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RESUMEN

La busqueda de nuevas sustancias bioactivas como potenciales alternativas terapéuticas para el
tratamiento del cdncer es un &rea de gran interés, debido a la necesidad de nuevas entidades
guimicas mas efectivas y con menores efectos adversos. Entre estas moléculas las pectinas,
polisacaridos de estructura compleja presentes en fuentes vegetales, se visualizan como potenciales
agentes quimioterapéuticos. Su actividad antiproliferativa ha sido ampliamente estudiada en pectinas
acidas (homogalacturonanos y arabinogalactanos | y Il), pero existe escasa evidencia de la accion
de las pectinas neutras (arabinanos, galactanos y arabinogalactanos | y Il). Ademas, se ha
demostrado que las pectinas acidas modificadas presentan una mejor accién inhibitoria sobre el
crecimiento de células tumorales que las sin modificar, debido principalmente a la disminucién de su
peso molecular. Por lo tanto, en este trabajo se plantea que “la modificacion de pectinas neutras de
coseta agotada de remolacha, mediante tratamiento enzimatico con pectinasas, genera pectinas de
menor grado de polimerizacion lo que aumenta su actividad antiproliferativa sobre las células del
cancer de mama MCF-7".

Para validar la hipétesis planteada, se llevaron a cabo los siguientes procesos: 1) extracciéon y
caracterizacion de pectinas neutras obtenidas por tratamiento enzimatico, utilizando pectinasas
(Rohapect® DAG6L, Viscozyme® L y Pectinex® Ultra SP-L) a una razén E/S de un 24%, a 45°C, pH
4,5 por 15 h y posterior separacion por peso molecular; 2) hidrélisis enzimatica a 6 y 12 h usando la
enzima comercial Rohapect® DA6L, de accidon arabanasa y poligalacturonasa; 3) medicion de la
actividad antiproliferativa sobre células MCF-7 de las pectinas neutras originales, su fracciones
fisicamente separadas segln su peso molecular (sobre y bajo 100 kDa) e hidrolizadas
enzimaticamente. Los resultados obtenidos indican que las pectinas neutras separadas fisicamente
no mejoran su actividad antiproliferativa al disminuir su tamafio. Sin embargo, aquellas extraidas por
tratamiento enzimético, sin hidrélisis posterior, poseen actividad antiproliferativa que puede alcanzar
un 50% a una concentracion de 5 mg/mL. Estos promisorios resultados permiten visualizar este
proceso como un método de recuperacion de pectinas neutras de interesante potencial

farmacolégico.
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ABSTRACT

The search for new bioactive substances as therapeutic alternatives for the treatment of cancer is an
area of great interest due to the great need of more effective and safer new chemical entities. Among
these molecules pectins, polysaccharides with complex structure, present in vegetable sources are
envisioned as potential chemotherapeutics. Their antiproliferative activity has been widely studied for
acidic pectins (homogalacturonans and rhamnogalacturonans | and Il), but there is scarce evidence
about the action of neutral pectins (arabinans, galactans or arabinogalactans | and Il). Also, it has
been shown that modified acid pectins show a better inhibitory action on tumor cell growth than the
unmodified ones, mainly due to a reduced molecular weight. Therefore, in this research it is proposed
that “the modification of neutral pectins in exhausted sugar beet pulp by enzymatic treatment with
pectinases generates pectins with a lower degree of polymerization which increases their
antiproliferative activity on breast cancer MCF-7 cells".

To validate this hypothesis, the following procedures were performed: 1) extraction and
characterization of neutral pectins obtained by enzymatic treatment, using pectinase (Rohapect®
DAG6L, Viscozyme® L and Pectinex® Ultra SP-L) at a rate E/S of 24%, 45 ° C, pH 4.5 by 15 h and
subsequent separation by molecular weight; 2) enzymatic cleavage at 6 and 12 h using the
commercial enzyme Rohapect® DA6L with an action arabanase and poligalacturonase actions; 3)
measurement of the anti-proliferative activity on MCF-7 cells for the original pectin, its physically
separated fractions according to molecular weight (over and under 100 kDa) and enzymatically
hydrolyzed neutral pectin. The results indicate that neutral pectins physically fractionated do not
improve their antiproliferative activity as they reduce their size. However, the ones extracted by an
enzymatic treatment, with no further hydrolysis, possess antiproliferative activity which can reach
50% at a concentration of 5mg/mL. These promising results allow to envision this process as a

method that recovers neutral pectins with an interesting pharmacological potential.



1. INTRODUCCION

1.1. Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades, que comprende la transformacion progresiva de células
normales en células malignas, las cuales sufren varias mutaciones hasta la formacién de un tumor
(Macdonald et al., 2004). Esta transformacion es iniciada por factores endégenos (genéticos) y
exogenos (ambientales), que alteran genes involucrados en la mantencion del equilibrio entre la

proliferacién y muerte celular (Pelengaris & Khan, 2006; Weinberg, 2014).

1.2. Epidemiologia del Cancer

Segun la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés), esta
enfermedad es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial y se le atribuyen 8,2 millones
de defunciones en todo el mundo en el afio 2012. Se estima que alcanzara los 22 millones en las

proximas dos décadas (Ferlay et al., 2014).

Chile, al igual que otros paises del mundo, ha presentado un incremento en la morbilidad y mortalidad
por enfermedades crénicas no transmisibles, debido al aumento en el nivel de condiciones de vida,
al envejecimiento poblacional, a los avances en los servicios de diagnéstico y a los cambios en el
estilo de vida poco saludables como el alto consumo de tabaco y alcohol, bajo consumo de frutas y
verduras, sedentarismo y obesidad (Diaz et al., 2012). Segun los indicadores del afio 2013, la
primera causa de muerte en Chile son las enfermedades cardiovasculares, y en segundo lugar los
tumores malignos, cuya tasa observada fue de 142,5 por cada 100.000 habitantes. Sin embargo, las
regiones de Arica y Parinacota, Tarapaca, Antofagasta y Araucania el cancer pasa a ser la primera

causa de muerte (ltriago, Silva & Cortes, 2013).

Los canceres que presentan una mayor incidencia son cancer de prostata (28%) y mama (20%),
mientras que los que generan un mayor porcentaje de muertes son cancer de estomago (17%) y
mama (12%), este Ultimo, a partir de los 45 afios de edad, incrementa su mortalidad, concentrando

el 91% de defunciones totales por este tipo de neoplasia (Itriago et al., 2013).



1.3. Tratamiento del Cancer

En los Ultimos afios, el cancer de mama se ha consolidado como uno de los principales problemas
de Salud Publica en América Latina. Actualmente, el tratamiento se realiza de acuerdo a la
evaluacion del estadio de la enfermedad, edad y segun la mujer sea pre o post menopausica. El
tratamiento consiste en el uso de terapia de reemplazo hormonal (tamoxifeno), uso de inhibidores
de aromatasa, uso de anticuerpos monoclonales que actlian sobre la proteina HER-2 (trastuzumab),
radioterapia y cirugia (mastectomia), los cuales pueden ser combinados. El tratamiento puede ser
de dos tipos: adyuvante y neoadyudante. El tratamiento adyuvante se realiza después de la terapia

principal, y su objetivo es aumentar la supervivencia sin recurrencia.

En el caso de un cancer no metastasico se utiliza CA (Ciclofosfamida + Adriamicina), FAC (5-
Fluouracilo + Adriamicina + Ciclofosfamida), Paclitaxel, Trastuzumab o Ixabelipona y posterior a la
guimioterapia el paciente siempre debe recibir radioterapia. Por otra parte, el tratamiento
neoadyuvante se realiza antes de una cirugia o terapia principal con el objetivo de disminuir el tumor
(Torres et al., 2010).

Sin embargo, la terapia anticancerigena tradicional (radioterapia y quimioterapia) posee reacciones
adversas severas, que disminuyen la calidad de vida del paciente, implica altos costos econémicos
y afecta su entorno familiar y social. Ademas, muchas veces la terapia convencional es inefectiva
generando el fracaso terapéutico o la recurrencia temprana de la enfermedad. Por ejemplo, en el
cancer de mama un 9% de mujeres presentan recaida después de la radioterapia, en el cancer de
colon-rectal la recurrencia aumenta a un 20% después de la cirugia curativa en estadios tempranos
y el cancer gastrico presenta una recurrencia de hasta un 54% después de 5 afios de terminado el
tratamiento antineoplasico (Bartelink et al., 2001; Maehara et al., 2000, Overgaard et al., 1997,
Reimers et al., 2014).

Frente a esta realidad, hoy en dia se buscan nuevas alternativas para el tratamiento del cancer, entre
estas los polisacaridos, cuya eficacia anticancerigena fue reconocida por primera vez en 1946
(Nauts, Swift & Coley), al observar una completa remisién en los pacientes con cancer. Dentro de
este grupo se encuentran las pectinas citricas modificadas (MCP, por sus siglas en inglés). La
administracion oral de MCP en ratas con cancer prostatico y colon-rectal, permite la inhibicién de la
metastasis y crecimiento tumoral, al impedir la adhesion de las células cancerosas al endotelio (Liu
et al., 2008; Pienta et al., 1995).



1.4. Pectinas
Las pectinas son un grupo complejo de heteropolisacaridos que constituyen el 35% de la pared
celular primaria de plantas dicotiledéneas y plantas no gramineas, y un 5% de la pared celular

primaria de plantas gramineas (Azcén & Taldn, 2000; Levinge et al., 2002; Santos et al., 2013).

1.4.1. Estructura Quimicay Clasificacién

Las sustancias pécticas, segun su estructura quimica, se clasifican en acidas y neutras. Las pectinas
acidas estan constituidas por restos de acido D-galacturénico unidos mediante enlaces glicosidicos
a-(1,4). Dentro de este grupo, los polisacaridos mas comunes son homogalacturonanos (HG),
ramnogalacturonanos | (RGI) y ramnogalacturonanos Il (RGII), mientras que xilogalacturonanos (XG)

y apiogalacturonanos (AG), se presentan en menor proporcion (ver Figura 1-1) (Mohnen, 2008).

Los HG, conocidos como la “regién lisa” predominante de las pectinas, estdn compuestos por
homopolimeros de &acido D-galacturénico (GalA) unidos por enlaces a-(1,4), cuyos grupos
carboxilicos se encuentran parcialmente metil-esterificados en la posicion C6 y posiblemente

parcialmente O-acetilados en la posicién C2 y/o C3 (Ridley et al., 2001).

Los RGI, conocidos como la “region rugosa”, estan constituidos por un esqueleto de disacaridos
repetidos [-4) a-D-GalA-(1,2)-a-L-Rha-(1]n, compuestos por GalA O-acetilados en la posicion C2 y/o
C3 y residuos de ramnosa (Rha) intercalados y unidos por enlaces a-(1,2). Ademas, los RGI se
encuentran altamente ramificados con azucares neutros (a-L-arabinosa y B-D-galactosa) y unidos a
cadenas laterales de arabinanos, galactanos y arabinogalactanos por residuos de Rha (Ridley et al.,
2001).

Los RGII estan formados por una cadena lineal de GalA unidos por enlaces a-(1,4), nonasacarido
(cadena B), octasacarido (cadena A) compuestos por L-ramnosa, D-galactosa y azlcares poco

comunes, unidos a la posicion C2 del esqueleto principal (Ridley et al., 2001).

En menor proporcién, se encuentran los xilogalacturonanos (XG) y los apiogalacturonanos (AG). Los
XG presentan residuos p-D-xilosil unidos a la posicion C3 de su esqueleto principal, mientras que
los AG poseen residuos 3-D-apiofuranosil en la posicion C2 y C3 de su cadena principal (Ridley et
al., 2001).
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Figura 1-1. Representacién esquemética de la estructura de una pectina. HG:
Homogalacturonano, RG: Ramnogalacturonano, XG: Xilogalacturonano y AG: Apiogalacturonano
(Leclere et al., 2013, adaptado)

Las pectinas neutras estan constituidas por azlUcares neutros de L-galactosa (L-Galp) y/o L-
arabinosa (L-Araf). Dentro de este grupo se encuentran galactanos, arabinanos y arabinogalactanos
'y Il (Figura 1-2) (Azcon &Talén, 2000).

El galactano esta formado por L-galactosas unidas mediante enlaces glicosidicos B-(1,4). El
arabinano esta constituido por L-arabinosas unidas por enlaces a-(1,5) y usualmente se encuentran
sustituidas por residuos a-L-Araf-(1,2)- y a-L-Araf-(1,3)- y/o a-L-Araf-(1,3)- y a-L-Araf-(1,3). Tanto los
galactanos como arabinanos se unen al acido ferdlico mediante enlace éster. El arabinogalactano |
esta formado por residuos D-Galp unidos mediante enlaces $-(1,4), y sustituidos en la posiciéon O3
y O6 con a-L-Araf y B-Galp, respectivamente. El arabinogalactano Il presenta un esqueleto formado
por D-Galp unidos por enlaces (3-(1,4) y posee cadenas laterales cortas de residuos L-Araf unidos

por enlace a-(1,3) y puede asociarse a proteinas (Voragen et al., 2009).



Arabinano Arabinogalactano Il
Arabinogalactano | Galactano

P ) e e e e e e e e O e e e e

@ o-D-Galp © a-L-Araf
@ B-D-Galp ® Acido O-fertlico

Figura 1-2. Estructura esquematica de las pectinas neutras (Voragen et al., 2009, adaptado)

Otra forma de clasificacion de los polisacéridos pécticos es a través del grado de esterificacion (DE),
en pectinas de alto grado de metoxilacion (LM), cuyo DE se encuentra entre 60 — 75% y pectinas de
bajo grado de metoxilacion (HM), las cuales presentan un DE entre 20 — 40% y corresponden a
moléculas desmetiladas o amidadas. Esta diferencia en el DE influye directamente en la capacidad
formadora de geles de las pectinas. De esta manera, las pectinas de HM requieren un pH 3 para
formar geles y un dispersante (dextrosa) para evitar la formacién de grumos. Por otra parte, las
pectinas de LM son independientes del pH, presentan propiedades emulsionantes y solo requieren
un control de la cantidad de iones de calcio y otros iones divalentes para el proceso de gelificacién
(Sriamornsak, 2003).

Tanto la estructura, grado de esterificacion y propiedades fisicoquimicas y funcionales de las

pectinas dependera de la materia prima y del tipo de extraccién (Yapo et al., 2007a).

1.4.2. Fuentes de Obtencion

Las sustancias pécticas se obtienen a partir de distintas fuentes vegetales, pero se extraen
principalmente de la pulpa de la manzana y de la cascara de frutas citricas como naranja y limén.
Sin embargo, existe la posibilidad de ser extraidas a partir de residuos agroindustriales ricos en
polisacaridos pécticos como el raps (Cobs, 2013), generado en la produccion del aceite de canola o
como la coseta agotada de remolacha, generada en el proceso de la produccion industrial del aztcar
(Martinez et al., 2009; Santos et al., 2013).



La remolacha es una hortaliza de raiz redonda, perteneciente a la familia de las quenopodiaceas. Su
raiz principal se ramifica en cotiledones, de los cuales se desarrollan hojas ovaladas y lampifias de
color verde oscuro o pardo rojizo. Su raiz de forma globular, presenta en su parte central zonas
opacas fibrosas (ricas en azlcar) y zonas transparentes (rica en agua) y material nitrogenados (pobre
en azucar). Tradicionalmente, la industria azucarera utiliza la remolacha para la extraccion de azucar,
generando subproductos como la coseta, utilizada para la alimentacion de mascotas, equinos,

bovinos y engorda del ganado lechero (Sepulveda, 2013).

Segun Oosterverld (1997), la coseta de remolacha esta formada principalmente por un 19% de
pectinas, 20% de arabinanos, 23% de celulosa y en menor proporcion de grasa, lignina y otros

componentes detallados en la Figura 1-3.

= Pectinas

= Arabinanos

= Celulosa
Proteinas
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= Otros azlicares

Figura 1-3. Composicion quimica de coseta agotada de remolacha. (Oosterverld, 1997,
adaptado)

Conrespecto a la proporcién de las pectinas de coseta, esta puede variar alcanzando una proporcién
cercana al 15 — 25% (Sun & Hughes, 1998), hasta un 30% (Kirby, MacDougall & Morris, 2008),

variacion que se debe principalmente al método de extraccion utilizado.



1.4.3. Extraccién de Pectinas

Existe metodologias de extraccion variadas, sin embargo, los principales son métodos quimicos y
enzimaticos. La extraccion quimica consiste en tratar la materia prima con acidos diluidos calientes
(HCI 0 H2S04), agentes quelantes o soluciones frias de NaOH, con un pH 1 — 3, a una temperatura
de trabajo 50 — 90 °C y en un rango de trabajo de 3 a 12 horas (Yapo, 2009). La recuperacion se
realiza mediante precipitacion alcohdlica (Levigne et al., 2002; Yapo et al., 2007b), para luego secar,

granular y tamizar (Seggiani et al., 2009).

Debido al uso de reactivos toxicos en la extraccién quimica, una alternativa mas amigable con el

medioambiente y més eficaz en términos de rendimiento, es la extraccién por hidrolisis enzimatica

(Jeong et al., 2013), la cual utiliza enzimas con actividad pectinolitica (Jayani et al., 2005). Estas

enzimas se clasifican en:

- Poligalacturonasa (PGU): degrada la pectina no esterificada rompiendo el enlace glicosidico
a-(1,4) (ver Figura 1-4).

- Pectilmetilesterasa (PME): cataliza la hidrélisis de los ésteres metilicos de la pectina,
disminuyendo el %DE, la adhesion intracelular y la rigidez. (ver Figura 1-4).

- Pectinliasa (PL): produce la degradacién rapida y completa de la pectina, rompiendo el enlace

glicosidico, disminuyendo el grado de polimerizacion (ver Figura 1-4).
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Figura 1-4. Lugar de accion de las pectinasas. (a) PMG, (b) PME o PE y (c) PL (Jayani et al.,
2005)



De acuerdo a los estudios disponibles de pectinas de pulpa de azucar de remolacha, la capacidad
de hidrdlisis de las pectinasas con actividad endo-poligalacturonasa (endo-PG), pectinliasa y
pectinmetilesterasa utilizadas para su extraccion, se ve disminuida por el alto contenido de grupos
acetilos (Remoroza et al., 2014), el cual alcanza un 30% (Buchholt et al., 2004; Levigne et al., 2002;
Yapo et al., 2007a).

Recientemente, se han obtenido pectinas neutras a partir de residuos agroindustriales de raps (Cobs,
2013) y de coseta agotada de remolacha (Concha & Zufiiga, 2012) por métodos enzimaticos. Estas
han demostrado tener actividad antiproliferativa sobre células de cancer de mama y colon. No
obstante, los mecanismos de accién han sido poco estudiados; se ha propuesto, en el caso de las

pectinas &cidas, la unién e inhibicion de galectina-3 (Niture & Refai, 2013).

De acuerdo a lo planteado por Arancibia (2014), las pectinas acidas de coseta agotada de remolacha
presentan una mejor inhibicion del crecimiento de células de cancer de mama a menor peso
molecular, lo que sirve de fundamento para postular que las pectinas neutras de pequefio tamafo

molecular presentarian el mismo comportamiento sobre la linea celular MCF-7.

1.4.4. Pectinas y Cancer

En la industria alimentaria, las pectinas son utilizadas como agentes gelificantes y espesantes. De
acuerdo al comité Conjunto de Expertos en Aditivos Alimenticios (JEFCA) de la Organizacién para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), indican que
las pectinas son aditivos alimenticios de consumo seguro con distintivo GRAS (Generally Recognized
As Safe).

Ademas de considerarse seguros, se le atribuyen los roles terapéuticos a las pectinas, tales como
su participacion en los procesos de inmunomodulacion y efectos anticancerigenos (Niture & Refai,
2013).

Jackson et al. (2007), demostré que la pectina citrica modificada por cambios de pH y temperatura
llamada PectaSol® C, comercializada como suplemento nutricional, presenta actividad sobre células
de céancer de prostata al inducir la apoptosis de células tumorales. Las pectinas tratadas con
temperatura y PME no pierden su actividad citotéxica, pero los HG, RGI y RGII por separado si la
pierden. Los fragmentos ricos en HG y tratados térmicamente presentan una mayor actividad
antiproliferativa, por induccion de la apoptosis, activacion de la enzima caspasa-3 e inhibicion de la
via de sefalizacion MAPK / ERK (Jackson et al., 2007).



Un alto peso molecular dificulta la absorcién de las sustancias pécticas, es por ello que se ha
postulado que se requiere pectinas de bajo peso molecular o de bajo grado de polimerizacion para
alcanzar la circulacion y los 6rganos blanco (Khotimchenko et al., 2012). Se han realizado estudios
de pectinas modificadas por método quimico, térmico o enzimatico. La modificacién quimica, a través
de un tratamiento acido-térmico y un tratamiento alcalino, produce reacciones de B-eliminacion y
genera pectinas de bajo peso molecular (~10 kDa) desesterificadas (Morris et al., 2013). Por otra
parte, el tratamiento enzimatico genera fragmentos pécticos con un peso molecular entre 5a 10 kDa.
De acuerdo a las investigaciones realizadas, las MCP presentaron actividad anticancerigena sobre
lineas celulares de cancer de mama y prdéstata (Liu et al.,, 2003), asociada a inhibiciéon de la
angiogénesis y de la expresion de la proteina nm23 relacionada con la metastasis, activacion de las

caspasas 3y 8y al antagonismo de la galectina 3 (Maxwell et al., 2012).

La galectina 3 (Gal 3) es una proteina de la familia de las lectinas de pequefio peso molecular (14,5
— 38 kDa). Esta se caracteriza por tener un tramo de 130 aminoacidos conservados, denominado
dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) (Makker, Balan & Dwek, 2012). Esta proteina se
expresa en el nacleo, citoplasma y membrana plasmatica de las células cancerigenas. La diversa
localizacién de la Gal 3 permite participar en una amplia gama de procesos biolégicos que incluyen
la adhesién celular heterotipica y homotipica, la migracién, invasion, la activacion, el crecimiento y
la diferenciacion. Por otra parte, participa en la angiogénesis, apoptosis, la progresiéon tumoral y la
metastasis, a través de la unién con galacto-oligosacaridos presentes en la superficie celular y matriz

extracelular (Morris et al., 2013).

De acuerdo a las investigaciones de Satelli y sus colaboradores (2008), se determiné que los
residuos galactésidos presentes en las MCP, interactGan con la galectina 3 de las células
cancerosas, formando un complejo galectina-MCP, permitiendo que se genere la apoptosis de las

células tumorales (ver figura 1-5).
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Figura 1-5. Representacién de mecanismo de accién de MCP. A, Mecanismo de formacién de
tumor y posterior metastasis en otros érganos.; B, Mecanismo de accion de MCP propuesto y su rol
relacionado al bloqueo de galectina-3, detencién de metastasis y proliferacion celular, y actividad
quimiosensibilizante (Niture & Refai, 2013, adaptado).

Dado que las pectinas neutras de coseta agotada de remolacha corresponden a polisacaridos de
tipo arabinano, galactano y/o arabinogalactano, en esta investigacion se evalud la actividad
antiproliferativa de fragmentos de bajo peso molecular, obtenidos por modificacion fisica y
enzimética, sobre células MCF-7 de cancer de mama.
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2. HIPOTESIS

La modificaciébn de pectinas neutras de coseta agotada de remolacha mediante tratamiento
enzimético con pectinasas genera pectinas de menor grado de polimerizacion lo que aumenta su

actividad antiproliferativa sobre las células de cancer de mama MCF-7.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antiproliferativa de pectinas neutras modificadas enzimaticamente sobre células
de cancer de mama MCF-7.

3.2. Objetivos Especificos

1. Obtener pectinas neutras de coseta agotada de remolacha, mediante tratamiento enzimatico con
preparados comerciales de distinta actividad hidrolitica (Rohapect® DA6L, Viscozyme® L y
Pectinex® Ultra SP-L).

2. Seleccionar el preparado enzimatico que origina pectinas con la mejor actividad antiproliferativa

sobre las células de cancer de mama MCF-7.

3. Analizar el efecto del fraccionamiento por membrana de la pectina neutra seleccionada, sobre la

actividad antiproliferativa.

4. Comparar la actividad antiproliferativa de las pectinas neutras antes y después de la hidrdlisis

enzimatica con Rohapect® DAG6L, sobre la linea celular de cancer de mama MCF-7.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIA PRIMA

La materia prima utilizada fue coseta agotada de remolacha donada por la empresa azucarera IANSA
S.A. Este residuo agroindustrial fue caracterizado segun la metodologia descrita en A.O.A.C.
(Association of Official Analytical Chemists), para la determinacion de humedad, cenizas, fibra cruda,
proteinas, extracto etéreo y extracto no nitrogenado (ver Anexo A). Los valores se presentan en el
Anexo B. Mientras que el contenido de pectina total en la pared celular de la materia prima se
determind por medio del método Van Soest et al., (1991) (ver Anexo C).

4.2. REACTIVOS

Los productos quimicos utilizados en este trabajo son de grado analitico (p.a.), con un porcentaje de
pureza superior al 99%. Fueron adquiridos a Bio-Rad®, CalBiochem®, Corning Cellgro®, Gibco®,
Lofken®, Merck®, Sigma-Aldrich® y Winkler LTDA. Sélo el etanol al 95% empleado es un reactivo

de grado técnico.

Por otra parte, las enzimas comerciales utilizadas fueron proporcionadas por Novozymes® y AB
Enzymes® (ver Tabla 4-1).

Tabla 4-1. Enzimas utilizadas en los procedimientos experimentales.

Enzima Actividad principal Proveedor

Corolase® PP Proteasa AB Enzymes®
Pectinex® Ultra SP-L = Pectinliasa/ Endopoligalacturonasa = Novozymes®
Viscozyme® L Endo-B-glucanasa Novozymes®
Rohapect® DAGL Arabanasa/Pectinasa AB Enzymes®
Rohapect® MPE Pectin metil esterasa AB Enzymes®

4.3. PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

La materia prima fue lavada con abundante agua destilada y luego secada al vacio a 60°C hasta
completar el secado. Posteriormente, la coseta fue molida utilizando un molinillo eléctrico (IKA, A1l
Basic) y almacenada en una bolsa plastica hermética (Ziploc®) a temperatura ambiente (Concha &
Zuiiga, 2012).
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4.4. OBTENCION DE LAS PECTINAS
Se aplico el protocolo de obtencidn de pectinas neutras segun lo descrito en Concha et al., (2012).
Este se organiza en dos etapas: tratamientos previos y enzimaticos (Figura 4-1 y Figura 4-2) que

se describen a continuacion.

4.4.1. Tratamientos Previos

La materia prima fue tratada con agua alcalinizada con NaOH (pH 7,5-8,0) en una razén
sdlido/liquido (S/L) 1:10 e incubada a 30°C por 2 h a 120 rpm (Shaking Incubator LabTech®, modelo
LSI-3016). El producto sélido fue recuperado por filtracion, lavado con etanol al 80% vy finalmente

con agua destilada para dejar secar en estufa a 40°C.

El producto del paso anterior fue tratado con acido etildiaminotetraacético (EDTA) 0,01M en una
razon S/L 1:10 e incubado a 60°C por 3h a 120 rpm. Luego se realizé el mismo proceso de filtracion,
lavado y secado del paso anterior, obteniéndose un residuo sélido libre de minerales. Este material
sélido desmineralizado, fue desproteinizado por tratamiento con Corolase® PP al 2% razoén
enzima/sustrato (E/S) a pH 6,0 en una razon S/L 1:10 e incubado a 60°C por 4 h a 120 rpm. Luego
se filtro por gravedad para la recuperacion del sélido, el cual fue lavado con agua destilada a 100°C

y secado a 40°C.

Cada una de las fracciones liquidas obtenidas (Figura 4-1), fueron precipitadas con tres volimenes
de etanol a 4°C por 12h, para la obtencién de pectinas &cidas. Se recuperé un pellet por

centrifugacion (Hermle® modelo Z300) el que fue secado en estufa a 40°C, hasta peso constante.
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Coseta de
Remolacha

1) Agua alcalinizada NaOH (pH 7-7,5);
Razoén S/L= 1:10; T°=30°C; t=2h
2) Filtrar por gravedad

A 4 \ 4
Fraccion Fraccion
solida 1 liquida 1
1) EDTA 0,01M, T°=60°C; 1) Precipitacién EtOH 4°C, 12 h
Razon S/L= 1:10; t=3h 2) Centrifugaciéon 3500 rpm, 5 min

2) Filtrar por gravedad

\ 4
A 4 A 4

Fraccion Fraccion PCA
sélida 2 liquida 2

1) Corolase® PP Razén E/S 2%, 1) Precipitacién EtOH 4°C, 12 h

pH =6,0; Raz6n S/L= 1:10; 2) Centrifugacion 3500 rpm, 5 min
T°=60°C; t=4h
2) Filtrar por gravedad

v v v

Fraccion Fraccion PCE
sélida 1 liquida 1

1) Precipitacién EtOH 4°C, 12 h
2) Centrifugacién 3500 rpm, 5 min

l

PCC

Figura 4-1. Tratamientos previos de coseta agotada de remolacha. Pectina por agua alcalinizada
(PCA), pectina por EDTA (PCE) y pectina por Corolase® PP (PCC).
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4.4.2. Tratamientos Enziméticos

El residuo sélido remanente, obtenido en el paso anterior, fue incubado individualmente con 3
preparados enzimaticos comerciales (Viscozyme® L, Rohapect® DAGL y Pectinex® Ultra SP-L) para
obtener pectinas neutras. Las condiciones de tratamiento aplicadas corresponden a una razén E/S
de 24%, razén S/L 1:10, incubacion a 45°C por 15 h a 120 rpm. Terminado el tiempo de hidrdlisis,
se filtré por gravedad y la parte sélida fue secada a 40°C en estufa y guardada en bolsa hermética
(Ziploc®).

Las fracciones liquidas obtenidas (Figura 4-2) de los tratamientos enzimaticos, fueron precipitadas
con tres volimenes de etanol a 4°C por 12 h y posteriormente centrifugadas. Los pellet obtenidos de

los tratamientos con pectinasas fueron secados por liofilizacién (equipo lishin, modelo FD5512).

Fraccién Sélida 3
(desmineralizada y
desproteinizada)

Dividir en 3 partes iguales

Hidrdlisis Enzimdtica

1) Viscozyme®L E/S 24%; 1) Rohapect® DA6L E/S 24%; 1) Pectinex® ULTRA SP-L
pH =4,5; T°=45°C pH =4,5; T°=45°C E/S 24% pH =4,5; T°=45°C;
Razén S/L= 1:10; t=15h Razo6n S/L= 1:10; t=15h Raz6n S/L= 1:10; t=15h
2) Filtrar por gravedad 2) Filtrar por gravedad 2) Filtrar por gravedad
\ 4 \4
) \
Fraccion Fraccién Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion
s6lida 4 liquida 4 solida 5 liquida 5 solida 6 liquida 6
J J
1) Precipitacion 1) Precipitacién 1) Precipitacién
EtOH 4°C, 12 h EtOH 4°C, 12 h EtOH 4°C, 12 h
2) Centrifugacion 2) Centrifugacion 2) Centrifugacion
¢  3500rpm, 5 min ¢ 3500 rpm, 5min ¢ 3500rpm, 5min
Pectina Neutra 1 Pectina Neutra 2 Pectina Neutra 3

Figura 4-2. Esquema de obtencién de pectinas neutras a partir de coseta agotada de
remolacha desmineralizada y desproteinizada. Pectina neutra por Viscozyme® L (PC-NV);
pectina neutra por Rohapect® DAGL (PC-NR); pectina neutra por Pectinex® Ultra SP-L (PC-NP).

El rendimiento de pectinas neutras obtenido se calculd a partir de la materia prima libre de impurezas

(M) y el peso de la pectina neutra (PE), mediante la siguiente férmula:

PE
Rendimiento (%) = m x 100
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4.5. CARACTERIZACION DE PECTINAS

Las pectinas neutras y sus fracciones liquidas (Figura 4-2) fueron caracterizadas (Gavera y Lopez,

2005) mediante los andlisis descritos a continuacion:

*Espectro por FT-IR *Azlcares Totales

«Contenido de Acido Galacturdnico total *Azlcares Reductores

*Determinacion de Proteinas por *Determinacion Proteinas Solubles por
Kjeldahl Bradford

*Solidos Solubles
Figura 4-3. Resumen de analisis de productos obtenidos a partir de la extraccion

4.5.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés)
Los espectros de los compuestos pécticos, se obtuvieron a partir de la espectroscopia utilizando un
espectrofotometro infrarrojo de Fourier (Rayleigh, modelo WQF-510A) acoplado a un ordenador con
software de analisis MAIN FTOS version 2.0. Se elaboraron comprimidos a partir de una mezcla de
pectina con KBr (al 5%) y se registré en transmitancia a una resolucion de 4 cm? con 64

exploraciones acumuladas en el rango 4000 - 500 cm™. Se utiliz6 KBr como blanco.

Esta técnica permitié obtener espectros infrarrojos que representan un perfil de los compuestos
hidrolizados, los que fueron comparados con los espectros infrarrojos de muestras estandar de
pectinas comerciales de distinto grado de esterificacion, arabinosa, galactosa, arabinogalactanos y

acido ferulico (Sigma ®).

Para determinar el grado de esterificacion, se utilizo la curva de calibrado grado de esterificacion
(%DE) versus la relacion A1747 cmY/ [A1637 cm™+ A1747 cm] (Manrigue & Lajolo, 2002). La curva

se construy6 a partir de pectinas comerciales con grado de esterificacion conocidos (Anexo D).

4.5.2. Contenido de Acido Galacturénico
El contenido de &cido galacturénico se determiné mediante espectrofotometria UV-vis, mediante el
método descrito por Filisetti-Cozzi & Carpita (1991) y Ahmed & Labavitch (1977). La curva de

calibrado se preparé con estandar de acido galacturénico (Ver Anexo E).
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4.5.3. Determinacién de Proteinas por Kjeldhal

La cuantificacion de proteinas se realizé segun el método Kjeldahl (AOAC, 960.52), que consiste la
digestién de la muestra con acido sulfdrico en presencia de catalizadores y temperatura, para
transformar el nitrégeno en sulfato de amonio. La mezcla se neutraliza con base y posteriormente se
destila. El destilado se recogi6 en una solucidn de acido boérico con indicador de Tashiro y se titulo

con HCI (0,1N), previamente estandarizado (ver Anexo A).

4.5.4. Azlcares Totales (CHO)
La cuantificacién de azlcares totales se realizd segin el método descrito por Dubois et al., (1956).

La curva de calibrado se preparé con estdndar de manosa (ver Anexo F).

4.5.5. Azacares Reductores (DNS)
La cuantificacion de los azlcares reductores se realizé segun el método descrito por Miller (1959).

Se utilizé glucosa como estandar para preparar la curva de calibrado (ver Anexo G).

4.5.6. Determinacién de Proteinas Solubles por Bradford
Para verificar la pureza de las pectinas en cuanto a contenido de proteinas, se aplicé el método
descrito por Bradford (1976). Se utilizé un estandar de albimina de suero bovino al 98 % (Albumin,

Bovine Serum, Fraction V. Low Heavy Metal), para preparar una curva de calibrado (ver Anexo H).

4.5.7. So6lidos Solubles
A una placa Petri, previamente pesada (p1), se agregé 5 mL de muestra (v) y se dejé en estufa a 104
°C hasta peso constante. Se registro el peso final (p2) y se calcul6 los sélidos solubles segun la

siguiente férmula:

Sélidos Solubles (%) =p2\'/'o1 x 1000
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4.6. SEPARACION DE PECTINAS NEUTRAS POR PESO MOLECULAR

Las pectinas neutras seleccionadas se fraccionaron, utilizando dispositivos de ultrafiltracion de 100,
50 y 30 kDa (Figura 4-4), Para ello, la pectina neutra se disolvié en agua destilada con agitacion
magnética y a 40°C de temperatura. Luego la solucién se filtré aplicando vacio con membranas de
0,45 y 0,22 um. Para la separacion por tamafio, se realizaron filtraciones sucesivas usando
secuencialmente filtros de 100, 50 y 30 KDa. En cada ocasion se almacend el liquido no filtrado y el
filtrado correspondiente a pectinas de tamafio inferior al filtro utilizado. Se liofilizé cada una de las

soluciones, se registro el peso recuperado y se efectu6 un analisis por FT-IR.

Pectina > 100 kDa Pectina 50-100 kDa Pectina 30-50 kDa
100,000 50,000 50,000 30,000 30,000
mwco || Centrifugacion |pgweco mwco [[Centrifugacion WCO mwco [|[Centrifugacion wco

5000 rpm 5000 rpm

7| |7 7] |7 |
NV N

Pectina < 30 kDa

Figura 4-4. Esquema de separacién de pectinas neutras segun peso molecular

4.7. MODIFICACION ENZIMATICA DE PECTINAS NEUTRAS

Con el fin de obtener pectinas de menor tamafio, las pectinas neutras originales seleccionadas (sin
fraccionamiento) se sometieron a una hidrélisis enziméatica con Rohapect® DA6L, razén E/S 24%,
relacion S/L 1:10, temperatura de 45°C y pH 4,5, a tiempos de 6 horas (M1 y M2) y 12 horas (M3 y
M4). La enzima fue inactivada por shock térmico. Las muestras M1 y M3y sus respectivos controles
fueron directamente liofilizados, mientras que las muestras M2 y M4 y sus respectivos controles,
previo a la liofilizacion, fueron precipitados con etanol a 4°C por 2 h y centrifugados a 3500 rpm por
5 min. A todos los controles y muestras se les determiné el contenido de &cido galacturénico y se
analizaron mediante FT-IR.
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4.8. ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA

4.8.1. Mantencion de cultivos celulares

La linea celular de cancer de mama MCF-7 fue utilizada en estos ensayos. Estas células fueron
mantenidas en frascos (BD Falcon™) con medio de cultivo DMEM (Medio Eagle Modificado por
Dubelcco) enriquecido con un 10 % de suero bovino fetal (SBF), 2 mM de glutamina, 100 Ul/mL de
Penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (Corning Cellgro®), a 37 °C en una atmosfera humidificada
de 5 % CO2zen un incubador (Thermo Forma Direct Heat CO:2 Incubator). El medio de cultivo y sus

suplementos fueron Cornign Cellgro®.

La recuperacion de las células desde los frascos de cultivo, fue realizada con tripsina-EDTA (0,05%
p/p) por 5 min, seguida por medio de cultivo para inactivar la tripsina. Se obtiene una suspension

celular que se puede utilizar experimentalmente o para pasar las células a un frasco de cultivo nuevo.

4.8.2. Actividad antiproliferativa mediante ensayo resazurin

Para medir el efecto de las pectinas neutras originales, fraccionadas y modificadas, sobre la
viabilidad de las células de cancer de mama MCF-7, se utilizé el método de Resazurin (Resazurin
Sodium Salt, grado cultivo celular, Sigma Aldrich®), que se fundamenta en la capacidad de las
células viables para reducir esta molécula y formar un producto fluorescente que exhibe una
excitacion a 544nm y una emisién a 590nm que se lee en espectrofotémetro de placas (Appliskan
Thermo Scientific).

El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos con 5.000 células en cada pocillo y 200 uL de medio
de cultivo DMEM. A las 24 h de sembradas las células se expusieron a concentraciones definidas
de pectinas. Cada condicion fue analizada por triplicado (Anexo 1). Transcurridas 48 h, se reemplazé
el medio de cultivo por medio que contiene 4 mg/L de resazurin. Luego de 4 h, se midi6 la
fluorescencia. La supervivencia se calculé a partir de la relacion de unidades de fluorescencia relativa
(RFU) de las células expuestas al tratamiento con pectinas y células expuestas a medio de cultivo
celular (Ahmed et al., 1994).

. ., RFU células tratadas
Proliferacion celular (%)= REU células control x 100
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4.9. ANALISIS ESTADISTICO

La caracterizacion de las pectinas extraidas se realizé por duplicado y triplicado. Los resultados son

expresados como el promedio + desviacion estandar.

Las diferencias en la proliferacion celular entre las distintas pectinas neutras son determinadas
mediante ANOVA vy post-test de comparaciones multiples Turkey y Bonferronii. La diferencia es
considerada significativa con un valor de p< 0,05. Los datos se analizaron con el software
GRAPHPAD PRISM, version 5.04.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se presentan los resultados y discusion, de acuerdo a su contribucion al

cumplimiento de cada objetivo especifico.

5.1. Obtener pectinas neutras de coseta agotada de remolacha, mediante el tratamiento
enzimatico con preparados comerciales de distinta actividad hidrolitica (Rohapect®
DAGL, Viscozyme® L y Pectinex® Ultra SP-L).

La obtencion de pectinas neutras consideré tres etapas previas:

1. Tratamiento con agua ligeramente alcalina (pH 7,0 - 7,5), el que permitié la remocidn de las
proteinas, carbohidratos y pectinas solubles;

2. Tratamiento con EDTA, el que permitid la remocién de los minerales y algunas pectinas
solubles, y

3. Tratamiento con Corolase® PP, para eliminar las proteinas presentes en la coseta agotada

de remolacha.

Los tratamientos mencionados tienen como finalidad la remocion de compuestos interferentes, los

cuales afectan negativamente la hidrélisis enzimatica de pectinasas y la pureza del producto final.

En este proceso previo se obtuvieron tres fracciones liquidas, donde las dos primeras corresponden
a pectinas catalogadas como &cidas, y la tercera también es una pectina acida, sin embargo,
contaminada con proteinas. Esto Ultimo, se manifiesta en el espectro infrarrojo, el que permite
visualizar las bandas caracteristicas de una pectina 4cida y una pectina acida libre de proteinas luego
de ser sometida a una filtracion por membrana para la remocién de las proteinas presentes, cuyo

maximo caracteristico es a los 1539 cm™* (Figura 5-1).
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Figura 5-1. Espectro FT-IR de pectinas acidas de coseta agotada de remolacha obtenida con
Corolase PP al 2% E/S. Pectina &cida sin fraccionar (=), pectina acida filtrada por membrana de
0,22 um (m).

Cabe destacar, que la capacidad inhibitoria de la proliferacion celular de las pectinas puede ser
influenciada de manera positiva por la presencia de proteinas (Kravtchenko et al., 1992; Oosterveld,
Voragen & Schols, 2002). Esto se puede observar en la grafica de proliferacion celular (Figura 5-2).
En ésta se aprecia que, a bajas concentraciones (0,31 — 0,63 mg/mL), las pectinas obtenidas
mediante un tratamiento con proteasa son mas activas que aquellas obtenidas con agua alcalinizada
(p<0,001) y EDTA (p <0,05). En ésta resalta una mayor actividad antiproliferativa lo que se asociaria
a que ademds son pectinas acidas de bajo metoxilo, con un grado de esterificacion menor a 50%
(ver Anexo J).
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Figura 5-2. Actividad antiproliferativa de pectinas acidas originales de coseta sobre células
de la linea MCF-7. Agua Alcalinizada (m); EDTA (¢); Corolase® PP (-)

En lo que respecta al balance de masa (Figura 5-3), el mayor porcentaje de compuestos solubles
fueron obtenidos con agua alcalina, seguido de EDTA y Corolase® PP, alcanzando un total de un
4,07% de pectinas &cidas extraidas, rendimiento que fue superior al conseguido por Arancibia (2014)
quien obtuvo pectinas acidas a partir de coseta agotada de remolacha mediante un tratamiento
quimico, con rendimiento inferior al 1%. Sin embargo, cabe destacar que los procedimientos
realizados en esta investigacion tienen como finalidad remover las impurezas, entre ellas minerales

y proteinas solubles.

Por otra parte, el rendimiento general de pectinas neutras fue de un 8,02%, alcanzando un total de
rendimiento de un 12,09%, ligeramente superior al obtenido en la caracterizacion quimica de la
materia prima (9,8 + 0,2%), lo que sugiere que en la extraccion enzimatica se extrajeron una pequefia
cantidad de sustancias no pécticas de la envoltura de la pared celular, como celulosa o hemicelulosa,
sustancias abundantes en la coseta agotada de remolacha (Oosterverld, 1997). No obstante, la
extraccion de tipo enzimatica genera un mayor rendimiento de productos pécticos, en comparacion
al rendimiento logrado por extraccion quimica (Jeong et al., 2013), antecedente que se corroboré en
este estudio.
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Figura 5-3. Balance de masa general en laobtencion de sustancias pécticas a partir de coseta
agotada de remolacha

Posterior a la remocion de minerales, carbohidratos y proteinas solubles, el residuo insoluble
purificado fue sometido a un tratamiento individual con tres enzimas pectinoliticas de distinta accion
hidrolitica: Rohapect® DA6L, Pectinex® Ultra SP-L, y Viscozyme® L. Si bien, cada enzima posee
sus propias condiciones éptimas de trabajo, se decidi6 trabajar bajo las mismas condiciones, para
poder evaluar la actividad y las sustancias pécticas (pectinas neutras) generadas por cada una de
los preparados enzimaticos comerciales. Se trabajé a una razén E/S de 24%, razén S/L 1:10,
incubacion a 45°C por 15 h a 120 rpm. Aunque desde el punto de vista econémico la razén E/S es
elevada, se decidio utilizar este valor para asegurar una hidrolisis efectiva sobre el material solido
tratado. Esto sobre la base de lo informado por Remoroza et al., (2014) quien trabaj6 con valores de
10% E/S y no observé una hidrélisis efectiva, situacién atribuible a la presencia de grupos acetilos
presentes en la coseta agotada de remolacha que impiden la accidn enzimética efectiva de las

pectinasas (Buchholt et al., 2004).
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Con el objetivo de contrastar el rendimiento de obtencién de pectinas neutras asociado a la razén
E/S, se evaluéd el tratamiento con Rohapect® DAGL al 2% y 24%, preparado enzimatico citado por
su actividad en arabanasas (Concha et al., 2012). En el primer caso, el porcentaje de recuperacion
de pectinas fue de un 15,37% respecto al peso seco del residuo insoluble purificado, mientras que
para el segundo de un 11,40%. Si bien, el mayor rendimiento se obtuvo con la razén E/S del 2%, la
mejor actividad se obtuvo con aquella razon E/S al 24% (p< 0,001), aspecto que puede sugerir la
obtencién de fragmentos obtenidos por la accién enzimética influye positivamente en la actividad

antiproliferativa, cuyos resultados son presentados en la figura 5-4.
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Figura 5-4. Actividad antiproliferativa de pectinas neutras de coseta agotada de remolacha
sobre células de la linea MCF-7, obtenidas a partir de Rohapect® DA6L. Raz6n E/S al 2% (A);
Razon E/S al 24% (m).

En lo referente al porcentaje de rendimiento promedio de las pectinas neutras, Rohapect® DA6L
presento el mayor rendimiento (11,40%), seguido por Viscozyme® L (6,52%) y Pectinex® Ultra SP-
L (6,14%). No obstante, las pectinas neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L mostraron una
mejor actividad antiproliferativa seguida por Rohapect® DA6L y Pectinex® Ultra SP-L, aspecto que
se presentard y discutira posteriormente (Figura 5-8). Estos resultados se correlacionan con los
porcentajes de sélidos solubles obtenidos (Tabla 5-1), en el cual, los extractos pécticos conseguidos

con Rohapect® DAGL presenta el mayor porcentaje, cercano a un 41%.



Tabla 5-1. Porcentaje de Solidos Solubles de las pectinas neutras
remolacha obtenidas a partir de tratamientos enzimaticos.
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de coseta agotada de

Pectina Neutra

Solidos Solubles (%)

Rohapect® DA6L 40,53 £ 0,31
Pectinex® Ultra SP-L 20,27 £ 0,15
Viscozyme® L 23,37 £ 0,27

La precipitacion con etanol en frio es una de las técnicas mas usadas para la recuperacion de
pectinas acidas, sin embargo, algunos autores sefialan que genera sustancias pécticas de menor
pureza en comparacién a las obtenidas por ultrafiltracién (Yapo et al.,, 2007b). Asimismo, se ha
sefialado que se pierden oligosacaridos pécticos que pueden ser mas activos. Por este motivo en

este trabajo se aplicé etanol para obtener una pectina neutra original y ultrafiltracién para obtener
fragmentos.

Para evaluar la pureza de los extractos pécticos obtenidos se realizd la caracterizacién de las
pectinas. El analisis de los espectros por FT-IR, representados en la figura 5-5, permitié analizar la

estructura quimica de las pectinas neutras obtenidas a partir de los tres tratamientos enzimaticos.
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Figura 5-5. Espectros por FT-IR de extractos de pectinas obtenidas a partir del tratamiento
enzimatico. Condiciones de hidrdlisis enzimatica, 45°C, pH 4,5, razén S/L 1:10, razén E/S 24% y
tiempo de hidrdlisis de 15 horas. Viscozyme® L (m); Rohapect ® DA6L (m); Pectinex ® Ultra SP-L
(m).
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En los tres espectros, se observa una banda en la regién comprendida entre los 3300 y 3400 cm*
correspondiente a grupos hidroxilos (OH); la banda cuyo maximo es cercano a 2930 cm
corresponde al C-H del grupo metoxilo (O-CHg); la banda cuya regién se encuentra entre los 1700 y
1750 cm™ corresponde a las vibraciones que generan los grupos acetilos (COCH5) y metil éster
(COOCH?3); la banda que se encuentra en la region entre los 1600 y 1640 cm™y la banda con un
maximo cercano a 1420 cm™ corresponde a los grupos carboxilos libres (COO"), que se asocian a la

presencia de acido galacturénico (Kacurakova et al., 2000; Manrique & Lajolo, 2002).

Ademas, se encuentran presentes las bandas correspondientes a las vibraciones de los enlaces C-
OH, C-O-C, C-C, incluyendo a los enlaces glicosidicos, entre 1300 y 600 cm™ (Concha et al., 2012).
Lo anterior, permite corroborar que las muestras obtenidas por tratamiento enzimatico corresponden

a sustancias pécticas.

Las bandas entre 1540 — 1560 cm™ y 1500 — 1600 cm™* corresponden a la presencia de proteinas.
En el espectro se observa una pequefia banda con un pico a 1523 cml, correspondiente a una amida
secundaria perteneciente proteina de coseta agotada de remolacha que podria estar unida
principalmente a azucares neutros de arabinosa y galactosa de las pectinas neutras (Funami et al.,
2011). Para corroborar esto, se realizé la determinacion de las proteinas por método Bradford y

Kjeldhal, resultados que se presentan en la tabla 5-2.

Tabla 5-2. Contenido de proteinas en pectinas neutras obtenidas por tratamiento enzimético.

Pectina Neutra % Proteinas Proteinas Solubles por Bradford
(Kjeldhal) (Prom. = DE (g/L))
Viscozyme® L 5,67 0,05+ 0,01
Rohapect® DAG6L 4,89 0,03 £ 0,02
Pectinex® Ultra SP-L 5,13 0,04 + 0,01

También se realizé la determinacion de proteinas a las pectinas obtenidas de la segunda extraccion
(Rohapect® DAG6L al 2% E/S sin tratar con proteasas), por método Kjeldhal y Bradford, se obtuvo
como resultado 10,89% vy 0,10 £ 0,05 g/L, respectivamente.
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Aunque existe un porcentaje de proteinas presente en los tres productos pécticos, este se debe a
pectinas neutras unidas a proteinas (pectinas amidadas), que no pudieron ser separadas con
proteasas y que solo fueron liberadas al realizar un tratamiento enzimético con pectinasas de mayor
tiempo de hidrdlisis (Funami et al., 2011). También el pico en esa zona puede corresponder a la
pectinasa agregada, ya que es de naturaleza proteica. Sin embargo, el porcentaje de contenido
nitrogenado determinado por el método de Kjeldahl entre 5 — 6 %, no implicaria una mayor influencia
en la actividad antiproliferativa sobre las células cancerosas, ya que las pectinas citricas comerciales
obtenidas por tratamiento enzimatico tienen un porcentaje de proteina total cercano a un 5%
(Remoroza et al., 2014). Sin embargo, al comparar las pectinas neutras obtenidas sin tratamiento
con proteasas, se observa que el contenido de proteinas es cercano un 11%. Por lo tanto, el
tratamiento con proteasas, previo a la hidrélisis con pectinasas permite generar pectinas neutras con

menor contaminacion proteica.

Segun la literatura, la obtencion de pectinas neutras por métodos enzimaticos permite generar
pectinas desesterificadas (Voragen et al., 2009). Sin embargo, las pectinas de coseta de remolacha
presentan un alto contenido de grupos acetilos con grado de acetilacion cercano al 30% (Buchholt
et al., 2004), los cuales pueden impedir que las pectinasas con actividad endopoligalacturonasa,
pectinliasas y pectin metil esterasas actlien de manera eficiente sobre sus blancos (Remoroza et al.,
2014). No obstante, el pico de los grupos acetilos es el mismo que el de los grupos ésteres (1740
cml). Frente a esta situacion, para descartar la esterificacion de las pectinas neutras, se realizo el
tratamiento a las tres pectinas con Rohapect® MPE a un 25% razén E/S (tratamiento fuerte), por 1

hora y posteriormente se determiné su espectro FT-IR.

Las areas de la banda en cuestién se mantuvieron inalteradas (ver Anexo K) en las pectinas de la
primera extraccion, por lo tanto, se puede afirmar que las pectinas neutras se encuentran
desesterificadas, pero posiblemente o-acetiladas. Sin embargo, las pectinas de la segunda
extraccion obtenidas a partir de un 2% de razon E/S, disminuyeron su grado de esterificacion, hasta
un 14,12% (ver Anexo J), por lo tanto, la cantidad de pectinasa utilizada fue insuficiente para
desesterificar completamente a la pectina final. Esta observacion apoya el concepto propuesto de

que una mayor cantidad de enzima pectinolitica permite obtener una pectina desesterificada.
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El espectro de las pectinas neutras a partir de Rohapect® DA6L de la segunda extraccion (Figura
5-6), presenta las mismas bandas al compararlo con los espectros de la primera extraccion. Sin

embargo, el pico cercano al 1740 cm’, presenta una banda mucho mas pronunciada que sus
contrapartes.
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Figura 5-6. Espectro por FT-IR de extracto de pectina obtenida con Rohapect ® DA6L.
Condiciones de hidrdlisis enzimatica, 45°C, pH 4,5, razén S/L 1:10, razén E/S 2% y tiempo de
hidrélisis de 15 horas, sin tratamiento con Corolase® PP.

La comparacién del espectro IR entre los 1300 — 900 cm, de los extractos pécticos obtenidos de la
extraccion 1y 2 (Figura 5-7), con los espectros informados por Kacurakova (ver Anexo L), se puede
determinar que la hidrélisis enzimatica generd pectinas neutras de tipo arabinanos, ya que el
espectro muestra picos cercanos a 1141, 1097, 1070, 1049 y 918 cm* correspondiente a este tipo
de pectina neutra.
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Figura 5-7. Espectro por FTIR en absorbancia pectina neutra de coseta obtenida con
pectinasas. A: Viscozyme ® L; B: Rohapect® DA6L; C: Pectinex® Ultra SP-L. Condiciones de
hidrdlisis enzimatica, 45°C, pH 4,5, razén S/L 1:10, razén E/S 24% y tiempo de hidrélisis de 15 horas.
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Con respecto al contenido de acido galacturénico, éste depende del tipo de extraccién (quimica o
enzimatico), de las condiciones experimentales (pH, T°, tiempo, tipo de enzima) y de las
caracteristicas quimicas de la materia prima (Yapo, 2007a). A continuacion se presenta el contenido
de AGA de las pectinas neutras recuperadas en este estudio (Tabla 5-3).

Tabla 5-3. Contenido de acido galacturénico de las pectinas neutras de coseta agotada de
remolacha obtenidas a partir de tratamientos enzimaticos.

Pectina Neutra AGA (% p/p, Prom. £ DE %)
Rohapect® DAG6L 44 57% + 8,19%
Pectinex® Ultra SP-L 35,66% = 4,00%
Viscozyme® L 59,17% * 1,64%

Los resultados indican que las pectinas obtenidas con Viscozyme® L poseen un mayor porcentaje
de &cido galacturdnico, seguido por Rohapect® DAG6L y luego Pectinex® Ultra SP-L. Si bien, el
contenido de &cido galacturénico (AGA) en pectinas neutras es mayor a lo referenciado para pectinas
acidas (Arancibia, 2014), esto puede ser producto de un alto contenido de azlicares neutros (ver
Tabla 5-4), los cuales interferirian en el método de andlisis, sobreestimando los valores de AGA
(Yapo, 2012). Se recomienda en préximos estudios elegir otro tipo de técnica, por ejemplo HPLC-IR,

para determinar acido galacturénico, azlcares neutros y grupos acetilos.

Tabla 5-4. Contenido de azlcares reductores y totales de las pectinas neutras de coseta
agotada de remolacha obtenidas a partir de tratamientos enzimaticos.

Pectina Neutra Azlcares Azlcares Totales
Reductores (g/L) (g/L)
Rohapect® DAG6L 1,39 + 0,01 3,11 +£0,10
Pectinex® Ultra SP-L 1,21 £ 0,04 2,28 +0,40
Viscozyme® L 1,50 £ 0,05 3,65+ 0,38

Ademas, el tratamiento enzimatico a una razén del 2% E/S con Rohapect® DA6L, generd pectinas
neutras con un AGA de 19,89 + 5,08%, cifra que se correlaciona con una menor presencia de

azucares neutros (0,60 £ 0,01 g/L), producto de una menor eficiencia en la hidrélisis enzimatica.
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5.2. Seleccionar el preparado enziméatico que origina pectinas con la mejor actividad
antiproliferativa sobre las células de cancer de mama MCF-7.

El efecto de las pectinas neutras originales de la primera extraccion sobre la proliferacién celular de
la linea celular de cancer de mama MCF-7, se presenta en la figura 5-8. Las tres pectinas neutras
exhibieron actividad antiproliferativa. Las células expuestas a pectinas neutras obtenidas a partir de
Viscozyme® L y Rohapect® DAG6L alcanzan una proliferacion celular cercana a 48% a 10 mg/mL, lo
que implica una inhibicion mayor al 50%. A bajas concentraciones (0,16 — 2,5 mg/mL) las pectinas
neutras obtenidas con Viscozyme® L producen una considerable disminucién de la proliferacion por
sobre la pectina neutra extraida con Rohapect® DA6L y Pectinex® Ultra SP-L (p < 0,001),
descartando una toxicidad debida a un proceso de choque osmoético como podria ocurrir a altas
concentraciones.
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Figura 5-8. Actividades Antiproliferativa de pectinas neutras de coseta agotada de remolacha

sobre células de la linea MCF-7 recuperadas con las enzimas. Viscozyme® L (¢), Rohapect®
DAGL (m) o Pectinex® Ultra SP-L (4)

Sobre la base de los resultados anteriores, se descarté el tratamiento con Pectinex® Ultra SP-L, ya
que el rendimiento de pectinas es menor y su actividad antiproliferativa también resulté inferior a sus
contrapartes. Luego al comparar los tres preparados enzimaticos se selecciona Viscozyme® L para
la etapa de obtencién de pectinas neutras, mientras que para el fraccionamiento por hidrélisis
enzimatica se elige Rohapect® DA6L, debido a su actividad arabanasa. Ambos preparados
enzimaticos se consideran adecuados en la obtencién de pectinas neutras con potencial actividad
antiproliferativa.



34

5.3. Analizar el efecto del fraccionamiento por membrana de la pectina neutra seleccionada
sobre la actividad antiproliferativa.

Una vez caracterizadas quimicamente las pectinas neutras obtenidas en la primera etapa
(Viscozyme® L al 24% E/S), se procedi6 a la separacion por tamafio. Los resultados son presentados
en la figura 5-9, donde se compara la distribucion por tamafio entre las pectinas neutras
seleccionadas y las pectinas neutras obtenidas a partir de Rohapect® DA6L (24% razén E/S), las
cuales presentaron la segunda mejor actividad antiproliferativa (Figura 5-8).
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Figura 5-9. Distribucién por tamafio molecular (%) después de la separacion fisica a partir de
1 g de pectina neutra.

Los resultados confirman que la capacidad hidrolitica de Viscozyme® L es mayor en comparacion a
Rohapect® DAGL y se condice con el hecho que las pectinas neutras obtenidas a partir de la primera
enzima poseen una mejor actividad antiproliferativa que la segunda. Si bien no existen antecedentes
referentes al tamafio molecular y actividad antiproliferativa para pectinas neutras, lo resultados de
este estudio sugieren que las pectinas neutras obtenidas por tratamiento enzimético tienen un
comportamiento similar o superior a las pectinas acidas modificadas enziméaticamente, para las que
se ha informado que fragmentos pécticos con un peso molecular menor a 30 kDa poseen una accion
antiproliferativa sobre lineas celulares de cancer de mama y prostata (Maxwell et al., 2012).
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Por otra parte, al comparar la actividad antiproliferativa de pectinas neutras de coseta agotada de
remolacha obtenidas por tratamiento enzimatico con Viscozyme® L y pectina acida de coseta
obtenida por tratamiento quimico (Arancibia, 2014), se puede sefialar que las pectinas neutras
presentan una mejor actividad antiproliferativa a bajas concentraciones (p < 0,001) (Figura 5-10). La
actividad antiproliferativa de pectinas neutras a bajas concentraciones, permiten abrir una nueva

alternativa terapéutica para el cancer.
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Figura 5-10. Actividad antiproliferativa de pectinas neutra y &cida de coseta agotada de
remolacha sobre células de la linea MCF-7. Pectina neutra obtenida a partir de Viscozyme L (e),
pectina acida obtenida a partir de tratamiento quimico ()

En lafigura 5-11 se presenta la curva de la actividad antiproliferativa de pectinas neutras obtenidas
a partir de Viscozyme ® L sin fraccionar y fraccionadas por separacion fisica. Se puede observar
que los polisacaridos sin fraccionar poseen una mejor accion inhibitoria sobre el crecimiento celular
en comparacion a las fracciones mayores a 100 kDa y menores a 100 kDa (p < 0,0001). Estas
Gltimas presentan una disminucion considerable en su accion antiproliferativa, disminucién que
puede ser debida al fraccionamiento por ultrafiltracion que podria romper enlaces débiles que le
otorguen la actividad biolégica a la pectina neutra de coseta agotada de remolacha. Otra posible
causa seria la retencién de sustancias relevantes para la bioactividad en los filtros, sin embargo, al
observar los espectros infrarrojos de las pectinas originales y sus fracciones, éstas presentaron
perfiles espectrales similares (ver Anexo M), similitud que se mantiene incluso, posterior a la hidrdlisis
enzimatica (ver Anexo N), la cual se discutird mas adelante. Estos resultados permitirian especular
gue se requiere de la co-existencia de pectinas de grado de polimerizacion intermedio y bajo para

que se manifieste la actividad antiproliferativa.
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Figura 5-11. Actividad antiproliferativa de pectinas neutras de coseta obtenidas con
Viscozyme® L sobre la linea celular MCF-7. Sin fraccionar (e), fracciones >100 kDa (m) y < 100
kDa (A).

Para confirmar estos resultados, se compar6 la actividad antiproliferativa de las pectinas neutras
extraidas con Rohapect® DAGL originales y fracciones mayor y menor a 100 kDa (Figura 5-12), las
cuales presentaron el mismo comportamiento que las pectinas anteriores, siendo la pectina original
sin fraccionar la que presenta mejor actividad (p < 0,01). Ademas, las pectinas neutras menores a
100 kDa favorecieron la proliferacion de las celular en un rango de concentracién de 0,16 — 2,50
mg/mL.
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Figura 5-12. Actividad antiproliferativa sobre la linea celular MCF-7 de pectinas neutras de
coseta obtenidas con Rohapect® DAG6L. Sin fraccionar (e), fracciones >100 kDa (m); < 100 kDa
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5.4. Comparar la actividad antiproliferativa de las pectinas neutras antes y después de la
hidrélisis enzimética con Rohapect® DA6L sobre la linea celular de cancer de mama
MCF-7.

Las pectinas neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L se sometieron a hidrélisis enzimética con
Rohapect® DA6L (arabanasa), a una razén E/S de 24%, por 6 y 12 horas. A continuacién se
muestran las curvas de proliferacion celular en las figura 5-13 y 5-14.
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Figura 5-13. Actividad antiproliferativa sobre la linea celular MCF-7 de pectinas neutras de
coseta obtenidas con Viscozyme® L y tratadas con Rohapect® DA6L por 6 horas. Pectina

neutra sin fraccionar (e), control 1 (sin precipitar) (m), control 2 (precipitado) (A), muestra 1 (sin
precipitar) (m) y muestra 2 (precipitada) (A).

La pectina neutra original presenta una mejor actividad que las pectinas neutras hidrolizadas por 6
horas con Rohapect ® DA6L entre 0,16 — 5 mg/mL de concentracion (p < 0,001). Se observa que la
actividad entre control y muestra son similares (p > 0,05), lo que significa que el tiempo empleado
para la hidrdlisis fue insuficiente. Ademas, el utilizar el etanol como medio para la recuperacion de
las pectinas hidrolizadas, generé una leve disminuciéon de la actividad comparandolas con las
directamente liofilizadas.
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Figura 5-14. Actividad antiproliferativa sobre la linea celular MCF-7 de pectinas neutras de
coseta obtenidas con Viscozyme® L y tratadas con Rohapect® DA6L por 12 horas. Pectina
neutra sin fraccionar (), control 3 (sin precipitar) (m), control 4 (precipitado) (A), muestra 3 (sin
precipitar) (m) y muestra 4 (precipitada) (A).

De acuerdo a las curvas de la figura 5-14, se puede inferir que el aumento del tiempo de hidrolisis
a 12 horas, produce una disminucién considerable de la actividad antiproliferativa de la pectina neutra
al ser comparada con la pectina neutra sin fraccionamiento de tipo enzimatico en un rango de 0,16
— 5 mg/mL de concentracién (p < 0,0001). La proliferacion aumentada a concentraciones de 0,16 —
2,50 mg/mL se debe posiblemente a que la enzima pectinolitica hidroliza las pectinas hasta la
formacién de monosacaridos de tipo arabinosa, los cuales, segun la literatura, no presentan una
accién inhibitoria, sino que por el contrario, favorecen la proliferacion y crecimiento de células

tumorales (Concha et al., 2012).

Por lo tanto, la hidrdélisis enzimatica parece ser innecesaria y contraproducente para recuperar
pectinas neutras con actividad antiproliferativa. Esto indica que es mas promisorio abordar la

optimizacién del método de obtencion de pectinas neutras sin posterior hidrolisis enziméatica.

Estos resultados se contraponen con los conseguidos por Jackson et al., (2007), autor que indica
que las fracciones menores a 10 kDa del Pectasol® C, pectina &cida obtenida por tratamiento
guimico y tratada, posteriormente con enzimas hidroliticas, presentan una mejora en la actividad
antiproliferativa sobre células de cancer de prostata. Esto quiere decir, que los resultados
conseguidos con pectinas acidas no necesariamente se pueden extrapolar a pectinas neutras. De
acuerdo a los antecedentes entregados, las pectinas neutras se visualizan con un potencial mas

promisorio como agentes antiproliferativos.
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6. CONCLUSION

La hipétesis planteada en este estudio “La modificacién de pectinas neutras de coseta agotada de
remolacha mediante tratamiento enzimatico con pectinasa genera pectinas de menor grado de
polimerizacion lo que aumenta su actividad antiproliferativa sobre las células del cancer de mama

MCF-7”, se valida parcialmente debido a que:

1. Las pectinas neutras recuperadas con Viscozyme® L producen un mayor porcentaje de
pectinas de pequefio tamafio con respecto a Rohapect® DA6L, lo que se correlaciona con

una actividad antiproliferativa superior.

2. Las pectinas neutras originales (sin fraccionar) obtenidas a partir de tratamiento enziméatico,
presentan una mayor actividad antiproliferativa que las pectinas fraccionadas segun tamafio

por medio de ultrafiltracién.

3. Las pectinas neutras sometidas a hidrdlisis enzimatica no presentaron mejoras en su
actividad antiproliferativa, incluso un mayor tiempo de hidrélisis gener6 un producto que

favorecio la proliferacion de células tumorales.

Se concluye que existe un tamafio critico para que las pectinas neutras de coseta agotada

de remolacha inhiban la proliferacion de células MCF-7.
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8. ANEXOS

Anexo A: Analisis Proximal

A.1.Humedad (AOAC, 925.09)

A.2.

A.3.

Registrar peso de crisol seco (m).

Pesar 2 g de muestra (ma1) en crisol seco y tarado.

Dejar en estufa a 105 °C hasta peso constante.

Dejar en desecadora hasta que el crisol se enfrie y pesar (my).

Calcular la humedad de la muestra, expresada en porcentaje, a partir de la siguiente férmula:

(my - m)

Humedad (%) = m
1

Cenizas (AOAC, 923.03)

Registrar peso de crisol seco (m).

Pesar 2 g de muestra (mz1) en crisol seco y tarado.

Luego llevar el crisol con muestra a mufla de incineracién a 550 °C por 4 h.

Dejar enfriar en desecador y posteriormente pesar (mz).

Calcular el contenido de cenizas de la muestra, expresada en porcentaje, a partir de la siguiente

formula:

(my - m)

Cenizas (%) = m
1

Extracto Etéreo (AOAC, 963.15)

Registrar el peso del balén seco del equipo de extraccién Soxhlet (m).

Pesar 3 g de muestra seca (mz) y envolver en papel filtro n°2 (manipular con guantes).

Armar el equipo de reflujo Soxhlet sobre una manta calefactora, agregar 100 mL de éter de
petroleo e introducir la muestra. Dejar funcionando el sistema durante 4 h.

Evaporar el solvente que queda en el baldn, en estufa a 80 °C por 24 h.

Dejar enfriar en desecador y registrar el peso del balén con el residuo restante (mz).

Calcular el contenido de extracto etéreo (EE), expresado en porcentaje, segun la siguiente
férmula:

m, - m

EE(%) = x 100

1
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A.4. Fibra Cruda (AOAC, 962.09)

Pesar 3 g de muestra desgrasada seca (m) (obtenida del procedimiento descrito en Anexo A.3),
hervir con 200 mL de solucion de &cido sulfdrico (0,1275 M), por 30 min en un balén conectado
a equipo de refrigeracion.

Secar la muestra sélida, luego sacar del balén vy filtrar a vacio en embudo Bichner y matraz
Kitasato con papel filtro n°2. Lavar con abundante agua caliente destilada para remover el acido.
Transferir la muestra sélida a otro balén, agregar 200 mL de NaOH (0,313 M) y llevar a ebullicién
por reflujo por 30 min. Posteriormente, filtrar nuevamente a vacio en embudo Biichner y matraz
Kitasato con papel filtro y lavar con abundante agua caliente para remover el hidréxido.

Lavar el material solido con dos porciones de etanol y tres de éter y filtrar nuevamente. Luego
llevar a estufa a 100 °C por 12 h, dejar enfriar y registrar peso (ma).

Posteriormente, el material se lleva a incineracién en mufla a 550 °C por 4 h, se deja enfriar y
se registra el su peso (Mmy).

Calcular el contenido de fibra cruda, expresado en porcentaje, segun la siguiente féormula:

1

. mq - My
Fibra Cruda(%) = — x 100

A.5.Proteinas por Kjeldahl (AOAC, 963.15)

Pesar 4,5 g de sulfato de potasio, 0,5 g de sulfato de cobre, 200 mg de muestra y agregar 7 mL
de H2SO4 concentrado y mezclar en tubos de digestion.

Llevar los reactivos y muestras mezclados a digerir (Digestor Kjeldahl Velp® Scientifica DK6)
en tubos de digestidn bajo las siguientes condiciones; 200 °C por 30 min: 300 °C por 40 min:
380 °C por 60 min y 450 °C por 30 min.

Posteriormente, someter los tubos frios a destilacion en Destilador semi-automatico (Velp®
Scientifica, modelo UDK 139). Para ello, utilizar 50 mL de agua destilada y 50 mL de NaOH (32
%).

El liquido de la destilacion es recibido en un matraz Erlenmeyer que contiene 25 mL de acido
bérico 4 % mas 4 gotas de indicador de Tashiro. El liquido recuperado en el matraz se valora
con HCI 0,1 N estandarizado (v1) (Oftedal, Eisert & Barrell, 2014).
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- Se aplica la siguiente férmula para determinar el nitrdgeno proteico:

vy x N x 14 x 6,25 x 100
my

% Proteina =

6,25: Factor de conversidn correspondiente a Coseta (Concha et al., 2012).
N: Normalidad estandarizada de HCI.
14: Peso atémico del Nitrégeno.

mz: son los mg de muestra.

A.6. Elementos no Nitrogenados (AOAC, 963.15)

- El extracto no nitrogenado (ENN) se expresa como porcentaje y se determina por diferencia

mediante la siguiente formula:

% ENN=100 - (%Humedad + %Ceniza + %EE + %Fibra Cruda + %Proteinas)



Anexo B: Caracterizacion Quimica-Proximal de la Coseta Agotada de Remolacha

Fraccion %

60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%.=-

Humedad Extracto Cenizas Fibracruda Proteinas Extracto No
Etéreo Nitrogenado

Figura 8-1. Andlisis quimico-proximal de coseta agotada de remolacha.
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Anexo C: Determinacion de Pectinas Totales por Método de Van Soest (1991)

- Pesar 2 gramos de harina seca y desgrasada (m).

- Diluir con 300 mL de agua destilada

- Incubar con agitacion por 3 horas a 40°C

- Filtrar en papel filtro Whatman 42

- El residuo sélido del paso anterior se seca hasta peso constante

- Trasladar el sélido a baldén Soxhlet y extraer los pigmentos con una solucién alcohol-benceno
(1:2) durante 6 horas

- Los solidos residuales (my) del paso anterior se secan e incuban con 200 mL de una solucién de
oxalato de amonio al 0.5% p/v, a 50°C por 1 hora

- Transcurrido el tiempo los residuos son filtrados y lavados con agua caliente.

- Se pesan los residuos del paso 8 hasta peso constante (m2).

- El contenido de pectinas en la coseta, expresado en porcentaje, se calcula segun la formula:

% Pectinas = x 100

(mqy - my)
m
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Anexo D. Determinacién del % Grado de Esterificacion (%DE)

Tabla 8-1. Pectinas utilizadas para realizar la curva para estimar el grado de esterificacion.

% Grado de Esterificacion

80

70

60

50

40

30

20

10

Grado de esterificacion Pectina comercial
Pectina de fruta citrica
27 % . }
(Sigma-Aldrich®, P9311)
Pectina de fruta citrica
60 % _ )
(Sigma-Aldrich®, P9436)
2494 Acido galacturonico esterificado al 74%
0
(Sigma Aldrich®, P9135).
y =212,26x - 25,335
R2 =0,9995
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

R= (Area 1747 / (Areal747 + Areal639))

Figura 1-2. Curva de Calibrado para estimar % grado de esterificacion.
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Anexo E: Determinacion de Acido Galacturénico (AGA)

E.1. Soluciones
- Hidréxido de Sodio 0,5 % (peso/volumen): Pesar 0,5 g de NaOH y se disolver en 20 mL de agua

destilada, aforar a 100 mL.

- m-Hidroxidifenil: Pesar 0,15 g de 3-fenilfenol y disolver con NaOH 0,5 % (peso/volumen),
llegando hasta un pH de 1,6. Aforar a 100 mL con NaOH 0,5 %. Almacenar a 4 °C protegido de

la luz. La solucién es estable por un mes.

- Tetraborato de Sodio 75 mM: Pesar 1,501 g de tetraborato de sodio (Bérax anhidrido) y disolver
en 90 mL de H2SO4 concentrado, dejar durante toda la noche bajo agitacién para disolver el
tetraborato de sodio. Luego de disuelto aforar a 100 mL. Almacenar a temperatura ambiente,

protegido de la luz.

- Acido sulfamico/Sulfamato de potasio 4 M (pH 1,6): Pesar 38,84 g de acido sulfamico y agitar
vigorosamente con 50 mL de agua destilada, agregar gotas de una solucion de KOH saturado
hasta la completa disolucion del acido sulfamico, luego dejar enfriar la solucién. Ajustar pH con
solucion saturada de KOH. Aforar a 100 mL con agua destilada. La solucién final se almacena

a temperatura ambiente.

E.2. Preparacién de Curva de Calibrado AGA
La curva de calibrado se preparé a partir de una solucién madre (1) de concentracion 20 mg/mL,

disolviendo 200 mg de &cido-D-(+)-galacturdnico en 5 mL de agua destilada y aforando a 10 mL con

agua destilada. Luego se preparé una segunda soluciéon madre (2) de concentracion 200 pug/mL.

A partir de la solucion madre (1), se sac6 una alicuota de 500 pL y se llevo a un matraz aforando a

50 mL con agua destilada. A partir de la solucién madre (2), se realiz6 las siguientes diluciones:
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Tabla 8-2. Serie de diluciones para la curva estandar de 4cido D-(+)-Galacturénico.

Concentracion Final | Volumen de Solucién Volumen de Agua Volumen final
(ng/400 pL) madre (2) (uL) Destilada (pL) (mL)
5,0 625 9375 10
10,0 1250 8750 10
15,0 1875 8125 10
20,0 2500 7500 10
30,0 3750 6250 10
40,0 5000 5000 10

E.3. Procedimiento AGA
Para la hidrdlisis de las muestras se realiz6 lo siguiente: a 7 mg de muestra sélida se le agregé 1 mL

de H2S04 concentrado, se llevd a bafio hielo por 5 min, agitando constantemente, repitiendo este
paso 2 veces. Luego se agreg6 0,5 mL de agua destilada y se llevo a bafio hielo por 5 min, repitiendo
la accidén 2 veces. En seguida, la muestra se afor6 a 10 mL con agua destilada y fue trasvasijada y
centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos (Ahmed & Labavitch, 1977).

Ensayo colorimétrico: en tubos de vidrio se agregaron 400 pL del sobrenadante obtenido
anteriormente, y a otro tubo con 400 pL de agua destilada (blanco), se les agreg6 40 pL de solucién
de acido sulfamico 4 M, se agit6 por vortex y se les agreg6 2,4 mL de la solucion de tetraborato de
sodio 75 mM. Luego la solucién resultante se llevé a 100 °C en bafio termorregulado por 20 min,

luego se dej6 enfriar en bafio hielo por 15 min (Filisetti-Cozzi & Carpita, 1991).

Luego al tubo con muestra se agreg6 80 pL de una solucion de m-Hidroxidifenil y al blanco agua se
le agregd 80 pL de solucidon de NaOH al 0,5 %. A los 15 min se ley0 la absorbancia a 525 nm en

espectrofotometro (Genesys 10 uv Thermo Election Corporation).

Para el tratamiento de la curva de calibrado se toman 400 pL de cada una de las soluciones

preparadas y se sigue el procedimiento descrito por Filisetti-Cozzi & Carpita (1991).



E.4. Curva de Calibrado AGA

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
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y = 0,0086x + 0,0247
R2? =0,9965
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Concentracion (mg/400uL)

Figura 1-3. Curva de Calibrado AGA
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Anexo F: Determinacion de Azlcares Totales (CHO)

F.1. Procedimiento

Tanto a la curva de calibrado como a las muestras, se aplicé lo siguiente: se agregdé 1 mL de
estandar/muestra, 0,5 mL de fenol al 5 %, 2,5 mL de H2SO4 concentrado, a un tubo de ensayo con
tapa, se agitd por vortex por 5 s y se dejo reposar a temperatura ambiente por 15 min. Luego se
midié la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm en un espectrofotometro (Genesys 10 uv

Thermo Election Corporation).

F.2. Curva de Calibrado

0,9
0,8
0,7

0,6

0,5
y =0,0142x - 0,0173

0,4 R2 =0,9989

0,3

Absorbancia (U.A.)

0,2

0,1

0 10 20 30 40 50 60 70
Concentracion (g/L)

Figura 1-4. Curva de Calibrado Azlcares Totales
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Anexo G: Determinacion de Azlcares Reductores (DNS)

G.1. Solucion

Reactivo DNS: se disolvieron 1,6 g de NaOH en 20 mL de H20. Se agregé 1 g de acido
dinitrosalicilico, 30 g C4HsKNaOes4H20 (tartrato de potasio y sodio tetrahidratado (Sigma-Aldrich®,
grado analitico). Se afor6 a 1 L con H20. La solucién se almacend a 4 °C y protegida de la luz.
Reactivo de Bradford: agregar 12,5 mL de etanol en un matraz de aforo de 250 mL y adicionar 0,025
g de Azul de Coomasie (Brilliant Blue G) mas 25 mL de acido fosférico y aforar con agua destilada.

Almacenar a 4 °C protegido de la luz.

G.2. Procedimiento DNS

Tanto a la curva de calibrado como a las muestras, se aplico lo siguiente: en un tubo de ensayo con

tapa, se colocé 1 mL de estandar/muestra, se agregé 1 mL de reactivo DNS (Ver anexo A) y se
incubo por 5 min a 100 °C en bafio termorregulado. Los tubos se enfriaron en hielo por 2 a 3 min, se
agregd 10 mL de agua destilada, se agité y dejé reposar a temperatura ambiente por 15 min. Se ley6

la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en espectrofotometro.

G.3. Curva de Calibrado

0,7

0,6

o
[

o
~

y =0,2975x - 0,0206
R2=0,9981

Absorbancia (U.A.)
o o o
= N w

o

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentracion g/L

Figura 1-5. Curva de Calibrado DNS
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Anexo H: Determinacion de Proteinas por Bradford

H.1. Procedimiento

Se colocé 0,1 mL de muestra en un tubo de ensayo con tapa y se agregé 5 mL del reactivo de
Bradford (Ver anexo A) se agitd por vortex 5 s (Boeco Germany, modelo V-1 Plus). Se dej6 reposar
a temperatura ambiente por 5 min. Se leyd la absorbancia a una longitud de onda 595 nm en

espectrofotometro (Genesys 10 uv Thermo Election Corporation).

H.2. Curva de Calibrado Bradford
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Figura 1-6. Curva de Calibrado Bradford



57

Anexo |: Método Resazurin (Ahmed, Gogal & Walsh, 1994)

Se recuperan las células desde un frasco pre-confluente mediante centrifugacién y se procede a
contar el numero de células usando el colorante de viabilidad azul de tripan (Trypan blue stain 0,4

%), en camara de Neubauer, bajo el microscopio.

Para montar el ensayo se debié sembrar 5.000 células MCF-7 por cada pocillo en placas de cultivos

de 96 pocillos (Placa de micropocillo para cultivo de tejidos, Orange Scientific®).

Luego de sembrar los pocillos, la placa se incubd por 24 h, para que las células se adhirieran a la
superficie. Entonces, se removié el medio de cultivo y se aplic6 la pectina bajo diferentes
concentraciones: 10,0 - 50-2,5-1,25- 0,62 - 0,31 - 0,16 - 0 mg/mL. Se utiliz6 medio de cultivo
DMEM para diluir las pectinas. Se aplicé cada condicién en triplicado, incluyendo un set de pocillos
con medio de cultivo libre de pectina. Se dej6 incubar por 48 h en las diferentes condiciones de

evaluacion.

A continuacién, se retird6 el medio condicionado con pectinas y se incub6 con una solucién de
resazurin (Resazurin sodium salt), de concentracién 4 mg/mL, disuelta en medio de cultivo. Luego
seincub6 por4 ha37°Cyb5 % de CO2, se leyé la fluorescencia en el lector de fluorescencia (Thermo
Appliskan Modelo 5230000) a una longitud de onda de excitacidn de 544 nmy una longitud de onda
de emision de 590 nm.
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Anexo J: Determinacion de % grado de esterificacion

Tabla 8-3. Grado de esterificacién de pectinas neutras obtenidas a partir de Rohapect® DA6L
(razbn E/S al 2%) antes y después del tratamiento con MPE.

Pectina neutra % Grado de esterificacion
(Prom. + DE %)

Original 64,62 + 0,30

Tratada con MPE 50,50 £ 1,25

Tabla 8-4. Grado de esterificacion de pectinas acidas obtenidas a partir de tratamientos
previos.

Pectina 4cida % Grado de esterificacion
(Prom. * DE %)

Agua alcalinizada 45,67 £ 0,88

EDTA 31,78 +0,86

Corolase ® PP 30,80 +0,06
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Anexo K: Espectros FT-IR (tratamiento enzimatico con MPE)

140+ \ PCOM-ENZ{MPE}-60 min
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Figura 8-7. Espectros FT-IR de pectinas neutras de coseta agotada de remolacha después de
tratamiento con MPE. Condiciones: 25% E/S, 60 min, pH 4,5, 120 rpm. Control (pectina citrica
comercial) (m); Primera extraccion (razén E/S 24%): Viscozyme® L (m); Rohapect ® DA6L (m);
Pectinex® Ultra SP-L (m); Segunda extraccion (razon E/S 2%): Rohapect ® DA6L (=)
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Figura 8-8. Comparaciéon de los espectros FT-IR de pectinas neutras de coseta agotada de
remolacha obtenidas con Rohapect® DAG6L (razdn E/S 2%) y posterior tratamiento con MPE.

Condiciones; 25% E/S, 60 min, pH 4,5, 120 rpm. Rohapect ® DA6L sin tratar (»); Rohapect® DAGL
con MPE (m).
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Figura 8-9. Comparacion de los espectros FT-IR de pectinas neutras de coseta agotada de
remolacha obtenidas con Viscozyme® L (razén E/S 24%) y posterior tratamiento con MPE.

Condiciones; 25% E/S, 60 min, pH 4,5, 120 rpm. Viscozyme® L sin tratar (m); Viscozyme® L con
MPE (m).
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Figura 8-10. Comparacion de los espectros FT-IR de pectinas neutras de coseta agotada de
remolacha obtenidas con Rohapect® DAG6L (razon E/S 24%) y posterior tratamiento con MPE.

Condiciones; 25% E/S, 60 min, pH 4,5, 120 rpm. Rohapect® DAGL sin tratar (m); Rohapect® DAGL
con MPE (m).
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Figura 8-11. Comparacion de los espectros FT-IR de pectinas neutras de coseta agotada de
remolacha obtenidas con Pectinex® Ultra SP-L (razén E/S 24%) y posterior tratamiento con

MPE. Condiciones; 25% E/S, 60 min, pH 4,5, 120 rpm. Pectinex® Ultra SP-L sin tratar (m); Pectinex®
Ultra SP-L con MPE (m).
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ANEXO L: Espectros IR de pectinas (Kacurakova et al., 2000)
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Figura 8-12. Espectros FT-IR de modelos de polisacéaridos de las paredes celulares. (a) Pectina,
(b) B-galactano, (c) a-arabinano, (d) arabinogalactano, (e) arabinogalactano y (f) arabinogalactano

(Tipo 1)



Anexo M: Espectro IR de pectinas neutras de distinto peso molecular.
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Figura 8-13. Comparacion de espectros FT-IR de pectinas neutras de coseta agotada de
remolacha obtenidas a partir de Viscozyme® L. Pectina >100 kDa (m); pectina 50 — 100 kDa (m);

Pectina 30 — 50 kDa (m); Pectina < 30 kDa (m).
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Figura 8-14. Comparacion de espectros FT-IR de pectinas neutras de coseta agotada de
remolacha obtenidas a partir de Rohapect® DAG6L (raz6n 24% E/S). Pectina >100 kDa (m); pectina

50 — 100 kDa (m); Pectina 30 — 50 kDa (m); Pectina < 30 kDa (m).
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Figura 8-15. Comparacion de espectros FT-IR de pectinas neutras de coseta agotada de
remolacha obtenidas a partir de Rohapect® DAGBL (razén 2% E/S). Pectina >100 kDa (m); pectina
50 — 100 kDa (m); Pectina 30 — 50 kDa (m); Pectina < 30 kDa (m).
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Anexo N: Espectro IR de pectinas neutras tratadas enziméaticamente
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Figura 8-16. Comparacion de espectros FT-IR de pectinas neutras de coseta obtenidas con
Viscozyme® L y tratadas con Rohapect® DAGL por 6 horas. Control 1 (sin precipitar) (=), control
2 (precipitado) (m), muestra 1 (sin precipitar) (m) y muestra 2 (precipitada) (m).
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Figura 8-17. Comparacion de espectros FT-IR de pectinas neutras de coseta obtenidas con
Viscozyme® L y tratadas con Rohapect® DA6L por 12 horas. Control 3 (sin precipitar) (m), control
4 (precipitado) (m), muestra 3 (sin precipitar) (m) y muestra 4 (precipitada) (m).
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Figura 8-18. Comparacion de espectros FT-IR en absorbancia de pectinas neutras de coseta
obtenidas con Viscozyme® L y tratadas con Rohapect® DA6L. A) Tratamiento por 6 horas;
Control 1 (sin precipitar) (m), control 2 (precipitado) (m), muestra 1 (sin precipitar) (m) y muestra 2
(precipitada) (m). B) Tratamiento por 12 horas; Control 3 (sin precipitar) (=), control 4 (precipitado)
(m), muestra 3 (sin precipitar) (m) y muestra 4 (precipitada) (m).
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ANEXO O: Contenido de Acido Galacturénico de Pectinas

Tabla 8-5. Contenido de acido galacturénico de pectinas neutras obtenidas por tratamiento
enzimatico y fraccionamiento fisico.

Pectinas neutras AGA (% p/p, Prom. = DE %)
Viscozyme >100 43,76% * 3,60%
Viscozyme <100 56,86% + 2,21%
Rohapect DA6L >100 64,85% + 4,75%
Rohapect DA6L <100 42,37% = 2,62%

Tabla 8-6. Contenido de acido galacturénico de pectinas neutras obtenidas a partir
Viscozyme® L y tratadas con Rohapect® DA6L. Tiempo de hidrdlisis: 6 horas (control 1y 2 y
muestra 1y 2); 12 horas (control 3y 4 y muestra 3y 4)

Pectinas neutras AGA (% p/p, Prom. + DE %)
Control 1 40,52% + 2,13%
Muestra 1 23,37% = 0,16%
Control 2 28,58% + 3,24%
Muestra 2 56,28% * 2,13%
Control 3 58,94% + 2,95%
Muestra 3 33,57% = 1,06%
Control 4 57,44% + 2,13%
Muestra 4 45,15% + 3,70%

Tabla 8-7. Contenido de &cido galacturénico de pectinas acidas obtenidas a partir de
tratamientos previos.

Pectinas &cidas AGA (% p/p, Prom. + DE %)
Agua alcalinizada 22,10% + 0,98%
EDTA 42,68% = 5,74%
Corolase® PP 18,50% * 2,79%
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ANEXO P: Analisis Estadistico ANOVA

P1) Analisis Estadistico de Pectinas Acidas

Tabla 8-8. Prueba ANOVA de pectinas acidas.

medidas repetidas ANOVA Fu_e S|gn|f|cat|vr_;1me_nte
efectivo el emparejamiento?
Valor P 0,0079** R cuadrado 0,8141
(P <0.05) Si F 17,47
N° grupos 3 Valor P < 0,0001
F 6,968 Hkk
R cuadrado 0,4988 (P <0.05) Si
SS df MS

Tratamiento 832,3 2 416,1
Individual 7305 7 1044
Residual 836,2 14 59,73
Total 8973 23

Tabla 8-9. Test de comparacién Tukey de la actividad antiproliferativa entre pectinas acidas
Corolase® PP, Agua Alcalinay EDTA.

Comparacion multiple de Dif. de q Df Valor p
Tukey Medias

Corolase vs Agua Alcalina -11,63 4,255 -21,74a-1510 P <0,05
Corolase vs EDTA 1,583 0,5795 | -8,532tal1,70 @ P >0,05
Agua Alcalina vs EDTA 13,21 4,834 3,093 a23,32 P < 0,05

Tabla 8-10. Test de comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
acidas Corolase® PPy Agua Alcalina.

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect. Coro. Agua
(mg/mL) Alc.
0 100 100 0 -10,35 a 10,35 0 P > 0,05 ns
0,16 93 120,7 27,67 17,32a38,01 8,957 | P<0,0001 il
0,31 | 90,33 1143 24 13,65a34,35 7,77 P <0,0001 il
0,63 89 104,3 15,33 4,985a 25,68 4,964 P <0,001 e
1,25 84,67 98,33 13,67 3,319a24,01 4,424 P<0,01 **
25 76 85,67 9,667 -0,6814a 20,01 3,129 P >0,05 ns
5 70,67 78,33 7,667 -2,681a18,010 2,482 P >0,05 ns

10 64 59 -5 -15,35a5,348 1,619 P>0,05 ns
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Tabla 8-11. Test de comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
acidas Corolase® PPy EDTA.

Conc.
Pect.
(mg/mL)
0

0,16
0,31
0,63
1,25
2,5

5

10

Prom.

Coro.

100
93
90,33
89
84,67
76
70,67
64

Prom.
EDTA

100
106,7
104
96,33
81,67
71,67
56
38,67

Diferencia DF a IC 95%

0
13,67
13,67
7,333

-3
-4,333
-14,67
-25,33

-10,35a 10,35
3,319 a 24,01
3,319 a 24,01
-3,015a 17,68
-13,35a 7,348
-14,68 a 6,015
-25,01 a -4,319
-35,68 a -14,99

t

4,424
4,424
2,374
0,971
1,403
4,748
8,201

Valor P

P > 0,05
P < 0,01
P < 0,01
P > 0,05
P > 0,05
P > 0,05
P < 0,001
P < 0,0001

Significativo

ns
K

*%

ns
ns

ns
kK

Kkkk

Tabla 8-12. Test de comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
acidas Agua Alcalinay EDTA.

Conc.
Pect.
(mg/mL)
0

0,16
0,31
0,63
1,25
2,5

5

10

Prom.
Agua
Alc.
100
120,7
114,3
104,3
98,33
85,67
78,33
59

Prom.
EDTA

100
106,7
104
96,33
81,67
71,67
56
38,67

Diferencia DF a IC 95%

0
13,67
13,67
7,333

-3
-4,333
-14,67
-25,33

-10,35a 10,35
-24,35 a -3,652
-20,68 a 0,015
-18,35a 2,348
-27,01 a -6,319
-24,35 a -3,652
-32,68 a-11,99
-30,68 a -9,985

t

4,532
3,345
2,59
5,396
4,532
7,23
6,583

Valor P

P > 0,05
P <0,01
P > 0,05
P > 0,05
P < 0,001
P <0,01
P <0,0001
P <0,0001

Significativo

ns
*k
ns
ns

*k*k
*%*
*kkk

*kkk
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P2) Analisis Estadistico de Pectinas Neutras obtenidas a partir de Rohapect® DAG6L al 24%y

2% E/S.

Tabla 8-13. Test de comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Rohapect® DA6L a 24%y 2%

Conc.
Pect.
(mg/mL)
0

0,16
0,31
0,63
1,25
2,5

5

10

Prom. Prom.

Rhp Rhp
24% 2%
100 100
100 123
93,67 @ 115,3
86,67 | 109,3
81 109
72,33 | 109
59,33 | 92,33
47 79

Diferencia DF a IC 95%

23
21,67
22,67

28
36,67

33

32

-10,49 a 10,49
12,51 a 33,49
11,17 a 32,16
12,17 a 33,16
17,51 a 38,49
26,17 a 47,16
22,51 a 43,49
21,51 a42,49

t

0
6,896
6,496
6,796
8,395
10,99
9,894
9,594

Valor P

P > 0,05
P <0,0001
P <0,0001
P <0,0001
P <0,0001
P <0,0001
P <0,0001
P <0,0001

Significativo

ns

*kkk
*kkk
*kkk
*kkk
*kkk
*kkk

*kkk

P3) Analisis estadistico de pectinas neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L, Rohapect®
DAG6L y Pectinex® Ultra SP-L.

Tabla 8-16. Prueba ANOVA de pectinas neutras obtenidas por extraccion enzimatica.

. . Fue significativamente
medidas repetidas ANOVA efectivo egl emparejamiento?
Valor P < 0,0001 R cuadrado 0,7213
*kkk
(P <0.05) Si F 20,39
N° grupos 3 Valor P < 0,0001
F 20,57 ok
R cuadrado 0,7461 (P <0.05) Si
SS df MS
Tratamiento 1836 2 918,1
Individual 6370 7 910
Residual 624,9 14 44,64
Total 8831 23
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Tabla 8-17. Test de Comparacion Tukey de la actividad antiproliferativa entre pectinas neutras
obtenidas a partir de Viscozyme® L, Rohapect® DAGL y Pectinex® Ultra SP-L.

Comparacion multiple de Tukey Dif. de Medias q Df Valor p

Viscozyme L vs Rohapect DA6L -15,83 6,703 | -24,58 a -7,089 P < 0,001
Viscozyme L vs Pextinex Ultra SP-L -20,42 8,643 | -29,16 a-11,67 | P < 0,001
Rohapect DA6L vs Pextinex Ultra SP-L -4,583 1,94 -1333a4,161 P >0,05

Tabla 8-18. Test de Comparacidon Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L y Rohapect® DA6L

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect. Vis. Rhp
(mg/mL)

0 100 100 0 -9,245 a 9,245 0 P > 0,05 ns
0,16 69 100 31 21,75a40,25 | 10,72 P <0,0001 il
0,31 69 93,67 24,67 15,42a33,91 8,528 P <0,0001 el
0,63 | 66,33 86,67 20,33 11,09a29,58 7,03 | P<0,0001 il
1,25 61,67 81 19,33 10,09 a 28,58 6,684 P <0,0001 el

2,5 53,67 | 72,67 19 9,755a 28,25 | 6,569 P <0,0001 il

5 49,67 59,33 9,667 0,4212a1891 3,342 P<0,05 *

10 | 44,33 47 2,667 -6,579a11,91 | 0,922  P>0,05 ns

Tabla 8-19. Test de Comparacidon Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L y Pectinex® Ultra SP-L.

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect. Vis. Pec
(mg/mL)

0 100 100 0 -9,245 a 9,245 0 P > 0,05 ns

0,16 69 100 31 21,75a40,25 | 10,72 | P <0,0001 il
0,31 69 99,67 30,67 21,42a39,91 10,6 P <0,0001 ok
0,63 | 66,33 @ 93,33 27 17,75a36,25 9,335 P <0,0001 il
1,25 | 61,67 87,67 26 16,75a35,25 8,989 P <0,0001 Ak

2,5 53,67 | 78,33 24,67 15,42a33,91 8,528 | P <0,0001 el

5 49,67 69 19,33 10,09 a428,58 6,684 P <0,0001 Ak

10 | 44,33 49 4,667 -4,579a1391 1,613 | P>0,05 ns
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Tabla 8-20. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Rohapect® DAGL y Pectinex® Ultra SP-L.

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect. Rhp Pec
(mg/mL)

0 100 100 0 -9,689 a 9,689 0 P > 0,05 ns
0,16 100 100 0 -9,689 a 9,689 0 P > 0,05 ns
0,31 93,67 99,67 6 -3,689 a 15,69 2,074 P > 0,05 ns
0,63 86,67 | 93,33 6,667 -3,023a 16,36 2,305 P > 0,05 ns
1,25 81 87,67 6,667 -3,023a 16,36 2,305 P > 0,05 ns

25 72,67 | 78,33 5,667 -4,023 215,36 @ 1,959 P > 0,05 ns

5 59,33 69 9,667 -0,023a19,36 3,342 P > 0,05 ns

10 47 49 2 -7,689a11,69 0,6915 P >0,05 ns

P4) Analisis estadistico entre pectinas neutray acida de coseta

Tabla 8-21. Test de Comparacién Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectina
neutra obtenida a partir de Viscozyme® L y pectina acida de coseta.

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect. Vis Acida
(mg/mL)

0 100 100 0 -11,62 a 11,62 0 P > 0,05 ns

0,16 69 98,67 29,67 18,05a41,28 8,033 P <0,0001 el

0,31 69 93,67 24,67 13,05a36,28 6,679 P <0,0001 ok
0,63 | 66,33 86 19,67 8,049a31,28 | 5,325 | P<0,001 ok
1,25 | 61,67 77 15,33 3,716 a 26,95 4,152 P <0,01 **

2,5 53,67 | 75,33 21,67 10,05a33,28 5,867 P <0,001 ok

5 49,67 69,33 19,67 8,049a31,28 5,325 P<0,001 ok

10 44,33 46,67 2,333 -9,284a 13,95 0,6318 | P>0,05 ns



P5) Andlisis estadistico de pectinas neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L de distinto

tamafio molecular

Tabla 8-22. Prueba ANOVA de pectinas neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L de distinto

tamafio molecular

medidas repetidas ANOVA

Fue significativamente
efectivo el emparejamiento?

Valor P < 0,0001 R cuadrado 0,3429
*kkk
(P < 0.05) Si F 5,96
N° grupos 3 Valor P 0,0023
F 32,97 *x
R cuadrado 0,8249 (P <0.05) Si
SS df MS

Tratamiento 3208 2 1604
Individual 2029 7 289,9
Residual 681 14 48,64
Total 5918 23

Tabla 8-23. Test de Comparacion Tukey de la actividad antiproliferativa entre pectinas neutras
obtenidas a partir de Viscozyme® L. Sin fraccionar, >100 kDa y < 100 kDa

Comparacion multiple de Tukey Dif. de Medias q Df Valor p

Vis sin fraccionar vs Vis > 100 kDa -18,92 7,672 -28,05a-9,788 P <0,001
Vis sin fraccionar vs Vis < 100 kDa -27,71 11,24  -36,84a-18,58 | P <0,001
Vis > 100 kDa vs Vis < 100 kDa -8,792 3,565 -17,92a 0,3367 P >0,05

Tabla 8-24. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L sin fraccionar y Viscozyme® L > 100 kDa

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo

Pect. Vis. Vis.
(mg/mL) sif >100

0 100 100 0 -11,01a 11,01 0 P > 0,05 ns

0,16 69 86 17 5,995a 28,01 | 5175 P<0,001 ok

0,31 69 82,67 13,67 2,662 a 24,67 4,16 P <0,01 *

0,63 66,33 | 84,33 18 6,995a29,01 | 5479  P<0,001 ok

1,25 | 61,67 81 19,33 8,328 a4 30,34 5,885 P <0,0001 Hkkk

2,5 53,67 | 75,67 22 11,00 433,00 6,697 | P <0,0001 Hkkk

5 | 49,67 79 29,33 18,33a40,34 8,929 P <0,0001 ok

10 44,33 | 76,33 32 21,00a43,01 | 9,741 P <0,0001 Hkkk
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Tabla 8-25. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L sin fraccionar y Viscozyme® L < 100 kDa

Conc.
Pect.
(mg/mL)
0

0,16
0,31
0,63
1,25
2,5

5

10

Prom.

Vis.
s/f
100
69
69
66,33
61,67
53,67
49,67
44,33

Prom.
Vis.
<100
100
97,67
91,67
93,67
88,33
94,33
87,67
82

Diferencia DF a IC 95%

28,67
22,67
27,33
26,67
40,67
38
37,67

-11,01a 11,01
17,66 a 39,67
11,66 a 33,67
16,33 a 38,34
15,66 a 37,67
29,66 a 51,67
27,00 a 49,00
26,66 a 48,67

t

0
8,726
6,9
8,32
8,118
12,38
11,57
11,47

Valor P

P > 0,05
P < 0,0001
P < 0,0001
P < 0,0001
P < 0,0001
P < 0,0001
P < 0,0001
P < 0,0001

Significativo

ns
Fkkk

Kkkk
Kkkk
Kkkk
Kkkk
Kkkk

Kkkk

Tabla 8-26. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L > 100 kDay Viscozyme® L < 100 kDa

Conc.
Pect.
(mg/mL)
0

0,16
0,31
0,63
1,25
2,5

5

10

Prom.

Vis.
>100
100
86
82,67
84,33
81
75,67
79
76,33

Prom.

Vis.
<100
100
97,67
91,67
93,67
88,33
94,33
87,67
82

Diferencia DF a IC 95%

11,67

9,333
7,333
18,67
8,667
5,667

-11,01a11,01
0,6617 a 22,67
-2,005 a 20,01
-1,672a 20,34
-3,672a 18,34
7,662 a 29,67
-2,338 2 19,67
-5,338 a 16,67

t

3,551
2,74
2,841
2,232
5,682
2,638
1,725

Valor P

P > 0,05
P <0,05
P > 0,05
P > 0,05
P > 0,05
P <0,0001
P > 0,05
P > 0,05

Significativo

ns
*
ns
ns
ns
Kekkok
ns
ns
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P6) Andlisis estadistico de pectinas neutras obtenidas a partir de Rohapect® DA6L de distinto

tamafio molecular

Tabla 8-27. Prueba ANOVA de pectinas neutras obtenidas a partir de Rohapect® DA6L de
distinto tamafio molecular

medidas repetidas ANOVA Fule 5|gn|f|cat|vz_;1me'nte
efectivo el emparejamiento?
Valor P 0,0029 R cuadrado 0,4519
*%*
(P <0.05) Si F 3,79
N° grupos 3 Valor P 0,0162
F 9,09 *
R cuadrado 0,565 (P <0.05) Si
SS df MS
Tratamiento 1651 2 825,6
Individual 2409 7 344,2
Residual 1272 14 90,83
Total 5332 23

Tabla 8-28. Test de Comparacion Tukey de la actividad antiproliferativa entre pectinas neutras
obtenidas a partir de Rohapect® DAG6L sin fraccionar, >100 kDa y < 100 kDa.

Comparacion multiple de Tukey Dif. de Medias q Df Valor p
Rhp sin fraccionar vs Rhp > 100 kDa -13,88 4118 -26,35a-1,401 P <0,05
Rhp sin fraccionar vs Rhp < 100 kDa -19,79 5,874 | -32,27a-7,318 P <0,01
Rhp > 100 kDa vs Rhp < 100 kDa -5,917 1,756 -18,39a6,557 P >0,05

Tabla 8-29. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Rohapect® DAG6L sin fraccionar y Rohapect® DA6L > 100 kDa.

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect. Rhp Rhp
(mg/mL) sif >100

0 100 100 0 -10,10 a 10,10 0 P > 0,05 ns
0,16 | 100 96,33 -3,667 -13,76 a 6,430 @ 1,217 P> 0,05 ns
0,31 | 93,67 94,67 1 -9,096 a 11,10 0,3318 P > 0,05 ns
0,63 | 86,67 | 91,67 5 -5,096 a 15,10 | 1,659 P> 0,05 ns
1,25 81 91,67 10,67 0,5702 a 20,76 = 3,539 P < 0,05 *

25| 72,33 | 93,67 21,33 11,24a31,43 7,078 P <0,0001 Fkkk

5 59,33 92,67 33,33 23,24 a43,43 11,06 P <0,0001 Fkkk

10 47 90,33 43,33 33,24a53,43 14,38 P <0,0001 i
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Tabla 8-30. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Rohapect® DAGL sin fraccionar y Rohapect® DA6L < 100 kDa.

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect. Rhp. Rhp.
(mg/mL) sif <100

0 100 100 0 -10,10a 10,10 0 P > 0,05 ns
0,16 = 100 107 7 -3,096a17,10 2,323 | P>0,05 ns
0,31 93,67 1113 17,67 7,570a27,76 5,862 P <0,0001 bl
0,63 | 86,67 107 20,33 10,24 a 30,43 6,747 P <0,0001 el
1,25 81 105 24 13,90a 34,10 7,963 P <0,0001 bl

25 72,33 103 30,67 20,57 a 40,76 | 10,18 P <0,0001 el

5 59,33 | 90,67 31,33 21,24 a 41,43 10,4 P <0,0001 bl

10 47 74,33 27,33 17,24 a 37,43 9,069 P <0,0001 el

Tabla 8-31. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L > 100 kDay Viscozyme® L< 100 kDa.

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect. Rhp. Rhp.
(mg/mL) >100 <100

0 100 100 0 -10,10 a 10,10 0 P > 0,05 ns
0,16 @ 96,33 107 10,67 0,5702a20,76 3,539 P <0,05 *
0,31 94,67 111,3 16,67 6,570 a 26,76 553 P<0,001 *xx
0,63 | 91,67 107 15,33 5,237 a 25,43 5,088 | P<0,001 *kx
1,25 91,67 105 13,33 3,237 a 23,43 4424 P<0,01 xx

2,5 | 93,67 103 9,333 -0,7631a 19,43 3,097 P >0,05 ns

5 92,67 90,67 -2 -12,10a 8,096 0,6636 P > 0,05 ns

10 | 90,33 | 74,33 -16 -26,10a-5,904 @ 5,309 P <0,001 i
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P7) Analisis estadistico de pectinas neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L y tratadas

enzimaticamente con Rohapect® DAG6L por 6 horas.

Tabla 8-32. Prueba ANOVA de pectinas neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L y tratadas
enzimaticamente con Rohapect® DAG6L por 6 horas.

medidas repetidas ANOVA Fule 5|gn|f|cat|vz.;1me.nte
efectivo el emparejamiento?
Valor P < 0,0001 R cuadrado 0,7126
*kkk
(P <0.05) Si F 28,33
N° grupos 5 Valor P <0,0001
F 12,99 Hkkk
R cuadrado 0,6499 (P <0.05) Si
SS df MS
Tratamiento 2309 4 577,3
Individual 8810 7 1259
Residual 1244 28 44,43
Total 12363 39

Tabla 8-33. Test de Comparacion Tukey de la actividad antiproliferativa entre pectinas neutras
obtenidas a partir de Viscozyme® L y tratadas enziméticamente con Rohapect® DA6L por 6

horas.

Comparacion multiple de Tukey Dif. de Medias q Df

Vis. Control 1 vs Vis. Enz. 1 -5,667 2,405 -15,38 a 4,050
Vis. Control 1 vs Vis. Control 2 -9,958 4,226 @ -19,68 a -0,2414
Vis. Control 1 vs Vis. enz. 2 -8,667 3,678 -18,38 a 1,050
Vis. Control 1 vs Vis. sin fraccionar 10,88 4,615 1,158 a 20,59
Vis. Enz. 1 vs Vis. Control 2 -4,292 1,821 -14,01 a 5,425
Vis. Enz 1 vs Vis. Enz. 2 -3 1,273 -12,72 a 6,717
Vis. Enz. 1 vs Vis. sin fraccionar 16,54 7,019 6,825 a 26,26
Vis. Control 2 vs Vis. Enz. 2 1,292 0,5481 | -8,425a 11,01
Vis. Control 2 vs Vis. sin fraccionar 20,83 8,841 11,12 a 30,55
Vis. Enz 2 vs Vis. sin fraccionar 19,54 8,292 9,825 a 29,26

Valor p

P > 0,05
P <0,05
P > 0,05
P <0,05
P > 0,05
P > 0,05
P < 0,001
P >0,05
P < 0,001
P < 0,001
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Tabla 8-34. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L sin fraccionar y de Viscozyme® L Control 1, sin
precipitar con etanol.

Conc.
Pect.
(mg/mL)
0

0,16
0,31
0,63
1,25
2,5

5

10

Prom.
Vis
s/f
100
69
69
66,33
61,67
53,67
49,67
44,33

Prom.
C-1

100
84,67
86
81,33
75,33
71,67
62,33
39,33

Diferencia

0
15,67
17
15
13,67
18
12,67
-5

DF a IC 95%

-15,26 a 15,26
0,4018 a 30,93
1,735 a 32,26
-0,2648 a 30,26
-1,598 a 28,93
2,735 a 33,26
-2,598 a 27,93
-20,26 a 10,26

t

0
3,391
3,68
3,247
2,958
3,896
2,742
1,082

Valor P

P > 0,05
P < 0,05
P <0,05
P > 0,05
P > 0,05
P <0,01
P > 0,05
P > 0,05

Significativo

ns
ns
*k
ns
ns

Tabla 8-35. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L sin fraccionar y de Viscozyme® L Enzimatico 1,
tratada con Rohapect ® DA6L por 6 horas y sin precipitar con etanol.

Conc.
Pect.
(mg/mL)
0

0,16
0,31
0,63
1,25
2,5

5

10

Prom.
Vis
s/f
100
69
69
66,33
61,67
53,67
49,67
44,33

Prom.
Enz-1

100
100,3
92,33
89,33
79,33
75
65,67
44

Diferencia DF aIC 95%

0
31,33
23,33

23
17,67
21,33

16

-0,3333

-15,26 a 15,26
16,07 a 46,60
8,068 a 38,60
7,735 a 38,26
2,402 a 32,93
6,068 a 36,60
0,735 a 31,26
-15,60 a 14,93

t

0
6,783
5,051
4,979
3,824
4,618
3,463
0,072

Valor P

P > 0,05
P <0,0001
P < 0,001
P < 0,001

P<0,01
P < 0,001

P < 0,05

P> 0,05

Significativo

ns

*kkk
*k*k
*kk

*%

*kk

ns

Tabla 8-36. Test de Comparacidon Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L sin fraccionar y de Viscozyme® L Control 2
precipitado con etanol.

Conc.
Pect.
(mg/mL)
0

0,16
0,31
0,63
1,25
2,5

5

10

Prom.
Vis
slf
100
69
69
66,33
61,67
53,67
49,67
44,33

Prom.
C-2

100
94
93,67
92,33
71
88,67
89,33
51,33

Diferencia

0
25
24,67
26
9,333
35
39,67
7

DF a IC 95%

-15,26 a 15,26
9,735 a 40,26
9,402 a 39,93
10,74 a 41,26
-5,932 a 24,60
19,74 a 50,26
24,40 a 54,93
-8,265 a 22,26

t

0
5,412
5,339
5,628

2,02
7,576
8,586
1,515

Valor P

P > 0,05
P <0,0001
P <0,0001
P <0,0001

P > 0,05
P <0,0001
P <0,0001

P > 0,05

Significativo

ns

Fkkk
Fkkk
Fkkk
ns
Fkkk

*kkk

ns
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Tabla 8-37. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L sin fraccionar y de Viscozyme® L Enzimatico 2,
tratada con Rohapect ® DAG6L por 6 horas y precipitado con etanol.

Conc.
Pect.
(mg/mL)
0

0,16
0,31
0,63
1,25
2,5

5

10

Prom.
Vis
s/f
100
69
69
66,33
61,67
53,67
49,67
44,33

Prom.
Enz-2

100
92
91,67
83,67
83,33
83,67
82
53,67

Diferencia DF a IC 95%

0
23
22,67
17,33
21,67
30
32,33
9,333

-15,26 a 15,26
7,735 a 38,26
7,402 a 37,93
2,068 a 32,60
6,402 a 36,93
14,74 a 45,26
17,07 a 47,60
-5,932 a 24,60

t

4,979
4,907
3,752
4,69
6,494
6,999
2,02

Valor P

P > 0,05
P < 0,001
P < 0,001

P < 0,05
P < 0,001
P < 0,0001
P <0,0001

P > 0,05

Significativo

ns
*okk

*kk

*kk
*kkk

*kkk

ns
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P8) Analisis estadistico de pectinas neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L y tratadas

enziméticamente con Rohapect® DA6L por 12 horas.

Tabla 8-38. Prueba ANOVA de pectinas neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L y tratadas
enziméticamente con Rohapect® DA6L por 12 horas.

medidas repetidas ANOVA Fule 5|gn|f|cat|vz_;1me'nte
efectivo el emparejamiento?
Valor P < 0,0001 R cuadrado 0,5714
*kkk
(P <0.05) Si F 20,74
N° grupos 5 Valor P <0,0001
F 20,23 Hkkk
R cuadrado 0,7429 (P <0.05) Si
SS df MS
Tratamiento 4888 4 1222
Individual 8773 7 1253
Residual 1692 28 60,42
Total 15353 39

Tabla 8-39. Test de Comparacion Tukey de la actividad antiproliferativa entre pectinas neutras
obtenidas a partir de Viscozyme® L y tratadas enzimaticamente con Rohapect® DA6L por 12

horas.

Comparacion multiple de Tukey Dif. de Medias q Df

Vis. Control 1 vs Vis. Enz. 1 -1,542 0,561 -12,87 a 9,790
Vis. Control 1 vs Vis. Control 2 -6 2,183 -17,33a5,332
Vis. Control 1 vs Vis. enz. 2 2,542 0,9248 -8,790a 13,87
Vis. Control 1 vs Vis. sin fraccionar 25,5 9,279 14,17 a 36,83
Vis. Enz. 1 vs Vis. Control 2 -4,458 1,622 -15,79 a 6,874
Vis. Enz 1 vs Vis. Enz. 2 4,083 1,486 @ -7,249 a 15,42
Vis. Enz. 1 vs Vis. sin fraccionar 27,04 9,84 15,71 a 38,37
Vis. Control 2 vs Vis. Enz. 2 8,542 3,108 -2,790 a 19,87
Vis. Control 2 vs Vis. sin fraccionar 31,5 11,46 20,17 a 42,83
Vis. Enz 2 vs Vis. sin fraccionar 22,96 8,354 11,63 a 34,29

Valor p
P > 0,05
P > 0,05
P > 0,05
P < 0,001
P > 0,05
P > 0,05
P < 0,001
P > 0,05
P < 0,001
P < 0,001
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Tabla 8-40. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L sin fraccionar y de Viscozyme® L Control 1, sin
precipitar con etanol.

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect.  Vis C-1
(mg/mL) s/f

0| 100 100 0 -17,39a 17,39 0 P > 0,05 ns
0,16 69 104,3 35,33 1794a52,73 6,712 | P <0,0001 Fkkk
0,31 69 98,67 29,67 12,27a 47,06 5,636 P <0,0001 il
0,63 66,33 97,33 31 13,61a48,39 5,889 P <0,0001 Fkkk
1,25 | 61,67 97,33 35,67 18,27 a 53,06 6,776 P <0,0001 il
2,5 53,67 88,33 34,67 17,27 a52,06 @ 6,586 | P<0,0001 Fkkk

5| 49,67 86,67 37 19,61a54,39 7,029 P <0,0001 il

10 | 44,33 45 0,6667 -16,73a18,06 | 0,1266 | P >0,05 ns

Tabla 8-41. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L sin fraccionar y de Viscozyme® L Enzimatico 1,
tratada con Rohapect ® DA6L por 6 horas y sin precipitar con etanol.

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect. Vis Enz-1
(mg/mL) sif

0 100 100 0 -17,39a 17,39 0 P > 0,05 ns
0,16 69 104,3 35,33 17,94 a52,73 | 6,712 | P <0,0001 Hkkk
0,31 69 106 37 19,61 a54,39 7,029 P <0,0001 Hkkk
0,63 | 66,33 104,7 38,33 20,94 a 55,73 @ 7,282 | P <0,0001 Hkkk
1,25 61,67 101 39,33 21,94 a56,73 7,472 | P <0,0001 Hkkk
2,5 53,67 92 38,33 20,94 a 55,73 @ 7,282 | P <0,0001 Hkkk

5 49,67 77 27,33 9,940 a44,73 5,193 | P<0,0001 Hkkk

10 44,33 45 0,6667 -16,73a 18,06  0,1266 P > 0,05 ns

Tabla 8-42. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L sin fraccionar y de Viscozyme® L Control 2
precipitado con etanol.

Conc. Prom. Prom. Diferencia DF alC 95% t Valor P Significativo
Pect. Vis C-2
(mg/mL) s/f

0 100 100 0 -17,39a 17,39 0 P > 0,05 ns
0,16 69 102,3 33,33 15,94a50,73 6,332 | P <0,0001 Fkkk
0,31 69 100 31 13,61a48,39 5,889 P <0,0001 Fkkk
0,63 | 66,33  102,3 36 18,61a53,39 6,839 P <0,0001 Fkkk
1,25 | 61,67 101,3 39,67 22,27a57,06 7,536 P <0,0001 Fkkk
2,5 53,67 | 104,3 50,67 33,27a68,06 @ 9,625 P <0,0001 Fkkk
5 49,67 93 43,33 2594 a 60,73 8,232 P <0,0001 Fkkk

10 | 44,33 | 62,33 18 0,6066 a 35,39 3,42 P < 0,05 *
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Tabla 8-43. Test de Comparacion Bonferroni de la actividad antiproliferativa entre pectinas
neutras obtenidas a partir de Viscozyme® L sin fraccionar y de Viscozyme® L Enzimatico 2,
tratada con Rohapect ® DAG6L por 12 horas y precipitado con etanol.

Conc.
Pect.
(mg/mL)
0

0,16
0,31
0,63
1,25
2,5

5

10

Prom.
Vis
s/f
100
69
69
66,33
61,67
53,67
49,67
44,33

Prom.
Enz-2

100
97
93,67
93,33
91,33
85,67
81,67
54,67

Diferencia DF a IC 95%

0
28
24,67
27
29,67
32
32
10,33

-17,39a17,39
10,61 a 45,39
7,273 a 42,06
9,607 a 44,39
12,27 a 47,06
14,61 a 49,39
14,61 a 49,39
-7,060 a 27,73

t

0
5,319
4,686
5,129
5,636
6,079
6,079
1,963

Valor P

P > 0,05
P < 0,0001
P < 0,001
P < 0,0001
P <0,0001
P < 0,0001
P <0,0001

P > 0,05

Significativo

ns
Fkkk

*kk
*kkk
*kkk
*kkk

*kkk

ns



