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Resumen

Los polisacaridos pécticos (PPs) son un tipo de fibra dietaria soluble, cuyo consumo puede
causar efectos inhibitorios sobre la actividad de enzimas digestivas como la a-amilasa, las proteasas
y la lipasa pancreatica. En esta investigacion se analizé el efecto de PPs con diferencias en sus pesos
moleculares (PM) y grados de metoxilacion (GM), sobre la actividad de la lipasa pancreatica en un
sistema estatico de digestion in vitro y en soluciones modelo. Con este fin, se seleccionaron PPs
disponibles en el mercado, obtenidos de frutos citricos y de manzana. Posteriormente, los PPs se
caracterizaron, obteniendo valores de contenido de acidos urénicos entre 59,1 a 79,7% (p/p), grados
de metoxilacion entre 30,9 a 73,7% (mol/mol), grados de acetilacion 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 nitrégeno total
entre 0,3y 1,6% (p/p). Se evaluo el efecto de los PPs caracterizados sobre la actividad enzimatica
de la lipasa pancreatica en un sistema estatico de digestion in vitro y en soluciones modelo.
Adicionalmente en un sistema de digestion in vitro se evalu6 la estabilidad de la emulsién mediante
la microestructura y el tamafio de particula promedio. Los resultados obtenidos en los dos sistemas
fueron evaluados mediante un modelo matematico completo de segundo orden que permitié
establecer que los PPs que tengan PM menor a 230 kDa y simultaneamente tengan GM mayor a
60% (mol/mol), favorecen la inhibicion de la actividad de la lipasa pancreética en los dos sistemas
y producen fendmenos de inestabilidad de la emulsién como la floculacion y coalescencia de las
gotas de los lipidos. A medida que aumenta el area promedio de fléculo aumenta también la
inhibicion, sin importar el tamafio de particula de las gotas de lipidos individuales.

En conclusion, el PM y GM de los PPs son pardmetros importantes que modifican el efecto
inhibitorio causado por los PPs y afectan la estabilidad de la emulsion. PPs con caracteristicas
estructurales dentro del rango de PM menor a 230 kDa y simultdneamente GM mayor a 60%
(mol/mol) llegan a inhibir mas de un 30% la actividad de la lipasa pancredtica evaluada en dos

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

Palabras clave: Polisacaridos pécticos, inhibicién enzimatica, lipasa pancreética, digestion, lipidos.



Abstract

Pectic polysaccharides (PPs) are a type of soluble dietary fiber capable of inhibiting the activity of
some digestive enzymes such as a-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 t0 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 metoxilacion de los polisacéridos pécticos
sobre la actividad enzimética de la lipasa pancreética.

Objetivos especificos

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

grado de metoxilacién.

Evaluar el efecto del peso molecular y del grado de metoxilacion de los polisacéaridos pécticos sobre

la actividad de la lipasa pancreética en soluciones modelo.

Evaluar el efecto del peso molecular y del grado de metoxilacion de los polisacéaridos pécticos sobre

la actividad de la lipasa pancreatica en un sistema de digestion in vitro.
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Capitulo 1

1. Introduccion general



2 Introduccién general

1.1 Generalidades

El consumo de fibra dietaria se asocia con la reduccién 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
gue tienen altos niveles de fibra dietaria, particularmente fibra dietaria soluble (Kris-Etherton, et al.,
2002). Los polisacaridos pécticos (PPs) son un tipo de fibra dietaria soluble que no puede ser digerida
en el tracto gastrointestinal debido a su resistencia a la accion hidrolitica 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 clinico (Martinez, Quintero, Gualdrén, & Velasco,
2011) realizado con 31 adultos entre 20 y 70 afios, clasificados en dos categorias de riesgo
cardiovascular (latente y alto). Estos adultos consumieron durante 15 dias pan o arepa (productos
comunes de consumo masivo en Colombia) enriquecidos con 5 6 10% (p/p) de PPs extraidos de
guayaba (Psidium guajava L.). En este estudio se evaluaron los niveles séricos de colesterol total
(CT), lipoproteinas de baja densidad (cLDL), lipoproteinas de alta densidad y triglicéridos, antes y
después de dicho consumo. En el estudio se encontrd una disminucion 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-Sanchez, y
Narvaez-Cuenca (2014) profundiza en la investigacion de la accién de los PPs sobre el proceso de
digestion de algunos nutrientes. En éste, se evalué en soluciones modelo, el efecto de la
concentracién y del grado de metoxilacion de los PPs de origen citrico sobre la actividad enzimética
de las enzimas digestivas: lipasa (E.C. 3.1.1.3), a-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 encontrd que la actividad
de la lipasa pancredtica fue la méas afectada por los PPs.

En un estudio posterior (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca,
& McClements, 2014) se analizé el impacto de fibras dietarias (PPs, quitosan y metil celulosa) sobre
las caracteristicas fisicoquimicas y la microestructura de lipidos emulsificados durante su paso a
través de un sistema de digestion simulada. En este estudio se concluyé que los PPs favorecen la
floculacion de las gotas de lipidos por un mecanismo de deplecion o fuerza de agotamiento. El
estudio indica también que la floculacién restringe la posibilidad de interaccion de la lipasa con la

superficie de las gotas de lipidos y por tanto reduce la hidrdlisis de los lipidos emulsificados.
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En los trabajos mencionados, tanto en sistemas de digestion in vitro como en soluciones
modelo se reporta el efecto de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreatica. Dicho efecto puede
variar teniendo en cuenta factores como el grado de esterificacion de los PPs (Espinal-Ruiz, Parada-
Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvaez-Cuenca, 2014). Ademas, 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 mas efectiva la accion digestiva de la lipasa por interacciones hidrofébicas PPs-
lipasa (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvaez-Cuenca, 2014). Por otro lado,
el aumento de la viscosidad de los fluidos gastrointestinales por accion de los PPs favorece la
floculacion de las gotas de lipidos emulsificados mediante un mecanismo de deplecion o fuerza de
agotamiento, inhibiendo procesos de digestion (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez,
Narvaez-Cuenca, & McClements, 2014; McClements, 2000). La viscosidad de preparaciones
causada por la presencia de PPs puede variar de acuerdo al grado de metoxilacion (GM), el peso
molecular (PM), el grado de ramificacién y la concentracion de los PPs utilizados (Ferreira, 2007).

Se sabe que los PPs de alto GM causan un mayor efecto inhibitorio sobre la lipasa
pancredtica que los PPs de bajo GM (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvaez-
Cuenca, 2014). Las investigaciones previas sugieren que el efecto inhibitorio puede depender,
ademas del GM, de otros factores tales como el PM y el grado de ramificacion, parametros que
también pueden afectar la viscosidad. Segun Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, y
McClements (2016) cuando aumenta simultaneamente GM y PM de los PPs se incrementa la
inhibicién causada sobre la actividad de la lipasa pancredtica. Sin embargo, no existe evidencia
cientifica para explicar el aporte relativo de cada una de dichas caracteristicas (PM y GM) al efecto
inhibitorio causado por PPs sobre la actividad de la lipasa pancreética. 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 pancreética en un sistema de digestion in vitro y en soluciones modelo.

Con el fin de aportar al desarrollo del objetivo planteado, a continuacion, se tratan tematicas
clave en el desarrollo de la investigacién tales como la definicion y caracteristicas de la fibra dietaria
dentro de la cual se ubican los PPs, la estructura de los PPs y sus caracteristicas funcionales. También
se presentan diferentes estrategias analiticas para caracterizar los PPs segin su PM, su contenido de
acidos urdnicos, y grados de acetilacion y metilacion. Ademas, se realiza una descripcion de las
caracteristicas generales de la lipasa pancreatica y de su andlisis en sistemas de digestion in-vitro.
Luego, se realiza una descripcion del efecto inhibitorio causado por los PPs sobre la actividad de la
lipasa pancredtica y finalmente se describe el uso de un modelo matematico en el anélisis de los

fendmenos experimentales observados.
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1.2 Fibradietaria

La fibra dietaria es un término que agrupa diferentes componentes quimicamente heterogéneos, de
dificil digestion (Hollmann, Themeier, Neese, & Lindhauer, 2013). Segun el Codex Alimentarius
(2008 y 2009) se definid la fibra dietaria como un conjunto de polimeros de carbohidratos con tres
0 més unidades monoméricas, cuya estructura no se hidroliza con las enzimas enddgenas en el
intestino delgado de los seres humanos y pertenecen a tres categorias: (1) la primera categoria 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 polimeros de carbohidratos,
obtenidos a partir de materia prima alimentaria por medios fisicos, enzimaticos o quimicos y que se
ha demostrado experimentalmente que tienen un efecto fisiolégico benéfico para la salud y (3) la
tercera hace referencia a los polimeros de carbohidratos sintéticos que se ha demostrado
experimentalmente que tienen un efecto fisioldgico benéfico para la salud (de Menezes, Giuntini,
Dan, Sarda, & Lajolo, 2013). Por otro lado, Hollmann, Themeier, Neese, y Lindhauer (2013) definen
la fibra dietaria presente en los alimentos con base en sus caracteristicas de solubilidad como se
muestra en la Figura 1-1.

Fibra Dietaria

1 1
| Almidon i i Fraccionesde | \  Fracciones de bajo i
i resistente ! ' peso molecular : ! peso molecular !
"""""""" i alto y medio ! | y grado de :
. . ., 1
L ' i polimerizacion >3 !
No soluble en No soluble en Soluble en Soluble en
aguay no aguay no aguay no aguay soluble
soluble en soluble en soluble en en etanol al
etanol al 78% etanol al 78% etanol al 78% 78%
Celulosa Pentosas solubles Fracciéndeinulina
Pentosas Pectinasoluble Fructooligosacaridos
Pectina B-glucanos Galactooligosacaridos
Lignina Carrageninas Maltodextrinas resistentes
Gomas Polidextrosas

Figura 1-1. Clasificacién 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 desempefia un papel importante en
la prevencion y tratamiento de enfermedades cronicas, tales como trastornos gastrointestinales,
obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares y cancer (Figuerola, Hurtado, Estévez, Chiffelle,
& Asenjo, 2005). La fibra dietaria promueve la reduccién de los niveles séricos de cLDL y CT
(Martinez, Quintero, Gualdron, & Velasco, 2011).

El interés de la presente investigacion 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
0 procesados o son adicionados como parte de la formulacion 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 descripcion 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 proporcion de unidades de acido galacturdnico (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).

Acidos pectinicos: Este término se utiliza para referirse a los acidos poligalacturénicos, que
contienen una cantidad significativa de metil ésteres (Worth, 1967).

Pectina: Hace referencia a los acidos pectinicos solubles en agua, que poseen diferentes grados de
metoxilacion (Worth, 1967).

Acidos pécticos: Este nombre se aplica a sustancias pécticas formadas en su mayoria por &cido
poligalacturénico, libre de grupos metil ésteres (Worth, 1967).

Los PPs ganan cada vez mas interés como posibles polisacaridos promotores de la salud,
debido a su funcionalidad fisioldgica. Los PPs mejoran la viscosidad gastrointestinal, inhiben la
digestién y la absorcién de nutrientes, regulan la actividad de la microbiota intestinal, promueven la
sensacion 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 accién inhibitoria causada por los

PPs con diferentes caracteristicas estructurales sobre la actividad de la lipasa pancreatica.

1.3 Los polisacaridos pécticos (PPs) y su estructura

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

fisioldgicos complejos asociados al crecimiento (Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 2009) y a la
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diferenciacion celular, determinando la rigidez del tejido vegetal (Fry, 1988). También intervienen
en los cambios de textura, firmeza y en la regulacién de la cohesion del tejido intercelular (Bartley,
1976; Massiot, Baron, & Drilleau, 1994). Los PPs participan en mecanismos de defensa de las
plantas contra los patégenos (Hahn, Darvill, & Albersheim, 1981; Voragen, Coenen, Verhoef, &
Schols, 2009). Por su naturaleza anidnica se considera que los PPs intervienen en la regulacion 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 acidos pécticos de acuerdo a su raiz griega “pectds”
(coagulado) (Braconnot, 1825). Los PPs son hetero-polisacaridos (polisacéaridos formados por
diferentes monosacaridos), 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 “region lisa” y la otra es la “region
densa”. La “region lisa” esta formada por residuos de GalA unidos por enlaces a-(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). Segun 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 “region lisa” (Figura 1-2) la cadena lineal de residuos de GalA se denomina
homogalacturonano (HG) y es la estructura mas frecuente presente en los PPs, en ocasiones puede
contener residuos de xilosa y recibe el nombre xilogalacturonano (XGA). Una segunda region en la
estructura de los PPs presenta ramificaciones y es denominada “region densa” (Figura 1-2), en la
cual se localizan la mayor parte de los azucares neutros tales como ramnosa (Rha) y arabinosa (Ara)
(Hilz, 2007; Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 2009).
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VI

\ Ay \

Region lisa Region densa

Figura 1-2. Esquema de la region lisa y la region densa presente en los polisacéridos pécticos. Tomado de
Pérez, Mazeau y du Penhoat (2000).

o—-D-GalAOMe o—-D-GalA2,30Ac

COOMe COOH

HO O HO O
OH OAc
OH OH
OH OAc

Figura 1-3. Representacion de la estructura del acido galacturénico metoxilado y acetilado. Metoxilaciones en
C-6 (a-D-GalAOMe) y acetilaciones en O-2 y O-3 (a-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, aungue la estructura quimica y la cantidad de estas unidades varian 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 “region
lisa” formada posiblemente por el HG y el XGA y una “region densa” constituida por el
Ramnogalacturonano | (RG 1) y el Ramnogalacturonano Il (RG 11), los cuales pueden presentar

sustituciones monomeéricas o poliméricas.
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El HG es una cadena lineal de residuos de GalA unidos por enlaces a-(1-4), descrito antes;
el XGA, es un HG sustituido en O-3 con monémeros de B-D-xilosa (Ralet, Lerouge, & Quéméner,
2009); el RG 1 esta formado por una cadena lineal de residuos de GalA y ramnosa (Rha) enlazados
siguiendo la forma [-2)-a-L-Rha-(1-4)-a-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 | (Schols & Voragen, 1996). La
proporcidn de unidades de ramnosa sustituidas depende de la muestra y varia entre 20 y 80%
(mol/mol) (Hilz, 2007; Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 2009). El Arabinano est4 formado por
una columna vertebral de unidades de a-L-arabinosa unidas con enlaces 1-5 y usualmente presenta
cadenas laterales de a-L-arabinosa. El Arabinogalactano | esta compuesto por una columna vertebral
de B-D-galactosas con enlaces (1-4) y presenta ramificaciones de residuos de -galactosa y o-L-
arabinosa. De otro lado, RG |1 contiene cuatro cadenas laterales diferentes con residuos de azucares
como apiosa, acido acerico, acido 3-desoxi-lixo-2-heptulosarico, &cido 3-desoxi-mano-2-
octulosénico, 2-O-metil xilosa y 2-O-metil fucosa (Hilz, 2007; VVoragen, Coenen, Verhoef, & Schols,
2009).

Homaogalacturonano Xilogalacturonano

Ramnogalacturonana |

A s il

Arabinogalactano |

Arabinogalactano |l

Arabinano

O oD-Gal @ oD-GalA v ol-Ace A < ol-Ara A o-l-Rha O a-D-Xyl
@ (-D-Gal O pD-GalA W p-D-Gic o B-D-Man o f-L-Ara 4 p-L-Rha & [D-Xyl
w olFue O ol-Ara 0 oeDKd ©3 oDGeA o OMethyl o O-Acetyl
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Figura 1-4. Representacion de la estructura de los componentes de los polisacaridos pécticos. Galactosa (Gal),
Fucosa (Fuc), Arabinosa (Ara), Apiosa (Api), Glucosa (Glc), acido 3-desoxi-manno-2-octulosénico (Kdo), acido
3-desoxi-lixo-2-heptulosérico (Dha), acido acérico (3-C-carboxi-5-desoxi-L-xilosa, AceA), Manosa (Man), acido
glucurdnico (GlcA), acido galacturénico (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 mas importante del HG, XGA, RG | y RG
I1. Por tal razon, el analsis del contenido de GalA presente en una muestra de PPs es un parametro
importante dentro de la caracterizacion de los PPs. La estimacion del contenido de GalA en una
muestra de PPs se realiza utilizando métodos para la cuantificacién de acidos urénicos. La estimacion
de 4cidos uronicos incluye el acido glucurdnico y GalA. El contenido de &cidos urdnicos en PPs
comerciales se utiliza como un indicador de calidad y debe estar por encima del 65% (p/p) (May,
1997).

Ademas del GM vy acetilacion de un PP y del contenido de 4cidos urénicos (CAU), otro
parametro importante en su caracterizacion es la distribucion del PM. EI PM de los PPs puede variar
dentro de una misma fuente, no sélo debido al estado fisiol6gico de la fuente vegetal sino también
como consecuencia del método de extraccion utilizado y del método utilizado para su medida. PPs
que contengan entre 100 y 1000 unidades de sacéridos en la configuracion de su cadena tendran un
peso molecular promedio entre 50.000 y 150.000 Da (Sriamornsak, 2003). En la literatura se
encuentran reportes de la distribucion del PM de PPs comerciales y extraidos en trabajos de
investigacion: 962 kDa para PP extraido 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
limon (Adetunji, Adekunle, Orsat, & Raghavan, 2017; Fishman, Chau, Hoagland, & Hotchkiss,
2006), entre 130 a 181 kDa para PPs citricos comerciales, 148 kDa de PP de curuba (Passiflora
tripartita var. Mollisima) (Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, & McClements, 2016)
y 245 kDa en PP de manzana comercializada por Sigma-Aldrich (Kermani, Shpigelman, Pham, Van
Loey, & Hendrickx, 2015).

1.4 Estrategias analiticas para caracterizar los PPs

Los PPs presentan caracteristicas estructurales diversas que pueden variar dependiendo de la matriz
vegetal de origen (\VVoragen, Coenen, Verhoef, & Schols, 2009). Los PPs pueden ser caracterizados
de acuerdo a la distribucion del PM, CAU, GM vy el grado de acetilacion (GA). Para la seleccion de
las metodologias analiticas utilizadas se suele tener en cuenta aspectos como: La practicidad
experimental en funcién del tiempo de analisis, los equipos y materiales disponibles, la exactitud y
la precision de los métodos.

Medida de peso molecular: En el caso de la determinacion de la distribucion del PM de los PPs se
presenta polidispersion. La polidispersion hace referencia a la presencia de especies que varian en

su PM vy la asociacion del polisacarido consigo mismo, particularmente a altas concentraciones.
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Algunos de los métodos utilizados para la determinacion del PM de polisacéridos son:

Osmometria. La medicién de la presion osmotica es sencilla, esta técnica permite obtener
un valor promedio del PM de un polisacérido. Este método es adecuado para la determinacion de
polisacéridos con pesos moleculares menores a 500 kDa, limitando su uso para la determinacion de
PPs de mayor PM (Harding, Varum, Stokke, & Smidsrgd, 1991).

Viscosimetria. Es un método sensible ampliamente utilizado ya que puede ser realizado de
forma simple sin instrumentacion costosa. Para la determinacion de la masa molecular se puede
utilizar la ecuacién de Mark— Houwink—Sakurada (de la Paz, Pérez, Fernandez, Lopez, Nogueira,
Paneque, et al., 2013; Harding, Varum, Stokke, & Smidsrgd, 1991). La viscosidad en PPs ademas
del peso molecular es también afectada por la forma, concentracion, pH y fuerza ionica del PPs (Kar
& Arslan, 1999). La estructura compleja de los PPs (Sesion 1.2) afecta la medida de la viscosidad
del PPs y por tanto la relacion de calculo del PM.

Dispersion estatica de luz. También conocido como método clasico de dispersion de luz.
Este método consiste en hacer incidir un haz de luz de una longitud de onda, A, sobre una solucién
del polisacarido. La luz se dispersa en proporcion directa al promedio de la masa molecular del
polisacarido. Esta técnica permite medir las dimensiones de las moléculas sin una hipétesis previa
de la forma de la molécula y es un método absoluto, a diferencia de la viscosimetria y cromatografia
de exclusién por tamafio que requieren calibracion. La principal dificultad en el método es la
necesidad de soluciones de alta calidad libres de polvo y agregados (Harding, Varum, Stokke, &
Smidsrad, 1991).

Cromatografia de exclusion por tamafio. El método cromatogréfico para la determinacion
de los pesos moleculares es rapido, reproducible y sencillo en comparacion con los métodos de
dispersidn estatica de luz y osmometria. Sin embargo, es importante determinar que el mecanismo
de separacion sea por el tamafio de las moléculas y no por la carga. Para la determinacion del PM se
requiere realizar una curva de calibracion con un estandar adecuado o el uso de una deteccion
absoluta del peso molecular como por ejemplo dispersién de luz. Algunos de los estandares mas
utilizados son los dextranos y pululanos (Houben, Jolie, Fraeye, Van Loey, & Hendrickx, 2011;
Ottay, Varum, Christensen, Anthonsen, & Smidsrad, 1996).

Medida de acidos urénicos: La determinacion del CAU se realiza cominmente por métodos
colorimétricos con acido sulfarico. Estos métodos son simples, rapidos y econémicos (Blumenkrantz
& Asboe-Hansen, 1973). Algunos de los compuestos cromogenos utilizados son el carbazol (Bitter
& Muir, 1962), el 3,5-dimetilfenol (Scott, 1979) y el m-hidroxidifenil (Blumenkrantz & Ashoe-

Hansen, 1973). ElI 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 concentracion de
acido sulfurico, el tiempo y temperatura de reaccion, tienen un mayor efecto sobre la sensibilidad y
precision del método de cuantificacion del CAU que el tipo de cromogeno utilizado (Yapo, 2012).
Medida de grados de metoxilacion y acetilacion: Ademas del PM y CAU, otro pardmetro
importante para definir las caracteristicas 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 cromatograficos.

Dentro de los métodos cromatograficos se encuentra el propuesto por Levigne, Thomas,
Ralet, Quemener, y Thibault (2002). Estos autores proponen la determinacion simultanea de los
grados de metoxilacion y acetilacién de PPs mediante una saponificacion con NaOH en un medio
heterogéneo seguido de la separacién del metanol y del acido acético, en una columna C18, deteccién
por indice de refraccion y su posterior cuantificacion por el método de estandar interno. Por otro
lado, Voragen, Schols, y Pilnik (1986) proponen la determinacién simultanea de los grados de
metoxilacion y acetilacién de PPs, utilizando una resina de intercambio catiénico en la forma
protonada, previa saponificacion de las muestras, deteccion con indice de refraccion y cuantificacion
por el método de estandar externo.

Es comun también la determinacion del grado de esterificacion (metilacion o metoxilacion)
por métodos volumétricos. En este caso se define el grado de metoxilacion como la relacion entre
los carboxilos de acidos urénicos esterificados / carboxilos totales de acidos urénicos por 100, donde
los carboxilos totales corresponden a la suma de las unidades de carboxilos libres mas las unidades

de carboxilos metoxilados (Ferreira, 2007).

1.5 Lipasa pancreatica

Las lipasas o triacilglicerol hidrolasas son un grupo de enzimas con multiples 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 acidos grasos) a acidos grasos
libres y monoacil glicerol, adicionalmente pueden catalizar reacciones de esterificacion,
interesterificacion, acidélisis, alcohdlisis y amindlisis (Hasan, Shah, & Hameed, 2009).

El nimero 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 formacién 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 (Helistd & Korpela, 1998).
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Las lipasas son enzimas importantes para la digestion de los lipidos en los seres humanos.
Los seres humanos poseen lipasas linguales segregadas en la boca, las cuales son importantes en la
digestidn de los lipidos en el caso de los infantes y pierden su protagonismo en la edad adulta. La
digestion apreciable de los lipidos emulsificados consumidos en la dieta comienza en el estbmago,
por la accion de la lipasa gastrica tipicamente presente en concentraciones entre 0,5y 1 uM. La
digestién completa de los lipidos emulsificados se da en el intestino delgado debido a la presencia
de la lipasa pancredtica, responsable de convertir triacilglicelores en diacilgliceroles,

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

1.6 Digestion in vitro

Los sistemas estaticos de digestion in vitro han sido utilizados para el andlisis de la digestion de los
lipidos emulsificados. Un sistema de digestion in vitro para el analisis de lipidos incluye tres fases:
oral, gastrica e intestinal (Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, & McClements, 2016).
No se incluye una fase para el intestino grueso puesto que la digestién completa de los lipidos termina
en el intestino delgado (Carey, Small, & Bliss, 1983). En cada una de las fases se busca imitar las
condiciones fisioldgicas de un sistema in vivo, tales como la presencia de enzimas digestivas y sus
concentraciones, pH, tiempo de digestion, cantidad y concentracion de sales, entre otros factores
(Minekus, Alminger, Alvito, Ballance, Bohn, Bourlieu, et al., 2014).

Previo al sistema de digestion in vitro se realiza el proceso de emulsificacién de los lipidos.
Este proceso consiste en convertir los glébulos de grasa o gotas grandes de grasa en gotas pequefias
y estables (Montenegro & Lozano, 1999), factor importante para obtener un sistema estable y
reproducible de la digestion de lipidos emulsificados. Para generar emulsiones de aceite en agua
estables se pueden emplear diferentes tipos de homogenizacion dependiendo del tamafio de particula
gue se desee obtener. La mezcla inicial de los dos componentes inmiscibles se conoce como
homogenizacion primaria que se puede realizar mediante el uso de procesadores de alimentos con
velocidades de agitacion inferiores a 2000 rpm. Posteriormente, se realiza una homogenizacion
secundaria que permite obtener emulsiones con tamafios de particula inferiores a 500 pm
(McClements, 2015).

Segun Minekus, et al. (2014), el sistema de digestion in vitro inicia con la fase oral donde se
simula la masticacién y accion de la saliva, que puede afectar la textura de los alimentos dando lugar
a la formacion del bolo. Dentro de los componentes de la saliva humana se encuentran: 99,5 % (p/v)

de agua y el porcentaje restante de proteinas y electrolitos. Dentro de las principales proteinas se
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encuentran: o-amilasa y mucinas. La a-amilasa salival es inactivada en el estdmago; esta enzima no
suele utilizarse para la simulacion de la digestién de las proteinas y las grasas puesto que su mayor
efecto digestivo se observa sobre el almidon. Por su parte, las mucinas afectan principalmente la
viscosidad y adhesion del bolo.

Posteriormente, se encuentra la fase gastrica donde el bolo alimenticio, proveniente de la
fase oral, se mezcla con acido clorhidrico y enzimas como la pepsina, que es la Unica enzima
proteolitica en el estbmago humano, y la lipasa gastrica que tiene una muy baja actividad (10-120
unidades/mL), comparada con la lipasa en el tracto duodenal (80-7000 unidades/mL). Las lipasas
gastricas disponibles en el mercado suelen tener actividades diferentes a las requeridas por lo que no
suelen incluirse lipasas gastricas en los protocolos de digestion in vitro (Minekus, et al., 2014).

Finalmente, en la digestion in vitro de los lipidos emulsificados se encuentra la fase
intestinal. Los componentes mas importantes dentro de esta fase son las enzimas pancreaticas y las
sales biliares. El propdsito experimental define la composicion de esta fase: si el estudio se enfoca
exclusivamente en lipidos sélo se utilizan lipasas, generalmente lipasa pancreética bovina o porcina.
Esta enzima hidroliza la mayor parte de los triacilglicéridos de cadena larga dando lugar a
diacilcliceroles, monoacilglicéridos y acidos grasos libres (McClements & Li, 2010; Montenegro &
Lozano, 1999). Otro componente importante para la simulacién de la digestién de los lipidos son las
sales biliares, Utiles en el transporte de productos de la lipdlisis.

Segun lo propuesto por McClements y Li (2010) algunos de los parametros importantes en
un sistema de digestién in vitro que permita analizar el proceso de digestion de lipidos emulsificados
son: (1) El pH en el medio acuoso que rodea las gotas de los lipidos en su paso a través del tracto
gastrointestinal (TGI). Este parametro afecta las caracteristicas fisicoquimicas del TGI. En la boca
el pH es aproximadamente 7,0, en el estdmago 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 extension de la
digestion de los lipidos emulsificados. (2) El tipo y concentracion de iones alrededor de las gotas de
los lipidos emulsificados. Este segundo parametro puede afectar las interacciones electrostéaticas. (3)
La capacidad de las enzimas digestivas presentes en la boca, estémago, intestino delgado y colon.
Este parametro afecta la digestibilidad de los nutrientes. (4) Los componentes activos de superficie
que pueden ser de tipo enddgeno como por ejemplo las proteinas, péptidos, fosfolipidos y sales
biliares, o de tipo exdgeno como los tensioactivos e internamente generados como lo productos de
digestion de lipidos y proteinas. Este parametro es importante en la solubilizacion de productos de
la digestion de lipidos (acidos grasos libres y monoacilgliceridos). (5) Los perfiles de flujo y fuerzas

mecanicas. Este parametro presenta influencia sobre la digestion de los nutrientes.
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1.7 Efecto inhibitorio de los polisacaridos pécticos sobre la lipasa

pancreatica

Se sabe que los PPs reducen apreciablemente la velocidad y cantidad de lipidos hidrolizados,
siguiendo un mecanismo de floculacién por deplecién o fuerza de agotamiento (Espinal-Ruiz,
Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, & McClements, 2016) (Figura 1-5). Un mecanismo de
floculacion por deplecidn se presenta en una dispersidén cuando un polimero es excluido del espacio
entre dos particulas que se aproximan, debido a su gran tamafio, y la presién osmética resultante
logra que las particulas formen floculos. Algunas caracteristicas que favorecen la floculacion
causada por PPs son el peso molecular y la densidad de carga (Dobias & Stechemesser, 2005). Dicho
efecto de floculacion causado por PPs sobre las gotas de lipidos reduce la capacidad de la lipasa
pancreatica para interactuar con la superficie de las gotas de lipidos, inhibiendo la hidrolisis de los
triacilglicéridos  (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, Narvéez-Cuenca, &
McClements, 2014).

Si bien los PPs afectan la estabilidad de la emulsion, como se mencion6 en el pérrafo
anterior, éstos pueden afectar la actividad de la lipasa pancreatica siguiendo un mecanismo cinético
de inhibicion no competitiva (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvédez-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).
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Figura 1-5. Representacion esquematica de la inhibicién causada por polisacaridos pécticos sobre la digestion
de las gotas de lipidos. (a) Las gotitas de lipidos en emulsion de aceite/agua; (b) la digestién de gotitas de
lipidos por la lipasa; (c) los polisacéaridos atrapan en su estructura las gotas de los lipidos causando una
disminucion en la velocidad de digestion (actividad enzimatica 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-Sanchez,
Narvaez-Cuenca, y McClements (2014).
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Figura 1-6. Representacion esquematica de la interaccion inhibitoria no competitiva en una enzima. El sustrato
(S) interactiia 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 (El) o puede formarse un
complejo enzima-sustrato-inhibidor (ESI). Tomado de Copeland (2004).

El efecto de los PPs sobre el proceso de digestion de los lipidos depende de sus
caracteristicas estructurales tales como el grado de esterificacion (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso,
Restrepo-Sanchez, & Narvéez-Cuenca, 2014) y quizas del peso molecular, factores que afectan
también la viscosidad (McClements, 2000).

El grado de metoxilacion de los PPs es un parametro determinante en su funcionalidad,
puesto que afecta el comportamiento fisicoquimico del PP. Por ejemplo, la presencia de grupos
metil-ester indica una menor polaridad de los PPs, esto debido a la neutralizacion de las cargas
negativas de los grupos carboxilo libres, aumentando su hidrofobicidad y por tanto su interaccion
con componentes hidrofébicos favoreciendo su capacidad de inhibicion de enzimas (Espinal-Ruiz,
Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvaez-Cuenca, 2014).

Los PPs de alto metoxilo, es decir que tienen mas del 50% (mol/mol) de los grupos carboxilo
del GalA metil-esterificados, presentan una menor polaridad y mayor hidrofobicidad (Espinal-Ruiz,
Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvaez-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 caracteristicas estructurales de los PPs de alto metoxilo, que favorecen su
comportamiento hidrofobico (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca,
& McClements, 2014; Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, & McClements, 2016;
McClements, 2006), y la presencia de un gran nimero de residuos hidrofébicos en la estructura de
la lipasa (fenilalanina, triptéfano, histidina, tirosina, alanina, isoleucina, leucina, valina, prolina y
glicina) puede dar lugar a fuerzas intermoleculares no covalentes en la interaccion lipasa-PPs
promoviendo un efecto inhibitorio de los PPs sobre la accion digestiva de la lipasa (Espinal-Ruiz,

Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvédez-Cuenca, 2014).
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1.8 Modelo matematico

Los datos producto de una investigacion no tienen un significado en si mismos, adquieren un
significado cuando se relacionan mediante un modelo que permite analizar el fenémeno estadistico
(Box, Hunter, & Munter, 1993). Los modelos matematicos constituyen una herramienta Gtil para
describir, explicar y predecir fendmenos y procesos en el estudio de problemas en diferentes areas
del conocimiento. Dependiendo del fenémeno analizado los modelos se pueden clasificar en dos:

Modelos tedricos o mecanicistas: Utiles cuando el fendmeno estudiado ya ha sido
analizado previamente y los conocimientos frente a este permiten describirlo a partir de
consideraciones teéricas. En este caso las apreciaciones del fenémeno se realizan a partir de las
teorias mecanicistas que se conoce gobiernan el proceso. Los modelos tedricos pretenden conducir
a la forma mas correcta de la funcion ( f) y explicar por qué las variables afectan a la respuesta
(Box, Hunter, & Munter, 1993).

Modelos empiricos: Cuando no se conoce a fondo el mecanismo que gobierna un fenémeno
o dicho fenébmeno es demasiado complicado para describirlo con un modelo generado a través de
consideraciones teoricas. La mejor opcion es un modelo empirico donde es posible obtener una
respuesta aproximada en una region de interés. El modelo empirico 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 matematico empirico 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 caracteristicas de las relaciones entre los componentes analizados, que
de otra manera no se podrian evidenciar (Montesinos-L6pez & Hernandez-Suéarez, 2007).

Una posible dificultad en el desarrollo del modelo empirico es considerar el grado de
dificultad que deberia tener el modelo, el cual debe reflejar al menos aproximadamente, la verdadera
naturaleza de la relacion entre la variable dependiente y la o las variables independientes
(Mendenhall, 1997). Por lo anterior, es comun 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 constatacion de diferentes posibilidades de simplificacion a través de una inspeccion
visual de los resultados o a través de un analisis numérico. Se puede usar un namero infinito de
funciones diferentes para modelar el valor medio de la variable de respuesta y como f de una o0 mas
variables independientes. Por tal razon, Mendenhall (1997) propone la clasificacion de algunos
posibles modelos que pueden ser utilizados en el tratamiento de datos experimentales segun el

namero 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 comun utilizar una expresion polinémica como:
E(y) = By + Byx + Byx* 4 B3x® + - + Byx?
Donde p esunenteroy Bo, By, ....... By son parametros a estimar.

Si se trata de un modelo de primer orden (linea 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) = By + B1x
Donde B, corresponde a la ordenada al origen, es decir el valor de E(y) cuando x = 0. B; corresponde
a la pendiente de la linea, 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 (cuadratico) con una variable
independiente, en el que se describe una parabola que se abre hacia abajo o hacia arriba. Se expresa
como:

E(y) = By + Byx + B,x?
Donde B, corresponde a la ordenada al origen, es decir el valor de E(y) cuando x = 0. B; corresponde
al desplazamiento de la parabola y B; al grado de curvatura.

Adicionalmente, se encuentra el modelo de tercer orden con una variable independiente,
atil cuando se presentan inversiones de la curvatura produciendo un pico y un valle. Se expresa
como:

E(y) = By + Byx + Byx? + B3x3
Donde B, corresponde a la ordenada al origen, es decir el valor de E(y) cuando x = 0. By corresponde
al desplazamiento de la parabola, B, al grado de curvatura y Bs controla la tasa de inversién de la
curvatura de la curva.

De los tres modelos mencionados de primer, segundo y tercer orden con una variable
independiente el mas utilizado es el de segundo orden, debido a que las relaciones funcionales en la
naturaleza suelen ser curvilineas.

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 continuacion, se describen Unicamente 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) = By + B1x1 + Byx;
Donde By corresponde a la ordenada al origen de una superficie plana, es decir el valor de E(y)
cuando x; = X2 = 0. By corresponde al cambio de E(y) por un incremento unitario de x: cuando x»
permanece constante. B, corresponde al cambio de E(y) por un incremento unitario de X, cuando x:
permanece constante.

En general un modelo de primer orden que representa la relacion entre E(y) con dos variables
independientes cuantitativas x; y Xz 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 “relacion o interaccion” entre las variables X1 Yy 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

Xz) .

X2

Figura 1-7. Representacion 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 interaccion de segundo orden con dos variables

independientes. Se expresa como:

E(y) = By + Byx1 + Byx; + B3x1x,
Donde By corresponde a la ordenada al origen de una superficie plana, es decir el valor de E(y)
cuando x; = X2 = 0. Este modelo se representa mediante una superficie cuadriculada en un espacio
tridimensional (Figura 1-8). B1y B, corresponden al desplazamiento de la superficie cuadriculada a
lo largo de los ejes x1 y Xo. B corresponde a la tasa de torsion de la superficie cuadriculada.

En este modelo de interaccion de segundo orden con dos variables independientes se tienen
en cuenta las interacciones entre las variables independientes (xi1, X2). Esta consideracion permite
evaluar de manera adecuada la verdadera relacion existente entre E(y) y X1 Y X2, evitando errores por
el analisis independiente de las relaciones de E(y) y cada una de las variables de un conjunto de

variables independientes.

X1

0

Figura 1-8. Representacién de una superficie de respuesta para un modelo de interaccion 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) = By + Byxy + Byxy + B3x;x, + Byx? + Bsx3

Donde By corresponde a la ordenada al origen de una superficie plana, es decir el valor de
E(y) cuando x1 = X2 = 0. B1y B> corresponde al desplazamiento de la superficie cuadriculada a lo
largo de los ejes x1 y X2. B3 corresponde a la rotacién de la superficie. Bsy Bs corresponden al tipo
de superficie y las tasas de curvatura. Pueden obtenerse tres tipos de superficies con este modelo
(Figura 1-9): Con B3 < 4B, Bs, se produce una superficie con forma de paraboloide, el paraboloide
se abre hacia arriba si B, + Bs > 0 (Figura 1-9, A) y se abre hacia abajo si B, + Bs < 0 (Figura 1-
9, B) y con BZ > 4B, Bs 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 eleccién para relacionar y con x, puesto que permite evaluar las interacciones
entre las variables independientes y el comportamiento curvilineo de la relacién existente entre E(y)
Y X1 Y X2. Constituye una versién tridimensional del modelo de segundo orden planteado para una
sola variable independiente.

Por otro lado, en la construccién de un modelo para describir una variable respuesta y es
necesario seleccionar los términos importantes que se deben incluir y asi estimar la significancia
estadistica del modelo seleccionado (Mendenhall, 1997). Con este fin, es comin el uso de un analisis
de regresion, que puede ser aplicado siempre que se tenga una sola variable dependiente cuantitativa
y varias variables independientes (de Jong, 1999). Se evallan una a una las variables independientes
con el fin de establecer el efecto de cada una de ellas sobre E(y). El conocimiento teérico de las
variables independientes es importante para decidir su aporte al modelo, la adicién o eliminacion 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 disefio y evaluacion del modelo matematico es importante buscar una forma
adecuada para la presentacion de la informacion obtenida. Una forma de representar un modelo de
segundo orden con dos variables independientes son las graficas mostradas en las Figuras 1-8
(modelo de interaccion) y 1-9 (modelo completo). Una forma mas sencilla para la representacion del
modelo completo de segundo orden con dos variables son las graficas de contorno, que son graficas
de superficie vistas desde arriba, que muestran la relacion tridimensional en dos dimensiones
(Figura 1-10). En las gréficas de contorno las lineas representan la respuesta predicha a partir del
modelo estadistico a diferentes valores de las variables independientes en los ejes x - y. Los graficos

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 dptimos para las variables independientes (Alsarra, Betigeri,
Zhang, Evans, & Neau, 2002).

E) E(y)

X2

Figura 1-9. Representacion de las superficies de respuesta para un modelo completo de interaccion 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).
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Figura 1-10. Representacion de una gréfica de contornos donde las lineas representan la respuesta predicha
y presenta una magnitud dada a partir del modelo estadistico a diferentes valores de las variables
independientes en los ejes x1 — x2. Tomado de capitulo 3 (Seccion 3.5.3).
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1.9 Justificacion y descripcion de esta tesis

Los tratamientos convencionales para el control de la obesidad se basan generalmente en estrategias
para controlar el consumo de calorias, sin embargo, la eficacia a largo plazo de estos tratamientos es
limitada (Makris & Foster, 2011). Por otro lado, la propuesta de una reduccion de la absorcién 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 pancreética y
constituyen un componente importante de investigacién como posible aditivo o alimento funcional.
Por lo anterior en el presente estudio se hace uso de ensayos en un sistema de digestién in vitro y en
soluciones modelo para el andlisis del efecto inhibitorio causado por los PPs sobre la actividad de la
lipasa pancredtica.

Hasta el momento se sabe que en soluciones modelo el efecto inhibitorio de los PPs aumenta
al incrementar el grado de metoxilacion del PPs (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez,
& Narvéez-Cuenca, 2014). Adicionalmente, en sistemas de digestion in vitro ha sido reportado que
la inhibicion causada por PPs es mayor cuando aumenta simultaneamente el peso molecular y el
grado de metoxilacion de los PPs (Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvédez-Cuenca, &
McClements, 2016). Sin embargo, aun se desconoce la contribucion relativa de cada una de estas
caracteristicas estructurales (peso molecular y grado de metoxilacion) del PPs al efecto inhibitorio
causado sobre la actividad de la lipasa pancreética. Por tal razdn, el objetivo principal de la presente
investigacion es determinar el efecto de PPs con diferentes pesos moleculares y diferentes grados de
metoxilacion sobre la actividad enzimatica de la lipasa pancreatica.

En el capitulo 2 se presenta la evaluacién de las condiciones para la cuantificacion de la
actividad de la lipasa pancreatica en soluciones modelo. En el capitulo 3 se describe el efecto de la
adicion de PPs, con diferentes caracteristicas estructurales, sobre la microestructura y el tamafio de
particula de emulsiones aceite/agua y su efecto sobre la actividad de la lipasa pancreatica en un
sistema estatico de digestion in vitro y se presenta el efecto de los PPs sobre la actividad de la lipasa
pancreatica en soluciones modelo. En el capitulo 4 se hace una discusién general, se presentan las
implicaciones de los resultados encontrados en esta tesis y en el capitulo 5 se exponen las

conclusiones generales de la investigacion.
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2.1. Resumen

En este capitulo se describe un método de titulacion potenciométrico modificado para la
cuantificacion de la actividad de la lipasa pancreéatica. Se evaluaron algunos parametros, como pH'y
concentracién del buffer, concentracion de enzima, tiempo de reaccion, entre otros, con el fin de
garantizar un sistema de reaccién sensible, preciso y procurar un menor error en las medidas. Se
encontrd que las mejores condiciones para la cuantificacion de la actividad de la lipasa pancreatica
son: Concentracion de buffer Tris-HCI igual o0 mayor a 200 mM (pH 7,4), concentracion de enzima
5 ug proteina/mL, tiempo de reaccion de 60 min a 37 °C y titulacién potenciométrica con H,SO4
hasta pH 6,0. Adicionalmente, si la mezcla de reaccion enzimatica contiene polisacaridos pécticos
(PPs) se requiere, ademas de las condiciones antes mencionadas, un medio emulsificado (NaCl 150
mM, CaCl, 1 mM, Tween-20 100 pg/mL y extracto biliar 3,5 mg/mL), que permite evaluar el efecto
de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreética.

Palabras clave: Actividad enzimatica, triacetina, lipasa pancredtica, inhibicién enzimatica.

2.2. Introduccion

De acuerdo con lo reportado por Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, y Narvéez-
Cuenca (2014), en soluciones modelo, los polisacéridos pécticos (PPs) causan una inhibicion no
competitiva de la lipasa pancreética. En el trabajo mencionado se indica que el poder inhibitorio de
los PPs aumenta al incrementar el grado de metoxilacidn. Esta inhibicion no sélo ha sido demostrada
en soluciones modelo sino también en sistemas de digestion simulada (Espinal-Ruiz, Parada-
Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvaez-Cuenca, 2014; Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvaez-
Cuenca, & McClements, 2016). Hasta el momento se conoce, en sistemas de digestion in vitro, que
el efecto inhibitorio causado por los PPs sobre la actividad de lipasa es mayor conforme aumenta de
manera simultanea su peso molecular (PM) y grado de metoxilacion (GM) (Espinal-Ruiz, Restrepo-
Sanchez, Narvaez-Cuenca, & McClements, 2016) y también se sabe, en soluciones modelo, que a
mayor grado de metoxilacion hay mayor inhibicion (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-
Sanchez, & Narvaez-Cuenca, 2014). Sin embargo, ain no se ha estudiado la contribucion relativa de
estos dos parametros (PM y GM) en la inhibicién total de la lipasa pancreatica.

Con el fin de evaluar en soluciones modelo el efecto causado por la adicion de PPs sobre la
actividad de la lipasa pancreética es necesario un método preciso, sensible y exacto. La actividad de

las lipasas se puede cuantificar utilizando diferentes métodos de analisis: titulométricos,
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colorimétricos, cromatogréaficos, entre otros (Hasan, Shah, & Hameed, 2009; Xu, Liu, Miao, Zhou,
& Gao, 2014). En la seleccion del método méas adecuado para evaluar la actividad de una enzima se
deben tener en cuenta, ademas de la precision, 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 investigacién se describid el empleo de un método espectrofotométrico
en el que se utilizé palmitato de p-nitrofenilo como sustrato para medir la actividad de lipasa
pancreatica (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvéez-Cuenca, 2014). Este
método es rapido y facil de aplicar; sin embargo, emplea un sustrato que se aleja de la identidad
guimica 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; Romén; Xu, Liu, Miao, Zhou, & Gao,
2014; X. Xu, 2000). La triacetina se hidroliza a &cido acético y monoacetilglicérido por accién de la
lipasa pancredtica que presenta una regio especificidad a las posiciones 1, 3 del triacilglicérido (s~ -
1, 3) (Benito-Gallo, et al., 2015; Roman; Xu, Liu, Miao, Zhou, & Gao, 2014; X. Xu, 2000). La
concentracién de acido acético generado se puede evaluar por titulacion acido-base (Hasan, Shah, &
Hameed, 2009).

Para garantizar la sensibilidad, precisién y exactitud del método de medida de actividad
enzimaética es importante evaluar el pH 6ptimo para la reaccion enzimatica (Xu, Liu, Miao, Zhou, &
Gao, 2014) y la concentracién del buffer con el fin de evitar la disminucién del pH debida a la
produccién de &cido 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 reaccién,
el intervalo de concentracion de sustrato utilizado (Copeland, 2004) y el pH seleccionado como
punto final de la valoracion en el caso de titulacion potenciométrica (Xu, Liu, Miao, Zhou, & Gao,
2014).

Esta tesis involucra la evaluacion del efecto del PM y GM de ciertos PPs sobre la actividad
de lipasa pancredtica. Garantizar una medida sensible, precisa y exacta de la actividad enzimatica de
la lipasa pancredtica, permite evaluar el efecto de los PPs sobre dicha actividad sin errores causados
por la inestabilidad de la enzima dentro del sistema de reaccion. Por lo anterior, el objetivo del
presente capitulo fue encontrar unas condiciones adecuadas para la cuantificacion de la actividad de
la lipasa pancredtica porcina tipo Il (E.C. 3.1.1.3) en soluciones modelo empleando triacetina como

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

2.3.1. Reactivos

La triacetina 99% (p/p) se adquirié de Pfaltz & Bauer (Stanford, CT, USA) y la lipasa
pancredtica porcina tipo 1l (30-90 U/mg proteina) fue comprada a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO
USA). Una unidad de actividad enzimatica (U), corresponde a 1,0 umol de &cido acético generado
a partir de la hidrolisis de triacetina/min a pH 7,4 a 37 °C. Una muestra de PP citrico comercial fue
proporcionada por CIMPA (Bogota DC, Colombia) (C1). EI Tween®20 fue adquirido de Panreac
Quimica SA (Pamplona, Espafia). Los otros reactivos fueron obtenidos de J.T. Baker® (Center
Valley, CA, USA).

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

medida de actividad

En la cuantificacion de la actividad de la lipasa pancreética 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 evalud la precision y la estabilidad del
pH del sistema de reaccion. La evaluacién de la estabilidad del pH de reaccion y la naturaleza
guimica del agente titulante permitié inferir sobre la exactitud involucrada en los dos métodos
estudiados.

El método 1 se basé en lo propuesto por Sullivan y Howe (1933), método que recomienda
Sigma-Aldrich (1997). Se mezclaron 3 mL de solucién de triacetina (entre 30 a 250 mM) con 1 mL
de solucion de enzima (1350 pg proteina/mL) a 37 °C. El sustrato y la enzima se prepararon en buffer
Tris-HCI 150 mM pH 7,4. La mezcla se incub6 a 37 °C por 60 min con agitacion constante. Se titul6
con NaOH 100 mM con fenolftaleina como indicador. Se prepararon blancos para cada nivel de
sustrato, en los que se adiciond enzima previamente inactivada (por ebullicién durante 15 min) y se
siguié el mismo procedimiento aplicado a las mezclas con enzima activa.

El método 2 se baso en lo propuesto por Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao (2014). Se mezclaron
2 mL de solucion de lipasa (540 pg proteina/mL) con 10 mL de solucion de triacetina (entre 35 a
300 mM). La enzima y el sustrato se prepararon en buffer Tris-HCI 100 mM pH 7,7. La mezcla de
reaccion se incubd a 37 °C por 4 h. Para detener la reaccion la mezcla se llevé a bafio de hielo por 3
min. Inmediatamente se titulé con H.SO4 (5 mM) hasta pH 6,0 mediante el empleo de un pHmetro.

Se prepararon blancos para cada nivel de sustrato, en los que se adicion6 2 mL de lipasa pancreética
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previamente inactivada en un bafio de agua hirviendo (92 °C) durante 15 min.

Una de las principales diferencias entre el método 1y 2, es el titulante; NaOH y H,SO4
respectivamente. Por tal razon varia también la especie titulada: tanto tris-acetato como tris-HCI en
el método 1y 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 definié como 1,0 umol de
acido acético generado a partir de la hidrélisis de triacetina/min.

La actividad de la lipasa pancreética para el método 1 se calculé utilizando la ecuacion 1.

1 — Cwaon* (Vs = V)x 1000

Ecuacion 1
60,inXLmg

Donde A es la actividad de la lipasa pancreatica (U/mg de proteina), Cnaon €S la concentracion de
hidréxido de sodio (0,1 M), Vs y Vg corresponden a los volimenes en mL que se consumen en la
titulacion de la muestra y del blanco, respectivamente, hasta el viraje del indicador y Lmg hace
referencia a los mg de proteina.

La actividad de la lipasa pancreatica para el método 2 se calculd utilizando la ecuacion 2.
_ Cpys0,X(Vg — Vs)X1000x2

A
60.inXLimg

Ecuacion 2

Donde A es la actividad de la lipasa pancreéatica (U/mg de proteina), Crzsos €S la concentracién de
acido sulfarico (5 mM), Ve y Vs corresponden a los volimenes en mL que se consumen en la
titulacion del blanco y la muestra, respectivamente, hasta alcanzar un pH de 6 y Lng hace referencia
a los mg de proteina.

Para la determinacion de la concentracion de proteina en la muestra comercial de enzima se
utiliz6 el método Bradford modificado por Zor y Selinger (1996), obteniendo un 27% (p/p) de

proteina (Datos Anexo A).
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Figura 2-1. Reacciones quimicas en los métodos utilizados para la determinacion de la actividad enzimética.
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 H2SOa4.

2.3.3. Adecuacion del método seleccionado

Utilizando el método 2, propuesto por Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao (2014), se evalué de manera
escalonada el efecto del tiempo de reaccién y pH para punto final. Ademas, la concentracién de
enzima y concentracion de sustrato fueron variadas simultaneamente, al igual que la concentracién
de buffer con la concentracién de enzima y el pH del buffer con la concentracion de sustrato. Los
ensayos en donde se cambiaron dos parametros al tiempo se llevaron a cabo con el fin de mantener
condiciones de saturacion de la enzima. Por conocimiento previo se sabe que al mejorar las
condiciones de reaccion enzimética se logra un aumento de la actividad, por lo que es necesario
ajustar constantemente las concentraciones de enzima y sustrato con cada condicion evaluada.

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

adicion de lipasa pancreética en dos concentraciones diferentes de (22 y 45 g proteina/mL). Con la



Capitulo 2 33

concentracién de buffer mas adecuada se evaluaron otras concentraciones de enzima (entre 4 a 22
g proteina/mL) variando de manera simultanea la concentracién de sustrato (entre 38 a 253 mM de
triacetina). Bajo las condiciones de concentracion de buffer y enzima previamente seleccionadas se
evaluo el efecto del tiempo de reaccion (entre 0 a 4 h). Luego, se ensayaron valores de pH para el
punto final (entre 4 y 6). También se realizd un ensayo donde se utilizaron dos valores de pH para
el buffer (7,7 y 7,4). Finalmente, se ensayd el efecto de la concentracidn de sustrato sobre la actividad
enzimatica a dos niveles de concentracién de enzima (5 y 7 ug proteina/mL).

Las condiciones ajustadas para la cuantificacion de la actividad enzimética en soluciones

modelo fueron posteriormente utilizadas para los ensayos del efecto de la adicién del PP CL1.

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

pancreatica en soluciones modelo

Utilizando las condiciones previamente establecidas (sesién 2.3.3) para la determinacion de la
actividad de la lipasa pancreatica se realizé un ensayo para evaluar el efecto de un tipo de PP sobre
la actividad de la lipasa pancreatica en soluciones modelo. Para esto se adicion6 el PP C1 en
concentraciones de 0, 1y 2 % (p/p) en dos sistemas, un sistema no emulsificado (sin componentes
adicionales) y un sistema emulsificado que incluia NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, Tween-20 100
ug/mL y extracto biliar 3,5 mg/mL, segun lo reportado por Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-
Sanchez, y Narvaez-Cuenca (2014). Utilizando el sistema emulsificado se evalu6 también la
actividad de lipasa tras la adicion 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 solucién de C1y 2,0 mL de
enzima en solucién con una concentracion de 32 ug proteina/mL. La triacetina y las soluciones de
C1 para todos los ensayos fueron preparadas en buffer Tris-HCI 200 mM pH 7,4. El sistema
emulsificado ademas de triacetina, solucion C1 y enzima, contenia NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM,
Tween-20 100 pug/mL y extracto biliar 3,5 mg/mL. Cada una de las mezclas de reaccion fue incubada
por 1 h a 37 °C. Finalmente, las muestras y los blancos fueron titulados hasta pH 6,0 utilizando
H.SO.5 mM. Para la preparacion de los blancos se utilizo lipasa pancreatica previamente inactivada

en un bafio de agua hirviendo (92 °C) durante 15 min.
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2.4. Analisis estadistico

Se realizaron triplicados analiticos (n=3) para los ensayos iniciales a la concentraciones de sustrato
a las cuales se obtuvo mayor actividad enzimatica 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 realizd un tamizaje sin replicas para evaluar el efecto del pH del buffer
y la concentraciéon de enzima sobre la actividad enzimatica. De esta manera, se determinaron las
condiciones a las cuales se obtenia mayor actividad de la lipasa pancreética, para establecer las
condiciones iniciales de los siguientes ensayos. Se efectuaron también triplicados al evaluar los
efectos del tiempo de reaccion, del pH del punto final y de la adicién de PP. En donde hubo medidas

por triplicado se reporta el promedio y la desviacion estandar.
2.5. Resultados y discusion

2.5.1. Evaluacion de dos métodos propuestos en literatura

En la Figura 2-2 se observan las cinéticas de reaccion obtenidas para la lipasa pancreética 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 saturacion enzimatica: Método 1 a 113 mM de triacetina
y método 2 desde 125 mM de triacetina. Sin embargo, al evaluar el pH tras la reaccion enzimatica
en esas concentraciones de saturacion se observé una disminucion desde 7,4 a 6,8 en el método 1y
desde 7,7 a 6,6 en el método 2. Esta disminucién en el pH indica que en ambos métodos se superd
la capacidad amortiguadora del buffer, por lo que el perfil obtenido no es resultado exclusivo de
saturacion de la enzima por sustrato sino también del cambio en el pH durante la reaccion enzimatica.
Aungue no se tiene un valor tedrico esperado para la actividad enzimatica, la disminucién en el pH
del sistema durante el desarrollo de la reaccion 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 aseguro saturacion de la enzima. Para el método 1 se eligié 113 mM como la concentracion
que generaba la maxima actividad y para el método 2 se eligié 250 mM. La alta dispersion en la
medida correspondiente al método 1 (Coeficiente de variacion, CV = 13,4%) puede ser debida a que
este método utiliza indicador visual para el punto final. La fenolftaleina vira a valores de pH dentro

del rango de capacidad amortiguadora del buffer Tris-HCI (pKa 8,06), lo cual dificulta la
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determinacion del volumen de titulante requerido para el viraje debido a que altos voliumenes de
titulante generan bajos cambios en el pH. Como consecuencia se genera alta dispersién en los
volimenes medidos para réplicas de la misma muestra.

Adicionalmente, la titulacion con NaOH involucrada en el método 1 puede inducir hidrdlisis
no enzimatica de la triacetina (Xu, Liu, Miao, Zhou, & Gao, 2014) generando sobreestimacion en la
medida de actividad enzimatica, por lo que la medida seria inexacta. En contraste, el método 2 mostré
una mayor precision (CV = 3,7%) que el método 1. EI método 2 permite ademas superar los
inconvenientes presentados en la titulacion convencional con NaOH y fenoftaleina como indicador.
Al realizar una titulacion potenciométrica con acido se elimina la alta dispersion 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 esta cerca al pH de equivalencia.

Adicionalmente, utilizando como titulante H.SO4 se disminuye el error en la medida puesto
que se evita la hidrolisis alcalina de la triacetina. Aunque en ambos métodos el pH del sistema no
fue estable, el método 2 result6 ser mas preciso y exacto que el método 1.
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Figura 2-2. Actividad de la lipasa pancreatica expresada como umol de acido acético (AA) generado a partir
de la hidrdlisis de triacetina/min*mg de proteina. Método 1 (®) propuesto por Sullivan y Howe (1933) y el
método 2 (O) propuesto por Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao (2014). En el método 1 a una concentracion de 113
mM de triacetina la actividad se evalud por triplicado (CV=13,4%; pH al finalizar la reaccion 6,8). En el método
2 a una concentracion de 250 mM de triacetina la actividad se evalué por triplicado (CV=3,7%; pH al finalizar
la reaccion 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 reaccion para aplicarlo
en la medida de la actividad de la lipasa pancreética. Tal como se describi¢ arriba con este método,
sin modificar, el pH disminuy6 durante la reaccion enzimética. Con el fin de regular el pH durante
la reaccion enzimatica, y evitar que la capacidad de amortiguacion del buffer fuera superada, se
evaluaron diferentes concentraciones de buffer con dos concentraciones diferentes de enzima. Fue
necesario evaluar de manera simultéanea la concentracion de buffer y de enzima (Figura 2-3) puesto
gue se esperaba que al aumentar la concentracion de enzima se afectara el pH de la reaccion, debido
a la produccion adicional de acido acético debida a la hidrolisis del sustrato. Se evalu6 entonces la
concentracién de buffer necesaria para evitar que su capacidad amortiguadora fuera superada debido
a la concentracién de enzima. Los valores de pH para la reaccion con concentracién de enzima de
22 ug proteina/mL, se mantuvieron cercanos al pH inicial de 7,7 en la mezcla de reaccion (variaron
entre 7,67 a 7,76), en concentraciones de buffer iguales o superiores a 200 mM. Cuando la
concentraciéon de enzima fue 45 ug proteina/mL (la méas alta de las dos evaluadas) se observd
disminucion en el pH, incluso cuando la concentracion de buffer fue 500 mM. Estos resultados
indican que la concentracion de buffer debe ser al menos de 200 mM y la concentracion de enzima
debe ser menor a 45 ug proteina/mL para los ensayos posteriores con el objetivo de mantener el pH

estable durante la reaccion enzimatica.
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Figura 2-3. Efecto de la concentracion del buffer Tris-HCI (100 a 500 mM) sobre el pH al finalizar la reaccion
enzimatica. Condiciones del sistema: 250 mM de triacetina; dos concentraciones de lipasa pancreatica (Il 22
y O 45 pug proteina/mL); pH inicial del buffer (B 7,7); incubacién 4 h a 37 °C.



Capitulo 2 37

En la Figura 2-4 se observan las cinéticas de reaccion cuando se vario de forma simultanea
la concentracion de enzima (entre 4 a 22 ug proteina/mL) y de sustrato (entre 30 a 250 mM). Se
evalud simultadneamente el efecto de la concentracion de enzima y del sustrato sobre la actividad
enzimaética con el fin de encontrar una combinacién adecuada de estos dos pardmetros que permitiera
alta respuesta en condiciones de saturacién de la enzima.

En concentraciones entre 9 a 22 ug proteina/mL la enzima no se satur6. Cuando la enzima
se evalud en concentraciones de 4 y 7 ug proteina/mL ésta alcanzd la saturacion entre 75y 125 mM
de triacetina. En estas concentraciones bajas de enzima valores de sustrato de 250 mM causaron
decaimiento de la actividad enzimatica. 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

ug proteina/mL y 125 mM de sustrato.
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Figura 2-4. Actividad de la lipasa pancreatica expresada como pmol de acido acético (AA) generado a partir
de la hidrdlisis de triacetina/min*mg de proteina. Condiciones de reaccion: Concentracion de sustrato entre 38
a 253 mM; diferentes concentraciones de lipasa pancreatica ( < 22; o 11; * 9; ® 7 yA 4 pg proteina/mL);
buffer Tris-HCI 200 mM pH 7,7; incubacién 4 h a 37 °C.
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Teniendo en cuenta la concentracion seleccionada para el buffer (200 mM), la enzima a 7
ug proteina/mL y el sustrato a 125 mM se realiz6 una prueba para evaluar los pmol de &cido acético
generados a partir de la hidrolisis de triacetina/mg de proteina en funcion del tiempo de reaccion
(entre 0 a 240 min) (Figura 2-5).

El analisis de las pendientes (correspondiente a la actividad enzimatica) luego de la regresion
lineal indico6 que durante la primera hora no hay disminucion en los valores de actividad: La actividad
se cae de 1,63 pmol AA/min*mg proteina (60 min de reaccion) a 0,69 umol AA/min*mg proteina
(120 min de reaccion), con valores de r? de 0,8549 y 0,5886, respectivamente. Se obtuvieron valores
de actividad comparables con tiempos de reaccion entre 10 y 60 min. Sin embargo, en los ensayos
realizados con tiempos de reaccion por debajo de 60 min los valores de VH2SOu en el blanco — VH2SO4
en muestra (AV H2SQO4) fueron muy pequefios, estos valores pequefios de AV H,SO. podrian representar

mayor dispersion. Por lo tanto, se selecciond 60 min como tiempo de incubacion.
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Figura 2-5. Efecto del tiempo de reaccion (entre 10 min a 240 min) sobre la actividad de lipasa. La actividad
fue expresada como: umol de acido acético (AA) generado a partir de la hidrolisis de triacetina/min por mg de
proteina. Condiciones de reaccion: Concentracion de sustrato 125 mM; concentracion de lipasa pancreética 7
ug proteina/mL; buffer Tris-HCI 200 mM pH 7,7; incubacién a 37 °C. Se reporta el promedio de los datos + la
desviacion estandar (n=3). La linea continua representa la linealizacion de las respuestas entre 0 a 60 min, la
linea discontinua representa la linealizacion de las respuestas entre 0 a 120 min. La pendiente de esas rectas
representa la actividad enzimatica.
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Posteriormente, con el fin de seleccionar el mejor punto final para la titulacion del Tris que
no reacciond con el 4cido acético generado por la accién enzimética, se ensayaron valores de pH
para el punto final de la titulacion entre 6,0 a 4,0. Si bien estos valores no estan relacionados con el
sistema de reaccién enzimatica, si responden a la facilidad de titular el Tris-base residual: estos
valores se seleccionaron teniendo en cuenta la zona de pH mas cercana al punto de equivalencia de
la titulacion del Tris con H,SO4. Como se muestra en la Figura 2-6A al titular hasta pH 6,0 se obtuvo
un mayor valor de AV H,SO, que en otros valores de pH. Ademas, en este pH final se observo baja
dispersion entre los datos y alta actividad (Figura 2-6B). En consecuencia, se decidio que se debia
titular hasta un pH final de 6,0. El pH inicial del sistema fue de 7,7 y se mantuvo constante durante
toda la incubacion.
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Figura 2-6. Evaluacion del efecto del pH en el punto final de la titulacion sobre la actividad de la lipasa
pancreatica. La actividad enzimatica es expresada como pmol de acido acético (AA) generado a partir de la
hidralisis de triacetina/min*mg de proteina. Condiciones de reaccion: Concentracion de triacetina (TA) 125 mM;
concentracion de lipasa pancreatica 41 pg/mL; buffer Tris-HCI 200 mM pH 7,7; incubacién 60 min a 37 °C. (A)

Se muestra el volumen en mL de H2SO4 (20mM) gastado en la titulacion de O Muestras y B Blancos, hasta
diferentes valores de pH como punto final. (B) Variacion de la actividad de la lipasa pancreatica, titulando hasta
diferentes valores de pH como punto final. En (A) y (B) se reporta el promedio de los datos + la desviacion
estandar (n=3).
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Cuando se exploraron diferentes condiciones para la medida de actividad se mantuvo el valor
de pH de incubacion (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 incubacion acorde al método de Sullivan
y Howe (1933). En estos ensayos se trabajé con lipasa 7 pg proteina/mL, con concentraciones de
sustrato entre 33 a 250 mM, con incubacion durante 60 min a 37 °C y titulacion hasta pH 6,0 (Figura
2-7). En una concentracion de sustrato por encima de 50 mM la enzima en concentracion de 7 ug
proteina/mL tuvo mayor actividad cuando el buffer estaba a pH 7,4 que a pH 7,7. Por tal razén en el
siguiente ensayo se selecciono el buffer pH 7,4. Los valores de pH inicial del sistema 7,7 y 7,4 se
mantuvieron estables durante la incubacion.

En el ensayo realizado con buffer pH 7,4 se observé aumento de la actividad en comparacion
con el pH 7,7, ambos con 7 pg proteina/mL. Con el fin de asegurar una cinética de saturacion de la
enzima, se realiz6 un ensayo con una menor concentracion de enzima de 5 ug proteina/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 ug proteina/mL de enzima mostrd saturacion entre 200 y
250 mM de sustrato, mientras que a 7 ug/mL de enzima no se evidencid claramente saturacion. Por
esta razon se seleccion6 la concentracion de enzima de 5 pg proteina/mL y sustrato 250 mM
asegurando condiciones de saturacion. El valor de pH inicial del sistema de 7,4 se mantuvo constante

durante toda la incubacion.
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Figura 2-7. Efecto del pH del buffer y de la concentracion de triacetina (TA) en la actividad de la lipasa
pancreatica. La actividad se expresa como: pmol de acido acético (AA) generado a partir de la hidrolisis de
triacetina/min por mg de proteina. Condiciones de reaccion: Concentracion de TA entre 33 a 250 mM ; dos

concentraciones de lipasa pancreatica: (O) 5 ug proteina/mL y (® yA) 7 ug proteina/mL; buffer Tris-HCI 200
mM (Oy ®)pH 7,4y (A) pH 7,7; incubacién 60 min a 37 °C.
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Es importante mencionar que cada vez que se mejoraba un pardmetro aumentaba la actividad
enzimaética por lo que durante los diferentes ensayos fue necesario modificar la concentracion de la
lipasa buscando su saturacion por sustrato. Por ejemplo, la enzima a 7 g proteina/mL, buffer Tris-
HCI 200 mM pH 7,7, 240 min de incubacion a 37 °C, titulacion hasta pH 6,0 se saturd a 125 mM de
sustrato (Figura 2-4), mientras que la misma concentracion de enzima (7 pg proteina/mL), buffer
Tris-HCI 200 mM pH 7,4, 60 min de incubacién a 37 °C, titulacion hasta pH 6,0 no se observo
claramente la saturacion (Figura 2-7).

Del conjunto de ensayos anteriores se definieron los siguientes pardmetros: concentracion
de buffer Tris-HCI 200 mM, pH 7,4 (el cual se mantiene estable durante toda la incubacion),
concentracion de enzima de 5 ug proteina/mL, concentracion de sustrato 250 mM, tiempo de

reaccion 60 min a 37 °C y titulacién potenciométrica con H.SO4 (5mM) hasta pH 6,0.

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

pancreatica en soluciones modelo

En la Figura 2-8 se observa cémo la actividad de la lipasa pancreética es afectada por la adicion del
PP C1 en concentraciones de 0, 1 y 2% (p/p) en dos sistemas, no emulsificado (sin componentes
adicionales) y emulsificado con adicion de NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, Tween-20 100 ug/mL y
extracto biliar 3,5 mg/mL. La lipasa pancreatica en soluciones modelo sin adicion de PP en un
sistema no emulsificado presenté una actividad de 2,72 U/mg de proteina y en un sistema
emulsificado la actividad enzimatica 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 enzimatica.

Cuando se adicion6 el PP en el sistema no emulsificado se observd un aumento en el
porcentaje de actividad relativa respecto al control. Este resultado se atribuy6 a la capacidad de los
PPs de actuar como emulsificantes. En el estudio realizado por Leroux, Langendorff, Schick,
Vaishnav, y Mazoyer (2003) se evalud la accion emulsificante de PPs citricos, al 2% (p/p), con
diferentes caracteristicas 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 Arébiga, 15% p/p). Por otro lado, en el sistema emulsificado a las
mismas concentraciones de C1 no se observd un efecto significativo sobre la magnitud de la
actividad relativa de la lipasa pancreética en comparacion con el control sin PP. Los sistemas que
contenian C1 dieron valores cercanos a 100% (Figura 2-8), lo cual indica una disminucion en la

posible interaccion del PP en la interface oleosa/acuosa, reduciendo a cerca de cero su contribucion
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emulsificante.

Puesto que a concentraciones de 1y 2% (p/p) de C1 en el sistema emulsificado no se observo
efecto aparente sobre la actividad enzimética se decidio ensayar concentraciones de C1 mas bajas.
En el detalle de la Figura 2-8 se muestra el efecto de la adicion de C1 a concentraciones de 0,01;
0,02 y 0,05% (p/p). En este nuevo intervalo de concentraciones se observd una disminucién de la
actividad de la lipasa pancredtica al pasar de 0,01 a 0,02 % (p/p) y posteriormente la inhibicion se
mantuvo constante hasta 0,05% (p/p) de C1. Estos resultados indican que C1 actia como un mejor
inhibidor de la actividad de la lipasa pancreética 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-Sanchez, y
Narvéez-Cuenca, (2014) quienes encontraron que a medida que aumentaba la concentracion de PPs
citricos disminuia la actividad de la lipasa pancreatica en soluciones modelo, utilizando

concentraciones de PPs entre 0 a 0,01% (p/p) y 250 mM de palmitato de p-nitrofenilo como sustrato.
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Figura 2-8. Efecto de la adicion de un polisacarido péctico comercial de origen citrico (C1) en concentraciones
de 0; 0,01; 0,02; 0,05; 1y 2; % p/p sobre la actividad relativa (%) de la lipasa pancreética en soluciones modelo.
El 100% corresponde a la actividad enzimatica calculada para el control (reaccién enzimatica sin adicion de
PP) equivalente a 4,43 umol de acido acético generado a partir de la hidrdlisis de triacetina/min por mg de
proteina. Condiciones de reaccidn: Concentracion de triacetina 250 mM; concentracién de lipasa pancreatica:
5 pg proteina/mL, buffer Tris-HCI 200 mM pH 7,4 (que se mantiene estable durante toda la reaccion),
incubacién 60 min. Para las concentraciones de C1 de 1y 2% se utilizaron dos sistemas de reaccion: No
emulsificado (®) (Sin componentes adicionales) y un sistema emulsificado (O) (con adicién de NaCl 150 mM,
CaClz 1 mM Tween-20 100 pg/mL y extracto biliar 3,5 mg/mL); incubacién 60 min a 37 °C. En las
concentraciones de 0,01; 0,02 y 0,05% (p/p) se utilizé el sistema de reaccion emulsificado.
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2.6. Conclusion

El método modificado propuesto en este capitulo para la cuantificacion de la actividad de la
lipasa pancreatica mantiene el pH estable durante la reaccion, mide la actividad en condiciones de
velocidad inicial y es preciso (CV=1,1% en condiciones de saturacion). Basicamente, este método
consiste en un sistema de reaccion con lipasa pancreética y triacetina a concentraciones de 5 ug
proteina/mL y 250 mM, respectivamente, en buffer Tris-HCI 200 mM (pH 7,4), con un tiempo de
reaccion 60 min a 37 °C (pH estable durante la incubacion) y titulacién potenciométrica con H.SOx
(5mM) hasta pH 6,0. Este método supera las dificultades presentes en la titulacién convencional con
NaOH vy fenolftaleina como indicador (baja precision, CV=13,4% en condiciones de saturacion, y
errores en la estimacion de actividad por efecto de hidrdlisis alcalina de la triacetina y disminucion
del pH durante la reaccion enzimética). Adicionalmente, este método en un medio emulsificado
permiti6 evidenciar el efecto inhibitorio causado por un PP citrico utilizado en concentraciones entre
0,01 a 0,05%, manteniendo el pH 7,4 constante durante toda la reaccién y con un CV entre 2,0 a
6,0%.
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Capitulo 3

3.Efecto de los polisacaridos pécticos sobre la
actividad de la lipasa pancreatica en un sistema
estatico de digestion in vitro y en soluciones
modelo
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3.1. Resumen

Los polisacaridos pécticos (PPs) son capaces de inhibir la digestién de los lipidos. Este efecto
inhibitorio ha sido relacionado con sus caracteristicas estructurales, tales como el peso molecular
(PM) y el grado de metoxilacién (GM). Sin embargo, aln no se ha comprobado experimentalmente
cual es la contribucion relativa de cada uno de estos parametros al efecto inhibitorio total. En este
capitulo se describen los ensayos realizados con un grupo de seis PPs, con diferentes caracteristicas
estructurales (PM y GM), para evaluar su efecto sobre la actividad de la lipasa pancreatica en un
sistema de digestion in vitro y en soluciones modelo. En el sistema de digestion in vitro se evalud
ademas el efecto de los PPs sobre la estabilidad de emulsiones de aceite de soya en agua. Los
resultados obtenidos se evaluaron mediante un modelo matematico empirico (modelo completo de
segundo orden con dos variables independientes). De los experimentos en soluciones modelo y en
un sistema de digestion in vitro se encontr6 que tanto el PM como el GM de los PPs son factores
importantes para promover la inhibicion de la actividad de la lipasa pancreatica y que es importante
la combinacion de dichas variables para favorecer el proceso inhibitorio. También se encontr6 que
la floculacion de las gotas de lipidos favorecid la inhibicion sin importar el tamafio de particula de
las gotas de lipidos individuales y a su vez la floculacién se relacioné con el PMy el GM de los PPs.
Los resultados obtenidos en los dos sistemas (digestion in vitro y soluciones modelo) mostraron una
correlacion lineal (r=0.8196), lo cual quiere decir que el efecto de los PPs sobre la actividad de la
lipasa pancredtica se puede analizar experimentalmente con resultados semejantes tanto en un
sistema de digestién 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 inhibicién de la actividad de la lipasa
pancreatica en los dos sistemas y estimulan la floculacion.

Dentro de los seis PP evaluados, M [PM de 209 kDa, GM de 73,7% (mol/mol)] presento
caracteristicas 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 logr6é un porcentaje de inhibicién de la actividad de la lipasa
pancreatica alrededor de 40% en los dos sistemas evaluados, siendo M el PP con mejores
caracteristicas para ser utilizado en el disefio inteligente de alimentos que contribuyen al cuidado de

la salud.

Palabras clave: Lipasa pancreética, inhibicién enzimatica, grado de metoxilacion, peso molecular.
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3.2. Introduccion

El sobrepeso y la obesidad hacen referencia a la acumulacion excesiva de grasa, que
incrementa el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, diabetes, desordenes musculo-
esqueléticos y cancer, entre otras (Farooqi, 2011; Lunagariya, Patel, Jagtap, & Bhutani, 2014). De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (2016) mas de 1900 millones de adultos (18 afios
en adelante) alrededor del mundo fueron diagnosticados con sobrepeso y cerca de 600 millones de
ellos con obesidad. Por tal razon se han desarrollado nuevas estrategias y tratamientos para el control
de la obesidad enfocados principalmente en la busqueda de mecanismos de regulacién de la
homedstasis energética, el control de la ingesta de alimentos y la digestion y absorcion de las grasas
consumidas en la dieta (Guyenet & Schwartz, 2012; Lunagariya, Patel, Jagtap, & Bhutani, 2014).

Se ha establecido que la inhibicion de la digestion de los lipidos puede disminuir la
concentracién 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 polisacaridos pécticos (PPs) que hacen parte de
la fibra dietaria soluble tienen la capacidad de inhibir la digestién de nutrientes cdmo los lipidos
(Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvéez-Cuenca, & McClements, 2016), se han asociado con la
reduccion 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 podrian estar asociados con la capacidad de los PPs de disminuir la absorcién intestinal de
carbohidratos (Wiederschain, 2016), prevenir la reabsorcién de sales biliares en el intestino delgado
(Gunness & Gidley, 2010) e inhibir la actividad de la lipasa pancreéatica (Espinal-Ruiz, Parada-
Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvaez-Cuenca, 2014).

El efecto inhibitorio causado por los PPs depende de sus caracteristicas estructurales como
el peso molecular (PM) y el grado de metoxilacion (GM) (Brownlee, 2011; Espinal-Ruiz, Parada-
Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvaez-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
pancredtica (Brownlee, 2011). Se ha reportado que los PPs disminuyen la magnitud de la digestion
de los lipidos cuando aumenta simultaneamente el PM y GM (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso,
Restrepo-Sanchez, & Narvaez-Cuenca, 2014; Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, &
McClements, 2016).
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De acuerdo con Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, y Narvaez-Cuenca
(2014), el andlisis cinético de la inhibicion causada por los PPs sobre la actividad de la lipasa
pancreatica en soluciones modelo (un sistema sencillo de analisis, que no requiere del uso de todos
los componentes propios del sistema digestivo) reveld que los PPs pueden causar una inhibicion de
la actividad de la lipasa pancreética 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 lipidos digeridos en el tracto gastrointestinal y este efecto inhibitorio puede
depender de la concentracién y de las caracteristicas estructurales (por ejemplo, PM y GM) de los
PPs (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, & Narvaez-Cuenca, 2014; Qin, Yang, Gao,
Yao, & McClements, 2016). Adicionalmente, segun los experimentos realizados por Espinal-Ruiz,
Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, and McClements (2014) en un sistema de
digestion in vitro (Condiciones simuladas del sistema digestivo humano), el efecto inhibitorio
causado por los PPs sobre la lipasa pancreética se produce mediante un mecanismo de floculacion
de las gotas de los lipidos, que restringe el acceso de las moléculas de lipasa a la superficie de las
gotas de los lipidos reduciendo la cantidad de lipidos que pueden ser hidrolizados en el tracto
gastrointestinal. De acuerdo a los autores antes mencionados, el mecanismo de floculacion puede ser
afectado tanto por el PM como el GM de los PPs. Sin embargo, la contribucion relativa del cada
parametro (PM y GM) sobre la actividad de la lipasa pancreética aln no ha podido ser establecida.

Por tal razon, el objetivo de este capitulo es aportar al conocimiento del efecto causado por
diferentes parametros estructurales de los PPs como el PM y GM sobre la estabilidad de la emulsién
y la actividad de la lipasa pancreatica en un sistema de digestion in vitro. Este capitulo también
muestra el efecto de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreética en soluciones modelo que no

consideran efectos de digestion.
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3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Reactivos

El extracto biliar con un contenido de acido cdélico del 55% (p/p) fue proporcionado por MP
Biomedicals (Solon, OH, USA) y la triacetina al 99% (p/p) se adquirio de Pfaltz & Bauer (Stanford,
CT, USA). La lipasa pancredtica porcina tipo Il (L3126, 30-90 U/mg proteina, E.C. 3.1.1.3), la
mucina estomacal porcina (Type Il, M2378, Acido sialico, ~1% p/v), la pepsina porcina A de mucosa
gastrica (P7000, endopeptidasa E.C. 3.4.23.1, actividad > 250 unidades/mg so6lido) y los estandares
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 Quimica SA
(Pamplona, Espafia).

Se obtuvieron PPs de diferentes proveedores: EI PP de manzana (M) de Sigma-Aldrich (St.
Louis, USA), los PPs citricos fueron proporcionados por CIMPA (Bogota DC, Colombia) (C1),
Quimiliz Ltda (Bogota DC, Colombia) (C2 y C3), Kelco (Lille Skensved, Dinamarca) (C4) y TIC
Gums Inc. (Belcamp, MD, Estados Unidos) (C5).

Se utilizé aceite de soya disponible comercialmente (Exito S.A., Bogota DC, Colombia).
Este fue almacenado a 4 °C en la oscuridad hasta su uso. El proveedor reporta que el aceite de soya
contiene aproximadamente 17, 55 y 28% (p/p) de &cidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados, respectivamente. Los otros reactivos fueron obtenidos de J.T. Baker® (Center
Valley, CA, Estados Unidos).

3.3.2. Caracterizacion de los polisacaridos 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 acidos urénicos
(CAU), GM, grado de acetilacion (GA) y el PM promedio relativo a pululanos. Adicionalmente, se
evalud el contenido total de cenizas segun el método AOAC 942.05 y el contenido de nitrdégeno total
basado en el método Kjeldahl AOAC 970.22 (Chemists & Horwitz, 2000). A continuacion, se
describen los procedimientos de medida de CAU, GM, GA y el PM promedio.
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3.3.2.1. Determinacién del contenido de acidos urénicos (CAU)

La determinacion del CAU se realizd por colorimetria UV-VIS (van den Hoogen, van Weeren,
Lopes-Cardozo, van Golde, Barneveld, & van de Lest, 1998). Se tomé una alicuota de 200 uL de
una solucion acuosa (120 pg/mL) de cada PP y se adicionaron 1200 pL de tetraborato de sodio
0,0125 M preparado en &cido sulfurico concentrado (98% p/p). La mezcla se agitd en vortex durante
1 miny luego se incubd a 100 °C durante 5 min. Posteriormente, la solucion fue enfriada en un bafio
de hielo y se adicionaron 20 uL de m-hidroxidifenilo (0,15% p/v) preparado en NaOH al 0,5% (p/v)
y 5 min después se leyé la absorbancia a 540 nm en un espectrofotdmetro (V-1200, Mapada
Instruments Co., Ltd., Shanghai, China). Se realizaron dos blancos para cada mezcla de reaccion:
uno sin adicion de m-hidroxidifenilo, el cual fue remplazado por 20 uL de NaOH al 0,5% (p/v) y
otro sin adicion de muestra, reemplazando ésta con un volumen equivalente (200 pL) de agua. Se
realiz6 una curva de calibracion utilizando D-(+)-&cido galacturénico monohidratado (>97,0% p/p)
en concentraciones de 3 a 98 uM con siete datos (n=7) y r = 0,997. Finalmente, el contenido de

acidos urdnicos fue expresado como g de &cido urénico por 100 g de PP.

3.3.2.2. Determinacién del grado de metoxilacién (GM) y el grado de acetilacién (GA)

Los GM y GA se determinaron por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Voragen,
Schols, & Pilnik, 1986). Se tomaron 30 mg de cada PP y se suspendieron en 1,0 mL de una mezcla
isopropanol-agua (proporcion 1:1, v/v) que contenia NaOH al 0,4 M y se agité en vértex a
temperatura ambiente durante 2 h. Posteriormente, la suspension fue centrifugada a 18500xg durante
20 min a 4 °C. La mezcla se filtr6 a través de una membrana de disco de nylon (0,45 um,
Teknokroma, Barcelona, Espafia). Posteriormente, 20 uL de la solucion filtrada fueron inyectados
en un cromatégrafo LC-20AT HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado con una
columna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm x 9 um, Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, CA,
Estados Unidos) termostatada a 40 °C y un detector de indice de refraccién (RID-10A, Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) operado a 40 °C. Se utiliz6 una solucién de acido sulfarico 4 mM con un
flujo de 0,6 mL/min como fase movil. Para la cuantificacion del contenido de metanol y &cido
acético, se realizaron curvas de calibracion con metanol de 16 a 80 mM (cinco puntos (n=5), r=
0,997) y con &cido acético de 0,3 a 1,4 mM (cinco puntos (n=5), r=0,997). Las curvas de calibracion
fueron preparadas en una mezcla isopropanol-agua (proporcién 1:1, v/v), que contenia NaOH 0,4 M.
Finalmente, los GM y GA fueron expresados como los moles de metil y acetil ésteres,

respectivamente, por 100 moles de &cidos urénicos.



Capitulo 3 51

3.3.2.3. Peso molecular (PM) promedio relativo a pululanos

El PM promedio de los PPs se evalu6 utilizando cromatografia liquida de exclusién por tamafio de
alta resolucion (HPSEC) (Houben, Jolie, Fraeye, Van Loey, & Hendrickx, 2011) en un cromatdgrafo
LC-20AT HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipado con una columna OHpak SB-
806M HQ (8,0 mm x 300 mm x 6 um, Shoko America Inc., Torrance, CA). Se inyectaron 20 uL de
cada PP a una concentracién de 0,5% (p/v), preparado en fase mdvil. Se utiliz6 como fase movil una
solucidén acuosa de NaNO3 0,05 M. El tiempo de corrida fue de 25 min a una temperatura de 20 °C
con un flujo de 1,0 mL/min. Se utilizé un detector de indice de refraccion (RID-10A 189, Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) operado a 40 °C. Se realiz6 una curva de calibracion (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 funcién del tiempo de retencion. Los valores de PM de los PPs fueron

obtenidos por interpolacién en la curva y expresados relativo a pululanos.

3.3.3. Evaluacion de la actividad enzimatica de la lipasa pancreatica en un

sistema de digestion in vitro

Para el estudio de la estabilidad de las emulsiones y del efecto inhibitorio de los PPs (seis muestras,
con diferentes caracteristicas estructurales) sobre la actividad enzimatica de la lipasa pancreética se
realiz6 un modelo de digestion in vitro acorde a lo presentado por Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso,

Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, y McClements (2014), como se describe a continuacion.

3.3.3.1. Preparacion de muestras para la digestion
La emulsion stock se prepar6 mezclando 3 g de aceite de soya y 57 g de Tween 80 (1,05%, p/p)
preparado en buffer fosfato 50 mM (pH 7,0). Se efectuaron dos procesos secuenciales de
homogenizacion. Inicialmente, se prepard una emulsion gruesa agitando durante 1 min a 500 min
utilizando un procesador de alimentos doméstico (Modelo 59765, Hamilton Beach Brands, Estados
Unidos). Posteriormente, la emulsion gruesa se homogenizé durante 5 min con un Ultra-Turrax
(Modelo T-18 digital, IKA® German technology, Estados Unidos) a 8.000 mint, para obtener una
emulsion 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 digestion consistié en una mezcla emulsion stock-PP preparada con 8
g de emulsién stock y 12 g de solucién 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 a temperatura ambiente. En la preparacion de la emulsién control (ausencia de PP) se



52 Los polisacaridos pécticos y la actividad de la lipasa pancreatica

remplazo el PP por 12 g de buffer fosfato 5,0 mM, pH 7,0. Las mezclas de emulsion stock-PP fueron
agitadas a 500 min 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 80y 0,1% (p/p) de PP.

3.3.3.2. Modelo estatico de digestion in vitro

Cada mezcla emulsion stock-PP fue analizada en un sistema estatico de digestion in vitro, formado
por tres fases: Oral, gastrica e intestinal, segin lo propuesto por Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez,
Narvaez-Cuenca, y McClements, (2016). Cada fase se describe de forma detallada a continuacion.

Fase oral: Se utilizé un fluido simulado de saliva (FSS, pH 6,8) de acuerdo a la composicién
presentada en la Tabla 3-1. A 10 g de cada mezcla de digestion (emulsion 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 (emulsidn stock-PP) contenia aceite de soya
1% (p/p) y PP 0,05% (p/p). La mezcla se incubd a 37 °C por 10 min con agitacion continua a 100
min’,

Fase gastrica: Se utilizé un fluido gastrico simulado (FGS, pH 1,2), este fluido se prepar6
con 4,0 g de cloruro de sodio y 14 mL de acido clorhidrico concentrado (37 % p/p), se llevd a un
volumen de 1 L con agua destilada y el pH se ajust6 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 contenia aceite de soya al 0,5% (p/p) y PP al 0,025% (p/p). La
mezcla se ajusté a pH 2,5y se incubd durante 2 h a 37 °C, con agitacién continua a 100 min™.

Fase intestinal: Se utilizé un fluido intestinal simulado (FIS, pH 7,0) que consistié en: Una
solucion salina (mezcla de cloruro de calcio 0,17 M y cloruro de sodio 2,0 M), extracto biliar 84
mg/mL y lipasa pancreética 5 mg de proteina/mL. A 20 g de la mezcla resultante de la fase gastrica
(quimo) se le adicionaron los componentes del FIS de la siguiente manera: 1,5 mL de solucion salina,
1,5 mL de extracto biliar y 2,0 mL de lipasa pancreéatica. El extracto biliar y la lipasa pancreética
fueron preparados en buffer fostato 5,0 mM (pH 7,0). La mezcla se ajusté a pH 7,0 usando NaOH 1
M y se incubd a 37 °C durante 2 h, con agitacion constante a 100 min™. Los acidos grasos libres
(FFA) producidos en la fase intestinal fueron medidos por titulacion potenciométrica determinando
la cantidad de NaOH 0,1 M necesaria para mantener constante pH 7,00 (Titulador automatico
TitroLine® 6000, SI Analytics, Alemania). Se realizaron dos blancos para cada muestra, uno de
enzima en el cual se utilizo la lipasa pancreatica previamente inactivada en agua a 92 °C por 15 min,
sin adicion de PPs y otro donde se evaluo la interaccion del PPs y la lipasa pancredtica que estaba

formado por la mezcla de reaccion sin adicion de sustrato.
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Tabla 3-1. Composicion quimica del fluido de saliva simulado. Tomado de Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez,
Narvaez-Cuenca, and McClements (2016).

Compuesto Formula Quimica  Concentracion (g/L)
Cloruro de sodio NaCl 7,970
Nitrato de amonio NH4NO3 1,640
Fosfato diacido de potasio KH2PO4 3,180
Cloruro de potasio KCI 1,010
Citrato de potasio CsHs K307¢H20 1,540
Sal sodica de &cido Urico CsHsN4OsNa 0,105
Urea H.NCONH, 0,990
Sal sddica de éacido lactico C3HsOsNa 0,730

3.3.3.3. Caracterizacion de la emulsién y del producto final de la digestion

Las mezclas iniciales (emulsidn stock-PP) y los productos finales de digestion fueron caracterizados
en cuanto a su microestructura y distribucion de tamafio de particula como se describe a
continuacion:

Microestructura: Los posibles cambios en la microestructura de la emulsién debidos a la
presencia de PPs se evidenciaron por medio de microscopia dptica. Para obtener las iméagenes de
cada emulsion se utilizé6 un microscopio 6ptico con lente objetivo de 40x. La emulsion se agitd
suavemente para formar una mezcla homogénea. Una alicuota de 5 puL de cada mezcla emulsion
stock-PP y su producto final de digestion fue puesta sobre un portaobjetos de vidrio, se cubrid con
una pequefia lamina de vidrio y se observo en el microscopio éptico (BM2000, Ronbio Scientific
Co., Ltd., Shanghai, China). Las imagenes se registraron con una camara digital Infinity 1-5C 5.0MP
(Lumenera Corporation Ottawa, Ontario, Canada). Las fotografias 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 area promedio del fléculo, como una medida de la agregacion causada
por los PPs.

Distribucion del tamafio de particula: Las muestras (mezcla emulsion stock-PP y producto
final de digestion después de la fase intestinal) fueron diluidas en buffer fosfato 5,0 mM, pH 7,0
hasta una concentracion de 0,20 mg de aceite de soya/mL. La distribucion del tamafio de particula
fue medida usando un instrumento Zetasizer Nano (ZSP, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire,
Reino Unido). Los perfiles de distribucion de tamafio de particula fueron obtenidos graficando el

promedio del porcentaje de volumen de la fraccion en funcion del diametro de la particula (nm).
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3.3.4. Evaluacion de la actividad enzimatica de la lipasa pancreatica en

soluciones modelo

Para determinar el efecto inhibitorio de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreatica en
soluciones modelo (un sistema simple sin la adicién de todos los componentes propios del sistema
digestivo), se emplearon seis PPs con diferentes caracteristicas estructurales (Sin correlacién lineal
de su PM y GM), en tres concentraciones diferentes: 100, 200 y 500 pg/mL.

La actividad enzimética de la lipasa pancreética fue determinada teniendo en cuenta las mejores
condiciones concluidas mediante los ensayos expuestos en el capitulo 2. Las muestras y los blancos
se prepararon mezclando 8,0 mL de triacetina 300 mM, 2,0 mL de cada solucién de PP en
concentraciones de 100, 200 y 500 ug/mL y 2,0 mL de lipasa pancreatica 32 ug de proteina/mL (la
concentracion final de la lipasa pancreética en el sistema de reaccion es de 5 pg de proteina/mL).
Todas las soluciones de la mezcla de reaccion fueron preparadas en buffer Tris-HCI 200 mM (pH
7,4). Esta solucion contenia 150 mM NacCl, 1,0 mM CaCl,, 100 ug/mL Tween-20 y extracto biliar
3,5 mg/mL. La mezcla de reaccién fue incubada a 37 °C durante 1 h. Luego las muestras y los
blancos fueron titulados hasta pH 6,0 utilizando H,SO4 5 mM. En la preparacion de los blancos la
lipasa pancreética adicionada fue previamente inactivada en agua a 92 °C durante 15 min. Una
unidad de actividad enzimatica (U), corresponde a 1,0 umol de &cido acético generado a partir de la
hidrolisis de triacetina/min. La actividad de la lipasa pancreética se calculé segun la Ecuacién 2 del

capitulo 2.

3.4. Analisis estadistico

Los datos correspondientes a las caracteristicas estructurales de los PPs fueron expresados como el
promedio de tres experimentos (n=3) con su desviacién estandar (SD) y fueron evaluados mediante
un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por la prueba de diferencias minimas
significativas de Fisher (LSD, p<0,05).

Se realiz6 un analisis del coeficiente de correlacion de Pearson (prueba de dos colas), con
un nivel de confianza del 95%, para las caracteristicas estructurales de los PPs: PM, GM y GA.
Ademas, se evalu6 el coeficiente de correlaciéon de Pearson (prueba de una cola), con un nivel de
confianza del 95% (p<0,05), del %FFA contra i) el area promedio del floculo antes de la digestion,
ii) el tamafio de las gotas de lipido antes de la digestidn, iii) el tamafio de las gotas de lipido después
de la digestion y iv) el porcentaje de actividad relativa (A) con adicion de 100, 200 y 500 pg/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 pancreatica
en un sistema de digestion in vitro y en soluciones modelo y su efecto sobre la estabilidad de la
emulsién fue evaluado mediante un modelo matematico completo de segundo orden. La ecuacién
del modelo es y = a + bX; + cX, + dX, X, + eX? + £X3 (Alsarra, Betigeri, Zhang, Evans, & Neau, 2002;
Mendenhall & Sincich, 1997), donde X; y X, corresponden al PM y al GM de los PPs,
respectivamente, y corresponde a las variables dependientes (al %FFA, al area promedio del fléculo
formado, al tamafio de particula antes o después de la digestion en un sistema de digestion in vitro o
al porcentaje de actividad relativa residual de la lipasa pancreatica en soluciones modelo). En el caso
de los modelos elaborados para explicar la variabilidad del area de floculo promedio y el tamafio de
particula promedio antes y después de la digestion, se incluyeron los valores de PM y GM igual a
cero que corresponden a la ausencia de PPs. En este caso, el parametro a explica la variabilidad del
area de floculo promedio y el tamafio de particula promedio antes y después de la digestién, sin
adicion de PPs (muestra control). En el caso de los modelos que estudian las variables de respuesta
%FFAy actividad de la lipasa pancreéatica (A) con adicion de 100, 200 y 500 pg/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 utilizo para normalizar los datos obtenidos por la adicion de PPs y por tal
razon el pardmetro a no es interpretable. En la ecuacion del modelo mateméatico completo de
segundo orden los pardmetros b-c hacen referencia al efecto de las variables independientes PM y
GM, d muestra la interaccion PM-GM vy e-f integran el posible comportamiento no lineal de las
variables PM y GM. El procedimiento utilizado para estimar la significancia estadistica del modelo
es conocido como andlisis de regresion multiple (Kermani, Shpigelman, Pham, Van Loey, &
Hendrickx, 2015). EI modelo se evalud con un nivel de confianza 95,0% (p<0,05).

Se construyeron graficas de contornos para representar las respuestas del modelo
matematico. En este tipo de representacién, cada par de variables independientes se grafican en la
abscisa y ordenada y las lineas de contorno representan la variable dependiente predicha por el
modelo estadistico para diferentes valores de las variables independientes. Todos los analisis
estadisticos fueron desarrollados utilizando el paquete de software STATGRAPHICS Centurién
XVI - Version 16.1.11 (StatPoint Technologies Inc., Warrenton, VA, Estados Unidos).
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3.5. Resultados y discusion

3.5.1. Caracterizacion estructural

La caracterizacion estructural de los seis PPs obtenidos comercialmente permitio establecer que estas
muestras cumplieron con las cantidades de cenizas (menor al 10% p/p) y nitrégeno total (menor al
2,5% plp), 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
correlacion lineal estadisticamente significativa. La no correlacién entre PM y GM de los PPs
permitié estudiar la contribucion de estos parametros al control de la digestion de lipidos en un
sistema de digestion in vitro y en soluciones modelo.

El PM promedio, GM, GA, CAU, el contenido de cenizas y de nitrégeno total fueron
evaluados para cada PP (C1 a C5y M) (Tabla 3-2). EI 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 unrangode 0,2+ 0,0a 1,9
+ 0,0% (mol/mol), estos resultados se encuentran en el rango de 1 a 5% (mol/mol) reportado para
PPs extraidos de manzana y citricos (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 estandar utilizado, estos permiten realizar comparaciones segun los propdsitos de
esta investigacion. Se encontraron dos reportes del PM de M obtenidos mediante analisis por
HPSEC: Un valor de PM de 245 kDa, obtenido con un detector de dispersion de luz laser (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). EI valor obtenido en este trabajo relativo a pululanos
para M (209 kDa) es mas cercano a lo reportado por Kermani, Shpigelman, Pham, Van Loey, y
Hendrickx (2015) mediante el uso de deteccidn de dispersion de luz laser, que es un método directo
que no requiere el uso de estadndares. Esto quiere decir que los valores referidos a pululanos
posiblemente son cercanos a los valores obtenidos mediante medidas directas, siendo mejor opcion
utilizar como estandar comparativo pululanos que dextranos para la determinacién del PM promedio
de PPs.
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El contenido de cenizas en todas las muestras fue inferior al valor maximo de 10% (p/p),
cumpliendo con las especificaciones requeridas comercialmente para cenizas en PPs (Codex, 1981;
Kimball, 2012). En cuanto al contenido de nitrégeno total obtenido para las muestras de PPs entre
0,3+£0,0a1,6 £0,0% (p/p) se encuentra por debajo del valor maximo de 2,5% (p/p) reportado como
una especificacion de calidad de PPs (FAO/OMS, 2001), indicando que las muestras de PPs
evaluadas en este estudio cumplen con las caracteristicas de calidad establecidas comercialmente
para PPs.

Al evaluar las posibles correlaciones lineales entre las caracteristicas estructurales analizadas
(PM, GM y GA) (Figura 3-1) se encontro correlacion lineal estadisticamente significativa entre el
par de caracteristicas PM - GA (Figura 3-1B) con unr = 0,9755 (p<0,05), mientras que las relaciones
entre los pares de caracteristicas PM - GM y GM - GA no presentaron correlaciones estadisticamente
significativas (Figura 3-1A'y C) con valores de r de 0,4821y 0,4731(p<0,05), respectivamente. La
no correlacion lineal entre las variables analizadas es un requisito para la evaluacion de la influencia
relativa de las variables independientes en un modelo mateméatico (Mendenhall & Sincich, 1997).
Por lo tanto, en el modelo matematico, que se presenta mas adelante, no se incluyd el GA puesto que
esta caracteristica puede ser descrita por el PM.

Tabla 3-2. Caracteristicas estructurales de los polisacaridos pécticos citricos (C1, C2, C3, C4, C5) y de
manzana (M): Contenido de acidos urdnicos (CAU), grado de metoxilacion (GM), grado de acetilacion (GA),
peso molecular (PM), contenido de cenizas y nitrdgeno total (Nt).

Composicion M C1 C2 C3 c4 C5

CAU (Yoplp)t  797+18 645+07% 591452  610£02°  699+22°  642+4,6%
GM (%omolimol  73.7%12%  628%0,7°  536+18  609+03°  547+19°  30,9%0,6
GA (%molimol)? 0.7 £0,0° 1,9+00° 1200 19+00° 030,01 02+0,0°

PM (kDa)* 209 + 3¢ 262+ 5° 245+10°  271+13° 165 + 6 171+ 3
Cenizas (%plp)s ~ 27%00° 18+00°  22#01°  19+01% 52013  24%02%
Nt (%p/p)° 03+0,0° 05+00°  09+0,0° 05+00° 040,09 1,6+0,0°

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 minima de Fisher (p<0,05).

L Expresado como g de acidos urénicos por 100 g de polisacarido pécticos. 2 Expresado como moles de metil esteres por
100 mol de &cidos urénicos. ® Expresado como moles de acetil esteres por 100 mol de acidos urénicos. * Relativo a
pululanos. ® Expresado como g de cenizas por 100 g de polisacérido péctico.  Expresado como g de nitrégeno total por
100 g de polisacarido péctico.
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Figura 3-1. Correlaciones de Pearson de las caracteristicas de los seis polisacaridos pécticos analizados:
Grado de metoxilacion en % mol/mol (GM), grado de acetilacion % mol/mol (GA) y peso molecular en kDa
(PM). A muestra la evaluacion de la correlacién entre PM y GM, B entre PMy GA y C entre GM y GA. La
correlacion evaluada en B fue estadisticamente 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 emulsién y la actividad

de la lipasa pancreatica en un sistema de digestion in vitro

En el sistema de digestion in vitro se logro establecer que cuanto mas inestable es la emulsion, por
fendmenos de floculacién y coalescencia producidos por la adicion de PPs, mayor es la inhibicion
de la actividad de la lipasa pancreética. También se encontrd que el efecto inhibitorio causado por
los PPs no se relaciona de forma lineal con el tamafio de las gotas de lipidos individuales, como se
muestra en los resultados descritos en esta seccion.

En el sistema de digestion in vitro se analiz6 el efecto de la adicidén de PPs sobre la cantidad
de FFA liberados durante el proceso de digestion. Como se observa en la Figura 3-2 se produjo una
disminucién del %FFA producidos en la fase intestinal del proceso de digestion en los sistemas
adicionados con PPs comparados con el control (emulsion sin adicién de PPs). Este resultado
evidencia una disminucion de la actividad de la lipasa pancreética debido a la presencia de PP en el
sistema. La mayor inhibicion fue causada por M que present6 un 63% de FFA y la menor inhibicion
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 polisacaridos pécticos (PPs) de manzana (M) y citricos (C1 a C5) sobre la liberacién
de acidos grasos (FFA) producidos después del proceso de digestion de una emulsion (de aceite de soya en
agua). El control corresponde a la emulsion sin adicion de pectina. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de Fischer LSD (p<0,05).

Ademas del efecto causado por la adicion de PPs sobre el %FFA en un sistema de digestion
in vitro, se evaluo la estabilidad de la emulsién a través del andlisis de imagenes obtenidas por
microscopia Optica y de la medida del tamafio de particula obtenida por el anélisis con un instrumento
Zetasizer Nano. Esta estabilidad se evalu6 en las emulsiones iniciales (antes del proceso de digestion)
y en las emulsiones resultantes de la fase intestinal (al final del proceso de digestion). En las
imagenes obtenidas por microscopia Optica se observd que antes del proceso de digestion, la
emulsién control (sin adicion de PPs) presentd una distribucién homogénea de las gotas de los lipidos
(Figura 3-3A, Control). En el caso de las emulsiones adicionadas con PPs (Figura 3-3A, My C1
a Cb) se observaron fendmenos de inestabilidad de la emulsién como floculacion (agregacion de las
gotas de lipidos) y coalescencia (grandes gotas de lipidos formadas por la unién de pequefias gotas
de lipidos), que afectan la homogeneidad en el tamafio de particula de la emulsién (Ngouémazong,
Christiaens, Shpigelman, Loey, & Hendrickx, 2015). Similar a nuestros resultados, la floculacion de
las gotas de lipido tras la adicion de PPs, habia sido previamente reportada por Espinal-Ruiz,
Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, y McClements (2016). Sin embargo, tras la adicion de PPS

estos autores no reportaron coalescencia como se observé en nuestros experimentos.
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Figura 3-3. Se superponen las Imagenes de microscopia Optica y perfiles de distribucion de tamafio de
particula (porcentaje volumétrico en funcién del diametro de particula en nm) de las emulsiones de aceite de
soya en agua con adicién de polisacaridos pécticos (PPs) de manzana (M) y PPs citricos (C1 a C5). Un control
(emulsion sin adicion de PPs). (A) Emulsiones antes del proceso de digestion y (B) Emulsiones después del
proceso de digestion.
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Con el fin de calcular de forma aproximada el area promedio de las entidades (fléculos o
grades gotas de lipidos formadas por coalescencia) observadas al microscopio, se utilizé el software
ImageJ para el procesamiento de las fotografias. Sin embargo, la emulsion control no presentd
fléculos por lo que con fines comparativos el area de las gotas de lipido en el control (0,04 pm?) se
calculd a partir de los datos hallados por los experimentos con un instrumento Zetasizer Nano. Para
calcular el area promedio de los floculos tras la adicién de PPs se tomaron tamafios mayores a 20
um?, debido a que tamarios inferiores no se lograron medir con el software utilizado. La areas
promedio obtenidas (um?) presentaron el siguiente orden: M (81,0 + 11,5%) > C5 (65,6 * 8,3%) > C3
(54,5 + 6,8™) = C2 (52,3 + 5,1°) > C1 (43,9 + 5,7°) = C4 (43,7 + 6,5°) > Control (0,04 + 0,02% (las
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas). Al final del proceso de digestion
(Figura 3-3B, M y C1 a C5) los productos de digestion no fueron claramente observables en las
fotografias tomadas por microscopia por lo que no fue posible establecer las areas promedio de los
productos de la digestion utilizando el software ImageJ.

La distribucion del tamafio de particula para las emulsiones antes y después del proceso de
digestion se muestra en la Figura 3-3. En la emulsion control (sin adicién de PPs) antes de la
digestion se observo una distribucion monomodal del tamafio de particula, mientras que las
emulsiones adicionadas con PPs de M y C1 a C5 mostraron dos 0 mas grupos en la distribucion del
tamafio de particula (distribucion polimodal), con diferentes porcentajes de fracciones de volumen.
Por lo tanto, se calcul6 el tamafio de particula promedio ponderado para las gotas de los lipidos con

la adicion de los diferentes PPs analizados mediante la Ecuacién 1.

_ (TPyx%VF;) + (TP, X%VE,) + - (THyX%VE,)

100 Ecuacion 1

TPp

Donde TPp corresponde al tamafio de particula promedio ponderado, %VF corresponde al
porcentaje del volumen de la fraccion y los subindices 1, 2, hasta n, corresponden al nGmero maximo
de grupos de tamafio de particula observados para cada PPs. Esta ecuacion también puede ser
aplicada para los PPs que tuvieron distribuciéon monomodal, en donde %VF; seria 100%. Es
importante aclarar que el promedio ponderado no necesariamente representa el tamafio real de la
particula sino que se trata de una medida global de la tendencia en la distribucion. Al aplicar la
Ecuacion 1 se obtuvo el siguiente tamafio de particula (nm) para las emulsiones iniciales: C5
(769,0+95,0%) > C3 (433,5+35,9°) > C4 (235,4+98,0°) = Control (226,6+65,8%) > C2 (201,3+47,6%)
~M (131,2+18,3%) = C1 (105,0+14,5% (Figura 3-3A). Las emulsiones adicionadas con C1, C2y M



62 Los polisacaridos pécticos y la actividad de la lipasa pancreatica

presentaron un menor tamafio promedio de particula que el control (226,6 nm), mientras que C3, C4
y C5 presentaron un mayor tamafio de particula que el control. Incluso, algunas gotas de lipidos
observadas superaron el limite de deteccién del instrumento utilizado (>10.000 nm).

Por un lado, el tamafio de particula 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 tamafio de particula
observado para la emulsion control (226,6 nm) debido probablemente al fendmeno de coalescencia
(Figura 3-3A). Por otro lado, las emulsiones que presentaron tamafios de particulas inferiores o
iguales al control (C1, C2 y M) dieron lugar a grandes fléculos (Figura 3-3A). Dichos fléculos
fueron Gnicamente observables en el microscopio y no en la medida del tamafio de particula, debido
a que en este ultimo procedimiento se incluyen diluciones que logran alcanzar las concentraciones
criticas de PPs (concentracion a la cual no hay floculacion por deplecidn), disociando los fléculos
(Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, & McClements, 2016; McClements, 2000;
Zhang, Zhang, Zhang, Decker, & McClements, 2015). Por tanto, la técnica de medida del tamafio de
particula empleada en este estudio permiti6 conocer el tamafio de las gotas de lipidos que constituian
los floculos, pero no permitio estimar el tamafio del floculo.

Al final del proceso de digestion (después de la fase intestinal), todas las emulsiones
mostraron una distribucion del tamafio de particula de al menos dos poblaciones (Figura 3-3B).
Luego de usar la Ecuacion 1, se obtuvo el siguiente tamafio de particula (nm) promedio: C3
(2147,4+151,2%) > C4 (1592,7+481,9°) > C1 (1118,7+60,2°) > C2 (1043,7+114,0°%) = Control
(975,3+112,9%) =~ M (786,2+123,2°%) =~ C5 (720,9+31,7% (Figura 3-3B). Se obtuvo un aumento del
promedio del tamafio de particula respecto de las emulsiones iniciales (antes de iniciar el proceso de
digestidn), excepto en el caso de C5 donde no se observo un cambio estadisticamente significativo
(769,0 nm). El aumento del tamafio de particula en las emulsiones después del proceso de digestion
respecto a las emulsiones iniciales (antes del proceso de digestion) se debe posiblemente a la mezcla
de maltiples componentes formados como gotas de lipidos no digeridos, micelas que pueden medir
entre 50 a 5000 nm (Espinal-Ruiz, Parada-Alfonso, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, &
McClements, 2014), vesiculas y productos de digestion de los lipidos como FFA, diacilgliceroles y
monoacilgliceroles (Espinal-Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, & McClements, 2016; D.
McClements & Li, 2010; Zhang, Zhang, Zhang, Decker, & McClements, 2015).
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Figura 3-4. Correlacién entre el porcentaje de acidos grasos libre (%FFA) con (A) el area promedio del floculo
antes de la digestion (AF-EI), (B) el tamafio de las gotas de lipido antes de la digestion (TP-El) y (C) el tamafio
de las gotas de lipido después de la digestion (TP-ED), de los resultados obtenidos en emulsiones adicionas
con polisacarido pécticos (PPs) y la emulsién control (sin adicion de PPs 100% FFA). R se refiere al coeficiente
de correlacion de Pearson. En A se hallo correlacion estadisticamente significativa (p-valor < 0,05 con un nivel
de confianza del 95%).

En la Figura 3-4 se muestra la evaluacion de las posibles correlaciones entre %FFA vy el
area promedio del fléculo en la emulsion (medida de la agregacion de las gotas de lipidos) antes de
la digestion y el tamafio de particula promedio antes y después de la digestion. Se encontrd
correlacion lineal estadisticamente significativa entre el %FFA y el area promedio del fléculo en la
emulsién antes de la digestién con un r = 0,7436 (p < 0,05) (Figura 3-4A). En contraste, no se hall6
correlacién estadisticamente significativa entre el %FFA y el tamafio de particula antes (Figura 3-
4B) o después (Figura 3-4C) de la digestidn con valores de r = 0,4289 y 0,0843, respectivamente (p
< 0,05). Estos resultados indican que los PPs son capaces de inhibir la digestion de las emulsiones
debido a los fendmenos de agregacion de las gotas de lipidos y no por la modificacién en el tamafio
de particula. Adicionalmente, se ha sugerido que la disminucién en la magnitud del proceso de
digestion de las emulsiones por efecto de la floculacién tras la adicion de PPs puede estar relacionado
con la restriccion en el acceso de la lipasa pancreatica a la superficie de las gotas de lipidos (Espinal-

Ruiz, Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, & McClements, 2016).

3.5.3. Efecto de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreatica en

soluciones modelo

Para evaluar el efecto de los PPs sobre la hidr6lisis de triacilglicéridos en un modelo mas sencillo se
hicieron experimentos en soluciones modelo. En la Figura 3-5 se muestra la actividad relativa de la
lipasa pancreatica evaluada en soluciones modelo con la adicion de PPs a diferentes concentraciones
(100, 200 y 500 pg/mL). Todos los PPs causaron inhibicién de la actividad de la lipasa pancreética

en las concentraciones evaluadas, excepto C5 a una concentracion de 100 pug/mL que no causé
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ninguna inhibicidn. La mayor inhibicién se obtuvo con los PPs C1 a 200 pg/mL y M a 100 pg/mL
con 57 y 61% de actividad residual relativa, respectivamente.

Al evaluar la correlacion de los resultados obtenidos para el %FFA en un sistema de
digestion 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 observO correlaciones lineales estadisticamente
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 observo correlacion lineal entre los
resultados obtenidos en soluciones modelo (sistema sencillo sin adicion de costosos reactivos
propios de la digestion) con la adicién de PPs (100 y 500 pg/mL) y los resultados obtenidos en un
ensayo realizado con adicion de PPs (250 pg/mL) en un sistema de digestion in vitro (sistema de
mayor complejidad que incluye mayor cantidad de componentes propios de la digestion). Esto quiere
decir que, las tendencias de inhibicién causadas por los PPs son estadisticamente iguales en los dos
sistemas a las concentraciones mencionadas. Sin embargo, en un sistema de digestion in vitro se
pueden ver otros efectos que no se pueden analizar en soluciones modelo, como la estabilidad de la

emulsion.
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Figura 3-5. Actividad residual (relativa al control, sistema sin adicién de PPs, tomado como 100% de actividad)
de la lipasa pancreatica en soluciones modelo con adicion de polisacaridos pécticos (PPs) de citricos (C1 a
C5) y PP de manzana (M). Los PPs se encuentran en concentraciones de (m) 100, (=) 200, y (0) 500 pg/mL.
Las barras representan la desviacion estandar y diferentes letras indican diferencia estadisticamente
significativa.
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Figura 3-6. Correlacion entre el contenido de acidos grasos libres (%FFA) liberados en la fase intestinal del
proceso de digestion in vitro y el porcentaje de actividad relativa residual con adicion de (A) 100, (B) 200y (C)
500 pg/mL de PPs (A100, A200 y A500, respectivamente). Se hall6 correlacion estadisticamente significativa
entre %FFA y A100 y A500. R se refiere al coeficiente de correlacion de Pearson. En A 'y B se hall6 correlacion
estadisticamente significativa (p-valor < 0,05 con un nivel de confianza del 95%).

3.5.4. Modelo matematico para evaluar el efecto del PM y GM sobre la

inhibicion de la lipasa pancreatica
Previamente se ha sugerido que el PM y el GM de los PPs son pardmetros importantes que afectan
la estabilidad de la emulsion y la actividad de la lipasa pancreética (Espinal-Ruiz, Restrepo-Sénchez,
Narvaez-Cuenca, & McClements, 2016; McClements, 2000), sin embargo, no se ha podido
establecer claramente la contribucidn relativa que tiene cada parametro a la actividad inhibitoria total
de la lipasa pancreatica. De los experimentos presentados antes se encontrd que del conjunto de PPS
evaluados, M [PM de 209 kDa y GM de 73,7% (mol/mol)] gener6 la mayor inhibicion de la lipasa
pancredtica en un sistema de digestion in vitro y en soluciones modelo, mientras que C5 [PM de 171
kDa y GM de 30,9% (mol/mol)] generd la menor inhibicién en los dos sistemas. Mediante la
comparacion entre M y C5 se podria concluir que un PP con altos valores de PM y GM favorece la
inhibicion de la actividad de la lipasa pancreatica en un sistema de digestion in vitro y en soluciones
modelo. Sin embargo, analizar inicamente dos de los seis polisacaridos evaluados podria subestimar
la informacion que otorgada por el conjunto de datos experimentales encontrados. Entonces la
evaluacion del efecto del PM y GM de cada PP sobre la actividad de lipasa debe realizarse en
conjunto, por tal razén surgid la necesidad de emplear modelos matematicos para evaluar este efecto.

Con el fin de evaluar la contribucion relativa del PM y GM de los PPs sobre la inhibicion de
la actividad de la lipasa pancreética se estudié un modelo mateméatico completo de segundo orden

con dos variables independientes. La ecuacion del modelo encontrada fue descrita en la Seccion 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 encontrd una relacion estadisticamente
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,
gue presentaron valores de p superiores a 0,05. En los modelos elaborados para el %FFA, el area de
fléculo promedio, el tamafio de particula antes y después del proceso de digestion 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. Parametros del modelo matematico completo de segundo orden para evaluar los efectos causados
por el peso molecular (PM) y el grado de metoxilacion (GM) de los polisacéridos pécticos (PPs) sobre el
porcentaje de acidos grasos libres %FFA, el area de floculo promedio (AF-EI), el tamafio de particula promedio

antes de la digestion (TPp-El) y después (TPp-ED) de la digestion, y la actividad de la lipasa pancreética con
adicion de 100, 200 y 500 pug/mL de PPs (A100, A200 y A500, respectivamente). La ecuacion del modelo es

y =a+ bPM + cGM + dPMGM + ePM? + fGM? , donde los parametros a-f corresponden a los coeficientes de
regresion (CR) dados por el modelo matematico.

CR %FFA® AF-EI® TPp-EI® TPp-ED®) A100@ A200@ A500@

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 40,1047 +0,0027 +0,0071 +0,0012

f -0,0126 +0,0803 +0,4893 -1,3171 -0,0159 +0,0658 +0,0013
p® 0,0348 0,0000 0,0012 0,0314 0,0170 0,2746 0,2644
R? (%)® 59,374 89,168 70,723 52,741 64,537 37,746 38,285
SD™ 8,2708 9,3384 141,44 404,88 10,675 12,329 7,8314

@ 9FFA: Porcentaje de acidos grasos libres liberados en la fase intestinal del proceso de digestion in vitro. @ AF: area promedio del
floculo en la EI.® TPp: Tamario de particula promedio ponderado en la emulsion antes de proceso de digestion (EI) y después del proceso
de digestion (ED). ¥ A100, A200 y A500: Actividad relativa (%) con 100, 200 y 500 pg/mL de PPs. ® Si p < 0,05 entonces el modelo
muestra una relacion estadisticamente significativa entre las variables. ® R? (%): Indica el porcentaje de variabilidad en y que es capaz de
explicar el modelo. ) SD: Desviacion estandar.
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Figura 3-7. Grafica de contornos del efecto del peso molecular (PM) y grado de metoxilacion (GM) de los PPs
citricos (C1 a C5) y de manzana (M) sobre el porcentaje de &cidos grasos libres liberados en la fase intestinal
en un sistema de digestion in vitro (A), el area de fl6culo promedio (B) el tamafio de particula promedio en
emulsiones antes (C) y después (D) del proceso de digestion y la actividad relativa en soluciones modelo con
adicion de 100 pg/mL de PP (E).

Con el fin de mostrar los resultados obtenidos para el modelo ajustado se realizaron gréficas
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 digestion in vitro como en soluciones modelo, es importante la interaccion del PM y GM de los
PPs para lograr un efecto inhibitorio de la actividad de la lipasa pancreética. PPs con PM menor a
230 kDa y GM mayor a 60% mol/mol causan inhibicién de la actividad enzimética en los dos
sistemas evaluados (soluciones modelo y sistema de digestion in vitro), cuanto mayor es el GM
dentro del rango antes mencionado, mayor es la inhibicion. EI aumento del GM de los PPs dentro
del rango mencionado ademas de favorecer la inhibicion de la actividad enzimética también causa

un incremento del area de floculo promedio y del tamafio de particula.
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En el sistema en soluciones modelo se observo adicionalmente que PPs con PM mayor a 230 kDa y
GM menor al 50% mol/mol causan también inhibicién de la actividad enzimatica. Cuanto mayor es
el PM dentro del rango antes mencionado, mayor es la inhibicién. ElI aumento del PM de los PPs
dentro del rango mencionado ademas de aumentar la inhibicién también causa un incremento del
area de floculo promedio y del tamafio de particula. Lo anterior quiere decir que los rangos de PM y
GM de los PPs que favorecen el incremento del area de floculo y el tamafio de particula son los
mismos rangos que favorecen la inhibicién de la actividad de la lipasa pancreatica. A medida que
aumentan los fenémenos de inestabilidad de la emulsién, aumenta la inhibicién.

Dentro de los seis PP analizados M presento la mayor inhibicion de la actividad de la lipasa
pancreatica 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 adicion de PP) en un sistema de
digestion in vitro y un 61% de actividad relativa residual (actividad total 100%, sin adicion de PP)
en soluciones modelo con adicion de 100 pug/mL de PP. Las caracteristicas estructurales de M se
encuentran dentro de los rangos predichos por el modelo para PM y GM que favorecen la inhibicion
de la actividad de la lipasa pancreatica [PM menor a 230 kDa y GM mayor a 60% (mol/mol)].

Mediante los resultados obtenidos se puede establecer que un PP con caracteristicas dentro
de los rangos predichos pueden inhibir la actividad de la lipasa pancreética en més de un 30% y estos
datos pueden orientar nuevos estudios acerca del disefio de alimentos utilizando PPs como aditivos

funcionales.

3.6. Conclusion

Los resultados obtenidos en los dos sistemas analizados (soluciones modelo y sistema de digestion
in vitro) permitieron establecer que tanto el PM como el GM de los PPs son factores importantes
para promover la inhibicion de la actividad de la lipasa pancreatica y que es importante la
combinacion 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 inhibicién de la actividad de la lipasa
pancredtica en los dos sistemas. A medida que aumenta el GM dentro del rango mencionado,
aumenta también la inhibicién causada por los PPs y a la vez aumenta la tendencia a la floculacion.

Los PPs pueden inhibir la actividad de la lipasa pancreatica en un sistema de digestion in
vitro y en soluciones modelo. Los resultados obtenidos en los dos sistemas mostraron una correlacion
lineal, lo cual quiere decir que el efecto de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreatica se puede
analizar experimentalmente obteniendo resultados semejantes tanto en un sistema de digestién in

vitro como en soluciones modelo. Esto puede traducirse en la disminucion de los tiempos y costos
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de andlisis del efecto causado por PPs sobre la actividad de la lipasa pancreética. Adicionalmente en
un sistema de digestion in vitro se pudo establecer que la adicién de PPs produce fenémenos de
inestabilidad de la emulsién como la floculacion y coalescencia de las gotas de los lipidos. Dichos
fendmenos de inestabilidad de la emulsion favorecen la inhibicion, puesto que a medida que aumenta
el area de fldculo aumenta también la inhibicion, sin importar el tamafio de particula de las gotas de
lipidos individuales. Estos resultados son importantes al momento del disefio inteligente de
alimentos para el control de la obesidad, sobrepeso o para disminuir el colesterol en sangre. Ademas,
generan inquietud frente a la necesidad de buscar nuevas fuentes para la extraccion de PPs, que

presenten caracteristicas estructurales especificas.
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4.1. Discusion general

4.1.1. Polisacaridos pécticos (PPs) con diferentes caracteristicas
estructurales, como inhibidores de la actividad de la lipasa

pancreética

Se sabe que las caracteristicas estructurales de los polisacéaridos pécticos (PPs) son factores
importantes en el estudio del efecto inhibitorio que estos causan sobre la actividad de enzimas
digestivas como la lipasa pancreatica. Nuestro grupo de investigacion “Estudio de cambios quimicos
y bioguimicos de productos frescos y procesados” ha realizado avances en este campo como el
trabajo desarrollado por Espinal Ruiz (2016), que permitié establecer que los PPs causan inhibicion
de la actividad de la lipasa pancreatica en soluciones modelo y en un sistema de digestion in vitro y
que dicha inhibicion depende de las caracteristicas estructurales de los PPs como el peso molecular
(PM) y grado de metoxilacion (GM).

Sin embargo, los estudios realizados por Espinal Ruiz (2016) no permitieron establecer cual
es el aporte relativo de cada una de estas caracteristicas PM y GM al efecto inhibitorio causado por
los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreética. Por lo anterior, el objetivo general de la presente
investigacion fue: Determinar el efecto del PM y del GM de los PPs sobre la actividad enzimética
de la lipasa pancreatica. Para desarrollar este objetivo se propuso en primer lugar buscar una método
preciso, sensible y exacto que permitiera la cuantificacion de la actividad de la lipasa pancreatica,
en soluciones modelo. Posteriormente se realizo la caracterizacion de PPs de diferentes fuentes con
el fin de lograr un grupo de muestras con PM y GM estadisticamente diferentes que facilitara el
analisis que se deseaba llevar a cabo.

Las muestras de PPs con diferentes caracteristicas estructurales fueron evaluadas mediante
el uso de un sistema complejo con la simulacion de las fases oral, gastrica e intestinal y la adicion
de los componentes propios de la digestion con el fin de simular las condiciones de un sistema
digestivo (sistema estatico de digestion in vitro), en el que se obtuvo una medida del efecto
inhibitorio causado por la adicion de PPs en porcentaje de &cidos grasos (%FFA) residual asumiendo
un 100% de FFA en el control (sistema sin adicién de PPs). En este sistema de digestion in vitro
todos los PPs adicionados causaron inhibicién de la actividad de la lipasa pancreética y floculacion
de las gotas de lipidos de las emulsiones iniciales (antes del proceso de digestion) en magnitudes

diferentes dependiendo de sus caracteristicas estructurales.
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Posteriormente, con el fin de evaluar los efectos inhibitorios causados por los PPs sobre la
actividad de la lipasa pancreéatica en una matriz menos compleja que el sistema de digestion in vitro.
Se utilizaron soluciones modelo en condiciones previamente ajustadas, este sistema se llevo a cabo
en una fase de 1lh en la que Unicamente se utilizaron condiciones propias de la fase intestinal
ajustadas de forma que se favoreciera la actividad enzimatica. 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 ademas de la lipasa pancreética.

Se obtuvieron resultados de inhibicion causada por los PPs, segin sus caracteristicas
estructurales, estadisticamente iguales en ambos sistemas (digestidn in vitro y soluciones modelo).
Sin embargo, el sistema de digestién in vitro permiti6 evaluar aspectos de la inhibicién causada por
los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreatica que no es posible analizar en soluciones modelo.

A continuacion, se discuten algunos detalles experimentales que permitieron llegar a los
resultados descritos en los capitulos 2 y 3.

4.1.2. Ajustes al método para la determinacion de la actividad de la lipasa

pancreatica en soluciones modelo

La metodologia utilizada para la determinacion de la actividad de la lipasa pancreatica en soluciones
modelo descrita en el capitulo 2 fue producto de la comparacién realizada entre dos diferentes
técnicas volumétricas reportadas en la literatura por Sullivan y Howe, 1933 y Xu, Liu, Miao, Zhou,
y Gao, 2014.

La metodologia seleccionada fue la propuesta por Xu, Liu, Miao, Zhou, y Gao, (2014), a la
cual se realizaron modificaciones para favorecer las condiciones de reaccion de la lipasa pancreética
como el pH y las concentraciones de enzima, sustrato y buffer buscando mayor actividad de la
enzima y disminucién del tiempo de reaccion para optimizar el proceso. En este proceso se utilizd
una metodologia por pasos donde cada paso realizado permiti6 la seleccion de una o varias
condiciones que se mantienen para la evaluacién de otra condicion en el paso siguiente.

Se obtuvo un método modificado que permitié superar las dificultades presentes en la
titulacion convencional con NaOH y fenolftaleina como indicador. Se mejord la precision del
método, al pasar de medidas de actividad con CV=13,4% a medidas con un CV entre 2,0 y 6,0%.
Ademas, se observo una mayor sensibilidad del método a los pequefios cambios quimicos dados en
el sistema, al pasar de realizar medidas de la actividad de la lipasa pancreética con concentraciones

de enzima de 1350 pg proteina/mL a 5 pg proteina/mL. Disminuyeron los errores de la estimacion
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de actividad puesto que se sustituye el titulante por H.SO4 impidiendo la posible hidrolisis alcalina
del sustrato empleado en la reaccion (triacetina).

Una vez ajustado un método preciso y exacto para la cuantificacién de la actividad de la
lipasa pancreatica se intent6 realizar ensayos de inhibicion de la actividad adicionando PPs. Sin
embargo, las caracteristicas emulsificantes de los PPs utilizados en concentraciones por encima de
500 pg/ml, mostraron un aumento en la actividad de la lipasa pancreética, por lo que fue necesario
utilizar un medio emulsificado y disminuir la concentracion de PPs. De esta manera se logré

evidenciar el efecto inhibitorio causado por PPs en concentraciones entre 100 a 500 pg/ml.

4.1.3. Porque utilizar PPs comerciales y su caracterizacion

Dentro de los objetivos especificos de la investigacion se planted: 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 modificacion quimica de un PPs comerciales y la tercera fuente consistio en
PPs extraidos de residuos de frutas tropicales.

La primera opcidn, los PPs comerciales, en principio presentd la dificultad de encontrar PPs
con caracteristicas estructurales diferentes, puesto que la gran mayoria de los PPs disponibles
comercialmente son de alto metoxilo y de fuentes citricas. Sin embargo, una bisqueda exhaustiva
permitié recopilar muestras no solo de fuentes citricas sino también de manzanay se logré encontrar
una muestra de bajo grado de metoxilacion (los proveedores son mencionados en el capitulo 3 -
seccion 3.3.1).

En la segunda opcion se tomé un PPs citrico y uno de manzana comercialmente disponibles
y se realiz6 de-esterificacion alcalina con NaOH 0,5 M modificando los tiempos de exposicion al
hidréxido (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 segin 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
observé disminucion de la solubilidad en agua para los PPs modificados comparados con los PPs

antes del tratamiento. El rendimiento del proceso fue cercano al 65%.



Capitulo 4 75

220 - a

200 -

180 - b
= 160 ~
a
X< 140 -+
©
S 120 4
3
E 100 T c
o 80 d e
9 f
o 60

40 -

20 -

0 - r r r r r
M M-20 M-45 c5 C5-20 C5-45

Figura 4-1. Relacion del peso molecular (kDa) de las muestras de polisacéridos pécticos (PPs) comerciales
de manzana (M) y citrico (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 desviacion estandar y diferentes letras indican diferencia
estadisticamente significativa.

En cuanto a la tercera opcion, se extrajeron PPs de badea y curuba, los PPs extraidos de
frutas tropicales presentaron un muy bajo contenido de acidos urénicos menor al 50%, lo cual
indicaba que los extractos que se estaban obteniendo no tenian la pureza reportada para un PPs
comercial (Kermani, Shpigelman, Pham, Van Loey, & Hendrickx, 2015). Los PPs de residuos de
frutas tropicales podrian ser una buena fuente de PPs, sin embargo, seria necesario buscar
metodologias de purificacion y procesamiento que mejoraran las caracteristicas de calidad de los
PPs obtenidos.

Finalmente, se tomo la decisiéon de utilizar las muestras disponibles comercialmente por
facilidad para obtenerlas y porque cumplian con las caracteristicas de calidad de los PPs y se podian
obtener en cantidades suficientes de forma rapida.

Los PPs seleccionados fueron caracterizados segin el contenido de &cidos urénicos, el
contenido total de cenizas, contenido de nitrogeno total, el GM, el grado de acetilacion y el PM. El
contenido de cenizas se realizd de acuerdo a la AOAC 942.05 y el contenido de nitrégeno total
basado en el método Kjeldahl AOAC 970.22. En el caso del contenido de &cidos urénicos se
evaluaron de acuerdo a lo propuesto por Blumenkrantz y Asboe-Hansen (1973). La caracterizacion
de los PPs de acuerdo a su GM, GA 'y PM se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
bajo las condiciones descritas en el capitulo 3 - seccion 3.3.2.

Una vez realizada la caracterizacion de los diferentes PPs obtenidos comercialmente, se
seleccionaron aquellos que presentaron caracteristicas estructurales diferentes, obteniendo PM y GM

sin una correlacion lineal estadisticamente significativa como se muestra en el capitulo 3 - Figura
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3-1. Esto permitié continuar con el desarrollo de los objetivos de la investigacion, con la evaluacién
del efecto causado por el PM y GM de los PPs sobre la actividad de la lipasa pancreatica en un

sistema de digestion in vitro y en soluciones modelo.

4.1.4. Informacion suministrada por los dos sistemas utilizados: Sistema

de digestion in vitro y soluciones modelo.

Inicialmente se realiz6 la evaluaciéon de la actividad de la lipasa pancredtica en un sistema de
digestion in vitro que requirio de la elaboracion y evaluacion de estabilidad de una emulsion que
cumpliera con ciertas caracteristicas: 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 tamafio de particula y microestructura
homogénea, sin floculacion como se observa en el capitulo 3 — seccion 3.5.2 — Figura 3-3). El
disefio y evaluacion de la emulsion es importante para establecer el punto inicial de comparacion y
lograr evaluar satisfactoriamente los efectos causados por la adicion de PPs a la emulsion.

Este sistema de digestion in vitro permiti6 observar el efecto causado por la adicién de PPs
sobre laactividad de la lipasa pancreéatica en una matriz compleja que incluia diferentes componentes
propios de la digestion y también permitié evaluar el efecto de los PPs sobre la estabilidad de la
emulsién. Se encontrd que los PPs inhiben la actividad de la lipasa pancreética y que la adicién de
PPs causa floculacion y coalescencia de las gotas de lipidos emulsificados. También se logré
observar que la floculacién y coalescencia de las gotas de los lipidos favoreci6 el efecto inhibitorio
causado por PPs sobre la actividad de la lipasa pancreatica.

Sin embargo, se deseaba analizar también el efecto inhibitorio causado por los PPs en un
sistema mas sencillo, de soluciones modelo ajustado seglin se comento en la seccién 4.1.2. Este
modelo permitié cuantificar la inhibicién de la actividad de la lipasa pancreéatica, obteniendo los
resultados presentados en el capitulo 3 — seccion 3.5.3 — Figura 3-5.

Utilizando soluciones modelo se evitd el complejo procedimiento llevado a cabo en un
sistema de digestion in vitro y el uso de algunos componentes del proceso de digestion (enzimas y
sales propias de las fases oral y gastrica) descritos en el capitulo 3 - Seccién 3.5.3. En soluciones
modelo se disminuyo el tiempo de andlisis y se cambid el sustrato utilizado de aceite de soya a
triacetina que es soluble en agua a bajas concentraciones y por tanto de facil manejo en solucién sin

necesidad de preparar emulsiones.
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Al comparar los resultados obtenidos en soluciones modelo para el % de actividad relativa
con adicion de 100 pg/mL de PPs (capitulo 3 — seccién 3.5.3 — Figura 3-5) con el porcentaje de
acidos grasos libres (%FFA) producidos durante la fase intestinal en un sistema de digestion in vitro
(capitulo 3 — seccién 3.5.2 — Figura 3-2), se obtuvo una correlacion lineal estadisticamente
significativa (capitulo 3 — seccion 3.5.3 — Figura 3-6). La correlacion 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 reaccion, 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 inhibicién causada por los diferentes PPs utilizados. De
esta forma se puede decir que el analisis del efecto inhibitorio causado por PPs sobre la actividad de
la lipasa pancreatica mediante un sistema sencillo de soluciones modelo permitié obtener resultados
comparables con los resultados en un sistema complejo de digestion in vitro.

Sin embargo, es importante recordar que en soluciones modelo con las condiciones
utilizadas no es posible analizar la estabilidad de la emulsion, la cual se realiz6 en el sistema de
digestion in vitro, obteniendo informacién importante sobre la floculacién y coalescencia de las gotas
de lipido por la adicién de PPs con diferentes caracteristicas estructurales.

4.1.5. El porqué de incluir un modelo matematico

En el analisis de los resultados obtenidos en un sistema de digestién in vitro y en soluciones modelo
nos encontramos con una gran dificultad que consistié en entender las tendencias de inhibicion
causadas por los diferentes PPs y a su vez relacionarlas con sus PMs y GMs. Teniendo en cuenta
gue no se pretendia identificar cual PP presentaba una mayor inhibicién de la actividad de la lipasa
pancreatica, sino cual es la contribucion relativa del PM y GM de los PPs sobre la inhibicion de la
actividad de la lipasa pancreatica, fue necesario dejar de lado los “individuos” y analizar los datos
de PM y GM obtenidos para todos los PPs como dos variables independientes X; y X2 que afectan la
variabilidad de y la variable respuesta que podia ser el %FFA o el area de fléculo promedio o el
tamafio de particula antes o después del proceso de digestion o el % de actividad relativa obtenido
en soluciones modelo.

Para el andlisis estadistico de la relacion entre las variables independientes PM y GM de los
PPs con diferentes variables respuesta (%FFA, area promedio del fléculo formado, tamafio de
particula antes y después de la digestion en un sistema de digestion in vitro y al porcentaje de
actividad relativa residual de la lipasa pancreética en soluciones modelo), se consideré el uso de dos
posibles modelos matematicos, un modelo de primer orden con dos variables y un modelo
matematico completo de segundo orden.
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La ecuacion encontrada para el modelo de primer orden con dos variables fue:
y = a+ bX; + cX,, donde a, b y ¢ corresponden a los coeficientes de correlacion dados por el modelo,
X1y Xz 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 estadisticamente significativos y valores de R-cuadrada
menores a 52% indicando el porcentaje de explicacion de la variabilidad de las variables respuesta
analizadas. La ecuacion y descripcion del modelo matematico completo de segundo orden se
encuentra en el capitulo 3 — seccion 3-4. En este modelo se obtuvieron valores p menores a 0,05
indicando modelos estadisticamente significativos y valores de R-cuadrada mayores a 52%
indicando el porcentaje de explicacion 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
proporciond un mayor porcentaje de explicacion 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 ecuacion.

El modelo matematico seleccionado permitid establecer relaciones entre el PM y el GM de
los PPs y su capacidad para formar floculos con su efecto inhibitorio de la actividad de la lipasa
pancredtica en un sistema de digestion in vitro y en soluciones modelo como se mostré en los
resultados del capitulo 3 - seccion 3.5.4.

4.1.6. Aportes de la investigacion al estudio de la actividad de la lipasa

pancreatica y al estudio de los PPs como aditivos funcionales

Esta investigacion recopila una serie de detalles importantes acerca del andlisis de la actividad de la
lipasa pancreéatica en dos sistemas, en un sistema de digestion in vitro y en soluciones modelo. La
informacién experimental descrita acerca de los dos modelos puede servir como base a futuras
investigaciones que requieran medir la actividad de la lipasa pancredtica o evaluar el efecto
inhibitorio causado por un componente sobre la actividad de la lipasa pancreatica.

Se logro establecer un rango para el PM y GM de los PPs que favorece la floculacion y
coalescencia de las emulsiones y que favorece la inhibicion de la actividad de la lipasa pancreatica
tanto en soluciones modelo como en un sistema de digestion in vitro. PPs con PM menor a 230 kDa
y GM mayor a 60% mol/mol segln lo encontrado en esta investigacion inhiben la actividad de la
lipasa pancreética y por tanto podrian ser utilizados como aditivos funcionales en alimentos dirigidos

a personas con obesidad o problemas de colesterol. De esta forma nuestra investigacion da un paso
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hacia adelante en la actual tendencia de disefiar alimentos que contribuyan al cuidado de la salud.

4.1.7. El futuro de la investigacion

Esta investigacion puede constituir un primer paso hacia el disefio de un alimento donde se utilice
un PP con las mejores caracteristicas estructurales encontradas, como un aditivo funcional. Esta idea
da lugar a nuevos interrogantes como por ejemplo, cual podria ser la mejor matriz alimenticia para
el uso de un PP funcional, qué efectos puede tener la matriz alimenticia sobre las caracteristicas
funcionales del PP.

En adelante se requiere entonces el disefio 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 disefio experimental que tenga en cuenta la dieta de los individuos, estado

de salud y demas datos de importancia para identificar el efecto causado por el consumo del PP.
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5.1. Conclusiones generales

1. La inhibicion de la actividad de la lipasa pancreatica causada por los polisacaridos pécticos
(PPs) depende de la relacién entre su peso molecular (PM) y grado de metoxilaxion (GM). Se
encontrd que PPs con PM menor a 230 kDa y GM mayor a 60% mol/mol favorecen la inhibicién
de la actividad de la lipasa pancreatica y a medida que aumenta el GM dentro del rango

mencionado, aumenta la inhibicién causada por el PP.

2. Enunsistema de digestion in vitro se pudo establecer que la adicion de PPs produce fenébmenos
de inestabilidad de la emulsion como la floculacién y coalescencia de las gotas de los lipidos.
Se encontré que PPs con PM menor a 230 kDa y GM mayor a 60% mol/mol favorecen la
formacion de fléculos de mayor area promedio y a medida que aumenta el area de fléculo
aumenta también la inhibicion de la actividad de la lipasa pancredtica, sin importar el tamafio

de particula de las gotas de lipidos individuales.

3. De los seis PP analizados M (PP de manzana) presentd la mayor inhibicion de la actividad de
la lipasa pancredtica M [PM de 209 kDa, GM de 73,7% (mol/mol)], en los dos sistemas
evaluados. Las caracteristicas estructurales de M se encuentran dentro de los rangos predichos
por el modelo para PM y GM que favorecen la inhibicion de la actividad de la lipasa pancreatica.
Mediante los resultados obtenidos se puede establecer que PPs con caracteristicas dentro de los
rangos predichos llegan a inhibir mas de un 30% la actividad de la lipasa pancreatica evaluada

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

4. Los PPs tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad de la lipasa pancredtica, que puede ser
analizado experimentalmente en un sistema de digestion in vitro y en soluciones modelo, con

resultados estadisticamente iguales.

5. Las mejores condiciones encontradas para la evaluacion de la actividad de la lipasa pancreética
en soluciones modelo son: El uso de triacetina como sustrato en una concentracion de 250 mM
y lipasa pancreatica 5 ug proteina/mL, preparadas en buffer Tris-HCI 200 mM (pH 7,4), con un
tiempo de reaccion de 60 min a 37 °C y titulacion potenciométrica con H,SO4 (5mM) hasta pH
6,0.
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6. Para la cuantificacion de la inhibicion causada por la adicién de PPs en concentraciones entre
100 a 500 pg/mL sobre la actividad de la lipasa pancreética en soluciones modelo se requiere
de un medio emulsificado con adicion de NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, Tween-20 100 png/mL y

extracto biliar 3,5 mg/mL.

7. Elsistema en soluciones modelo constituye una metodologia sencilla, de bajo costo que permite
la evaluacion rapida de la actividad de la lipasa pancreética o de su inhibicion. Mientras que el
sistema de digestion in vitro es un procedimiento complejo que requiere de costosos reactivos,
pero que permite el analisis de otras variables que influencian la medida de la actividad de la

lipasa pancredtica y que no se pueden evaluar en soluciones modelo.



Anexo A: Determinacion del contenido de proteina
en lipasa pancreatica por el método Bradford

modificado por Zor y Selinger (1996)

Método utilizado para la determinacién de proteina en lipasa

pancreatica comercial

Para la determinacion del contenido de proteina en la lipasa pancreatica comercial
se utilizo el método propuesto por Bradford y modificado por Zor y Selinger (1996) referido
en el capitulo 2. Se tomaron 20 pL de una solucién de lipasa comercial 120 pg/ml y se
mezclaron con 500 pL de reactivo Bradford para la generacion 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 adicion de 10 ml de acido fosférico). Se agitd en vortex durante 1 min y se dejé
reposar por 20 min, posteriormente se leyd la absorbancia a 590/450 nm. Para la
cuantificacion de la proteina se realiza una curva de calibracion con albumina de suero

bovino con concentraciones entre 0 y 576 pg/ml.

Resultados

Se realiza el triplicado para los puntos de la curva de calibracion, se gréafica la absorbancia
en funcion de la concentracion de albuminay se interpolan los valores de absorbancia obtenidos para
la muestra. El valor de proteina obtenido para la muestra de lipasa comercial 120 pg/ml fue de 27
+ 4 % (p/p).
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Anexo A

Absorbancia

0,4 y = 0,002x + 0,5257

0,2 RZ = 0,0946
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Figura 1-A. Curva de calibracion de albumina.



