1
CULTIVOS TROPICALES, VOL: 10, No. 4 /DICIEMBRE 1988 .ﬁ
© INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS AGRICOLAS 22

ENSAYO SOBRE ALGUNAS PROPIEDADES DE LA PECTINESTARASA DE LOS FRUTOS DE
NARANJA
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RESUMEN

£l estudio se desarrclld con el objetivo de conocer las condiciones mis adecuadas para la
extraceidn y medieidn de la actividad de la enzima pectinesterasa em naranja. Fara esto
se utilizd pulpa de naranje madura y se ensayaron diferentas concentraciones de NaCl, uti-
lizando eomo disolucidn extractiva a pH deido (=4,1) y casi neuiro (=7,5), asi como
varics tiempos de extraceidn, Ademde se estudid la eindtica de lla reaccion a través de la
variaeion de la actividad eon el tiempo de reaccidn y se determind la Km del extracto
erudo, mediante la vartaeidn de la aetividad de la enzima en funeidn de la concentracidn de
sustyrato. Los vesultados obtenidos mostraron que la desoreidn de la enzima se vio favore-
eida cuando ee hizme la extraecidn de 4 °C, durante 20 minutos con golucidn de Nall 2 %.
La mdrima actividad se obtuvo cuando se utilizd como sustrato pectina 1 %, aunque una
aetividad relativa de 87 % se aleanzd con pectina 0,5 %. La reaccicn resultd de orden ce-
ro hasta loe 30 minutos de reaccion.

INTRODUCCION

La pectinesterasa, pectinmetilesterasa o pectasa (EC 3.1.1.11), es la principal
enzima p&ctica de los citrices. FElla deesterifica los grupos carboxilos me-
tilados del &acido peoligalacturdénico ¥ causa la precipitacidn de las sales
de calcio de los acidos pectinicos (Ting y Attaway, 1971).

Lehnincer (1981) plantea que para determinar cuantitativamente la actividad
de una enzima es necesario conocer, entre otras, la estequiometria glacbal de
la reaccidn catalizada, el valor de Km para el sustrato, €l pH O6ptimo, una zo-
na de temperaturaen gue sea estable y muestre actividad elevada y un procedimiento
analitico sencillo para determinar la desaparicidn del sustrato o la apari-
cibn de los productos de la reaccifn.

En el caso de los frutos citricos, se ha establecido por varios autores que
el pH Sptimo oscila entre 7 y 7,5 (Hungrfa, 1985); sin embargo, las concen-
traciones de sustrato mids conminmente utilizadas han sido pectina 1 % (Ratner
et al., 1969 y Nagy et al., 1985) y 0,5 & (Mac Donnell et al,, 1945).

En relacién con la temperatura, algunos autores utilizan 30 °C (Nagel y
Patterson, 1967 y PRatner et al., 1969), mientras Nagy et al. {1985) utilizaron
22 °C. Miriam Ndifiez (1987) encontrd gue temperaturas entre 25y 35 °C resul-
taron adecuadas para medir la actividad de esta enzima en frutos de lima Fersa.

Luego, con estos antecedentes y teniendo en cuenta lo importante que resulta
conocer la variacidén de la actividad de esta enzima con la maduracidén del fruto,
en nuestras condiciocnes, fue que se decidid acometer el presente trabajo, cu-
vo objetivo fundamental fue establecer las condiciones mds adecuadas para
la extraccitn y medicifn de la actividad de la pectinesterasa en frutos de
naranija.

iInstituto Nacional de Ciencias Agricolas, La Habana.
’station de Technologie des Produits Végétaux, INRA, Avignon. Francia.
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MATERTALES Y METODOS

El estudic se desarrclld en el Laboratorio de Tecnologfa y Bicguimica Aplicada de
la Estacifén de Tecnologia de Productos Vegetales del INRA, ubicada en Avignon,
Francia. Para el mismo se utilizaron frutos maduros de naranja Valencia Iate,
a2 los cuales se les separé la pulpa, que se congeld con Nz liguido y se tri-
turd posteriormente, utilizando un molino de bolas. La pulpa molida se conser-
v6 congelada a -20 °C hasta su posterior utilizacién,

Para la extraccidn de la enzima se utilizd solucidn de NaCl en una propor-
cidn 1:10 en relacidn con la muestra. FEl pH de la extraccidn fue el patural
de la pulpa y un pH casi neutro (7,4 - 7,6). La temperatura de extraccidn
fue 4 °C en todos los casos y para determinar el tiempo de extracci6n adecuado,
se probaron tiempos de 10, 20, 30 y 60 minutos.

La cin&tica de la reaccién se conocid siguiendo el consumc de NaOH 0,02 N
con el tiempo, el cual oscildé entre 5 vy 50 minutos. La actividad enzimitica
se mididé manteniendo en todos los casos el pH en 7,5 con NaQOH 0,02 N durante
10 minutos, utilizando un titrimetro automdtico METROHM, ROUCAIRE. El sus-
trato empleado fue solucién al 1 % de pectina RUBAN' BRUN en NaCl 0,15 N
(excepto para 1a determinacién de 1a Km)} y la temperatura de la reaccidn oscils
entre 25 y 30 °C.

Ta actividad se expresa en U.P.E.fg/minutos qgue representa los microecuivalentes
de ester hidrolizados por gramo de pulpa y por minuto a la temperatura seleccicnada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de La enzima

Para determinar las mejores condiciones paré la extraccién de la enzima, se
probaron diferentes concentraciones de la disolucién extractiva a dos pH, asi
come diferentes tiempos de extraccidn.

Concentracidén de la disclucidn extractiva y pH de extraccién

En la Figura 1 se muestra la variacidn de la actividad enzimitica en fun-
cién de la concentracifn de NaCl a dos pH diferentes, es decir, al pH natural
de la pulpa (3,96 -4,11) y a pH casi neutro (7,4 = 7,6)% Se puede cbservar
gue hubo una respuesta favoragle fcuando auﬁentﬁ la concentracién del electro-
lito hasta 0,15 N, fundamentalmente cuando la extraccidén se hizc a pH casi
neutro. No se encontraron apenas diferencias a partir de esta concentracidn.
Con el pH &cido no hubo una variacién notable de la actividad en las concen-
traciones ensayadas.

Estos resultados confirmman los expuestos anteriormente por Mac Domnell et al. (1945);
Pouse et al. (1962) y Bella Kérner et al. (1980), guienes han utilizado soclu-
cicnes de NaCl 0,15 N; 0,34 N (2 %) y 0,25 N, respectivamente, para extraer la
enzima en frutos de naranija.

En cuantc al pH, se puso de manifiesto la ventaja de ajustar €l mismo antes
de proceder a la extraccidn de la enzima, lao que favorecid la desorcifn de la
misma. De acuerdo con Kertsz (1955), la pectinesterasa es fuertemente adsorbida
en los constituyentes celulares insolubles en agua de las plantas; por eso
un medio de extraccidn ajustado a pH 6 6§ 7 o una disolucifn al 10 % de NaCl
o la combinacién de ambos, son necesarios para obtener la enzima del tejido
triturado.

Tiempo de extraccidn

En la Tabla I se presentan los resultados ontenidos, los cuales demiestran
que la mixima actividad se obtuvo con 30 minutos de agitacién. No obstante
es interesante destacar gue a los 10 y 20 minutos se cbtuvieron actividades
relativas del 98 v 99,9 %, respectivamente, indicando que un tiempo de 20 minu-
tos resulta adecuado para extraer la enzima a una temperatura de 4 °C.
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Tabla I. Variacién de la actividad de la pectinesterasa en pulpa
de naranja en funcién del tiempo de extraccibn.

Tiempo de
extraccibén UPE/ml/min. UPE/g/min, Actividad relativa (%)
10 min. 0,969 30,376 98,09

20 min. 0,972 30,955 99,96

30 min. 1,025 30,967 100

60 min. 0,916 28,359 91,58

Por otra parte, la actividad decayd al alargar el tiempo de extraccibén a
1 hora, lo cual contrasta con Bella K8rmer et al. (1980), gquienes utilizaron
un tiempo de extraccidn de 2 horas. en pulpa de naranja. Estas diferencias
en comportamiento pueden estar relacionadas con la proporcifn muestra: di-
solucibn extractiva, que fue de 1:10 en este trabajo, mientras que dichos
autores emplearon una relacién 1:1. BAwad (1985), trabajando con proporciones
simi]_autres a esta, utilizé un periodo de desorcién de 10 minutos a una temperatura
de 5 "C. -

Los resultados obtenidos indican que la desorcibn de la pectinesterasa en
frutos de naranja se ve favorecida cuando se utiliza una disolucibn extrac-
tiva de NaCl 2 % y la extraccibn se realiza a pH 7,5, temperatura de 4 °C
durante 20 minutos.

Medicién de la actividad enzimatica

Partiendo del hecho de que el pH &ptimo resultd 7,5 y que temperaturas en-
tre 25 y 35 °C resultan ' adecuadas para medir la actividad de la enzima en
los frutos citricos (Miriam MGhez, 1987), 14 atencifn se centrd en determinar
la cinética de la reaccibn y la concentracién de sustrato mi&s adecuada para
efectunar la medicién.

Tiempo de reaccidn

Como se pucde apreciar en la Figura 2, la respuesta fue lineal hasta los
30 minutos, indicandoique la velocidad de la reaccidn durante ese intervalo
de tiempo fue constante, es decir, que la reaccibn es de orden cero, luego
resulta adecuada la seleccidn de cualquier tiempo durante ese rango, para me-
dir de forma cuantitativa la actividad de la enzima. '
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Concentracidn Optima del sustrato

La variaci6n de la actividad enzimdtica con la concentracién de pectina se
muestra en la Figura 3, en la cual se observa que a pesar de trabajarse con
extractos crudos, se obtuvo la curva tipica de saturacién de la enzima ajus-
table a la ecuacidn descrita por Michaelis-Menten.
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Figura 3. Variacién de la actividad de La P.M.E. con La
concentracidn de pectina.

Es de destacar que la mixima actividad se obtuvo con pectina 1 %, sin embargo el 87 &
de esta actividad se alcanzd al utilizar pectina 0,5 %. Estos resultados explican el uso
indistinto de una u otra concentracifn; asi, mientras Hujjatullah (1964), Brady (1976),
Robertson (1976)., Pressey v Avants (1982) y Nagy et al. (1985) utilizaron pectina 1 %
para medir la actividad enzimdtica en frutos de naranja, limbSn, toronja, plata-
no y tomate, otros autores como Pressey y Avants (1972), Dahodwala et al. (1974);
Awad y Young (1980), Mc Feeters et al, (1985) vy D8rreich et al. (1986) emplea-
ron pectina 0,5 %. '

Scbre la base de los datos obtenidos, se procedid al cilculo de la concentracién
de sustrato, en la cual la velocidad de la reaccibn es la mitad de la velo-
cidad méxima (Km), mediante los mé&todos de Lineweaver-Burk y Eadie-Hofstee,
cuyos resultados se muestran en la Figura 4.
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a) METODO DE LINEWEAVER -BURK
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b) METODO DE EADIE -~ HOFSTEE
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Figura 4. Calculo de la Km del extracto crudo de
pectinesterasa en naranja, segln métodos
de Lineweaver—-Burk y Eadie-Hofstee.

En la Figura 4 se cbserva el ajuste altamente significativoa la linealidaad
{r= 0,98), que se obtuvo al plotear el inversc de 1la veloccidad cantra ' el
inversc de la concentracidén de sustrato. :

La Km calculada por este m&todo fue de C¢,387 &, casi cinco veces superior
a la encontrada por Mac Donnell (1945) (Em= 0,08 %), al estudiar las propie-
dades de la pectinesterasa de la naranja, En el casc del otro método, la Km
obtenida fue de 00,1497, valor similar al informado por Mac Donnell (1945), si se
considera gue se trabajf con el extxacto crudo y no con la enzima purificada,
La diferencia entre los valores de laiEm, por los dos métodos, puede atribuirse
a lo planteado por Lehninger (1981), en cuantoa que el método de EadieHiofstee
no solamente da los valores de Vmax y de Km en forma sencilla, sino que también
amplfa las desviaciones del caricter lineal, gue pueden no aparecer &n una
representacibn doble reciproca.



Haciendo un anilisis integral de los resultados obtenidos, se puede sefialar
que la actividad de la enzima pectinesterasa se vio favorecida al utilizar
como sustrato una concentracién de pectina 1 % en NaCl 0,15 N. Ademés, el
tiempo de reaccifn puede variar entre 5 y 30 minutos en dependencia del nd-
‘mero de muestras a medir, por lo gue se selecciond un tiempo de 10 minutos
para mantener el pH en 7,5 a una ‘temperatura de 25 - 30 °C.
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ABSTRACT
AN ASSAY ON SOME PECTINOESTERASE FROPERTIES OF ORANGE FRUITS

This study was aimed at finding the most adequate conditions for extracting and measuring

peatinesterase enzyme activity in orange fruite. For this purpose, fruit pulp from
ripened oranges was used to test differvent NaCl Concentrations, it being used aséextractive
dtesolution with an acid (m»4,1) and almost neutral pH (=7,5) as well as several extrac-
ting times. On the other hand, reaction kinetics was studied through activity variation
with reaction time, besides determining Kn for erude extract by means of enzymatic activity
variation in relation to substrate concentration. Results have confirmed that ensymatic

digorption was enhanced by the extraction with NaCl 2 %, at 4 °C for 20 minutes. The maxi-
mam activity wae achieved by using pectine 1 % as a substrate; however, a relative activity
of 87 % was recorded with pectine 0,5 %. Reaction got the zero order until 30 minutes.

Manuscrito recibido el 4/VII/88.
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