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Short communication
Metrological characteristics in the determination of reducing sugars
for quality control in oligogalacturonides mixture
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y Josefa Hormaza Monte-Negro

ABSTRACT. Oligogalacturonides are lineal oligomers
of D-galacturonic acid linked by o (1-4) linkage. The
biological activity of the oligogalacturonides is varied
that is determined by their polymerization degree and
concentration. The National Institute of Agricultural
Science counts on a Cuban patent for the obtaining for
enzymatic manner of oligogalacturonides mixture, of
distinct degrees of polymerization. The quality control of
these mixtures, includes the analysis of uronic acids, neutral
sugars and reducing sugars content, were the last ones
are a principal factor in determination of polymerization
degree average that these mixtures present. The aim of
these work was carried out the analysis of the metrological
characteristic of the espectrophotometric method of
Nelson's for determination of content of reducing sugars in
oligogalacturonides mixtures, such as linearity, precision
and detection and quantification limits. As a result it was
obtained that Nelson's method has a lineal character in the
range of concentration of 20-200 pg.mL"!, characterized by
a correlation coefficient r = 0,999453 and a determination
coefficient R>= 0,999 which indicated good correlation
between reducing sugar concentration and absorbance. The
precision of the method was determined by two procedures,
in which didn't surpass the established value as variability
limit of 5 %. The detection limits and quantification were in
the order 0f2,0+0,6 pg.mL"' and 6 +2 pg.mL"!, respectively.
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RESUMEN. Los oligogalacturonidos constituyen oligdmeros
lineales de acido D-galacturénico unidos por enlaces del tipo
o (1-4). La actividad bioldgica de los oligogalacturénidos es
variada y estd determinada por su grado de polimerizacion
y concentracion. El Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
cuenta con una patente cubana para la obtenciéon por
via enzimatica de una mezcla de oligogalacturénidos de
distintos grados de polimerizacion. El control de la calidad
de estas mezclas, incluye el analisis del contenido de acidos
uronicos, azucares neutros y azucares reductores, siendo
este ultimo el factor principal en la determinacion del grado
de polimerizacion promedio de estas mezclas. El objetivo
de este trabajo fue realizar el analisis de las caracteristicas
metrologicas de la técnica espectrofotométrica de Nelson,
en la determinacion de azucares reductores en mezclas
de oligogalacturonidos. Dentro de las caracteristicas
metroldgicas analizadas se encontraron la linealidad, la
precision y los limites de deteccion y cuantificacion. Como
resultado se obtuvo que el método de Nelson se ajusto a un
modelo lineal en el rango de concentracion de 20-200 pg.mL".
Para el modelo ajustado, el valor del coeficiente de correlacion
esr=0,999453 y el coeficiente de determinacion es R>= 0,999,
lo cual indicé muy buena correlacion entre la concentracion
de azticares reductores y su absorbancia. La precision del
método fue determinado por dos procedimientos, los cuales no
sobrepasaron el valor establecido como limite de variabilidad
del 5 %. Los limites de deteccion y cuantificacion estuvieron en
elordende 2,0+ 0,6 ug.mL'y 6+2 ug.m’', respectivamente.

Palabras clave: oligogalacturonidos, aziicares reductores,
control de la calidad

M.Sc. Yuliem Mederos Torres, Aspirante a Investigador y Dra.C. Inés M. Reynaldo Escobar, Investigador Titular del departamento de Fisiologia y
Bioquimica Vegetal, Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), gaveta postal 1, San Jos¢ de las Lajas, Mayabeque, CP 32 700; Dra.C. Josefa
Hormaza Monte-Negro, Investigador Titular del departamento de Investigaciones Analiticas, Instituto Cubano de Investigaciones Azucareras (ICINAZ),
carretera al central "Manuel Martinez Prieto" km 2 %5 Ciudad de la Habana, Cuba

= yuliem@inca.edu.cu

86



Cultivos Tropicales, 2014, vol. 35, no. 2, p. 86-89

abril-junio

INTRODUCCION

Los oligogalacturénidos constituyen oligémeros
lineales de acido D-galacturénico unidos por enlaces
del tipo a (1-4) (1), que pueden ser obtenidos por
hidrdlisis acida o enzimatica de los acidos pécticos.
El numero de restos de D-galacturonatos que
contiene el oligosacarido permite definir su grado de
polimerizacion (2). Los oligogalacturénidos presentan
una actividad bioldgica variada en las plantas,
dentro de las cuales se encuentran la promocién de
procesos morfogenéticos en especies vegetales (3),
y la estimulacion del crecimiento vegetal (4, 5), entre
otras. Dicha actividad biolégica esta determinada por
su grado de polimerizacion, la especie de la planta y
la concentracion a la cual son aplicados.

El Instituto Nacional de Ciencias Agricolas cuenta
con una tecnologia patentada a nivel nacional, para
la obtencion de mezclas de oligogalacturénidos
bioldgicamente activos. La amplia utilidad que presenta
esta mezcla en la agricultura y la biotecnologia
aplicada, hace necesario su inscripcion como producto
bioestimulante en el Registro Central de Fertilizantes (6).
La autorizacién mediante el registro, conlleva la
evaluacion de este a fin de verificar sus caracteristicas
y bondades, asi como el establecimiento de los
procedimientos que pueden ser empleados como
técnicas de control de la calidad en su proceso de
obtencion (7).

Dentro de los indicadores de calidad que pueden
ser empleados en la caracterizacion de la mezcla de
oligogalacturénidos, se encuentran la determinacion
del contenido de &cidos urénicos, azucares neutros y
azucares reductores. Los azucares reductores a su
vez, constituyen el factor principal en la determinacion
del grado de polimerizaciéon promedio en el numero
que los oligogalacturénidos puedan presentar. Por lo
que el analisis de las caracteristicas metrolégicas de
la técnica de determinacion de azucares reductores
es un paso indispensable en el control de la calidad
de estas mezclas.

La determinacion de los azucares reductores,
puede ser realizada a partir de diferentes métodos
(8, 9), los cuales se basan en la reduccion del
cobre (Il), con el empleo de una solucién cuprico-
alcalina. Otra alternativa en la determinacion de
los azucares reductores, es el empleo de 3-metil-2-
benzotiazolinonehidrazona (MBTH) como cromoforo
(10). De igual forma, la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) puede ser empleada con este fin
(11, 12). No obstante, el método seleccionado para
efectuar el control de la calidad en la mezcla de
oligogalacturénidos, fue el de Nelson (1946) (8), el
cual es un método muy sencillo, rapido y sensible,
caracteristicas que lo hacen compatible con un sistema
de control de la calidad en un laboratorio.
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El objetivo de este trabajo fue la evaluacion de
algunas caracteristicas metroldgicas en la técnica de
determinacion de azucares reductores y de esta forma
contribuir a su validacién posterior.

MATERIALES Y METODOS

Las mezclas de oligigalacturéonidos se obtuvieron
por hidrélisis enzimatica (13), con el empleo de
acido poligalacturénico (SIGMA) y el preparado
pectinolitico Pectinase obtenido a partir del hongo
Aspergillus aculeatus de la corporacion Novozyme
A/S. La determinacion del contenido de azlcares
reductores se realiz6 de acuerdo al método propuesto
por Nelson, (1946) (8), empleando como patron
acido galacturénico en el rango de concentraciones
de 20, 40, 80, 120, 160 y 200 pug.mL™. Las lecturas
se realizaron a 520 nm, en un espectrofotometro UV
visible Genesys 6 de la corporacion Thermo Electron.
Las caracteristicas metrolégicas analizadas fueron
la linealidad, la precision y los limites de deteccién y
cuantificacion del método (14, 15). La linealidad (n=3)
se determiné por el método de los minimos cuadrados,
con la evaluacion de la pendiente, el intercepto, los
coeficientes de correlacion y determinacion, asi como
la existencia de falta de ajuste, el analisis del grafico
de residuos y el coeficiente de variacion del factor
respuesta (CVf); este ultimo se determind a partir de
la siguiente secuencia de ecuaciones.

donde:

f: factor respuesta

y, x: absorbancia y concentracion del acido galacturénico,
respectivamente

SD, : desviacion estandar del factor respuesta

CVf: coeficiente de variacion del factor respuesta

n: numero de réplicas

La precision se determin6é en términos de
repetibilidad, manteniendo el mismo procedimiento de
medicion, el mismo operador y sistema de medicion,
asi como iguales condiciones de operacion, con
igualdad de réplicas, en un corto periodo de tiempo
(16). La precision se expresdé mediante el CV, y
se determind como el cociente entre la desviacion
estandar y el valor medio del factor respuesta,
expresado en por ciento. La precision se evalué
mediante dos vias, mediante la determinacion del CV
(a partir del analisis de tres niveles de concentracion de
acido galacturonico 20, 120 y 200 yg.mL™"), y mediante
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el analisis de seis muestras de oligogalacturénidos
en condiciones de repetibilidad. Para el analisis de la
mezcla de oligogalacturénidos se realizaron diluciones
de estas a 1000 ug.mL"" en agua desionizada. Los
limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ)
se determinaron mediante las férmulas de Long and
Winefordner (1983) (17).

K.SD,

LOD..y.LOQ=—"—""—
y-LOG m=xt SD,

donde:

K=3 para LOD y 10 para LOQ

SD,= desviacion estandar de la absorbancia del blanco

m: media de la pendiente de las curvas de calibraciéon

t,= distribucion t student para .=0,01

SD, = desviacion estandar de las pendientes de las curvas de
calibracion

Los limites se calcularon a partir del analisis de siete blancos

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de la linealidad en el rango de
concentraciones especificado, mostré que la regresion
se ajusto a un modelo lineal descrito por la ecuacién de
primer grado y = 0,14 + 3,25.103.x, cuyos coeficientes
de correlaciéon y determinacion indican un buen ajuste
entre la concentracion de azucares reductores y su
absorbancia (Figura 1). La pendiente y el intercepto
resultaron ser significativamente diferentes de cero, por lo
que este Ultimo se tuvo en cuenta al realizar los analisis,
con un 95 % de nivel de confianza. La determinacion del
coeficiente de variacion del factor respuesta (CVf) mostro
un valor de 2,3 % para el rango de concentraciones
analizado, el cual es inferior al valor establecido como
limite de variabilidad 5 % en analisis fisico-quimico (18).
A su vez, el grafico de residuos (Figura 2) mostré una
distribucién aleatoria de los valores, lo cual corroboré que
el modelo propuesto se ajusté al modelo lineal.
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Figura 1. Curva de calibracién del método de
determinacién del contenido de azticares
reductores por el método de Nelson
(1946), empleando como patrén acido
galacturénico (se realizan tres repeticiones
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Figura 2. Grafico de residuos, correspondiente a
las curva de calibracion empleadas en la
determinacién de aztcares reductores

Teniendo en cuenta los resultados se puede
decir que existe una correlacion muy fuerte entre la
concentracion de azlcares reductores y su absorbancia
asociada y, por tanto, la técnica de determinacion de
azucares reductores de Nelson (1946) (8) cumple con la
Ley de Lambert-Beer para el rango de concentraciones
especificado, la cual mide la proporcionalidad que
existe entre la luz absorbida por una sustancia dada y
su concentracion (19).

En la tabla podemos observar la evaluacion de la
precision a tres niveles de concentracion (inferior, medio
y superior) mostré que el coeficiente de variacion del
método oscila entre el 1,41y 4,62 %, mientras que este
es de 2,74 %, al analizar la concentracién de azucares
reductores en seis muestras de oligogalacturénidos
analizadas en condiciones de repetibilidad. Estos
coeficientes de variacién, indican que la precisién del
método es aceptable, pues estan por debajo del limite
de variabilidad aceptado para métodos de analisis
fisico-quimicos que es del 5 % (18).

Los valores de limites de deteccion y cuantificacion
calculados en la tabla indicaron que el método es
adecuado para la cuantificacién del contenido de
azucares reductores en muestras de oligogalacturénidos,
pues la concentracion de estos en las muestras esta
en el orden de los 88, 56 ug.mL"'. Dicha concentracién
permitira establecer el grado de polimerizacion
promedio en numero que presentan estas mezclas. Por
otro lado, el limite de deteccién permitié conocer que
este método posee un intervalo de respuesta lineal que
comprende desde 2 a 200 pg.mL". Estos resultados
amplian el intervalo de respuesta lineal hallado por
otros autores (9) al evaluar este procedimiento para la
realizacion de determinaciones de azucares reductores,
y cuyos resultados muestran que este intervalo oscila
entre 10-180 ug.mL".
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Tabla I. Indicadores de precisidon en las curvas de calibracion de acido galacturénico empleadas
en la determinacién de azucares reductores y en la concentracion de azlcares reductores
contenida en una disolucién de 1000 pg.mL-'"de la mezcla de oligogalacturénidos (n=6)

Muestra Concentracion (ug.mL")  Absorbancia media DE CV (%) LOD LOQ
Acido galacturonico 20 0,176 0,0081 4,62 2,0+£0,6 pgmL! 6+2 pug.mL"!
120 0,540 0,0076 1,41
200 0,822 0,0327 3,98
Mezcla Concentracion
de oligogalacturonidos (ng.mL')
1000 88,56 2,43 2,74

DE: desviacion estandar

CV: coeficiente de variacion

Esta respuesta lineal, abre la posibilidad de efectuar

la cuantificacion de azUcares reductores en sistemas en
los cuales estos se encuentren en menor concentracion.

De manera general y a modo de conclusién,

teniendo en cuenta todas las caracteristicas
metroldgicas analizadas anteriormente, se puede decir
que la técnica de determinacion de azucares reductores
de acuerdo al método propuesto por Nelson (1946)
(8), puede ser empleado como técnica de control de
la calidad en mezclas de oligogalacturénidos, ya que
cumple con el criterio de linealidad, precisién y limites
de deteccion y cuantificacion adecuados para este fin.
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