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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar distintos tratamientos térmicos para inactivar
las enzimas que causan el deterioro del jugo de fique sin alterar sus propiedades
biocidas. Como indicador de un proceso exitoso se midio la actividad enzimatica
residual de las enzimas Peroxidasa (POD) y Polifenol oxidasa (PPO) causantes de
alteracion en distintos jugos vegetales. Para verificar que el tratamiento no afecto
las propiedades biocidas del jugo se llevaron a cabo pruebas de inhibicion de cre-
cimiento micelial in vitro de P, infestans. El baremo de pasteurizacion que presento
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un menor crecimiento del fitopatogeno (2,1%), asi como una reduccion
aceptable de la actividad enzimatica (10,6% para POD y 3,2% para PPO),
fue 75°C por 4 minutos. Se concluye que el tratamiento aplicado permite
preservar las propiedades biocidas del jugo.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate different heat treatments to inactivate
enzymes that cause deterioration of sisal juice without altering its biocide
properties. As an indicator of a successful process, residual enzymatic ac-
tivity of peroxidase (POD) and polyphenol oxidase (PPO) was measured.
To verify that the treatment did not affect the juice 's biocide properties,
micelial growth tests were carried out to assay in vitro inhibition of P infes-
tans. The successful pasteurization freatment that showed a lower growth
of phytopathogen (2,1%) and an acceptable reduction on enzyme activity
(10,6% for POD and 3,2% for PPO), was 75°C during 4 minutes. We conclu-
de that the treatment applied preserves the biocide properties of the juice.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar diferentes tratamentos térmicos para ina-
tivar enzimas que causam a deterioragdo do suco de sisal sem alterar suas
propriedades biocidas. Como um indicador de um processo bem sucedido
foi medida a actividade enzimatica residual do enzima peroxidase (POD) e
da polifenol oxidase (PP0), causando alteragées na sumos de vegetais di-
ferentes. Para verificar que o tratamento ndo afectou 0s testes propriedades
biocidas suco foram realizadas a inibicdo do crescimento micelial in vitro
de P infestans. A pasteurizagdo mostrou uma escala menor crescimento do
micélio (2,1%) e uma redugdo da actividade da enzima aceitavel (10,6% para
3,2% para o POD e PPQ), foi de 75 ° C durante 4 minutos. Concluimos que o
fratamento aplicado preserva as propriedades biocidas do suco.

INTRODUCCION

El jugo de fique variedad Negra Comun (Furcraea gigantea Vent.) es un
subproducto del proceso de obtencion de fibra de cabuya; el proceso de
desfibrado se lleva a cabo en el mismo lote de cultivo y el lavado de la
cabuya se hace muchas veces en rios y quebradas aledafios al mismo,
causando contaminacion y muerte de la ictio fauna que lo habita [1].

El porcentaje de aprovechamiento actual de la hoja es del 4%, los residuos
del proceso de extraccion constituyen el 96% del peso de la hoja, de los
cuales el 50% lo constituyen los jugos de fique [2], que actualmente no esta
siendo aprovechado [3].

El jugo de fique ademas de ser un residuo en la produccion de fibras na-
turales, es una sustancia que se caracteriza por tener propiedades tenso-
activas, plaguicidas, y por poseer esteroides naturales entre los que se
han encontrado saponinas [4], fitoesteroles [5], alcaloides, flavonoides,
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taninos, cumarinas, esteroides, quinonas y glucosidos
cardiotonicos [6], entre otras.

Existen numerosos reportes que hablan sobre la di-
versa actividad biologica de estas sustancias [7, 8].
En Colombia se ha reportado algunos estudios in vitro
del extracto de fique para determinar la accion bio-
cida de esta sustancia sobre las estructuras micelial
y conidial de los hongos fitopatogenos Colletotrichum
gloeosporoides y Sclerotinia sclerotiorum, causantes
de las enfermedades conocidas como pudricion algo-
donosa del lulo (Solanum quitoense), antracnosis en
tomate de arbol (Solanum betaceum) [9], Trichoderma
33 spp. y Fusarium 34 spp [10], y tizon tardio o gota
de la papa causado por el pseudohongo Phytophthora
infestans [11, 12, 13].

Las propiedades biocidas del jugo de fique pueden
alterarse o perderse debido a su rapida degradacion
a temperatura ambiente [11], lo cual se puede con-
trolar con métodos de conservacion, que emplean
efectos fisicos 0 quimicos que impiden o retardan la
descomposicion de material biologico; como calor,
frio, control de actividad de agua, entre otras [14].

Los métodos de conservacion mas comdnmente
utilizados se basan en la aplicacion de tratamientos
térmicos, debido a su amplia difusion, facilidad de
uso y versatilidad, que se evidencia en los diversos
productos investigados, como es el caso de zana-
horia [15], calabaza [16], araza [17], hojas de men-
ta [18], thymus [19], aguacate [20], lechuga [21],
fresa [22] y uvas [23] entre otros.

Los tratamientos térmicos estabilizan productos por-
que tienen la capacidad de destruir microorganismos
e inactivar enzimas [24] provocando un minimo dafo
a las sustancias de interés en el producto.

Entre los agentes causales de deterioro en los ju-
gos vegetales se encuentran las enzimas peroxidasa
(POD) y polifenol oxidasa (PP0O). Ademas de tener
un importante papel en la fisiologia de las plantas,
estas enzimas son de gran interés en la tecnologia de
alimentos, debido a su influencia sobre la calidad de
frutas y vegetales crudos y procesados [25, 26, 27].

La medicion de actividad enzimatica residual en el
jugo tratado térmicamente se toma, pues, como
un indicador de un tratamiento satisfactorio. Los
valores de actividad residual cominmente encon-
trados varian mucho para cada tratamiento y espe-

cie tratados, pero se ha establecido que un 10% de
actividad residual de la enzima mas termoestable
en el jugo pasteurizado, es un indicador de un tra-
tamiento adecuado.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion
fue evaluar la efectividad de diferentes tratamien-
tos térmicos que inactiven las enzimas peroxidasa
y polifenol oxidasa, conservando las propiedades
biocidas del jugo de fique, frente al fitopatogeno
Phytophthora infestans a nivel in vitro, el cual es el
principal limitante para el cultivo de papa (Solanum
tuberosum) en Colombia [28].

METODO
Extraccion de jugo de fique

El jugo de fique se extrajo a partir de pencas de va-
riedad Negra Comun procedentes del municipio de
El Tambo (Narifio). Las muestras se almacenaron
en congelacion (-23°C) con el proposito de evitar
su degradacion; el jugo se proceso al dia siguiente.

Extraccion enzimatica

La extraccion de las enzimas se llevo a cabo siguien-
do el procedimiento de Gonzales et. al., (2000), con
algunas modificaciones [29].

Peroxidasa. Se centrifugaron 5 mL de jugo con 5 mL
de buffer fosfato 0,05M pH 6,5 y Triton X-100 al 1,5%
respecto al buffer, a 5.000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Polifenol Oxidasa. El jugo se centrifug6 a 5.000 rpm
por 15 minutos a 4°C; se recogid 25 gr de precipita-
do el cual se reconstituyo en 75 mL de buffer fosfato
0,05M pH 6,5 con PVPP al 2% y Triton X-100 al 1,5%
respecto al buffer y se centrifugo a 8.000 rpm por 20
minutos a 4°C.

El sobrenadante recolectado constituyd el extracto
de las enzimas utilizado para realizar los ensayos.

Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de POD fue determinada aplicando el
método propuesto por Morales-Blancas (2002) con
algunas modificaciones; se prepard diariamente una
solucion sustrato con 99,8 mL de buffer fosfato 0,2
M pH 6,5, al cual se anadieron 0,1 mL de guayacol
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al 98% y 0,1 mL de H,0, al 30%. De esta solucion
sustrato se tomo 3,48 mC y se mezclo con 120 ul
de extracto [25].

En PPO la actividad se determino siguiendo la me-
todologia de Osorio (2008), modificada. Se mezclo
1,8 mL de buffer fosfato 0,2 M pH 6,5, con 1,0 mL
de catecol 0,175 M, 0,1 mL de p-fenilendiamina
0,1% y 0,1 mL de extracto [30].

El aumento de absorbancia se midio en un espec-
trofotometro Genesys 10 UV — VIS con escaneo de
6 celdas, durante diez (10) minutos, a longitudes
de onda de 470 nm para POD y 420 nm para PPO;
para ambas enzimas se utilizo como blanco el buffer
de reaccion (sin extracto enzimatico).

La actividad enzimatica se determino como el cam-
bio de absorbancia por min (AAbs/min) bajo las
condiciones de ensayo a 25°C. Para calcular el
AAbs/min, solamente se toma la parte lineal de la
curva de absorbancia [18].

La actividad residual (AR) se determin como:

% AR = (A/A)) * 100 (Ec. 1)
donde: A = actividad enzimatica después del
tratamiento térmico (Abs/min) y A, = actividad
enzimatica antes del tratamiento térmico (Abs/
min) [31].

Inactivacion térmica

Los ensayos se llevaron a cabo en un bafo termos-
tatado, con agitacion y una precision de +/- 0,1°C
donde se introdujeron tubos de ensayo con 5 mL
de jugo a temperaturas de 70, 75, 80, 85y 90°C por
tiempos de 2, 3, 4, 5 y 6 minutos. Posteriormente
se introdujeron en un bano de agua con hielo con el
fin de realizar el choque térmico. Todas las pruebas
se realizaron por triplicado.

Crecimiento micelial de P, infestans

Se evalud el crecimiento radial de las colonias
de Phytophthora infestans luego de ocho dias
después de la inoculacion. Para esto, discos de
micelio de 1,1 cm de diametro del patdgeno, se
establecieron en cajas petri con medio agar to-
mate, enmendado con jugo de fique pasteurizado
a75.000 ppm [12].

Se evaluaron los tratamientos térmicos a tempera-
turas 70, 75, 80, 85y 90°C por tiempos de 2, 3, 4,
9y 6 minutos, los ensayos se realizaron por tripli-
cado. El testigo absoluto (sin enmendar) se utilizo
como comparador.

El porcentaje de crecimiento (PC) se calculo como
se muestra en la ecuacion 2:

PC = ((DMCM — 1.1) / DMCA) * 100 (Ec. 2)
donde: DMCM = diametro medio de colonia cre-
ciente en el tratamiento (cm), 1.1 = diametro del

micelio (cm) y DMCA = diametro medio de colonia
sin enmendar (cm).

Disefio experimental y analisis de datos

El analisis estadistico para la inactivacion de las en-
zimas (POD y PPO0), y la conservacion del potencial
biocida del jugo de fique, se realizd con ayuda del
programa estadistico InfoStat Version 2012, me-
diante un analisis de varianza con un disefo factorial
multinivel con dos factores: tiempo (5 niveles: 2, 3,
4,5y 6 minutos) y temperatura (5 niveles: 70°C,
75°C, 80°C, 85°C y 90°C). Como variable de res-
puesta se tiene la actividad residual se las enzimas
PODy PPQ, y el crecimiento micelial de las colonias
de Phytophthora infestans. Se realizd un analisis de
correlacion entre las variables de respuesta por me-
dio de un coeficiente de correlacion de Pearson.

RESULTADOS

La cinética de las enzimas (figura 1), presento valores
de absorbancia mayores en PPO, pero el incremento
de los mismos es menor que en POD, como se puede
ver en el valor de la pendiente para cada una:

A,POD = 0.0585 Abs/min
A,PPQO = 0.0347 Abs/min

A partir de los datos de absorbancia se calculd la
actividad inicial A, la cual es la pendiente de la
fraccion lineal de la curva y a su vez es indispensa-
ble para la determinacion de la actividad residual de
cada tratamiento.

Inactivacion térmica de peroxidasa. El efecto de los
tratamientos térmicos aplicados al jugo de fique sobre
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Figura 1. Actividad enzimatica inicial
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la enzima POD se muestra en la figura 2, para tempe-
raturas entre 70 y 90°C y tiempos de 2 a 6 minutos.

La actividad de la enzima POD muestra una reduccion
considerable con la aplicacion de tratamientos térmi-
cos desde aproximadamente un 65% hasta un 98%
de su actividad inicial. Los resultados se muestran en
escala logaritmica para mayor claridad.

Claramente se aprecia que temperaturas bajas de tra-
tamiento a distintos tiempos no inhiben satisfactoria-
mente la actividad de POD. Por el contrario, a medida
que los tiempos y temperaturas de pasteurizacion se
incrementaron, la actividad de la enzima disminuyo.

Diversos autores han reportado la presencia de dos
fracciones de la enzima; una termo labil que es inac-

Figura 2. Actividad residual de POD
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tivada facilmente a bajas temperaturas y otra termo
resistente [15, 25]. La actividad de la fraccion termo
resistente es la que debe inhibirse para lograr que el
tratamiento térmico sea exitoso.

Los porcentajes de inactivacion logrados estan en el
rango reportado por otros autores en brocoli (1%), es-
parragos (15%) y zanahoria (10%) tras un tratamiento
de 95°C por 10 minutos [25] y 84°C [32]. En coliflor
se obtuvo una reduccion del 50% en la actividad en-
zimatica tratada a 50°C por 3 minutos y alrededor del
98% a los 15 minutos [33]. En hojas de menta, se
obtuvo una mayor reduccion de la actividad enzimatica
de POD en tiempos cortos a temperaturas superiores
a los 80°C [18]. En calabaza, la actividad residual de
POD decrece rapidamente con tratamientos a tempe-
raturas superiores a 70°C mientras que a temperaturas
inferiores tarda aproximadamente 10 minutos en redu-
cir la actividad en un 90% [16].

Inactivacion térmica de polifenol oxidasa. La enzima
PPO de jugo de fique entre 75 y 90°C muestra una
disminucion significativa alrededor del 90% de su ac-
tividad inicial.

La figura 3 muestra los datos del logaritmo de la acti-
vidad residual en porcentaje como funcion del tiempo
de tratamiento.

Los resultados obtenidos son similares a los reporta-
dos en cereza, donde la enzima se desestabiliza por
encima de 75°C [34], en pera se inactiv por completo
a 70 °C por 10 minutos y en manzana la inactivacion
total se produjo a 70 °C por 30 minutos [35]; en ba-

Figura 3. Actividad residual para PPO
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nana la enzima se inactivo alrededor del 80% entre 60
y 75 °C [36], en pina se muestra una reduccion de
aproximadamente 60% después de la exposicion entre
40-60°C por 30 minutos [37], y en lechuga se inactivo
hasta un 50% de su actividad inicial a 50, 60 y 70°C
por 30, 20 y 5 minutos respectivamente [38].

Crecimiento micelial de P, infestans

La presencia de sustancias como saponinas, flavonoi-
des y alcaloides aporta al jugo de fique un interesante
potencial como bioinsumo.

Por lo tanto al aplicar un tratamiento térmico, como mé-
todo de conservacion, se observd que al incrementar
la temperatura y el tiempo, estas sustancias tienden a
perder sus efectos de inhibicion en P infestans, lo cual
se confirmd con la investigacion a escala in-vitro. Simi-
lares resultados fueron reportados por Alvarez (2010),
quien encontrd un efecto letal del bioinsumo a una con-
centracion de 75.000 ppm en ensayos in-vitro con jugo
fermentado y tratado a 65°C por 30 minutos [12].

La figura 4 presenta los porcentajes de crecimiento
micelial de P infestans en medio enmendado con jugo
tratado a distintos tratamientos, presentandose el me-
nor crecimiento en los tratamientos 75°C por 2, 4y 5
minutos y 80°C por 6 minutos con valores de 3,4%,
2,1%, 5,4% y 9,0% respectivamente. Esto confirma
los resultados alcanzados por Solarte et al., (2011)
[13] y Alvarez et al., (2010) [12].

Figura 4. % Crecimiento de P infestans
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Analisis de datos

Analisis estadistico de peroxidasa. El modelo se
ajusta con un porcentaje de variabilidad del 84%,
siendo estadisticamente significativos los factores
tiempo y temperatura con un p-valor menor de 0,05
como se muestra en el Cuadro 1, con un nivel de
confianza del 95%.

Segun el test de Tukey para la actividad residual de
POD el tiempo vy la temperatura presentan dos grupos
homogéneos representados por la letra comun en la
Figura 5., con un nivel se significancia de 0,05 como
se aprecia en la figura 5. En este caso, es la tempera-
tura el factor que ejerce mayor efecto sobre la activi-
dad de la enzima.

Analisis estadistico de polifenol oxidasa. Los resul-
tados de actividad residual de la enzima PPO frente a
los tratamientos aplicados (Cuadro 2.) presentan un
porcentaje de variabilidad del 94%, encontrandose di-
ferencias estadisticamente significativas entre los fac-
tores, a un nivel de confianza del 95%.

Al realizar una comparacion de medias de los factores
tiempo y temperatura segun el test de Tukey, a un nivel
de significancia de 0,05, se encuentran cuatro grupos
homogéneos representados por la letra comun, tal
como se muestra en la Figura 6., para cada factor. Esto
indica que en PPO ambos factores estudiados afectan
la actividad enzimatica.

Analisis estadistico del crecimiento micelial de
P infestans. Segun el analisis de varianza (Cuadro
3.), el modelo presenta un porcentaje de variabili-
dad del 81%, Solo el factor temperatura presenta
diferencias estadisticamente significativa entre tra-
tamientos con un p-valor menor a 0,05 y un nivel
de confianza del 95%. El factor tiempo no presenta

Cuadro 1. Andlisis de Varianza para AR POD

Variable N R? RZ Aj. Cv
AR POD 25 0,84 0,77 | 54,09

FV. SC | dl CM F p-valor
Modelo | 0,26 8 | 0,03 | 10,89 | 0,0001
Tiempo | 0,05 | 4 | 0,01 3,80 | 0,0234
Temper. | 0,21 | 4 | 0,06 | 17,98 | 0,0001

Error 0,06 | 16 | 3E®
Total 0,31 | 24
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Figura 5. Gréfica de barras para AR POD
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Cuadro 2. Analisis de Varianza para AR PPO

Variable N R? R? Aj. cv
AR POD 25 0,94 | 0,91 12,79
EV. SC gl CM F p-valor
Modelo 3E% | 8 | 3,7E% | 33,04 | 0,0001
Tiempo 7,7E% | 4 | 19E% | 16,95 | 0,0001
Temper. | 2,2E% | 4 | 5,6E% | 49,13 | 0,0001
Error 1,8E% | 16 | 1,1E®
Total 3,2E% | 24
Cuadro 3. Andlisis de Varianza para crecimiento

Variable N R? R? Aj. cv
AR POD 25 0,81 0,71 33,43
FV. SC | dl CM F p-valor
Modelo 089 8 | 0,11 8,47 | 0,0002
Tiempo 0,04 | 4 | 0,01 0,80 | 0,5406
Temper. 085 4 | 0,21 | 16,14 | 0,0001
Error 0,21 | 16 | 0,01

Total 1,10 | 24

Figura 6. Grafica de barras para AR PPO

0,036

AR PPO

6,00 5,00 4,00 3,00 2,00
Tiempo

0,041+

0,033

0,026

AR PPO

0,018+

0,011+

90,00 85,00 80,00 75,00 70,00
Temperatura

diferencias entre los tratamientos, el cual no afecta
el crecimiento micelial del fitopatdgeno.

El factor tiempo no presenta diferencias significa-
tivas entre tratamientos. Segun la comparacion de
medias con el test de Tukey a un nivel de significan-
cia de 0,05, el factor temperatura presenta 4 grupos
homogéneos, representado por las letras comunes
(Figura 7.).

Siendo la temperatura el factor determinante en el
crecimiento micelial de P infestans se puede inferir
que a la temperatura de 75 y 80°C se presenta el
menor crecimiento (Figura 7.)

Analisis de correlacion. Al realizar una correlacion en-
tre los datos de las variables de respuesta (Cuadro 4)
crecimiento del fitopatogeno y actividad residual de las
enzimas peroxidasa y polifenol oxidasa, se encuentra
una relacion inversa entre la actividad enzimatica re-
sidual y el crecimiento del fitopatdgeno; a mayor por-
centaje de actividad, menor crecimiento radial de las
colonias de P infestans, y a menor actividad residual
Se incrementa el crecimiento micelial.
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Figura 7. Grafica de barras para crecimiento
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Cuadro 4. Correlacion de Pearson

clfmbab Crecimiento | AR POD P‘},“O
Crecimiento 1,00
AR POD -0,36 1,00
AR PPO -0,57 0,82 1,00

Esto indica que la aplicacion de un tratamiento muy
agresivo, disminuye considerablemente la actividad de
las enzimas provocando una disminucion en la activi-
dad biocida del jugo, lo que se evidencia en un mayor
crecimiento del fitopatogeno.

CONCLUSIONES

El comportamiento de la actividad enzimatica residual
es decreciente con el incremento de la temperatura;
los grupos homogéneos indican que existe una frac-
cion termolabil 1a cual es inactivada rapidamente y una
termo resistente la cual no puede ser inactivada com-
pletamente en estos rangos de temperatura y tiempo.

Con la aplicacion de los tratamientos térmicos se consi-
guio una reduccion considerable de la actividad enzima-
tica expresada como actividad residual de las enzimas
estudiadas, siendo el mejor tratamiento 75°C por 4 mi-
nutos con el menor porcentaje de crecimiento de 2.1%.

Se logro una actividad residual de 10.6% para POD y
3.2% para PPO, por lo cual se cumple con el objetivo
de conservar sus caracteristicas biocidas y evitar su
degradacion.
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