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Resumen 

Los polisacáridos pécticos (PPs) son un tipo de fibra dietaria soluble, cuyo consumo puede 

causar efectos inhibitorios sobre la actividad de enzimas digestivas como la -amilasa, las proteasas 

y la lipasa pancreática. En esta investigación se analizó el efecto de PPs con diferencias en sus pesos 

moleculares (PM) y grados de metoxilación (GM), sobre la actividad de la lipasa pancreática en un 

sistema estático de digestión in vitro y en soluciones modelo. Con este fin, se seleccionaron PPs 

disponibles en el mercado, obtenidos de frutos cítricos y de manzana. Posteriormente, los PPs se 

caracterizaron, obteniendo valores de contenido de ácidos urónicos entre 59,1 a 79,7% (p/p), grados 

de metoxilación entre 30,9 a 73,7% (mol/mol), grados de acetilación entre 0,2 a 1,9% (mol/mol), 

pesos moleculares entre 165 a 271 kDa, cenizas entre 1,8 a 5,2% (p/p) y contenido de nitrógeno total 

entre 0,3 y 1,6% (p/p). Se evaluó el efecto de los PPs caracterizados sobre la actividad enzimática 

de la lipasa pancreática en un sistema estático de digestión in vitro y en soluciones modelo. 

Adicionalmente en un sistema de digestión in vitro se evaluó la estabilidad de la emulsión mediante 

la microestructura y el tamaño de partícula promedio. Los resultados obtenidos en los dos sistemas 

fueron evaluados mediante un modelo matemático completo de segundo orden que permitió 

establecer que los PPs que tengan PM menor a 230 kDa y simultáneamente tengan GM mayor a 

60% (mol/mol), favorecen la inhibición de la actividad de la lipasa pancreática en los dos sistemas 

y producen fenómenos de inestabilidad de la emulsión como la floculación y coalescencia de las 

gotas de los lípidos. A medida que aumenta el área promedio de flóculo aumenta también la 

inhibición, sin importar el tamaño de partícula de las gotas de lípidos individuales.  

En conclusión, el PM y GM de los PPs son parámetros importantes que modifican el efecto 

inhibitorio causado por los PPs y afectan la estabilidad de la emulsión. PPs con características 

estructurales dentro del rango de PM menor a 230 kDa y simultáneamente GM mayor a 60% 

(mol/mol) llegan a inhibir más de un 30% la actividad de la lipasa pancreática evaluada en dos 

sistemas, un sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo. 

 

Palabras clave: Polisacáridos pécticos, inhibición enzimática, lipasa pancreática, digestión, lípidos. 



 

 

 

Abstract 

Pectic polysaccharides (PPs) are a type of soluble dietary fiber capable of inhibiting the activity of 

some digestive enzymes such as -amylase, protease (chymotrypsin), and pancreatic lipase. In this 

research the effect of PPs with differences in their molecular weights (PM) and degrees of 

methylation (GM) was analyzed towards the activity of pancreatic lipase in an in vitro digestion 

system and in model solutions. Then, commercially available PPs obtained from citrus and apple 

fruit were selected. Subsequently, PPs were characterized, getting content of uronic acids between 

59.1 to 79.7% (w/w), methylation degrees between 30.9 to 73.7% (mol/mol), acetylation degrees 

between 0.2 to 1.9% (mol/mol), molecular weight between 165 to 271 kDa, ash between 1.8 to 5.2% 

(w/w) and Total nitrogen content between 0.3 to 1.6% (w/w). Analyzing the effect of PPs toward the 

activity of pancreatic lipase in an in vitro digestion system and in model solution. In addition, in 

vitro digestion system was used to evaluated the stability of the emulsion by both the microstructure 

and the average particle size. The results obtained to both systems were evaluated by mathematical 

model of second order. This model allowed to establish that the PPs with both PM less than 230 kDa 

and with GM greater than 60% (mol/mol), improve the inhibition of the activity of pancreatic lipase 

in the two systems. PPs with characteristics previously mentioned produces phenomena of emulsion 

instability such as flocculation and coalescence of lipid droplets. The phenomena of emulsion 

instability improve the inhibition, then when the floc area increases the inhibition also increases, 

regardless the particle size of the individual lipid droplets. 

In conclusion, the PM and GM of the PPs are important parameters that modify both the inhibitory 

effect caused by the PPs and stability of the emulsion. PPs with with both PM less than 230 kDa and 

with GM greater than 60% (mol/mol) inhibit the pancreatic lipase activity by more than 30% in both 

systems, an in vitro digestion system and in model solutions. 

 

Keywords: Pectic polysaccharides, enzyme inhibition, pancreatic lipase, digestion, lipids. 

 



 

 

 

Objetivos 

Objetivo general 

Determinar el efecto del peso molecular y del grado de metoxilación de los polisacáridos pécticos 

sobre la actividad enzimática de la lipasa pancreática. 

Objetivos específicos 

Caracterizar y seleccionar polisacáridos pécticos que presenten diferencias en su peso molecular y 

grado de metoxilación. 

 

Evaluar el efecto del peso molecular y del grado de metoxilación de los polisacáridos pécticos sobre 

la actividad de la lipasa pancreática en soluciones modelo. 

 

Evaluar el efecto del peso molecular y del grado de metoxilación de los polisacáridos pécticos sobre 

la actividad de la lipasa pancreática en un sistema de digestión in vitro. 
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2 Introducción general 

 

 

1.1 Generalidades 

El consumo de fibra dietaria se asocia con la reducción del riesgo de desarrollar enfermedades 

cardiovasculares en el ser humano (Kris-Etherton, Hecker, Bonanome, Coval, Binkoski, Hilpert, et 

al., 2002). En consecuencia, se ha recomendado aumentar la ingesta de productos de origen vegetal 

que tienen altos niveles de fibra dietaria, particularmente fibra dietaria soluble (Kris-Etherton, et al., 

2002). Los polisacáridos pécticos (PPs) son un tipo de fibra dietaria soluble que no puede ser digerida 

en el tracto gastrointestinal debido a su resistencia a la acción hidrolítica de las enzimas digestivas 

(Holloway, Tasman-Jones, & Maher, 1983).  

Entre los estudios que han sido realizados para demostrar los beneficios del consumo de PPs 

para la salud humana se encuentra un estudio clínico (Martínez, Quintero, Gualdrón, & Velasco, 

2011) realizado con 31 adultos entre 20 y 70 años, clasificados en dos categorías de riesgo 

cardiovascular (latente y alto). Estos adultos consumieron durante 15 días pan o arepa (productos 

comunes de consumo masivo en Colombia) enriquecidos con 5 ó 10% (p/p) de PPs extraídos de 

guayaba (Psidium guajava L.). En este estudio se evaluaron los niveles séricos de colesterol total 

(CT), lipoproteínas de baja densidad (cLDL), lipoproteínas de alta densidad y triglicéridos, antes y 

después de dicho consumo. En el estudio se encontró una disminución en los niveles séricos de CT 

y de cLDL. Dichas disminuciones se relacionaron de forma directa con la dosis de PPs adicionados 

al alimento, tanto en el grupo de personas con riesgo cardiovascular latente como en el grupo de 

personas con alto riesgo.  

De otro lado, el trabajo realizado por Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, y 

Narváez-Cuenca (2014) profundiza en la investigación de la acción de los PPs sobre el proceso de 

digestión de algunos nutrientes. En éste, se evaluó en soluciones modelo, el efecto de la 

concentración y del grado de metoxilación de los PPs de origen cítrico sobre la actividad enzimática 

de las enzimas digestivas: lipasa (E.C. 3.1.1.3), α-amilasa (E.C.3.2.1.1), fosfatasa alcalina 

(E.C.3.1.3.1) y proteasa (quimotripsina, E.C. 3.4.21.1). En este estudio se encontró que la actividad 

de la lipasa pancreática fue la más afectada por los PPs. 

En un estudio posterior (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, 

& McClements, 2014) se analizó el impacto de fibras dietarias (PPs, quitosán y metil celulosa) sobre 

las características fisicoquímicas y la microestructura de lípidos emulsificados durante su paso a 

través de un sistema de digestión simulada. En este estudio se concluyó que los PPs favorecen la 

floculación de las gotas de lípidos por un mecanismo de depleción o fuerza de agotamiento. El 

estudio indica también que la floculación restringe la posibilidad de interacción de la lipasa con la 

superficie de las gotas de lípidos y por tanto reduce la hidrólisis de los lípidos emulsificados.  
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En los trabajos mencionados, tanto en sistemas de digestión in vitro como en soluciones 

modelo se reporta el efecto de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática. Dicho efecto puede 

variar teniendo en cuenta factores como el grado de esterificación de los PPs (Espinal-Ruiz, Parada-

Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014). Además, se ha reportado que los PPs de alto 

metoxilo presentan una menor polaridad y mayor hidrofobicidad, lo que conlleva a que los PPs 

inhiban de manera más efectiva la acción digestiva de la lipasa por interacciones hidrofóbicas PPs-

lipasa (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014). Por otro lado, 

el aumento de la viscosidad de los fluidos gastrointestinales por acción de los PPs favorece la 

floculación de las gotas de lípidos emulsificados mediante un mecanismo de depleción o fuerza de 

agotamiento, inhibiendo procesos de digestión (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, 

Narváez-Cuenca, & McClements, 2014; McClements, 2000). La viscosidad de preparaciones 

causada por la presencia de PPs puede variar de acuerdo al grado de metoxilación (GM), el peso 

molecular (PM), el grado de ramificación y la concentración de los PPs utilizados (Ferreira, 2007). 

Se sabe que los PPs de alto GM causan un mayor efecto inhibitorio sobre la lipasa 

pancreática que los PPs de bajo GM (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-

Cuenca, 2014). Las investigaciones previas sugieren que el efecto inhibitorio puede depender, 

además del GM, de otros factores tales como el PM y el grado de ramificación, parámetros que 

también pueden afectar la viscosidad. Según Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, y 

McClements (2016) cuando aumenta simultáneamente GM y PM de los PPs se incrementa la 

inhibición causada sobre la actividad de la lipasa pancreática. Sin embargo, no existe evidencia 

científica para explicar el aporte relativo de cada una de dichas características (PM y GM) al efecto 

inhibitorio causado por PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática. Por lo anterior, el objetivo 

del presente proyecto es analizar el efecto de los PPs con diferente PM y diferente GM sobre la 

actividad de la lipasa pancreática en un sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo.  

Con el fin de aportar al desarrollo del objetivo planteado, a continuación, se tratan temáticas 

clave en el desarrollo de la investigación tales como la definición y características de la fibra dietaria 

dentro de la cual se ubican los PPs, la estructura de los PPs y sus características funcionales. También 

se presentan diferentes estrategias analíticas para caracterizar los PPs según su PM, su contenido de 

ácidos urónicos, y grados de acetilación y metilación. Además, se realiza una descripción de las 

características generales de la lipasa pancreática y de su análisis en sistemas de digestión in-vitro. 

Luego, se realiza una descripción del efecto inhibitorio causado por los PPs sobre la actividad de la 

lipasa pancreática y finalmente se describe el uso de un modelo matemático en el análisis de los 

fenómenos experimentales observados. 
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1.2 Fibra dietaria 

La fibra dietaria es un término que agrupa diferentes componentes químicamente heterogéneos, de 

difícil digestión (Hollmann, Themeier, Neese, & Lindhauer, 2013). Según el Codex Alimentarius 

(2008 y 2009) se definió la fibra dietaria como un conjunto de polímeros de carbohidratos con tres 

o más unidades monoméricas, cuya estructura no se hidroliza con las enzimas endógenas en el 

intestino delgado de los seres humanos y pertenecen a tres categorías: (1) la primera categoría se 

refiere a los carbohidratos propios de la pared celular vegetal, como la principal forma de fibra 

(Macagnan, da Silva, & Hecktheuer, 2016), (2) la segunda incluye los polímeros de carbohidratos, 

obtenidos a partir de materia prima alimentaria por medios físicos, enzimáticos o químicos y que se 

ha demostrado experimentalmente que tienen un efecto fisiológico benéfico para la salud y (3) la 

tercera hace referencia a los polímeros de carbohidratos sintéticos que se ha demostrado 

experimentalmente que tienen un efecto fisiológico benéfico para la salud (de Menezes, Giuntini, 

Dan, Sardá, & Lajolo, 2013). Por otro lado, Hollmann, Themeier, Neese, y Lindhauer (2013) definen 

la fibra dietaria presente en los alimentos con base en sus características de solubilidad como se 

muestra en la Figura 1-1. 

 

 

Figura 1-1. Clasificación de la fibra dietaria de acuerdo a su solubilidad Tomado de Hollman, Themeier, Neese, 

y Lindhaues (2013). 
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El consumo de fibra dietaria, en especial la fibra dietaria soluble desempeña un papel importante en 

la prevención y tratamiento de enfermedades crónicas, tales como trastornos gastrointestinales, 

obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares y cáncer (Figuerola, Hurtado, Estévez, Chiffelle, 

& Asenjo, 2005). La fibra dietaria promueve la reducción de los niveles séricos de cLDL y CT 

(Martínez, Quintero, Gualdrón, & Velasco, 2011). 

El interés de la presente investigación se centra en el estudio de los PPs, que hacen parte de 

la fibra dietaria soluble y se encuentran presentes de forma natural en los productos vegetales frescos 

o procesados o son adicionados como parte de la formulación de los alimentos, por ejemplo, en jaleas 

y mermeladas (Abid, Cheikhrouhou, Renard, Bureau, Cuvelier, Attia, et al., 2017; May, 1997). 

Algunos de los términos utilizados en el estudio y descripción de los PPs son: 

Sustancias pécticas: Son un grupo de carbohidratos complejos de alto peso molecular, presentes en 

las plantas y que contienen una gran proporción de unidades de ácido galacturónico (GalA), en las 

cuales los grupos carboxilo pueden estar metil-esterificados o formando sales con una base (Ferreira, 

2007; Worth, 1967). 

Protopectina: Hace referencia al precursor de las sustancias pécticas, los PPs en esta forma son 

insolubles en agua (Worth, 1967). 

Ácidos pectínicos: Este término se utiliza para referirse a los ácidos poligalacturónicos, que 

contienen una cantidad significativa de metil ésteres (Worth, 1967). 

Pectina: Hace referencia a los ácidos pectínicos solubles en agua, que poseen diferentes grados de 

metoxilación (Worth, 1967). 

Ácidos pécticos: Este nombre se aplica a sustancias pécticas formadas en su mayoría por ácido 

poligalacturónico, libre de grupos metil ésteres (Worth, 1967). 

Los PPs ganan cada vez más interés como posibles polisacáridos promotores de la salud, 

debido a su funcionalidad fisiológica. Los PPs mejoran la viscosidad gastrointestinal, inhiben la 

digestión y la absorción de nutrientes, regulan la actividad de la microbiota intestinal, promueven la 

sensación de saciedad y facilitan la motilidad gastrointestinal y la inmunidad (Brownlee, 2011). El 

aspecto funcional que se desea evaluar en el presente estudio es la acción inhibitoria causada por los 

PPs con diferentes características estructurales sobre la actividad de la lipasa pancreática. 

1.3 Los polisacáridos pécticos (PPs) y su estructura 

Los PPs se encuentran presentes en la pared celular de las plantas donde contribuyen a procesos 

fisiológicos complejos asociados al crecimiento (Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 2009) y a la 
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diferenciación celular, determinando la rigidez del tejido vegetal (Fry, 1988). También intervienen 

en los cambios de textura, firmeza y en la regulación de la cohesión del tejido intercelular (Bartley, 

1976; Massiot, Baron, & Drilleau, 1994). Los PPs participan en mecanismos de defensa de las 

plantas contra los patógenos (Hahn, Darvill, & Albersheim, 1981; Voragen, Coenen, Verhoef, & 

Schols, 2009). Por su naturaleza aniónica se considera que los PPs intervienen en la regulación del 

transporte de iones (McNeil, Darvill, Fry, & Albersheim, 1984), en la porosidad y en la 

permeabilidad de la pared celular (Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 2009). 

Los PPs se descubrieron por primera vez en 1825 y fueron empleados como agentes 

gelificantes. Posteriormente fueron nombrados ácidos pécticos de acuerdo a su raíz griega “pectós” 

(coagulado) (Braconnot, 1825). Los PPs son hetero-polisacáridos (polisacáridos formados por 

diferentes monosacáridos), constituidos principalmente por unidades de GalA, que es un derivado 

de la galactosa.  

La estructura de los PPs se puede dividir en dos regiones (Pérez, Mazeau, & du Penhoat, 

2000), como se observa en  la Figura 1-2, una de ellas es la “región lisa” y la otra es la “región 

densa”. La “región lisa” está formada por residuos de GalA unidos por enlaces -(1-4). Los residuos 

de GalA pueden ser metil esterificados (metoxilados) en el C-6 y/o acetilados en O-2 y/o O-3 

(Figura 1-3) (Hirst & Jones, 1946; Pilnik & Voragen, 1970; Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 

2009; Worth, 1967). Según el grado de metil esterificaciones (grado de metoxilaciones, GM) los PPs 

se clasifican como PPs de bajo metoxilo cuando el GM es menor al 50% (mol/mol) o como PPs de 

alto metoxilo cuando el GM es mayor al 50% (mol/mol) (Lopes, Simas-Tosin, Cipriani, Marchesi, 

Vidotti, & Riegel-Vidotti, 2017) . 

En la “región lisa” (Figura 1-2) la cadena lineal de residuos de GalA se denomina 

homogalacturonano (HG) y es la estructura más frecuente presente en los PPs, en ocasiones puede 

contener residuos de xilosa y recibe el nombre xilogalacturonano (XGA). Una segunda región en la 

estructura de los PPs presenta ramificaciones y es denominada “región densa” (Figura 1-2), en la 

cual se localizan la mayor parte de los azúcares neutros tales como ramnosa (Rha) y arabinosa (Ara) 

(Hilz, 2007; Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 2009). 
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Figura 1-2. Esquema de la región lisa y la región densa presente en los polisacáridos pécticos. Tomado de 

Pérez, Mazeau y du Penhoat (2000). 

 

O

OH

OH

OH

OH

COOMe

O

OH

OH

OAc

OAc

COOH

DGalAOMe DGalAOAc

 

Figura 1-3. Representación de la estructura del ácido galacturónico metoxilado y acetilado. Metoxilaciones en 

C-6 (-D-GalAOMe) y acetilaciones en O-2 y O-3 (-D-GalAOAc). Tomado de Pérez, Mazeau y du Penhoat 
(2000). 

 

Los PPs presentan en su estructura proporciones variables de ramificaciones, metoxilaciones y 

grupos acetilo (Kertesz, 1951). Se cree que todos los PPs contienen esencialmente las mismas 

unidades que se repiten, aunque la estructura química y la cantidad de estas unidades varían de 

acuerdo a su origen o el estado de desarrollo de la fuente vegetal (De Vries, Voragen, Rombouts, & 

Pilnik, 1981; Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 2009). En la Figura 1-4 se representan en mayor 

detalle mediante un esquema las dos regiones constituyentes de la estructura de los PPs. Una “región 

lisa” formada posiblemente por el HG y el XGA y una “región densa” constituida por el 

Ramnogalacturonano I (RG I) y el Ramnogalacturonano II (RG II), los cuales pueden presentar 

sustituciones monoméricas o poliméricas. 
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El HG es una cadena lineal de residuos de GalA unidos por enlaces -(1-4), descrito antes; 

el XGA, es un HG sustituido en O-3 con monómeros de -D-xilosa (Ralet, Lerouge, & Quéméner, 

2009); el RG I está formado por una cadena lineal de residuos de GalA y ramnosa (Rha) enlazados 

siguiendo la forma [-2)--L-Rha-(1-4)--D-GalA-(1-]; algunos de los residuos de GalA presentan 

acetilaciones, mientras que las unidades de Rha pueden estar sustituidas en O-4 (McNeil, Darvill, 

Fry, & Albersheim, 1984). Dichas sustituciones pueden ser monoméricas de galactosa y/o residuos 

de arabinosa (Ara) o poliméricas de Arabinano y Arabinogalactano I (Schols & Voragen, 1996). La 

proporción de unidades de ramnosa sustituidas depende de la muestra y varía entre 20 y 80% 

(mol/mol) (Hilz, 2007; Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 2009). El Arabinano está formado por 

una columna vertebral de unidades de -L-arabinosa unidas con enlaces 1-5 y usualmente presenta 

cadenas laterales de -L-arabinosa. El Arabinogalactano I está compuesto por una columna vertebral 

de -D-galactosas con enlaces (1-4) y presenta ramificaciones de residuos de -galactosa y -L-

arabinosa. De otro lado, RG II contiene cuatro cadenas laterales diferentes con residuos de azúcares 

como apiosa, ácido acerico, ácido 3-desoxi-lixo-2-heptulosárico, ácido 3-desoxi-mano-2-

octulosónico, 2-O-metil xilosa y 2-O-metil fucosa (Hilz, 2007; Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 

2009). 

 

Figura 1-4. Representación de la estructura de los componentes de los polisacáridos pécticos. Galactosa (Gal), 

Fucosa (Fuc), Arabinosa (Ara), Apiosa (Api), Glucosa (Glc), ácido 3-desoxi-manno-2-octulosónico (Kdo), ácido 
3-desoxi-lixo-2-heptulosárico (Dha), ácido acérico  (3-C-carboxi-5-desoxi-L-xilosa, AceA), Manosa (Man), ácido 
glucurónico (GlcA), ácido galacturónico (GalA), Ramnosa (Rha), Xilosa (Xyl)  (Hilz, 2007; Voragen, Coenen, 
Verhoef, & Schols, 2009). 
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Acorde a lo descrito arriba el GalA es el constituyente más importante del HG, XGA, RG I y RG 

II. Por tal razón, el análsis del contenido de GalA presente en una muestra de PPs es un parámetro 

importante dentro de la caracterización de los PPs. La estimación del contenido de GalA en una 

muestra de PPs se realiza utilizando métodos para la cuantificación de ácidos urónicos. La estimación 

de ácidos urónicos incluye el ácido glucurónico y GalA. El contenido de ácidos urónicos en PPs 

comerciales se utiliza como un indicador de calidad y debe estar por encima del 65% (p/p) (May, 

1997). 

Además del GM y acetilación de un PP y del contenido de ácidos urónicos (CAU), otro 

parámetro importante en su caracterización es la distribución del PM. El PM de los PPs puede variar 

dentro de una misma fuente, no sólo debido al estado fisiológico de la fuente vegetal sino también 

como consecuencia del método de extracción utilizado y del método utilizado para su medida. PPs 

que contengan entre 100 y 1000 unidades de sacáridos en la configuración de su cadena tendrán un 

peso molecular promedio entre 50.000 y 150.000 Da (Sriamornsak, 2003). En la literatura se 

encuentran reportes de la distribución del PM de PPs comerciales y extraídos en trabajos de 

investigación: 962 kDa para PP extraído de mango (Mangifera indica L.) (Kermani, Shpigelman, 

Pham, Van Loey, & Hendrickx, 2015), entre 300 a 515 kDa para PPs de flavedo, albedo y pulpa de 

limón (Adetunji, Adekunle, Orsat, & Raghavan, 2017; Fishman, Chau, Hoagland, & Hotchkiss, 

2006), entre 130 a 181 kDa para PPs cítricos comerciales, 148 kDa de PP de curuba (Passiflora 

tripartita var. Mollisima) (Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & McClements, 2016) 

y 245 kDa en PP de manzana comercializada por Sigma-Aldrich (Kermani, Shpigelman, Pham, Van 

Loey, & Hendrickx, 2015). 

1.4 Estrategias analíticas para caracterizar los PPs 

Los PPs presentan características estructurales diversas que pueden variar dependiendo de la matriz 

vegetal de origen (Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 2009). Los PPs pueden ser caracterizados 

de acuerdo a la distribución del PM, CAU, GM y el grado de acetilación (GA). Para la selección de 

las metodologías analíticas utilizadas se suele tener en cuenta aspectos como: La practicidad 

experimental en función del tiempo de análisis, los equipos y materiales disponibles, la exactitud y 

la precisión de los métodos. 

Medida de peso molecular: En el caso de la determinación de la distribución del PM de los PPs se 

presenta polidispersión. La polidispersión hace referencia a la presencia de especies que varían en 

su PM y la asociación del polisacárido consigo mismo, particularmente a altas concentraciones. 



10 Introducción general 

 

 

Algunos de los métodos utilizados para la determinación del PM de polisacáridos son:  

Osmometría. La medición de la presión osmótica es sencilla, esta técnica permite obtener 

un valor promedio del PM de un polisacárido. Este método es adecuado para la determinación de 

polisacáridos con pesos moleculares menores a 500 kDa, limitando su uso para la determinación de 

PPs de mayor PM (Harding, Vårum, Stokke, & Smidsrød, 1991). 

Viscosimetría. Es un método sensible ampliamente utilizado ya que puede ser realizado de 

forma simple sin instrumentación costosa. Para la determinación de la masa molecular se puede 

utilizar la ecuación de Mark– Houwink–Sakurada (de la Paz, Pérez, Fernández, López, Nogueira, 

Paneque, et al., 2013; Harding, Vårum, Stokke, & Smidsrød, 1991). La viscosidad en PPs además 

del peso molecular es también afectada por la forma, concentración, pH y fuerza iónica del PPs (Kar 

& Arslan, 1999). La estructura compleja de los PPs (Sesión 1.2) afecta la medida de la viscosidad 

del PPs y por tanto la relación de cálculo del PM.  

Dispersión estática de luz. También conocido como método clásico de dispersión de luz. 

Este método consiste en hacer incidir un haz de luz de una longitud de onda, λ, sobre una solución 

del polisacárido. La luz se dispersa en proporción directa al promedio de la masa molecular del 

polisacárido. Esta técnica permite medir las dimensiones de las moléculas sin una hipótesis previa 

de la forma de la molécula y es un método absoluto, a diferencia de la viscosimetría y cromatografía 

de exclusión por tamaño que requieren calibración. La principal dificultad en el método es la 

necesidad de soluciones de alta calidad libres de polvo y agregados (Harding, Vårum, Stokke, & 

Smidsrød, 1991). 

Cromatografía de exclusión por tamaño. El método cromatográfico para la determinación 

de los pesos moleculares es rápido, reproducible y sencillo en comparación con los métodos de 

dispersión estática de luz y osmometría. Sin embargo, es importante determinar que el mecanismo 

de separación sea por el tamaño de las moléculas y no por la carga. Para la determinación del PM se 

requiere realizar una curva de calibración con un estándar adecuado o el uso de una detección 

absoluta del peso molecular como por ejemplo dispersión de luz. Algunos de los estándares más 

utilizados son los dextranos y pululanos (Houben, Jolie, Fraeye, Van Loey, & Hendrickx, 2011; 

Ottøy, Vårum, Christensen, Anthonsen, & Smidsrød, 1996). 

Medida de ácidos urónicos: La determinación del CAU se realiza comúnmente por métodos 

colorimétricos con ácido sulfúrico. Estos métodos son simples, rápidos y económicos (Blumenkrantz 

& Asboe-Hansen, 1973). Algunos de los compuestos cromógenos utilizados son el carbazol (Bitter 

& Muir, 1962), el 3,5-dimetilfenol (Scott, 1979) y el m-hidroxidifenil (Blumenkrantz & Asboe-

Hansen, 1973). El método con carbazol requiere largos tiempos para el desarrollo de color (2 h) y 
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presenta menor especificidad y sensibilidad que el 3,5-dimetilfenol y el m-hidroxidifenil. 

Adicionalmente, algunos autores sugieren que condiciones del ensayo como: La concentración de 

ácido sulfúrico, el tiempo y temperatura de reacción, tienen un mayor efecto sobre la sensibilidad y 

precisión del método de cuantificación del CAU que el tipo de cromógeno utilizado (Yapo, 2012). 

Medida de grados de metoxilación y acetilación: Además del PM y CAU, otro parámetro 

importante para definir las características funcionales de los PPs es el GM y GA de las unidades de 

GalA del PPs. Este GM y GA se determina principalmente por métodos cromatográficos.   

Dentro de los métodos cromatográficos se encuentra el propuesto por Levigne, Thomas, 

Ralet, Quemener, y Thibault (2002). Estos autores proponen la determinación simultanea de los 

grados de metoxilación y acetilación de PPs mediante una saponificación con NaOH en un medio 

heterogéneo seguido de la separación del metanol y del ácido acético, en una columna C18, detección 

por índice de refracción y su posterior cuantificación por el método de estándar interno. Por otro 

lado, Voragen, Schols, y Pilnik (1986) proponen la determinación simultanea de los grados de 

metoxilación y acetilación de PPs, utilizando una resina de intercambio catiónico en la forma 

protonada, previa saponificación de las muestras, detección con índice de refracción y cuantificación 

por el método de estándar externo. 

Es común también la determinación del grado de esterificación (metilación o metoxilación) 

por métodos volumétricos. En este caso se define el grado de metoxilación como la relación entre 

los carboxilos de ácidos urónicos esterificados / carboxilos totales de ácidos urónicos por 100, donde 

los carboxilos totales corresponden a la suma de las unidades de carboxilos libres más las unidades 

de carboxilos metoxilados (Ferreira, 2007).  

1.5 Lipasa pancreática  

Las lipasas o triacilglicerol hidrolasas son un grupo de enzimas con múltiples aplicaciones en la 

industria de alimentos, farmacéutica y para el desarrollo de detergentes. Las lipasas catalizan la 

hidrolisis de triacilglicéridos (compuestos formados por cadenas de ácidos grasos) a ácidos grasos 

libres y monoacil glicerol, adicionalmente pueden catalizar reacciones de esterificación, 

interesterificación, acidólisis, alcohólisis y aminólisis (Hasan, Shah, & Hameed, 2009). 

El número E.C. para las lipasas indica que son esterasas (E.C. 3.1.1), es decir que pertenecen 

a un grupo diverso de hidrolasas que catalizan el rompimiento y formación de enlaces éster. Las 

lipasas (E.C. 3.1.1.3, triacilglicerol hidrolasas) (Bornscheuer, 2002) son muy activas con sustratos 

insolubles en agua, como los triacilglicéridos (Helistö & Korpela, 1998). 
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Las lipasas son enzimas importantes para la digestión de los lípidos en los seres humanos. 

Los seres humanos poseen lipasas linguales segregadas en la boca, las cuales son importantes en la 

digestión de los lípidos en el caso de los infantes y pierden su protagonismo en la edad adulta. La 

digestión apreciable de los lípidos emulsificados consumidos en la dieta comienza en el estómago, 

por la acción de la lipasa gástrica típicamente presente en concentraciones entre 0,5 y 1 µM. La 

digestión completa de los lípidos emulsificados se da en el intestino delgado debido a la presencia 

de la lipasa pancreática, responsable de convertir triacilglicelores en diacilgliceroles, 

monoacilcliceroles y ácidos grasos libres (McClements & Li, 2010). 

1.6 Digestión in vitro 

Los sistemas estáticos de digestión in vitro han sido utilizados para el análisis de la digestión de los 

lípidos emulsificados.  Un sistema de digestión in vitro para el análisis de lípidos incluye tres fases: 

oral, gástrica e intestinal (Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & McClements, 2016). 

No se incluye una fase para el intestino grueso puesto que la digestión completa de los lípidos termina 

en el intestino delgado (Carey, Small, & Bliss, 1983). En cada una de las fases se busca imitar las 

condiciones fisiológicas de un sistema in vivo, tales como la presencia de enzimas digestivas y sus 

concentraciones, pH, tiempo de digestión, cantidad y concentración de sales, entre otros factores 

(Minekus, Alminger, Alvito, Ballance, Bohn, Bourlieu, et al., 2014). 

Previo al sistema de digestión in vitro se realiza el proceso de emulsificación de los lípidos. 

Este proceso consiste en convertir los glóbulos de grasa o gotas grandes de grasa en gotas pequeñas 

y estables (Montenegro & Lozano, 1999), factor importante para obtener un sistema estable y 

reproducible de la digestión de lípidos emulsificados. Para generar emulsiones de aceite en agua 

estables se pueden emplear diferentes tipos de homogenización dependiendo del tamaño de partícula 

que se desee obtener. La mezcla inicial de los dos componentes inmiscibles se conoce como 

homogenización primaria que se puede realizar mediante el uso de procesadores de alimentos con 

velocidades de agitación inferiores a 2000 rpm. Posteriormente, se realiza una homogenización 

secundaria que permite obtener emulsiones con tamaños de partícula inferiores a 500 µm 

(McClements, 2015). 

Según Minekus, et al. (2014), el sistema de digestión in vitro inicia con la fase oral donde se 

simula la masticación y acción de la saliva, que puede afectar la textura de los alimentos dando lugar 

a la formación del bolo. Dentro de los componentes de la saliva humana se encuentran: 99,5 % (p/v) 

de agua y el porcentaje restante de proteínas y electrolitos. Dentro de las principales proteínas se 
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encuentran: -amilasa y mucinas. La -amilasa salival es inactivada en el estómago; esta enzima no 

suele utilizarse para la simulación de la digestión de las proteínas y las grasas puesto que su mayor 

efecto digestivo se observa sobre el almidón. Por su parte, las mucinas afectan principalmente la 

viscosidad y adhesión del bolo. 

Posteriormente, se encuentra la fase gástrica donde el bolo alimenticio, proveniente de la 

fase oral, se mezcla con ácido clorhídrico y enzimas como la pepsina, que es la única enzima 

proteolítica en el estómago humano, y la lipasa gástrica que tiene una muy baja actividad (10-120 

unidades/mL), comparada con la lipasa en el tracto duodenal (80-7000 unidades/mL). Las lipasas 

gástricas disponibles en el mercado suelen tener actividades diferentes a las requeridas por lo que no 

suelen incluirse lipasas gástricas en los protocolos de digestión in vitro (Minekus, et al., 2014). 

Finalmente, en la digestión in vitro de los lípidos emulsificados se encuentra la fase 

intestinal. Los componentes más importantes dentro de esta fase son las enzimas pancreáticas y las 

sales biliares. El propósito experimental define la composición de esta fase: si el estudio se enfoca 

exclusivamente en lípidos sólo se utilizan lipasas, generalmente lipasa pancreática bovina o porcina. 

Esta enzima hidroliza la mayor parte de los triacilglicéridos de cadena larga dando lugar a 

diacilcliceroles, monoacilglicéridos y ácidos grasos libres (McClements & Li, 2010; Montenegro & 

Lozano, 1999). Otro componente importante para la simulación de la digestión de los lípidos son las 

sales biliares, útiles en el transporte de productos de la lipólisis.  

Según lo propuesto por McClements y Li (2010) algunos de los parámetros importantes en 

un sistema de digestión in vitro que permita analizar el proceso de digestión de lípidos emulsificados 

son: (1) El pH en el medio acuoso que rodea las gotas de los lípidos en su paso a través del tracto 

gastrointestinal (TGI). Este parámetro afecta las características fisicoquímicas del TGI. En la boca 

el pH es aproximadamente 7,0, en el estómago entre 1,0 a 3,0, en el intestino delgado entre 6,0 a 7,0. 

Las variaciones del pH a lo largo del TGI pueden causar cambios en la cantidad y la extensión de la 

digestión de los lípidos emulsificados. (2) El tipo y concentración de iones alrededor de las gotas de 

los lípidos emulsificados. Este segundo parámetro puede afectar las interacciones electrostáticas. (3) 

La capacidad de las enzimas digestivas presentes en la boca, estómago, intestino delgado y colon. 

Este parámetro afecta la digestibilidad de los nutrientes. (4) Los componentes activos de superficie 

que pueden ser de tipo endógeno como por ejemplo las proteínas, péptidos, fosfolípidos y sales 

biliares, o de tipo exógeno como los tensioactivos e internamente generados como lo productos de 

digestión de lípidos y proteínas. Este parámetro es importante en la solubilización de productos de 

la digestión de lípidos (ácidos grasos libres y monoacilgliceridos). (5) Los perfiles de flujo y fuerzas 

mecánicas. Este parámetro presenta influencia sobre la digestión de los nutrientes. 
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1.7 Efecto inhibitorio de los polisacáridos pécticos sobre la lipasa 

pancreática 

Se sabe que los PPs reducen apreciablemente la velocidad y cantidad de lípidos hidrolizados, 

siguiendo un mecanismo de floculación por depleción o fuerza de agotamiento (Espinal-Ruiz, 

Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & McClements, 2016) (Figura 1-5). Un mecanismo de 

floculación por depleción se presenta en una dispersión cuando un polímero es excluido del espacio 

entre dos partículas que se aproximan, debido a su gran tamaño, y la presión osmótica resultante 

logra que las partículas formen flóculos. Algunas características que favorecen la floculación 

causada por PPs son el peso molecular y la densidad de carga (Dobias & Stechemesser, 2005). Dicho 

efecto de floculación causado por PPs sobre las gotas de lípidos reduce la capacidad de la lipasa 

pancreática para interactuar con la superficie de las gotas de lípidos, inhibiendo la hidrolisis de los 

triacilglicéridos (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & 

McClements, 2014). 

Si bien los PPs afectan la estabilidad de la emulsión, como se mencionó en el párrafo 

anterior, éstos pueden afectar la actividad de la lipasa pancreática siguiendo un mecanismo cinético 

de inhibición no competitiva (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 

2014). Este comportamiento sugiere que los PPs pueden interactuar con la enzima libre y con el 

complejo enzima-sustrato en un dominio diferente al sitio activo de la enzima (Figura 1-6) 

(Copeland, 2000). 

 

Figura 1-5. Representación esquemática de la inhibición causada por polisacáridos pécticos sobre la digestión 
de las gotas de lípidos. (a) Las gotitas de lípidos en emulsión de aceite/agua; (b) la digestión de gotitas de 
lípidos por la lipasa; (c) los polisacáridos atrapan en su estructura las gotas de los lípidos causando una 

disminución en la velocidad de digestión (actividad enzimática de la lipasa), se restringe entonces el acceso 
de la lipasa a la superficie de las gotas de aceite. Tomado de Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, 
Narváez-Cuenca, y McClements (2014). 

 



Capítulo 1 15 

 

 

 

Figura 1-6. Representación esquemática de la interacción inhibitoria no competitiva en una enzima. El sustrato 

(S) interactúa en el sitio activo de la enzima (E) para formar el complejo enzima sustrato (ES). En presencia de 
un inhibidor (I) no competitivo la enzima puede formar un complejo enzima-inhibidor (EI) o puede formarse un 
complejo enzima-sustrato-inhibidor (ESI). Tomado de Copeland (2004). 

 

El efecto de los PPs sobre el proceso de digestión de los lípidos depende de sus 

características estructurales tales como el grado de esterificación (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, 

Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014) y quizás del peso molecular, factores que afectan 

también la viscosidad (McClements, 2000). 

El grado de metoxilación de los PPs es un parámetro determinante en su funcionalidad, 

puesto que afecta el comportamiento fisicoquímico del PP. Por ejemplo, la presencia de grupos 

metil-ester indica una menor polaridad de los PPs, esto debido a la neutralización de las cargas 

negativas de los grupos carboxilo libres, aumentando su hidrofobicidad y por tanto su interacción 

con componentes hidrofóbicos favoreciendo su capacidad de inhibición de enzimas (Espinal-Ruiz, 

Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014). 

Los PPs de alto metoxilo, es decir que tienen más del 50% (mol/mol) de los grupos carboxilo 

del GalA metil-esterificados, presentan una menor polaridad y mayor hidrofobicidad (Espinal-Ruiz, 

Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014) que los PPs de bajo metoxilo, que 

tienen menos del 50% (mol/mol) de los grupos carboxilo del GalA metil-esterificados (Ferreira, 

2007). Estas características estructurales de los PPs de alto metoxilo, que favorecen su 

comportamiento hidrofóbico (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, 

& McClements, 2014; Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & McClements, 2016; 

McClements, 2006), y la presencia de un gran número de residuos hidrofóbicos en la estructura de 

la lipasa (fenilalanina, triptófano, histidina, tirosina, alanina, isoleucina, leucina, valina, prolina y 

glicina) puede dar lugar a fuerzas intermoleculares no covalentes en la interacción lipasa-PPs 

promoviendo un efecto inhibitorio de los PPs sobre la acción digestiva de la lipasa (Espinal-Ruiz, 

Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014).  
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1.8 Modelo matemático 

Los datos producto de una investigación no tienen un significado en sí mismos, adquieren un 

significado cuando se relacionan mediante un modelo que permite analizar el fenómeno estadístico 

(Box, Hunter, & Munter, 1993). Los modelos matemáticos constituyen una herramienta útil para 

describir, explicar y predecir fenómenos y procesos en el estudio de problemas en diferentes áreas 

del conocimiento. Dependiendo del fenómeno analizado los modelos se pueden clasificar en dos: 

Modelos teóricos o mecanicistas: Útiles cuando el fenómeno estudiado ya ha sido 

analizado previamente y los conocimientos frente a este permiten describirlo a partir de 

consideraciones teóricas. En este caso las apreciaciones del fenómeno se realizan a partir de las 

teorías mecanicistas que se conoce gobiernan el proceso. Los modelos teóricos pretenden conducir 

a la forma más correcta de la función ( f )  y explicar por qué las variables afectan a la respuesta 

(Box, Hunter, & Munter, 1993). 

Modelos empíricos: Cuando no se conoce a fondo el mecanismo que gobierna un fenómeno 

o dicho fenómeno es demasiado complicado para describirlo con un modelo generado a través de 

consideraciones teóricas. La mejor opción es un modelo empírico donde es posible obtener una 

respuesta aproximada en una región de interés. El modelo empírico permite describir de qué manera 

las variables afectan a la respuesta, permaneciendo desconocida la verdadera naturaleza de la  f  (Box, 

Hunter, & Munter, 1993). 

Un modelo matemático empírico se basa en el estudio de resultados experimentales y 

permite, por ejemplo, revelar relaciones que no son obvias a primera vista. Este tipo de modelos 

permite extraer propiedades y características de las relaciones entre los componentes analizados, que 

de otra manera no se podrían evidenciar (Montesinos-López & Hernández-Suárez, 2007).  

Una posible dificultad en el desarrollo del modelo empírico es considerar el grado de 

dificultad que debería tener el modelo, el cual debe reflejar al menos aproximadamente, la verdadera 

naturaleza de la relación entre la variable dependiente y la o las variables independientes 

(Mendenhall, 1997). Por lo anterior, es común plantear un modelo que sea muy general que se puede 

ir modificando y simplificando teniendo en cuenta los resultados experimentales. Un buen modelo 

debe permitir la constatación de diferentes posibilidades de simplificación a través de una inspección 

visual de los resultados o a través de un análisis numérico. Se puede usar un número infinito de 

funciones diferentes para modelar el valor medio de la variable de respuesta y como f de una o más 

variables independientes. Por tal razón, Mendenhall (1997) propone la clasificación de algunos 

posibles modelos que pueden ser utilizados en el tratamiento de datos experimentales según el 

número de variables independientes y su comportamiento lineal o no lineal: 
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Modelos con una sola variable independiente cuantitativa: Para relacionar y con una sola 

variable independiente cuantitativa x es común utilizar una expresión polinómica como: 

𝐸(𝑦) = 𝐵0 + 𝐵1𝑥 + 𝐵2𝑥
2 + 𝐵3𝑥

3 +⋯+ 𝐵𝑝𝑥
𝑝 

Donde p es un entero y B0, B1, ……. Bp son parámetros a estimar. 

Si se trata de un modelo de primer orden (línea recta) con una variable independiente se 

espera que la tasa de cambio de y por unidad de cambio de x sea aproximadamente constante. Se 

expresa como: 

𝐸(𝑦) = 𝐵0 + 𝐵1𝑥 

Donde B0 corresponde a la ordenada al origen, es decir el valor de E(y) cuando x = 0. B1 corresponde 

a la pendiente de la línea, el cambio de E(y) cuando x aumenta en una unidad. Para que el modelo de 

primer orden se ajuste bien a los datos debe ser muy poca la curvatura dentro del intervalo de valores 

de x para los cuales se desea predecir y. 

Otra posibilidad es un modelo de segundo orden (cuadrático) con una variable 

independiente, en el que se describe una parábola que se abre hacia abajo o hacia arriba. Se expresa 

como: 

𝐸(𝑦) = 𝐵0 + 𝐵1𝑥 + 𝐵2𝑥
2 

Donde B0 corresponde a la ordenada al origen, es decir el valor de E(y) cuando x = 0. B1 corresponde 

al desplazamiento de la parábola y B2 al grado de curvatura. 

Adicionalmente, se encuentra el modelo de tercer orden con una variable independiente, 

útil cuando se presentan inversiones de la curvatura produciendo un pico y un valle. Se expresa 

como: 

𝐸(𝑦) = 𝐵0 +𝐵1𝑥 + 𝐵2𝑥
2 +𝐵3𝑥

3 

Donde B0 corresponde a la ordenada al origen, es decir el valor de E(y) cuando x = 0. B1 corresponde 

al desplazamiento de la parábola, B2 al grado de curvatura y B3 controla la tasa de inversión de la 

curvatura de la curva. 

De los tres modelos mencionados de primer, segundo y tercer orden con una variable 

independiente el más utilizado es el de segundo orden, debido a que las relaciones funcionales en la 

naturaleza suelen ser curvilíneas. 

Modelos con dos variables independientes cuantitativas: Se pueden clasificar en modelos 

de primer, segundo o tercer orden. Sin embargo, teniendo en cuenta que los modelos de tercer orden 

no se utilizan con frecuencia, a continuación, se describen únicamente los modelos de primer y 

segundo orden. 
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Si se trata de un modelo de primer orden con dos variables se relaciona y con dos variables 

independientes cuantitativas x1 y x2. Se expresa como: 

𝐸(𝑦) = 𝐵0 + 𝐵1𝑥1 + 𝐵2𝑥2 

Donde B0 corresponde a la ordenada al origen de una superficie plana, es decir el valor de E(y) 

cuando x1 = x2 = 0. B1 corresponde al cambio de E(y) por un incremento unitario de x1 cuando x2 

permanece constante. B2 corresponde al cambio de E(y) por un incremento unitario de x2 cuando x1 

permanece constante. 

En general un modelo de primer orden que representa la relación entre E(y) con dos variables 

independientes cuantitativas x1 y x2 se grafica utilizando un plano en un espacio tridimensional 

(Figura 1-7). 

Para que el modelo de primer orden con dos variables se ajuste bien a los datos no debe 

existir “relación o interacción” entre las variables x1 y x2. De esta manera el efecto causado sobre 

E(y) por un cambio en una de las variables cuantitativas (ejemplo x1) (manteniendo un valor fijo de 

la otra variable cuantitativa, ejemplo x2) es el mismo sin importar el valor fijado para la segunda 

variable (ejemplo x2). Esto quiere decir que el efecto causado sobre E(y) por un cambio en una de 

las variables cuantitativas (ejemplo x1) es el mismo sin importar el valor de la otra variable (ejemplo 

x2). 

 

 

Figura 1-7. Representación de una superficie de respuesta para un modelo de primer orden con dos variables 

independientes. Tomado de Mendenhall (1997). 
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Otra posibilidad es un modelo de interacción de segundo orden con dos variables 

independientes. Se expresa como: 

𝐸(𝑦) = 𝐵0 + 𝐵1𝑥1 + 𝐵2𝑥2 + 𝐵3𝑥1𝑥2 

Donde B0 corresponde a la ordenada al origen de una superficie plana, es decir el valor de E(y) 

cuando x1 = x2 = 0. Este modelo se representa mediante una superficie cuadriculada en un espacio 

tridimensional (Figura 1-8). B1 y B2 corresponden al desplazamiento de la superficie cuadriculada a 

lo largo de los ejes x1 y x2. B3 corresponde a la tasa de torsión de la superficie cuadriculada. 

En este modelo de interacción de segundo orden con dos variables independientes se tienen 

en cuenta las interacciones entre las variables independientes (x1, x2). Esta consideración permite 

evaluar de manera adecuada la verdadera relación existente entre E(y) y x1 y x2, evitando errores por 

el análisis independiente de las relaciones de E(y) y cada una de las variables de un conjunto de 

variables independientes. 

 

 

Figura 1-8. Representación de una superficie de respuesta para un modelo de interacción de segundo orden. 

Tomado de Mendenhall (1997). 
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Adicionalmente, se puede hablar de un modelo completo de segundo orden con dos 

variables independientes. Se expresa como: 

𝐸(𝑦) = 𝐵0 + 𝐵1𝑥1 + 𝐵2𝑥2 + 𝐵3𝑥1𝑥2 + 𝐵4𝑥1
2 + 𝐵5𝑥2

2 

Donde B0 corresponde a la ordenada al origen de una superficie plana, es decir el valor de 

E(y) cuando x1 = x2 = 0. B1 y B2 corresponde al desplazamiento de la superficie cuadriculada a lo 

largo de los ejes x1 y x2. B3 corresponde a la rotación de la superficie. B4 y B5 corresponden al tipo 

de superficie y las tasas de curvatura. Pueden obtenerse tres tipos de superficies con este modelo 

(Figura 1-9): Con 𝐵3
2 < 4𝐵4𝐵5, se produce una superficie con forma de paraboloide, el paraboloide 

se abre hacia arriba si 𝐵4 + 𝐵5 > 0 (Figura 1-9, A) y se abre hacia abajo si 𝐵4 + 𝐵5 < 0 (Figura 1-

9, B) y con 𝐵3
2 > 4𝐵4𝐵5  se produce una superficie con forma de silla de montar (Figura 1-9, C). 

El modelo completo de segundo orden con dos variables independientes en muchos casos 

constituye la mejor elección para relacionar y con x, puesto que permite evaluar las interacciones 

entre las variables independientes y el comportamiento curvilíneo de la relación existente entre E(y) 

y x1 y x2. Constituye una versión tridimensional del modelo de segundo orden planteado para una 

sola variable independiente. 

Por otro lado, en la construcción de un modelo para describir una variable respuesta y es 

necesario seleccionar los términos importantes que se deben incluir y así estimar la significancia 

estadística del modelo seleccionado (Mendenhall, 1997). Con este fin, es común el uso de un análisis 

de regresión, que puede ser aplicado siempre que se tenga una sola variable dependiente cuantitativa 

y varias variables independientes (de Jong, 1999). Se evalúan una a una las variables independientes 

con el fin de establecer el efecto de cada una de ellas sobre E(y). El conocimiento teórico de las 

variables independientes es importante para decidir su aporte al modelo, la adición o eliminación de 

variables dentro del modelo puede decidirlo el investigador o realizarse mediante el uso de paquetes 

de software (Alsarra, Betigeri, Zhang, Evans, & Neau, 2002).  

Adicional al diseño y evaluación del modelo matemático es importante buscar una forma 

adecuada para la presentación de la información obtenida. Una forma de representar un modelo de 

segundo orden con dos variables independientes son las gráficas mostradas en las Figuras 1-8 

(modelo de interacción) y 1-9 (modelo completo). Una forma más sencilla para la representación del 

modelo completo de segundo orden con dos variables son las gráficas de contorno, que son gráficas 

de superficie vistas desde arriba, que muestran la relación tridimensional en dos dimensiones 

(Figura 1-10). En las gráficas de contorno las líneas representan la respuesta predicha a partir del 

modelo estadístico a diferentes valores de las variables independientes en los ejes x - y. Los gráficos 

de contorno facilitan evaluar las tendencias en la variable de respuesta y también pueden ayudar al 
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experimentador a definir los rangos óptimos para las variables independientes (Alsarra, Betigeri, 

Zhang, Evans, & Neau, 2002). 

 

 

 

Figura 1-9. Representación de las superficies de respuesta para un modelo completo de interacción de 

segundo orden con dos variables independientes. Pueden obtenerse tres tipos de superficies con este modelo, 
(A) una superficie con forma de paraboloide que se abre hacia arriba, (B) una superficie con forma de 
paraboloide que se abre hacia abajo y (C) una superficie con forma de silla de montar. Tomado de Mendenhall 

(1997). 

 

 

 
Figura 1-10. Representación de una gráfica de contornos donde las líneas representan la respuesta predicha 

y presenta una magnitud dada a partir del modelo estadístico a diferentes valores de las variables 
independientes en los ejes x1 – x2. Tomado de capítulo 3 (Sección 3.5.3). 
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1.9 Justificación y descripción de esta tesis 

Los tratamientos convencionales para el control de la obesidad se basan generalmente en estrategias 

para controlar el consumo de calorías, sin embargo, la eficacia a largo plazo de estos tratamientos es 

limitada (Makris & Foster, 2011). Por otro lado, la propuesta de una reducción de la absorción de la 

grasa consumida en la dieta, debida a un inhibidor de las lipasas digestivas, constituye un agente 

anti-obesidad promisorio (Ransac, Gargouri, Marguet, Buono, Beglinger, Hildebrand, et al., 1997). 

Los PPs han sido estudiados como posibles inhibidores de la actividad de la lipasa pancreática y 

constituyen un componente importante de investigación como posible aditivo o alimento funcional. 

Por lo anterior en el presente estudio se hace uso de ensayos en un sistema de digestión in vitro y en 

soluciones modelo para el análisis del efecto inhibitorio causado por los PPs sobre la actividad de la 

lipasa pancreática.  

Hasta el momento se sabe que en soluciones modelo el efecto inhibitorio de los PPs aumenta 

al incrementar el grado de metoxilación del PPs (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, 

& Narváez-Cuenca, 2014). Adicionalmente, en sistemas de digestión in vitro ha sido reportado que 

la inhibición causada por PPs es mayor cuando aumenta simultáneamente el peso molecular y el 

grado de metoxilación de los PPs (Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & 

McClements, 2016). Sin embargo, aún se desconoce la contribución relativa de cada una de estas 

características estructurales (peso molecular y grado de metoxilación) del PPs al efecto inhibitorio 

causado sobre la actividad de la lipasa pancreática. Por tal razón, el objetivo principal de la presente 

investigación es determinar el efecto de PPs con diferentes pesos moleculares y diferentes grados de 

metoxilación sobre la actividad enzimática de la lipasa pancreática. 

 En el capítulo 2 se presenta la evaluación de las condiciones para la cuantificación de la 

actividad de la lipasa pancreática en soluciones modelo. En el capítulo 3 se describe el efecto de la 

adición de PPs, con diferentes características estructurales, sobre la microestructura y el tamaño de 

partícula de emulsiones aceite/agua y su efecto sobre la actividad de la lipasa pancreática en un 

sistema estático de digestión in vitro y se presenta el efecto de los PPs sobre la actividad de la lipasa 

pancreática en soluciones modelo. En el capítulo 4 se hace una discusión general, se presentan las 

implicaciones de los resultados encontrados en esta tesis y en el capítulo 5 se exponen las 

conclusiones generales de la investigación.  
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2.1. Resumen 

En este capítulo se describe un método de titulación potenciométrico modificado para la 

cuantificación de la actividad de la lipasa pancreática. Se evaluaron algunos parámetros, como pH y 

concentración del buffer, concentración de enzima, tiempo de reacción, entre otros, con el fin de 

garantizar un sistema de reacción sensible, preciso y procurar un menor error en las medidas. Se 

encontró que las mejores condiciones para la cuantificación de la actividad de la lipasa pancreática 

son: Concentración de buffer Tris-HCl igual o mayor a 200 mM (pH 7,4), concentración de enzima 

5 g proteína/mL, tiempo de reacción de 60 min a 37 ºC y titulación potenciométrica con H2SO4 

hasta pH 6,0. Adicionalmente, si la mezcla de reacción enzimática contiene polisacáridos pécticos 

(PPs) se requiere, además de las condiciones antes mencionadas, un medio emulsificado (NaCl 150 

mM, CaCl2 1 mM, Tween-20 100 g/mL y extracto biliar 3,5 mg/mL), que permite evaluar el efecto 

de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática.  

 

Palabras clave: Actividad enzimática, triacetina, lipasa pancreática, inhibición enzimática. 

2.2. Introducción 

De acuerdo con lo reportado por Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, y Narváez-

Cuenca (2014), en soluciones modelo, los polisacáridos pécticos (PPs) causan una inhibición no 

competitiva de la lipasa pancreática. En el trabajo mencionado se indica que el poder inhibitorio de 

los PPs aumenta al incrementar el grado de metoxilación. Esta inhibición no sólo ha sido demostrada 

en soluciones modelo sino también en sistemas de digestión simulada (Espinal-Ruiz, Parada-

Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014; Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-

Cuenca, & McClements, 2016). Hasta el momento se conoce, en sistemas de digestión in vitro, que 

el efecto inhibitorio causado por los PPs sobre la actividad de lipasa es mayor conforme aumenta de 

manera simultánea su peso molecular (PM) y grado de metoxilación (GM) (Espinal-Ruiz, Restrepo-

Sánchez, Narváez-Cuenca, & McClements, 2016) y también se sabe, en soluciones modelo, que a 

mayor grado de metoxilación hay mayor inhibición (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-

Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014). Sin embargo, aún no se ha estudiado la contribución relativa de 

estos dos parámetros (PM y GM) en la inhibición total de la lipasa pancreática. 

Con el fin de evaluar en soluciones modelo el efecto causado por la adición de PPs sobre la 

actividad de la lipasa pancreática es necesario un método preciso, sensible y exacto. La actividad de 

las lipasas se puede cuantificar utilizando diferentes métodos de análisis: titulométricos, 
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colorimétricos, cromatográficos, entre otros (Hasan, Shah, & Hameed, 2009; Xu, Liu, Miao, Zhou, 

& Gao, 2014). En la selección del método más adecuado para evaluar la actividad de una enzima se 

deben tener en cuenta, además de la precisión, sensibilidad y exactitud, aspectos como la facilidad 

del procedimiento y la disponibilidad del sustrato (Hendrickson, 1994). En un estudio previo 

realizado en nuestro grupo de investigación se describió el empleo de un método espectrofotométrico 

en el que se utilizó palmitato de p-nitrofenilo como sustrato para medir la actividad de lipasa 

pancreática (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014). Este 

método es rápido y fácil de aplicar; sin embargo, emplea un sustrato que se aleja de la identidad 

química de los triacilglicéridos, sustratos de interés nutricional. Para resolver este inconveniente se 

puede emplear triacetina como sustrato. La triacetina es un triacilglicérido de cadena corta que a 

bajas concentraciones (~ 300 mM a 20 °C) se puede mezclar con soluciones buffer (Benito-Gallo, 

Franceschetto, Wong, Marlow, Zann, Scholes, et al., 2015; Román; Xu, Liu, Miao, Zhou, & Gao, 

2014; X. Xu, 2000). La triacetina se hidroliza a ácido acético y monoacetilglicérido por acción de la 

lipasa pancreática que presenta una regio especificidad a las posiciones 1, 3 del triacilglicérido (SN - 

1, 3) (Benito-Gallo, et al., 2015; Román; Xu, Liu, Miao, Zhou, & Gao, 2014; X. Xu, 2000). La 

concentración de ácido acético generado se puede evaluar por titulación ácido-base (Hasan, Shah, & 

Hameed, 2009). 

Para garantizar la sensibilidad, precisión y exactitud del método de medida de actividad 

enzimática es importante evaluar el pH óptimo para la reacción enzimática (Xu, Liu, Miao, Zhou, & 

Gao, 2014) y la concentración del buffer con el fin de evitar la disminución del pH debida a la 

producción de ácido acético que puede superar la capacidad amortiguadora del buffer, subestimando 

la actividad de la enzima (Copeland, 2004). Otros aspectos de importancia son el tiempo de reacción, 

el intervalo de concentración de sustrato utilizado (Copeland, 2004) y el pH seleccionado como 

punto final de la valoración en el caso de titulación potenciométrica (Xu, Liu, Miao, Zhou, & Gao, 

2014).  

Esta tesis involucra la evaluación del efecto del PM y GM de ciertos PPs sobre la actividad 

de lipasa pancreática. Garantizar una medida sensible, precisa y exacta de la actividad enzimática de 

la lipasa pancreática, permite evaluar el efecto de los PPs sobre dicha actividad sin errores causados 

por la inestabilidad de la enzima dentro del sistema de reacción. Por lo anterior, el objetivo del 

presente capítulo fue encontrar unas condiciones adecuadas para la cuantificación de la actividad de 

la lipasa pancreática porcina tipo II (E.C. 3.1.1.3) en soluciones modelo empleando triacetina como 

sustrato y evaluar las modificaciones requeridas cuando en el sistema de reacción hayan PPs.  
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2.3. Materiales y métodos 

 

2.3.1. Reactivos 

La triacetina 99% (p/p) se adquirió de Pfaltz & Bauer (Stanford, CT, USA) y la lipasa 

pancreática porcina tipo II (30-90 U/mg proteína) fue comprada a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO 

USA). Una unidad de actividad enzimática (U), corresponde a 1,0 mol de ácido acético generado 

a partir de la hidrólisis de triacetina/min a pH 7,4 a 37 °C. Una muestra de PP cítrico comercial fue 

proporcionada por CIMPA (Bogotá DC, Colombia) (C1). El Tween20 fue adquirido de Panreac 

Química SA (Pamplona, España). Los otros reactivos fueron obtenidos de J.T. Baker® (Center 

Valley, CA, USA). 

2.3.2. Evaluación de dos métodos propuestos en la literatura para la 

medida de actividad 

En la cuantificación de la actividad de la lipasa pancreática en soluciones modelo se evaluaron dos 

métodos volumétricos: método 1, propuesto por Sullivan y Howe (1933) y método 2, planteado por 

Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao (2014). En estos experimentos se evaluó la precisión y la estabilidad del 

pH del sistema de reacción. La evaluación de la estabilidad del pH de reacción y la naturaleza 

química del agente titulante permitió inferir sobre la exactitud involucrada en los dos métodos 

estudiados. 

El método 1 se basó en lo propuesto por Sullivan y Howe (1933), método que recomienda 

Sigma-Aldrich (1997). Se mezclaron 3 mL de solución de triacetina (entre 30 a 250 mM) con 1 mL 

de solución de enzima (1350 µg proteína/mL) a 37 ºC. El sustrato y la enzima se prepararon en buffer 

Tris-HCl 150 mM pH 7,4. La mezcla se incubó a 37 ºC por 60 min con agitación constante. Se tituló 

con NaOH 100 mM con fenolftaleína como indicador. Se prepararon blancos para cada nivel de 

sustrato, en los que se adicionó enzima previamente inactivada (por ebullición durante 15 min) y se 

siguió el mismo procedimiento aplicado a las mezclas con enzima activa.  

El método 2 se basó en lo propuesto por Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao (2014). Se mezclaron 

2 mL de solución de lipasa (540 µg proteína/mL) con 10 mL de solución de triacetina (entre 35 a 

300 mM). La enzima y el sustrato se prepararon en buffer Tris-HCl 100 mM pH 7,7. La mezcla de 

reacción se incubó a 37 ºC por 4 h. Para detener la reacción la mezcla se llevó a baño de hielo por 3 

min. Inmediatamente se tituló con H2SO4 (5 mM) hasta pH 6,0 mediante el empleo de un pHmetro. 

Se prepararon blancos para cada nivel de sustrato, en los que se adicionó 2 mL de lipasa pancreática 
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previamente inactivada en un baño de agua hirviendo (92 ºC) durante 15 min.  

Una de las principales diferencias entre el método 1 y 2, es el titulante: NaOH y H2SO4 

respectivamente. Por tal razón varía también la especie titulada: tanto tris-acetato como tris-HCl en 

el método 1 y tris en el método 2, como se muestra en la Figura 2-1.  

Para los dos métodos una unidad de actividad de lipasa (U) se definió como 1,0 mol de 

ácido acético generado a partir de la hidrólisis de triacetina/min. 

La actividad de la lipasa pancreática para el método 1 se calculó utilizando la ecuación 1. 

𝐴 =
𝐶𝑁𝑎𝑂𝐻×(𝑉𝑆 − 𝑉𝐵)×1000

60𝑚𝑖𝑛×𝐿𝑚𝑔
              𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 1 

Donde A es la actividad de la lipasa pancreática (U/mg de proteína), CNaOH es la concentración de 

hidróxido de sodio (0,1 M), VS y VB corresponden a los volúmenes en mL que se consumen en la 

titulación de la muestra y del blanco, respectivamente, hasta el viraje del indicador y Lmg hace 

referencia a los mg de proteína. 

La actividad de la lipasa pancreática para el método 2 se calculó utilizando la ecuación 2. 

𝐴 =
𝐶𝐻2𝑆𝑂4

×(𝑉𝐵 − 𝑉𝑆)×1000×2

60𝑚𝑖𝑛×𝐿𝑚𝑔
               𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 2 

Donde A es la actividad de la lipasa pancreática (U/mg de proteína), CH2SO4 es la concentración de 

ácido sulfúrico (5 mM), VB y VS corresponden a los volúmenes en mL que se consumen en la 

titulación del blanco y la muestra, respectivamente, hasta alcanzar un pH de 6 y Lmg hace referencia 

a los mg de proteína. 

Para la determinación de la concentración de proteína en la muestra comercial de enzima se 

utilizó el método Bradford modificado por Zor y Selinger (1996), obteniendo un 27% (p/p) de 

proteína (Datos Anexo A). 
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Figura 2-1. Reacciones químicas en los métodos utilizados para la determinación de la actividad enzimática. 
Método (1) propuesto por Sullivan y Howe (1933) utilizando como titulante NaOH y el método (2) propuesto 

por Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao (2014) utilizando como titulante H2SO4. 

2.3.3. Adecuación del método seleccionado 

Utilizando el método 2, propuesto por Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao (2014), se evaluó de manera 

escalonada el efecto del tiempo de reacción y pH para punto final. Además, la concentración de 

enzima y concentración de sustrato fueron variadas simultáneamente, al igual que la concentración 

de buffer con la concentración de enzima y el pH del buffer con la concentración de sustrato. Los 

ensayos en donde se cambiaron dos parámetros al tiempo se llevaron a cabo con el fin de mantener 

condiciones de saturación de la enzima. Por conocimiento previo se sabe que al mejorar las 

condiciones de reacción enzimática se logra un aumento de la actividad, por lo que es necesario 

ajustar constantemente las concentraciones de enzima y sustrato con cada condición evaluada. 

Se evaluaron diferentes concentraciones de buffer Tris-HCl entre 100 a 500 mM, con la 

adición de lipasa pancreática en dos concentraciones diferentes de (22 y 45 µg proteína/mL). Con la 
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concentración de buffer más adecuada se evaluaron otras concentraciones de enzima (entre 4 a 22 

µg proteína/mL) variando de manera simultánea la concentración de sustrato (entre 38 a 253 mM de 

triacetina). Bajo las condiciones de concentración de buffer y enzima previamente seleccionadas se 

evaluó el efecto del tiempo de reacción (entre 0 a 4 h). Luego, se ensayaron valores de pH para el 

punto final (entre 4 y 6). También se realizó un ensayo donde se utilizaron dos valores de pH para 

el buffer (7,7 y 7,4). Finalmente, se ensayó el efecto de la concentración de sustrato sobre la actividad 

enzimática a dos niveles de concentración de enzima (5 y 7 µg proteína/mL).  

Las condiciones ajustadas para la cuantificación de la actividad enzimática en soluciones 

modelo fueron posteriormente utilizadas para los ensayos del efecto de la adición del PP C1. 

2.3.4. Efecto de la adición de un PP sobre la actividad de la lipasa 

pancreática en soluciones modelo 

Utilizando las condiciones previamente establecidas (sesión 2.3.3) para la determinación de la 

actividad de la lipasa pancreática se realizó un ensayo para evaluar el efecto de un tipo de PP sobre 

la actividad de la lipasa pancreática en soluciones modelo. Para esto se adicionó el PP C1 en 

concentraciones de 0, 1 y 2 % (p/p) en dos sistemas, un sistema no emulsificado (sin componentes 

adicionales) y un sistema emulsificado que incluía NaCl 150 mM, CaCl2 1 mM, Tween-20 100 

g/mL y extracto biliar 3,5 mg/mL, según lo reportado por Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-

Sánchez, y Narváez-Cuenca (2014). Utilizando el sistema emulsificado se evaluó también la 

actividad de lipasa tras la adición de C1 en concentraciones de 0,01; 0,02 y 0,05% (p/p). Las muestras 

se prepararon mezclando 8,0 mL de triacetina 300 mM, 2,0 mL de cada solución de C1 y 2,0 mL de 

enzima en solución con una concentración de 32 µg proteína/mL. La triacetina y las soluciones de 

C1 para todos los ensayos fueron preparadas en buffer Tris-HCl 200 mM pH 7,4. El sistema 

emulsificado además de triacetina, solución C1 y enzima, contenía NaCl 150 mM, CaCl2 1 mM, 

Tween-20 100 g/mL y extracto biliar 3,5 mg/mL. Cada una de las mezclas de reacción fue incubada 

por 1 h a 37 ºC. Finalmente, las muestras y los blancos fueron titulados hasta pH 6,0 utilizando 

H2SO4 5 mM. Para la preparación de los blancos se utilizó lipasa pancreática previamente inactivada 

en un baño de agua hirviendo (92 ºC) durante 15 min.  
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2.4. Análisis estadístico 

Se realizaron triplicados analíticos (n=3) para los ensayos iniciales a la concentraciones de sustrato 

a las cuales se obtuvo mayor actividad enzimática tanto en el método 1 (Sullivan & Howe, 1933) 

como en el método 2 (Xu, Liu, Miao, Zhou, & Gao, 2014), los ensayos realizados a otras 

concentraciones de sustrato en los dos métodos se realizaron sin replicas.  

Adicionalmente, se realizó un tamizaje sin replicas para evaluar el efecto del pH del buffer 

y la concentración de enzima sobre la actividad enzimática. De esta manera, se determinaron las 

condiciones a las cuales se obtenía mayor actividad de la lipasa pancreática, para establecer las 

condiciones iniciales de los siguientes ensayos. Se efectuaron también triplicados al evaluar los 

efectos del tiempo de reacción, del pH del punto final y de la adición de PP. En donde hubo medidas 

por triplicado se reporta el promedio y la desviación estándar. 

2.5. Resultados y discusión 

 

2.5.1. Evaluación de dos métodos propuestos en literatura 

En la Figura 2-2 se observan las cinéticas de reacción obtenidas para la lipasa pancreática utilizando 

el método 1 propuesto por Sullivan y Howe (1933) y el método 2 propuesto por Xu, Liu, Miao, Zhou, 

y Gao (2014). En ambos métodos se observa saturación enzimática: Método 1 a 113 mM de triacetina 

y método 2 desde 125 mM de triacetina. Sin embargo, al evaluar el pH tras la reacción enzimática 

en esas concentraciones de saturación se observó una disminución desde 7,4 a 6,8 en el método 1 y 

desde 7,7 a 6,6 en el método 2. Esta disminución en el pH indica que en ambos métodos se superó 

la capacidad amortiguadora del buffer, por lo que el perfil obtenido no es resultado exclusivo de 

saturación de la enzima por sustrato sino también del cambio en el pH durante la reacción enzimática. 

Aunque no se tiene un valor teórico esperado para la actividad enzimática, la disminución en el pH 

del sistema durante el desarrollo de la reacción hace que los métodos en las condiciones descritas 

por los autores carezcan de exactitud. 

Se hicieron medidas de actividad por triplicado en las concentraciones de sustrato a las 

cuales se aseguró saturación de la enzima. Para el método 1 se eligió 113 mM como la concentración 

que generaba la máxima actividad y para el método 2 se eligió 250 mM. La alta dispersión en la 

medida correspondiente al método 1 (Coeficiente de variación, CV = 13,4%) puede ser debida a que 

este método utiliza indicador visual para el punto final. La fenolftaleína vira a valores de pH dentro 

del rango de capacidad amortiguadora del buffer Tris-HCl (pKa 8,06), lo cual dificulta la 
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determinación del volumen de titulante requerido para el viraje debido a que altos volúmenes de 

titulante generan bajos cambios en el pH. Como consecuencia se genera alta dispersión en los 

volúmenes medidos para réplicas de la misma muestra.  

Adicionalmente, la titulación con NaOH involucrada en el método 1 puede inducir hidrólisis 

no enzimática de la triacetina (Xu, Liu, Miao, Zhou, & Gao, 2014) generando sobreestimación en la 

medida de actividad enzimática, por lo que la medida sería inexacta. En contraste, el método 2 mostró 

una mayor precisión (CV = 3,7%) que el método 1. El método 2 permite además superar los 

inconvenientes presentados en la titulación convencional con NaOH y fenoftaleína como indicador. 

Al realizar una titulación potenciométrica con ácido se elimina la alta dispersión causada por titular 

con un indicador con rango de viraje dentro de la zona amortiguadora del buffer puesto que en este 

nuevo caso el pH final está cerca al pH de equivalencia.  

Adicionalmente, utilizando como titulante H2SO4 se disminuye el error en la medida puesto 

que se evita la hidrólisis alcalina de la triacetina. Aunque en ambos métodos el pH del sistema no 

fue estable, el método 2 resultó ser más preciso y exacto que el método 1. 

 

Figura 2-2. Actividad de la lipasa pancreática expresada como µmol de ácido acético (AA) generado a partir  

de la hidrólisis de triacetina/min*mg de proteína. Método 1 () propuesto por Sullivan y Howe (1933) y el 

método 2 () propuesto por Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao (2014). En el método 1 a una concentración de 113 
mM de triacetina la actividad se evaluó por triplicado (CV=13,4%; pH al finalizar la reacción 6,8). En el método 
2 a una concentración de 250 mM de triacetina la actividad se evaluó por triplicado (CV=3,7%; pH al finalizar 
la reacción 6,6). 
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2.5.2. Acondicionamiento del método seleccionado 

El método 2 (Xu, Liu, Miao, Zhou, & Gao, 2014) fue reportado para su uso en lipasa de germen de 

trigo, por lo que en el presente trabajo se evaluaron algunas condiciones de reacción para aplicarlo 

en la medida de la actividad de la lipasa pancreática. Tal como se describió arriba con este método, 

sin modificar, el pH disminuyó durante la reacción enzimática. Con el fin de regular el pH durante 

la reacción enzimática, y evitar que la capacidad de amortiguación del buffer fuera superada, se 

evaluaron diferentes concentraciones de buffer con dos concentraciones diferentes de enzima. Fue 

necesario evaluar de manera simultánea la concentración de buffer y de enzima (Figura 2-3) puesto 

que se esperaba que al aumentar la concentración de enzima se afectara el pH de la reacción, debido 

a la producción adicional de ácido acético debida a la hidrólisis del sustrato. Se evaluó entonces la 

concentración de buffer necesaria para evitar que su capacidad amortiguadora fuera superada debido 

a la concentración de enzima. Los valores de pH para la reacción con concentración de enzima de 

22 µg proteína/mL, se mantuvieron cercanos al pH inicial de 7,7 en la mezcla de reacción (variaron 

entre 7,67 a 7,76), en concentraciones de buffer iguales o superiores a 200 mM. Cuando la 

concentración de enzima fue 45 g proteína/mL (la más alta de las dos evaluadas) se observó 

disminución en el pH, incluso cuando la concentración de buffer fue 500 mM. Estos resultados 

indican que la concentración de buffer debe ser al menos de 200 mM y la concentración de enzima 

debe ser menor a 45 g proteína/mL para los ensayos posteriores con el objetivo de mantener el pH 

estable durante la reacción enzimática. 

 

Figura 2-3.  Efecto de la concentración del buffer Tris-HCl (100 a 500 mM) sobre el pH al finalizar la reacción 

enzimática. Condiciones del sistema: 250 mM de triacetina; dos concentraciones de lipasa pancreática (  22 

y  45 g proteína/mL); pH inicial del buffer ( 7,7); incubación 4 h a 37 ºC. 
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En la Figura 2-4 se observan las cinéticas de reacción cuando se varió de forma simultánea 

la concentración de enzima (entre 4 a 22 g proteína/mL) y de sustrato (entre 30 a 250 mM). Se 

evaluó simultáneamente el efecto de la concentración de enzima y del sustrato sobre la actividad 

enzimática con el fin de encontrar una combinación adecuada de estos dos parámetros que permitiera 

alta respuesta en condiciones de saturación de la enzima.  

En concentraciones entre 9 a 22 g proteína/mL la enzima no se saturó. Cuando la enzima 

se evaluó en concentraciones de 4 y 7 g proteína/mL ésta alcanzó la saturación entre 75 y 125 mM 

de triacetina. En estas concentraciones bajas de enzima valores de sustrato de 250 mM causaron 

decaimiento de la actividad enzimática. Por tanto, para continuar con el siguiente ensayo se 

seleccionaron las concentraciones de lipasa y sustrato a las cuales se obtuvo una mayor actividad: 7 

g proteína/mL y 125 mM de sustrato. 

 

 

Figura 2-4. Actividad de la lipasa pancreática expresada como µmol de ácido acético (AA) generado a partir 

de la hidrólisis de triacetina/min*mg de proteína. Condiciones de reacción: Concentración de sustrato entre 38 

a 253 mM; diferentes concentraciones de lipasa pancreática (  22; ○ 11;  9;  7 y▲ 4 g proteína/mL); 
buffer Tris-HCl 200 mM pH 7,7; incubación 4 h a 37 ºC. 
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Teniendo en cuenta la concentración seleccionada para el buffer (200 mM), la enzima a 7 

g proteína/mL y el sustrato a 125 mM se realizó una prueba para evaluar los µmol de ácido acético 

generados a partir de la hidrólisis de triacetina/mg de proteína en función del tiempo de reacción 

(entre 0 a 240 min) (Figura 2-5).  

El análisis de las pendientes (correspondiente a la actividad enzimática) luego de la regresión 

lineal indicó que durante la primera hora no hay disminución en los valores de actividad: La actividad 

se cae de 1,63 µmol AA/min*mg proteína (60 min de reacción) a 0,69 µmol AA/min*mg proteína 

(120 min de reacción), con valores de r2 de 0,8549 y 0,5886, respectivamente. Se obtuvieron valores 

de actividad comparables con tiempos de reacción entre 10 y 60 min. Sin embargo, en los ensayos 

realizados con tiempos de reacción por debajo de 60 min los valores de VH2SO4 en el blanco – VH2SO4 

en muestra (V H2SO4) fueron muy pequeños, estos valores pequeños de V H2SO4 podrían representar 

mayor dispersión. Por lo tanto, se seleccionó 60 min como tiempo de incubación. 

 

 

Figura 2-5.  Efecto del tiempo de reacción (entre 10 min a 240 min) sobre la actividad de lipasa. La actividad 

fue expresada como: µmol de ácido acético (AA) generado a partir de la hidrólisis de triacetina/min por mg de 
proteína. Condiciones de reacción: Concentración de sustrato 125 mM; concentración de lipasa pancreática 7 

g proteína/mL; buffer Tris-HCl 200 mM pH 7,7; incubación a 37 ºC. Se reporta el promedio de los datos  la 
desviación estándar (n=3). La línea continua representa la linealización de las respuestas entre 0 a 60 min, la 
línea discontinua representa la linealización de las respuestas entre 0 a 120 min. La pendiente de esas rectas 
representa la actividad enzimática.  
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Posteriormente, con el fin de seleccionar el mejor punto final para la titulación del Tris que 

no reaccionó con el ácido acético generado por la acción enzimática, se ensayaron valores de pH 

para el punto final de la titulación entre 6,0 a 4,0. Si bien estos valores no están relacionados con el 

sistema de reacción enzimática, sí responden a la facilidad de titular el Tris-base residual: estos 

valores se seleccionaron teniendo en cuenta la zona de pH más cercana al punto de equivalencia de 

la titulación del Tris con H2SO4. Como se muestra en la Figura 2-6A al titular hasta pH 6,0 se obtuvo 

un mayor valor de V H2SO4 que en otros valores de pH. Además, en este pH final se observó baja 

dispersión entre los datos y alta actividad (Figura 2-6B). En consecuencia, se decidió que se debía 

titular hasta un pH final de 6,0. El pH inicial del sistema fue de 7,7 y se mantuvo constante durante 

toda la incubación. 

 

 Figura 2-6. Evaluación del efecto del pH en el punto final de la titulación sobre la actividad de la lipasa 

pancreática. La actividad enzimática es expresada como µmol de ácido acético (AA) generado a partir de la 
hidrólisis de triacetina/min*mg de proteína. Condiciones de reacción: Concentración de triacetina (TA) 125 mM; 

concentración de lipasa pancreática 41 g/mL; buffer Tris-HCl 200 mM pH 7,7; incubación 60 min a 37 ºC. (A) 

Se muestra el volumen en mL de H2SO4 (20mM) gastado en la titulación de □ Muestras y ■ Blancos, hasta 

diferentes valores de pH como punto final. (B) Variación de la actividad de la lipasa pancreática, titulando hasta 

diferentes valores de pH como punto final. En (A) y (B) se reporta el promedio de los datos  la desviación 

estándar (n=3).  
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Cuando se exploraron diferentes condiciones para la medida de actividad se mantuvo el valor 

de pH de incubación (7,7) propuesto por el método de Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao (2014). Sin 

embargo, se quiso ensayar un segundo valor de pH de 7,4 de incubación acorde al método de Sullivan 

y Howe (1933). En estos ensayos se trabajó con lipasa 7 g proteína/mL, con concentraciones de 

sustrato entre 33 a 250 mM, con incubación durante 60 min a 37 ºC y titulación hasta pH 6,0 (Figura 

2-7). En una concentración de sustrato por encima de 50 mM la enzima en concentración de 7 g 

proteína/mL tuvo mayor actividad cuando el buffer estaba a pH 7,4 que a pH 7,7. Por tal razón en el 

siguiente ensayo se seleccionó el buffer pH 7,4. Los valores de pH inicial del sistema 7,7 y 7,4 se 

mantuvieron estables durante la incubación.  

En el ensayo realizado con buffer pH 7,4 se observó aumento de la actividad en comparación 

con el pH 7,7, ambos con 7 g proteína/mL. Con el fin de asegurar una cinética de saturación de la 

enzima, se realizó un ensayo con una menor concentración de enzima de 5 g proteína/mL, 

manteniendo el pH del buffer en 7,4 y utilizando concentraciones de sustrato entre 33 a 250 mM 

(Figura 2-7). El perfil correspondiente a 5 g proteína/mL de enzima mostró saturación entre 200 y 

250 mM de sustrato, mientras que a 7 g/mL de enzima no se evidenció claramente saturación. Por 

esta razón se seleccionó la concentración de enzima de 5 g proteína/mL y sustrato 250 mM 

asegurando condiciones de saturación. El valor de pH inicial del sistema de 7,4 se mantuvo constante 

durante toda la incubación. 

 

Figura 2-7. Efecto del pH del buffer y de la concentración de triacetina (TA) en la actividad de la lipasa 

pancreática. La actividad se expresa como: µmol de ácido acético (AA) generado a partir de la hidrólisis de 
triacetina/min por mg de proteína. Condiciones de reacción: Concentración de TA entre 33 a 250 mM ; dos 

concentraciones de lipasa pancreática: (○) 5 g proteína/mL y (● y▲) 7 g proteína/mL; buffer Tris-HCl 200 

mM (○ y ●) pH 7,4 y (▲) pH 7,7; incubación 60 min a 37 ºC. 
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Es importante mencionar que cada vez que se mejoraba un parámetro aumentaba la actividad 

enzimática por lo que durante los diferentes ensayos fue necesario modificar la concentración de la 

lipasa buscando su saturación por sustrato. Por ejemplo, la enzima a 7 µg proteína/mL, buffer Tris-

HCl 200 mM pH 7,7, 240 min de incubación a 37 °C, titulación hasta pH 6,0 se saturó a 125 mM de 

sustrato (Figura 2-4), mientras que la misma concentración de enzima (7 µg proteína/mL), buffer 

Tris-HCl 200 mM pH 7,4, 60 min de incubación a 37 °C, titulación hasta pH 6,0 no se observó 

claramente la saturación (Figura 2-7).   

Del conjunto de ensayos anteriores se definieron los siguientes parámetros: concentración 

de buffer Tris-HCl 200 mM, pH 7,4 (el cual se mantiene estable durante toda la incubación), 

concentración de enzima de 5 g proteína/mL, concentración de sustrato 250 mM, tiempo de 

reacción 60 min a 37 ºC y titulación potenciométrica con H2SO4 (5mM) hasta pH 6,0. 

2.5.3. Efecto de la adición de PPs sobre la actividad de la lipasa 

pancreática en soluciones modelo 

En la Figura 2-8 se observa cómo la actividad de la lipasa pancreática es afectada por la adición del 

PP C1 en concentraciones de 0, 1 y 2% (p/p) en dos sistemas, no emulsificado (sin componentes 

adicionales) y emulsificado con adición de NaCl 150 mM, CaCl2 1 mM, Tween-20 100 g/mL y 

extracto biliar 3,5 mg/mL. La lipasa pancreática en soluciones modelo sin adición de PP en un 

sistema no emulsificado presentó una actividad de 2,72 U/mg de proteína y en un sistema 

emulsificado la actividad enzimática fue de 4,43 U/mg. El aumento en la magnitud de la actividad 

de la enzima indica que el sistema emulsificado favorece la actividad enzimática.  

Cuando se adicionó el PP en el sistema no emulsificado se observó un aumento en el 

porcentaje de actividad relativa respecto al control.  Este resultado se atribuyó a la capacidad de los 

PPs de actuar como emulsificantes. En el estudio realizado por Leroux, Langendorff, Schick, 

Vaishnav, y Mazoyer (2003) se evaluó la acción emulsificante de PPs cítricos, al 2% (p/p), con 

diferentes características estructurales en un sistema de aceite en agua (20% p/p aceite de colza y 

aceite de naranja) y se encontraron resultados similares a los obtenidos con un emulsificante 

utilizando comercialmente (goma Arábiga, 15% p/p). Por otro lado, en el sistema emulsificado a las 

mismas concentraciones de C1 no se observó un efecto significativo sobre la magnitud de la 

actividad relativa de la lipasa pancreática en comparación con el control sin PP. Los sistemas que 

contenían C1 dieron valores cercanos a 100% (Figura 2-8), lo cual indica una disminución en la 

posible interacción del PP en la interface oleosa/acuosa, reduciendo a cerca de cero su contribución 
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emulsificante. 

Puesto que a concentraciones de 1 y 2% (p/p) de C1 en el sistema emulsificado no se observó 

efecto aparente sobre la actividad enzimática se decidió ensayar concentraciones de C1 más bajas. 

En el detalle de la Figura 2-8 se muestra el efecto de la adición de C1 a concentraciones de 0,01; 

0,02 y 0,05% (p/p). En este nuevo intervalo de concentraciones se observó una disminución de la 

actividad de la lipasa pancreática al pasar de 0,01 a 0,02 % (p/p) y posteriormente la inhibición se 

mantuvo constante hasta 0,05% (p/p) de C1. Estos resultados indican que C1 actúa como un mejor 

inhibidor de la actividad de la lipasa pancreática en soluciones modelo a bajas concentraciones, entre 

0,01 a 0,02% (p/p), con un CV entre 2,0 a 6,0%. Estos resultados a bajas concentraciones de PP 

concuerdan con lo reportado previamente por Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, y 

Narváez-Cuenca, (2014)  quienes encontraron que a medida que aumentaba la concentración de PPs 

cítricos disminuía la actividad de la lipasa pancreática en soluciones modelo, utilizando 

concentraciones de PPs entre 0 a 0,01% (p/p) y 250 mM  de palmitato de p-nitrofenilo como sustrato.  

 
Figura 2-8.  Efecto de la adición de un polisacárido péctico comercial de origen cítrico (C1) en concentraciones 
de 0; 0,01; 0,02; 0,05; 1 y 2; % p/p sobre la actividad relativa (%) de la lipasa pancreática en soluciones modelo. 
El 100% corresponde a la actividad enzimática calculada para el control (reacción enzimática sin adición de 
PP) equivalente a 4,43 µmol de ácido acético generado a partir de la hidrólisis de triacetina/min por mg de 
proteína. Condiciones de reacción: Concentración de triacetina 250 mM; concentración de lipasa pancreática: 

5 g proteína/mL, buffer Tris-HCl 200 mM pH 7,4 (que se mantiene estable durante toda la reacción), 
incubación 60 min. Para las concentraciones de C1 de 1 y 2% se utilizaron dos sistemas de reacción: No 
emulsificado () (Sin componentes adicionales) y un sistema emulsificado () (con adición de NaCl 150 mM, 

CaCl2 1 mM Tween-20 100 g/mL y extracto biliar 3,5 mg/mL); incubación 60 min a 37 ºC. En las 
concentraciones de 0,01; 0,02 y 0,05% (p/p) se utilizó el sistema de reacción emulsificado. 
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2.6. Conclusión 

El método modificado propuesto en este capítulo para la cuantificación de la actividad de la 

lipasa pancreática mantiene el pH estable durante la reacción, mide la actividad en condiciones de 

velocidad inicial y es preciso (CV=1,1% en condiciones de saturación). Básicamente, este método 

consiste en un sistema de reacción con lipasa pancreática y triacetina a concentraciones de 5 g 

proteína/mL y 250 mM, respectivamente, en buffer Tris-HCl 200 mM (pH 7,4), con un tiempo de 

reacción 60 min a 37 ºC (pH estable durante la incubación) y titulación potenciométrica con H2SO4 

(5mM) hasta pH 6,0. Este método supera las dificultades presentes en la titulación convencional con 

NaOH y fenolftaleína como indicador (baja precisión, CV=13,4% en condiciones de saturación, y 

errores en la estimación de actividad por efecto de hidrólisis alcalina de la triacetina y disminución 

del pH durante la reacción enzimática). Adicionalmente, este método en un medio emulsificado 

permitió evidenciar el efecto inhibitorio causado por un PP cítrico utilizado en concentraciones entre 

0,01 a 0,05%, manteniendo el pH 7,4 constante durante toda la reacción y con un CV entre 2,0 a 

6,0%. 
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3.1. Resumen 

Los polisacáridos pécticos (PPs) son capaces de inhibir la digestión de los lípidos. Este efecto 

inhibitorio ha sido relacionado con sus características estructurales, tales como el peso molecular 

(PM) y el grado de metoxilación (GM). Sin embargo, aún no se ha comprobado experimentalmente 

cual es la contribución relativa de cada uno de estos parámetros al efecto inhibitorio total. En este 

capítulo se describen los ensayos realizados con un grupo de seis PPs, con diferentes características 

estructurales (PM y GM), para evaluar su efecto sobre la actividad de la lipasa pancreática en un 

sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo. En el sistema de digestión in vitro se evaluó 

además el efecto de los PPs sobre la estabilidad de emulsiones de aceite de soya en agua. Los 

resultados obtenidos se evaluaron mediante un modelo matemático empírico (modelo completo de 

segundo orden con dos variables independientes). De los experimentos en soluciones modelo y en 

un sistema de digestión in vitro se encontró que tanto el PM como el GM de los PPs son factores 

importantes para promover la inhibición de la actividad de la lipasa pancreática y que es importante 

la combinación de dichas variables para favorecer el proceso inhibitorio. También se encontró que 

la floculación de las gotas de lípidos favoreció la inhibición sin importar el tamaño de partícula de 

las gotas de lípidos individuales y a su vez la floculación se relacionó con el PM y el GM de los PPs. 

Los resultados obtenidos en los dos sistemas (digestión in vitro y soluciones modelo) mostraron una 

correlación lineal (r = 0.8196), lo cual quiere decir que el efecto de los PPs sobre la actividad de la 

lipasa pancreática se puede analizar experimentalmente con resultados semejantes tanto en un 

sistema de digestión in vitro como en soluciones modelo. En general, los PPs que tengan PM menor 

a 230 kDa y GM mayor a 60% (mol/mol), favorecen la inhibición de la actividad de la lipasa 

pancreática en los dos sistemas y estimulan la floculación.  

Dentro de los seis PP evaluados, M [PM de 209 kDa, GM de 73,7% (mol/mol)] presentó 

características estructurales de PM y GM dentro de los rangos predichos por el modelo de PM menor 

a 230 kDa y GM mayor a 60% y logró un porcentaje de inhibición de la actividad de la lipasa 

pancreática alrededor de 40% en los dos sistemas evaluados, siendo M el PP con mejores 

características para ser utilizado en el diseño inteligente de alimentos que contribuyen al cuidado de 

la salud. 

 

Palabras clave: Lipasa pancreática, inhibición enzimática, grado de metoxilación, peso molecular. 
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3.2. Introducción 

El sobrepeso y la obesidad hacen referencia a la acumulación excesiva de grasa, que 

incrementa el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, diabetes, desordenes músculo-

esqueléticos y cáncer, entre otras (Farooqi, 2011; Lunagariya, Patel, Jagtap, & Bhutani, 2014). De 

acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (2016) más de 1900 millones de adultos (18 años 

en adelante) alrededor del mundo fueron diagnosticados con sobrepeso y cerca de 600 millones de 

ellos con obesidad. Por tal razón se han desarrollado nuevas estrategias y tratamientos para el control 

de la obesidad enfocados principalmente en la búsqueda de mecanismos de regulación de la 

homeóstasis energética, el control de la ingesta de alimentos y la digestión y absorción de las grasas 

consumidas en la dieta (Guyenet & Schwartz, 2012; Lunagariya, Patel, Jagtap, & Bhutani, 2014).  

Se ha establecido que la inhibición de la digestión de los lípidos puede disminuir la 

concentración de colesterol total en sangre y por consiguiente, se ha asociado con un menor riesgo 

de sufrir enfermedades cardiovasculares (Choi, Kim, Kim, Je, An, Lee, et al., 2012; Mills & 

Mackerras, 2016). En este sentido, se sabe que los polisacáridos pécticos (PPs) que hacen parte de 

la fibra dietaria soluble tienen la capacidad de inhibir la digestión de nutrientes cómo los lípidos 

(Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & McClements, 2016), se han asociado con la 

reducción del riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y son conocidos como agentes 

hipoglicemiantes e hipolipidémicos hipocolesterolémicos (Cerda, Robbins, Burgin, Baumgartner, & 

Rice, 1988; Kaczmarczyk, Miller, & Freund, 2012; Wiederschain, 2016). Estos beneficios para la 

salud podrían estar asociados con la capacidad de los PPs de disminuir la absorción intestinal de 

carbohidratos (Wiederschain, 2016), prevenir la reabsorción de sales biliares en el intestino delgado 

(Gunness & Gidley, 2010) e inhibir la actividad de la lipasa pancreática (Espinal-Ruiz, Parada-

Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014).  

El efecto inhibitorio causado por los PPs depende de sus características estructurales como 

el peso molecular (PM) y el grado de metoxilación (GM) (Brownlee, 2011; Espinal-Ruiz, Parada-

Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014). Los cambios en el PM y GM de los PPs se 

han relacionado con variaciones en su capacidad inhibitoria sobre la actividad de la lipasa 

pancreática (Brownlee, 2011). Se ha reportado que los PPs disminuyen la magnitud de la digestión 

de los lípidos cuando aumenta simultáneamente el PM y GM (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, 

Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014; Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & 

McClements, 2016).  
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De acuerdo con Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, y Narváez-Cuenca 

(2014), el análisis cinético de la inhibición causada por los PPs sobre la actividad de la lipasa 

pancreática en soluciones modelo (un sistema sencillo de análisis, que no requiere del uso de todos 

los componentes propios del sistema digestivo) reveló que los PPs pueden causar una inhibición de 

la actividad de la lipasa pancreática a través de un mecanismo no competitivo. Este comportamiento 

sugiere que los PPs pueden interactuar con la enzima libre y con el complejo enzima-sustrato en un 

lugar diferente al sitio activo de la enzima (Copeland, 2004). Por consiguiente, los PPs pueden 

reducir la cantidad de lípidos digeridos en el tracto gastrointestinal y este efecto inhibitorio puede 

depender de la concentración y de las características estructurales (por ejemplo, PM y GM) de los 

PPs (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, & Narváez-Cuenca, 2014; Qin, Yang, Gao, 

Yao, & McClements, 2016). Adicionalmente, según los experimentos realizados por Espinal-Ruiz, 

Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, and McClements (2014) en un sistema de 

digestión in vitro (Condiciones simuladas del sistema digestivo humano), el efecto inhibitorio 

causado por los PPs sobre la lipasa pancreática se produce mediante un mecanismo de floculación 

de las gotas de los lípidos, que restringe el acceso de las moléculas de lipasa a la superficie de las 

gotas de los lípidos reduciendo la cantidad de lípidos que pueden ser hidrolizados en el tracto 

gastrointestinal. De acuerdo a los autores antes mencionados, el mecanismo de floculación puede ser 

afectado tanto por el PM como el GM de los PPs. Sin embargo, la contribución relativa del cada 

parámetro (PM y GM) sobre la actividad de la lipasa pancreática aún no ha podido ser establecida. 

Por tal razón, el objetivo de este capítulo es aportar al conocimiento del efecto causado por 

diferentes parámetros estructurales de los PPs como el PM y GM sobre la estabilidad de la emulsión 

y la actividad de la lipasa pancreática en un sistema de digestión in vitro. Este capítulo también 

muestra el efecto de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática en soluciones modelo que no 

consideran efectos de digestión. 
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3.3. Materiales y métodos 

 

3.3.1. Reactivos 

El extracto biliar con un contenido de ácido cólico del 55% (p/p) fue proporcionado por MP 

Biomedicals (Solon, OH, USA) y la triacetina al 99% (p/p) se adquirió de Pfaltz & Bauer (Stanford, 

CT, USA). La lipasa pancreática porcina tipo II (L3126, 30-90 U/mg proteína, E.C. 3.1.1.3), la 

mucina estomacal porcina (Type II, M2378, Ácido siálico, ~1% p/v), la pepsina porcina A de mucosa 

gástrica (P7000, endopeptidasa E.C. 3.4.23.1, actividad  250 unidades/mg sólido) y los estándares 

de pululanos (con pesos moleculares entre 342 y 366.000 Da) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). El Tween20 y el Tween80 fueron adquiridos de Panreac Química SA 

(Pamplona, España).  

Se obtuvieron PPs de diferentes proveedores: El PP de manzana (M) de Sigma-Aldrich (St. 

Louis, USA), los PPs cítricos fueron proporcionados por CIMPA (Bogotá DC, Colombia) (C1), 

Quimilíz Ltda (Bogotá DC, Colombia) (C2 y C3), Kelco (Lille Skensved, Dinamarca) (C4) y TIC 

Gums Inc. (Belcamp, MD, Estados Unidos) (C5).  

Se utilizó aceite de soya disponible comercialmente (Éxito S.A., Bogotá DC, Colombia). 

Este fue almacenado a 4 ºC en la oscuridad hasta su uso. El proveedor reporta que el aceite de soya 

contiene aproximadamente 17, 55 y 28% (p/p) de ácidos grasos saturados, monoinsaturados y 

poliinsaturados, respectivamente. Los otros reactivos fueron obtenidos de J.T. Baker® (Center 

Valley, CA, Estados Unidos). 

3.3.2. Caracterización de los polisacáridos pécticos 

Los PPs que se utilizaron en el estudio fueron secados a 60 °C durante 6 h y se almacenaron en 

desecador hasta su uso. Los PPs fueron caracterizados de acuerdo al contenido de ácidos urónicos 

(CAU), GM, grado de acetilación (GA) y el PM promedio relativo a pululanos. Adicionalmente, se 

evaluó el contenido total de cenizas según el método AOAC 942.05 y el contenido de nitrógeno total 

basado en el método Kjeldahl AOAC 970.22 (Chemists & Horwitz, 2000). A continuación, se 

describen los procedimientos de medida de CAU, GM, GA y el PM promedio. 
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3.3.2.1. Determinación del contenido de ácidos urónicos (CAU) 

La determinación del CAU se realizó por colorimetría UV-VIS (van den Hoogen, van Weeren, 

Lopes-Cardozo, van Golde, Barneveld, & van de Lest, 1998). Se tomó una alícuota de 200 L de 

una solución acuosa (120 g/mL) de cada PP y se adicionaron 1200 L de tetraborato de sodio 

0,0125 M preparado en ácido sulfúrico concentrado (98% p/p). La mezcla se agitó en vórtex durante 

1 min y luego se incubó a 100 °C durante 5 min. Posteriormente, la solución fue enfriada en un baño 

de hielo y se adicionaron 20 L de m-hidroxidifenilo (0,15% p/v) preparado en NaOH al 0,5% (p/v) 

y 5 min después se leyó la absorbancia a 540 nm en un espectrofotómetro (V-1200, Mapada 

Instruments Co., Ltd., Shanghai, China). Se realizaron dos blancos para cada mezcla de reacción: 

uno sin adición de m-hidroxidifenilo, el cual fue remplazado por 20 L de NaOH al 0,5% (p/v) y 

otro sin adición de muestra, reemplazando ésta con un volumen equivalente (200 μL) de agua. Se 

realizó una curva de calibración utilizando D-(+)-ácido galacturónico monohidratado (97,0% p/p) 

en concentraciones de 3 a 98 M con siete datos (n=7) y r = 0,997. Finalmente, el contenido de 

ácidos urónicos fue expresado como g de ácido urónico por 100 g de PP. 

3.3.2.2. Determinación del grado de metoxilación (GM) y el grado de acetilación (GA) 

Los GM y GA se determinaron por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) (Voragen, 

Schols, & Pilnik, 1986). Se tomaron 30 mg de cada PP y se suspendieron en 1,0 mL de una mezcla 

isopropanol-agua (proporción 1:1, v/v) que contenía NaOH al 0,4 M y se agitó en vórtex a 

temperatura ambiente durante 2 h. Posteriormente, la suspensión fue centrifugada a 18500xg durante 

20 min a 4 °C. La mezcla se filtró a través de una membrana de disco de nylon (0,45 µm, 

Teknokroma, Barcelona, España). Posteriormente, 20 L de la solución filtrada fueron inyectados 

en un cromatógrafo LC-20AT HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado con una 

columna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm x 9 μm, Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, CA, 

Estados Unidos) termostatada a 40 °C y un detector de índice de refracción (RID-10A, Shimadzu 

Corporation, Kyoto, Japan) operado a 40 ºC. Se utilizó una solución de ácido sulfúrico 4 mM con un 

flujo de 0,6 mL/min como fase móvil. Para la cuantificación del contenido de metanol y ácido 

acético, se realizaron curvas de calibración con metanol de 16 a 80 mM (cinco puntos (n=5), r = 

0,997) y con ácido acético de 0,3 a 1,4 mM (cinco puntos (n=5), r = 0,997). Las curvas de calibración 

fueron preparadas en una mezcla isopropanol-agua (proporción 1:1, v/v), que contenía NaOH 0,4 M. 

Finalmente, los GM y GA fueron expresados como los moles de metil y acetil ésteres, 

respectivamente, por 100 moles de ácidos urónicos. 
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3.3.2.3. Peso molecular (PM) promedio relativo a pululanos   

El PM promedio de los PPs se evaluó utilizando cromatografía líquida de exclusión por tamaño de 

alta resolución (HPSEC) (Houben, Jolie, Fraeye, Van Loey, & Hendrickx, 2011) en un cromatógrafo 

LC-20AT HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado con una columna OHpak SB-

806M HQ (8,0 mm x 300 mm x 6 μm, Shoko America Inc., Torrance, CA). Se inyectaron 20 L de 

cada PP a una concentración de 0,5% (p/v), preparado en fase móvil. Se utilizó como fase móvil una 

solución acuosa de NaNO3 0,05 M. El tiempo de corrida fue de 25 min a una temperatura de 20 ºC 

con un flujo de 1,0 mL/min. Se utilizó un detector de índice de refracción (RID-10A 189, Shimadzu 

Corporation, Kyoto, Japan) operado a 40 °C. Se realizó una curva de calibración (con nueve datos, 

n=9, r = 0,999), graficando el logaritmo del peso molecular de los pululanos (con pesos moleculares 

entre 342 y 366.000 Da) en función del tiempo de retención. Los valores de PM de los PPs fueron 

obtenidos por interpolación en la curva y expresados relativo a pululanos. 

3.3.3. Evaluación de la actividad enzimática de la lipasa pancreática en un 

sistema de digestión in vitro 

Para el estudio de la estabilidad de las emulsiones y del efecto inhibitorio de los PPs (seis muestras, 

con diferentes características estructurales) sobre la actividad enzimática de la lipasa pancreática se 

realizó un modelo de digestión in vitro acorde a lo presentado por Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, 

Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, y McClements (2014), como se describe a continuación.  

3.3.3.1. Preparación de muestras para la digestión 

La emulsión stock se preparó mezclando 3 g de aceite de soya y 57 g de Tween 80 (1,05%, p/p) 

preparado en buffer fosfato 5,0 mM (pH 7,0). Se efectuaron dos procesos secuenciales de 

homogenización. Inicialmente, se preparó una emulsión gruesa agitando durante 1 min a 500 min-1 

utilizando un procesador de alimentos doméstico (Modelo 59765, Hamilton Beach Brands, Estados 

Unidos). Posteriormente, la emulsión gruesa se homogenizó durante 5 min con un Ultra-Turrax 

(Modelo T-18 digital, IKA German technology, Estados Unidos) a 8.000 min-1, para obtener una 

emulsión stock con un contenido de aceite de soya del 5,0% (p/p) y 1,0% (p/p) de Tween 80. 

Cada muestra para la digestión consistió en una mezcla emulsión stock-PP preparada con 8 

g de emulsión stock y 12 g de solución de cada PP (0,16%, p/p). Los PPs fueron preparados 

mezclando 83 mg de cada PP con 50 g de buffer fosfato 5,0 mM, pH 7,0 y agitando toda la noche a 

700 min-1 a temperatura ambiente. En la preparación de la emulsión control (ausencia de PP) se 
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remplazó el PP por 12 g de buffer fosfato 5,0 mM, pH 7,0. Las mezclas de emulsión stock-PP fueron 

agitadas a 500 min-1 con agitador magnético durante 5 min para obtener mezclas con un contenido 

de aceite de soya del 2% (p/p), 0,4% (p/p) de Tween 80 y 0,1% (p/p) de PP. 

3.3.3.2. Modelo estático de digestión in vitro 

Cada mezcla emulsión stock-PP fue analizada en un sistema estático de digestión in vitro, formado 

por tres fases: Oral, gástrica e intestinal, según lo propuesto por Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, 

Narváez-Cuenca, y McClements, (2016). Cada fase se describe de forma detallada a continuación. 

Fase oral: Se utilizó un fluido simulado de saliva (FSS, pH 6,8) de acuerdo a la composición 

presentada en la Tabla 3-1. A 10 g de cada mezcla de digestión (emulsión stock-PP, previamente 

preparada) se adicionaron 2 mL de FSS y 8 mL de mucina al 3,8% (p/p) preparada en buffer fosfato 

5,0 mM, ajustada a pH 6,8. El resultado de la mezcla (emulsión stock-PP) contenía aceite de soya 

1% (p/p) y PP 0,05% (p/p). La mezcla se incubó a 37 ºC por 10 min con agitación continua a 100 

min-1. 

Fase gástrica: Se utilizó un fluido gástrico simulado (FGS, pH 1,2), este fluido se preparó 

con 4,0 g de cloruro de sodio y 14 mL de ácido clorhídrico concentrado (37 % p/p), se llevó a un 

volumen de 1 L con agua destilada y el pH se ajustó a 1,2. A10 g de la muestra resultante de la fase 

oral (bolo) se le adicionaron 5 mL de FGS y 5 mL de pepsina (6,4 g/L preparada en buffer fosfato 

5,0 mM, pH 7,0). La mezcla final contenía aceite de soya al 0,5% (p/p) y PP al 0,025% (p/p). La 

mezcla se ajustó a pH 2,5 y se incubó durante 2 h a 37 ºC, con agitación continua a 100 min-1. 

Fase intestinal: Se utilizó un fluido intestinal simulado (FIS, pH 7,0) que consistió en: Una 

solución salina (mezcla de cloruro de calcio 0,17 M y cloruro de sodio 2,0 M), extracto biliar 84 

mg/mL y lipasa pancreática 5 mg de proteína/mL. A 20 g de la mezcla resultante de la fase gástrica 

(quimo) se le adicionaron los componentes del FIS de la siguiente manera: 1,5 mL de solución salina, 

1,5 mL de extracto biliar y 2,0 mL de lipasa pancreática. El extracto biliar y la lipasa pancreática 

fueron preparados en buffer fostato 5,0 mM (pH 7,0). La mezcla se ajustó a pH 7,0 usando NaOH 1 

M y se incubó a 37 ºC durante 2 h, con agitación constante a 100 min-1. Los ácidos grasos libres 

(FFA) producidos en la fase intestinal fueron medidos por titulación potenciométrica determinando 

la cantidad de NaOH 0,1 M necesaria para mantener constante pH 7,00 (Titulador automático 

TitroLine® 6000, SI Analytics, Alemania). Se realizaron dos blancos para cada muestra, uno de 

enzima en el cual se utilizó la lipasa pancreática previamente inactivada en agua a 92 °C por 15 min, 

sin adición de PPs y otro donde se evaluó la interacción del PPs y la lipasa pancreática que estaba 

formado por la mezcla de reacción sin adición de sustrato. 
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Tabla 3-1. Composición química del fluido de saliva simulado. Tomado de Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, 

Narváez-Cuenca, and McClements (2016). 

Compuesto Fórmula Química Concentración (g/L) 

Cloruro de sodio NaCl 7,970 

Nitrato de amonio NH4NO3 1,640 

Fosfato diácido de potasio KH2PO4 3,180 

Cloruro de potasio KCl 1,010 

Citrato de potasio C6H5 K3O7●H2O 1,540 

Sal sódica de ácido úrico C5H3N4O3Na 0,105 

Úrea H2NCONH2 0,990 

Sal sódica de ácido láctico C3H5O3Na 0,730 

3.3.3.3. Caracterización de la emulsión y del producto final de la digestión 

Las mezclas iniciales (emulsión stock-PP) y los productos finales de digestión fueron caracterizados 

en cuanto a su microestructura y distribución de tamaño de partícula como se describe a 

continuación: 

Microestructura: Los posibles cambios en la microestructura de la emulsión debidos a la 

presencia de PPs se evidenciaron por medio de microscopía óptica. Para obtener las imágenes de 

cada emulsión se utilizó un microscopio óptico con lente objetivo de 40x. La emulsión se agitó 

suavemente para formar una mezcla homogénea. Una alícuota de 5 L de cada mezcla emulsión 

stock-PP y su producto final de digestión fue puesta sobre un portaobjetos de vidrio, se cubrió con 

una pequeña lámina de vidrio y se observó en el microscopio óptico (BM2000, Ronbio Scientific 

Co., Ltd., Shanghai, China). Las imágenes se registraron con una cámara digital Infinity 1-5C 5.0MP 

(Lumenera Corporation Ottawa, Ontario, Canadá). Las fotografías fueron procesadas utilizando el 

software libre ImageJ (Image Processing and Analysis in Java, https://imagej.nih.gov/ij/) (Rasband, 

1997), con el fin de calcular el área promedio del flóculo, como una medida de la agregación causada 

por los PPs. 

Distribución del tamaño de partícula: Las muestras (mezcla emulsión stock-PP y producto 

final de digestión después de la fase intestinal) fueron diluidas en buffer fosfato 5,0 mM, pH 7,0 

hasta una concentración de 0,20 mg de aceite de soya/mL. La distribución del tamaño de partícula 

fue medida usando un instrumento Zetasizer Nano (ZSP, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, 

Reino Unido). Los perfiles de distribución de tamaño de partícula fueron obtenidos graficando el 

promedio del porcentaje de volumen de la fracción en función del diámetro de la partícula (nm). 
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3.3.4. Evaluación de la actividad enzimática de la lipasa pancreática en 

soluciones modelo 

Para determinar el efecto inhibitorio de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática en 

soluciones modelo (un sistema simple sin la adición de todos los componentes propios del sistema 

digestivo), se emplearon seis PPs con diferentes características estructurales (Sin correlación lineal 

de su PM y GM), en tres concentraciones diferentes: 100, 200 y 500 g/mL. 

La actividad enzimática de la lipasa pancreática fue determinada teniendo en cuenta las mejores 

condiciones concluidas mediante los ensayos expuestos en el capítulo 2. Las muestras y los blancos 

se prepararon mezclando 8,0 mL de triacetina 300 mM, 2,0 mL de cada solución de PP en 

concentraciones de 100, 200 y 500 g/mL y 2,0 mL de lipasa pancreática 32 g de proteína/mL (la 

concentración final de la lipasa pancreática en el sistema de reacción es de 5 g de proteína/mL). 

Todas las soluciones de la mezcla de reacción fueron preparadas en buffer Tris-HCl 200 mM (pH 

7,4). Esta solución contenía 150 mM NaCl, 1,0 mM CaCl2, 100 μg/mL Tween-20 y extracto biliar 

3,5 mg/mL. La mezcla de reacción fue incubada a 37 °C durante 1 h. Luego las muestras y los 

blancos fueron titulados hasta pH 6,0 utilizando H2SO4 5 mM. En la preparación de los blancos la 

lipasa pancreática adicionada fue previamente inactivada en agua a 92 °C durante 15 min. Una 

unidad de actividad enzimática (U), corresponde a 1,0 mol de ácido acético generado a partir de la 

hidrólisis de triacetina/min. La actividad de la lipasa pancreática se calculó según la Ecuación 2 del 

capítulo 2. 

3.4. Análisis estadístico 

Los datos correspondientes a las características estructurales de los PPs fueron expresados como el 

promedio de tres experimentos (n=3) con su desviación estándar (SD) y fueron evaluados mediante 

un análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido por la prueba de diferencias mínimas 

significativas de Fisher (LSD, p0,05).  

Se realizó un análisis del coeficiente de correlación de Pearson (prueba de dos colas), con 

un nivel de confianza del 95%, para las características estructurales de los PPs: PM, GM y GA. 

Además, se evaluó el coeficiente de correlación de Pearson (prueba de una cola), con un nivel de 

confianza del 95% (p<0,05), del %FFA contra i) el área promedio del floculo antes de la digestión, 

ii) el tamaño de las gotas de lípido antes de la digestión, iii) el tamaño de las gotas de lípido después 

de la digestión y iv) el porcentaje de actividad relativa (A) con adición de 100, 200 y 500 µg/mL de 

PPs (A100, A200 y A500 respectivamente).  
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El efecto de las variables independientes PM y GM sobre la actividad de la lipasa pancreática 

en un sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo y su efecto sobre la estabilidad de la 

emulsión fue evaluado mediante un modelo matemático completo de segundo orden. La ecuación 

del modelo es 𝑦 = 𝑎 + 𝑏𝑋1 + 𝑐𝑋2 + 𝑑𝑋1𝑋2 + 𝑒𝑋1
2 + 𝑓𝑋2

2 (Alsarra, Betigeri, Zhang, Evans, & Neau, 2002; 

Mendenhall & Sincich, 1997), donde X1 y X2 corresponden al PM y al GM de los PPs, 

respectivamente, y corresponde a las variables dependientes (al %FFA, al área promedio del flóculo 

formado, al tamaño de partícula antes o después de la digestión en un sistema de digestión in vitro o 

al porcentaje de actividad relativa residual de la lipasa pancreática en soluciones modelo). En el caso 

de los modelos elaborados para explicar la variabilidad del área de flóculo promedio y el tamaño de 

partícula promedio antes y después de la digestión, se incluyeron los valores de PM y GM igual a 

cero que corresponden a la ausencia de PPs. En este caso, el parámetro a explica la variabilidad del 

área de flóculo promedio y el tamaño de partícula promedio antes y después de la digestión, sin 

adición de PPs (muestra control). En el caso de los modelos que estudian las variables de respuesta 

%FFA y actividad de la lipasa pancreática (A) con adición de 100, 200 y 500 µg/mL no se incluyeron 

los valores de PM y GM igual a cero, que corresponden a la ausencia de PPs (muestra control), 

debido a que el control se utilizó para normalizar los datos obtenidos por la adición de PPs y por tal 

razón el parámetro a no es interpretable.  En la ecuación del modelo matemático completo de 

segundo orden los parámetros b-c hacen referencia al efecto de las variables independientes PM y 

GM, d muestra la interacción PM-GM y e-f integran el posible comportamiento no lineal de las 

variables PM y GM.  El procedimiento utilizado para estimar la significancia estadística del modelo 

es conocido como análisis de regresión múltiple (Kermani, Shpigelman, Pham, Van Loey, & 

Hendrickx, 2015). El modelo se evaluó con un nivel de confianza 95,0% (p<0,05).  

Se construyeron gráficas de contornos para representar las respuestas del modelo 

matemático. En este tipo de representación, cada par de variables independientes se grafican en la 

abscisa y ordenada y las líneas de contorno representan la variable dependiente predicha por el 

modelo estadístico para diferentes valores de las variables independientes. Todos los análisis 

estadísticos fueron desarrollados utilizando el paquete de software STATGRAPHICS Centurión 

XVI - Versión 16.1.11 (StatPoint Technologies Inc., Warrenton, VA, Estados Unidos).  

 

 

 



56 Los polisacáridos pécticos y la actividad de la lipasa pancreática 

 

 

3.5. Resultados y discusión 

 

3.5.1. Caracterización estructural 

La caracterización estructural de los seis PPs obtenidos comercialmente permitió establecer que estas 

muestras cumplieron con las cantidades de cenizas (menor al 10% p/p) y nitrógeno total (menor al 

2,5% p/p), reportadas para PPs comerciales (FAO/OMS, 2001) y presentaron valores de CAU 

alrededor del 65% p/p similar a lo reportado por Kermani, Shpigelman, Pham, Van Loey, y 

Hendrickx (2015). Los valores de PM y GM de las muestras analizadas no presentaron una 

correlación lineal estadísticamente significativa. La no correlación entre PM y GM de los PPs 

permitió estudiar la contribución de estos parámetros al control de la digestión de lípidos en un 

sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo. 

 El PM promedio, GM, GA, CAU, el contenido de cenizas y de nitrógeno total fueron 

evaluados para cada PP (C1 a C5 y M) (Tabla 3-2). El CAU de los PPs obtenido estuvo en un rango 

de 59,1 ± 5,2 (C2) a 79,7 ± 1,8% (M) (p/p). Este CAU se encuentra cercano a lo reportado por 

Kermani, Shpigelman, Pham, Van Loey, y Hendrickx (2015) alrededor del 65%.  

La muestra C5 tuvo un bajo GM (menor a 50% mol/mol), mientras que C1 a C4 y M tuvieron 

alto GM (mayor al 50% mol/mol). El GA de los PPs obtenidos estuvo en un rango de 0,2 ± 0,0 a 1,9 

± 0,0% (mol/mol), estos resultados se encuentran en el rango de 1 a 5% (mol/mol) reportado para 

PPs extraídos de manzana y cítricos (Kravtchenko, Voragen, & Pilnik, 1992). 

Para el PM promedio de los PPs analizados se obtuvieron valores entre 165 ± 6 a 271 ± 13 

kDa, estos valores son relativos a pululanos. Aunque los valores obtenidos pueden variar 

dependiendo del estándar utilizado, estos permiten realizar comparaciones según los propósitos de 

esta investigación. Se encontraron dos reportes del PM de M obtenidos mediante análisis por 

HPSEC: Un valor de PM de 245 kDa, obtenido con un detector de dispersión de luz láser (Kermani, 

Shpigelman, Pham, Van Loey, & Hendrickx, 2015) y otro valor de 356 kDa relativo a dextranos 

(Chen, Liang, Liu, Liu, Li, Tu, et al., 2012). El valor obtenido en este trabajo relativo a pululanos 

para M (209 kDa) es más cercano a lo reportado por Kermani, Shpigelman, Pham, Van Loey, y 

Hendrickx (2015) mediante el uso de detección de dispersión de luz láser, que es un método directo 

que no requiere el uso de estándares. Esto quiere decir que los valores referidos a pululanos 

posiblemente son cercanos a los valores obtenidos mediante medidas directas, siendo mejor opción 

utilizar como estándar comparativo pululanos que dextranos para la determinación del PM promedio 

de PPs.  
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El contenido de cenizas en todas las muestras fue inferior al valor máximo de 10% (p/p), 

cumpliendo con las especificaciones requeridas comercialmente para cenizas en PPs (Codex, 1981; 

Kimball, 2012). En cuanto al contenido de nitrógeno total obtenido para las muestras de PPs entre 

0,3 ± 0,0 a 1,6 ± 0,0% (p/p) se encuentra por debajo del valor máximo de 2,5% (p/p) reportado como 

una especificación de calidad de PPs (FAO/OMS, 2001), indicando que las muestras de PPs 

evaluadas en este estudio cumplen con las características de calidad establecidas comercialmente 

para PPs.  

Al evaluar las posibles correlaciones lineales entre las características estructurales analizadas 

(PM, GM y GA) (Figura 3-1) se encontró correlación lineal estadísticamente significativa entre el 

par de características PM - GA (Figura 3-1B) con un r  = 0,9755 (p<0,05), mientras que las relaciones 

entre los pares de características PM - GM y GM - GA no presentaron correlaciones estadísticamente 

significativas (Figura 3-1A y C) con valores de r de 0,4821 y  0,4731(p<0,05), respectivamente. La 

no correlación lineal entre las variables analizadas es un requisito para la evaluación de la influencia 

relativa de las variables independientes en un modelo matemático (Mendenhall & Sincich, 1997). 

Por lo tanto, en el modelo matemático, que se presenta más adelante, no se incluyó el GA puesto que 

esta característica puede ser descrita por el PM.  

 

Tabla 3-2.  Características estructurales de los polisacáridos pécticos cítricos (C1, C2, C3, C4, C5) y de 

manzana (M): Contenido de ácidos urónicos (CAU), grado de metoxilación (GM), grado de acetilación (GA), 
peso molecular (PM), contenido de cenizas y nitrógeno total (Nt).  

Composición M C1 C2 C3 C4 C5 

CAU (%p/p)1 79,7 ± 1,8a 64,5 ± 0,7bc 59,1 ± 5,2c 61,0 ± 0,2c 69,9 ± 2,2b 64,2 ± 4,6bc 

GM (%mol/mol)2 73,7 ± 1,2a 62,8 ± 0,7b 53,6 ± 1,8c 60,9 ± 0,3b 54,7 ± 1,9c 30,9 ± 0,6d 

GA (%mol/mol)3 0,7 ± 0,0c 1,9 ± 0,0a 1,2 ± 0,0b 1,9 ± 0,0a 0,3 ± 0,0d 0,2 ± 0,0e 

PM (kDa)4 209 ± 3c 262 ± 5a 245 ± 10b 271 ± 13a 165 ± 6d 171 ± 3d 

Cenizas (%p/p)5 2,7 ± 0,0b 1,8 ± 0,0c 2,2 ± 0,1bc 1,9 ± 0,1bc 5,2 ± 0,1a 2,4 ± 0,2bc 

Nt (%p/p)6 0,3 ± 0,0e 0,5 ± 0,0c 0,9 ± 0,0b 0,5 ± 0,0c 0,4 ± 0,0d 1,6 ± 0,0a 

Se reportan valores promedio  SD de tres experimentos independientes.Letras diferentes dentro de la misma fila indican 

diferencias significativas calculadas usando la prueba de diferencia mínima de Fisher (p0,05). 
1 Expresado como g de ácidos urónicos por 100 g de polisacárido pécticos. 2 Expresado como moles de metil esteres por 

100 mol de ácidos urónicos. 3 Expresado como moles de acetil esteres por 100 mol de ácidos urónicos. 4 Relativo a 

pululanos. 5 Expresado como g de cenizas por 100 g de polisacárido péctico. 6 Expresado como g de nitrógeno total por 

100 g de polisacárido péctico. 
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Figura 3-1. Correlaciones de Pearson de las características de los seis polisacáridos pécticos analizados: 

Grado de metoxilación en % mol/mol (GM), grado de acetilación % mol/mol (GA) y peso molecular en kDa 
(PM). A muestra la evaluación de la correlación entre PM y GM, B entre PM y GA y C entre GM y GA. La 
correlación evaluada en B fue estadísticamente significativa (con un p-valor de 0,0009 con un nivel de confianza 
del 95%). 
 

3.5.2. Efecto de los PPs sobre la estabilidad de la emulsión y la actividad 

de la lipasa pancreática en un sistema de digestión in vitro 

 

En el sistema de digestión in vitro se logró establecer que cuanto más inestable es la emulsión, por 

fenómenos de floculación y coalescencia producidos por la adición de PPs, mayor es la inhibición 

de la actividad de la lipasa pancreática. También se encontró que el efecto inhibitorio causado por 

los PPs no se relaciona de forma lineal con el tamaño de las gotas de lípidos individuales, como se 

muestra en los resultados descritos en esta sección. 

En el sistema de digestión in vitro se analizó el efecto de la adición de PPs sobre la cantidad 

de FFA liberados durante el proceso de digestión. Como se observa en la Figura 3-2 se produjo una 

disminución del %FFA producidos en la fase intestinal del proceso de digestión en los sistemas 

adicionados con PPs comparados con el control (emulsión sin adición de PPs). Este resultado 

evidencia una disminución de la actividad de la lipasa pancreática debido a la presencia de PP en el 

sistema. La mayor inhibición fue causada por M que presentó un 63% de FFA y la menor inhibición 

fue causada por C5 con un 87% de FFA liberados (Los porcentajes presentados hacen referencia al 

porcentaje de actividad residual, teniendo en cuenta que el control corresponde al 100% FFA, es 

decir el 100% de la actividad).  
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Figura 3-2. Efecto de los polisacáridos pécticos (PPs) de manzana (M) y cítricos (C1 a C5) sobre la liberación 

de ácidos grasos (FFA) producidos después del proceso de digestión de una emulsión (de aceite de soya en 
agua). El control corresponde a la emulsión sin adición de pectina. Letras diferentes indican diferencias 
estadísticamente significativas de acuerdo a la prueba de Fischer LSD (p<0,05). 

 

Además del efecto causado por la adición de PPs sobre el %FFA en un sistema de digestión 

in vitro, se evaluó la estabilidad de la emulsión a través del análisis de imágenes obtenidas por 

microscopía óptica y de la medida del tamaño de partícula obtenida por el análisis con un instrumento 

Zetasizer Nano. Esta estabilidad se evaluó en las emulsiones iniciales (antes del proceso de digestión) 

y en las emulsiones resultantes de la fase intestinal (al final del proceso de digestión). En las 

imágenes obtenidas por microscopía óptica se observó que antes del proceso de digestión, la 

emulsión control (sin adición de PPs) presentó una distribución homogénea de las gotas de los lípidos 

(Figura 3-3A, Control). En el caso de las emulsiones adicionadas con PPs (Figura 3-3A, M y C1 

a C5) se observaron fenómenos de inestabilidad de la emulsión como floculación (agregación de las 

gotas de lípidos) y coalescencia (grandes gotas de lípidos formadas por la unión de pequeñas gotas 

de lípidos), que afectan la homogeneidad en el tamaño de partícula de la emulsión (Ngouémazong, 

Christiaens, Shpigelman, Loey, & Hendrickx, 2015). Similar a nuestros resultados, la floculación de 

las gotas de lípido tras la adición de PPs, había sido previamente reportada por Espinal-Ruiz, 

Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, y McClements (2016). Sin embargo, tras la adición de PPS 

estos autores no reportaron coalescencia como se observó en nuestros experimentos. 
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Figura 3-3. Se superponen las Imágenes de microscopía óptica y perfiles de distribución de tamaño de 

partícula (porcentaje volumétrico en función del diámetro de partícula en nm) de las emulsiones de aceite de 
soya en agua con adición de polisacáridos pécticos (PPs) de manzana (M) y PPs cítricos (C1 a C5). Un control 
(emulsión sin adición de PPs). (A) Emulsiones antes del proceso de digestión y (B) Emulsiones después del 

proceso de digestión. 
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Con el fin de calcular de forma aproximada el área promedio de las entidades (flóculos o 

grades gotas de lípidos formadas por coalescencia) observadas al microscopio, se utilizó el software 

ImageJ para el procesamiento de las fotografías. Sin embargo, la emulsión control no presentó 

flóculos por lo que con fines comparativos el área de las gotas de lípido en el control (0,04 µm2) se 

calculó a partir de los datos hallados por los experimentos con un instrumento Zetasizer Nano. Para 

calcular el área promedio de los flóculos tras la adición de PPs se tomaron tamaños mayores a 20 

µm2, debido a que tamaños inferiores no se lograron medir con el software utilizado. La áreas 

promedio obtenidas (µm2) presentaron el siguiente orden: M (81,0 ± 11,5a) > C5 (65,6 ± 8,3b) > C3 

(54,5 ± 6,8bc) ≈ C2 (52,3 ± 5,1c) > C1 (43,9 ± 5,7c) ≈ C4 (43,7 ± 6,5c) > Control (0,04 ± 0,02d) (las 

letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas). Al final del proceso de digestión 

(Figura 3-3B, M y C1 a C5) los productos de digestión no fueron claramente observables en las 

fotografías tomadas por microscopía por lo que no fue posible establecer las áreas promedio de los 

productos de la digestión utilizando el software ImageJ. 

La distribución del tamaño de partícula para las emulsiones antes y después del proceso de 

digestión se muestra en la Figura 3-3. En la emulsión control (sin adición de PPs) antes de la 

digestión se observó una distribución monomodal del tamaño de partícula, mientras que las 

emulsiones adicionadas con PPs de M y C1 a C5 mostraron dos o más grupos en la distribución del 

tamaño de partícula (distribución polimodal), con diferentes porcentajes de fracciones de volumen. 

Por lo tanto, se calculó el tamaño de partícula promedio ponderado para las gotas de los lípidos con 

la adición de los diferentes PPs analizados mediante la Ecuación 1.  

 

𝑇𝑃𝑝 =
(𝑇𝑃1×%𝑉𝐹1) + (𝑇𝑃2×%𝑉𝐹2) + ⋯ (𝑇𝑃𝑛×%𝑉𝐹𝑛)

100
              𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 1 

 

Donde TPp corresponde al tamaño de partícula promedio ponderado, %VF corresponde al 

porcentaje del volumen de la fracción y los subíndices 1, 2, hasta n, corresponden al número máximo 

de grupos de tamaño de partícula observados para cada PPs. Esta ecuación también puede ser 

aplicada para los PPs que tuvieron distribución monomodal, en donde %VF1 sería 100%. Es 

importante aclarar que el promedio ponderado no necesariamente representa el tamaño real de la 

partícula sino que se trata de una medida global de la tendencia en la distribución. Al aplicar la 

Ecuación 1 se obtuvo el siguiente tamaño de partícula (nm) para las emulsiones iniciales: C5 

(769,0±95,0a) > C3 (433,5±35,9b) > C4 (235,4±98,0c) ≈ Control (226,6±65,8c) > C2 (201,3±47,6cd) 

≈ M (131,2±18,3cd) ≈ C1 (105,0±14,5d) (Figura 3-3A). Las emulsiones adicionadas con C1, C2 y M 
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presentaron un menor tamaño promedio de partícula que el control (226,6 nm), mientras que C3, C4 

y C5 presentaron un mayor tamaño de partícula que el control. Incluso, algunas gotas de lípidos 

observadas superaron el límite de detección del instrumento utilizado (>10.000 nm). 

Por un lado, el tamaño de partícula promedio en las emulsiones adicionadas con C3-C5 

(433,5; 235,4 y 769,0 nm para C3, C4 y C5, respectivamente) fue mayor que el tamaño de partícula 

observado para la emulsión control (226,6 nm) debido probablemente al fenómeno de coalescencia 

(Figura 3-3A). Por otro lado, las emulsiones que presentaron tamaños de partículas inferiores o 

iguales al control (C1, C2 y M) dieron lugar a grandes flóculos (Figura 3-3A). Dichos flóculos 

fueron únicamente observables en el microscopio y no en la medida del tamaño de partícula, debido 

a que en este último procedimiento se incluyen diluciones que logran alcanzar las concentraciones 

críticas de PPs (concentración a la cual no hay floculación por depleción), disociando los flóculos 

(Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & McClements, 2016; McClements, 2000; 

Zhang, Zhang, Zhang, Decker, & McClements, 2015). Por tanto, la técnica de medida del tamaño de 

partícula empleada en este estudio permitió conocer el tamaño de las gotas de lípidos que constituían 

los flóculos, pero no permitió estimar el tamaño del flóculo. 

Al final del proceso de digestión (después de la fase intestinal), todas las emulsiones 

mostraron una distribución del tamaño de partícula de al menos dos poblaciones (Figura 3-3B). 

Luego de usar la Ecuación 1, se obtuvo el siguiente tamaño de partícula (nm) promedio: C3 

(2147,4±151,2a) > C4 (1592,7±481,9b) > C1 (1118,7±60,2c) > C2 (1043,7±114,0cd) ≈ Control 

(975,3±112,9cd) ≈ M (786,2±123,2cd) ≈ C5 (720,9±31,7d) (Figura 3-3B). Se obtuvo un aumento del 

promedio del tamaño de partícula respecto de las emulsiones iniciales (antes de iniciar el proceso de 

digestión), excepto en el caso de C5 donde no se observó un cambio estadísticamente significativo 

(769,0 nm). El aumento del tamaño de partícula en las emulsiones después del proceso de digestión 

respecto a las emulsiones iniciales (antes del proceso de digestión) se debe posiblemente a la mezcla 

de múltiples componentes formados como  gotas de lípidos no digeridos, micelas que pueden medir 

entre 50 a 5000 nm (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & 

McClements, 2014), vesículas y productos de digestión de los lípidos como FFA, diacilgliceroles y 

monoacilgliceroles (Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & McClements, 2016; D. 

McClements & Li, 2010; Zhang, Zhang, Zhang, Decker, & McClements, 2015).  
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Figura 3-4. Correlación entre el porcentaje de ácidos grasos libre (%FFA) con (A) el área promedio del floculo 
antes de la digestión (AF-EI), (B) el tamaño de las gotas de lípido antes de la digestión (TP-EI) y (C) el tamaño 

de las gotas de lípido después de la digestión (TP-ED), de los resultados obtenidos en emulsiones adicionas 
con polisacárido pécticos (PPs) y la emulsión control (sin adición de PPs 100% FFA). R se refiere al coeficiente 
de correlación de Pearson. En A se halló correlación estadísticamente significativa (p-valor < 0,05 con un nivel 

de confianza del 95%). 

 

En la Figura 3-4 se muestra la evaluación de las posibles correlaciones entre %FFA y el 

área promedio del flóculo en la emulsión (medida de la agregación de las gotas de lípidos) antes de 

la digestión y el tamaño de partícula promedio antes y después de la digestión. Se encontró 

correlación lineal estadísticamente significativa entre el %FFA y el área promedio del flóculo en la 

emulsión antes de la digestión con un r = 0,7436 (p < 0,05) (Figura 3-4A). En contraste, no se halló 

correlación estadísticamente significativa entre el %FFA y el tamaño de partícula antes (Figura 3-

4B) o después (Figura 3-4C) de la digestión con valores de r = 0,4289 y 0,0843, respectivamente (p 

< 0,05). Estos resultados indican que los PPs son capaces de inhibir la digestión de las emulsiones 

debido a los fenómenos de agregación de las gotas de lípidos y no por la modificación en el tamaño 

de partícula. Adicionalmente, se ha sugerido que la disminución en la magnitud del proceso de 

digestión de las emulsiones por efecto de la floculación tras la adición de PPs puede estar relacionado 

con la restricción en el acceso de la lipasa pancreática a la superficie de las gotas de lípidos (Espinal-

Ruiz, Restrepo-Sánchez, Narváez-Cuenca, & McClements, 2016).  

3.5.3. Efecto de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática en 

soluciones modelo 

 

Para evaluar el efecto de los PPs sobre la hidrólisis de triacilglicéridos en un modelo más sencillo se 

hicieron experimentos en soluciones modelo. En la Figura 3-5 se muestra la actividad relativa de la 

lipasa pancreática evaluada en soluciones modelo con la adición de PPs a diferentes concentraciones 

(100, 200 y 500 µg/mL). Todos los PPs causaron inhibición de la actividad de la lipasa pancreática 

en las concentraciones evaluadas, excepto C5 a una concentración de 100 µg/mL que no causó 
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ninguna inhibición. La mayor inhibición se obtuvo con los PPs C1 a 200 µg/mL y M a 100 µg/mL 

con 57 y 61% de actividad residual relativa, respectivamente.  

Al evaluar la correlación de los resultados obtenidos para el %FFA en un sistema de 

digestión in vitro con los resultados de A100, A200 y A500 en soluciones modelo se obtuvieron los 

resultados mostrados en la Figura 3-6A-C. Se observó correlaciones lineales estadísticamente 

significativas entre el %FFA y A100 (Figura 3-6A) y entre el %FFA y A500 (Figura 3-6C) con r 

de 0,8196 y 0,8737 (p<0,05), respectivamente. Es decir que se observó correlación lineal entre los 

resultados obtenidos en soluciones modelo (sistema sencillo sin adición de costosos reactivos 

propios de la digestión) con la adición de PPs (100 y 500 µg/mL) y los resultados obtenidos en un 

ensayo realizado con adición de PPs (250 µg/mL) en un sistema de digestión in vitro (sistema de 

mayor complejidad que incluye mayor cantidad de componentes propios de la digestión). Esto quiere 

decir que, las tendencias de inhibición causadas por los PPs son estadísticamente iguales en los dos 

sistemas a las concentraciones mencionadas. Sin embargo, en un sistema de digestión in vitro se 

pueden ver otros efectos que no se pueden analizar en soluciones modelo, como la estabilidad de la 

emulsión.   

 

 

 

Figura 3-5. Actividad residual (relativa al control, sistema sin adición de PPs, tomado como 100% de actividad) 

de la lipasa pancreática en soluciones modelo con adición de polisacáridos pécticos (PPs) de cítricos (C1 a 

C5) y PP de manzana (M). Los PPs se encuentran en concentraciones de (■) 100, (■) 200, y (□) 500 g/mL. 

Las barras representan la desviación estándar y diferentes letras indican diferencia estadísticamente 
significativa.  
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Figura 3-6. Correlación entre el contenido de ácidos grasos libres (%FFA) liberados en la fase intestinal del 
proceso de digestión in vitro y el porcentaje de actividad relativa residual con adición de (A) 100, (B) 200 y (C) 
500 µg/mL de PPs (A100, A200 y A500, respectivamente). Se halló correlación estadísticamente significativa 
entre %FFA y A100 y A500. R se refiere al coeficiente de correlación de Pearson. En A y B se halló correlación 

estadísticamente significativa (p-valor < 0,05 con un nivel de confianza del 95%). 
 

3.5.4. Modelo matemático para evaluar el efecto del PM y GM sobre la 

inhibición de la lipasa pancreática  

Previamente se ha sugerido que el PM y el GM de los PPs son parámetros importantes que afectan 

la estabilidad de la emulsión y la actividad de la lipasa pancreática (Espinal-Ruiz, Restrepo-Sánchez, 

Narváez-Cuenca, & McClements, 2016; McClements, 2000), sin embargo, no se ha podido 

establecer claramente la contribución relativa que tiene cada parámetro a la actividad inhibitoria total 

de la lipasa pancreática. De los experimentos presentados antes se encontró que del conjunto de PPS 

evaluados, M [PM de 209 kDa y GM de 73,7% (mol/mol)] generó la mayor inhibición de la lipasa 

pancreática en un sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo, mientras que C5 [PM de 171 

kDa y GM de 30,9% (mol/mol)] generó la menor inhibición en los dos sistemas. Mediante la 

comparación entre M y C5 se podría concluir que un PP con altos valores de PM y GM favorece la 

inhibición de la actividad de la lipasa pancreática en un sistema de digestión in vitro y en soluciones 

modelo. Sin embargo, analizar únicamente dos de los seis polisacáridos evaluados podría subestimar 

la información que otorgada por el conjunto de datos experimentales encontrados. Entonces la 

evaluación del efecto del PM y GM de cada PP sobre la actividad de lipasa debe realizarse en 

conjunto, por tal razón surgió la necesidad de emplear modelos matemáticos para evaluar este efecto.  

Con el fin de evaluar la contribución relativa del PM y GM de los PPs sobre la inhibición de 

la actividad de la lipasa pancreática se estudió un modelo matemático completo de segundo orden 

con dos variables independientes. La ecuación del modelo encontrada fue descrita en la Sección 3.4. 
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En la Tabla 3-3 se observan los coeficientes obtenidos para los modelos evaluados. Teniendo en 

cuenta el p-valor obtenido para los modelos evaluados, se encontró una relación estadísticamente 

significativa (p < 0,05, prueba de Fisher) de las variables PM y GM sobre las variables de respuesta 

evaluadas, excepto en el caso de los modelos elaborados para las variables respuesta A200 y A500, 

que presentaron valores de p superiores a 0,05. En los modelos elaborados para el %FFA, el área de 

flóculo promedio, el tamaño de partícula antes y después del proceso de digestión y para A100 se 

obtuvieron valores-p menores a 0,05 y valores de % de R-cuadrada entre 52,7 a 89,2, que indican 

los porcentajes de variabilidad de y que es capaz de explicar el modelo. 

 
Tabla 3-4. Parámetros del modelo matemático completo de segundo orden para evaluar los efectos causados 

por el peso molecular (PM) y el grado de metoxilación (GM) de los polisacáridos pécticos (PPs) sobre el 
porcentaje de ácidos grasos libres %FFA, el área de flóculo promedio (AF-EI), el tamaño de partícula promedio 
antes de la digestión (TPp-EI) y después (TPp-ED) de la digestión, y la actividad de la lipasa pancreática con 
adición de 100, 200 y 500 µg/mL de PPs (A100, A200 y A500, respectivamente). La ecuación del modelo es 

𝑦 = 𝑎 + 𝑏𝑃𝑀 + 𝑐𝐺𝑀 + 𝑑𝑃𝑀𝐺𝑀 + 𝑒𝑃𝑀2 + 𝑓𝐺𝑀2 , donde los parámetros a-f corresponden a los coeficientes de 

regresión (CR) dados por el modelo matemático. 

CR %FFA(1) AF-EI(2) TPp-EI(3) TPp-ED(3) A100(4) A200(4) A500(4) 

a +265,31 +0,1141 +235,46 +990,08 +467,16  +140,67 +58,275 

b -1,6223 +1,1986 +11,104 -39,065 -2,6226 -0,9688 +0,0269 

c -0,0876 -3,2694 -30,479 +162,07 -3,9684 +0,6283 + 1,1846 

d +0,0055 -0,0260 -0,1905 -0,0904 +0,0262 -0,0369 -0,0088  

e +0,0029 +0,0007 +0,0024 +0,1047 +0,0027 +0,0071 +0,0012 

f -0,0126 +0,0803 +0,4893 -1,3171 -0,0159 +0,0658 +0,0013 

p(5) 0,0348 0,0000 0,0012 0,0314 0,0170 0,2746 0,2644 

R2 (%)(6) 59,374 89,168 70,723 52,741 64,537 37,746 38,285 

SD(7) 8,2708 9,3384 141,44 404,88 10,675 12,329 7,8314 

(1) %FFA: Porcentaje de ácidos grasos libres liberados en la fase intestinal del proceso de digestión in vitro. (2) AF: área promedio del 

floculo en la EI. (3) TPp: Tamaño de partícula promedio ponderado en la emulsión antes de proceso de digestión (EI) y después del proceso 

de digestión (ED). (4) A100, A200 y A500: Actividad relativa (%) con 100, 200 y 500 g/mL de PPs. (5) Si p < 0,05 entonces el modelo 
muestra una relación estadísticamente significativa entre las variables. (6) R2 (%): Indica el porcentaje de variabilidad en y que es capaz de 

explicar el modelo. (7)  SD: Desviación estándar.  
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Figura 3-7. Gráfica de contornos del efecto del peso molecular (PM) y grado de metoxilación (GM) de los PPs 

cítricos (C1 a C5) y de manzana (M) sobre el porcentaje de ácidos grasos libres liberados en la fase intestinal 
en un sistema de digestión in vitro (A), el área de flóculo promedio (B) el tamaño de partícula promedio en 
emulsiones antes (C) y después (D) del proceso de digestión y la actividad relativa en soluciones modelo con 
adición de 100 µg/mL de PP (E). 

 

 

Con el fin de mostrar los resultados obtenidos para el modelo ajustado se realizaron gráficas 

de contorno para los modelos con valor-p < 0,05 (Figura 3-7). En general los modelos evaluados 

con valores-p < 0,05 permitieron establecer que en los dos sistemas evaluados, tanto en un sistema 

de digestión in vitro como en soluciones modelo, es importante la interacción del PM y GM de los 

PPs para lograr un efecto inhibitorio de la actividad de la lipasa pancreática. PPs con PM menor a 

230 kDa y GM mayor a 60% mol/mol causan inhibición de la actividad enzimática en los dos 

sistemas evaluados (soluciones modelo y sistema de digestión in vitro), cuanto mayor es el GM 

dentro del rango antes mencionado, mayor es la inhibición. El aumento del GM de los PPs dentro 

del rango mencionado además de favorecer la inhibición de la actividad enzimática también causa 

un incremento del área de flóculo promedio y del tamaño de partícula.  
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En el sistema en soluciones modelo se observó adicionalmente que PPs con PM mayor a 230 kDa y 

GM menor al 50% mol/mol causan también inhibición de la actividad enzimática. Cuanto mayor es 

el PM dentro del rango antes mencionado, mayor es la inhibición. El aumento del PM de los PPs 

dentro del rango mencionado además de aumentar la inhibición también causa un incremento del 

área de flóculo promedio y del tamaño de partícula. Lo anterior quiere decir que los rangos de PM y 

GM de los PPs que favorecen el incremento del área de floculo y el tamaño de partícula son los 

mismos rangos que favorecen la inhibición de la actividad de la lipasa pancreática. A medida que 

aumentan los fenómenos de inestabilidad de la emulsión, aumenta la inhibición. 

Dentro de los seis PP analizados M presento la mayor inhibición de la actividad de la lipasa 

pancreática M [PM de 209 kDa, GM de 73,7% (mol/mol)], en los dos sistemas con un 63% de FFA 

como medida de actividad residual (actividad total 100% FFA, sin adición de PP) en un sistema de 

digestión in vitro y un 61% de actividad relativa residual (actividad total 100%, sin adición de PP) 

en soluciones modelo con adición de 100 µg/mL de PP. Las características estructurales de M se 

encuentran dentro de los rangos predichos por el modelo para PM y GM que favorecen la inhibición 

de la actividad de la lipasa pancreática [PM menor a 230 kDa y GM mayor a 60% (mol/mol)].  

Mediante los resultados obtenidos se puede establecer que un PP con características dentro 

de los rangos predichos pueden inhibir la actividad de la lipasa pancreática en más de un 30% y estos 

datos pueden orientar nuevos estudios acerca del diseño de alimentos utilizando PPs como aditivos 

funcionales.  

3.6. Conclusión  

Los resultados obtenidos en los dos sistemas analizados (soluciones modelo y sistema de digestión 

in vitro) permitieron establecer que tanto el PM como el GM de los PPs son factores importantes 

para promover la inhibición de la actividad de la lipasa pancreática y que es importante la 

combinación de dichas variables para favorecer el proceso inhibitorio. En general, PPs que tengan 

PM menor a 230 kDa y GM mayor a 60% mol/mol favorecen la inhibición de la actividad de la lipasa 

pancreática en los dos sistemas. A medida que aumenta el GM dentro del rango mencionado, 

aumenta también la inhibición causada por los PPs y a la vez aumenta la tendencia a la floculación. 

Los PPs pueden inhibir la actividad de la lipasa pancreática en un sistema de digestión in 

vitro y en soluciones modelo. Los resultados obtenidos en los dos sistemas mostraron una correlación 

lineal, lo cual quiere decir que el efecto de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática se puede 

analizar experimentalmente obteniendo resultados semejantes tanto en un sistema de digestión in 

vitro como en soluciones modelo. Esto puede traducirse en la disminución de los tiempos y costos 
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de análisis del efecto causado por PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática. Adicionalmente en 

un sistema de digestión in vitro se pudo establecer que la adición de PPs produce fenómenos de 

inestabilidad de la emulsión como la floculación y coalescencia de las gotas de los lípidos. Dichos 

fenómenos de inestabilidad de la emulsión favorecen la inhibición, puesto que a medida que aumenta 

el área de flóculo aumenta también la inhibición, sin importar el tamaño de partícula de las gotas de 

lípidos individuales. Estos resultados son importantes al momento del diseño inteligente de 

alimentos para el control de la obesidad, sobrepeso o para disminuir el colesterol en sangre. Además, 

generan inquietud frente a la necesidad de buscar nuevas fuentes para la extracción de PPs, que 

presenten características estructurales específicas. 
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4.1. Discusión general 

4.1.1. Polisacáridos pécticos (PPs) con diferentes características 

estructurales, como inhibidores de la actividad de la lipasa 

pancreática 

Se sabe que las características estructurales de los polisacáridos pécticos (PPs) son factores 

importantes en el estudio del efecto inhibitorio que estos causan sobre la actividad de enzimas 

digestivas como la lipasa pancreática. Nuestro grupo de investigación “Estudio de cambios químicos 

y bioquímicos de productos frescos y procesados” ha realizado avances en este campo como el 

trabajo desarrollado por Espinal Ruiz (2016), que  permitió establecer que los PPs causan inhibición 

de la actividad de la lipasa pancreática en soluciones modelo y en un sistema de digestión in vitro y 

que dicha inhibición depende de las características estructurales de los PPs como el peso molecular 

(PM) y grado de metoxilación (GM).  

Sin embargo, los estudios realizados por Espinal Ruiz (2016) no permitieron establecer cuál 

es el aporte relativo de cada una de estas características PM y GM al efecto inhibitorio causado por 

los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática. Por lo anterior, el objetivo general de la presente 

investigación fue: Determinar el efecto del PM y del GM de los PPs sobre la actividad enzimática 

de la lipasa pancreática. Para desarrollar este objetivo se propuso en primer lugar buscar una método 

preciso, sensible y exacto que permitiera la cuantificación de la actividad de la lipasa pancreática, 

en soluciones modelo. Posteriormente se realizó la caracterización de PPs de diferentes fuentes con 

el fin de lograr un grupo de muestras con PM y GM estadísticamente diferentes que facilitara el 

análisis que se deseaba llevar a cabo.  

Las muestras de PPs con diferentes características estructurales fueron evaluadas mediante 

el uso de un sistema complejo con la simulación de las fases oral, gástrica e intestinal y la adición 

de los componentes propios de la digestión con el fin de simular las condiciones de un sistema 

digestivo (sistema estático de digestión in vitro), en el que se obtuvo una medida del efecto 

inhibitorio causado por la adición de PPs en porcentaje de ácidos grasos (%FFA) residual asumiendo 

un 100% de FFA en el control (sistema sin adición de PPs). En este sistema de digestión in vitro 

todos los PPs adicionados causaron inhibición de la actividad de la lipasa pancreática y floculación 

de las gotas de lípidos de las emulsiones iniciales (antes del proceso de digestión) en magnitudes 

diferentes dependiendo de sus características estructurales. 
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Posteriormente, con el fin de evaluar los efectos inhibitorios causados por los PPs sobre la 

actividad de la lipasa pancreática en una matriz menos compleja que el sistema de digestión in vitro. 

Se utilizaron soluciones modelo en condiciones previamente ajustadas, este sistema se llevó a cabo 

en una fase de 1h en la que únicamente se utilizaron condiciones propias de la fase intestinal 

ajustadas de forma que se favoreciera la actividad enzimática. Las condiciones en soluciones modelo 

permitieron realizar ensayos en tres diferentes concentraciones de PPs en menor tiempo y a un menor 

costo puesto que no se requiere del uso de otras enzimas digestivas además de la lipasa pancreática. 

Se obtuvieron resultados de inhibición causada por los PPs, según sus características 

estructurales, estadísticamente iguales en ambos sistemas (digestión in vitro y soluciones modelo). 

Sin embargo, el sistema de digestión in vitro permitió evaluar aspectos de la inhibición causada por 

los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática que no es posible analizar en soluciones modelo. 

A continuación, se discuten algunos detalles experimentales que permitieron llegar a los 

resultados descritos en los capítulos 2 y 3. 

4.1.2. Ajustes al método para la determinación de la actividad de la lipasa 

pancreática en soluciones modelo 

La metodología utilizada para la determinación de la actividad de la lipasa pancreática en soluciones 

modelo descrita en el capítulo 2 fue producto de la comparación realizada entre dos diferentes 

técnicas volumétricas reportadas en la literatura por Sullivan y Howe, 1933 y Xu, Liu, Miao, Zhou, 

y Gao, 2014.     

La metodología seleccionada fue la propuesta por Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao, (2014), a la 

cual se realizaron modificaciones para favorecer las condiciones de reacción de la lipasa pancreática 

como el pH y las concentraciones de enzima, sustrato y buffer buscando mayor actividad de la 

enzima y disminución del tiempo de reacción para optimizar el proceso. En este proceso se utilizó 

una metodología por pasos donde cada paso realizado permitió la selección de una o varias 

condiciones que se mantienen para la evaluación de otra condición en el paso siguiente.  

Se obtuvo un método modificado que permitió superar las dificultades presentes en la 

titulación convencional con NaOH y fenolftaleína como indicador. Se mejoró la precisión del 

método, al pasar de medidas de actividad con CV=13,4% a medidas con un CV entre 2,0 y 6,0%. 

Además, se observó una mayor sensibilidad del método a los pequeños cambios químicos dados en 

el sistema, al pasar de realizar medidas de la actividad de la lipasa pancreática con concentraciones 

de enzima de 1350 µg proteína/mL a 5 µg proteína/mL. Disminuyeron los errores de la estimación 
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de actividad puesto que se sustituye el titulante por H2SO4 impidiendo la posible hidrólisis alcalina 

del sustrato empleado en la reacción (triacetina). 

Una vez ajustado un método preciso y exacto para la cuantificación de la actividad de la 

lipasa pancreática se intentó realizar ensayos de inhibición de la actividad adicionando PPs. Sin 

embargo, las características emulsificantes de los PPs utilizados en concentraciones por encima de 

500 µg/ml, mostraron un aumento en la actividad de la lipasa pancreática, por lo que fue necesario 

utilizar un medio emulsificado y disminuir la concentración de PPs. De esta manera se logró 

evidenciar el efecto inhibitorio causado por PPs en concentraciones entre 100 a 500 µg/ml. 

4.1.3. Porque utilizar PPs comerciales y su caracterización 

Dentro de los objetivos específicos de la investigación se planteó: Caracterizar y seleccionar PPs con 

diferencias en su PM y GM. Para tal fin se evaluaron tres diferentes fuentes de PPs: los PPs 

comerciales disponibles en el mercado local y algunos donados por empresas extranjeras, la segunda 

fuente fue mediante la modificación química de un PPs comerciales y la tercera fuente consistió en 

PPs extraídos de residuos de frutas tropicales. 

La primera opción, los PPs comerciales, en principio presentó la dificultad de encontrar PPs 

con características estructurales diferentes, puesto que la gran mayoría de los PPs disponibles 

comercialmente son de alto metoxilo y de fuentes cítricas. Sin embargo, una búsqueda exhaustiva 

permitió recopilar muestras no solo de fuentes cítricas sino también de manzana y se logró encontrar 

una muestra de bajo grado de metoxilación (los proveedores son mencionados en el capítulo 3 - 

sección 3.3.1). 

En la segunda opción se tomó un PPs cítrico y uno de manzana comercialmente disponibles 

y se realizó de-esterificación alcalina con NaOH 0,5 M modificando los tiempos de exposición al 

hidróxido (0, 20 y 45 min) con el fin de obtener PPs con el mismo PM, pero diferente GM. Los PPs 

obtenidos por este medio fueron caracterizados según su PM y GM antes y después del tratamiento 

y se observaron cambios no deseados en el PM (Figura 4-1) en los PPs modificados. También se 

observó disminución de la solubilidad en agua para los PPs modificados comparados con los PPs 

antes del tratamiento. El rendimiento del proceso fue cercano al 65%. 
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Figura 4-1. Relación del peso molecular (kDa) de las muestras de polisacáridos pécticos (PPs) comerciales 

de manzana (M) y cítrico (C5) y PPs modificados por tratamiento con NaOH durante 20 min (M-20 y C5-20) y 
45 min (M-45 y C5-45). Las barras representan la desviación estándar y diferentes letras indican diferencia 
estadísticamente significativa. 

 

En cuanto a la tercera opción, se extrajeron PPs de badea y curuba, los PPs extraídos de 

frutas tropicales presentaron un muy bajo contenido de ácidos urónicos menor al 50%, lo cual 

indicaba que los extractos que se estaban obteniendo no tenían la pureza reportada para un PPs 

comercial (Kermani, Shpigelman, Pham, Van Loey, & Hendrickx, 2015). Los PPs de residuos de 

frutas tropicales podrían ser una buena fuente de PPs, sin embargo, sería necesario buscar 

metodologías de purificación y procesamiento que mejoraran las características de calidad de los 

PPs obtenidos. 

Finalmente, se tomó la decisión de utilizar las muestras disponibles comercialmente por 

facilidad para obtenerlas y porque cumplían con las características de calidad de los PPs y se podían 

obtener en cantidades suficientes de forma rápida.  

Los PPs seleccionados fueron caracterizados según el contenido de ácidos urónicos, el 

contenido total de cenizas, contenido de nitrógeno total, el GM, el grado de acetilación y el PM. El 

contenido de cenizas se realizó de acuerdo a la AOAC 942.05 y el contenido de nitrógeno total 

basado en el método Kjeldahl AOAC 970.22. En el caso del contenido de ácidos urónicos se 

evaluaron de acuerdo a lo propuesto por Blumenkrantz y Asboe-Hansen (1973). La caracterización 

de los PPs de acuerdo a su GM, GA y PM se realizó mediante cromatografía líquida de alta eficiencia 

bajo las condiciones descritas en el capítulo 3 - sección 3.3.2.  

Una vez realizada la caracterización de los diferentes PPs obtenidos comercialmente, se 

seleccionaron aquellos que presentaron características estructurales diferentes, obteniendo PM y GM 

sin una correlación lineal estadísticamente significativa como se muestra en el capítulo 3 - Figura 
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3-1. Esto permitió continuar con el desarrollo de los objetivos de la investigación, con la evaluación 

del efecto causado por el PM y GM de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática en un 

sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo. 

4.1.4. Información suministrada por los dos sistemas utilizados: Sistema 

de digestión in vitro y soluciones modelo. 

Inicialmente se realizó la evaluación de la actividad de la lipasa pancreática en un sistema de 

digestión in vitro que requirió de la elaboración y evaluación de estabilidad de una emulsión que 

cumpliera con ciertas características: Que requiriera de bajas cantidades de emulsificante con el fin 

de que no constituyera un posible inhibidor de la actividad de la enzima, que se mantuviera estable 

durante el procedimiento experimental (monomodal en el tamaño de partícula y microestructura 

homogénea, sin floculación como se observa en el capítulo 3 – sección 3.5.2 – Figura 3-3). El 

diseño y evaluación de la emulsión es importante para establecer el punto inicial de comparación y 

lograr evaluar satisfactoriamente los efectos causados por la adición de PPs a la emulsión. 

Este sistema de digestión in vitro permitió observar el efecto causado por la adición de PPs 

sobre la actividad de la lipasa pancreática en una matriz compleja que incluía diferentes componentes 

propios de la digestión y también permitió evaluar el efecto de los PPs sobre la estabilidad de la 

emulsión. Se encontró que los PPs inhiben la actividad de la lipasa pancreática y que la adición de 

PPs causa floculación y coalescencia de las gotas de lípidos emulsificados. También se logró 

observar que la floculación y coalescencia de las gotas de los lípidos favoreció el efecto inhibitorio 

causado por PPs sobre la actividad de la lipasa pancreática. 

Sin embargo, se deseaba analizar también el efecto inhibitorio causado por los PPs en un 

sistema más sencillo, de soluciones modelo ajustado según se comentó en la sección 4.1.2. Este 

modelo permitió cuantificar la inhibición de la actividad de la lipasa pancreática, obteniendo los 

resultados presentados en el capítulo 3 – sección 3.5.3 – Figura 3-5. 

Utilizando soluciones modelo se evitó el complejo procedimiento llevado a cabo en un 

sistema de digestión in vitro y el uso de algunos componentes del proceso de digestión (enzimas y 

sales propias de las fases oral y gástrica) descritos en el capítulo 3 - Sección 3.5.3. En soluciones 

modelo se disminuyó el tiempo de análisis y se cambió el sustrato utilizado de aceite de soya a 

triacetina que es soluble en agua a bajas concentraciones y por tanto de fácil manejo en solución sin 

necesidad de preparar emulsiones.  
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Al comparar los resultados obtenidos en soluciones modelo para el % de actividad relativa 

con adición de 100 µg/mL de PPs (capítulo 3 – sección 3.5.3 – Figura 3-5) con el porcentaje de 

ácidos grasos libres (%FFA) producidos durante la fase intestinal en un sistema de digestión in vitro 

(capítulo 3 – sección 3.5.2 – Figura 3-2), se obtuvo una correlación lineal estadísticamente 

significativa (capítulo 3 – sección 3.5.3 – Figura 3-6). La correlación existente entre los resultados 

de los dos sistemas indica que los cambios realizados al pasar de un sistema a otro, tales como la 

matriz de reacción, pasar de 3 fases de aproximadamente 4 h a una sola fase de 1 h y el cambio de 

sustrato no afectan de forma significativa la inhibición causada por los diferentes PPs utilizados. De 

esta forma se puede decir que el análisis del efecto inhibitorio causado por PPs sobre la actividad de 

la lipasa pancreática mediante un sistema sencillo de soluciones modelo permitió obtener resultados 

comparables con los resultados en un sistema complejo de digestión in vitro.  

Sin embargo, es importante recordar que en soluciones modelo con las condiciones 

utilizadas no es posible analizar la estabilidad de la emulsión, la cual se realizó en el sistema de 

digestión in vitro, obteniendo información importante sobre la floculación y coalescencia de las gotas 

de lípido por la adición de PPs con diferentes características estructurales. 

4.1.5. El porqué de incluir un modelo matemático 

En el análisis de los resultados obtenidos en un sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo 

nos encontramos con una gran dificultad que consistió en entender las tendencias de inhibición 

causadas por los diferentes PPs y a su vez relacionarlas con sus PMs y GMs. Teniendo en cuenta 

que no se pretendía identificar cual PP presentaba una mayor inhibición de la actividad de la lipasa 

pancreática, sino cual es la contribución relativa del PM y GM de los PPs sobre la inhibición de la 

actividad de la lipasa pancreática, fue necesario dejar de lado los “individuos” y analizar los datos 

de PM y GM obtenidos para todos los PPs como dos variables independientes X1 y X2 que afectan la 

variabilidad de y la variable respuesta que podía ser el %FFA o el área de flóculo promedio o el 

tamaño de partícula antes o después del proceso de digestión o el % de actividad relativa obtenido 

en soluciones modelo.  

Para el análisis estadístico de la relación entre las variables independientes PM y GM de los 

PPs con diferentes variables respuesta (%FFA, área promedio del flóculo formado, tamaño de 

partícula antes y después de la digestión en un sistema de digestión in vitro  y al porcentaje de 

actividad relativa residual de la lipasa pancreática en soluciones modelo), se consideró el uso de dos 

posibles modelos matemáticos, un modelo de primer orden con dos variables y un modelo 

matemático completo de segundo orden.  
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La ecuación encontrada para el modelo de primer orden con dos variables fue:                           

𝑦 = 𝑎 + 𝑏𝑋1 + 𝑐𝑋2, donde a, b y c corresponden a los coeficientes de correlación dados por el modelo, 

X1 y X2 corresponden al PM y al GM de los PPs, respectivamente y y corresponde a las variables 

respuesta que se desean analizar. En el modelo de primer orden con dos variables se obtuvieron 

valores p menores a 0,05 indicando modelos estadísticamente significativos y valores de R-cuadrada 

menores a 52% indicando el porcentaje de explicación de la variabilidad de las variables respuesta 

analizadas. La ecuación y descripción del modelo matemático completo de segundo orden se 

encuentra en el capítulo 3 – sección 3-4. En este modelo se obtuvieron valores p menores a 0,05 

indicando modelos estadísticamente significativos y valores de R-cuadrada mayores a 52% 

indicando el porcentaje de explicación de la variabilidad de las variables respuesta analizadas. 

Aunque tanto en el modelo de segundo orden como en el modelo de primer orden se 

obtuvieron valores p menores a 0,05 indicando modelos significativos, el modelo de segundo orden 

proporcionó un mayor porcentaje de explicación a la variabilidad de las variables respuestas 

analizadas. Adicionalmente fue seleccionado debido que integra de forma general un posible 

comportamiento lineal y un comportamiento de segundo orden en una sola ecuación. 

El modelo matemático seleccionado permitió establecer relaciones entre el PM y el GM de 

los PPs y su capacidad para formar flóculos con su efecto inhibitorio de la actividad de la lipasa 

pancreática en un sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo como se mostró en los 

resultados del capítulo 3 - sección 3.5.4. 

4.1.6. Aportes de la investigación al estudio de la actividad de la lipasa 

pancreática y al estudio de los PPs como aditivos funcionales 

Esta investigación recopila una serie de detalles importantes acerca del análisis de la actividad de la 

lipasa pancreática en dos sistemas, en un sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo. La 

información experimental descrita acerca de los dos modelos puede servir como base a futuras 

investigaciones que requieran medir la actividad de la lipasa pancreática o evaluar el efecto 

inhibitorio causado por un componente sobre la actividad de la lipasa pancreática. 

Se logró establecer un rango para el PM y GM de los PPs que favorece la floculación y 

coalescencia de las emulsiones y que favorece la inhibición de la actividad de la lipasa pancreática 

tanto en soluciones modelo como en un sistema de digestión in vitro. PPs con PM menor a 230 kDa 

y GM mayor a 60% mol/mol según lo encontrado en esta investigación inhiben la actividad de la 

lipasa pancreática y por tanto podrían ser utilizados como aditivos funcionales en alimentos dirigidos 

a personas con obesidad o problemas de colesterol. De esta forma nuestra investigación da un paso 
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hacia adelante en la actual tendencia de diseñar alimentos que contribuyan al cuidado de la salud. 

4.1.7. El futuro de la investigación  

Esta investigación puede constituir un primer paso hacia el diseño de un alimento donde se utilice 

un PP con las mejores características estructurales encontradas, como un aditivo funcional. Esta idea 

da lugar a nuevos interrogantes como por ejemplo, cuál podría ser la mejor matriz alimenticia para 

el uso de un PP funcional, qué efectos puede tener la matriz alimenticia sobre las características 

funcionales del PP. 

En adelante se requiere entonces el diseño de alimentos adicionados con PPs que tengan PM 

menor a 230 kDa y GM mayor a 60% mol/mol. Realizar estudios en seres humanos para evaluar por 

ejemplo el contenido de colesterol total en sangre posterior al consumo del PP dentro de una matriz 

alimenticia siguiendo un diseño experimental que tenga en cuenta la dieta de los individuos, estado 

de salud y demás datos de importancia para identificar el efecto causado por el consumo del PP.  
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5.1. Conclusiones generales 

 

1. La inhibición de la actividad de la lipasa pancreática causada por los polisacáridos pécticos 

(PPs) depende de la relación entre su peso molecular (PM) y grado de metoxilaxión (GM). Se 

encontró que PPs con PM menor a 230 kDa y GM mayor a 60% mol/mol favorecen la inhibición 

de la actividad de la lipasa pancreática y a medida que aumenta el GM dentro del rango 

mencionado, aumenta la inhibición causada por el PP. 

 

2. En un sistema de digestión in vitro se pudo establecer que la adición de PPs produce fenómenos 

de inestabilidad de la emulsión como la floculación y coalescencia de las gotas de los lípidos. 

Se encontró que PPs con PM menor a 230 kDa y GM mayor a 60% mol/mol favorecen la 

formación de flóculos de mayor área promedio y a medida que aumenta el área de flóculo 

aumenta también la inhibición de la actividad de la lipasa pancreática, sin importar el tamaño 

de partícula de las gotas de lípidos individuales.  

 

3. De los seis PP analizados M (PP de manzana) presentó la mayor inhibición de la actividad de 

la lipasa pancreática M [PM de 209 kDa, GM de 73,7% (mol/mol)], en los dos sistemas 

evaluados. Las características estructurales de M se encuentran dentro de los rangos predichos 

por el modelo para PM y GM que favorecen la inhibición de la actividad de la lipasa pancreática. 

Mediante los resultados obtenidos se puede establecer que PPs con características dentro de los 

rangos predichos llegan a inhibir más de un 30% la actividad de la lipasa pancreática evaluada 

en dos sistemas, un sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo. 

 

4. Los PPs tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad de la lipasa pancreática, que puede ser 

analizado experimentalmente en un sistema de digestión in vitro y en soluciones modelo, con 

resultados estadísticamente iguales.  

 

5. Las mejores condiciones encontradas para la evaluación de la actividad de la lipasa pancreática 

en soluciones modelo son: El uso de triacetina como sustrato en una concentración de 250 mM 

y lipasa pancreática 5 g proteína/mL, preparadas en buffer Tris-HCl 200 mM (pH 7,4), con un 

tiempo de reacción de 60 min a 37 ºC y titulación potenciométrica con H2SO4 (5mM) hasta pH 

6,0.  
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6. Para la cuantificación de la inhibición causada por la adición de PPs en concentraciones entre 

100 a 500 µg/mL sobre la actividad de la lipasa pancreática en soluciones modelo se requiere 

de un medio emulsificado con adición de NaCl 150 mM, CaCl2 1 mM, Tween-20 100 g/mL y 

extracto biliar 3,5 mg/mL. 

 

7. El sistema en soluciones modelo constituye una metodología sencilla, de bajo costo que permite 

la evaluación rápida de la actividad de la lipasa pancreática o de su inhibición. Mientras que el 

sistema de digestión in vitro es un procedimiento complejo que requiere de costosos reactivos, 

pero que permite el análisis de otras variables que influencian la medida de la actividad de la 

lipasa pancreática y que no se pueden evaluar en soluciones modelo.  

 

 

 



Anexo A: Determinación del contenido de proteína 

en lipasa pancreática por el método Bradford 

modificado por Zor y Selinger (1996) 

Método utilizado para la determinación de proteína en lipasa 

pancreática comercial 

Para la determinación del contenido de proteína en la lipasa pancreática comercial 

se utilizó el método propuesto por Bradford y modificado por Zor y Selinger (1996) referido 

en el capítulo 2. Se tomaron 20 µL de una solución de lipasa comercial 120 µg/ml y se 

mezclaron con 500 µL de reactivo Bradford para la generación de color (Para 100 ml de 

reactivo se pesaron 10 mg de azul de Coomassie G-250 se disolvieron en 5 ml de etanol al 

95%, con la adición de 10 ml de ácido fosfórico). Se agitó en vortex durante 1 min y se dejó 

reposar por 20 min, posteriormente se leyó la absorbancia a 590/450 nm. Para la 

cuantificación de la proteína se realiza una curva de calibración con albumina de suero 

bovino con concentraciones entre 0 y 576 µg/ml. 

Resultados 

Se realiza el triplicado para los puntos de la curva de calibración, se gráfica la absorbancia 

en función de la concentración de albumina y se interpolan los valores de absorbancia obtenidos para 

la muestra. El valor de proteína obtenido para la muestra de lipasa comercial 120 µg/ml fue de 27 

± 4 % (p/p). 
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Figura 1-A. Curva de calibración de albumina. 
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