CUBANA DE

Duimica

Recepcion: julio 2012

Aceptacion/publicacion: sept. 2012

Hidrdlisis enzimatica del acido péctico con una
endopoligalacturonasa de levadura: Cinética y distribucion
de masas moleculares
Engymatic Hydrolysis of the Pectic Acid with a Yeast Endopobygalacturonase: Kinetic
and Molecular Weight Distribution

Dr. Manuel Serrat-Diaz'; Lic. Richard A. Dumé-Arias'; Lic. Yuniesky Del-Todo-Martinez', MsC. Odalys
Rodriguez-Gamez', MsC. Juan F. Almenares-Verdecia'; Lic. Roberto G. Machado-Garcia" ,@5
mserrat@cebi.uo.edu.cu

'Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial, Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, Cuba; "Facultad
de Ciencias Naturales, Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, Cuba

®Resumen

Los oligogalacturénidos se erigen como prometedoras biomoléculas para uso agricola, en la
biotecnologiavegetal y en laelaboracion de alimentos funcionales, debido a su potente y diversaactividad
bioldgica, la cual depende, fundamentalmente, de su grado de polimerizacion. El establecimiento de
condiciones Gptimas para su obtencion requiere del conocimiento de la cinéticay modo de accion de la
enzima utilizada. En este trabajo se presenta la cinética de la hidrolisis enzimética del &cido péctico con
una endopoligalacturonasa de levadura, asi como la caracterizacion de la distribucion de masas
moleculares en el hidrolizado. Los resultados muestran que la hidrolisis transcurre a velocidad maxima
hasta un 25 % de hidrolisis, disminuyendo luego progresivamente. En el hidrolizado sélo se detectan
moléculas comprendidas entre los grados de polimerizacion 2 y 8, estando particularmente enriquecido
en el tetramero (70 % m/m)) y empobrecido en el dimero y en las especies con talla > 6, al compararlo
con la distribucién més probable. Estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo de ataque
preferencial en la enzima, y sientan las bases para el desarrollo de un modelo estructurado que permita
predecir la cinética y distribucion de masas moleculares durante la depolimerizacion del &cido péctico.

Palabrasclave: oligogalacturdnidos, acido péctico, endo-poligalacturonasa, depolimerizacion.
Abstract

Oligogalacturonides are promising biomolecules for agricultural use, plant biotechnology and
functional foods formulation, due to its potent and diverse biological activity, which is mainly a function
of the polymerization degree of these ones. The establishment of optimal conditions to oligogalacturonides
production requires to know the enzymatic kinetic and mode of action. In this work is studied the kinetic
of pectic acid hydrolysis by means of a yeast endopolygalacturonase, as well as the characterization of
the molecular weightsdistribution inthe hydrolyzed. The results shownthat hydrolysis occurs to maximum
rate up to 25 % of hydrolysis, after decreasing progressively. In the hydrolyzed are only detected
molecules with polymerization degree between 2 and 8, being specially enriched in tetramer (70 %
(w/w)) and impoverished in dimer and in the species with size > 6, when is compared with the most
probable distribution. These results suggest that enzyme have a preferential attack mechanism and set
the basisto the development of astructured model to prediction of kineticand molecular weight distribution
during pecticacid depolymerization.

Keywords: oligogalacturonides, pecticacid, endo-polygalacturonase, depolymerization.
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e Introduccion

En los Gltimos afios ha sido ampliamente
documentado que los oligogalacturénidos (OG) con
grado de polimerizacion (gp) entre 10y 15 presentan
una potente actividad biol6gica en plantas /1/y se les
atribuye, ademads, valor prebidtico y como fibra
dietética/2/. Enel caso de nuestro pais, investigadores
del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas han
evaluado exitosamente la aplicacion de una mezcla
de OG, conocida como Pectimorf, en varios cultivos
de interésecondmico, asi como en lamicropropagacion
detejidos vegetales/3/, observandose variados efectos
talescomoelicitacion de las respuestas defensivas de
las plantas frente a patdgenos, estimulacion de la
rizogénesis, etcétera.

La obtencidn de estos OG requiere de preparados
enzimaticos con elevada actividad
endopoligalacturonasa (endoPG). En este sentido, se
ha demostrado la factibilidad de producir
nacionalmente preparados virtualmente puros de
endoPG con la cepa de levadura Kluyveromyces
marxianus CCEBI 2011, en un proceso concomitante
con la produccion de etanol /4/.

Una proxima etapa encaminada a la obtencion de
estas biomoléculas implicaria el desarrollo de los
reactores enzimaticos apropiados (ejemplo mediante
lainmovilizacion de laendoPG) y el establecimiento
de las condiciones operacionales que permitan
alcanzar los méximos rendimientos de OG de una
talla determinada.

Hasta el presente, esto Gltimo se ha realizado de
forma empirica para la obtencion del Pectimorf,
usando un preparado enzimatico comercial de origen
fungico donde coexisten actividades endo- y exo-
poligalacturonasa/5/, o que dificultasu generalizacion
a la obtencion de OG con otras caracteristicas o
cuando se emplean otros preparados enzimaticos.

La aplicacion de modelos matematicos para la
descripcion de los procesos de hidrdlisis con
endoglicohidrolasas hasido descritapor variosautores
/6-9/. Estos modelos, de modo general, asumen el
cumplimiento de la cinética de Michaelis-Menten
paralareaccionenzimatica, suponen que lavelocidad
de la reaccion sélo es afectada por la concentracion

de enlaces disponibles para la hidrolisis y su validez
estd limitada a pequefios grados de avance de la
reaccion. Estos planteamientos adolecen de no
considerar la influencia del gp del sustrato en la
velocidad de la reaccién, aspecto este de extrema
importancia para el caso que nos ocupa, teniendo en
cuenta que la obtencién de OG de pequefia talla
requiere de elevados grados de avance de la reaccion
(> 20 %).

Atendiendo a estas limitaciones, la presente
investigacién estuvo dirigida al estudio de lacinética
de la hidrolisis enzimatica del &cido péctico con la
endoPG de la levadura K. marxianus CCEBI 2011,
asi como de la distribucion de masas moleculares en
elhidrolizado enzimatico.

Materiales y métodos

Preparacién y semipurificaciéon de Ia
enzima

El crudo enzimatico de endoPG se obtuvo a partir
de un cultivo microaerdéfilo de la cepa de levadura
Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 (Coleccion
de Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnologia
Industrial, Universidad de Oriente, Santiago de Cuba)
en medio extracto de levadura-glucosa, segun
describen Serrat y col. /4/. Una vez centrifugado el
cultivo durante 2 min paraseparar labiomasa, se filtro
el sobrenadante através de un filtro bacteriol6gico de
0,22 um (Millipore, USA). Del filtrado se tomaron 5
mL, se incubaron en hielo durante 10 min, y se
precipité la enzima mediante la adicion de etanol
helado para una concentracion del 75 % (v/v). Se
centrifugd durante 5 min, y se desechd el sobrenadante.
El precipitado se lavd con etanol absoluto, y por tltimo
se disolvié en 5 mL de buffer acetato 50 mmol - L*
pH 5. Se conservo en refrigeracion a 4 °C.

Determinacion de la actividad enzimatica
endoPG

Se sigui6 el procedimiento descrito por Serrat et
al. /12/. Para ello, se utiliz6 como sustrato acido
poligalacturénico (sal sodica; Sigma, St. Louis, MO)
al 0,5 % (m/v) en buffer acetato de sodio, 50 mM, pH
5,0. Laactividad enzimaticase estimd del incremento
en el poder reductor del sustrato a 37 °C en 10 min, el
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cual se evalu6 mediante el método de Somogyi /10/
seguin la modificacion desarrollada por Nelson /11/.
La mezcla de reaccién estuvo conformada por 400
mL desustratoy 100mL de unadiluciénapropiadade
la enzima en buffer acetato de sodio 50 mM, pH 5,0.
Una unidad de actividad endoPG se definio como la
cantidad de enzima que produce 1 mmol-min* de
extremos reductores (expresados como acido
galacturonico) bajo estas condiciones.

Hidrélisis enzimatica del dacido péctico

Se utilizd como sustrato &cido péctico a una
concentracion de 20 g-L* en buffer acetato 50 mmol
- L (pH 5). La reaccidn se efectu6 en un matraz de
500 mL de capacidad, provisto de tapa esmeriladay
esterilizado térmicamente, al cual se le afiadié 200 mL
del sustrato (previamente esterilizado por filtracion) y
la cantidad requerida de enzima para obtener una
actividad de 0,2 U/mL en la mezcla de reaccion,
ambos preincubados a 37 °C durante 15 minutos.

La reaccion enzimaética se desarroll6 en reposo
a 37 °C. Se tomaron muestras de la mezcla
reaccionante (5 mL) a diferentes intervalos de
tiempo, bajo condiciones de asepsia. Estas se
incubaron durante 10 minutos a 100 °C para la
inactivacion de la enzima y se guardaron en
congelacion (-20°C) para la posterior determinacion

o _ concentrac ibn masica

del contenido de azlcares reductores, segun el
método de Somogyi-Nelson /10, 11/.

Fraccionamiento del hidrolizado mediante
cromatografia de filtracion en gel

A una columna de Sephadex G-75 (Pharmacia,
Suecia) de 17 - 1 cm, previamente equilibrada con
buffer acetato de sodio 50 mmol - L* (pH 5), se le
aplicaron 500 mL del hidrolizado correspondiente al
final de la reaccion enzimética y se eluyd con el
mismo buffer a un flujo de 5 mL - h*. Se colectaron
fracciones de 0,5 mL hasta alcanzar un volumen total
de la columna.

Determinacién de la distribucion de pesos
moleculares en el hidrolizado

A cada una de las fracciones de la cromatografia
de filtracion en gel se les determind la concentracion
maésica de &cidos uronicos segun el método del
carbazol /13/ y la concentracion de extremos
reductores (expresada como concentracion masica
de &cido anhidrogalacturdnico) segun el método de
Somogyi-Nelson /10, 11/, utilizando en ambos casos
acido galéacturénico (Sigma) como estandar. El gp
promedio en nimero (Xn) y la fraccién en peso (Wi)
correspondientes a cada una de las fracciones se
calcularonsegun:

de &cidos uronicos (ug/mL)

concentrac i6n de extremos reductores (ug/mL) @)
wi = SVt @
coVh

donde c, corresponde a las concentraciones masicas
de 4cidos urénicos en cada de las fracciones; V, es
el volumende lafraccion; ¢ , laconcentracion masica
delpolimeroenlamezcladereaccionyV, el volumen
de hidrolizado aplicado a la columna.

® Resultados y discusion
Cinética de Ia hidrdlisis enzimatica del
acido péctico

Como puede observarse en lafigura 1, lareaccion
transcurre muy rapidamente durante la primerahora,

alcanzéndose un 25 % de hidrdlisis, disminuyendo
luego lavelocidad de formamoderadahastaalcanzarse
el 33 % de hidrolisis, momento a partir del cual la
reaccion procede con extremalentitud, cesando cuando
aproximadamente el 38 % de los enlaces han sido
escindidos.

Aunque la forma hiperbdlica de la curva y la
presenciade tres fases es coincidente con lo reportado
por Luh y Phaff /14/ para la poligalacturonasa de
Saccharomyces fragilis, existen diferencias en
cuanto al inicio y duracion de estas fases y a la
terminacion de la reaccion enzimatica.
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Fig. 1 Cinéticadelahidrolisisenzimaticadel acido péctico. Actividad
poligalacturonasa: 0,2 U/mL, concentracion de acido péctico: 20 g/L.

De estos resultados puede inferirse que para
fragmentos pécticos congp >4 (lo que corresponde
a un 25 % de hidrolisis), la reaccién transcurre
a su maxima velocidad, disminuyendo
considerablemente la eficiencia catalitica a partir
de este momento, para llegar a ser especialmente
lenta cuando el gp = 3. La disminucion de la
velocidad de reaccién no puede ser atribuida a la
pérdida de actividad enzimatica en el curso de la
reaccion, ya que no fueron observados cambios
apreciables de actividad bajo estas condiciones en
14 dias (dato no mostrado).

18 1

y = 0,6606x

14 4 R =0,9988

12 1
10 A

enlaces hidrolizados (%)

o M e @

Teniendo en cuenta que los OG de mayor interés
como bioestimulantes en laagricultura corresponden
afracciones cuyo gp se encuentre entre 9y 16, lo que
representa un grado de hidrolisis del 6-11 %, se
estudio el comportamiento de la reaccion para esta
etapa, la cual tuvo lugar en los primeros 30 minutos.
Resulta de gran interés el hecho de que el grado de
hidrdlisis se incremento linealmente en el tiempo, o
sea, que la reaccion transcurre a velocidad constante
y maxima durante toda la etapa (Vm = 0,2 umol/
(mL - min)),enlacual sealcanzaungrado de hidrdlisis
del 25 % (figura 2).

1] 10

20 30

tiempo (min)

Fig.2 Cinéticade lahidrdlisisenzimatica del &cido péctico. Etapalineal rapidade lareaccion. Actividad
poligalacturonasa: 0,2 U/mL, concentracion de acido péctico: 20 g/L.
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Este valor de Vm corresponde con el de la
actividad enzimética estimado parael ensayo (0,2 U/
mL). EI comportamiento observado nos permite
predecir con facilidad el tiempo de reaccion necesario
paraalcanzar un gp promedio deseado, lo que resulta
muy conveniente desde el punto de vista practico. Por
otro lado, sugiere que la actividad de la enzima es
practicamente independiente del gp promedio del
sustrato hastagp =4, 0sea, que se trata de unaenzima
con caracteristicas de oligohidrolasa.

Fraccionamiento de la mezcla de OG
presentes en el hidrolizado enzimatico

Paralaeleccion de lamatriz de filtracion en gel se
tuvoencuentalosrangos de fraccionamiento referidos
por el fabricante (Pharmacia, Suecia) paralas matrices
de Sephadex, que para los propdsitos de este estudio

600

resulté ser la G-25. Sin embargo, con esta matriz
practicamente latotalidad del hidrolizado eluy6enel
volumen de exclusion, sin producirse fraccionamiento
(dato no mostrado).

Se ha referido que los &cidos péctinicos en
soluciones acuosas presentan conformaciones
extendidas (alargadas) /15/, con un volumen
hidrodindmico mucho mayor que el que tendria una
moléculade similar peso molecular enrolladaal azar.

Al aplicarse el hidrolizado sobre una columna de
Sephadex G-75, el perfil de elucion mostr6 lapresencia
de &cidos uronicos en las fracciones comprendidas
entrelos6y 11 mL (figura3), lo que corresponde con
casi todo el rango util de fraccionamiento de la
columna, indicando que la matriz y las condiciones
experimentales utilizadas fueron las dptimas.
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Fig. 3Perfil deeluciondel hidrolizado de &cido péctico en Sephadex G-75. Buffer de elucién: acetato 50 mM,
pH5; flujo: 5mL - h. Conc (ug/mL), concentracion de acidos uronicos; Xn, gp promedio en nimero.

El hidrolizado de acido péctico eluyd
formando un pico Unico, con un pequefio
"hombro". Los gp promedio de las fracciones
estuvieron en el rango de 2 a 8 (figura 3),
obteniéndose fracciones préacticamente puras
del dimero, trimero, tetramero y pentdmero. Las

moléculas con gp > 6 no pudieron ser resueltas
bajo estas condiciones, en tanto no se observo
la presencia del mondémero como producto de
la reaccién enzimdtica. Esto Ultimo concuerda
con estudios realizados para otras glicohidro-
lasas /6/.
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Fig.4 Distribucion de pesos moleculares (como fracciones en peso) experimental (Wx exp) y tedrica
(Wxteor).Barrasdeerror corresponden aladesviacion estandar en ladeterminacion (n=5).

Distribucién de pesos moleculares en el
hidrolizado

En la figura 4 se presentan las distribuciones de
masas moleculares experimental y tedrica. Esta tltima
se construyd sobre la base de la distribucion més
probable, asumiendo igual probabilidad de hidrdlisis
paratodos losenlacesdisponibles/6/y que viene dada
por la expresion:

X X-1

Wx=-—-L-p)-p )
donde Wx serd la fraccion en peso para una
especie de gp X a un gado de avance de la reaccion
(fraccion de enlaces disponibles que ha sido
hidrolizada) p; X, es el gp promedio en numero del
sustrato al inicio de la reacciéon (en este

estudio =73,2).

Como puede observarse, existe una acumulacion
preferencial de fragmentos con gp = 4, los cuales
llegan a representar el 70 % (m/m) de todas las
especies presentes. La abundancia del trimero y el
pentdmero se corresponden bastante bien con la
distribuciontedrica, entanto, el dimeroy lasespecies
congp =6 presentan abundancias significativamente
inferiores.

Estos resultados concuerdan muy bien con la
cinética de esta reaccién enzimatica, caracterizada

por unadisminucion progresivaen lavelocidad de
reaccion para grados superiores al 20 %, lo cual
sugiere una disminucion en la eficiencia catalitica
de la enzima sobre especies cuyo gp sea menor o
igual que 5. Esto explica muy bien laacumulacién
observada para fragmentos con gp igual a 4 vy,
como consecuencia de ello, una presencia muy
deprimida de las especies de menor tamafio, no
llegando a formarse cantidades detectables del
monomero como producto de la hidrolisis.

Losresultadosapuntanaque lahidrolisis del cido
péctico por laendopoligalacturonasa de K. marxianus
CCEBI 2011 no corresponde a un verdadero
mecanismo de ataque al azar, sino que la probabilidad
del ataque muestra preferencia por un sub-
emplazamiento determinado, lo cual se hace evidente
solo para avances de la reaccion grandes /7/.

Seinfiere, de ladistribucién de pesos moleculares,
que la hidrolisis del pentdmero y del hexamero,
procede mucho mas lentamente que para las especies
de mayor tamafio, al estar limitada a la formaciéon de
los pares dimero-trimero y trimero-trimero,
respectivamente. Esto reduce la accion de la enzima
aununicositio de ataque de entre 4y 5 posibilidades,
respectivamente, lo cual incide directamente en la
constante de velocidad de la reaccion. Este
comportamiento resulta similar al observado para las
oi-amilasas durante la hidrolisis del almidén /8/.
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Conclusiones

Los resultados aqui presentados y discutidos
sientan las bases para el desarrollo de un
modelo estructurado que nos permita predecir
la distribucion de especies moleculares en el
curso de la hidrélisis del &cido péctico. Este
modelo a su vez, servird de fundamento para el
disefio del biorreactor y el establecimiento de
las condiciones operacionales éptimas para la
produccion a escala comercial de OG
biolégicamente activos, maximizando la
concentracion de las especies comprendidas en
el rango de gp deseado.
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