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RESUMEN

En este trabajo se realizé un estudio minucioso de dos métodos normalmente

— utilizados para la deteccion de actividad pectolitica (Método del Hipoyodito y
Método Viscosimétrico), introduciendo modificaciones en cada una de las téc-
nicas hasta lograr los niveles de sensiblidad requeridos para la deteccion de una
baja actividad.

Se establecieron los limites de deteccion y algunas condiciones experimentales
para la cuantificacion de actividad pectolitica por el Método del Hipoyodito
empleando los procedimientos de Jansen y McDonnel y semimicro de Jansen y
MacDonnel (1,2). El rango de micromoles de grupo reductor que puede ser cuan-
tificado por el Método de Jansen y MacDonnel, en las condiciones empleadas, es
de 8,0 a 90,0. Por el método semimicro es posible cuantificar de 2,0 a 20,0 mi-
cromoles de grupo reductor y el tiempo minimo requerido en dicho rango para
la reaccion total es de 15 minutos a'temperatura ambiente.

Se establecieron las condiciones de trabajo para detectar (por el método del hi-
poyodito) la produccion de 0,5-2,0 micromoles de grupo reductor incrementan-
do significativamente su sensibilidad.

- En las condiciones experimentales establecidas para el Método Viscosimétrico

(Método 1l (V2)) se aumentd notablemente la posibilidad de detectar bajos ni-
veles de actividad pectolitica.

ABSTRACT

The hypoyodite and viscosimetric methods are currently used for the detection
of pectolytic activity; this work describes several modifications of each method
to achieve the neccessary sensitivity levels to detect low pectolytic activities.
With some modifications the hypoyodite method described by H.S, Owens, et al
(1), allows to quantify between 8,0 and 90,0 umols of reducing groups (GR).
For the semimicro method (2) it was established that in the range 2,0-20,0 u
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mols, 15 minutes of reaction are needed for completeness of reaction. Further
more a method for the detection of 0,5-2,0 umols was set up.

Various experimental conditions were assayed with regard to the viscosimetric
method; it allows to detect low levels of pectolytic activity,

1. INTRODUCCION

En la actualidad existen varios métodos que permiten medir o detectar una acti-
vidad pectolitica general, como son: El método de la placa de agar, la medida de

los grupos reductores formados y la medida del cambio de viscosidad del sus-
trato.

Por el método de la placa de agar es posible detectar la hidrolisis de un sustrato
péctico incorporado en un medio agarizado, observando |as zonas translicidas que
aparecen sobre la superficie del medio, como resultado de la hidrolisis enzima-
tica (3,4). Sinembargo, este método no es muy confiable puesto que en algunos
casos cuando se pretende detectar la accion de celulasas se han obtenido resulta-
dos falsos positivos en los controles, debido probablemente a la hidrolisis de los
componentes del agar (4,5).

De otro lado, las glicosidasas y liasas pécticas actan sobre el icido poligalactu-
ronico y sus ésteres metilicos degradandolos mediante la ruptura hidrolitica o
trans-eliminativa de los enlaces glicosidicos ©1,4, originando oligouronidos o
monodmeros que presentan grupos reductores libres; por tanto, la medida del in-
cremento del poder reductor ha sido ampliamente usada para determinar activi-
dad pectolitica (6-11). Para la cuantificacion de los grupos reductores formados
se ha utilizado el hipoyodito de sodio, puesto que bajo condiciones cuidadosa-
mente controladas y en ausencia de interferencias la reaccion procede en forma
estequiométrica (12),

El método del hipoyodito de Willstatter-Schudell, modificado por Jansen y Mac-
Donnell y el método semimicro de Jansen y MacDonnell han sido muy utiliza-
dos (1,2,7,9-11,13), pero no se han establecido los limites de deteccion en cada
uno de estos métodos.

La medida de los cambios de viscosidad de las soluciones de sustancias pécticas
ha sido extensamente utilizada en trabajos de investigacion para estudiar su rup-
tura quimica o enzimatica (4,9,11,13-19), Este cambio es un indicativo muy
sensible de la accion pectolitica, pero desafortunadamente la interpretacion
cuantitativa de los resultados es muy dificil (20) puesto que a medida que trans-
curre la hidrolisis de un sustrato péctico se originan oligourénidos de diferente
tamano y ademas algunas enzimas pécticas como la Endopoligalacturonasa pre-
sentan diferentes velocidades de hidrolisis sobre sustratos de diferente tamanio, lo
que origina una compleja relacion entre el porcentaje de caida de la viscosidad y
la cantidad de enzima presente (9).
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En el presente trabajo, se establecieron los limites de deteccion de los métadaos
macro y semimicro del hipoyodito, se compard la sensibilidad de los métodos
semimicro del hipoyodito v viscosimétrico en la deteccion de actividad pectoli-
tica y por (ltimo se disefid un viscosimetro que permite la deteccion de bajos
niveles de actividad pectolitica.

2. METODOS
2.1. Método del Hipoyodito

Para estandarizar el método de deteccion de actividad pectolitica se ensavaron,
en primer término, dos modalidades del método del hipoyodito: El método de
Jansen y MacDonnell (1,11) y el método semimicro de Jansen y MacDonnell
(2). Ademas, se tratd de establecer una tercera modalidad. En el presente trabajo
se hace referencia a cada uno de estos métodos como Método | A, Método 1B y
Método IC respectivamente.

Para establecer el rango de micromoles de grupo reductor (MGR) que puede ser
determinado por cada uno de dichos métodos, se uso en todos los casos, una so-
lucion acuosa de acido galacturonico como patron, el tampon pH 5,0 fue Aceta-
to de Sodio 0,1M vy las soluciones de yodo y tiosulfato de sodio se prepararon y
estandarizaron como lo describen Fischer y Peters. lgualmente, la solucion indi-
cadora de almidon se prepard y utilizd de acuerdo con las precauciones anotadas
por estos autores (21).

La titulacion del yodo residual se efectud con tiosulfato de sodio utilizando una
microbureta de 10 ml y empleando solucion de almidon como indicador. Cada
determinacion se llevd a cabo por duplicado utilizando simultaneamente un blan-
co de reaccion en las mismas condiciones empleadas con la muestra, usando el
tampén pH 5.0,

—Establecimiento del rango de micromoles de grupo reductor que puede ser
determinado por el Método IA:

A alicuotas de solucion de acido galacturonico que contenian entre 8.0 y 125
micromoles se les adicioné el volumen suficiente de tampon pH 5,0 para comple-
tar 5,17 ml y 0,9 ml de NaCO3 1M. A esta mezcla se le agregaron 5,0 ml de
12 0,1N, se agitd vigorosamente y se dejo reaccionar durante 20 minutos a tem-
peratura ambiente en erlenmeyers de tapa rosca. Posteriormente se acidificd con

2,3 ml de H2504 2M para liberar el yodo residual y se titulo con Na5703
0,05N.

—Est?blegirniento de[ rango de micromoles de grupo reductor que puede ser de-
terminado por el Método IB y determinacion del tiempo minimo de reaccién:

A alicuotas de solucidn de icido galacturonico que contenian entre 2,0 y 25,0

micrqu:noles se les adicion6 tampon pH 5,0 hasta completar 5,17 ml. Sobre esta
solucion se agregaron 0,6 ml de NapCO3 1M y 2,0 ml de 17 0,05N. Una vez fina-
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lizada la reaccion con yodo, la mezcla de reaccion se acidificd con 0,7 ml de Ha
S042M y el yodo liberado se titulo con Na2S203 0,0125N.

Para la determinacion del tiempo minimo requerido para la reaccion con vodo
se emplearon tiempos de reaccion comprendidos entre 5 y 30 minutos a tem-
peralura ambiente.

—Establecimiento de las condiciones requeridas para la reaccion de 0.5-2,0 mi-
cromoles de grupo reductor por el Método del Hipoyodito (Método IC):

Con el fin de establecer las condiciones requeridas para la reaccion de 0,5-2,0
micromoles de grupo reductor se realizaron varios ensayos empleando en todos
los casos 0,5-2,0 micromoles de dcido galacturonico en 5,17 ml de tampon pH
5,0 y siguiendo un procedimiento analogo al descrito para el Método A. Las
variaciones introducidas en cada uno de los ensayos se indican en la Tabla 1.
Para la titulacion del yodo residual se empled en cada caso Na5203 0,0010N.

TABLA 1

CONDICIONES EXPERIMENTALES ENSAYADAS PARA EL
ESTABLECIMIENTO DEL METODO IC

Na2C03 Tiempo de H2504
Ensayo ™ 12 Reaccion 2M
(mi) (meq) tr (ml)
- (min)

1 0,45 0,010 20 0,50

2 0,45 0,010 30 0,50

3 0,50 0,024 20 0,55

4 1,15 0,010 20 1,45

21.1. Determinacion de actividad pectolitica por el Método IB del hipoyodito.

Para establecer la sensibilidad del método semimicro del hipoyodito (Método IB)
en la deteccion de actividad pectolitica, se determind por duplicado la actividad
de dos soluciones de enzima patrén (Pectinex, Novo) de diferente concentra-
cién proteica (Solucion a(667 pg/ml) y Solucién b(6,7 pg/ml)):

—Actividad de la Solucion a de Pectinex:

Se midio la liberacion de grupos reductores cada 15 minutos durante 90 minutos
de reaccion a 309C a partir de una mezcla que contenia: 5 ml de Pectina NF al
0,5%0 (p/v) en solucidén tampdn pH 5,0 y 0,170 ml de Solucién a de Pectinex.
Como blancos de reaccién se usaron 5,0 ml de Pectina NF al 0,5% (p/v) en
tampon pH 5,0 con 0,170 ml de Solucion a de Pectinex inactiva, y 5,17 ml de
tampon pH 5,0.

—Actividad de la Solucion b de Pectinex:
Se midi6 la liberacion de grupos reductores a los 30, 60 y 120 minutos de reac-
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cibn a 30°C a partir de una mezcla aniloga a la anterior utilizando la Solucion
b de Pectinex.

2.2. Meétodo Viscosimétrico

La determinacion de actividad pectolitica por el Método Viscosimétrico (Méto-
do 1) se realizé por duplicado en un viscosimetro de nivel suspendido (V1)
cuyas caracteristicas se presentan en la Tabla 5. La actividad enzimatica deter-
minada por este método, se suele expresar como porcentaje de caida de la visco-
sidad (4,9,16-18).

El porcentaje de caida de la viscosidad del sustrato en una mezcla de reaccion
Enizma-Sustrato después de determinado periodo de reaccion, ha sido definido
por Robotz et al., segin lo reportan Mill y Tuttobello (9) como:

% g o oL,
(a] —VO——st

en donde:

Y% A : Porcentaje de caida de la viscosidad.

V¢ : Tiempo de flujo en segundos del sustrato mas la enzima activa.

Vo :Tiempo de flujo en segundos del sustrato mds la enzima inactivada por
calentamiento.

Vs :Tiempo de flujo en segundos del solvente mas la enzima inactivada por
calentamiento.

El calculo de la caida de viscosidad.del sustrato en la mezcla de reaccion enzima-
sustrato empleando la expresion:

Vg —V
% A' =—2—L 100
Vo

permite obtener un indicativo de la actividad enzimatica en los casos en que no
es posible determinar Vs,

2.2.1. Determinacion de actividad pectolitica por el Método Viscosimétrico
{Método Ii).

Para medir la caida de viscosidad del sustrato durante el transcurso de la reac-
cibn enzimatica, se carga el viscosimetro con la solucion de sustrato preparada
con doce horas de anterioridad y mantenida a 4°C hasta el momento de su uso;
se equilibra a 30°C vy se adiciona la enzima activa. Una vez homogenizada la
mezcla de reaccion dentro del viscosimetro, se procede a medir el tiempo de flu-
jo de la mezcla (Vi) durante determinado periodo de reaccion, a intervalos de

tiempo. El momento en que se adiciona la enzima, se considera el tiempo cero de
reaccion.

La caida de viscosidad del sustrato por adicion de la enzima inactiva (V) se de-
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termina siguiende el mismo procedimiento anterior, efectuando la medida de los
tiempos de flujo durante el mismo periodo de reaccion y a iguales intervalos de
tiempo.

Para determinar Vg se carga el viscosimetro con la solucion tampon empleada en
la preparacion de la solucién de sustrato y una vez equilibrada a 300C, se adicio-
na la enzima inactiva, se homogeniza |la mezcla v se toma el tiempo de flujo.

La medida de los tiempos de flujo en cada caso (Vi, Vg v V) se realiza de la
forma indicada por Romero et al. (22).

Siguiendo el procedimiento antes descrito se determind la actividad de la Solu-
cion b de Pectinex, en el viscosimetro V1, en una mezcla de reaccion que conte-
nia 30 ml de Pectina NF al 0,5%0 (p/v) en tampén pH 5,0 y 1,02 ml de la Solu-
cion b de Pectinex. A partir del tiempo cero de reaccion, se tomo el tiempo de
flujo de la mezcla (Vy) cada 15 minutos, durante 120 minutos de reaccion a
309C, Posteriormente se determinaron los tiempos de flujo para el blanco de
reaccion (Vg) y Vs.

2.2.2. Disefio del viscosimetro V2 y determinacion de los volamenes de trabajo -
y los tiempos de flujo minimeo y maximo.

Para mejorar la determinacion de actividad péctolitica por el métado viscosime-
trico, se disefid el viscosimetro V2 de tal forma que se tuviera un volumen de
trabajo aproximadamente de 10 ml y los tiempos de flujo minimo y maximo
se encontraran alrededor de 30 y 150 segundos respectivamente, para las condi-
ciones del sistema en estudio.

El volumen de trabajo del viscosimetro V2 (ejemplares V21, V22 vy V23) se de-
terminG cargando cada uno de los ejemplares con diferentes volimenes de agua
destilada y se establecieron los volimenes minimo y maximo, con los que es
posible realizar en forma correcta la medida de los tiempos de flujo. Posterior-
mente se determinaron, con cada uno de los ejemplares, los tiempos de flujo a
309C de la solucion tampdn de acetato de sodio 0,TM pH 5,0 y de una solucion
de pectina NF al 0,5%0 (p/v) en solucion tampon pH 5,0, En cada viscosimetro
se realizaron 10 determinaciones de los tiempos de flujo de cada una de estas
soluciones,

Para la medida del tiempo de flujo de la pectina, se preparo la solucion con doce
horas de anterioridad y se mantuvo a 4°C hasta el momento de su uso,

Los tiempos de flujo de la solucidon tampon (tiempo minimo) y de la pectina
(tiempo méximo) se midieron paralelamente en el viscosimetro V1 a fin de
compararlos con los obtenidos en los viscosimetros V2,

2.2.3. Determinacion de la actividad de la Solucién b de Pectinex por el Méto-
do Il en el Viscosimetro V2",

Siguiendo el procedimiento descrito en 2,2.1, se determino la actividad de [a
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Sol_ucibn b en Pectinex, en una mezcla de reaccion que contenia 12 ml de pec-
tina NF al 0,5% (p/v) en tampén pH 5,0 y 0,41 mi de Solucion b de Pectinex.
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El blanco de reaccion contenia 12 ml de pectina NF al 0,5% en tampon pH 5,0
y 0,41 m de la Solucion b de Pectinex inactivada por calentamiento,

Para la determinacion de Vg se emplearon 12 ml de tampon pH 5,0 y 0,41 ml de
la Solucion b de Pectinex inactivada por calentamiento.

Los tiempos de flujo de 1a mezcla de reaccion (Vi) y del blanco (V) se midieron
a partir del momento en que se adiciond la enzima, cada 15 minutos durante
120 minutos de reaccion a 30°C,

* En adelante se hace referencia a las determinaciones realizades por el Método 11 en el
Viscosimetro V2 coma: Método 11 (V2).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Método del Hipoyodito

Para estandarizar el método de deteccion de actividad pectolitica se establecid,
en primer lugar, el rango de micromoles de grupo reductor que puede ser deter-
minado por los métodos de Jansen y MacDonnell y semimicro de Jansen y Mac-
Donnell en las condiciones descritas en la literawra (1,2,11), utilizando un vo-
lumen de muestrade 5,17 ml.

De acuerdo con la estequiometria de la reaccion de las aldosas con el hipoyedito
y considerando el exceso de yodo requerido para que ocurra la oxidacion com-
pleta de éstas (12,20), la maxima cantidad de micromoles de grupo reductor
que puede reaccionar por ¢l Método | A es 125, Sinembargo, al emplear esta can-
tidad solo reacciond el 91,2% (Tabla 2). Por tal razon, para establecer la maxi-
ma cantidad de micromoles de grupo reductor que reacciona totalmente por este
método, se disminuyd la cantifdad empleada hasta obtener aproximadamente
un 100% de reaccion, lo cual se logrd con 90 micromoles, Con 8,0 micromoles
de grupo reductor, minima cantidad que puede determinarse por el Método 1A
(23), se obtuve un 100% de reaccién (Tabla 2). Por tanto, el rango de micro-
moles de grupo reductor que puede ser determinado por el Método |A en las
condiciones mencionadasen 2.1, ¢es de 8,0 a90,0.

TABLA 2
RANGO DE MICROMOLES DE GRUPD REDUCTOR QUE REACCIONA
POR EL METODO 1A
MGR MGR MGR % MGR
a Determinar Empleadas que Reaccionan* que Reacciona

125,0 114,00 91,2
Mixima 100,0 94,50 94,5
90,0 86,75 96,4
Minima 80 8,00 100,0

* Promedio de dos determinaciones,
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Dado que se requiere disponer de un método que permita detectar bajas canti-
dades de enzima con actividad pectolitica, es indispensable trabajar con una
modalidad del método del hipoyodito con la que se pueda determinar la pro-
duccion de menos de 8,0 micromoles de grupo reductor. Por 1al razon, se esta-
blecio el rango de micromoles de grupo reductor que puede determinarse por el
método semimicro del hipoyodito (Método I1B).

Considerando la estequiometria de la reaccién y el requerimiento de yodo en la
oxidacién de las aldosas por el hipoyodito (12,20), la méxima cantidad de micro-
moles de grupo reductor que puede reaccionar en las condiciones del Método 1B
es 25. Sinembargo, al emplear dicha cantidad, sélo reacciond el 93%o al cabo
de 20 minutos en las condiciones descritas en la literatura (2) (Tabla 3). Por
tanto, para establecer la maxima cantidad de micromoles de grupo reductor que
reacciona totalmente por este método, se ensayo la utilizacion de 20 micromo-
les v se determiné el porcentaje que reacciono al cabo de diferentes tiempos.

De los resultados que se presentan en la tabla 3 se deduce que se requieren 15
minutos de reaccion con el yodo, para lograr que las 20 micromoles de acido
galacturonico ensayadas reaccionen totalmente,

La minima cantidad de micromoles de grupo reductor que se puede determinar
por el Método IB es 2,0 (23). Esta cantidad reacciona con el yodo, al igual que
las 20 micromoles, en 15 minutos (Tabla 3).

En conclusion, el rango de micromoles de grupo reductor que puede ser deter-
minado por el Método IB en las condiciones mencionadas en 2.1, es de 2,0 a
20,0 y el tiempo minimo requerido para la reaccion total de dicho rango de mi-
cromoles es de 15 minutos.

TABLA 3

RANGO DE MICROMOLES DE GRUPO REDUCTOR QUE REACCIONA
POR EL METODO IB Y TIEMPO REQUERIDO PARA LA REACCION

CON YODO
MGR MGR Tiempo de MGR % MGR
a Empleadas Reaccion que que

Determinar (min) t/r Reaccionan*® Reacciona

250 20 23,25 93,00

20,0 5 15,75 78,75

20,0 10 18,25 91,25

Méxima 200 15 20,00 100,00

20,0 20 20,00 100,00

20,0 30 19,75 98,75

Minima 2,0 15 2,00 100,00

* Promedio de dos-tres determinaciones,
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Para determinar la menor cantidad de grupos reductores cuantificables por el
método de hipoyodito, se trataron de establecer las condiciones requeridas para
la reaccion de 0,5-2,0 micromoles de grupo reductor (Método IC).

Para los ensayos 1y 2 del Método IC, se utilizo 2,5 veces la cantidad de yodo
requerido para la oxidacion de 2,0 micromoles de grupo reductor (23) y para las
reacciones de oxidacion y posterior liberacion del yodo residual, se emplearon
las concentraciones de NapCO3 y H2504 utilizadas en el Método IB (2), En el
ensayo 1 (Tabla 4), después de 20 minutos de reaccion con yodo, sdlo reacciond
el 45% de 2,0 micromoles de grupo reductor y aproximadamente un 65%o de
0,5 y 1,0 micromol. Con el fin de lograr un mayor grado de reaccién se realiza:
ron varias modificaciones en el método (Tabla 4), tales como: aumentar el tiem-
po de reaccion con yodo (Ensayo 2), utilizar 6 veces la cantidad de yodo reque-
rido para la reaccion (Ensayo 3) y aumentar el pH durante la reaccion con
yodo (Ensayo 4). En el ensayo 2, coma era de esperar, reacciont una cantidad
de micromoles ligeramente mayor que en el ensayo 1 (Tabla 4), pero no se ob-
tuvo un 100% de reaccion.

El empleo de un mayor exceso de yodo en el ensayo 3 no resultd favorable,
puesto que no produjo un aumento del porcentaje de reaccion de las micromoles
de grupo reductor con respecto al obtenido en el ensayo 2 y ademas los mayores
volGmenes de titulacion que se emplearon en este caso, dificultaron la deteccion
del punto final en la titulacion del yodo residual. Al aumentar el pH de la reac-
cion hasta aproximadamente 10,4 (Ensayo 4) se pierde |a estequiometria de la
reaccion.

Los resultados obtenidos indican que las condiciones del ensayo 2 (Método 1C)
son las més adecuadas para detectar la produccion de menos de 2,0 micromoles
de grupo reductor, aunque éstas no reaccionen en su totalidad.

En resumen, para la determinacién de actividad pectolitica por el método del
hipoyodito se dispone de tres modalidades: Método 1A, Método IB y Método
IC, con las cuales se puede cuantificar la produccion de 2,0 a 90,0 micromoles
de grupo reductor y detectar la produccion de cantidades tan pequenas como 0,5
micromoles.

Una vez estandarizadas las condiciones de trabajo con el método del hipoyodito,
se establecio la sensibilidad del Método IB en la deteccion de actividad pectoli-
tica, determinando la actividad de las Soluciones a y b de Pectinex,

Como se observa en la Grafica 1, la actividad de 1a Solucion a de Pectinex se
puede determinar por el Método |B. Cuando se utiliza la Solucion b de Pectinex,
cuya concentracion de proteina es aproximadamente 100 veces menor que la de
la Solucion a (ver 2.1.1), aunque es posible detectar la actividad enzimatica pues-
to que se observa la produccidn grupos reductores, la extension de la hidrolisis
de la pectina al cabo de 120 minutos de reaccion es tan pequefia, gue no es dis-
tinguible por este método, de la obtenida a los 30 minutos de la reaccion. Estos
resultados indican que para seguir el curso de la degradacidn de la pectina por
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TABLA 4

MICROMOLES DE GRUPO REDUCTOR QUE REACCIONAN POR EL
METODO IC EN LAS DIFERENTES CONDICIONES ENSAYADAS

MGR MGR que % MGR
Ensayos empleadas reaccionan(a) que
reacciona

ENSAYO 1
Condiciones:
12: 0,01 megq. 20 0,90 45,0
(b) CO5 - 0,08M (pH 9,96) 1,0 0,65 65,0
t/r: 20’ 0,5 0,32 64,0
(c)H+:0,16M (pH 1,80)
ENSAYO 2
Condiciones:
I2: 0,01 megq. 20 1,10 55,0
(b)CO‘f-, : 0,08M 1,0 0,67 67,0
t/r: 30° 0,5 0,37 74,0
(c)H+:0,16M
ENSAYO 3
Condiciones:
12: 0,024 meq. 2,0 1,15 575
(b)CO3 : 0,08M (pH 10,04) 1,0 0,62 62,0
t/r: 20" 0,5 0,35 70,0
(cyH+: 0,16M (pH 1,80)
ENSAYO 4
Condiciones:
12: 0,01 meq. 2,0 4,25 -
(b): CO5 : 0,18M (pH 10,38) 1,0 3,25 —
t/r: 20° 0,5 1,02 ~

(c):H+: 0,36M (pH 1,60)

(a) : Promedio de dos determinaciones. *

(b) : CO3 : Concentracion del NapCO3 v PH en la reaccién de oxidacién de los grupos re-
ductores.

le} : H 4 : Concentracion del H2804 v pH en Ia reaccidn de liberacidn del yodo residual.
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cantidades muy bajas de enzima (caso de la Solucién b de Pectinex), se requiere
un metodo mas sensible,

Aunque el Método IC (con las condiciones establecidas), es lo suficientemente
sensible para detectar la produccion de menos de 2,0 micromoles de grupo re-
ductor, no fue posible aplicarlo para seguir la degradacion enzimatica de la pec-
tina por accion de la Solucién b, de Pectinex, puesto que en dicho proceso en

el blanco de reaccion de la pectina se obtienen valores superiores a2 2,0 MGR
(23).

3.2. Método Viscosimétrico

De los sistemas descritos en |a literatura para calcular el porcentaje de caida de
la viscosidad del sustrato por accion de las pectinasas (9,24), se selecciond el
establecido por Robotz et al. (numeral 2.2), puesto que en este se elimina la
caida de la viscosidad que pueda sufrir el sustrato por cualquier factor ajeno a
la actividad enzimatica, lo cual no se considera en el sistema definido por Ljung-
gren y Fahraeus (24).

Los resultados obtenidos en la determinacion de actividad de la Solucion b de
Pectinex por el Método Viscosimétrico (Método |1) se muestran en la Grafica 2.
El empleo del Método 1l para determinar la actividad de la Solucién b de Pecti-
nex, permite detectar claramente el progreso de la hidrolisis enzimatica de la
pectina en el periodo comprendido entre 30 v 120 minutos de reaccion (Gra-
fica 2). Dicha transformacion del sustrato, no se pudo apreciar con el Método 1B
bajo las mismas condiciones de reacciébn (ver Grafica 1), lo que indica la mayor
sensibilidad del método viscosimeétrico. Por esta razon, se selecciond este tltimo
(Método Il) como el mas adecuado para detectar bajos niveles de actividad pec-
tolitica. Sinembargo, es necesario considerar lo siguiente:

a. Los tiempos de flujo obtenidos para el sistema en estudio con el viscosimetro
utilizado (Viscosimetro V1) son muy bajos (minimo alrededor de 11 segun-
dos y maximo alrededor de 50 segundos) y por lo tanto el error involucrado
en la medida puede ser grande.

b. En el Viscosimetro V1 se presenta una alta dilucion de la solucion enzimética
ensayada (31 veces), debido al volumen de muestra que se requiere para su
empleo. Esto reduce significativamente la posibilidad de detectar la actividad
enzimatica de interés.

Por lo tanto para mejorar la deteccion de actividad pectolitica por el Método
Viscosimétrico, es necesario trabajar con un viscosimetro en el que se obtengan
mayores tiempos de flujo para tener mayor confiabilidad en los resultados y en
el que ademas se requiera un menor volumen de muestra para su empleo.

Para satisfacer los requerimientos mencionados, se diseno el Viscosimetro V2 de
acuerdo con las especificaciones que aparecen en la Figura 1.
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ESPECIFICACIONES CORRESPONDIENTES AL DISENO
DE VISCOSIMETRO V2

CAMARA A: — Volumen: 5,0 ml
— ¢hhmo: aprox. 2,12 cm,

TUBO CAPILAR B:_— dJ interno: aprox. 1 mm

o ¢utmo: aprox, 7a 8 em
— jongitud: 6.5 cm

CAMARA C: — Volumen: 2,0 ml

- ¢ intemo: aprox, 10 mm

— longitud: 2.5 em
TUBO D: — Tubo capilar de pared gruesa

— ¢ interno: aprox. 2 mm
CAMARA E: — Volumen - 8,0 ml

— ¢ interno: aprox. 1,6 cm

— longitud 4.5 em
TUBO F: — ¢ interno: aprox. 7 a 8 mm

— longitud: 17,0 em
TUBO LATERAL G: — { interno: aprox. 5 mm

— longitud: 18 a 14 em
CAMARAH: - ;olumem aprox, 3,0 ml

— @interne: aprox, 1,8 cm
TUBO I: — Capilar aprox. 1 mm de Pintemo

longitud: aprox, 4 em.

Los volimenes de trabajo v los tiempos de flujo minimo y méaximo de cada uno
de los ejemplares del Viscosimetro V2 construidos para el desarrollo del trabajo
(V27, V22 y V23) se muestran en la Tabla 5, en la que se observa que los tiem-

pos de flujo minimo y maximo en los Viscosimetros V21, V22 y V23, aumentan
aproximadamente por un factor de 3 con respecto a los que se obtienen en el
Viscosimetro V1. Esto implica que en los viscosimetros V2, se aumenta igual-
mente por un factor de 3 la caida del tiempo de flujo que se produce como con-
secuencia de la reduccion de viscosidad de un sustrato péctico por hidrolisis enzi-
mética. Esto permite obtener resultados mas confiables en los viscosimetros V2,
en los casos en que se produzcan bajas reducciones de viscosidad debido a pe-
quefias cantidades de enzimaf(s) con actividad pectolitica.
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Otro factor que favorece la posibilidad de detectar bajos niveles de actividad
pectolitica en los Viscosimetros V2, es que el volumen de muestra requerido
para su empleo es considerablemente menor que el requerido en el Viscosimetro
V1 (ver Tabla 5), lo que reduce la dilucion de la muestra a ensayar.

Por otra parte como se observa en la Grifica 3, la deteminacion de actividad de
la Solucién b de Pectinex en el Viscosimetro V2 (Métado 11 (V2)) produce re-
sultados muy similares a los obtenidos con el Viscosimetro V1 (Método 11 (V1))
como era de esperar; sinembargo, se obtiene mayor precision en las determina-
ciones realizadas en el Viscosimetro V2 (23).

El conjunto de razones expuestas muestra como el empleo del Método Viscosi-
métrico con el Viscosimetro V2 (Método Il (V2)) aumenta significativamente la
posibilidad de detectar bajos niveles de actividad pectolitica.

TABLA 5

VOLUMENES DE TRABA)O Y TIEMPOS DE FLUJO MINIMO Y MAXIMO
EN LOS VISCOSIMETROS V1, V21, V22 Y V23,

Viscosimetro* Vi v2h V22 V23
T¢Minimo (seg)** 10,60 31,30 31,50 31,60
T Méximo (seg)*** 48,05 150,20 138,90 157,30
T¢ Minimo (seg) V2/V1 - 2,95 2,97 2,98
T¢ Maximo (seg) V2/V1 . 3,13 2,89 3,27
Volumen Minimo (ml) 30,0 12,0 12,0 12,0
Volumen Maximo (mi) 31,1 13,0 13,0 13,0

Los viscosimetros V1, V24, V22 y V23 son viscosimetros de nivel suspendido,
** T¢ Minimo (seg): tiempo de flujo en segundos a 30°C de Ia solucidn tampdn de aceta-
to de sodio 0,1M, pH 5,0.

*** T§ Maximo (seg): tiempo de flujo en segundos a 309C de la solucion de pectina NF
al 0,6%0 (p/v) en solucién tampén pH 5,0, 1
Estos tiempos de flujo son el promedio de 10 determinaciones sobre una misma preparacion

de solucién tampén y pectina.
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