácido péctico: 20 g/L.
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Figura No. 4. Cinética de la hidrólisis enzimática del ácido péctico. Etapa lineal rápida de la reacción. Actividad poligalacturonasa: 0,2 U/mL, concentración de ácido péctico: 20 g/L.

4.2- Planteamiento y análisis del modelo teórico para la distribución de pesos moleculares en el curso de la hidrólisis enzimática. 


La hidrólisis de un polímero catalizada por una endohidrolasa conduce a la formación de una mezcla productos de hidrólisis de diferente grado de polimerización, los cuales se van acumulando de diferente manera, de acuerdo con el modo de acción de la enzima (Sendra y Carbonell, 1998). Es por ello, que abordar el estudio cinético de estas reacciones entraña gran complejidad debido a que, en principio, para cada especie molecular hay una velocidad específica determinada. En este sentido, la utilización de modelos que nos permitan describir la composición de la mezcla de reacción resulta de gran importancia. 


4.2.1- Planteamiento del modelo teórico. 


El grado de avance de la reacción es un parámetro que describe la cinética de una reacción, y se refiere a la fracción molar de los reaccionantes que se han transformado en producto. 


Para el caso particular de la reacción de hidrólisis de un polímero de condensación, como es el caso del PGA, este puede expresarse como:


		

[image: image3.wmf]Eo


Eh


p


=




		(4)





Donde p es el grado de avance de la reacción; Eh, el número de enlaces hidrolizados y Eo, el número total de enlaces disponibles para la hidrólisis al inicio de la reacción. 


Eo puede calcularse si se conocen el número de moléculas al inicio de la reacción (No) y su grado de polimerización promedio (Xo), según la siguiente expresión:
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Como por cada enlace hidrolizado se forma una nueva molécula, entonces el número de enlaces hidrolizados (Eh) va a ser igual al incremento del número de moléculas en la mezcla de reacción, dado por:
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Donde N corresponde al número de moléculas a un tiempo de reacción t.

Sustituyendo en la Ecuación (4) Eh y Eo por las expresiones (5) y (6), respectivamente, tenemos:


		

[image: image6.wmf](


)


1


-


-


=


Xo


No


No


N


p






		(7)





El número de unidades monoméricas existentes en cualquier instante es No Xo. Al inicio de la reacción (t=0), la probabilidad (P(0)) de que una unidad monomérica no se encuentre enlazada por su grupo hidroxilo hemiacetálico será igual a la razón entre el número de moléculas existentes a t=0 y el número de unidades monoméricas totales:

		

[image: image7.wmf]Xo


NoXo


No


P


1


)


0


(


=


=






		(8)





Dicha probabilidad a un instante de tiempo t cualquiera (P(t)) será igual a:
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Si denotamos dicha probabilidad como P simplemente y la expresamos en función del avance de la reacción, despejando N de la Ecuación (7), tenemos:
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Como la hidrólisis transcurre al azar, entonces p también va a ser igual a la probabilidad de que un enlace haya sido hidrolizado, de modo que P será proporcional al avance de la reacción.

En tanto, 1-P será la probabilidad de que una unidad monomérica se encuentre enlazada por su grupo hidroxilo hemiacetálico a un instante dado de la reacción enzimática. 

En una especie molecular dada, de grado de polimerización X, estarán presentes X-1 enlaces sin hidrolizar, cuya probabilidad de existencia será: 


(1-P) x-1

Pero para que esta especie exista, se requiere que una de sus unidades monoméricas no se encuentra enlazada por su extremo reductor, cuya probabilidad de existencia es P; por tanto, la probabilidad de tener una especie de tamaño X en la mezcla de reacción vendrá dada por:
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Donde nX, será la probabilidad de encontrar una especie de tamaño X en la mezcla de reacción, la que a su vez será igual a su fracción molar.


En la práctica resulta más conveniente conocer la fracción en peso, en lugar de la fracción molar. La fracción en peso de una especie de tamaño “X” vendrá dada por:
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Donde Wx es la fracción en peso de la especie de tamaño “X”; mX, será igual a la masa de la especie de tamaño de “X” y mo, la masa total del polímero en la mezcla de reacción. Las magnitudes mo y mx pueden expresarse en función del número de moléculas y de su grado de polimerización:
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Siendo M1 la masa molecular de la unidad repetida y Nx el número de moléculas de tamaño “X” en la mezcla de reacción.


Sustituyendo las expresiones para mx y mo en la Ecuación (12), obtenemos:
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Como por definición, nx (fracción molar) viene dada por:
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Donde N es el número total de moléculas en la mezcla de reacción, entonces nos queda que:
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Despejando N de la Ecuación (7) para ponerlo en la función de p, tenemos:
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Sustituyendo (18) en (17):

		

[image: image18.wmf](


)


(


)


1


1


-


+


×


=


Xo


p


No


n


Nx


x




		(19)





Sustituyendo ahora (19) en (15), nos queda:
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Y de la definición de P dada en la ecuación (10), nos queda la siguiente expresión para la fracción en peso de la especie molecular de tamaño “X”
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Sustituyendo (11) en (21).
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De este modo, Wx dependerá del tamaño de la especie en cuestión (X) y de la probabilidad de que una unidad monomérica no se encuentre enlazada por su grupo hidroxilo hemiacetálico (P), la cual es a su vez directamente proporcional al grado de avance de la reacción (p) para un polímero de grado de polimerización inicial Xo.

Si lo que interesa maximizar es la suma de las fracciones en peso de las especies comprendidas en un rango particular de grado de polimerización, efectuando los arreglos pertinentes en (22) tenemos:
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Entonces:
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Y finalmente tenemos que:
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Y de (25) podemos obtener la fracción en peso para las especies cuya talla es igual o mayor que n, la cual será:
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En tanto, para las especies comprendidas entre X1 y X2 será:
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4.2.2- Evaluación de la sensibilidad del modelo.


De acuerdo con la Ecuación (22), la demostración experimental de la validez del modelo requerirá de métodos apropiados para la determinación de P, la cual depende del grado de avance de la reacción (p) y de la masa molecular inicial del polímero (Xo). Debido a que el modelo parte del supuesto de una sola especie molecular y no de una mezcla de especies de diferente talla, como ocurre en la realidad, resulta conveniente conocer el grado de polidispersión del polímero, como una medida aproximada del ancho de la distribución de pesos moleculares ((Xo). 


De la evaluación del error en la estimación de Wx (dWx/dP) con respecto a P para especies con grados de polimerización comprendidos entre 4 y 20 (rango dentro del cual se encuentran mayoritariamente las especies con actividad biológica) se puede observar que para P = 0,15-0,2 el error es mínimo y prácticamente independiente del grado de polimerización de la especie considerada (observe la Figura No. 5). Este error se incrementa progresivamente en la medida que disminuye P, siendo más afectada la estimación mientras mayor es el grado de polimerización de la especie considerada.

De la definición de P Ecuación (10), se tiene que la misma es función de p y Xo. Diferenciando parcialmente para estas variables se tiene que:
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De las anteriores expresiones se deriva que la magnitud P prácticamente es insensible al valor de Xo considerado (Ecuación 29) e igual al grado de avance de la reacción (Ecuación 28). Por lo cual constituye éste un parámetro fundamental sobre el cual se debe prestar especial cuidado al realizar su determinación experimental.
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Figura No. 5. Dependencia del error en la estimación de Wx (dWx/dP) con respecto a P. (dWi/dP), error en la estimación de la fracción en peso de la especie de grado de polimerización i.  


4.2.3- Estimación experimental del grado de avance de la reacción. 


De la definición del grado de avance de la reacción (Ecuación 7), sustituyendo el número de moléculas (N) por la concentración molar (C), tenemos:
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Como Xo>>1 y la concentración másica del polímero (Cm) es igual a Co Xo M1, de la expresión (30) se obtiene:
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De los resultados obtenidos al estudiar la cinética de hidrólisis del PGA, se tiene que la concentración molar de extremos reductores se incrementa de forma lineal con el tiempo de reacción (observe la Figura No. 4), según:
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Por lo que:


		

[image: image33.wmf]t


A


Co


C


×


=


-




		        (33)





Igualando C – Co de las ecuaciones 31 y 33:
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Por lo que la estimación de p a partir de datos experimentales estará afectada por la exactitud y precisión en la medición del tiempo de reacción, la determinación de la actividad enzimática y de la concentración másica del polímero. La menor contribución a la estimación del valor de p radica en la medición del tiempo de reacción (a menos que se utilicen actividades enzimáticas muy altas).En tanto, la determinación de la actividad enzimática se realiza con una precisión muy elevada bajo las condiciones experimentales previamente establecidas (Dumé, 2007), lo cual se corroboró en esta investigación (observe el Anexo- 1). De esta forma, queda por determinar la influencia que sobre la estimación de p tienen la exactitud y precisión en la determinación de la concentración másica del polímero (PGA).


4.3- Determinación de la concentración másica del polímero.


En la determinación de la concentración másica del polímero (PGA), al inicio de la reacción y en sus hidrolizados, se utilizó el ensayo colorimétrico del Carbazol, según el procedimiento descrito por Bitter y Muir (1962), para la determinación de ácidos urónicos. Este método posee una elevada sensibilidad y especificidad, que lo hacen recomendable para los propósitos de este estudio. Para la estimación de las concentraciones de ácidos urónicos totales se utilizó una curva de calibración empleando como patrón ácido galacturónico (Sigma) (observe Anexo- 2). La determinación de la concentración de ácidos urónicos totales a partir de una dilución 1/250 de la solución de PGA 20 g/L (concentración aproximada) por el método de Carbazol mostró un valor de  12100 ( 410 µg/mL (ER = 3,4 %), lo que corresponde a una pureza del 60,5 %, muy distante del especificado por el fabricante (mín. 85 %). Un resultado similar ha sido observado al comparar curvas patrón de ácidos poliurónicos (hialurónico, heparina, condroitina y dermatana) con respecto a la del ácido d-galacturónico (Cesaretti et al., 2003).

Por este motivo se procedió a determinar la concentración de ácidos urónicos totales mediante valoración potenciométrica, una vez precipitado cuantitativamente el PGA con HCl 1 mol/L. En la Figura No. 6 se muestra la curva de valoración del PGA (promedio de dos mediciones independientes), donde el primer salto corresponde a la valoración del exceso de HCl (Figura No. 6 B) y el segundo a la valoración de los grupos carboxilos del PGA (Figura No. 6 A). De este modo se obtuvo una concentración de ácidos urónicos totales de 16770 ( 35 µg/mL (ER = 0,2 %), lo que corresponde a una pureza del 83,9 %, en adecuada correspondencia con lo referido por el fabricante. 

Teniendo en cuenta que el grado de polimerización promedio en número del PGA se estimó en 119 y que el patrón empleado en la curva de calibración es el monómero, se supuso la existencia de una influencia significativa del grado de polimerización sobre la señal analítica del método del Carbazol. De ser cierta esta suposición, entonces sería necesario establecer correcciones a las determinaciones sobre la base del grado de polimerización promedio, aspecto este de crucial importancia al cuantificar ácidos urónicos en hidrolizados de PGA. 

Para comprobar esta hipótesis se prepararon hidrolizados al 2,5 y 15 % de hidrólisis a partir de PGA 20 g/L y se determinó el contenido de ácidos urónicos totales mediante el ensayo del Carbazol a los hidrolizados y al PGA sin hidrolizar. Los resultados, expresados como porcentajes de recobrado, asumiendo la pureza del PGA determinada previamente por el método potenciométrico, se presentan en la Figura No. 7. 
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Figura No. 6. Valoración potenciométrica del PGA. (A) Curva de valoración mostrando los dos saltos de pH. (B) porción de la curva donde aparece el primer salto de pH (punto final para el exceso de HCl).

Los resultados muestran que no existe diferencias significativas (p>0,05) entre la muestra sin hidrolizar (muestra-control) y el hidrolizado con un grado de avance de reacción del 2%; sin embargo, sí existe diferencias significativas entre la muestra control y los hidrolizados con grados de avance de reacción 5% y 15% y, a su vez, entre los tres hidrolizados. Un resumen del análisis estadístico puede verse en la sección de Anexos (observe Anexo- 4). 

El comportamiento observado indica la existencia de una disminución significativa (p<0,05) de la señal analítica del Carbazol con el incremento del grado de polimerización promedio del PGA, probablemente relacionada con aspectos cinéticos de la reacción de formación de color entre las galacturonolactonas y el Carbazol. En este sentido, la diversidad de conformaciones probables se incrementa exponencialmente con el aumento del grado de polimerización, lo que puede explicar esta disminución en la velocidad de reacción y, por tanto, del recobrado observado.

Un análisis de los datos permite establecer una correlación empírica entre el recobrado y el logaritmo natural del grado de polimerización (observe la Figura No. 8). Lo adecuado del ajuste (R2 = 0,987), sugiere el empleo de esta correlación para la corrección de los datos experimentales obtenidos durante el análisis de muestras de PGA de diferente grados de polimerización.

4.4- Predicción del grado de avance de la reacción.

Una vez ajustadas las condiciones para una determinación exacta y precisa de las variables con mayor incidencia en la estimación del grado de avance de la reacción, se decidió evaluar la capacidad predictiva disponible bajo las citadas condiciones. Para ello se diseñó un experimento bifactorial que contempló como factores la actividad enzimática en la mezcla de reacción (0,01; 0,1 y 1 U/mL) y el grado de avance de la reacción (6 niveles entre 1 y 22 %). 

En la Figura No. 9 se presenta el gráfico de paridad para los valores de p observados experimentalmente frente a los estimados a partir de las condiciones experimentales impuestas en cada caso. Como se observa los datos correlacionan fuertemente entre sí (R = 0,989) y se distribuyen aleatoriamente muy próximos a la diagonal. El mejor ajuste corresponde a una recta que pasa por el origen (intercepto no significativo; p>0,05), con pendiente 0,96, solo  un 4 % inferior a la diagonal y = X. Cuando el grado de avance de la reacción estimado es mayor al 20 %, existe una aparente tendencia a obtener valores observados por debajo de lo previsto, lo cual puede sugerir que para estos progresos de reacción, la eficiencia catalítica comienza a disminuir como consecuencia de la considerable disminución en la masa molecular del sustrato. Estos resultados presentan gran valor práctico, pues nos permiten predecir con facilidad un grado de avance de la reacción deseado a partir de determinadas condiciones experimentales de partida.
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Figura No. 7. Recobrado en el ensayo del Carbazol para muestras de PGA a diferentes grados de hidrólisis. Encerrados en círculos se muestran los valores de Xn; barras de error indican la desviación estándar; letras diferentes señalan diferencias significativas (p-valor < 0,05) entre muestras.  
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Figura No. 8. Correlación entre el recobrado en el ensayo del Carbazol para hidrolizados de PGA y el logaritmo del grado de polimerización promedio de las muestras.  
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Figura No. 9. Correlación entre los valores observados y predichos para el grado de avance de la reacción. 

4.5- Fraccionamiento de la mezcla de OG presentes en el hidrolizado enzimático. 


Para la elección de la matriz de filtración en gel se tuvo en cuenta los rangos de fraccionamiento referidos por el fabricante (Pharmacia, Suecia) para las matrices de Sephadex, que para los propósitos de este estudio resultó ser la G-25. Sin embargo, con esta matriz prácticamente la totalidad del hidrolizado eluyó en el volumen de exclusión, sin producirse fraccionamiento (dato no mostrado). Se ha referido que los ácidos pectínicos en soluciones acuosas presentan conformaciones extendidas (alargadas) (Owens, 1946), con un volumen hidrodinámico mucho mayor que el que tendría una molécula de similar peso molecular enrollada al azar.

Al aplicarse el hidrolizado sobre una columna de Sephadex G-75, el perfil de elución mostró la presencia de ácidos urónicos en las fracciones comprendidas entre los 6 y 11 mL (observe la Figura No. 10), lo que corresponde con casi todo el rango útil de fraccionamiento de la columna, indicando que la matriz y las condiciones experimentales utilizadas fueron las óptimas. El hidrolizado de ácido péctico eluyó formando un pico único (aparente), con un pequeño “hombro”. Los gp promedio de las fracciones estuvieron en el rango de 2 a 8 (observe la Figura No. 10), obteniéndose fracciones prácticamente puras del dímero, trímero, tetrámero y pentámero. Las moléculas con gp ( 6 no pudieron ser resueltas bajo estas condiciones, en tanto no se observó la presencia del monómero como producto de la reacción enzimática. Esto último concuerda con estudios realizados para otras glicohidrolasas (Sendra y Carbonell, 1998).

4.6- Distribución de pesos moleculares en el hidrolizado. 

En la Figura No. 11 se presentan las distribuciones de masas moleculares experimentales y teóricas. Esta última se construyó sobre la base de la distribución más probable desarrollada en este trabajo, asumiendo igual probabilidad de hidrólisis para todos los enlaces disponibles (Sendra y Carbonell, 1998). Como puede observarse, existe una acumulación preferencial de fragmentos con gp = 4, los cuales llegan a representar el 70 % (m/m) de todas las especies presentes. La abundancia del trímero y el pentámero se corresponden bastante bien con la distribución teórica, en tanto, el dímero y las especies con gp ( 6 presentan abundancias significativamente inferiores.

Estos resultados concuerdan muy bien con la cinética de esta reacción enzimática, caracterizada por una disminución progresiva en la velocidad de reacción para grados superiores al 20 %, lo cual sugiere una disminución en la eficiencia catalítica de la enzima sobre especies cuyo gp sea menor o igual que 5. 
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Figura No. 10. Perfil de elución del hidrolizado de ácido péctico en Sephadex G-75. Buffer de elución: acetato 50 mM, pH 5; flujo: 5 mL·h-1. Conc (µg/mL), concentración de ácidos urónicos; Xn, gp promedio en número.
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Figura No. 11. Distribución de pesos moleculares (como fracciones en peso) experimental (Wx exp) y teórica (Wx teor). Barras de error corresponden al error máximo en la determinación (10 %).

Esto explica muy bien la acumulación observada para fragmentos con gp igual a 4 y, como consecuencia de ello, una presencia muy deprimida de las especies de menor tamaño, no llegando a formarse cantidades detectables del monómero como producto de la hidrólisis. 

Los resultados apuntan a que la hidrólisis del ácido péctico por la endopoligalacturonasa de K. marxianus CCEBI 2011 no corresponde a un verdadero mecanismo de ataque al azar, sino que la probabilidad del ataque muestra preferencia por un sub-emplazamiento determinado, lo cual se hace evidente solo para avances de la reacción grandes (Sendra y Carbonell, 1998). Un resultado similar refieren Pagés et al. (2000) al mapear el subemplazamieto de la endoPG II de Aspergillus niger.

Se infiere, de la distribución de pesos moleculares, que la hidrólisis del pentámero y del hexámero, procede mucho más lentamente que para las especies de mayor tamaño, al estar limitada a la formación de los pares dímero-trímero o trímero-trímero y dímero-tetrámero, respectivamente. Esto reduce la acción de la enzima a uno o dos sitios de ataque de entre 4 y 5 posibilidades, respectivamente, lo cual incide directamente en la constante de velocidad de la reacción. Este comportamiento resulta similar al observado para las (-amilasas durante la hidrólisis del almidón (Wojciechowski et al., 2001).

Al evaluar la cinética de hidrólisis del PGA se encontró que para valores de p > 0,2 aproximadamente, la velocidad de la reacción comenzaba a disminuir. Esto podría explicarse como consecuencia de la disminución del número de enlaces hidrolizables presentes en el sustrato “natural”, cuyo grado de polimerización debe tener un valor inferior límite, a partir del cual la pérdida en la eficiencia catalítica de la enzima se hace evidente. 

Para investigar a qué talla de oligogalacturónido corresponde este sustrato, se determinó, a partir del modelo de distribución más probable, cuáles especies comenzaban a disminuir su fracción másica a partir de este grado del hidrólisis “crítico” p = 0,22 (observe la Figura No. 12). Como puede verse, a partir de este instante, las especies del octámero, y fundamentalmente el nonámero, la concentración másica comienza a disminuir progresivamente. De modo que el sustrato “natural” de la endopoligalacturonasa de K. marxianus debe tener una talla no menor al octámero.   

Los resultados aquí presentados y discutidos sientan las bases para el desarrollo de un modelo estructurado que nos permita predecir la distribución de especies moleculares en el curso de la hidrólisis del ácido péctico. Este modelo a su vez, servirá de fundamento para el diseño del biorreactor y el establecimiento de las condiciones operacionales óptimas para la producción a escala comercial de OG biológicamente activos, maximizando la concentración de las especies comprendidas en el rango de gp deseado. 
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Figura No. 12. Distribución más probable para los oligómeros de PGA con grado de polimerización entre 1 y 12 para P igual a 0,2166 (color azul) y 0,2658 (color rojo). 
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5.- CONCLUSIONES

1. La endoPG de Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 hidroliza al PGA a velocidad máxima y constante hasta que se ha alcanzado el 25 % de hidrólisis disminuyendo luego progresivamente hasta detenerse cuando se ha hidrolizado el 38 % de los enlaces disponibles.

2. El modelo teórico de distribución más probable para hidrolizados de PGA con endoPGs es función del grado de avance de la reacción y del gp de la especie considerada y es particularmente sensible a la disminución del grado de avance de la reacción, para valores de éste menores que 0,15, incrementando la sensibilidad con el aumento del gp.

3. La intensidad de la señal analítica en el ensayo colorimétrico del Carbazol para ácidos urónicos es dependiente del gp promedio de los ácidos urónicos presentes, disminuyendo linealmente con el incremento del logaritmo natural del gp.

4. La predicción del grado de avance de la reacción de hidrólisis del PGA con una endoPG puede realizarse con un error mínimo (4 %) si se tienen en cuenta las condiciones experimentales establecidas para la determinación de la actividad enzimática endoPG y la cuantificación de la concentración másica del PGA.

5. El método de cromatografía de filtración en gel utilizando la matriz Sephadex G-25 posibilita resolver los oligogalacturónidos comprendidos entre los grados de polimerización 1 y 5 permitiendo de este modo obtener la distribución de pesos moleculares para hidrolizados de PGA con grados de hidrólisis avanzados. 

6. La distribución de pesos moleculares en los hidrolizados enzimáticos de PGA a tiempo infinito muestra una acumulación preferencial del tetrámero, ausencia de monómero, disminución del dímero y de especies con gp ( 6, al compararse con la distribución más probable. Este comportamiento está relacionado con la incapacidad de la enzima para hidrolizar especies con gp ≤ 4 y a la disminución de su eficiencia catalítica para especies con gp < 8.
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6.- RECOMENDACIONES

· Desarrollar un modelo estructurado para la despolimerización del PGA con la endoPG de Kluyveromyces marxianus y aplicarlo al diseño de un reactor enzimático para la obtención de oligogalacturónidos biológicamente activos.
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ANEXO- 1


Ensayo para la determinación de la actividad enzimática poligalacturonasa. Resumen del análisis estadístico de la determinación.


Regresión Simple - Absorbancia vs. tiempo


Variable dependiente: Absorbancia


Variable independiente: tiempo


Lineal: Y = a + b*X


Coeficientes


		

		Mínimos Cuadrados

		Estándar

		Estadístico

		



		Parámetro

		Estimado

		Error

		T

		Valor-P



		Intercepto

		0,0526786

		0,00831918

		6,33219

		0,0004



		Pendiente

		0,103318

		0,00135351

		76,3332

		0,0000





Análisis de Varianza


		Fuente

		Suma de Cuadrados

		Gl

		Cuadrado Medio

		Razón-F

		Valor-P



		Modelo

		0,664196

		1

		0,664196

		5826,75

		0,0000



		Residuo

		0,000797936

		7

		0,000113991

		

		



		Total (Corr.)

		0,664994

		8

		

		

		





Coeficiente de Correlación = 0,9994


R-cuadrada = 99,88 porciento


R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,8629 porciento


Error estándar del est. = 0,0106766


Error absoluto medio = 0,00882381


Estadístico Durbin-Watson = 1,37899 (P=0,0640)


Autocorrelación de residuos en retraso 1 = 0,165252


La salida muestra los resultados de ajustar un modelo lineal para describir la relación entre Absorbancia y tiempo.  La ecuación del modelo ajustado es: 


Absorbancia = 0,0526786 + 0,103318 * tiempoPuesto que el valor-P en la tabla 

ANOVA es menor que 0,05, existe una relación estadísticamente significativa entre Absorbancia y tiempo con un nivel de confianza del 95,0%.


El estadístico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 99,88% de la variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de correlación es igual a 0,9994, indicando una relación relativamente fuerte entre las variables. El error estándar del estimado indica que la desviación estándar de los residuos es 0,0106766. Este valor puede usarse para construir límites de predicción para nuevas observaciones, seleccionando la opción de Pronósticos del menú de texto.


El error absoluto medio (MAE) de 0,00882381 es el valor promedio de los residuos. El estadístico de Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si hay alguna correlación significativa basada en el orden en el que se presentan en el archivo de datos. Puesto que el valor-P es mayor que 0,05, no hay indicación de una autocorrelación serial en los residuos con un nivel de confianza del 95,0%.  


Gráfico No. 1. Modelo de ajuste 
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Gráfico No. 2. Residuos Vs. Absorbancia predicha.
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ANEXO- 2

Ensayo colorimétrico del Carbazol para ácidos urónicos. Curva de calibración. Patrón: Ácido galacturónico (Sigma).

[image: image1.png]absorbacia (525 nm)

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

20

40 60 80

concentracién (ug/mL)

100

120






La curva de calibración del método de Carbazol que se representa en este gráfico posee un coeficiente de determinación R2 = 0,996, lo cual nos indica que los datos experimentales son consistentes con el cumplimiento de la  Ley de Lambert-Beer (recta que pasa por el origen); el modelo explica el 99,6 % de la variabilidad en la absorbancia. El error estándar de estimación en la pendiente fue de 0,17·10-3 unidades de absorbancia/unidad de concentración (ER = 2,1 %). La apreciación del método resultó igual a 1,25 µg/mL.
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ANEXO- 3


Ensayo colorimétrico del Somogyi-Nelson para azúcares reductores. Curva de calibración. Patrón: Ácido galacturónico (Sigma).
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La curva de calibración del método de Somogyi-Nelson que se representa en este gráfico posee un coeficiente de determinación R2 = 0,985, lo cual nos indica que los datos experimentales son consistentes con el cumplimiento de la  Ley de Lambert-Beer (recta que pasa por el origen); el modelo explica el 98,5 % de la variabilidad en la absorbancia. El error estándar de estimación en la pendiente fue de 0,09·10-3 unidades de absorbancia/unidad de concentración (ER = 4,5 %). La apreciación del método resultó igual a 5 µg/mL.
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ANEXO- 4


Influencia del grado de polimerización promedio de los ácidos urónicos en el recobrado de la señal analítica del ensayo del carbazol. Análisis estadístico.


Resumen Estadístico


		Muestra

		Recuento

		Promedio

		Desviación Estándar

		Coeficiente de Variación



		Hidrolizado 0 %

		9

		33,7889

		2,152

		6,36896%



		Hidrolizado 2 %

		4

		36,0

		3,47275

		9,64653%



		Hidrolizado 5 %

		4

		38,925

		1,46828

		3,77206%



		Hidrolizado 15 %

		9

		43,3556

		4,63792

		10,6974%



		Total

		26

		38,2308

		5,24426

		13,7174%





		Muestra

		Curtosis Estandarizada



		Hidrolizado 0 %

		-0,772578



		Hidrolizado 2 %

		0,999682



		Hidrolizado 5 %

		1,02205



		Hidrolizado 15 %

		-0,789248



		Total

		-0,496322





Tabla ANOVA


		Fuente

		Suma de Cuadrados

		Gl

		Cuadrado Medio

		Razón-F

		Valor-P



		Entre grupos

		435,777

		3

		145,259

		12,69

		0,0001



		Intra grupos

		251,779

		22

		11,4445

		

		



		Total (Corr.)

		687,555

		25

		

		

		





Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadísticamente significativa entre las medias de las 4 variables con un nivel del 95,0% de confianza.  


Pruebas de Múltiple Rangos de Duncan


Método: 95,0 porcentaje LSD


		Muestra

		Casos

		Media

		Grupos Homogéneos



		Hidrolizado 0 %

		9

		33,7889

		X



		Hidrolizado 2 %

		4

		36,0

		XX



		Hidrolizado 5 %

		4

		38,925

		   X



		Hidrolizado 15 %

		9

		43,3556

		     X
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RESUMEN

Los oligogalacturónidos se erigen como prometedoras biomoléculas para uso agrícola, en la biotecnología vegetal y en la elaboración de alimentos funcionales, debido a su potente y diversa actividad biológica, la cual depende, fundamentalmente, de su grado de polimerización. El establecimiento de condiciones óptimas para su obtención requiere del conocimiento de la cinética y modo de acción de la enzima utilizada. En este trabajo se presenta la cinética de la hidrólisis enzimática del ácido poligalacturónico (PGA) con una endopoligalacturonasa (endoPG) de levadura, así como la caracterización de la distribución de masas moleculares en el hidrolizado. Los resultados muestran que la hidrólisis transcurre a velocidad máxima hasta un 25 % de hidrólisis, disminuyendo luego progresivamente. En el hidrolizado sólo se detectan moléculas comprendidas entre los grados de polimerización 2 y 8, estando particularmente enriquecido en el tetrámero (70 % (m/m)) y empobrecido en el dímero y en las especies con talla ( 6, al compararlo con la distribución más probable. La predicción del grado de avance de la reacción de hidrólisis del PGA con la endoPG se realizó con un error mínimo (4%), teniendo en cuenta las condiciones experimentales establecidas para la determinación de la actividad enzimática endoPG y la cuantificación de la concentración másica del PGA. Estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo de ataque preferencial en la enzima y sientan las bases para el desarrollo de un modelo estructurado que permita predecir la cinética y distribución de masas moleculares durante la depolimerización del PGA.
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ABSTRACT

The oligogalacturonides stand as promising biomolecules for agricultural use, in plant biotechnology and the development of functional foods, due to its potent and diverse biological activity, which largely depends on its degree of polymerization. Establishing optimum conditions for their production requires the knowledge of the kinetics and mode of action of the enzyme used. This research presents the kinetics of enzymatic hydrolysis of polygalacturonic acid (PGA) with a yeast endopolygalacturonase (endoPG) as well as the characterization of the molecular weight distribution in the hydrolyzate. The results show that hydrolysis proceeds at a high speed up to 25% hydrolysis, after decreasing progressively. In the hydrolyzate are detected molecules only between the polymerization degree of 2 to 8, being particularly enriched in the tetramer (70% (w/w)), and impoverished in the dimer and in species which size ≥ 6, when compared with the most probable distribution. Predicting the progress of the PGA hydrolysis reaction with endoPG was performed with minimal error (4%), taking into account the experimental conditions established for determination of enzyme activity endoPG and quantifying the mass concentration of PGA. These results suggest the existence of a preferential attack mechanism in the enzyme, and set the basis for the development of a structured model to predict the kinetics and molecular weight distribution during the depolymerization of PGA. 
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1.- INTRODUCCIÓN

Las sustancias pécticas constituyen un componente principal de las paredes celulares vegetales y desempeñan, junto a la lignina, la función de garantizar la coherencia e integridad de los tejidos, embebiendo en su estructura las microfibrillas de celulosa (Carpita y Gibeaut, 1993). Están conformadas básicamente por cadenas lineales de residuos de ácido d-galacturónico, unidos por enlaces α-(1→4)-glicosídicos y parcialmente esterificados con metanol (Caffall y Mohnen, 2009; Mohnen, 2008; Pérez et al., 2000). 

Recientemente se ha demostrado que los oligómeros de ácido poligalacturónico  (PGA), componente mayoritario derivado de la pectina, con grado de polimerización entre 9 y 16 presentan actividad biológica en plantas y prometen ser de gran utilidad en la agricultura (Moscatiello et al., 2006). Estos actúan como reguladores endógenos que intervienen en el desarrollo, síntesis y acción de las hormonas y estimulan la diferenciación celular de diferentes especies vegetales (Aziz et al., 2004; Baldan et al., 2003; Camejo et al., 2010; Denoux et al., 2008; Droillard et al., 1997; Galleti et al., 2008; Reymond et al., 1996). En nuestro país, se ha evaluado exitosamente la aplicación de una mezcla de oligogalacturónidos (OG), conocida como Pectimorf, en varios cultivos de interés económico, así como en la micropropagación de tejidos vegetales, observándose variados efectos tales como elicitación de las respuestas defensivas de las plantas frente a patógenos, estimulación de la rizogénesis, etc. (Cabrera, 1999; González et al., 2004).

También se les atribuye a los oligogalacturónidos actividad benéfica sobre las bífidobacterias (valor prebiótico) y constituyen una importante fuente de  fibra dietética (Lang y Dornenburg, 2000). Otros fragmentos de la molécula de pectina han mostrado una actividad farmacológica (mitogénica) (Dongowski et al., 2002; Kiyohara et al., 1996; Ridley et al., 2001).

La degradación natural de las sustancias pécticas tiene lugar por la acción de las enzimas pécticos o pectinasas. Estas enzimas se clasifican en esterasas, que son las encargadas de desesterificar la molécula de pectina y depolimerasas, las cuales atacan la cadena principal. Estas últimas se clasifican, según su mecanismo de acción, en hidrolasas (poligalacturonasas (PG) y pectina hidrolasas) y liasas (pectina y pectato liasas) (De Vries y Visser, 2001; Sieiro et al., 2012). A su vez, las depolimerasas se clasifican en exo o endo enzimas, según sea el ataque a la cadena por el extremo no reductor o al azar, respectivamente, siendo estas últimas las más importantes, ya que promueven una rápida disminución del peso molecular de la molécula de pectina con una mínima liberación de extremos reductores (De Greghorio, 2002; Fogarty y Kelly, 1983; Ribeiro, 2010). 


En la obtención de oligogalacturónidos biológicamente activos es conveniente utilizar preparados enzimáticos puros de endopoligalacturonasa (endoPG), debido a su modo de ataque al azar sobre el esqueleto de homogalacturonano de la molécula de pectina. Esto trae como ventajas que se obtenga el producto con un elevado rendimiento y pureza. Investigadores del Centro de Estudios de Biotecnología Industrial (CEBI) de la Universidad de Oriente han obtenido resultados promisorios en el desarrollo de una tecnología para la obtención de preparados virtualmente puros de endoPG, mediante el empleo de una cepa de levadura autóctona, la Kluyveromyces  marxianus CCEBI 2011, en un proceso concomitante con la producción de etanol (Serrat et al., 2004; Serrat et al., 2011; Vallejo et al., 2012). 


Una próxima etapa encaminada, la obtención de estas biomoléculas implicaría el desarrollo de los reactores enzimáticos apropiados (p. ej. mediante la inmovilización de la endoPG) y el establecimiento de las condiciones operacionales que permitan alcanzar los máximos rendimientos de OG de una talla determinada. Hasta el presente, esto último se ha realizado de forma empírica, para el caso de la obtención del Pectimorf, usando un preparado enzimático comercial de origen fúngico donde coexisten actividades endoPG y exoPG (Cabrera, 1999), lo que dificulta su generalización a la obtención de OG con otras características o cuando se emplean otros preparados enzimáticos.


La aplicación de modelos matemáticos para la descripción de los procesos de hidrólisis con endoglicohidrolasas ha sido descrita por varios autores (Carbonell et al., 1998; Mitchell et al., 2008; Sendra y Carbonell, 1998; Wojciechowski et al., 2001). Estos modelos, de modo general, asumen el cumplimiento de la cinética de Michaelis-Menten para la reacción enzimática, suponen que la velocidad de la reacción sólo es afectada por la concentración de enlaces disponibles para la hidrólisis y su validez está limitada a grados de avance de la reacción pequeños. Estos planteamientos adolecen de no considerar la influencia del grado de polimerización (gp) del sustrato en la velocidad de la reacción, aspecto este de extrema importancia cuando se trata de la obtención de OG de pequeña talla, la cual requiere de grados de avance de la reacción elevados (>20 %). 

Atendiendo a estas limitaciones, la presente investigación estuvo dirigida al estudio de la cinética de la hidrólisis enzimática del PGA con la endoPG de la levadura K. marxianus CCEBI 2011, así como de la distribución de masas moleculares en el hidrolizado enzimático.

Diseño teórico

Necesidad social.

El tránsito hacia una agricultura orgánica y sostenible demanda del desarrollo de nuevos productos, capaces de sustituir los agroquímicos tradicionales sin comprometer los rendimientos productivos. En tal sentido, los oligómeros del PGA, producto natural que puede obtenerse a partir de desechos agrícolas (p.ej., industrias del cítrico y el café), de conocido efecto bioestimulante y protector de los cultivos agrícolas, constituyen un elemento a considerar para la satisfacción de esta necesidad.

Problema.

Las endoPG hidrolizan el PGA mediante un mecanismo de ataque al azar, pero se desconoce su modo de acción sobre oligómeros de pequeño o mediano tamaño y, por tanto, la distribución de pesos moleculares en hidrolizados para grados de hidrólisis medios y avanzados.

Hipótesis.

Si se dispone de un modelo teórico apropiado para la distribución de pesos moleculares en hidrolizados enzimáticos de PGA, entonces la comparación de los resultados predichos por el modelo con los observados experimentalmente para las fracciones de menor grado de polimerización, permitirá establecer consideraciones acerca del modo de acción de la endoPG sobre oligómeros de pequeño y mediano tamaño.


Objetivo general.

Establecer consideraciones acerca de la cinética, modo de acción, sustrato y productos de la hidrólisis enzimática del PGA con la endoPG de Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011.  


Objetivos específicos.

1. Estudiar la cinética de hidrólisis del PGA con la endoPG de K. marxianus CCEBI.

2. Desarrollar un modelo teórico para la distribución más probable de pesos moleculares durante la hidrólisis del PGA con una endoPG.


3. Establecer las condiciones experimentales apropiadas para la predicción del grado de avance de la reacción durante la hidrólisis enzimática del PGA con una endoPG.


4. Obtener la distribución de pesos moleculares del hidrolizado enzimático de PGA mediante cromatografía de filtración en gel.


5. Establecer consideraciones acerca del modo de acción de la endoPG de K. marxianus CCEBI mediante la comparación de la distribución de pesos moleculares observada con aquella predicha por el modelo de distribución más probable.
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2.- REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA


2.1- Sustancias pécticas. Distribución en la naturaleza.

Las sustancias pécticas son heteropolisacáridos complejos, de naturaleza ácida, universalmente distribuidos en el reino vegetal. Ocupan la llamada lámina media de los tejidos vegetales, embebiendo en su estructura las microfibrillas de celulosa y son las encargadas de garantizar la integridad y coherencia de tales tejidos (Carpita y Gibeaut, 1993). Son el componente principal (25-30 %) de la pared celular primaria de las dicotiledóneas, gimnospermas y monocotiledóneas no gramíneas, apareciendo en menor proporción (aproximadamente un 10 %) en las gramíneas (Ramírez y Reinaldo, 2002).  


2.2- Composición química y función biológica.

Químicamente, las sustancias pécticas están conformadas por dos regiones diferentes bien definidas. Las llamadas regiones “lisas” u homogalacturonano, están constituidas por una cadena lineal de residuos de ácido D-galacturónico unidos por enlaces (-(1(4) glicosídicos. Las moléculas de ácido D-galacturónico pueden estar parcialmente esterificadas con metanol y ocasionalmente acetiladas por las posiciones C-2 ó C-3. Las regiones “lisas” constituyen la fracción principal de la molécula de pectina (Pérez et al., 2000) y son interrumpidas a intervalos por las llamadas regiones “peludas” o ramificadas. En estas últimas se distinguen dos estructuras distintas: el xilogalacturonano, constituido por un esqueleto de galacturonano sustituido por D-xilosa y el ramnogalacturonano I (Caffall y Mohnen, 2009; Mohnen, 2008).

En el ramnogalacturonano I alternan residuos de ácido D-galacturónico con residuos de l-ramnosa, unidos por enlaces (-(1(2)-glicosídicos. A su vez, las moléculas de l-ramnosa pueden estar sustituidas en la posición C-5 por cadenas laterales, altamente ramificadas, ricas en l-arabinosa (poliarabinano) o cadenas lineales ricas en D-galactosa (poligalactano) (Caffall y Mohnen, 2009; Rombouts y Pilnik, 1989). Las cadenas de arabinanosa están conformadas por una cadena principal de residuos de l-arabinosa unidos por enlaces (-(1→5)-glicosídicos, los que pueden estar sustituidos en C-3 por cadenas de l-arabinosa. (Caffall y Mohnen, 2009; Mohnen, 2008).

2.3- Clasificación de las sustancias pécticas.

Las sustancias pécticas han sido clasificadas por la American Chemical Society (USA) en protopectinas, ácidos pectínicos (pectinas) y ácidos pécticos (pectatos). Las primeras son insolubles en agua y probablemente se trate de moléculas de pectina altamente entrecruzadas con la matriz de celulosa y hemicelulosa mediante enlaces covalentes, mientras que las dos últimas son completa o parcialmente solubles en agua. Atendiendo al grado de esterificación (GE) las pectinas se clasifican como de bajo metoxilo (LM), si GE es inferior o igual al 50 % y de alto metoxilo (HM) si GE es superior al 50 % (Serra et al., 1992; Sieiro et al., 2012).


Las sustancias pécticas varían considerablemente en cuanto a su masa molecular, GE y contenido de azúcares neutros dependiendo de la fuente de origen y del estado de maduración del fruto. Sus pesos moleculares se encuentran entre los 25000 y 360000  g·mol-1, en tanto el GE puede variar entre el 30 y 95 % (Caffall y Mohnen, 2009; Mohnen, 2008; Serra et al., 1992; Sieiro et al., 2012). 


El PGA es un derivado de la pectina consistente en fragmentos puros de homogalacturonano desesterificados, con un GE inferior al 10 %. Está constituido sólo de unidades de ácido anhidrogalacturónico unidos mediante enlaces α-(1→4)-glicosídicos. De los tres isómeros de los ácidos galacturónicos (D, L y D-L) sólo la forma D se ha encontrado en productos naturales. En las Figuras No. 1 y 2 se muestran las estructuras del PGA y del ácido galacturónico, su unidad constitutiva.
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Figura No. 1. Proyección de Howarth del ácido D-galacturónico.
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Figura No. 2. Estructura simplificada del ácido poligalacturónico (Kertesz, 1964). 

2.4- Obtención de pectinas. Usos.

Las pectinas se obtienen de materiales vegetales que tienen un alto contenido de éstas, tales como manzana, café y algunos cítricos, como el limón, toronja y lima; (Herbstreith, 2001). Las pectinas, en la actualidad, son ingredientes muy importantes en la industria de los alimentos, donde son usadas para hacer gelatinas, helados, salsas. También se emplean en otras industrias, como la farmacéutica, que requieren modificar la viscosidad de sus productos (Alkorta et al., 1998; Sieiro et al., 2012). 


2.5- Pectina como fuente de sustancias biológicamente activas.

Los OG con gp entre 9 y 16 han mostrado ser los más potentes inductores de respuestas defensivas (Aziz et al., 2004; Camejo et al., 2010; Darvill et al., 1992; Denoux et al., 2008; Falasca et al., 2008; Hu et al., 2004; Navazio et al., 2002; Van Cursem y Messiaen, 1994). No obstante, los OG pequeños también pueden generar respuestas defensivas en plantas. Por ejemplo, en la papa, donde los oligogalacturónidos con gp entre 2-4 inducen la resistencia contra Erwinia carotovora, en tanto aquellos con gp menor que 8 pueden provocar la muerte de las células vegetales durante el decaimiento del tejido inducido por E. carotovora en esta planta (Weber et al., 1996). Además, se ha comprobado experimentalmente que pueden sustituir parcial o totalmente las hormonas tradicionales de los esquemas de micropropagación de diferentes cultivos (Cabrera, 1999). 


Por otro lado, a los OG se les atribuye actividad benéfica sobre las bifidobacterias (valor prebiótico) y constituyen una importante fuente de fibra dietética. En este sentido, se usan como aditivos alimentarios en la producción de alimentos infantiles. (Dongowski et al., 2002; Lang y Dörnenburg, 2000). Tienen también aplicaciones como biorremediadores en el tratamiento de terrenos contaminados por metales pesados, debido a que poseen la propiedad de reaccionar y formar complejos estables con estos  metales. Estos agentes de quelación orgánicos se combinan con los iones metálicos del suelo, como Cu2+ y Al3+, en una relación estequiométrica metal-ligando 1:1, facilitando su solubilidad y transporte y disminuyendo su toxicidad (Cartaya y Reynaldo, 2005).


2.6- Obtención de oligogalacturónidos de pectina. 


En Cuba, el procesamiento de los frutos cítricos genera un gran volumen de residuos que constituye la fuente más preciada, a nivel internacional, para la preparación de la pectina de alta calidad (Cabrera, 1999; Sieiro et al., 2012).


El diseño de una estrategia adecuada para la preparación de OG a partir de pectina comercial cubana requiere de un conocimiento de la composición de los polisacáridos pécticos en este producto (Cabrera, 1999). La hidrólisis enzimática constituye la vía más adecuada para obtener OG a partir de pectina. (Bélafi-Bakó et al., 2007; Coté y Hahn, 1994). Los métodos químicos para la obtención de oligogalacturónidos no son idóneos debido a que son costosos por los reactivos, agresivos para el medio ambiente y se obtienen bajos rendimientos. 


La acción de las enzimas endoPG sobre los polisacáridos pécticos ocurre paulatinamente, liberándose en el transcurso de la reacción fragmentos pécticos y OG, los cuales pueden ser degradados a tri, di o monogalacturónidos en dependencia de las condiciones de la reacción y del modo de acción de las enzimas utilizadas (Thibiault, 1983). Este comportamiento condiciona la necesidad de estudiar el modo de acción de las enzimas utilizadas para la hidrólisis y de seleccionar las condiciones de reacción adecuadas para obtener una alta proporción de los OG de interés en la mezcla de reacción. Dado el amplio espectro de actividad biológica de estos, las posibilidades de su preparación a partir de desechos de la actividad citrícola y cafetalera, constituyen alternativas promisorias dentro de los conceptos contemporáneos de una agricultura ecológica y auto-sustentable.


Cabrera (1999) obtuvo OG mediante hidrólisis enzimática con una enzima comercial (Pectinex Ultra Spl, Novo Enzyme A/S, USA). Esta enzima comercial de origen fúngico tiene la desventaja de ser una mezcla de varias pectinasas lo cual hace muy engorroso trabajar con ellas, debido a la variedad de subproductos indeseados que se acumulan en el medio de reacción. El estudio de la cinética de hidrólisis se basó en el seguimiento de la disminución de la viscosidad de la mezcla de reacción en el tiempo y posterior análisis cromatográfico de los productos de hidrólisis (Cabrera, 1999). En este trabajo no se utilizó ningún modelo matemático para simular la hidrólisis enzimática dirigida a la obtención de estos oligogalacturónidos biológicamente activos. 


2.7- Enzimas pécticas. Clasificación. Aplicaciones.

Las enzimas que participan en la degradación natural de la pectina se agrupan bajo el nombre genérico de enzimas pécticas o pectinasas. Las más conocidas y estudiadas de estas enzimas son aquellas que actúan sobre las regiones lisas, las cuales han sido clasificadas por la Enzyme Comission (E.C.) de la IUPAC-IUB según se muestra en la Tabla No. 1. Las enzimas pécticas se encuentran de manera natural en frutas y vegetales, siendo también producidas por microorganismos fitopatógenos, bacterias, levaduras y hongos. Estas enzimas juegan un importante rol en la naturaleza, en la maduración de los frutos, abscisión de hojas y patogénesis de plantas (Pariza y Foster, 1983).


Por su forma de atacar al sustrato, se dividen en dos grupos principales: esterasas y  depolimerasas.

Esterasas: Se describe solamente a la pectina esterasa (E.C. 3.1.1.11), la cual degrada los enlaces metiléster del C-6 de las unidades de ácido metilgalacturónico de la pectina, reduciendo el contenido de metóxilo de las sustancias pécticas, al tiempo que se produce metanol y ácido anhidrogalacturónico:


Depolimerasas: Atacan las uniones glicosídicas (-(1→4) de las sustancias pécticas. Esta despolimerización puede ser a través de un mecanismo de hidrólisis, promovido por las poligalacturonasas, o de (-eliminación, catalizado por las liasas. 


Tabla No. 1. Clasificación de las enzimas pécticas.


		Nombre recomendado


(Según E.C.)

		Nombre habitual

		Sustrato

		Enlace afectado



		Enzimas desesterificantes



		Polimetilgalacturonato esterasa

		Pectina esterasa

		Pectina

		Al azar



		Enzimas depolimerizantes



		· Hidrolasas



		Endopoligalacturonasa

		Poligalacturonasa

		Pectato

		Al azar



		Exopoligalacturonasa 1

		Poligalacturonasa

		Pectato

		Último de la cadena



		Exopoligalacturonasa 2

		Poligalacturonasa

		Pectato

		Penúltimo de la cadena



		Endopolimetilgalacturonasa

		Pectina hidrolasa

		Pectina

		Al azar



		Exopolimetilgalacturonasa

		Pectina hidrolasa

		Pectina

		Último de la cadena



		· Liasas



		Endopoligalacturonato liasa

		Pectato liasa

		Pectato

		Al azar



		Exopoligalacturonato liasa

		Pectato liasa

		Pectato

		Penúltimo de la cadena



		Endopolimetilgalacturonato liasa

		Pectina liasa

		Pectina

		Al azar



		Exopolimetilgalacturonato liasa

		Pectina liasa

		Pectina

		Último de la cadena





E.C.: Enzyme Comission (IUPAC-IUB). Fuente: Serra et al., 1992. Sieiro et al., 2012.

Poligalacturonsas: Se clasifican en endopoligalacturonasas (E.C. 3.2.1.15) y exopoligalacturonasas (E.C. 3.2.1.67). Las exo-enzimas atacan el extremo no reductor de las moléculas de pectina y ácidos poligalacturónicos; como resultado de la hidrólisis se produce ácido galacturónico. Las endo-enzimas actúan de una forma aleatoria, fundamentalmente en el interior de la cadena, provocando la fragmentación de los sustratos (las pectinas y ácidos poligalacturónicos) y por consiguiente causando disminución de la viscosidad en soluciones de sustancias pécticas. Este tipo de enzimas (endo) por su acción catalítica presentan una mayor aplicación en la industria de alimentos y bebidas (Fogarty y Kelly, 1983).


Liasas: Están dentro del grupo de las depolimerasas. Catalizan la formación de un doble enlace entre los carbonos C-4 y C-5, mediante un mecanismo de transeliminación ((-eliminación). Las liasas que atacan a la pectina se llaman endo-polimetilgalacturonato liasas (endo-PMGL) o endo-pectinaliasa, exo-polimetilgalacturonato liasa (exo-PMGL) o exopectina liasa y a las liasas que actúan sobre los ácidos poligalacturónicos se les denominan endo-poligalacturonato liasa (endo-PGL) o endopectato liasa, exo-poligalacturonato liasa (exo-PGL) o exopectato liasa (Fogarty y  Kelly, 1983; Sieiro et al., 2012).


Estas enzimas son usadas para la producción de azúcares fermentables a partir de la biomasa de plantas, para la extracción, clarificación y despectinización de zumos de frutas (incluido el mosto de uvas); maceración de frutas, vegetales y extracciones de azúcares (Brown, 1981; de Gregorio et al., 2002; Evans et al., 2002; Fernández-González et al., 2004; Fogarty y Kelly, 1983; Grassin et al., 1996; Hoondal et al., 2002; Iconomou et al., 2010; Kashyap et al., 2001; Ribeiro et al., 2010; Ribereau-Gayon et al., 2006; Rombouts, 1989; Sarioglu et al., 2001; Souza et al., 2003). 


Nuevas y prometedoras aplicaciones de las enzimas pécticos están relacionados con la obtención de hidrolizados y fragmentos de pectinas con actividad biológica (Serrat et al., 2004).


2.8- Poligalacturonasas. 


Las poligalacturonasas son enzimas que hidrolizan el esqueleto no metilado del homogalacturonano, mediante el ataque a los enlaces α-(1→4) glicosídicos que unen a las unidades de ácido D-galacturónico. Según Aguilar y Huitron (1993), esta enzima puede hidrolizar cualquier enlace de la cadena y producir oligómeros de ácido galacturónico de diferente tamaño. Las poligalacturonasas se caracterizan por su acción depolimerizante sobre el PGA y las pectinas de bajo grado de metoxilación (Voragen et al., 1995). 


Las poligalacturonasas son la clase más abundante y estudiada de enzimas pécticas, encontrándose ampliamente distribuidas en plantas y microorganismos. A estos enzimas se les atribuye numerosas funciones en plantas. Se considera que están asociados a los procesos de abscisión de órganos (Bonghi et al., 1992; Taylor et al., 1994), maduración de los granos de polen y crecimiento del tubo polínico (Pressey, 1996) y a la maduración y deterioro de frutos (Rose et al., 1998). Al parecer, las poligalacturonasas también están involucradas en los procesos de crecimiento (Sitrit et al., 1996) y en los mecanismos de defensa de las plantas frente a patógenos (Bergey et al., 1999; D’Ovidio et al., 2004; Sakamoto et al., 2003; Schacht et al., 2011). Otra función recientemente atribuida es su participación en los procesos de simbiosis planta-microorganismo, como se ha reportado para el par Rhyzobium-legumbre (Muñoz et al., 1998). 


En la Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, se ha informado que una levadura de la especie Kluyveromyces marxianus, aislada de los residuales del beneficio húmedo del café, presentan una alta actividad endoPG extracelular, siendo esta la proteína mayoritaria en el medio de cultivo (Serrat et al., 2002). 


2.9- Antecedentes sobre modelos de hidrólisis para endohidrolasas. 


En la actualidad se encuentran publicados diversos modelos para describir la degradación enzimática de polímeros naturales. Sendra et al. (1998) diseñaron un programa de cómputo que simula la depolimerización en tiempo “real” para una muestra polidispersa de almidón por una endoenzima específica. Mahammad et al. (2006) propusieron un modelo matemático basado en la cinética de Michaelis-Menten y desarrollado para predecir los cambios en la distribución de pesos moleculares durante la depolimerización enzimática de la goma galactomanana. La cinética total de la reación enzimática puede ser representada en términos de parámetros cinéticos que son función de los parámetros de Michaelis-Menten para enlaces individuales. La depolimerización se asume que sigue un mecanismo aleatorio de escisión de los enlaces, en el cual la enzima ataca al sustrato de forma también aleatoria  provocando una sola ruptura de enlace cada vez. 

Todos estos modelos presentan el inconveniente de ser complejos, debido a que requieren del conocimiento de los parámetros cinéticos del sistema enzima-sustrato, pero tienen la ventaja de que pueden describir la cinética del proceso para condiciones de sustrato no saturante, donde la reacción deja de ser de orden cero. Recientemente Nikolic’ y Mojovic (2007) describen la hidrólisis enzimática de la pectina de manzana controlando como parámetro principal el incremento de grupos terminales y la disminución de la viscosidad relativa. Otro modelo, desarrollado por Hunt et al. (2006) se basa exclusivamente en la arquitectura del subemplazamiento de la enzima y las energías de enlace concomitantes. Esto posibilita la predicción de la evolución de las cantidades relativas de productos durante la digestión de mezclas arbitrarias de sustratos oligoméricos y poliméricos.
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3.- MATERIALES Y MÉTODOS


3.1- Determinaciones analíticas.

El contenido de extremos reductores en el PGA y sus hidrolizados se determinó por el método colorimétrico de Somogyi-Nelson (Nelson, 1957; Somogyi, 1952), mientras que la concentración másica en las soluciones de PGA, en los hidrolizados de PGA y en las fracciones cromatográficas se determinó colorimétricamente mediante el ensayo colorimétrico del Carbazol (Bitter y Muir, 1962; Dekker y Richards, 1972). En ambos ensayos se utilizó como estándar ácido galacturónico (Sigma) en el rango de 20-100 µg/mL (mediciones realizadas en un Espectrofotómetro UV-Visible RAYLEIGHT, China). Las curvas de calibración utilizadas en ambos métodos y su correspondiente análisis pueden verse en los Anexos 2 (Carbazol) y 3 (Somogyi-Nelson). 

Para el caso de las soluciones de PGA, su concentración másica también fue determinada potenciométricamente (Potenciómetro Consort, CS, 61, Alemania). Para ello, el PGA se precipitó cuantitativamente con un exceso de HCl 1 mol/L y se valoró potenciométricamente con NaOH 0,02 mol/L. El primer salto de pH corresponde al exceso de HCl y el segundo a los grupos carboxilos del PGA.

3.2- Preparación y semipurificación de la enzima. 


El crudo enzimático de endoPG se obtuvo a partir de un cultivo microaerófilo de la cepa de levadura Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 (Colección de Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnología Industrial, Universidad de Oriente, Santiago de Cuba) en medio extracto de levadura-glucosa, según describen Serrat et al. (2004). Una vez centrifugado (Centrífuga Refrigerada HEAL FORCE®, Neofuge 15, China), el cultivo durante 2 minutos para separar la biomasa, se filtró el sobrenadante a través de un filtro bacteriológico de 0,22 µm (Millipore, USA). Del filtrado se tomaron 5 mL, se incubaron en hielo durante 10 minutos y se precipitó la enzima mediante la adición de etanol helado para una concentración del 75 % (v/v). Se centrifugó durante 5 minutos y se desechó el sobrenadante. El precipitado se lavó con etanol absoluto y por último se disolvió en 5 mL de buffer acetato 50 mmol·L-1 pH 5 (Agitador Magnético, IKA®-NERKE B-16, Alemania). Se conservó en refrigeración a 4 ºC (Refrigerador, Antillano, Cuba).


3.3- Determinación de la actividad enzimática endoPG.

Se siguió el procedimiento descrito por Serrat et al. (2002). Para ello, se utilizó como sustrato ácido poligalacturónico (sal sódica; Sigma, St. Louis, MO) al 0,5 % (m/v) en buffer acetato de sodio, 50 mM, pH 5,0. La actividad enzimática se estimó de la pendiente de la recta de regresión de la concentración de extremos reductores frente al tiempo de reacción. El incremento en el poder reductor del sustrato se evaluó mediante mediante el método de Somogyi (1952) según la modificación desarrollada por Nelson (1957). La mezcla de reacción estuvo conformada por 400 (L de sustrato y 100 (L de una dilución apropiada de la enzima en agua destilada. Una unidad de actividad endoPG se definió como la cantidad de enzima que produce 1 (mol·min-1 de extremos reductores (expresados como ácido galacturónico) bajo estas condiciones.


3.4- Hidrólisis enzimática del PGA.


Se utilizó como sustrato ácido péctico a una concentración de 20 g·L-1 en buffer acetato 50 mmol·L-1 (pH 5). La reacción se efectuó en un matraz de 500 mL de capacidad, provisto de tapa esmerilada y esterilizado (Autoclave Vertical, BK-75, URSS), al cual se le añadió 200 mL del sustrato (previamente esterilizado por filtración) y la cantidad requerida de enzima para obtener una actividad de 0,2 U/mL en la mezcla de reacción, ambos preincubados a 37 ºC durante 15 minutos (Baño de María, MLW, Alemania y Termostato, MLW, Alemania). La reacción enzimática se desarrolló en reposo a 37 ºC. Se tomaron muestras de la mezcla de reacción (5 mL) a diferentes intervalos de tiempo, bajo condiciones de asepsia. La reacción enzimática se detuvo mediante la adición sucesiva 1/10 volumen de hidróxido de sodio 0,2 mol/L y 1/10 volumen de tampón fosfato 100 mM (pH 7,5), incubándose durante 10 minutos a 100 ºC para la inactivación de la enzima y se guardaron en congelación (-20 ºC) para la posterior determinación del contenido de azúcares reductores, según el método de Somogyi-Nelson (1952-1957).

Cuando se prepararon hidrolizados para un grado de hidrólisis específico (2-22 %), se utilizó un volumen de sustrato de 2 mL y se ajustó la actividad enzimática en la mezcla de reacción según los requerimientos del experimento (0,01-1 U/mL). El tiempo de reacción (Cronómetro, España) se fijó para tener el grado de avance de la reacción deseado, según la Ecuación (1) (Dumé, 2007). La reacción se detuvo del mismo modo descrito en el párrafo anterior.   
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Donde t es el tiempo de reacción, en minutos; p el grado de avance de la reacción; Cm la concentración másica del PGA (µg/mL); A la actividad enzimática en la mezcla de reacción (U/mL) y M1 la masa molar de la unidad repetida en el PGA (176,2 µg/µmol).  

3.5- Fraccionamiento del hidrolizado mediante cromatografía de filtración en gel.

A una columna de Sephadex G-75 (Pharmacia, Suecia) de (17(1) cm, previamente equilibrada con buffer acetato de sodio 50 mmol·L-1 (pH 5), se le aplicaron 500 μL del hidrolizado correspondiente al final de la reacción enzimática (Gradientador, PHARMACIA EMC-01, Suecia) y se eluyó con el mismo buffer a un flujo de 5 mL·h-1 (Bomba Peristáltica, LKB 2132 MICRPERPEX, USA). Se colectaron fracciones de 0,5 mL hasta alcanzar un volumen total de la columna (Colector de fracciones, LKB 2212 HELRAC, USA).

3.6- Determinación de la distribución de pesos moleculares en el hidrolizado.


A cada una de las fracciones de la cromatografía de filtración en gel se les determinó la concentración másica de ácidos urónicos según el método del Carbazol y la concentración de extremos reductores (expresada como concentración másica de ácido anhidrogalacturónico) según el método de Somogyi-Nelson, utilizando en ambos casos ácido galácturónico (Sigma) como estándar. El gp promedio en número (Xn) y la fracción en peso (Wi) correspondientes a cada una de las fracciones se calcularon según:
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Donde ci corresponde a las concentraciones másicas de ácidos urónicos en cada una de las fracciones; Vf  es el volumen de la fracción; co, la concentración másica del polímero en la mezcla de reacción y Vh el volumen de hidrolizado aplicado a la columna. 


3.7- Análisis estadístico.

El análisis estadístico se realizó con ayuda del paquete estadístico especializado Statgraphics Centurion XV (Stat Point, Inc., USA) y el Microsoft Excel (Microsoft, USA). Se realizaron análisis de regresión lineal simple, comparación de rectas de regresión y análisis de varianza de clasificación simple (ANOVA I). Cuando fue necesario se utilizó la prueba de rangos múltiples de DUNCAN para la comparación de medias. Los datos de presentan como el valor de la media ( desviación estándar. El error acumulativo en las magnitudes calculadas se estimó como el error máximo, aplicando la teoría general de errores según se describe en Alzola (1983).
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