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RESUMEN

Se evalué el comportamiento del jugo de fique pasteurizado como posible
bioinsumo para el control de la enfermedad de Ascochyta en arveja. Se determiné
gue el tratamiento que inactivaba las enzimas peroxidasa (POD) y polifenoloxidasa
(PPO), causantes del pardeamiento del jugo de fique, hasta niveles aceptables de
actividad residual de 10% y 14%, respectivamente, fue de 75°C por 210 segundos.
Este tratamiento logré6 un tiempo de conservacion de 9 dias a temperatura

ambiente y de 22 dias en refrigeracion.

El jugo pasteurizado no presentdé cambios aparentes en su contenido de
hecogenina, que se cuantifico en 117,86 mg/L y 27,5 mg/L mediante HPLC,
extraido con metanol y acetonitrilo, respectivamente. Los resultados evidencian
que el proceso de extraccion con metanol es mas eficiente para la separacion y

cuantificacion de estas saponinas.

Los ensayos de actividad in vitro del bioinsumo pasteurizado contra Ascochyta,
arrojaron una ECso de 180,2 mg/L y una Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de
25.000 mg/L, estadisticamente igual (p<0,05) al efecto de Benomyl en dosis de 1
g/L, medidos a los 8 dias posteriores a la aplicacién del tratamiento. En los
ensayos de patogenicidad llevados a cabo sobre vainas desprendidas se encontré
una ECsy de 716,08 mL/L, que fue estadisticamente igual al del control quimico
aplicado (Benomyl 1 g/L); ninguno de los tratamientos logré un control del 100%
de crecimiento micelial del fitopatdbgeno, aunque el nivel de severidad de la
enfermedad no superé el 5% del area de la vaina afectada, mostrando un

importante efecto fungistatico.

Los resultados muestran que el bioinsumo de fique puede considerarse como un
potencial biofungicida con amplia proyeccion de uso en el cultivo de arveja como

protectante.



ABSTRACT

The behavior of pasteurized sisal juice as possible bioproduct to control Ascochyta
disease in pea was assessed. It was determined that juice trated at 75°C for 210
seconds, inactivated peroxidase (POD) and polifenoloxidasa (PPO) enzymes,
responsible for browning of the sisal juice, to acceptable levels of residual activity
of 10% and 14%, respectively. This treatment achieved 9 days at room

temperature and 22 days in refrigeration conservation.

Pasteurized juice did not show apparent changes in hecogenina content, quantified
as 117,86 mg/L and 27.5 mg/L by HPLC, extracted with methanol and acetonitrile,
respectively. The results show that the process of methanol extraction is more

efficient for the separation and quantification of these saponins.

Activity trials of in vitro activity of the pasteurizec bioproduct against Ascochyta,
exhibited an ECsp = 180,2 mg/L and a Minimum Inhibition Concentration (MIC) =
25,000 mg/L, equal (p<0,05) to the effect of Benomyl in dose of 1 g/L, measured to
8 days following the application. Pathogenicity trials carried out on sloughed pods
show an ECsy=716,08 mL/L, which was statistically equal (p<0,05) to chemical
control applied (Benomyl 1 g/L); none of the treatments attained control of 100% of
micelial grwth of the pathogen, although severity level of the disease did not

exceed 5% of the area of the pod affected, showing a significant fungistatic effect.

The results show that sisal bioproduct can be considered a potential biofungicide
with wide projection for use in the cultivation of peas as protective.



INTRODUCCION

El cultivo de arveja en el Departamento de Narifio se destaca por ser uno de los
principales cultivos andinos. Su produccién en el afio 2009 fue de 9.230
toneladas, cultivadas en 4.798 ha, con un rendimiento de 1,9 ton ha™, lo que
corresponde a una participacién del 18,43% en la produccién nacional, ubicandose
como el cuarto departamento del pais. La tasa de crecimiento de la produccion en
los dltimos 10 afios ha sido del 9,64% (Agronet, 2011).

Una de las enfermedades mas devastadoras para la produccion de arveja en el
mundo es la mancha de Ascochyta, provocada por accién del complejo Ascochyta
spp., formado por los hongos fitopatbgenos Ascochyta pisi y Mycosphaerella
pinodes (Skoglund, et al., 2011; Setti, et al., 2011; McDonald y Peck, 2009).

Una infeccion severa con M. pinodes puede llegar a reducir los rendimientos hasta
en un 50-75%, pero estos niveles de atague son muy raros (Wang et al., 2006).
Otros autores reportan pérdidas en rendimiento de hasta 10% en Australia
(Hollaway et al., 2007); los mas altos niveles de pérdida, entre 30% y 75%, han
sido reportados en Australia, Francia y Canada (Roger et al., 1999 a; Bretag y
Ramsey, 2001; Beeck et al., 2008; McDonald y Peck, 2009). En Colombia, Forero
y Ligarreto (2009) reportan que puede ocasionar una disminucion en los
rendimientos entre un 20% y un 50% y demeritar la calidad de la vaina y los

granos.

Por otra parte, en los uUltimos afios se ha venido estudiando detenidamente el uso
del jugo de fique como potencial bioinsumo para el control de diversas
enfermedades y plagas que afectan cultivos de importancia comercial en Narifio.
Se destacan los realizados en papa (Alvarez et al., 2011; Pantoja y Latorre, 2011;
Solarte et al., 2012).
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Todos los estudios se han enfocado hacia el estudio del jugo de fique crudo o
fermentado, pero ninguno habia utilizado el enfoque del jugo pasteurizado como

uno de los tratamientos de conservacion para este importante recurso.

Esta investigacion busca un tratamiento térmico que prolongue la vida til del jugo
de figue con miras a su posible comercializacion y evaluar su actividad antifingica
sobre el fitopatdgeno Ascochyta, causante de la enfermedad conocida como tizén
o afiublo de arveja, enfermedad limitante para la produccién de este cultivo en el

Departamento de Narifio.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ASPECTOS GENERALES

De acuerdo con cifras de la FAO, la produccién mundial de arveja verde en el
2009 fue de 15,9 millones de toneladas, versus 10,5 millones de toneladas de
arveja seca. Colombia ocup0 el lugar 23 entre los 83 paises productores de arveja
fresca. Los principales productores mundiales son China con 9,6 millones e India
con 2,9 millones; segun la misma fuente, Colombia produjo en el mismo afio
38.721 toneladas, superada en Suramérica por Pert con 105.078 toneladas. En
cuanto a la produccién de arveja seca, Colombia ocupa el mismo lugar en
Suramérica con 50.088 toneladas (FAOSTAT, 2011).

Segun reportes de la Encuesta Nacional Agropecuaria ENA (2009), Narifio es el
mayor productor de arveja fresca del pais con un total de 12.745 ha cultivadas y
una produccién de 43.177 toneladas, con un rendimiento de 3,4 ton ha™, lo cual lo
ubica como el primer productor en Colombia. Aunque estas cifras contradicen las
citadas anteriormente por Agronet (2010), la importancia del cultivo de arveja en el
Departamento no se puede negar, ya que es uno de los renglones econémicos

mas importantes para la poblacién narifiense.

Sin embargo, uno de los problemas mas limitantes para la produccion de arveja en
Colombia es la enfermedad conocida como el complejo Ascochyta, cuyos agentes
causales son los hongos Ascochyta pisi y Mycosphaerella pinodes. De acuerdo
con Tamayo (2000), la mancha de Ascochyta junto con la mancha de
Mycosphaerella son las enfermedades mas importantes del cultivo en las zonas
productoras de arveja en Colombia, llegando a disminuir los rendimientos hasta en
un 30%.

La enfermedad se torna mas peligrosa en épocas de alta humedad relativa, donde

se incrementa por el microclima hiumedo que se crea en el follaje de las plantas
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(Beeck et al., 2008). Afecta sus partes aéreas como tallo, hojas y vainas (Xue y
Warkentin, 2001), provocando incluso el volcamiento de las plantas debido al
debilitamiento del tallo y pérdida de calidad de los granos cuando ocurre en vainas
(Tamayo, 2000).

Hasta ahora las estrategias de manejo integral del cultivo se han basado en el
control cultural y quimico de la enfermedad, mediante practicas como la rotacion
de cultivos, la utilizacién de semillas sanas y la aplicacion preventiva y/o curativa

de fungicidas sintéticos (Tamayo, 2000).

Sin embargo, se ha comprobado que la rotacion como mecanismo de control de la
enfermedad no es eficiente si no se tiene un periodo de al menos 6 afios en zonas
donde la enfermedad es endémica, para reducir en un 90% el indculo de la
enfermedad en el suelo (McDonald and Peck, 2009).

Por ello, el manejo de la enfermedad se ha limitado casi exclusivamente a la
aplicacion de fungicidas de sintesis quimica, debido a su relativa facilidad de
manejo y aplicacion. Los més utilizados en el mundo y en Colombia son Propineb
(3,0 g/L), Carbendazim (0,75-1,25 cc/L), Tiabendazol (1 cc/L), Benomyl (0,5 g/L) y
Clorotalonil (2,5 cc/L) (Tamayo, 2000).

Entre los inconvenientes que tiene el manejo de fungicidas quimicos se
encuentran su alto costo y la creacion de un ambiente peligroso tanto para los

seres humanos como para la flora y fauna del ambiente (Chapagain et al., 2007).

Por estas razones se plante6 la necesidad de estudiar la efectividad del jugo de
figue como alternativa de control de esta enfermedad, ya que diversos reportes de
investigaciones realizadas sobre otros hongos fitopatbgenos con extractos de
figue asi como de otras agavaceas, indican que tiene potencial para ser usado
como bioinsumo (Verastegui et al.,, 1996; Barreto et al., 2004; Sanchez et al.,
2005; Deepak, et al., 2005; Guleria y Kumar, 2006; Chapagain et al., 2007;
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Gomez, 2001; Acevedo y Serna, 2004; Rojas, 2008; Castro et al., 2010; Alvarez et
al., 2011).

En los estudios realizados, los autores citados atribuyen la accion anti microbiana

de los extractos a su contenido de saponinas y sapogeninas esteroidales.

La importancia de la utilizacion del jugo de figue como bioinsumo radica no solo en
el efecto que pueda tener sobre los hongos en estudio, sino también en brindar
una alternativa de uso a una materia prima que se estd perdiendo y mas
importante aun, que esta causando dafio al medio ambiente por su mala

disposicion en el campo.

Al respecto, Martinez y Caicedo reportan la toxicidad del jugo de figue medida
como concentracién letal media (CL50) de 1,0 mg L™ y es comparable a la
producida por fungicidas como el mancozeb (CL50 = 2,2 mgL™) y al herbicida
propanil, solo superado en toxicidad por el Clorpirifos, cuya CL50 medida en
truchas a las 96 horas fue de 0,007 mgL™ (Martinez y Caicedo, 2002).

Por lo expuesto se considera que el proyecto es importante debido al impacto que
puede tener sobre dos cadenas agroindustriales de gran trascendencia en el

Departamento, como son la del fique y la hortofruticola.

1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA PLANTA DE FIQUE (Furcraea
gigantea).

El figue pertenece a la familia Agavaceae, y al género Furcraea. Es una planta
grande, de tallo erguido; su altura varia entre 2 y 7 m., densamente poblado de
hojas de color verde, en forma radial, largas (1 a 3 m), angostas (10 y 20 cm),
carnosas, puntiagudas, acanaladas, y dentado espinosa, en algunas variedades,
presentando lineas o estrias tenues de unos 3 mm de largo (Cadefique, 2006).
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Tabla 1. Clasificacion taxondémica del fique var. Tunosa Comun (Furcraea

gigantea)

REINO Vegetal

PHYLUM Tracheophyta

DIVISION Spermatophyta

CLASE Angiospermae

SUBCLASE Monocotiledénea

ORDEN Liliflorae (Liliales)

FAMILIA Agavaceae

GENERO Furcraea
Fique, cabuya, penca, fique

NOMBRE COMUN perulero, maguey, cabui,
cabuya blanca, chuchao,
cocuiza

NOMBRE CIENTIFICO Furcraea gigantea
Tunosa comun, Fique

Tunoso, piteira y pita en
Brasil, aloe y creole en
Mauricio

Fuente: Cadefique, 2006

NOMBRES COMUNES

En Narifio se cultivan dos variedades predominantemente, Ufia de Aguila
(Furcraea macrophylla) y tunosa comun (Furcraea gigantea), también conocida
como Negra Comun. Se considera al Brasil como origen de esta especie y en
Colombia crece espontaneamente. Sus hojas son de color verde brillante por
ambos lados y tiene espinas cafés en los bordes; es de larga vida util, tolerante a
suelos pobres en nutrientes, requiere para su desarrollo condiciones de
semihumedad, temperatura calida y exposicion a la luz solar. Es susceptible al

Gusano Pasador y a la Viruela (Cadefique, 2006).

1.3 CARACTERIZACION FiSICO QUIMICA DEL JUGO DE FIQUE

El jugo de fique es un subproducto del proceso de obtencion de fibra de cabuya, y
representa el 70% de la hoja, éste es una suspensién con caracteristicas
variables, dependiendo de la edad, la estacion del afio y la fertilidad del suelo. De
color verde ocre, tiene un olor caracteristico fuerte, y es muy corrosivo (Cadefique,
2006). Su densidad media a escala experimental es de 1.02 kg L™ y su pH varia

entre 4y 5.
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En Colombia dos grupos de investigacion han realizado la caracterizacion
fisicoquimica del jugo de fique con resultados similares. El grupo CIBIOT de la
Universidad Pontificia Bolivariana de Medellin (2011), reporta los siguientes

resultados (Tabla 2).

Tabla 2. Caracterizacion fisico quimica del jugo de fique

PARAMETRO VALOR PARAMETRO VALOR
Azlcares reductores
pH 425 ooniw) 0,81
Viscosidad (cP) 1,56  Fructosa (glL) 7,30
Densidad (g/mL) 1,04  Glucosa (g/L) 11,22
Solidos totales (mg/L) 66,38 Sacarosa (g/L) 0,24
Sélidos Disueltos (mg/L) 77,40 f:g’g)”'“as (Gikgdeltge 4,48
Sdlidos sedimentables Nitrégeno orgéanico (%) 0,35
670
(mg/L/h)
Cenizas (%) 1,34  Proteinas (%) 2,20
Humedad (%) 91,05 DQO (mg/L de Oy) 86.600
Grasa total (%) 0,86 DBO (mg/L de O,) 11.780
Fuente: Aprovechamiento integral del fique: Usos Alternativos y su Potencial
(2010).

El analisis mediante marcha fitoquimica realizada en la misma universidad, da
cuenta de la presencia de otras sustancias, entre las que se destacan los

flavonoides y triterpenos.

Estos coinciden con los estudios realizados en la Universidad de Narifio por el
Grupo de Investigacion TEA, que determind la presencia de metabolitos
secundarios tales como flavonoides, cumarinas, taninos, esteroides, glicésidos
cardiotdnicos, alcaloides y saponinas, en jugo de fique fresco y fermentado de las
variedades Ufia de Aguila y Negra Comun provenientes de los municipios de El

Tambo y Guaitarilla en Narifio (Benavides et al., 2010).

Cabe destacar que ambos estudios concuerdan en afirmar que el jugo contiene
saponinas, sustancias que han sido objeto de amplio estudio por su diversa

actividad biologica.
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1.4 SAPONINAS ESTEROIDALES

Las saponinas son un gran grupo de glucésidos, ampliamente distribuido en las
plantas superiores (Chapagain et al., 2007). Sus propiedades tenso activas
distinguen estos compuestos de otros glucosidos. Se disuelven en el agua
formando soluciones coloidales que forman espuma al sacudirlas (Tyler et al.,
1981) ademas tienen la propiedad de hemolizar los glébulos rojos (Martinez, 2001,
Sparg et al., 2004).

De acuerdo con Sparg et al., (2004), las saponinas pueden clasificarse en 2
grupos: las saponinas triterpenoides, que se encuentran principalmente en las
angiospermas dicotiledéneas y las saponinas esteroidales, que estan presentes
casi exclusivamente en angiospermas monocotiledéneas entre las que se
encuentran las familias Liliaceae, Dioscoreaceae y Amaryllidaceae (Agavaceae), a
la cual pertenece el fique (Martinez, 2001). Debido al interés de esta investigacion
la discusion siguiente se centrara en las caracteristicas mas importantes de las

saponinas esteroidales.

Las saponinas esteroides son glicésidos esteroides con un nucleo espirostano
C27 (Martinez, 2001; Sparg et al., 2004) cuya estructura se aprecia en la figura 1.

RO

Fig.1l. Estructura de una saponinay una sapogenina esteroidal. Fuente:
Sparg et al., (2004).
En la figura 1 se ve el radical R. Si R es H, el compuesto se denomina
sapogenina esteroide, mientras que si R es un carbohidrato, este se denomina
saponina esteroide. Ambos compuestos tienen propiedades quimicas y biolégicas

diferentes, dadas por el radical R.
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Estas sustancias han sido objeto de estudio durante los ultimos afios debido a su
amplio rango de actividades bioldgicas (Sparg et al., 2004). A continuacién se
describen los hallazgos mas importantes en cuanto a las saponinas y sapogeninas

en la familia de las agavaceas.

1.4.1 Ocurrencia de saponinas extraidas a partir de plantas de la familia
Agavaceae. Entre los metabolitos secundarios mas importantes de la familia de
las Agavaceas se encuentran las saponinas. Usualmente pocas saponinas
esteroidales tales como tigogenina, hecogenina, chlorogenina, y mannogenina se
han reportado como constituyentes de estas plantas (Yokosuka y Mimaki, 2007).
Sin embargo, debido a la importancia que reviste y los diversos usos que estas
sustancias tienen, se han hecho investigaciones concernientes a aislar nuevas

saponinas y sapogeninas de estas plantas.

En 2003 Jin et al., aislaron y dilucidaron la estructura de tres nuevos glicésidos de
hecogenina junto con cinco compuestos esteroidales conocidos a partir de hojas
fermentadas de Agave americana. Se aislaron 5 saponinas esteroidales conocidas
(hecogenina, agaveside A, agaveside B, entre otras). Los nuevos compuestos
encontrados fueron llamados agamenoside D, agamenoside E y agamenoside F.
Los autores sugieren que el enlace azlcar de la saponina esteroidal es importante

para su actividad bioldgica (Jin et al., 2003).

Simmons-Boyce et al., (2004) aislaron cuatro saponinas esteroidales de las hojas
de la planta Furcraea selloa var. marginata. Estos fueron una saponina furostanol,
la furcreafurostatina (CegH116038) Yy tres saponinas espirostanol ya conocidas,
furcreastatina, yuccaloesida C y cantalasaponina-1.

En Brasil fueron aisladas dos saponinas esteroidales, de las hojas de Furcraea
gigantea Vent. (Agavaceae); una nueva saponina furostanol bisdesmosidica, junto
con una saponina furostanol ya conocida, la furcreastatina. La nueva saponina no
presentd actividad hemolitica, que es caracteristica de las saponinas esteroidales
y la furcreastatina no present6 actividad antiinflamatoria (Pereira da Silva et al.,
2006).
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Yokosuka y Mimaki (2007) reportaron el aislamiento de tres nuevos glicésidos
espirostanol y un nuevo glicésido furostanol a partir de plantas completas de

Agave utahensis.

En 2009, los mismos autores reportaron el aislamiento de cinco nuevas saponinas
esteroidales y tres nuevas saponinas furostanol, obtenidas mediante extraccion

metandlica de plantas completas de Agave utahensis (Yokosuka y Mimaki, 2009).

En el cuadro 1 se resumen las estructuras de los compuestos encontrados.

Finalmente, en la Universidad de Narifio el Grupo e Investigacion TEA identifico
las sapogeninas hecogenina y tigogenina, a partir de jugo de fique (Furcraea
gigantea) con porcentajes de area relativa del 51,4% y 46,1%, respectivamente
mediante andlisis por HPLC-PDA. Se cuantificaron 192 ppm de sapogeninas
totales que corresponden a 101,5 ppm de hecogenina (52,8% w/w) y 90,5 ppm de
tigogenina (47,2% wi/w) (Rojas et al., 2010).

1.4.2 Metodologias de aislamiento y medicion de contenidos de saponinas y
sapogeninas por HPLC:
1.4.2.1 Metodologias de extraccion y separacion. Las saponinas usualmente se
encuentran en las plantas como una mezcla de formas estructuralmente
relacionadas con polaridades muy similares, por lo cual su separacion es dificil
(Oleszek and Bialy, 2006).

Las saponinas esteroidales usualmente se extraen a partir de material vegetal
fresco o seco con metanol. Luego de evaporar la mayor parte del solvente, la
porcién acuosa se particiona con etil acetato para remover los constituyentes no
polares y luego con n-butanol para extraer las saponinas, junto con otros
constituyentes polares y remover azlcares, sales y otros componentes altamente
solubles en agua. Luego de la remocion del solvente las saponinas pueden
separarse mediante cromatografia de columna abierta sobre silica utilizando un
sistema de solvente en gradiente CHClI —-MeOH-Agua (87:12:1-14:6:1), o HPLC
(Dinan et al., 2001).

26



Cuadro 1. Estructuras de nuevas saponinas encontradas en plantas de la

familia Agavacea

COMPUESTO AISLADO

PLANTA

REFERENCIA

(25R)-5a-spirostan-3p-ol-12-uno (hecogenina)

[8],hecogenin 3-O-B-D-galactopyranoside (agaveside A)

[2,8], hecogenin 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1 — 4)-B-D-galactopyranoside (agaveside B)

[2,8], hecogenin 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosyl-(1— 4)-3-D-
galactopyranoside

[8],hecogenin3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—2)-[B-D-xylopyranosyl-(1—3)]-B-D-
glucopyranosyl-(1—4)-B-D-galactopyranoside

hecogenin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1 — 3)-B-D-glucopyranosyl-(1 — 2)-B-D-glucopyranosyl-(1 — 4)-B-D-galactopyranoside
(agamenoside D)

hecogenin 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1 —3)--D-glucopyranosyl-(1 — 2)-
[B-D-xylopyranosyl-(1 —3)]-B-D-glucopyranosyl-(1 — 4)-B-D-galactopyranoside
(agamenoside E)

hecogenin 3-O-B-D-xylopyranosyl-(1 — 3)-BD-glucopyranosyl-(1 — 2)-[BD-glu-
copyranosy-(1 — 3)]-BD-glucopyranosyl-(1— 4)-B-D-galactopyranoside (agamenoside
F

Agave
Americana

Jin et al., 2003

Furcreafurostatina (CeoH11603s)

Furcreastatina, Yuccaloesida C y cantalasaponina-1.

Furcraea
selloa var.
marginata

Simmons-
Boyce et al.,
(2004)

Furcreastatina

3-[(O-6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1—4)-O-B-D-glucopyranosyl-(1—3)-O-[O-3-D-
glucopyranosyl-(1—3)-B-D-glucopyranosyl-(1—2)-O-3-D-glucopyranosyl-(1—4)-3-D-
galactopyranosyl)oxy]-(3B,5a,25R)-26-(B-D-glucopyranosyloxy)-22-hydroxyfurost-12-one

Furcraea
gigantea Vent.

Pereira da
Silva et al.,
2006

Ca9Hs4015 : (20R,25R)-20-hydroxy-5a-spirostane-3f3,6a-diyl bis-B-D-glucopyranoside

C4sH74049 Clorogenin triglicésido: (25R)-6a-hydroxy-5a-spirostan-33-ylO-#-D-
glucopyranosyl-(1—2)-0O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-B-D-galactopyranoside

Ca3Hs409 Clorogenin monoglucésido: (25R)-6a-hydroxy-5a-spirostan-33-yl 3-D-
glucopyranoside

CasH75020 identificado como (25R)-22a-methoxy-5a-furostano-3(3,6a,26-triyl tris-f-D-
glucopyranoside

Agave
utahensis

(Yokosuka y
Mimaki, 2007)

C44H7,014: (25R)-2B-Hydroxy-5a-spirostan-33-yl O-3-D-xylopyranosyl-(1—2)-O--D-
glucopyranosyl-(1—4)-B-D-galactopyranoside

Cu4H70019: (25R)-3B-[(O-B-D-Glucopyranosyl-(1—2)-O-[B-D-glucopyrano-syl-(1—3)]-O-
B-D-glucopyranosyl-(1—4)-BD-galactopyranosyl)-oxy]-2a-hydroxy-5a-spirostan-12-one

Cu4HesO19: (25R)-20-Hydroxy-3p[(O-BD-xylopyranosyl-(1—2)-O-BD-glucopyranosyl-
(1—4)-BD-galactopyranosyl)oxy]-5a-spirost-9-en-12-one

Cs1Hg2025: (25R)-3B[(O-BD-Glucopyranosyl-(1—2)-O-[3D-glucopyranosyl-(1—3)]-O-BD-
glucopyranosyl-(1—4)-BD-galactopyranosyl)-oxy]-2a-hydroxy-5a-spirostan-12-one

Cs1Hg,0; (25R)-3B[(O-BD-glucopyranosyl-(1—2)-O-[BD-glucopyranosyl-(1—3)]-
O-BD-glucopyranosyl-(1—4)-BD-galactopyranosyl)-oxy]-5a-spirostan-12-one.

Cs1HgsO24 : 22-methoxyfurostanol saponin con 4 monosacaridos:
(25R)-26-[(BD-glucopyranosyl)oxy]-2a-hydroxy-22a-methoxy-5a-furostan-3BylO-BD-
xylopyranosyl-(1—2)-O-BD-glucopyranosyl-(1—4)-BD-galactopyranoside.

Cs1Hg2025: 22-methoxyfurostanol saponin: (25R)-26-[(BD-glucopyranosyl)oxy]-2a-
hydroxy-22a-methoxy-3-[(O-BD-xylopyranosyl-(1—2)-O-BD-glucopyranosyl-(1—4)-BD-
galactopyranosyl)oxy]-5a-furost-9-en-12-one

Cs2HgsO24: 22-methoxyfurostanol saponin: (25R)-26-[(BD-glucopyranosyl)oxy]-22a-
methoxy-5a-furostan-3@yl O-BD-glucopyranosyl-(1—2)-O-BD-glucopyranosyl-(1—4)-8D-
galactopyranoside

Agave
utahensis

(Yokosuka y
Mimaki, 2009)

La extraccion con metanol caliente puede desintegrar algunas fracciones labiles

como las formas aciladas y producir sustancias diferentes a las saponinas

originales. Ademas, la extracciébn con metanol en algunos casos, especialmente

para las saponinas esteroidales, puede resultar en la formacion de metil derivados

gue no se encuentran originalmente en las plantas. Debido a ello, se prefiere
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utilizar extraccion en frio con soluciones etanol-agua. En extraccion liquido-liquido,
algunas saponinas altamente polares (bidesmosidos, tridesmosidos) pueden
perderse (Oleszek and Bialy, 2006).

En el bagazo de fique, se determind que el contenido de sapogeninas oscila entre
0,18%-0,45%; la maxima extraccion de sapogeninas se obtuvo con 6 horas de
proceso, utilizando una relacion solvente:bagazo de 1:10 (g/mL) y utilizando como

solvente etanol-agua al 75% (Osorio et al., 2010).

1.4.2.2 Identificacién de saponinas por HPLC. Este método es el mas utilizado
para identificacion y cuantificacion de saponinas esteroidales, debido a su alta
resolucién. La unica dificultad que presenta es la falta de un croméforo adecuado
para la deteccion por UV. Por lo tanto, es necesario aplicar métodos
complementarios como la derivatizacion, la deteccién refractiva o la deteccion por

espectrometria de masas (MS por sus siglas en inglés) (Dinan et al., 2001).

Para resolver estos inconvenientes, se han llevado a cabo diversos ensayos para
aplicar la técnica de deteccion de evaporaciéon de luz (ELSD por sus siglas en
inglés) en la deteccidén de saponinas. Este detector ha sido aplicado exitosamente
en soyasapogenoles A y B, en la determinacion de ginsendésidos y con otras siete
saponinas, macranthoidinsa A y B, macranthosidos A y B, dipsacosido B y dos
hederagenin glicésidos, que fueron exitosamente separados en columna C18
utilizando MeCN-H,O-HOAc. Sin embargo, ELSD aun no es muy utilizado en el
mundo como método de rutina para el control de calidad de saponinas y la
cromatografia liquida con deteccion UV sigue siendo el método utilizado (Oleszek
and Bialy, 2006).

Generalmente las saponinas se detectan a bajas longitudes de onda UV en un
rango de 200 a 210 nm, y por esta razon, se utiliza un gradiente con una fase
movil acetonitrilo—agua utilizando columnas C-18 ya que el acetonitrilo absorbe

menos a estas longitudes de onda en comparacion con el metanol. A pesar de
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ello, se han publicado métodos HPLC-UV para saponinas utilizando metanol como
solvente, con o sin la adicién de un acido o un buffer (Kite et al., 2007). Los
resultados de la cromatografia de saponinas esteroidales tipo furostanol han sido
muy pobres cuando se utilizan gradientes acuosos acidificados con metanol. Por
estas razones, Kite et al., (2007) sugieren evitar el uso de metanol como solvente
de extraccion en los andlisis por HPLC de material que contiene saponinas

esteroidales.

En su estudio, los mismos autores sostienen que el efecto dafiino del metanol en
fases moviles acidificadas se aprecié en los glicésidos furostanol de cuatro
extractos crudos metanolicos aislados de hojas de D. purpurea y raices de A.
asphodeloides, A. officinalis y C. majalis. Los extractos de D. purpurea, A.
asphodeloides y C. majalis contienen un glicésido furostanol determinado en
acetonitrilo acidificado acuoso. Para las saponinas analizadas de las tres plantas,
el pico cromatografico fue muy pobre cuando el analisis se llevo a cabo en fase

movil de metanol acuoso acidificado (Kite et al., 2007).

1.4.2.3 Estudios de cromatografia de sapogeninas en fique. Rojas et al.,
(2010) realizaron la extraccion de sapogeninas a partir de 4,5 g de jugo de fique
liofilizado utilizando agua grado HPLC, hidrdlisis con HCI y extraccién con
Cloroformo y 4 horas de hidrdlisis. La purificacion del extracto crudo se realizé por
cristalizacion, utilizando carbdn activado y metanol frio. La muestra se analizé por
GC-MS para la identificacion de las sapogeninas presentes. Para el analisis por
HPLC-PDA, se utiliz6 una columna waters C8 (100 mm, 4,6 mm d.i., 5 um), fase

movil acetonitrilo:agua (60:40) a un flujo de 0.75 ml/min.

Para la cuantificacion se utiliz6 el método de patrén externo utilizando como
estandares el acido oleandlico al 98% y acetato de hecogenina al 90%. Se
obtuvieron 0,195 g de crudo de sapogeninas, a partir de las cuales se logré
obtener 4,1 mg de sapogeninas purificadas, para un rendimiento del 0,091% p/p.

Mediante GC-MS se identificaron las sapogeninas como hecogenina y tigogenina,
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con porcentajes de area relativa del 51,4% y 46,1%, respectivamente (Rojas et al.,
2010).

Camargo et al., (2010) extrajeron hecogenina a partir del jugo de fique de la
especie Furcraea macrophylla (Ufia de Aguila), obtenido mediante el cultivo de
bulbos semi-estériles; los resultados obtenidos permitieron elucidar la estructura
de la hecogenina, donde su rendimiento fue de 1g/L, lo cual corresponde a un 0,08

% con un 98% de pureza.

En el andlisis por HPLC de un extracto de Furcraea spp., Castro et al., (2010)
encontraron que este tenia una proporciéon hecogenina:tigogenina de 82:18, en
correlacion con los resultados obtenidos por Cromatografia de Capa Delgada y
RMN, que indicaron la presencia de hecogenina como componente

mayoritario.

1.5 ESTUDIOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS SAPONINAS Y
SAPOGENINAS PRESENTES EN EL JUGO DE FIQUE

La actividad biologica de las saponinas ha sido reportada por muchos autores, y
compilada por Sparg et al. (2004) incluye actividad hemolitica, molusquicida,
antiinflamatoria, contra hongos y levaduras, antibacteriana y antimicrobiana, anti

parasitica, citotoxica, antitumoral y antiviral.

La actividad antifingica de las saponinas y sapogeninas aisladas de las hojas de
agavaceas es de interés para la investigacion, por lo que a continuacion se
resumiran los resultados mas relevantes en este aspecto, particularmente las que

tienen relacién con su accion sobre hongos fitopatdgenos.

En 1996, Verastegui et.al, reportaron una gran actividad biolégica inhibitoria del
extracto etandlico de las raices de Agave lechuguilla, sobre diversas especies de

bacterias, mohos y levaduras. La concentracion minima inhibitoria (MIC) se definié
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como la minima concentraciébn del extracto que no mostrdé crecimiento del
microorganismo tras una evaluacién macroscépica. El extracto de A. lechuguilla
fue el mas activo de los extractos ensayados contra la mayoria de organismos
estudiados, pues inhibio el crecimiento de Clostridium perfringens y Shigella
dysenteriae y todos los mohos ensayados (Candida albicans, Candida rugosa,
Cryptococcus neoformans, Cryptococcus laurenti ATCC-52657, Cryptococcus
albidus, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton tonsurans,
Epidermophyton floccosum, y Sporotrix schenckii) excepto Candida krusei, con
valores de MIC que variaron entre 3y 12 mg mL™.  Sin embargo, no se esclarece
qué sustancias son responsables de esta actividad antimicrobiana (Verastegui et
al., 1996).

Barreto et al. (2004), investigaron la incidencia de hongos en semillas de
algodonero herbaceo, tratadas con extractos frescos y fermentados de Agave
sisalana. Los resultados muestran que las semillas tratadas con ambos tipos de
extracto, presentaron menores incidencias de ataque de los hongos fitopatdgenos

Aspergillus flavus, Aspergillus sp. y Fusarium sp.

Sanchez et al., en 2005, reportaron la actividad inhibitoria de los extractos de dos
especies de Agave, A. aspérrima y A. striata sobre el crecimiento y produccion de
aflatoxinas producidas por cepas de Aspergillus. Los autores experimentaron con
diversas estructuras de las plantas encontrando que las partes mas activas fueron
las flores y escapos florales. Los extractos acuosos y metanodlicos de estos
organos mostraron actividad inhibitoria contra ambas cepas. El extracto
metandlico de la flor mostro la mayor actividad. A concentraciones equivalentes al
50% de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de las dos especies, hubo una
reduccion superior al 99% en la produccién de aflatoxinas en maiz en ambas
cepas y al 75% de la MIC se redujo la sintesis de aflatoxinas a niveles
indetectables (Sanchez, et al., 2005).
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Deepak et. al., el mismo afo, estudiaron la actividad de los extractos metandlicos
de hojas pertenecientes a 38 géneros de plantas, contra Sclerospora graminicola,
causante de la enfermedad de mildeo polvoso en mijo perla. El efecto anti
esporulante del extracto crudo y diluido (1:9) de Agave americana, sobre el
patdgeno causoé inhibicién total y parcial de la esporulacion del fitopatdgeno,

respectivamente (Deepak, et al., 2005).

Guleria y Kumar (2006) evaluaron la actividad antifungica del extracto de hojas de
Agave americana contra Alternaria brassicae, el agente causal de la mancha de
Alternaria de la mostaza india. La concentracibn minima inhibitoria (MIC) se
defini6 como la concentracibn mas baja del extracto requerida para suprimir
completamente la germinacion conidial de A. brassicae. Los resultados indican
que la MIC para el extracto metandlico fue de 200 pg/ml.  Mediante
fraccionamiento por cromatografia de este extracto y ensayo de hojas sueltas, se
determind que concentraciones de 40 — 250 pg/ml inhibieron completamente la
lesion, con una MIC de 40 pg/ml. Los autores concluyen que esta fuerte actividad
antifingica se debe principalmente a una mezcla de saponinas presente en el

extracto.

En estudio realizado por Chapagain et al., (2007), se evalu6 el efecto inhibitorio
del extracto de saponinas de diversas plantas contra cinco hongos fitopatdgenos.
El porcentaje de inhibicibn se midi6 mediante un ensayo in vitro y se expreso
como la concentracion que redujo el diametro de la colonia del hongo hasta un
50% del control (DRCsp).

Los resultados mostraron que el extracto de Yucca schidigera (YE) (Agavacea),
gue contenia 13,5% de saponinas ensayado a una concentracion de 4% inhibi6 el
crecimiento de Alternaria solani en un 76% y fue mas efectivo que el control que
fue 100 ppm de flustriafol; de Pythium ultimum en un 63,4%; de Fusarium
oxysporum en un 57,3% la cual no mostré diferencia con benomyl a 5 ppm; en el

caso de Verticillium dahliae, el extracto de YE inhibié en un 59,2% el crecimiento,
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inferior al control que fue procloraz 100 ppm. Sobre Colletotrichum coccodes, YE
mostré el mayor efecto inhibitorio llegando al 100% de inhibicién, superior al
prochloraz a 200 ppm, que inhibio el 95% (Chapagain et al., 2007).

Las propiedades biocidas del jugo de fique han sido previamente estudiadas y
documentadas también en Colombia. Gomez (2001), realizé estudios in vitro del
extracto de fique para determinar su accion biocida sobre las estructuras micelial y
conidial de los hongos fitopatdégenos Colletotrichum gloeosporoides y Sclerotinia
sclerotiorum, causantes de las enfermedades conocidas como pudricion
algodonosa del Lulo (Solanum quitoense) y Antracnosis del tomate de &arbol
(Solanum betacea), encontrando que esta sustancia inhibe el desarrollo micelial
de C. gloeosporoides cuando la concentracién del extracto de figue en medio de
cultivo PDA es superior al 5% y afecta la germinacion conidial cuando la

concentracion del extracto es superior al 1%.

Con respecto al efecto sobre S. sclerotiorum, concentraciones de extracto de fique
superiores al 4% inhibieron el desarrollo micelial del hongo en el medio de cultivo
PDA (Gomez, 2001). Los anteriores resultados permiten concluir que el extracto
de fique posee una accion biocida para el desarrollo de los hongos fitopatégenos

Colletotrichum gloeosporioides y Sclerotinia sclerotiorum.

Las Facultades de Ingenieria Quimica e Ingenieria Agroindustrial de la
Universidad Pontificia Bolivariana de Medellin, realizaron una optimizacion de la
obtencion del extracto vegetal (material organico) del figue y ademas
observaciones del efecto biocida sobre los hongos Trichoderma 33 spp. y
Fusarium 34 spp (Acevedo y Serna, 2004).

Castro et al., (2010) estudiaron el efecto de la mezcla hecogenina-tigogenina
aislada a partir de un extracto vegetal de Furcraea spp. Los resultados de
actividad antifungica de la mezcla hecogenina-tigogenina sobre C. acutatum,

Aspergillus sp, Candida sp. y B. theobromae son descritos por los autores como
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moderados. En particular, se observa un efecto de detoxificacion de los hongos,

caracterizado por la disminucion del efecto antifingico en el tiempo.

Alvarez et al. (2011), estudiaron la sensibilidad in vitro de Phytophthora infestans
al jugo de figue comparado con dos fungicidas comerciales. La concentracion
efectiva cincuenta (ECsp) obtenida fue de 4,02 pg.mL™ para Ridomil-Gold® y 3,91
ng.mL™ para Curzate®; para el bioinsumo de fique se obtuvo una ECs, de 8.912
ng.mL™? y una concentracién capaz de inhibir el crecimiento in vitro en 75.000
ug.mL?.  De acuerdo con los autores, los valores obtenidos indican que el
bioinsumo de fique afecta el crecimiento del patégeno y puede considerarse para

estudios en condiciones de campo abierto.

1.6 ESTUDIOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE JUGOS VEGETALES
TRATADOS TERMICAMENTE

La actividad antifangica de las fracciones de la pulpa y el jugo pasteurizado de
Aloe vera se ensayd sobre Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum vy
Colletotrichum coccodes aislados de un cultivo de papa. El jugo se traté a una
temperatura de 65°C durante 30 minutos. Los resultados mostraron que la pulpa
tuvo un efecto inhibitorio sobre F. oxysporum causando una reduccién del 53% del
crecimiento micelial a una concentraciéon de 10* uL L™ (mg mL™) evaluado en un
periodo de 168 horas. No hubo efecto sobre los otros patdogenos. El jugo
pasteurizado aplicado a una concentracion de 10° pL L™ afectd el crecimiento de
las colonias de los patégenos en un 28% después de 120 h en R. solani, 38% a
168 h para F. oxysporum y 22% a 168 h para C. coccodes (Jasso de Rodriguez et
al., 2005).

Pantoja y Latorre (2011) evaluaron la efectividad del jugo de fique pasteurizado
sobre la inhibicion del crecimiento de P. infestans, in vitro. Los resultados
mostraron que el jugo tratado térmicamente a 75°C por 4 minutos, presentd un

porcentaje de inhibiciébn del 97.9% en el crecimiento micelial, asi como una
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reduccion aceptable de la actividad enzimatica (10.6% para POD y 3.2% para
PPO), y concluyen que Phytophthora infestans es sensible frente al bioinsumo

tratado térmicamente.

1.7 LA MANCHA DE ASCOCHYTA, TIZON O ANUBLO DE LA ARVEJA

Es una enfermedad de gran importancia en todo el mundo, debido a que provoca
grandes pérdidas en arveja (Skoglund et al., 2011) reduciendo los rendimientos
entre un 20 y 50%, demeritando la calidad de la vaina y los granos. En Narifio se

considera una enfermedad endémica (Tamayo, 2000).

Se caracteriza por atacar todos los érganos aéreos de la planta y por el desarrollo
de manchas de color negro violaceo a marrébn y lesiones en los tallos,

hojas, zarcillos, y vainas (Skoglund et al., 2011).

En las hojas provoca lesiones circulares de 2 a 8 mm de color café claro con
anillos concéntricos de color oscuro (picnidios) en el centro de la hoja. En los
tallos las lesiones son de forma alargada, de color castafio claro con el centro
grishceo y puntuaciones oscuras donde se encuentran las estructuras
reproductivas del hongo. En vainas la enfermedad se manifiesta por manchas
redondeadas, de color café oscuro, deprimidas y con un borde mas oscuro algo
sobresaliente (Tamayo, 2000). Los dafios pueden verse en las figuras 2 y 3.
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Fig 2. Dafio producido por Ascochyta Fig 3. Dafo producido por
en vainas de arveja. Ascochyta en hojas de arveja.
Fuente: Esta investigacion

1.7.1 Historia. La enfermedad fue descubierta por primera vez en 1830 en Europa
por Libert, quien llamé al patdgeno Ascochyta pisi. La descripcion de otros hongos
que causaban sintomas similares fue realizada por Berkeley y Bloxam en 1861 y
por Jones en 1927. Fue este quien reportd que los aislamientos de A. pisi y
Mycosphaerella pinodes podian distinguirse por sus caracteristicas en cultivo
(Skoglund et al., 2011).

1.7.2 Taxonomia de los hongos causales de la enfermedad. La enfermedad es
provocada por un complejo de hongos Illamados Ascochyta pisi Lib.,
Mycosphaerella pinodes (Berk. & A. Bloxam) Vestergr. (ana. Ascochyta pinodes
L.K. Jones), y Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch
[sinbnimos Ascochyta pinodella L.K. Jones, y Phoma medicaginis var. pinodella
(L.K. Jones) Boerema]. Los tres microorganismos se parecen pero pertenecen a
especies distintas y es dificil distinguirlos basdndose solo en los sintomas
(Skoglund et al., 2011; Allard et al., 1993). En lo que sigue nos centraremos solo
en el estudio de A. pisi y M. pinodes, que son los que se han reportado como

importantes en la zona de estudio.
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Ascochyta pisi Lib., es la especie tipica del género Ascochyta. Chilvers et al.,
(2009) reportaron el descubrimiento del teleomorfo (estadio sexual) de Ascochyta
pisi, y lo clasificaron dentro del taxa Didymella, llamandolo Didymella pisi.

Didymella pinodes (Berk. & A. Bloxam) Petr., es el nombre taxonémicamente
correcto, para el estado sexual de Ascochyta pinodes. A pesar de ello, el nombre
mas reconocido por los fitopatdlogos es el sinbnimo Mycosphaerella pinodes.
Basados en datos moleculares, Dugan et al. (2007) mostraron que M. pinodes se
agrupaba dentro del taxa Didymella en lugar del taxa Mycosphaerella. Ellos
propusieron que D. pinodes, un sinbnimo de M. pinodes, sea el nombre aceptado.
El hongo, D. pinodes, ha sido clasificado recientemente como Peyronellaea
pinodes [Berk. & A. Bloxam] (Skoglund et al., 2011).

1.7.3 Identificacion de los hongos causales de la enfermedad mancha de
Ascochyta. Ascochyta pisi se distingue por formar picnidiosporos globosos
septados mediante deteccion por microscopio (INRA, 2011); sus esporas son
hialinas, rectas o levemente curvadas monoseptadas, ligeramente constrefiidas en
el septum, con bordes redondeados y un tamafio de 10-16 pm x 3-4,5 pum.
(Skoglund et al., 2011); Mycosphaerella pinodes se caracteriza por la presencia de
picniodosporos bicelulares con una pequefia constriccidn en el septum (INRA,
2011). Sus conidios son hialinos, ligeramente constrefiidas en el septum,
elipsoidales, y miden entre 8-16 pum x 3-4.5 um. Los picnidios son pequefios
puntos negros y miden entre 100 y 200 um en el caso de A. pisi y M. pinodes y de
200 a 300 pum para P. pinodella (Skoglund et al.,, 2011). Estos se pueden
observar en las figuras 4 y 5.

Sin embargo, estos valores son puramente referenciales, pues en estudio
realizado por Setti et al., (2011) se encontr6 que entre distintos tipos de
aislamientos de M. pinodes el rango de tamafio de los picnidios estuvo entre 145 x
143 pm hasta 280 x 265 um y los picnidiosporos variaron entre 11,5 x 2,3 um
hasta 22,5 x 6,3 um.
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En cultivos puros en medio artificial, es facil distinguir el micelio de A. pisi por su
color claro y abundantes esporas de color rosa anaranjado, mientras que para M.
pinodes el micelio es de color oscuro y aparece un exudado opaco de sus esporas
(Skoglund et al., 2011). Setti et al. (2011) afirman que la morfologia de diferentes
aislamientos de M. pinodes clasificados dentro del mismo grupo fueron diferentes

en sus caracteristicas morfoldgicas y culturales en medio artificial.

Fig 5. Esporas de Ascochyta
aisladas de cultivo in vitro
Fuente: Koike et al (2007) Fuente: Esta investigacion

Fig 4. Esporas de Ascochyta

Por lo anterior, la identificacion de los patégenos debe realizarse mediante una
combinacion de métodos que incluyen la correcta individualizacibn en campo, el
aislamiento adecuado en medio de cultivo artificial y la observacién microscopica

de sus érganos reproductivos.

1.7.4 Diferenciacion de los sintomas en campo de los hongos causales de la
enfermedad. Ascochyta pisi produce manchas foliares caracteristicas que son el
sintoma principal de la enfermedad (Tivoli et al., 2006). Varian en tamafio, de
color café claro, redondas, rodeadas por un una franjade color marrén
con manchas oscuras (picnidios) formando patrones anillados en el centro de la
hoja. Las lesiones pueden alargarse en presencia de agua libre. Las manchas que
aparecen por encima del primer nodo son ovales. Las semillas son atacadas sin

sintomas visibles en las vainas. Aunque es mas frecuente, la antracnosis causada
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por Ascochyta pisi causa menos dafio que la provocada por Mycosphaerella
pinodes (INRA, 2011).

Por otro lado, Mycosphaerella pinodes se desarrolla primero en el tallo (15 cm por
encima del cuello) en los nodos. Los sintomas foliares se ven como lesiones de
color marrén rayado de 5 mm de diametro, rodeada por un anillo clorético amarillo
que se vuelve de color marrén oscuro y que carecen de margenes distinguibles en
las hojas y se tornan en manchas rojizas con un centro un centro necrotico en las

vainas.

Esta especie es la mas agresiva y frecuente, llegando a causar hasta la

defoliacion temprana de la copa (INRA, 2000).

1.7.5 Transmisién de la enfermedad. A. pisi se transmite por las semillas
infectadas a las primeras hojas cuando germinan del suelo. Posteriormente el
hongo se extiende a través de los picnidiosporos. El ciclo completo de la

enfermedad puede verse en la figura 7.

Fig. 6. Ciclo de la enfermedad Ascochyta pisi.
Fuente: (Stichting Academisch Erfgoed n.d.)

M. pinodes persiste en los residuos de cosecha en el suelo y sobre las semillas.
Los brotes contaminados pueden morir en el suelo antes de la emergencia

(damping off). Durante la etapa vegetativa el hongo produce varios cuerpos
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infecciosos en los tejidos externos del hospedero: picnidiosporas, ascosporas,
clamidiosporas y micro esclerocios. Las ascosporas son la causa principal de la
infeccion secundaria, ya que inducen lesiones rayadas y pueden causar pérdidas
severas especialmente cuando se esparcen durante la emergencia y la post
floraciéon, lo cual afecta el rendimiento de la produccién (INRA, 2011; Tamayo,
2000).

Allard et al., (1993) observaron que la dispersion de distintas generaciones de
picnidiosporas en campo ocurria solo durante la temporada de lluvias debido a las
salpicaduras y era limitada, mientras que las ascosporas transportadas por el
viento tienen un mayor potencial de de transmision y dispersion secundaria de la

enfermedad.

1.7.6 Control de la enfermedad. EI desarrollo de la mancha de Ascochyta
requiere de condiciones ambientales especificas y su incidencia y severidad
varian con la zona geogréfica del cultivo (Allard et al., 1993) y la susceptibilidad
varietal (Cousin, 1997). Asimismo, existen estudios que revelan que la virulencia
de las distintas especies de los agentes causales varia ampliamente (Xue et al.,
1996; Zhang et al., 2003; Taylor and Ford, 2007; Setti et al., 2011).

Una estrategia de manejo de la enfermedad es introducir resistencia genética en el
material de siembra (Allard et al., 1993; Cousin, 1997), para lo cual se han
realizado muchos esfuerzos alrededor del mundo (Xue et al., 1996; Kraft et al.,
1998; Xue and Warkentin, 2001; Zhang et al., 2007; Beeck et al., 2008; Pacheco et
al., 2009; Pacheco et al., 2010; Timana et al., 2011). Sin embargo, la estabilidad
de la resistencia genética y la heredabilidad de la misma son factores que se
deben considerar asi como las otras variables agrondmicas, lo que hace este

desarrollo muy complejo.

El manejo integrado de la enfermedad incluye practicas como remover el material

y los residuos de cosecha de los lotes, para evitar la diseminacion de
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clamidiosporas de M. pinodes en el suelo; el utilizar semilla desinfectada para
prevenir los sintomas causados por A. pisi; evitar las cosechas en épocas de
lluvias pues las ascosporas se liberan facilmente en estas temporadas y
finalmente la aplicacion oportuna de fungicidas foliares como parte de un

programa de manejo integral del cultivo (Davidson and Kimber, 2007).

1.8 IMPORTANCIA DE LAS ENZIMAS PEROXIDASA (POD) Y POLIFENOL
OXIDASA (PPO) EN LOS PROCESOS DE PASTEURIZACION.

Las enzimas son proteinas complejas que producen un cambio quimico especifico
en otras sustancias, sin que exista un cambio en ellas mismas. Son catalizadores
extremadamente eficientes y muy especificamente vinculados a reacciones
particulares. A pesar de que aceleran la velocidad de las reacciones, no
incrementan la cantidad de producto formado (Wilbrahm and Matta, 1989).

Tanto la peroxidasa como la polifenoloxidasa catalizan la oxidaciéon de fenoles
propios de las células vegetales a quinonas, las cuales son altamente reactivas
con proteinas, acidos nucléicos, flavonoides y otras quinonas; estas reacciones
generan colores pardos (Baquero et al., 2005) que se observan en el jugo de fique

cuando se descompone.

El desarrollo de colores pardos es el indicador de actividad de POD y de PPO en
el jugo de fique, pero no se ha establecido claramente cual de las dos enzimas
ocasiona este efecto desagradable en el producto. Por lo tanto, el control de su
actividad mediante métodos fisicos como la pasteurizacion es un buen indicador

del proceso y centraremos el estudio a estas dos enzimas.

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son hemoproteinas (Carvalho et al., 2003; Duarte-
Véasquez et al., 2003), monomeéricas, glicosiladas y contienen un grupo prostético
heme (Polata et al., 2009) que caracteriza la oxidacion de una amplia variedad de

sustratos entre los que se encuentran fenoles (guayacol, p-cresol), aminas
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aromaticas (anilina, o-dianisidina) y algunos otros compuestos organicos en
presencia de peréxido de hidrégeno (Yemenicioglu et al.,, 1998). La ecuacién

estructural general de la reaccion con guayacol se observa en la figura 7.

Sustrato (guayacol) \

Complejo coloreado
(tetraguayacol)

Enzima
(peroxidasa)
Fig 7. Ecuacion estructural de lareaccion de la peroxidasa. Fuente: Schmidt
and Pennacchiotti, 2001

Las POD estan ampliamente distribuidas en las plantas y juegan un importante
papel en numerosos procesos fisiolégicos como el control de crecimiento y
diferenciacion celular, la polimerizacién de alcoholes a lignina y reacciones de
detoxificacion de H,O, (Estrada et al., 2000). Ademas es responsable de las
propiedades mecanicas de las paredes celualres durante la extension, adhesion

de células y resistencia a enfermedades (Tijskens et al., 1997).

Se consideran de gran importancia en la industria de productos vegetales debido a
gue las reacciones que cataliza producen sabores y colores desagradables en los

productos crudos antes del procesado térmico (Lopez et al., 1994).

Al contrario de otras enzimas que son inactivadas completamente por el calor, la
POD permanece activa después del tratamiento térmico. Por ello, la actividad de
esta enzima en muchas industrias es utilizada como indicador de la eficiencia del
proceso y para monitorear la estabilidad del producto procesado (Machado and
Saraiva, 2002; Luiz et al., 2007).
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La alta estabilidad térmica de la POD puede verse como una ventaja o un
problema. Por un lado, provee un margen natural de seguridad en el cual, si la
enzima es inactivada, puede suponerse razonablemente que otras enzimas
relacionadas con el deterioro de calidad de los zumos vegetales también han sido
inactivadas. De otro lado, la confianza sobre la POD como indicador puede llevar a
un excesivo tratamiento térmico del producto y causar otros problemas (Anthon
and Barrett, 2002; Serrano-Martinez et al., 2008).

La inactivacién térmica de POD generalmente ocurre en estado bifasico debido a
la presencia de isoenzimas con diferentes estabilidades térmicas; la estabilidad de
diferentes isoenzimas varia con la proporcion del donador de sustrato y de
hidrogeno; los donantes de hidrégeno mas utilizados son guayacol, pyrogallol y o-

dianisidina (Soysal and Soylemez, 2005).

La polifenoloxidasa (PPO) es una oxido reductasa que contiene cobre y cataliza
dos reacciones distintas que involucran compuestos fendlicos y oxigeno
molecular: (a) la o-hidroxilacion de monofenoles a difenoles o actividad cresolasa
(monophenol, mono oxigenase; EC 1.14.18.1) y (b) la posterior oxidacion de o-
difenoles a o-quinonas o actividad catecolasa (difenol oxigeno 6xidoreductasa; EC
1.10.3.1), lo que conduce a la formacién de complejos de color pardo (Gawlik-Dziki
et al., 2008; Polaina and MacCabe, 2007; Dalmadi et al., 2006).

Se encuentra ampliamente distribuida en la escala filogenética, encontrandose
tanto en organismos procariotas como eucariotas y en el reino vegetal, siendo
detectada en algas, bridfitas, pteridéfitas, gimnospermas y angiospermas (Mayer,
2006).

Esta enzima es responsable de las reacciones de pardeamiento enzimatico que

ocurren durante el almacenamiento, manipulacién y procesamiento de frutas y

hortalizas (Gasull y Becerra, 2006).
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La descripcion grafica de su reaccidon se puede apreciar en la figura 8.

OH 1 Ivphenclomxidase 0
- polypleTo

+
z Oz -

+ H,0

OH o

Catechol 0~ UinoTe
Fig 8. Ecuacion estructural de la reaccion de la polifenoloxidasa
Fuente: Koning, 1994.

Fig 9. Reacciones de (a) hidroxilacion y (b) oxidacién catalizadas por PPO.
Fuente: Queiroz et al., 2008

Su actividad es de una significativa importancia econémica, particularmente en
frutas y vegetales (Silva and Gibbs, 2004) por las pérdidas que ocasiona. Se ha
podido identificar y caracterizar usando hojas y frutos de numerosas especies
vegetales como fuente enzimatica. Los niveles de la enzima varian dependiendo

de la especie, cultivo, estado de maduracion y estado fenologico (Mayer, 2006).

La actividad de la enzima PPO y el control del pardeamiento que produce, pueden
controlarse por calentamiento (Guerrero et al., 2005), utilizando métodos quimicos
(agentes antioxidantes) y otros tratamientos fisicos como la presurizaciéon
(Dalmadi et al., 2006).
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1.9 TEMPERATURAS DE INACTIVACION DE LAS ENZIMAS PEROXIDASA Y
POLIFENOLOXIDASA

En general, la exposiciéon de PPO y POD a temperaturas entre 70-90°C destruye
su actividad catalitica, pero el tiempo necesario para inactivaciéon depende del
producto (Queiroz et al., 2008; Anthon y Barrett, 2002).

En su estudio sobre cinética e inactivacion de peroxidasa de zanahoria var.
Chantenay, Soysal y Soylemez (2005) reportaron la presencia de dos fracciones
de POD, una termolabil y una termo resistente. El tratamiento térmico se llevé a
cabo en un rango de temperaturas entre 35 — 75 °C. Se encontro en el estudio
que el tratamiento térmico a 75 °C durante 10 minutos inhibié la actividad de la

enzima.

La reactivacion de POD en brécoli se estudié en un capilar de 200 yL y con una
concentracion de enzima tal que produjera una tasa de reaccion constante durante
2 minutos con la POD utilizando guayacol como sustrato. El tratamiento térmico
se realizd a temperaturas entre 50 y 80 °C en un bafio de agua y de 80 a 100 °C
en un bafo de aceite. Se concluy6 que la reactivaciéon de POD fue variable para

cada tipo de isoenzima estudiada (Thongsook y Barrett, 2005).

En hojas de menta, Rudra et al., (2008), mostraron que todas las temperaturas

utilizadas (70 — 100 °C) lograban una completa inactivacion de la enzima.

La inactivacién térmica de PPO de uvas fue ensayada a diferentes temperaturas
en el rango entre 25°C y 90°C durante 10 min. EIl calentamiento durante diez
minutos a 60°C redujo la actividad enzimatica en extracto de uvas Victoria al 50%.
La enzima fue inactivada casi por completo a 70°C después de 10 minutos de
tratamiento térmico (Rapeanu et al., 2006).
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En la investigacion sobre estabilidad térmica de PPO de taro y papa, Duangmal y
Owusu Apenten, (1999) concluyeron que al calentar el extracto a 70°C durante 10
minutos se inactivo completamente la enzima en ambos productos. Los autores
atribuyeron esta considerable caida en la actividad de PPO a alta temperatura, a

los cambios en la estructura terciaria de la enzima.

También se ha estudiado la inactivacion térmica de PPO en habichuelas, y como
resultado se encontré6 que mas del 95% de la PPO fue inactivada cuando se

trataron térmicamente a 95°C por 5 min (Guo et al., 2009).

Morales- Blancas et al., (2002) utilizaron temperaturas entre 70 y 95°C durante
tiempos de exposicion entre 15 y 600 s (10 minutos) para inactivar la POD en
brocoli, esparrago y zanahoria; Thongsook y Barrett, (2005) manejaron
temperaturas entre 50 y 100 °C durante tiempos de 0 a 10 minutos en brdcoli;
Anthon and Barrett, (2002) trabajaron temperaturas entre 60 y 85°C durante 0 a 15
min para inactivar ambas enzimas en zanahorias y papas; Ndiaye et al., (2009)
trabajaron con temperaturas de 94 + 1°C durante 0, 1, 3, 5 y 7 min para inactivar

PPO en mango.

Para la misma enzima, Duangmal y Owusu-Apenten, (1999) incubaron las
soluciones enzimaticas de taro y papa en tubos Eppendorf a varias temperaturas
en bafo de agua (30, 40, 50, 60, 70°C) por 10 min. Chutintrasri y Noomhorm,
estudiaron la inactivacion térmica de PPO de pifia y encontraron que la actividad
residual de la enzima fue 7% después de 5 min a 85°C y 1,2% después de 5 min a
90°C. Se observé el mismo perfil en uva Napoledn, al tratar térmicamente durante
5 minutos a temperaturas entre 30 y 100°C. De 70 a 80°C, 20% de la actividad se

mantuvo y a 100°C, se lleg6 a la inactivacion total.

Chutintrasri y Noomhorm, (2005) estudiaron la inactivacion térmica de PPO de
pifia, y encontraron que la desnaturalizacion de la enzima se incrementaba

rapidamente por encima de los 75°C. La actividad residual fue de 7% luego de 5
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min a 85°C y 1.2% después de 5 min a 90°C. El mismo comportamiento se
observé en uva Napoledn cuando la enzima PPO se calentd durante 5 min a
temperaturas entre 30 y 100°C. De 70 a 80°C, 20% de actividad permanecié y a
100°C, se alcanzé total inactivacion (Nufiez-Delicado et al., 2007). En uva
Victoria, la inactivacion total de la PPO, se reportd luego de 10 min a 70°C
(Rapeanu et al., 2006). Valderrama et al. (2001) obtuvieron inactivacion total de

PPO de manzana después de 10 min de tratamiento a 75°C.

Jasso de Rodriguez et al., (2005) trataron el jugo de Aloe vera durante 30 minutos
a 65°C para probar su eficacia como bioinsumo, pero no reportan medida de
actividad enzimatica en el mismo; Pantoja y Latorre (2011) afirman que el jugo de
figue tratado durante 4 minutos a 75°C inhibi6 el crecimiento micelial de
Phytophthora infestans, in vitro y que la actividad enzimatica del jugo disminuyé

satisfactoriamente en estas condiciones.

1.10 MEDICION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE POD Y PPO

Algunos sustratos y productos de las reacciones enzimaticas tienen una
absorbancia en la region visible o UV del espectro. Debido a ello, los
procedimientos espectrofotométricos son los escogidos para mediciones de una
amplia variedad de actividades enzimaticas (Roe, 2001), entre las que se cuentan
la POD y la PPO.

Luego de mezclar los reactivos, se miden continuamente los cambios en las
caracteristicas del sustrato o del producto, a través de un sistema de registro que
muestre la curva de progreso de la reaccion (Roe, 2001).

Es importante controlar la temperatura, el pH y la fuerza iénica de la reaccion ya
que estas variables pueden afectar el ensayo enzimatico. Por lo tanto, la reaccién
debe llevarse a cabo en un recipiente termostatado y la temperatura debe siempre

especificarse. El pH de la mezcla de reaccién debe estar en un sistema
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tamponado compatible con la molécula reactiva, y en una concentracion del buffer
que permita amortiguar los cambios en el pH que surjan durante la reaccion (Roe,
2001).

Es conveniente preparar los sustratos en soluciones buffer que tienen un pH
cercano al 6ptimo para cada enzima (6 a 7 en el caso de POD y PPO) y a
temperatura de 4°C (Thongsook y Barrett, 2005) para controlar la actividad previa

a la medicion.

La concentracion de las soluciones tampoén es un factor importante para evitar la
desnaturalizacion de la proteina durante el ensayo. Las mas utilizadas varian
entre 0,1y 0,2 M (Roe, 2001).

Para POD el sustrato mas utilizado es guayacol en presencia de perdxido de
hidrogeno, a una temperatura de 25°C (Zhong et al., 2007; Rodrigo et al., 1996;
Halpin et al.,, 1989; Sessa y Anderson, 1981). La actividad enzimatica de la
peroxidasa se cuantifica normalmente como el incremento de la absorbancia
(AAbs) a 470 nm, medido durante intervalos de tiempo variables. Su actividad se
define como el cambio de 0,001 unidades de absorbancia por minuto, sobre la

region lineal de la curva (Gongalves et al., 2009; Mdluli, 2005).

En PPO la actividad se mide usualmente por el incremento en la absorbancia
(AADbs) a 420 nm a temperatura de 25°C utilizando como sustrato catecol (Ndiaye
et al., 2009; Gawlik-Dziki et al., 2007; Duangmal y Owusu Apenten, 1999). La
unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que provoca
un cambio de absorbancia de 0,001 unidades por minuto. La tasa inicial se
calcula a partir de la pendiente de la parte inicial de la curva absorbancia-tiempo
(Guo et al., 2009; Mdluli, 2005).
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2. DISENO METODOLOGICO

2.1 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA

A continuacién se muestra el diagrama de flujo que resume la metodologia

utilizada durante el desarrollo del proyecto

Obtencidén de jugo Tratamientos de Medl.u.on de
. o actividad
de fique pasteurizacion .
enzimatica
. Cuantificacion de Actividad
Medicion de . o .
o s sapogeninas en el enzimatica residual
actividad bioldgica . , o
jugo pasteurizado menor al 10%

Fig. 10. Diagrama de flujo de la metodologia

2.2 OBTENCION DEL JUGO DE FIQUE.

El jugo de figue se extrajo a partir de pencas de variedad Negra Comun
procedentes del municipio de El Tambo (Narifio). Las pencas fueron lavadas y
desinfectadas con solucion 50 ppm de hipoclorito de sodio antes de ser
procesadas. Posteriormente se extrajo el jugo en el equipo de extraccion (trapiche)
mostrado en la figura 11 en la Planta Piloto de la Facultad de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad de Narifio. Una vez obtenido, el jugo se filtré en
tamices malla 300 y se almacend en congelacion (-23°C) con el propdsito de evitar

su degradacion.
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Fig 11. Equipo utilizado para la extraccion de jugo de fique.

2.3 METODOLOGIA PARA LA APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS
TERMICOS

Se trabajo la metodologia desarrollada por Anthon y Barrett (2002), que consiste
en colocar el jugo en tubos capilares de vidrio (Longitud 75 + 1,5 mm; diametro
interno 1,1-1,2 mm; diametro externo 1,4 -1,6 mm; espesor de paredes 0,2 + 0,02
mm; capacidad volumétrica 75-80 pL); se utilizaron tubos microhematocrito que
cumplen con las condiciones dadas. Esto permite minimizar el tiempo de subida
(Come up time o CUT por sus siglas en inglés), y de proceso, para evitar la

degradacion de los compuestos de interés (Fellows, 1994).

Los tubos capilares se colocaron en un bafio termostatado (Eyela OSB 2000) con
precision de 0,1°C. Debido a la imposibilidad de medir la temperatura del jugo
dentro de los tubos, se tomd como referencia un tiempo de subida de 10 segundos
(Anthon y Barrett, 2002) para considerar que el jugo se encontraba a la misma
temperatura del bafio. Asi, el tiempo de tratamiento necesario se comenzé a

medir luego de los 10 segundos de inmersion.
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Las muestras una vez calentadas por el tiempo especificado, se transfirieron
inmediatamente a un bafio de agua-hielo a temperatura de 2°C con el fin de
someterlas a un brusco choque térmico (Thongsook y Barrett, 2005).

Estas muestras se analizaron inmediatamente para medir la actividad enzimatica

residual.

2.3.1 Tiempos y temperaturas usadas. Las condiciones de los tratamientos
térmicos se tomaron con base en estudios realizados previamente por diferentes
autores para inactivar las enzimas POD y PPO, en otros productos vegetales

debido a la casi inexistente informacion en jugo de fique.

Se trabajo a temperaturas entre 70 y 80°C durante tiempos variables de 1 a 6
minutos de tratamiento, para lograr una disminucion en la actividad residual de las
enzimas equivalente al 10% de su actividad inicial, parametro aceptado
universalmente como de un tratamiento de pasteurizacion correcto (Osorio et al.,
2008).

2.3.2 Disefio experimental. Se aplicd un disefio experimental factorial multinivel,
con 2 factores experimentales (tiempo y temperatura), con tres bloques
experimentales, 2 variables de respuesta (Actividad de POD y PPO) y 60 corridas
experimentales. En la tabla 3 se aprecia el resumen de los tratamientos

realizados. El orden de los experimentos fue totalmente aleatorizado.

Tabla 3. Resumen del Disefio Experimental Factorial Multinivel para los

Tratamientos Térmicos

Factores Bajo Alto Niveles Unidades
Temperatura 70 80 5 °C
Tiempo 1 6 4 min
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2.4 PROTOCOLOS DE EXTRACCION ENZIMATICA
La obtencion del extracto enzimatico se llevo a cabo siguiendo el procedimiento de
Gonzales et. al., (2000), con algunas modificaciones.

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 5000 rpm por 15 minutos a 4°C. El

sobrenadante se utiliz6 como extracto enzimatico.

Polifenol Oxidasa: El jugo se centrifugé a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C; se
recogieron 25 g de precipitado el cual se reconstituydé en 75 mL de buffer fosfato
0,05M pH 6,5 con PVPP al 2% y Tritbn X-100 al 1,5% respecto al buffer y se
centrifugd a 8000 rpm por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante recolectado se

utilizé como extracto enzimatico.

Las centrifugaciones se llevaron a cabo en una centrifuga refrigerada Thermo IEC

Multi RF, que se muestra en la figura 13.

Fig 12. Centrifuga refrigerada.

En la figura 13 se muestra el aspecto del extracto enzimatico luego de la

centrifugacion.
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Fig 13. Extracto enzimatico.

2.5 MEDICION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA RESIDUAL

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 0,1 M pH 6,5, al cual se afiadieron 0,1 mL
de guayacol al 98% vy 0,1 mL de H,0, al 30%. De esta solucién sustrato se tomé

3,48 mL y se mezclo con 120 pL de extracto.

En PPO la actividad se determind siguiendo la metodologia propuesta por
Gonzalez et al., (2000) consistente en 2,7 mL de soluciéon 0,1 M de catecol en

buffer fosfato de sodio 0,2 M; pH 6,5 con 0,3 mL de extracto enzimético.

La actividad enzimatica se determin6 como el cambio de absorbancia por min
(AAbs/min) bajo las condiciones de ensayo a 25°C, a longitudes de onda de 470
nm para POD y 420 nm para PPO; para ambas enzimas se utilizé6 como blanco el
buffer de reaccion (sin extracto enzimético). El aumento de absorbancia se midié
en un espectrofotdometro Genesys 10 UV — VIS con escaneo de 6 celdas, acoplado
a un computador con ayuda del software Thermo Vision Lite, mostrado en la figura
14.
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Fig 14. Espectrofotometro utilizado en la medicién de actividad enzimatica.

La actividad de cada enzima se calcul6 sobre la base de la pendiente de la porcion
lineal de la curva de AAbs/min. En la mayoria de las reacciones enzimaticas que
se llevan a cabo in vitro, la concentracidbn de enzima es mucho menor que la
concentracion de los sustratos, debido a la alta actividad catalitica de las enzimas.
Por lo tanto, con el progreso de la reacciéon enzimatica su velocidad disminuye
gradualmente debido al agotamiento del sustrato; por eso, siempre es necesario
determinar una tasa inicial de reaccion, que es igual a la linea tangente a la curva
de avance de la reaccion a tiempo cero o velocidad inicial vo (Leskovac 2004),

como se muestra en la figura 15.

[F]

Tasa
inicial de |
reaccion

0 Eirre:

Fig 15. Calculo de la Actividad enzimatica.

Fuente: Gonzalez-Maras (2011)
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Una unidad de actividad de enzimatica se defini6 como el incremento de 0,001 en
la absorbancia por minuto por mililitro de extracto enzimatico [AA min™* (ml de
extracto)?]. La actividad residual de cada enzima se expresé como la razén
porcentual entre la muestra tratada y la muestra sin tratamiento (Ndiaye et al.,

2009), de acuerdo con la ecuacion 1.

% AR = (A/Ag)*100
Ec 1. Calculo de la Actividad enzimética residual
Donde
A = actividad enzimética después del tratamiento térmico (Abs/min) y
Ao = actividad enzimatica antes del tratamiento térmico (Abs/min)

%AR = Porcentaje de Actividad residual de cada enzima

2.5.1 Medicién de Actividad Enzimética y Actividad Enzimatica Especifica de
Peroxidasa (POD) y Polifenoloxidasa (PPO). Para verificar la importancia
relativa de cada enzima sobre el pardeamiento del jugo de fique, se midi6 la
actividad de cada enzima, y se calcul6 su actividad especifica de acuerdo con la
ecuacion 2, propuesta por Ndiaye et al. (2009).

AAbs
min * (mL de extracto enzimatico)

Actividad Enzimatica Especifica =

Ec. 2. Calculo de Actividad enzimatica especifica

2.5.2 Medicion de Actividad Enzimatica Residual de Peroxidasa (POD) y
Polifenoloxidasa (PPO) en el jugo tratado térmicamente. Se calcul6 el valor
promedio de Actividad Inicial (AQ) de las respectivas enzimas el cual se utilizé para
el célculo de las actividades residuales para cada tratamiento térmico aplicado,

mediante la ecuacion 1. Los resultados se consignan en la tabla A3 (Anexo).

Los resultados sirven para deducir qué tratamiento térmico debera aplicarse con el
fin de reducir hasta cerca de un 10% la actividad enzimatica residual de cada

enzima.
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2.6 MEDICION DE LOS CONTENIDOS DE SAPOGENINAS EN EL JUGO DE
FIQUE POR HPLC

Se utiliz6 la metodologia propuesta por Rojas et al., (2010) con algunas
modificaciones. La medicion de contenidos de Sapogeninas se realiz6 en el jugo
de fique sin tratar y en el tratado para verificar si hubo disminucion en su

contenido.

2.6.1 Hidrélisis. El jugo tratado térmicamente se combind con 15 mL de HCI
concentrado, se sometid a reflujo durante 1 a 4 horas hasta la aparicion de un
precipitado marron. Se dejé decantar por 1 hora y se elimindé parte del
sobrenadante hasta obtener unos 60 mL. Las sapogeninas se extrajeron con 30
mL de cloroformo, repitiendo 3 veces la extraccion; luego se evaporé la fraccion de
cloroformo. El residuo fue el crudo de sapogeninas.

2.6.2 Purificacién. El crudo de sapogeninas se disolvié en acetonitrilo caliente y
se sometid a ultrasonido por 10 minutos, se adicion6 carbdn activado y se filtro al
vacio para eliminar los colorantes. Luego se evaporé el filtrado y el residuo
(cristalizado de sapogeninas) se disolvié en 5 mL de acetonitrilo con aplicacion de

15 minutos de ultrasonido para garantizar la solubilidad total.

Esta solucion se purificd mediante SPE C18 para eliminar contaminantes y se filtro
con acrodisk de HVHP 0,45um para luego inyectar al equipo HPLC-PDA
(Cromatografo Breeze 2 Waters con bomba binaria 1525 y Detector PDA 2998
operado con el software Empower 2,0 (Waters, USA)).

2.6.3 Método de mediciéon. Una vez escogido el tratamiento de pasteurizacidon se

dispuso a probar si el jugo asi tratado sufria alguna modificacion en su contenido
de sapogeninas, especificamente de hecogenina.
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Se utilizé una columna analitica Spherisorb® 5um C8 4,6x100mm; 5 um id. Como
fase movil se utilizé Acetonitrilo:Agua (60:40) con una tasa de flujo de 0,75
mL/min. La deteccion se hizo a longitudes de onda de 235 nm y 203 nm. La
inyeccion fué de 20uL loop a 30°C. Como disolvente se utilizé Acetonitrilo. La
comparacion se realizé con estandar de Hecogenina Sigma 90% (10, 20, 40, 60 y
100 ppm).

Se hicieron dos pruebas utilizando como solvente metanol (Muestra 1) y

acetonitrilo (Muestra 2), acorde con lo recomendado por Kite et al., (2007).

2.7 MEDICION DE LA ACCION INHIBITORIA DEL JUGO DE FIQUE IN VITRO Y
DISENO EXPERIMENTAL

2.7.1 Aislamiento de Ascochyta pisi y Mycosphaerella pinodes. Los hongos
se aislaron a partir de hojas y vainas de plantas de arveja afectadas en épocas
cercanas a la senescencia. El material obtenido en campo se transporté en
camara humeda consistente en papel secante hiumedo y en bolsas de papel
aluminio; en el laboratorio se lavé con agua destilada y se corté en trozos de
aproximadamente 5 mm. Posteriormente se desinfectd con solucién de hipoclorito
de sodio al 2% durante 30 minutos y se lavdé nuevamente con agua destilada
(Jasso de Rodriguez et al., 2005).

Los aislamientos fueron transferidos asépticamente a cajas Petri con medio PDA
suplementado con rifampicina 100 ppm e incubados a la oscuridad durante 7 a 10
dias (Zhang et al., 2003; Zhang et al., 2007).

Una vez confirmada la identidad de los aislamientos, se procedié a realizar las

pruebas correspondientes de sensibilidad in vitro del patdégeno al bioinsumo.

2.7.2 Medicion de la accion inhibitoria del jugo de fique tratado térmicamente

sobre el complejo Ascochyta. Se utilizé la metodologia propuesta por Shattock
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et al., (1990); Deahl y Delmuth, (1993) y Alvarez et al., (2011). El medio de cultivo
conteniendo 20 mL de agar PDA se enmendoé con el jugo tratado. Posteriormente
se sembrd en su superficie un disco de 5 mm de micelio fresco en el centro de
cada placa petri. Se midi6 el diametro del crecimiento micelial del hongo en un

periodo de 8 dias después de la siembra incubadas en oscuridad.

2.7.3 Evaluacion in vitro de la actividad del bioinsumo de fique sobre el
complejo Ascochyta. Inicialmente, fue necesario establecer el periodo adecuado
para realizar las tratamientos. Durante 8 dias se evalud el crecimiento del
patdogeno en diversas concentraciones del jugo de fique pasteurizado (10.000,

1.000, 100 y 10 mg de jugo/Litro) y el control negativo (0).

El porcentaje de crecimiento se compard contra el control negativo utilizando la

ecuacion 3.
%d imiento = M 100%
0 de crecumiento = CMCi X 0
Ec 3. Medicion del porcentaje de crecimiento micelial
Donde

CMCi = Crecimiento micelial del control negativo el dia i
CMJF = Crecimiento micelial del medio enmendado con jugo de fique el dia i

La actividad anti fangica se evalué midiendo el area de la zona de crecimiento
micelial alrededor del disco. Para la medicion de diametros se utilizé el software
Image J (Rasband, 2004).

2.7.4 Disefio experimental. Para el analisis de los datos se utilizé un disefio
irrestrictamente al azar (DIA) con cuatro repeticiones en donde se trabajé con
concentraciones de 0; 10, 100, 1000 y 10000 mg de jugo tratado

térmicamente/Litro de solucion. Los valores de las dosis de trabajo fueron tomadas
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de los ensayos previos realizados en Phytophthora infestans (Alvarez et al., 2010;
Pantoja y Latorre, 2010), asi como de extractos de saponinas de otras plantas
(Chapagain et al., 2007).

El factor experimental a estudiar fue la concentracion de jugo de fique y la variable
de respuesta fue el porcentaje de crecimiento del hongo, calculado de acuerdo
con la ecuacion 2. La unidad experimental se definié como la caja petri sobre la
cual se llevo a cabo la medicion del area de crecimiento micelial. Se realizaron 5

repeticiones en distintos periodos de tiempo.

Para verificar el efecto del jugo pasteurizado sobre el patdgeno, se tomé lecturas
diariamente durante 8 dias, para determinar el dia de mayor crecimiento del

control negativo (0) y se hicieron 4 repeticiones para cada dia.

Hecho esto, se procedié a comparar el efecto del bioinsumo con una fungicida
comercial. Como control positivo se utiliz6 Benomyl a dos dosis recomendadas de
0,59g/Ly 1,0 g/L (Chapagain et al., 2007).

Los datos obtenidos se analizaron mediante un ANAVA y prueba de comparacion
de medias de Tukey a un nivel de significancia del 0,05 mediante el programa

estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2010).

2.7.5 Prueba de patogenicidad. Se realiz6 acorde con la metodologia propuesta
por Marulanda et al., (2007) modificada, conocido como método de la herida. La

unidad experimental se tomé como cada una de las vainas tratadas.

Vainas sanas, variedad Santa Isabel, recolectadas en cultivos comerciales, se
lavaron y desinfectaron utilizando Hipoclorito de Sodio (0,5%) y luego enjuagadas
con agua destilada y secas (Bernstein et al., 1995). Posteriormente se realizaron
cortes en forma de X con un bisturi, previamente esterilizado, en la superficie de

las vainas.
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El bioinsumo de fique pasteurizado en dosis de 100, 150, 225, 325,450, 600, 775,
975 y 1000 (jugo puro) mL jugo/L de solucién y el fungicida comercial (Benomyl) a
concentraciéon de Q1 = 1,0 g L™ se aplicaron sobre la herida con la ayuda de un
pincel. Sobre la vaina tratada se coloc6 un fragmento de medio PDA conteniendo
micelio activo (diametro 5 mm). Las vainas asi inoculadas se almacenaron en
camara himeda para realizar la evaluacion durante 8 dias; todas las pruebas se

realizaron por cuadruplicado.
En la figura 16 se aprecia la secuencia de la metodologia aplicada.

Fig. 16. Desarrollo de la metodologia de la herida para prueba de

patogenicidad

Paso 1. Realizar un corte Paso 2. Preparar las
en forma de X sobre la diluciones de jugo de fique
vaina a utilizar
Paso 3. Aplicar el jugo Paso 4. Colocar el trozo de

sobre la herida de las micelio activo sobre la
vainas herida

Fuente: Esta investigacion

Las dosis aplicadas se seleccionaron teniendo en cuenta que la aplicacion del

bioinsumo directamente sobre las vainas seria menos efectiva que las pruebas in
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vitro, de acuerdo con los resultados reportados anteriormente por Alvarez et al.
(2010).

Para cuantificar la severidad de la infeccion, se utilizé la escala propuesta por
Pacheco et al. (2011), con niveles de 0 a 9, donde 0 es ausencia de lesiones
visibles; 1=1%, 3=5%, 5=15%, 7=25% y 9=50% 0 mas del area de vaina afectada,

medida con el software Image J.

2.7.6 Determinacién de la concentraciéon efectiva cincuenta (ECsp). Este valor
se calcul6é determinando la concentracion de jugo de fique capaz de inhibir el 50%
del crecimiento radial, mediante analisis de regresion lineal (Chapagain et al.,
2007).

2.7.7 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC). La MIC
para todos los experimentos se determiné como la minima concentracion del jugo
que evitd el crecimiento del hongo, y se evalud visualmente (Verastegui et al.,
2008; Sanchez et al., 2005).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 OBTENCION DEL JUGO DE FIQUE

El jugo de fique se extrajo a partir de pencas de fique de la variedad negra

comun; posteriormente fue clarificado con los siguientes resultados:

Tabla 4. Rendimiento de jugo de fique

ACTIVIDAD RESULTADO
Peso de las pencas (KQ) 20,6
Peso del bagazo (KQ) 11,2
Peso Jugo fresco extraido (Kg) 8,8
Jugo fresco (%) 42,72
Peso Jugo clarificado (KQ) 6,977
pH 4.5

La tabla 4 muestra que el contenido de jugo extraido corresponde al 42,72% del
peso total de las pencas; este rendimiento es menor al reportado del 50%
(Cadefigue, 2006). Esto se explica por el disefio del equipo de extraccion, que es
diferente al de la maquina desfibradora utilizada en campo. Mientras que el
equipo de desfibrado trabaja con agujas que desgarran las hojas, el equipo

utilizado trabaja con masas o rodillos, que extraen el jugo por presion.

Una vez clarificado, el rendimiento total de jugo fue de 33,86% con respecto al
peso total de las hojas. Esta fue la muestra que se utilizé para todas las pruebas
con el fin de evitar la variacion en los resultados. El pH medido indica que se trata

de un producto medianamente acido.

3.2 MEDICION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PEROXIDASA (POD) Y
POLIFENOLOXIDASA (PPO)

Se midié la actividad del extracto enzimatico crudo, que sirvio como Testigo
Absoluto para calcular la actividad enzimatica residual posterior a la aplicacion de

los tratamientos térmicos.
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3.2.1 Medicion de Actividad Enzimatica del Testigo (jugo sin tratamiento). En
la grafica 1 se muestran las curvas de avance para la medicion de actividad
enzimatica del testigo de POD a 470 nm y de PPO a 420 nm. Claramente se nota
que la actividad de POD es mucho mayor que la de PPO, por lo que de inmediato
se infiere que los problemas de pardeamiento que sufre el jugo de fique pueden
atribuirse a la accion de la enzima peroxidasa, que se encuentra mucho mas

activa que polifenoloxidasa en el jugo.

El calculo cinético se realizé en los primeros 4 minutos, que corresponde al 10%
del tiempo total de reaccidn; los resultados de los valores promedio aparecen en la
tabla 5.

El valor del coeficiente de correlacion indica que la linealidad de la curva en el
rango de trabajo es adecuada y puede considerarse esta como la velocidad inicial
de la reaccion. Puede apreciarse en la grafica 1.

Grafica 1. Curvas de avance de las reacciones enziméticas del jugo sin

tratamiento

PATRON POD 3 01JULIO.dti Cubeta 3 Patron PPO 1.dtiCubeta 3 PATRON PPO 2.dti Cubeta 4

Referencia 01 AGOSTO.dti Cubeta 5

PATRON POD 21JULIO.dti Cubeta 1

Peroxidasa (POD) Polifenoloxidasa (PPO)

Tabla 5. Célculo de la actividad enzimatica patron

Curva Coef. de Correlacion  Pendiente (dA/min)
Patron POD 0,99741 0,2553
Patrén PPO 0,9992 0,0346
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3.2.2 Medicién de Actividad Enzimética y Actividad Enzimatica Especifica de
Peroxidasa (POD) y Polifenoloxidasa (PPO). Los datos se reportan en las tablas

Aly A2 respectivamente, mostradas en los anexos.

A partir de los datos de la tabla 5, se deduce claramente que la actividad
enzimética de POD es mas alta que la de PPO en el jugo, lo que lleva a teorizar
que el pardeamiento puede estar influenciado principalmente por la POD, por lo
cual su inactivacion es mas importante en el proceso térmico que la inactivacion
de PPO.

Para corroborar esta hipotesis, se muestra en las graficas 2 y 3 las curvas de
avance de la reaccidn enzimatica para cada enzima, donde se aprecia la

diferencia entre las curvas.

Gréfica 2. Curvas de avance de la reaccion enzimatica de POD

A
14
12
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0 +
0 10 20 30 40
min
—— ST POD.dti Cubeta 1 —— 70-2.4POD.dti Cubeta 3
—— 70-4.2 POD.dti Cubeta 4 —— 70-6 POD.dti Cubeta 5
72.5-1 POD.dti Cubeta 1 72.5-2.4 POD.dti Cubeta 2
72.5-4.2 POD.dti Cubeta 3 —— 72.5-6 POD.dti Cubeta 4
75-1 POD.dti Cubeta 1 75-2.4 POD.dti Cubeta 2
75-4.2 POD.dti Cubeta 3 75-6 POD.dti Cubeta 4
77.5-1 POD.dti Cubeta 1 —— 77.5-2.41 POD.dti Cubeta 1
77.5-4.2 POD.dti Cubeta 3 77.5-6 POD.dti Cubeta 4
—— 80-1POD.dti Cubeta 2 80-2.4 POD.dti Cubeta 3
80-4.2 POD.dti Cubeta 4 80-6 POD.dti Cubeta 5
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Gréfica 3. Curvas de avance de la reaccion enzimatica de PPO

AR 3 N T

—— p70-1.dti Cubeta?2 —— p752.dti Cubeta?2 p77 2.dti Cubeta 3

—— p774.dti Cubetab p77 3.dti Cubeta 4 p77 1.dti Cubeta 2
p80 1.dti Cubeta 2 —— p753.dti Cubeta3 p 80 4.dti Cubeta 5
p80 3.dti Cubeta 4 p70-2.dti Cubeta 3 p70-3.dti Cubeta 4
p70-4.dti Cubeta 5 —— p751dti Cubetal p72 2.dti Cubeta 3
p72 3.dti Cubeta 4 —— p724.dti Cubetab p75 4.dti Cubeta 4
p80 2.dti Cubeta 3

Mientras las curvas de los estdndares de peroxidasa alcanzan valores de
absorbancia cercanos a 1,4 las curvas respectivas de polifenoloxidasa solo llegan
a 0,6. Todo ello indica que la actividad de POD es mucho mayor que la de PPO,

por lo cual la enzima a inactivar sera indudablemente la primera.

También es evidente que todas las curvas correspondientes a los tratamientos
térmicos tienen pendientes iniciales (a t=0) menores que aquellas de los testigos
(Jugo sin tratamiento térmico). Esto se debe a que la coloracion de las reacciones
es mas clara que la inicial, ya que la enzima ha sido parcialmente inactivada por
efecto de la temperatura y no puede consumir todo el sustrato, que se encuentra

en la misma cantidad que en el testigo.

En las figuras 17y 18 se aprecian las coloraciones respectivas de cada reaccion.
En ambos casos se nota que algunos tratamientos tienen una coloracion mas
clara que el testigo respectivo, que es la evidencia de que el tratamiento esta

inactivando la enzima.
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Fig. 18. Reaccién de
polifenoloxidasa para un
tratamiento a 70°C

Fuente: Esta investigacion

Fig. 17. Reaccion de peroxidasa
para un tratamiento a 70°C

La estrecha relacién entre la actividad de las enzimas oxidativas POD y PPO, y su
efecto sobre el pardeamiento de los productos, no ha sido muy estudiada. Sin
embargo, Jiang et al. (2004), en su estudio sobre frutos de litchi, afirman que la
apariciéon de pigmentos de color pardo, puede deberse a la actividad de ambas
enzimas, siendo mayor el efecto que produce POD. Segun los autores, aunque
las dos enzimas y sus sustratos se encuentran en compartimientos subcelulares
diferentes, diversos factores asociados con el envejecimiento del fruto y el
deterioro de la funcion de la membrana, conllevan a la pérdida de

compartimentacion entre enzimas y sustratos, lo que deriva en pardeamiento.

Esta es, por lo tanto, la causa del rapido pardeamiento que se observa en el jugo,
ya que el proceso de extraccion rompe las membranas celulares, liberando las
enzimas y sus sustratos y poniéndolas en contacto con oxigeno, lo que lleva a la

oxidacion y cambio de color en el jugo.

Resultados similares se han reportado en otros productos como aguacate y
mango (Kahn, 1977; Robinson, Loveys, & Chacko, 1993).

3.2.3 Medicién de Actividad Enzimética Residual de Peroxidasa (POD) y
Polifenoloxidasa (PPO) en el jugo tratado térmicamente. Los resultados se

consignan en la tabla A4 (Anexo). Estos sirven para deducir qué tratamiento
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térmico deberd aplicarse con el fin de reducir hasta cerca de un 10% la actividad

enziméatica residual de cada enzima.

Es necesario anotar que, aunque las actividades de POD son mayores que las de
PPO, al tratarse de una relacion, las actividades residuales de ambas enzimas son

comparables en magnitud y por lo tanto, es factible analizarlas juntas.

Un andlisis preliminar indica que a partir de los 72°C la actividad de POD
disminuye satisfactoriamente, es decir, que disminuye hasta un 25% — 30% de su

actividad inicial. Sin embargo, en la PPO el resultado varia considerablemente.

No se observa un comportamiento consistente con el avance de la temperatura, ya
qgue hay una disminucion inicial después de los 70°C pero luego tiende a

incrementarse en temperaturas superiores por tiempos cortos.

Este andlisis se puede ver en la grafica 4. Las lineas muestran la desviacion

estandar de los promedios de las actividades enzimaticas para cada tratamiento.

En las graficas se puede apreciar que la actividad enzimatica de POD es mas alta
a 70°C para todos los tiempos de tratamiento. A medida que la temperatura y el
tiempo de tratamiento se incrementan, existe una tendencia a disminuir la
actividad residual. Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Aglero et
al., (2008). La aplicacién de los tratamientos logré reducir la actividad inicial a

valores inferiores al 25% de la actividad inicial.
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Gréafica 4. Actividad Residual Enzimatica de POD y PPO para distintos

tratamientos
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Tradicionalmente se ha considerado que la POD es la enzima mas termoestable
en gran cantidad de frutos y zumos, por lo que su actividad residual es un

indicador de la eficiencia del tratamiento térmico.

Aguero et al. (2008) afirman que la POD tiene dos isoenzimas: una fraccion
termolabil que se desnaturaliza a temperaturas bajas y una termoestable que se
inactiva a temperaturas superiores a los 70°C. Thongsook y Barrett (2005)
coinciden con esta aseveracion ya que lograron la inactivacion de peroxidasa en
brécoli a temperaturas comprendidas entre los 70°Cy 80°C, con una temperatura

de inactividad cercana a cero a los 90°C.

Para PPO la actividad se redujo en aproximadamente un 30%. Aunque en los

primeros intervalos de tiempo ensayados la tendencia no es muy clara, a partir de
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periodos de retencion de 250,8 y 360 segundos, para las temperaturas ensayadas,
la disminucion de la actividad es notable. EIl Unico caso diferente se presenta a
72,5°C durante 360 segundos, donde se nota un incremento considerable de su
actividad. La posible causa de este comportamiento puede atribuirse a la

existencia probable de una fraccién enzimatica de PPO (isoenzima) termoestable.

Wesche-Ebeling & Montgomery (1990) y Dalmadi et al.(2005) reportan la
existencia de dos fracciones de PPO en el extracto enziméatico de fresa; similares
resultados alcanzaron Yoruck & Marshall (2003) y Buckow et al. (2009) en
manzanas. Este Ultimo afirma que al realizar el tratamiento térmico en extracto
enzimatico de PPO, se evidencio la presencia de dos fracciones de la isoenzima

con distintas estabilidades térmicas.

En su estudio de inactivacion térmica de PPO y POD en uva de mesa, Fortea et al.
(2009), concluyeron que la inactivacion parcial de ambas enzimas se logré dentro
de un rango de temperaturas entre 70°C y 80°C, y tiempos maximos de 600

segundos de calentamiento.

En la grafica 5 se muestra la tendencia de los datos de Actividad residual de POD
y PPO, respectivamente, obtenidos en los experimentos para cada una de las
corridas. Claramente se aprecia que los tratamientos aplicados disminuyen la
actividad residual de las enzimas, tendiendo de manera asintética a medida que

avanza el tiempo de retencion.
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Gréafica 5. Actividad Residual de POD y PPO para todos los tratamientos y

réplicas
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Debido a que la cinética de inactivacion es de tipo exponencial, es imposible con
estos tratamientos lograr una inactivacion total de las enzimas, por lo que siempre
se debe tener en cuenta que existirA una actividad residual presente en el
producto, que eventualmente contribuira a su deterioro en el tiempo. Sin embargo,
se espera que ese tiempo se prolongue al maximo si se logra disminuir la actividad

hasta un 10% de su actividad inicial.
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Con el fin de obtener una interpretacién del proceso de inactivacion térmica de
ambas enzimas, se presenta a continuacién las graficas obtenidas por el
procesamiento de los datos de inactivacion para cada enzima y la tendencia que

tiene cada una.

Se observa una tendencia exponencial de los datos. Aunque se ha estudiado
ampliamente la cinética de inactivacion enzimatica de POD y PPO y se han
propuesto distintos modelos para explicar satisfactoriamente su comportamiento,
el modelo generalmente aceptado es que este proceso sigue una cinética de

inactivacion de primer orden dada por la ecuacion 4:

AR = axe™ Pt
Ec 4. Ecuacion de primer orden (Ludikhuyze et al. 1999)
Donde
A = Actividad inicial

B = la constante de velocidad de reaccién de primer orden

Este modelo se utilizé6 para describir la cinética de inactivacion de POD y PPO,
cuya tendencia se observa en la grafica 6.

Grafica 6. Tendencia de inactivacion térmica para POD
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El modelo matematico basado en una ecuacion de primer orden arroja un
coeficiente de determinacién de 0,91 para POD y 0,859 para PPO, lo que indica
que el ajuste de la curva es adecuado para POD, pero no para PPO, segun se

observa en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de la regresion no lineal de primer orden para POD vy
PPO

ENZIMA R Rsgr Adj Rsgr Error estandar estimado
POD 0,9555 0,913 0,9118 0,1041
PPO 0,9269 0,8592 0,8572 0,1302

La tabla 7 muestra los valores de los coeficientes a y b segun la ecuacién 4, con
bajos valores de error para ambas enzimas. Las gréaficas correspondientes

aparecen en la gréafica 7.

Tabla 7. Parametros de la regresion de primer orden para POD y PPO

Enzima Coeficiente Valor Std. Error P
POD A 0,995 0,0269 <0,0001
B 0,0253 0,002 <0,0001
PPO A 0,995 0,0336  <0,0001
B 0,027 0,0028 <0,0001

72



Grafica 7. Regresion de primer orden para inactivacion térmica de POD y

PPO
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El analisis de varianza respectivo se aprecia en la tabla 8.

Tabla 8. Analisis de Varianza para regresion de primer orden

POD
Parametro DF SS MS F P
Regresion 1 8,2995 8,2995 765,8569 <0,0001
Residuos 73 0,7911 0,0108
Total 74 9,0906 0,1228
PPO
Parametro DF SS MS F P
Regresion 1 7,5558 7,5558 445,3753 <0,0001
Residuos 73 1,2384 0,017
Total 74 18,7942 0,1188

De acuerdo con estos parametros el ajuste se considera adecuado. Sin embargo,

existe una amplia discusion acerca del modelo matematico que mas se ajusta a la

cinética de inactivacion térmica de las dos enzimas. Mientras muchos autores

proponen una cinética de inactivacion de primer orden (Ludikhuyze et al., 1999;
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Anthon y Barrett, 2002; Chisari et al.,, 2007; Serrano-Martinez et al., 2008;
Goncalves et al., 2009), otros coinciden en afirmar que este comportamiento se
interpreta adecuadamente mediante el modelo propuesto por Ling y Lund (1978),
segun el cual existen dos isoenzimas con distinta sensibilidad a la temperatura
(Duarte-Vazquez et al., 2000; Morales-Blancas et al., 2002; Aguero et al., 2008;
Polata et al., 2009).

Weemaes et al., (1998) sugieren que la pérdida de actividad de la enzima podria
ser descrita por la suma de dos descensos exponenciales, uno para la enzima
termolabil y otro para la enzima termo estable (Ec. 5). Este se conoce como el
modelo de distintas isoenzimas. A representa la actividad enzimatica residual y Kk,
la constante de velocidad de reaccidén de primer orden para las fracciones labiles

(L) y resistentes (R), respectivamente.

A
—_— = ALe_kLt + Ase_th
Ag

Ec 5. Modelo de isoenzimas (Weemaes et al., 1998).

Rudra Shalini et al. (2008), han hecho un andlisis profundo de los distintos
modelos matematicos utilizados para explicar el comportamiento cinético de
inactivacion térmica de las enzimas, desde modelos simples como el de primer
orden hasta los bifasicos y de series; concluyeron que todos los modelos bifasicos
reportados son esencialmente iguales. La Unica diferencia radica en sus
expresiones matematicas. Las diferencias en expresiones lineales y formas de los

modelos llevan a distintas variaciones en sus parametros estimados.

En esta investigacion, aunque se ensayaron distintos modelos bifasicos, no
reportaron resultados confiables, por lo que no se consideran aqui para su
analisis. Es necesario aclarar que la aplicacion de estos modelos se realiza
cuando se exploran rangos de temperaturas muy amplios y tiempos de tratamiento

muy largos, lo cual no se hizo en este trabajo.
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Debido a los limites de temperaturas que se ensayaron y de acuerdo con la
informacion analizada en bibliografia, se puede afirmar que los modelos
trabajados son adecuados, porque se hizo en un rango estrecho de temperaturas,

donde solo se consider6 la fraccién termo resistente de las enzimas.

3.2.4 Anélisis del disefio experimental. A continuacion se analizaran los
resultados del disefio experimental para encontrar el tratamiento térmico 6ptimo
que permita minimizar las actividades residuales de ambas enzimas. Los

resultados se muestran en las tablas 9 a 11, a continuacion.

Tabla 9. Analisis de Varianza para Actividad Residual de POD

Variable N R? R2 A] Cv
ACTIVIDAD POD 75 1 0,99 12,67
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 9 24 0,38 241,4 <0,0001
TEMPERATURA (°C) 01 4 0,01 9,51 <0,0001
TIEMPO (s) 89 4 2,23 1435 <0,0001
TEMPERATURA (°C)*TIEMPO (s) 0O 16 1,40E-03 0,88 0,5969
Error 0,1 50 1,60E-03
Total 9,1 74

Tabla 10. Prueba de Tukey para Actividad Residual de POD con respecto a

Temperatura
Alfa=0,05 DMS=0,04076 Error: 0,0016 gl: 50
TEMPERATURA (°C) Medias n E.E.
80 0,3 15 0,01 A
72,5 0,3 15 0,01 A
77,5 0,3 15 0,01 A
75 0,3 15 0,01 A
70 0,4 15 0,01 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0,05)
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Tabla 11. Prueba de Tukey para Actividad Residual de POD con respecto a

tiempo
Alfa=0,05 DMS=0,04076 Error: 0,0016 gl: 50
TIEMPO (s) Medias n E.E.
250,8 0,1 15 0,01 A
360 0,1 15 0,01 A
145,2 0,1 15 0,01 A B
60 0,2 15 0,01 B
0 1 15 0,01 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0,05)

Este andlisis indica que los dos factores analizados, tiempo y temperatura, tienen
efectos significativos frente a la variable de respuesta, actividad residual de POD,
lo cual significa que ambas influyen sobre la respuesta final. Sin embargo, no
sucede lo mismo con la interaccion de las dos variables. Esto se puede apreciar
claramente en la figura 19, que muestra que, tanto la temperatura como el tiempo
influyen negativamente sobre la actividad de la enzima, es decir, que a medida
gue se incrementan estos valores, los valores de actividad residual de actividad de
POD disminuyen, lo cual es logico y coincide con los estudios citados

previamente.

Asimismo, se observa que la interaccidn de los dos factores no tiene efecto sobre

la variable de respuesta.

Con respecto a la temperatura, no hay diferencias significativas entre los niveles
anlizados. Sin embargo, con respecto al tiempo de tratamiento, si hay diferencias
significativas entre los intervalos analizados, siendo menor la actividad residual de
la enzima en el rango entre 145 y 360 segundos, de donde se infiere que el tiempo

optimo de tratamiento debe encontrarse alrededor de estos valores.

En la tabla 12 se muestran los resultados del proceso de optimizacion para esta

enzima, donde se tom6 como meta un valor 6ptimo de actividad residual del 10%:
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Tabla 12. Respuesta optimizada para AR POD
Meta: mantener AR POD en 0,1. Valor 6ptimo = 0,1

Factor Bajo Alto  Optimo
TEMPERATURA (°C) 70,0 80,0 75,1926
TIEMPO (s) 60,0 360,0 213,0

Esta tabla muestra la combinacién de los niveles de los factores, que mantiene la
Actividad Residual de POD en 0,1 sobre la region indicada. El tratamiento

adecuado para lograr este objetivo, seria a Temperatura de 75,2°C durante 213

segundos (3,55 minutos).

En la tabla 13 se observa el andlisis de medias de Tukey de la variable de

respuesta con respecto a los dos factores de estudio.

Tabla 13. Prueba de comparacién de medias de Tukey para Actividad

Residual de POD con respecto a tiempo y temperatura
Alfa=0,05 DMS=0,12462 Error: 0,0016 gl: 50

TEMPERATURA (°C) _ TIEMPO (s) Medias n E.E.

80 360 01 3 002 A

80 251 01 3 002 A

72,5 360 01 3 002 A

72,5 251 01 3 002 A

75 360 01 3 002 A B
77,5 360 01 3 002 A B
75 251 01 3 002 A B
75 145 00 3 002 A B
775 251 01 3 002 A B
77,5 145 00 3 002 A B
72,5 145 01 3 002 A B
80 145 01 3 002 A B C
72,5 60 02 3 002 A B C
70 251 02 3 002 A B C
775 60 02 3 002 A B C
80 60 02 3 002 A B C
75 60 02 3 002 A B C
70 360 02 3 002 A B C
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70 145 0,2 3 0,02 B C

70 60 0,3 3 0,02 C

80 0 1 3 0,02 D
72,5 0 1 3 0,02 D
75 0 1 3 0,02 D
77,5 0 1 3 0,02 D
70 0 1 3 0,02 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0,05)

El grupo marcado con la letra D corresponde al testigo, que es el jugo sin
tratamiento, el cual es significativamente diferente a los otros tratamientos, pues

su actividad es mucho mayor a los demas.

Aqui se aprecian 4 grupos distintos, destacandose cuatro tratamientos con
actividades residuales menores al 10%, que es el objetivo. Estos son 80°C por 360

y 250,8 segundos y 72,5°C por los mismos tiempos.

Los demas tratamientos tienen actividades cercanas al optimo; sin embargo, es
necesario analizar con detenimiento estos datos, pues solo se estad estudiando
una de las enzimas y debe tenerse en cuenta la respuesta del mismo para la

enzima PPO, que se muestra en las tablas 14 a 16.

Tabla 14. Analisis de Varianza para Actividad Residual de PPO

Variable N R2 R2 Aj Ccv
ACTIVIDAD PPO 75 1 0,99 8,99
F.V. SC dl CM F p-valor
Modelo. 8,8 24 0,36 429,2 <0,0001
TEMPERATURA (°C) 0,1 4 0,02 22,76 <0,0001
TIEMPO (s) 86 4 2,14 2523 <0,0001
TEMPERATURA (°C)*TIEMPO (s) 0,1 16 0,01 7,39 <0,0001
Error 0 50 8,50E-04
Total 8,8 74
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Tabla 15. Prueba de comparaciéon de medias de Tukey para Actividad
Residual de PPO con respecto a Temperatura
Alfa=0,05 DMS=0,03012 Error: 0,0008 gl: 50

TEMPERATURA (°C) Medias n E.E.
80 0,3 15 0,01 A
77,5 0,3 15 0,01 A B
75 0,3 15 0,01 B
72,5 0,3 15 0,01 B
70 0,4 15 0,01 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0,05)
Tabla 16. Prueba de comparacion de medias de Tukey para Actividad Residual

de PPO con respecto a tiempo
Alfa=0,05 DMS=0,03012 Error: 0,0008 gl: 50

TIEMPO (s) Medias n E.E.
250,8 0,1 15 0,01 A
360 0,2 15 0,01 A B
60 0,2 15 0,01 A B
145,2 0,2 15 0,01 B
0 1 15 0,01 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0,05)

Con respecto a la enzima PPO, todos los factores son significativos frente a la
actividad residual de la enzima, incluyendo su interaccion. Esto se debe a que

esta enzima parece ser mas termorresistente que POD en el jugo de fique

Con respecto al andlisis de los factores por separado, el andlisis de medias a un
nivel de significancia del 5% confirma lo dicho, pues las medias de las variables de
respuesta son mas altas para PPO y con respecto a la temperatura se observan
tres grupos distintos, destacandose la temperatura de 80°C como
significativamente distinta de las demés. Lo mismo sucede con el tiempo de
proceso, donde al parecer el tiempo de retencion mas adecuado se ubica

alrededor de los 250 segundos. Esto se confirma en la tabla 17.

79



Tabla 17. Prueba de comparacion de medias de Actividad Residual de PPO
con respecto atiempo y temperatura

TEMPERATURA (°C) TIEMPO (s) Medias n E.E.
80 251 01 3 002 A
80 360 01 3 002 A B
77,5 360 01 3 002 A B
75 360 01 3 002 A B C
72,5 60 01 3 002 A B C
75 251 01 3 002 A B C D
80 60 01 3 002 AB C D
77,5 60 01 3 002 A B C D
77,5 251 01 3 002 AB C D
72,5 145 01 3 002 A B C D
72,5 251 00 3 002 A B C D E
80 145 02 3 002 AB C D E F
75 145 02 3 002 B CDETF G
77,5 145 02 3 002 C DEF G
75 60 02 3 002 D E F G
70 60 02 3 002 E F G
70 251 02 3 002 E F G
70 360 02 3 002 E F G
70 145 02 3 002 F G
72,5 360 03 3 002 G
70 0 1 3 0,02 H
72,5 0 1 3 0,02 H
75 0 1 3 0,02 H
77,5 0 1 3 0,02 H
80 0 1 3 0,02 H

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0,05)

En esta tabla se aprecia una mayor distribucion de los datos de actividad residual
media para PPO, con respecto a lo observado para POD. EIl tratamiento que
entrega una menor actividad enzimética es el correspondiente a 80°C durante

250,8 segundos.
El grupo marcado con la letra H corresponde al testigo sin tratamiento. En la tabla

18 se muestran los valores de optimizacion de ambos factores para esta variable,

donde se confirma lo anteriormente mencionado, con respecto a la termo
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resistencia de la enzima PPO, pues la temperatura necesaria para lograr una

disminucion igual al 10% de la actividad inicial es méas alta que en POD.

Tabla 18. Respuesta 6ptima para AR PPO
Meta: Mantener AR PPO en 0,1. Valor 6ptimo = 0,1

Factor Bajo Alto Optimo
TEMPERATURA (°C) 70,0 80,0 79,8229
TIEMPO (s) 60,0 360,0 255,069

Esta tabla muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual mantiene
AR PPO en 0,1 sobre la region indicada. El tratamiento que cumple con las
restricciones dadas es Temperatura de 79,8°C y tiempo de 255 segundos (4,25

minutos).

Como se vé en el analisis, el tratamiento adecuado deberia ser una solucion de
compromiso que mantenga bajos los niveles de actividad residual de ambas
enzimas. Por ello se decidi6 optimizar las variables de respuesta. Este
procedimiento ayuda a determinar la combinacion de los factores experimentales
gue simultAneamente optimiza varias respuestas. Las metas de cada una de las

respuestas actualmente estan establecidas como minimizar AR POD y AR PPO.

El analisis simultaneo de los datos para las dos enzimas proporciona el siguiente

resultado.

Tabla 19. Optimizacién de Multiples Respuestas para Actividad Residual de
las enzimas POD y PPO

Factor Bajo Alto Optimo Respuesta Optimo
TEMPERATURA (°C) 70,0 80,0 75,0 AR POD 0,101956
TIEMPO (s) 60,0 360,0 210,0 AR PPO 0,144277
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Esta tabla muestra la combinacion de factores y sus niveles, a la cual se alcanza
el optimo deseado. De acuerdo con los resultados arrojados por el programa
estadistico STAT Graphics, el tratamiento que logra este objetivo es el de 75°C
por un tiempo de 210 segundos o 3,5 minutos. Aungue este tratamiento reduce el
nivel de actividad residual de POD hasta el minimo deseado de 10%, no se logra

lo mismo con PPO, ya que se conserva el 14% de actividad inicial.

Sin embargo, como ya se dijo al principio, la actividad de esta enzima es mucho
menor que la de POD, por lo que realmente no es tan importante la reduccién de
su actividad hasta niveles tan bajos como los de POD, aunque es un buen

indicador, pues se encuentra dentro del rango adecuado.

El otro criterio utilizado para optar por este tratamiento es el hecho de que la
pasteurizacion debe buscar un punto en el cual se minimice el dafio al producto;
por ello se escoge este resultado como valor 6ptimo, pues un tratamiento mas alto
puede ocasionar un deterioro del producto, ocasionado por fenbmenos como la
caramelizacion de azlcares, desnaturalizacion de compuestos de alto valor como

las saponinas, o precipitaciones.

Se concluye entonces, que el tratamiento que se utlizard en adelante para realizar

las demas pruebas sera el de 75°C por 210 segundos (3,5 minutos).

3.3 PRUEBAS DE CONSERVACION DEL JUGO DE FIQUE

Para comprobar si el tratamiento escogido era capaz de mantener el jugo sin
deterioro por un tiempo adecuado, se realizaron pruebas indirectas, que
consistieron en almacenar a dos temperaturas distintas el jugo de fique

pasteurizado.

Se trabajé a temperatura ambiente (PS) y temperatura de refrigeracion (PR). Se
observo el tiempo durante el cual el jugo mantenia su color original (verde) antes
de iniciar el pardeamiento debido a la actividad de la enzima remanente, que

aparecen de color café oscuro. Los resultados se muestran en la figura 25.
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DIA1PS

DIA1PR

DIAS PS

DIA5 PR

DIA9 PS

pasteurizado

DIA 2 PS

DIA 2 PR

DIA 6 PS

DIA 6 PR

DIA 10 PS
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DIA 3 PS

DIA 3 PR

DIA7 PS

DIA7 PR

DIA 11PS

Figura 19. Pruebas de vida util durante el almacenamiento de jugo de fique

DIA 4 PS

DIA 4 PR

DIA 8 PS

DIA 8 PR

DIA 13 PS



DIA9 PR DIA 10 PR DIA 11PR DIA 13 PR
DIA 15 PS DIA 16 PS DIA 17 PS DIA 18 PS
DIA 15 PR DIA 16 PR DIA 17 PR DIA 18 PR
DIA 19 PS DIA 20 PS DIA 21 PS DIA 22 PS
DIA 19 PR DIA 20 PR DIA 21 PR DIA 22 PR

PS = Jugo Pasteurizado y conservado a Temperatura Ambiente

PR = Jugo Pasteurizado y conservado a Temperatura de Refrigeracion 4°C
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Como se puede observar, el jugo almacenado a temperatura ambiente mantuvo su
apariencia durante 9 dias antes de iniciar el cambio de color a pardo o café
oscuro; mientras tanto, el jugo refrigerado se conservé durante 22 dias sin

cambios aparentes.

Esto coincide con lo afirmado por Silva & Gibbs (2004), quienes aseveran que la
pasteurizacion de jugos poco acidos debe complementarse con otros tratamientos

como la refrigeracion, fermentacion y envase en atmaosferas estériles, entre otros.

En estudio realizado en jugo de naranja y leche, Zulueta et al. (2012) encontraron
que el indice de pardeamiento se incrementé durante el almacenamiento del jugo
tratado térmicamente durante 6 semanas. Bull et al. (2004) observaron que el
indice de pardeamiento se incremento significativamente durante almacenamiento

por 12 semanas a 4 y 10°C después de procesamiento térmico a 65°C por 1 min.

Las causas del cambio de color normal se pueden atribuir al pardeamiento
enzimatico y no enzimatico (Charles-Rodriguez et al., 2007). En el mismo sentido,
Plaza et al. (2011) en jugo de naranja procesado térmicamente (70°C, 30s),
durante los 20 dias de almacenamiento refrigerado, observaron la pérdida de color

normal y pardeamiento.

Similares resultados reportan Morales-de la Pefa et al. (2011) en jugo de fruta y
soya pasteurizado térmicamente almacenado a 4°C y Zulueta et al. (2012).

En hojas de Aloe barbadensis Miller (deshidratadas), se observd un pardeamiento
posterior al tratamiento, lo cual indudablemente influye sobre las propiedades
organolépticas del producto, limitando sus potenciales aplicaciones. Un
pardeamiento leve se observo en todas las muestras analizadas. El menor grado
de pardeamiento se observd en una muestra de hojas almacenada durante 30
dias, que no tuvo diferencias significativas ( p>0.05) con muestras analizadas por
40,50, 60 y 70 dias. Un incremento importante se observo luego de los 80 dias de

almacenamiento (Femenia et al., 2003).
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De acuerdo con esto, el pardeamiento es un efecto normal e inevitable posterior al

tratamiento. El proceso de pasteurizacion
mayor tiempo de conservacion del jugo

presiones y pulsos eléctricos.

térmica retrasa este efecto y brinda un

, frente a otros procesos como altas

3.4 MEDICION DE LOS CONTENIDOS DE SAPOGENINAS EN EL JUGO DE

FIQUE POR HPLC

Los resultados de las dos pruebas realizadas, se muestran en la gréafica 8. El pico

marcado corresponde a la medicion del contenido de hecogenina. La primera

grafica es el resultado de la medicién del contenido de hecogenina en jugo de

figue pasteurizado extraida con metanol, y la segunda corresponde a la extraida

con acetonitrilo.

Gréfica 8. Cromatogramas de hecogenina en jugo de fique tratado
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Los analisis aparecen en la tabla 20. Se realiz6 la extracciobn con acetonitrilo,
siguiendo la sugerencia hecha por Kite et al., (2007), segun la cual la extraccion

con metanol podria deteriorar las saponinas.

Tabla 20. Reportes cromatograficos para medicién de hecogenina

Muestra Tiempo gle Area % Area Altura
Retencion

1 5,431 953869 100,00 76293

2 5,423 360871 100,00 33513

Los resultados fueron analizados de acuerdo con parametros previamente

establecidos y su interpretacion se muestra en la tabla 21.

Tabla 21. Contenido de hecogenina medido por HPLC en dos muestras de

jugo de fique pasteurizado

Contenido de Hecogenina

] M1 (Metanol) M2 (Acetonitrilo)
Area 953869 360871
Sobre Muestra analizada 39,41 13,96
(mg/L)
Sobre extracto seco 35 36 8,25
(mg/L)
Sobre Muestra Inicial 117,86 27,50
(mg/L)

Claramente se deduce que el tratamiento térmico aplicado al jugo de fique no tiene
influencia sobre el contenido de hecogenina, ya que aparentemente es superior a
los reportados anteriormente para jugo fresco y fermentado (Benavides et al.,
2012) y con respecto al jugo concentrado a vacio y pulverizado (Solarte et al.,

2012), como se muestra en la tabla 22.

Sin embargo, estos resultados no son facilmente comparables, pues como se
observa claramente en este trabajo, el contenido de hecogenina puede verse
afectado por el método de extraccion. Esta a firmacion se corobora con los

resultados que se muestran en la tabla 22.

87



Tabla 22. Contenido de hecogenina en jugo de fique fresco, fermentado y

pulverizado mediante HPLC

Contenido de Hecogenina

Tratam. T1 T2 T3 T4 T5 T6 Fuente
Solarte
Sobre 36,31 sl 19,42 9,92 et al. (2012)
extracto 35 8.3
seco
(mg/L) Benavides
ASEE AR et al. (2012)

T1 = Extraccion con metanol
T2 = Extraccion con Acetonitrilo
T3 = Concentrado a vacio

T4 = Pulverizado

T5 = Fermentado 4 dias

T6 = Jugo fresco

Aunque en los trabajos citados se utilizé el método de extracciébn con metanol,
muchas variables pueden influir en el resultado final, pues los reportes al respecto

son diversos.

Camargo et al. (2010) reporta un contenido de hecogenina de 1g/L en jugo de
fique de variedad Ufia de Aguila (Furcraea macrophylla), mientras que Rojas et al.
(2010) reportan un contenido de 4,1 mg de saponinas totales, identificadas como
hecogenina y tigogenina, con porcentajes de area relativa del 51,4% y 46,1%,
respectivamente; Castro et al. (2010) por su parte, encontraron que el jugo de

fique tenia una proporcion hecogenina:tigogenina de 82:18.
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De otra parte, Taborda y Zuluaga (2010) reportan contenidos de saponinas totales
en jugo de fique fresco y fermentado que varian entre 17,2 y 42,8 mglL,
respectivamente. Como estandar interno se utilizé colesterol, a diferencia de los

otros reportes donde se utilizé acetato de hecogenina.

Tanto el estado de fermentacién del jugo y la metodologia utilizada para la
extraccion y determinacion de las saponinas, asi como el estandar utilizado,
influyen en la respuesta final respecto al contenido de saponinas, sobre todo en
jugo de fique, que es una sustancia que apenas esta comenzando a estudiarse y

todos los resultados deben considerarse con cuidado.

Otros factores asociados al contenido de saponinas en jugo de fique son la edad
del cultivo y su estado de sanidad al momento de la extraccién. Sin embargo,
estos datos no son reportados en la literatura cientifica consultada, lo que hace

gue sea aun mas dificil la comparacién de resultados.

En cuanto a las modificaciones funcionales que pudiera sufrir el jugo de fique
posterior al tratamiento térmico, Rodriguez-Gonzalez et al. (2011) investigaron las
posibles modificaciones que el tratamiento de pasteurizacion a temperaturas entre
70°C y 85°C podria tener sobre las propiedades funcionales de los polisacéaridos
presentes en Aloe vera. Concluyeron que la capacidad de hinchamiento (SW) fue
mayor para el jugo tratado térmicamente que en el fresco; la capacidad de
retencién de agua (WRC) y la capacidad de adsorcion de grasa (FAC) exhibieron
niveles un poco mayores a los del producto fresco. Solo las muestras
pasteurizadas a 85°C mostraron un decrecimiento significativo en comparacion
con las muestras frescas, concluyendo que el tratamiento no afecté estas
propiedades. Jasso de Rodriguez et al. (2005), no reporta interferencias en la
actividad antifungica del jugo de Aloe vera pasteurizado a 65°C por 30 minutos, y
recomienda su estudio, pues su actividad tiene mayor espectro que la de la pulpa

de la misma planta.
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3.5 MEDICION DE LA ACCION INHIBITORIA DEL JUGO DE FIQUE IN VITRO Y
DISENO EXPERIMENTAL

3.5.1 Aislamiento de Ascochyta pisi y Mycosphaerella pinodes. En la figura 20
se muestran las fotos de los aislamientos del complejo Ascochyta, obtenidos a
partir de cortes de vainas enfermas. Una vez aislados los microorganismos, se
procedidé a su purificacion en medio PDA. Se observé en los bordes del micelio el

color naranja caracteristico.

Figura 20. Fotos de aislamientos de Ascochyta

6 DIAS 6 DIAS 6 DIAS
7 DIAS 7 DIAS 7 DIAS
14 DIAS 14 DIAS 14 DIAS

Fuente: Esta investigacion
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La confirmacion de identidad, se realiz6 mediante la observacion de la forma de

sus esporas. En la figura 21 se aprecia las fotos obtenidas.

Figura 21. Esporas aisladas de los cultivos de Ascochyta

Fuente: Esta investigacion

La forma de las esporas aisladas coincide con la descrita por Boerema &
Dorenbosch (1973). Los autores afirman que en las especies de Ascochyta la
septacion de los conidios (distoseptacién) es una parte esencial del desarrollo
conidial. Esta caracteristica distingue las especies genuinas de Ascochyta, bajo

condiciones de cultivo in vivo e in vitro.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede confirmar que los aislamientos

corresponden a los patdgenos buscados.
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3.5.2 Evaluacion in vitro de la actividad del bioinsumo de fiqgue sobre el
complejo Ascochyta. Los resultados se aprecian en la tabla A4 (Anexo) y en la

gréfica 9.

Grafica 9. Crecimiento in vitro de A. pisi durante los dias 3a 8

En esta primera valoracion se aprecia claramente que no hubo crecimiento del
patdgeno durante los dias 1 y 2, por lo que la evaluacién se realiz6 solo durante
los dias 3 a 8. Un andlisis preliminar de la grafica 12 indica que los tratamientos
de 100, 1.000 y 10.000 mg/L de bioinsumo de fique pasteurizado (BFP) muestran

un menor crecimiento que los demas.

Con el fin de analizar e interpretar adecuadamente los resultados de crecimiento
del patégeno, estos se normalizaron utilizando la transformacion Arcsen
[N(%Crecimiento)], con el fin de asegurar la distribucion normal de los datos.

Estos se observan en la tabla A5 (Anexo), y en la grafica 10.
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Grafica 10. %Crecimiento in vitro de Ascochyta durante los dias 3 a 8 —
Resultados normalizados

A partir de la gréfica se deduce que el dia 8 es en el que se tiene mayor
crecimiento del patégeno. Para corroborar esta suposicion, se realizaron andlisis
de varianza para cada uno de los dias de tratamiento. Sus resultados y los de la
prueba de medias correspondientes aparecen en las tablas A6 — Al7 de los
anexos. Los resultados de las pruebas de medias de Tukey para cada dia de

evaluacion se muestran en la gréafica 11.
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Gréafica 11. Prueba de medias de Tukey para el crecimiento in vitro de
Ascochyta durante los dias 3 a 8 de evaluacion.

En el dia 3 el tratamiento de 10.000 mg/L tiene un menor porcentaje de
crecimiento del patbgeno mientras los otros tratamientos no son diferentes del

testigo.

El dia 4 de evaluacion muestra tres grupos diferenciados con el tratamiento de
10.000 mg/L como el de menor crecimiento y donde el tratamiento a menor dosis

(10 mg/L) es estadisticamente igual al control.
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Grafica 11. Prueba de medias de Tukey para el crecimiento in vitro de
Ascochyta durante los dias 3 a 8 de evaluacion (Cont).

La prueba de medias para los dias 5 a 8, indica que en todos los periodos de
evaluacion las dosis superiores (10.000 y 1.000 mg/L) inhiben el crecimiento con
respecto a la dosis de 10 mg/L que no es diferente al control, mientras que el

tratamiento de 100 mg/L muestra una accion inhibitoria media.

Durante los dias 3 a 8, se observO un incremento en los porcentajes de
crecimiento del patdgeno a la dosis mas baja de aplicacion del bioinsumo de 10
mg/L. Estos datos se observan en las tablas A6 — A17 anexas. Debido a ello, se
decidié tomar el dia 8 como el periodo mas adecuado para evaluar su accién
inhibitoria.

A continuacién se muestran los datos de porcentaje de crecimiento medio de

Ascochyta durante el dia 8. Los datos de la tabla 23 se obtuvieron aplicando la

transformacion inversa de normalizacion para los experimentos realizados.

95



Tabla 23. Resultados de porcentaje de crecimiento promedio de Ascochyta
en medio enmendado con jugo de fique a diferentes dosis — Dia 8

DOSIS DE BIOINSUMO DE FIQUE % CRECIMIENTO PROMEDIO DE
PASTEURIZADO(mg/L) ASCOCHYTA
10000 6,2
1000 13,4
100 47,8
10 99,5
0 100

Acorde con los resultados, los tratamientos de 10000 y 1000 mg/L de bioinsumo
de fique pasteurizado (BFP), tienen un alto porcentaje de inhibicion, mientras que

la dosis mas baja es igual al testigo.

Ello llevé a concluir que el bioinsumo pasteurizado posee una accién inhibitoria

sobre el patdégeno durante el periodo evaluado.

Para validar los resultados y a partir de esta informacién, se realizaron ensayos
durante 8 dias con cinco repeticiones para cada tratamiento aplicado y como
referencia para evaluar la accion del bioinsumo se tomaron las lecturas del dia 8.
Los resultados se consignan en la tabla Al18 (Anexo), utilizando la misma

transformacién para normalizar los datos.
El andlisis de varianza correspondiente se muestra en la tabla 24.

Tabla 24. ANAVA crecimiento in vitro de Ascochyta para el dia 8 de

evaluacion
Variable N R2 R2 Aj CVv
ARCSEN[RAIZ(% CRECIMIENTO) 25 0,97 0,97 7,02
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 12790,16 4 3197,54 194,97 <0,0001
TRATAMIENTO 12790,16 4 3197,54 194,97 <0,0001
Error 328,01 20 16,4
Total 13118,17 24
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Como se observa en el ANAVA, los tratamientos son diferentes entre si a un
p<0,05. El analisis de Tukey para los datos normalizados, se muestra en la tabla
25.

Tabla 25. Prueba de medias de Tukey para %crecimiento in vitro de
Ascochyta durante el dia 8 de evaluacién
Alfa=0,05 DMS=7,66431 Error: 16,4004 gl: 20

TRATAMIENTO Medias n E.E.
10000 29,87 5 1,81 A
1000 37,1 5 1,81 A
100 56,12 5 1,81 B
10 75,4 5 1,81 C
0 90 5 1,81 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Los resultados indican que las dosis mas altas de 1000 y 10000 mg/L de BFP
mostraron un menor crecimiento micelial del patégeno y que las dosis de 100 y 10
mg/L tuvieron un mayor crecimiento que las dosis mas altas pero menor que el

testigo absoluto.

Los datos correspondientes luego de la aplicacion de la funcién inversa de la

transformacién proporcionan la siguiente informacion.

Tabla 26. Porcentaje de crecimiento promedio de Ascochyta en medio

enmendado con jugo de figue a diferentes dosis evaluado el dia 8

DOSIS DE BIOINSUMO DE FIQUE % CRECIMIENTO PROMEDIO DE
PASTEURIZADO(mg/L) ASCOCHYTA
10000 24.8
1000 36,38
100 68,92
10 93,65
0 100
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La dosis més alta de BFP logroé inhibir el crecimiento del patdégeno hasta un 24,8%
en relacién con el testigo absoluto. Estos resultados muestran un efecto aceptable
de inhibicién del crecimiento, aunque no se alcanzo un 100% de inhibicion que era
lo que se buscaba. Por ello se decidié calcular primero la dosis efectiva 50 para

posteriormente definir la dosis letal del bioinsumo a nivel in vitro.

3.5.3 Calculo de la Concentracion Efectiva 50 (EC50) para el dia 8 de
evaluacion. Los datos de las 5 repeticiones se ajustaron a una recta como se

observa en la Gréafica 12.

Grafica 12. Calculo de la ECsp a nivel in vitro, sobre el complejo Ascochyta

para el dia 8 de evaluacién
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Fuente: Esta investigacion
La ecuacion linealizada del porcentaje de crecimiento del patdgeno se definio

como

Arcsen[%/%Crecimientoj = —15,8564 log(Concentracion) + 89,4088

Ec. 5. Calculo de ECs para evaluacion in vitro de Crecimiento micelial de

Ascochyta durante el dia 8.
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El valor del coeficiente R? es de 0,96 lo que indica un buen ajuste de los datos al

modelo propuesto.

El valor de la ECs calculado a partir de la ecuacién y transformando los datos con
la funcién inversa fue 631,95 mg.L™.

Resultados similares reportan Alvarez et al. (2011), donde a partir de dosis de 100
ug mL™ (100 mg L™) de aplicacién de bioinsumo de fique se redujo el porcentaje
de crecimiento micelial en P. infestans. Chapagain et al. (2007) encontraron que
el extracto de saponinas de Yucca schidigera (Agavacea) aplicado en
concentraciones inferiores al 0,1% w/v (1.000 mg L™?) y del 0,3% (3.000 mg L™
inhibi6é el 50% del crecimiento micelial de Colletotrichum coccodes y de Alternaria
solani, respectivamente. Los resultados anteriores pueden explicarse en funcion
del contenido de saponinas del bioinsumo de fique, pues diversos autores
atribuyen propiedades antifiingicas a las saponinas (Oleszek et al., 1990; Jasso de
Rodriguez et al., 2005; Barreto et al., 2004; Gopiesh y Kannabiran, 2008).

De acuerdo con los reportes mencionados, las saponinas, independientemente de
la planta de que sean aisladas, poseen un potencial interesante como sustancia
antifingica y antimicrobiana, que debe estudiarse mas a fondo (Yang, C.-Ren et
al., 2006).

Con base en estos datos, se procedido a calcular el valor de la Concentracion

Minima Inhibitoria.

3.5.4 Calculo de la Concentracién Minima Inhibitoria (M) in vitro sobre el
complejo Ascochyta. La dosis o concentracion del bioinsumo que se acerca al
100% de control sobre el patbgeno no se encontré en los primeros ensayos. De
acuerdo a los trabajos realizados por Alvarez et al. (2011) y Latorre y Pantoja,
(2011) sobre Phytophthora infestans, se decidi6 ampliar el rango de evaluacién

hasta los 75000 mgL™, con el fin de encontrar la dosis letal del bioinsumo.
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Para esta segunda etapa de evaluaciéon (Rango 2), se decidié introducir dos
tratamientos mas, para comparar la efectividad de aplicacion del bioinsumo con un
fungicida comercial (Benomyl), comunmente recomendado para control de
Ascochyta en arveja en dos dosis Q1= 0,5g Ly Q2 =1,0 g L. Se hicieron 4

repeticiones para cada tratamiento.
En la grafica 13 se muestra el avance de crecimiento del patégeno durante los
dias 3 a 8, posteriores al tratamiento. Los dias 1 y 2 se omiten, puesto que no

hubo crecimiento apreciable en este periodo de tiempo.

Gréafica 13. Evolucion del crecimiento in vitro de Ascochyta en medio

enmendado con bioinsumo de figue — Rango 2

Fuente: Esta investigacion

El analisis de varianza realizado para el dia 8 muestra los siguientes resultados y

se puede observar en la grafica 14:
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Tabla 27. Andlisis de varianza para calculo de la Ml del bioinsumo de fique

contra Ascochyta in vitro

DIAS Variable N R2 R2Aj] CV
8 ARCSEN[RAIZ(CRECIMIENTO)] 28 0,99 0,99 12,14
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 23120,27 6 3853,38 460,44 <0,0001
TRATAMIENTO 23120,27 6 3853,38 460,44 <0,0001
Error 175,75 21 8,37
Total 23296,02 27

Tabla 28. Prueba de medias de Tukey para célculo de la MI del bioinsumo de

fique contra Ascochyta in vitro — dia 8

TRATAMIENTO Medias n E.E.

Q2 =BENOMYL 1,0 5,95 4 145 A
C 75.000 5,95 4 145 A
C 50.000 5,95 4 145 A
C 25.000 5,95 4 145 A
C 10.000 19,17 4 1,45 B

Q1 =BENOMYL 0,5 33,87 4 1,45 C

CONTROL 90 4 1,45 D

Aqui se aprecia claramente que los tratamientos de 25000 mg L™ a 75000 mg L™
fueron equivalentes al tratamiento quimico Q2, ya que no hubo crecimiento
micelial del patbgeno en ese rango para ninguna de las dosis y no se encontraron
diferencias entre ellas (p<0,05), como se observa claramente en la grafica 14. Por
lo tanto se puede afirmar con certeza que la concentracion minima inhibitoria de

bioinsumo de fique para el complejo Ascochyta es de 250000 mgL™.
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Gréfica 14. Crecimiento micelial in vitro de Ascochyta en medio enmendado

con bioinsumo de figue para el dia 8 — Rango 2.

Fuente: Esta investigacion

Los resultados muestran una respuesta especifica dependiente de la dosis
aplicada de extractos de saponinas, contra el crecimiento micelial de este
importante fitopatdgeno. Estos dos comportamientos (la dependencia de
crecimiento con la dosis aplicada y el efecto de las saponinas), han sido
reportados ampliamente con anterioridad en otros microorganismos y hongos
fitopatdogenos (Sparg et al., 2004; Chapagain et al., 2007; Verastegui et al., 2008;
Gopiesh Khanna & Kannabiran, 2008; Soetan et al., 2006).

La MIC encontrada para el bioinsumo de fique se encuentra dentro del rango
encontrado por Jasso de Rodriguez et al. (2005) quienes reportan una dosis de
10° uL/L de jugo de Aloe vera, como la mas adecuada para inhibir el crecimiento
micelial de R. solani, F. oxysporum y C. coccodes; Chapagain et al.(2007),
encontraron que el extracto de Yucca schidigera (YE) aplicado en dosis de 2,0% y
4,0%, tuvo un porcentaje de inhibicion de crecimiento sobre Colletotrichum

coccodes de 93,21%, y 100% respectivamente, en comparacion con el control
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positivo utilizado (prochloraz 100 y 200 ppm) que tuvo un porcentaje de inhibicién
de 95,25%.

Los resultados de las pruebas realizadas por Yang et al. (2006) indican que las
saponinas esteroidales ensayadas fueron activas contra Candida albicans, C.
glabrata, C. krusei, Cryptococcus neoformans y Aspergillus fumigatus, en dosis de
20 ug/mL (20000 mgL™).

Los extractos de tres agavaceas: Agave lechuguilla Torr., Yucca carnerosana
(Trel.) Mc Kelvey y Yucca filifera Chaub., se ensayaron contra Rhizopus stolonifer,
Colletotricum gloesporoides y Penicillium digitatum, hongos que provocan
enfermedades en importantes productos fruticolas durante la postcosecha. Los
extractos etandlicos de Y. filifera inhibieron el crecimiento de R. stolonifer en mas
de un 60% a 2000 ul L, alcanzando un 100% a 4000 ul L. Y. carnerosana y A.
lechuguilla inhibieron el patégeno hasta un 40% a 1.000 uL L* y 5000 uL L™
respectivamente. A. lechuguilla, inhibi6 el crecimiento micelial de C.
gloeosporioides en 100% a una dosis de 500 uL L. Finalmente, el efecto del

extracto etanodlico de Y. filifera sobre P. digitatum fue del 80% a 1000 uL L™*

(Jasso de Rodriguez et al., 2011).

Como se puede observar, las concentraciones estudiadas en esta investigacion
coinciden en los rangos encontrados en otros reportes, haciendo la salvedad de
que en algunos casos se ha trabajado con extractos concentrados de jugos de

agavaceas y el presente estudio se hizo con jugo sin concentrar.

Sin embargo, los resultados a escala in vitro son satisfactorios y consistentes con
las investigaciones mencionadas, lo cual indica que este estudio es coherente con

los hallazgos mencionados.

Dado que los estudios se hicieron bajo condiciones de laboratorio controladas, era

necesario evaluar la efectividad en un ensayo in vivo, por lo cual se propuso como
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siguiente etapa evaluar la efectividad del bioinsumo en una prueba de
patogenicidad, que confirme los resultados de los andlisis de laboratorio.

3.5.5 Prueba de patogenicidad. Los tratamientos se clasificaron asi:

Tabla 29. Clasificacion de los tratamientos para el ensayo de patogenicidad

Tratamiento Clave
0 Testigo Absoluto
1 Benomyl 1,0 g/L
100 Bioinsumo 100 mL/L
150 Bioinsumo 150 mL/L
225 Bioinsumo 225 mL/L
325 Bioinsumo 325 mL/L
450 Bioinsumo 450 mL/L
600 Bioinsumo 600 mL/L
775 Bioinsumo 775 mL/L
975 Bioinsumo 975 mL/L
1.000 Bioinsumo 1.000 mL/L

Los resultados se aprecian la figura 22.
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Figura 22. Fotografias de crecimiento micelial de Ascochyta sobre vainas

TRATAMIENTO

(mL LY DIA 4 DIA 8

11
(Testigo Absoluto)

(100)

(150)

(225)

(325)
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Figura 22. Fotografias de crecimiento micelial de Ascochyta sobre vainas

(cont)

TRATAMIENTO

(mL LY DIA 4 DIA 8

(450)

(600)

(775)

(975)

9
(1000)
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Figura 22. Fotografias de crecimiento micelial de Ascochyta sobre vainas

(cont)

TRATAMIENTO

(mL LY DIA 4

DIA 8

Benomyl

10
(1,0gL™

Fuente: Esta investigacion

En las fotografias se aprecia que todos los tratamientos aplicados tuvieron un

efecto inhibitorio aceptable sobre el crecimiento micelial del hongo. Para verificar

los datos visuales, se calcul6 el porcentaje de inhibicién utilizando la ecuacién 3y

se transformaron los resultados para normalizarlos; posteriormente se realizd un

analisis de varianza, cuyo resultado se muestra a continuacion.

Tabla 30. ANAVA porcentaje de inhibicidon para ensayo de patogenicidad

Variable

R2

RZA] CV

ARCSEN[RAIZ(%CRECIMIENTO)] 44 0,73 0,65 26,75

F.V. gl CM F  p-valor
Modelo. 20107,25 10 2010,73 8,92 <0,0001
CONCENTRACION BIOINSUMO 20107,25 10 2010,73 8,92 <0,0001
PAST
Error 7442,26 33 225,52
Total 27549,51 43
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Tabla 31. Prueba de medias de Tukey para el ensayo de patogenicidad al dia

8 de evaluacion

Alfa=0,05 DMS=36,66434 Error: 225,5229 gl: 33

CONCENTRACION BIOINSUMO PAST _ Medias n E.E.

(mL/L)
1000 10,88 4 7,51 A
975 3421 4 751 A B
775 4073 4 751 A B C
450 5102 4 751 B C D
600 5194 4 751 B C D

1 (BENOMYL 1 g/L) 5423 4 751 B C D E
150 6234 4 751 B C D E
225 6785 4 751 B C D E
325 76,78 4 7,51 CDE
100 77,68 4 7,51 D E

0 (TESTIGO) 90 4 751 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0,05)

Como resultado del analisis, los tratamientos que tuvieron mayor porcentaje de

inhibicion de Ascochyta fueron:

Tabla 32. % de crecimiento del patégeno al dia 8 de evaluacion -

Interpretacion de los resultados.

CONCENTRACION BIOINSUMO PAST (mL/L) Medias %Crecimiento

1000 3,56
975 31,61
775 42,58
450 60,43
600 62,00
1 (BENOMYL 1 g/L) 65,83
150 78,45
225 85,78
325 94,77
100 95,44
0 (TESTIGO) 100,00
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La dosis aplicada que presenté un menor porcentaje de crecimiento del patégeno
fue la de 1000 mL L™, (jugo puro) aunque no logré el 100% de inhibicién, contrario
a lo que sucedi6 en el andlisis in vitro. El tratamiento quimico aplicado tampoco
logr6 la inhibicion total del crecimiento micelial del patégeno, siendo
estadisticamente igual al testigo y a los tratamientos de 100, 125, 225y 325 mL L”

1 con una confianza del 95%.

Es necesario destacar este resultado, dado que el testigo quimico utilizado es el
producto mas recomendado para el manejo de esta enfermedad en campo. Sin

embargo, pueden existir diversos factores que explican este comportamiento.

Uno de ellos puede ser la resistencia generada al patdégeno, debido a las repetidas
aplicaciones realizadas en los cultivos comerciales en temporadas de invierno,
durante las cuales se recolectaron las vainas.

Otro factor a considerar es la diferencia en el numero de estructuras de
reproduccion que puede existir al aplicar este método, pues no se controlé el
namero de esporas en cada una de las unidades experimentales. A pesar de que
se trabaj6é con micelio del hongo en crecimiento activo y que las muestras tomadas

fueron iguales, puede existir una diferencia de crecimiento debida a este factor.

Lo mas destacable del proceso es que el jugo pasteurizado en dosis altas (1000,
975 y 775 mL L™) mostré una accién inhibitoria del crecimiento. Este es un
hallazgo importante dado que al correlacionar los resultados obtenidos de las
mediciones de contenidos de saponinas por HPLC, se comprueba que el
bioinsumo tratado térmicamente no pierde sus propiedades bioicidas y puede
utilizarse en pruebas posteriores sobre este u otro fitopatdgeno, para buscar su

aplicacién en otros cultivos de importancia comercial.

A partir de los resultados obtenidos, se calculé la ECsp para este ensayo (gréfica
15), teniendo en cuenta que las dosis a que se trabajé se encuentran en unidades

equivalentes
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Grafica 15. Gréafica de Patogenicidad Regresion Lineal
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Fuente: Esta investigacion

La ecuaciéon que describe el comportamiento del porcentaje de inhibicién versus el

tratamiento es:
Arcsen[Raiz(%Crecimiento)] = 77,7109 - 0,0515 *Concentracién R? = 0,5205
Ecuacion 7. Calculo de la ECs para ensayo de patogenicidad

Los célculos realizados con esta ecuacién indican que la ECs, = 873,78 mL L™, es
decir que la dosis que inhibe el 50% del crecimiento micelial esta dentro del rango
de los 900 mL L™ de aplicacién de bioinsumo de fique. Debido a que la dosis es
tan alta, ninguno de los tratamientos, incluido el quimico, logré un 100% de
inhibicién de crecimiento, incluido el tratamiento 1000 mL L™, que era jugo de fique

puro.

110



Resultados similares reportan Castillo et al. (2010), quienes aplicaron gel de Aloe
vera (Agavacea) sobre uvas de mesa como tratamiento para medir la inhibicion de
crecimiento micelial de B. cinerea y P. digitatum. Luego de 72 h con dosis de 1mL
L™ se observé un 12% de inhibicién en P. digitatum comparado con solo un 2,5%
para B. cinerea, mientras que a la concentracién mas alta (100 mL L™) los

porcentajes encontrados fueron de 99% y 87%, respectivamente.

La mayoria de investigaciones centran sus experimentos en la evaluacion de
extractos vegetales, por lo cual es dificil establecer si las dosis aplicadas son

adecuadas para el manejo en campo.

Soetan et al. (2006) explican la ineficacia de las saponinas para controlar diversas
clases de hongos y bacterias, por el efecto protector de las membranas
microbianas. Las saponinas pueden no ser capaces de penetrar las membranas
celulares de los microorganismos, lo cual puede confirmar los débiles efectos
antibacterial y fungistatico de la mayoria de saponinas. Farnsworth (1966) citado
por los mismos autores, concluyé también que la efectividad antibiética en mayor o

menor grado es tipica de todas las saponinas.

La falta de actividad antimicética de las sapogeninas esteroides es consistente con
otros reportes que indican que compuestos similares muestran poca actividad

contra los fitopatdgenos P. oryzae y Hansenula anémala (Yang et al., 2006).

Los resultados encontrados por los mismos autores confirman que la actividad
antifingica de las saponinas esteroides est4 asociada con su grupo de aglicona y
el numero y la estructura de las unidades de monosacarido en sus cadenas de
azucar. Dentro de las 10 saponinas activas evaluadas, cuatro saponinas
tigogenina con una porcion de azlucar de cuatro o0 cinco unidades de
monosacarido exhibieron una actividad significativa contra C. neoformans y A.
fumigatus, comparable con el control positivo anfotericina B. Los extractos no

exhibieron citotoxicidad con células de mamiferos. Por ello, sugieren que las

111



saponinas esteroides C-27 pueden considerarse como sustancias potencialmente
prometedoras para control de mohos y levaduras (Yang et al., 2006)..

Estas investigaciones explican que las saponinas que se encuentran en el jugo de
figue tienen una potencial actividad antifungica, pero ella depende tanto de su
estructura como de la dosis aplicada y el fitopatbgeno o microorganismo

ensayado.

De acuerdo con la escala propuesta por Pacheco, los tratamientos se clasificaron
dentro del rango 1y 3 (1% y 5% del area de la vaina afectada, respectivamente)
para todos los tratamientos. En la tabla 33 aparece el resultado de la evaluacion
de la escala para los tratamientos quimico y bioinsumo puro, comparados con el

testigo absoluto.

En todos los tratamientos se destaca que el porcentaje del area afectada por el
patdgeno se encuentra dentro del rango de 1 (1% del area afectada) a 3 (5% del
area afectada), incluso para el testigo absoluto. Ello confirma que la cepa
analizada no tuvo mucha agresividad, dado que el patégeno no colonizé una
extensa area de la vaina, a pesar de tener las condiciones adecuadas para su

crecimiento.

De acuerdo con Pacheco et al. (2011) una de las causas de esta baja severidad
puede asociarse con el estado fenoldgico del cultivo en el momento de la
recoleccion de las muestras; debido a que la época en que se hizo era de invierno,
pudo haberse acelerado el ciclo normal del cultivo dejando al patégeno sin tiempo

para producir un in6culo secundario.
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Tabla 33.

Escala de patogenicidad de Ascochyta

Tiempo

t1l

PROMEDIO

t2 = 8 DIAS

PROMEDIO

TO = TESTIGO ABSOLUTO

TQ = BENOMYL 1 g/L

T9 = BIOINSUMO PURO

AV
34,371
32,675
33,471
32,563
33,270
34,371
32,675
33,471
34,901
33,855

AP
0,32
0,326
0,371
0,354
0,343
0,964
1,406
0,551
1,157
1,020

%AA
0,93%
1,00%
1,11%
1,09%
1,03%
2,81%
4,30%
1,65%
2,45%
2,80%

AV
29,013
31,414
33,868
32,879
31,794
29,013
31,414
33,868
32,023
31,580

AP
0,269
0,42
0,245
0,41
0,336
0,42
0,914
0,605
0,9491
0,722

%AA
0,93%
1,34%
0,72%
1,25%
1,06%
1,45%
2,91%
1,79%
1,80%
1,99%

AV
24,719
21,229
22,822
23,456
23,057
24,719
21,229
22,822

26,48
23,813

AP
0,161
0,151

0,22
0,191
0,181
0,409
0,233
0,306
0,382
0,333

%AA
0,65%
0,71%
0,96%
0,81%
0,79%
1,66%
1,10%
1,34%
1,22%
1,33%

AV = Area de la Vaina

AP = Area de la vaina afectada por el patbgeno

%AA = Porcentaje de area afectada

tl = Tiempo cero

t2 = Tiempo de evaluacion
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4. CONCLUSIONES

Las enzimas peroxidasa (POD) y polifenoloxidasa (PPO) en jugo de fique
fueron exitosamente inactivadas mediante un tratamiento de pasteurizacion
a 75°C por un tiempo de 210 segundos (3,5 minutos). El tratamiento
aplicado redujo el nivel de actividad residual de POD hasta el minimo

deseado de 10%, y un 14% en PPO, considerados como adecuados.

El tiempo de conservacion que se logré con este tratamiento fue de 9 dias a
temperatura ambiente, tiempo en el cual su color cambié a pardo, el cual es
un indicador indirecto de la reactivacion de las enzimas residuales
presentes en él; el jugo refrigerado a 4°C se conservo durante 22 dias sin
cambios aparentes en su coloracion normal, lo cual brinda un tiempo
superior de vida util, incrementando asi su vida de anaquel hasta niveles

aceptables.

El contenido de hecogenina en el jugo de fique pasteurizado no tuvo
cambios importantes atribuibles al tratamiento térmico. El jugo tratado tuvo
una importante actividad fungistatica, por lo que es posible que el
tratamiento térmico a temperaturas superiores brinde mayores periodos de

conservacion manteniendo sus propiedades funcionales.

Las concentracion efectiva (ECsp) y minima Inhibitoria (MCI) del bioinsumo
de fique pasteurizado para la evaluacion in vitro contra Ascochyta fue de
631,95 mg.L" y 25.000 mg L, respectivamente, que coincide con otras
reportadas en literatura. Esto indica que el bioinsumo de fique pasteurizado
tiene un amplio potencial como sustancia antifingica contra este

fitopatdbgeno de importancia econdmica para el cultivo de arveja en Narifio.

En el ensayo de patogenicidad sobre vaina desprendida, la ECs

encontrada fue de 873,78 mL L. A pesar de haber mostrado una fuerte
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actividad en los ensayos in vitro, ninguno de los tratamientos aplicados en
las pruebas sobre vaina mostré un 100% de inhibicién. Sin embargo, es
conveniente aclarar que el nivel de severidad encontrado en este ensayo no
superd el 5% del area de la vaina afectada, por lo que se puede concluir
gue la aplicacion del bioinsumo tuvo un efecto fungistatico evaluado

después de 8 dias de aplicacion.

Finalmente, se puede afirmar que la actividad biologica exhibida por el
bioinsumo pasteurizado de jugo de fique, asi como su amplia distribucion
geografica en el Departamento de Narifio, sugieren que esta especie puede
tener una importante aplicacion en la produccion de biofungicidas a

mediano plazo.
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5. RECOMENDACIONES

Es necesario ampliar las investigaciones referentes al uso del jugo de fique
como biofungicida, pues los resultados son prometedores. Seria
conveniente realizar pruebas en campo para verificar si el jugo aplicado en
dosis altas presenta efectos fitotoxicos que impidan su utilizacion en

cultivos comerciales.

Los estudios en cuanto a los contenidos de saponinas en jugo de fique
deben continuarse, pues existen muchos resultados contradictorios, lo que
puede conducir a falsas interpretaciones. Los métodos de extraccion,
medicion y comparacion deben estudiarse mas a fondo con el fin de definir

una metodologia adecuada y validada.

Para futuras investigaciones es conveniente contar con los datos de edad
del cultivo de fique, estado fenoldgico y de sanidad del mismo, pues estas
variables también influyen sobre el contenido de metabolitos secundarios y
son un factor importante a considerar para analizar adecuadamente los

contenidos de los mismos.

Es conveniente ampliar esta investigacion con tiempos de evaluacion de
vida atil del jugo mas amplios con el fin de confrontar el tiempo maximo de

conservacion del jugo con sus contenidos de saponinas.
Finalmente, se recomienda continuar con la investigacién respecto a los

efectos que los tratamientos térmicos pueden tener sobre otros compuestos

de interés en el jugo de fique.
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Tabla Al. Datos de Actividad Enzimética de POD y PPO para cada tratamiento

(AAbs/min)

TRAT

70-1
70-2
70-3
70-4
72,5-1
72,5-2
72,5-3
72,5-4
75-1
75-2
75-3
75-4
77,5-1
77,5-2
77,5-3
77,5-4
80-1
80-2
80-3
80-4

PEROXIDASA (POD)

POLIFENOLOXIDASA (PPO)

R1
0,0551
0,0546
0,0463
0,0431
0,0411
0,0422
0,0352
0,0366
0,0601
0,0253
0,0359
0,0342
0,0319
0,0201
0,0216
0,0215
0,0278
0,0191
0,0160
0,0153

R2 R3 PROM
0,0399 0,0704 0,0551
0,0428 0,0666 0,0547
0,0422 0,0250 0,0378
0,0428 0,0570 0,0476
0,0452 0,0262 0,0375
0,0361 0,0140 0,0308
0,0271 0,0115 0,0246
0,0207 0,0122 0,0232
0,0321 0,0429 0,0450
0,0229 0,0354 0,0279
0,0237 0,0229 0,0275
0,0236 0,0199 0,0259
0,0542 0,0311 0,0391
0,0299 0,0386 0,0295
0,0314 0,0332 0,0287
0,0241 0,0368 0,0275
0,0482 0,0444 0,0401
0,0424 0,0322 0,0312
0,0235 0,0289 0,0228
0,0223 0,0197 0,0191

SD
0,0152
0,0119
0,0113
0,0081
0,0100
0,0148
0,0120
0,0124
0,0141
0,0066
0,0073
0,0074
0,0131
0,0093
0,0062
0,0082
0,0108
0,0117
0,0065
0,0035

R1 R2 R3 PROM SD
0,0087 0,0075 0,0066 0,0076 0,0011
0,0089 0,0089 0,0068 0,0082 0,0012
0,0087 0,0087 0,0052 0,0075 0,0020
0,0074 0,0090 0,0072 0,0079 0,0010
0,0038 0,0037 0,0039 0,0038 0,0001
0,0050 0,0038 0,0042 0,0043 0,0006
0,0051 0,0037 0,0062 0,0050 0,0013
0,0081 0,0116 0,0072 0,0090 0,0023
0,0081 0,0062 0,0070 0,0071 0,0010
0,0064 0,0060 0,0054 0,0059 0,0005
0,0035 0,0037 0,0052 0,0041 0,0009
0,0041 0,0036 0,0037 0,0038 0,0003
0,0032 0,0046 0,0049 0,0042 0,0009
0,0043 0,0092 0,0065 0,0067 0,0025
0,0044 0,0037 0,0048 0,0043 0,0006
0,0027 0,0028 0,0029 0,0028 0,0001
0,0048 0,0042 0,0036 0,0042 0,0006
0,0050 0,0052 0,0062 0,0055 0,0006
0,0023 0,0017 0,0037 0,0026 0,0010
0,0016 0,0033 0,0034 0,0028 0,0010

Los indices -1,-2,-3 y -4 indican los tiempos de retencién de la temperatura para

cada tratamiento, asi: -1 = 60 segundos; -2= 145,2 segundos; -3 = 250,8 segundos

y -4 = 360 segundos.
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Tabla A2. Datos de Actividad Enzimética Especifica de POD y PPO para cada

tratamiento (AAbs/min/mL de extracto enzimatico)

TRAT

70-1
70-2
70-3
70-4
72,5-

72,5-
72,5-
72,5-

75-1
75-2
75-3
75-4
77,5-

77,5-
77,5-
77,5-

80-1
80-2
80-3
80-4

PEROXIDASA (POD)

POLIFENOLOXIDASA (PPO)

R1
0,4592
0,4550
0,3858
0,3592

0,3425
0,3517
0,2933

0,3050

0,5008
0,2108
0,2992
0,2850

0,2658
0,1675
0,1800

0,1792

0,2317
0,1592
0,1333
0,1275

R2
0,3325
0,3567
0,3517
0,3567

0,3767
0,3008
0,2258

0,1725

0,2675
0,1908
0,1975
0,1967

0,4517
0,2492
0,2617

0,2008

0,4017
0,3533
0,1958
0,1858

R3
0,5867
0,5550
0,2083
0,4750

0,2183
0,1167
0,0958

0,1017

0,3575
0,2950
0,1908
0,1658

0,2592
0,3217
0,2767

0,3067

0,3700
0,2683
0,2408
0,1642

PROM
0,4594
0,4556
0,3153
0,3969

0,3125
0,2564
0,2050

0,1931

0,3753
0,2322
0,2292
0,2158

0,3256
0,2461
0,2394

0,2289

0,3344
0,2603
0,1900
0,1592

SD
0,1271
0,0992
0,0942
0,0676

0,0833
0,1236
0,1004

0,1032

0,1177
0,0553
0,0607
0,0619

0,1093
0,0771
0,0520

0,0682

0,0904
0,0973
0,0540
0,0295

R1
0,0290
0,0297
0,0290
0,0247

0,0127
0,0167
0,0170

0,0270

0,0270
0,0213
0,0117
0,0137

0,0107
0,0143
0,0147

0,0090

0,0160
0,0167
0,0077
0,0053

R2
0,0250
0,0297
0,0290
0,0300

0,0123
0,0127
0,0123

0,0387

0,0207
0,0200
0,0123
0,0120

0,0153
0,0307
0,0123

0,0093

0,0140
0,0173
0,0057
0,0110

R3
0,0220
0,0227
0,0173
0,0240

0,0130
0,0140
0,0207

0,0240

0,0233
0,0180
0,0173
0,0123

0,0163
0,0217
0,0160

0,0097

0,0120
0,0207
0,0123
0,0113

PROM
0,0253
0,0273
0,0251
0,0262

0,0127
0,0144
0,0167

0,0299

0,0237
0,0198
0,0138
0,0127

0,0141
0,0222
0,0143

0,0093

0,0140
0,0182
0,0086
0,0092

SD
0,0035
0,0040
0,0067
0,0033

0,0003
0,0020
0,0042

0,0077

0,0032
0,0017
0,0031
0,0009

0,0030
0,0082
0,0019

0,0003

0,0020
0,0021
0,0034
0,0034
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Tabla A3. Datos de medicidn de Actividad Enzimatica Residual de POD Y PPO

TRATAMIENTO

70-1
70-2
70-3
70-4
72,5-1
72,5-2
72,5-3
72,5-4
75-1
75-2
75-3
75-4
77,5-1
77,5-2
77,5-3
77,5-4
80-1
80-2
80-3
80-4

PEROXIDASA (POD)

POLIFENOLOXIDASA (PPO)

R1
21,5881
21,3922
18,1403
16,8865
16,1029
16,5339
13,7913
14,3398
23,5471

9,9125
14,0656
13,3995
12,4984

7,8751

8,4628

8,4237

10,892

7,4833

6,2688

5,9945

R2
15,6328
16,769
16,5339
16,769
17,7093
14,1439
10,6177
8,1102
12,5767
8,9722
9,2856
9,2464
21,2355
11,7148
12,3025
9,4423
18,8847
16,6123
9,2073
8,7371

R3
27,5826
26,0938

9,795
22,3325
10,2651

5,4852
4,5057
4,7799
16,8081
13,8697
8,9722
7,7968
12,1849
15,1234
13,0077
14,4182
17,3958
12,6159
11,323
7,7184

PROM
21,6011
21,4183

14,823
18,6627
14,6924
12,0543

9,6382

9,0767

17,644
10,9181
10,7745
10,1476
15,3063
11,5711
11,2577
10,7614
15,7242
12,2372

8,933

7,4833

SD
5,9749
4,6625
4,4279
3,1787
3,9174
5,8132
4,7197
4,8527
5,5327

2,599
2,8545
2,908
5,1372
3,6263
2,4459
3,2076
4,2505
4,5762
2,5382
1,3863

R1
25,1305
25,7083
25,1305
21,3754
10,9766
14,4428
14,7317
23,3974
23,3974
18,4868

10,11
11,8431
9,2434
12,4208
12,7097
7,7991
13,8651
14,4428
6,6437
4,6217

R2
21,6643
25,7083
25,1305
25,9971
10,6877
10,9766
10,6877
33,5074
17,9091
17,3314
10,6877
10,3988
13,2874
26,5748
10,6877

8,088
12,132
15,0206
4,9106
9,5323

R3
19,0646
19,6423
15,0206
20,7977
11,2654

12,132
17,9091
20,7977

20,22
15,5983
15,0206
10,6877

14,154
18,7757
13,8651

8,3768
10,3988
17,9091
10,6877

9,8211

PROM
21,9531
23,6863
21,7605
22,7234
10,9766
12,5171
14,4428
25,9008
20,5088
17,1388
11,9394
10,9765
12,2283
19,2571
12,4208

8,088

12,132

15,7908
7,414
7,9917

SD
3,0432
3,5022

5,837
2,8498
0,2889
1,7649
3,6194
6,7145
2,7555
1,4538

2,684
0,7642

2,621
7,0893
1,6083
0,2889
1,7332
1,8571
2,9646
2,9221
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Tabla A4. Datos de crecimiento micelial in vitro del complejo Ascochyta

(Areas en cm?)

REP

OB WNEF

REP

g b~ wN PR

REP

OB WNPEF

REP

g b~ wN R

REP

OB WNEF

REP

A WOWNPRE

3 dias
10.000mg L™  1.000 mg L™ 100 mg L™ 10 mg L™ CONTROL
1,15 1,834 2,062 1,926 1,926
1,037 1,524 1,835 1,914 1,914
1,081 1,832 1,781 1,945 1,945
1,099 1,944 1,907 1,888 1,888
1,053 1,763 2,114 1,924 1,924
4 dias
10.000mgL™*  1.000 mg L™ 100 mg L™ 10mg L™ CONTROL
1,15 2,068 6,128 7,251 7,808
1,139 2,059 2,512 7,621 9,282
1,152 1,502 2,092 10,147 6,514
1,119 2,114 4,388 8,677 9,638
1,076 2,146 6,057 9,608 10,959
5 dias
10.000mgL*  1.000 mg L™ 100 mg L™ 10mg L™ CONTROL
1,209 2,282 7,787 11,907 12,177
1,085 1,956 4,368 10,57 12,005
1,125 1,986 2,516 15,079 8,516
1,156 2,31 3,89 12,261 11,575
1,121 2,333 8,284 10,518 12,012
6 dias
10.000mgL*  1.000 mg L™ 100 mg L™ 10mg L™ CONTROL
1,281 2,496 9,446 16,563 16,747
1,187 1,854 6,225 13,519 14,832
1,352 2,471 2,939 20,011 10,598
1,277 2,505 3,393 15,85 13,793
1,284 2,52 10,511 11,55 13,18
7 dias
10.000mgL™*  1.000mgL™ 100 mg L™ 10mg L™ CONTROL
1,401 2,621 15,734 21,548 22,276
1,395 2,486 6,211 21,155 22,032
1,441 2,881 3,989 21,423 18,648
1,348 2,399 9,232 27,489 23,528
1,42 2,541 14,738 22,901 25,634
8 dias
10.000mgL*  1.000 mg L™ 100 mg L™ 10mg L™ CONTROL
1,444 3,109 14,077 25,86 24,321
1,398 3,231 8,773 20,713 22,336
1,401 2,386 5,79 27,498 21,946
1,398 3,184 15,428 25,26 22,643
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Tabla A5. Datos normalizados de % de crecimiento in vitro de Ascochyta —
Dias3 a8

ARCSEN[V(%CRECIMIENTO)]

DOSIS DE BIOINSUMO DE FIQUE PASTEURIZADO
DIA 10.000 mg L* 1.000mgL* 100mgL* 10mglL™ CONTROL

3 50,624 77,420 90,000 90,000 90,000
3 47,392 63,125 78,237 90,000 90,000
3 48,245 76,168 73,140 90,000 90,000
3 49,729 90,000 90,000 90,000 90,000
4 22,582 30,997 62,375 74,579 90,000
4 20,487 28,099 31,332 64,958 90,000
4 24,898 28,685 34,541 90,000 90,000
4 19,938 27,904 42,454 71,622 90,000
5 18,360 25,658 53,130 81,494 90,000
5 17,517 23,830 37,085 69,720 90,000
5 21,284 28,881 32,956 90,000 90,000
5 18,421 26,551 35,450 90,000 90,000
6 16,081 22,706 48,677 83,720 90,000
6 16,439 20,732 40,391 72,746 90,000
6 20,916 28,881 31,803 90,000 90,000
6 17,698 25,214 29,736 90,000 90,000
7 14,537 20,060 57,140 79,737 90,000
7 14,596 19,633 32,073 78,521 90,000
7 16,141 23,141 27,581 90,000 90,000
7 13,827 18,602 38,756 90,000 90,000
8 14,123 20,977 49,552 90,000 90,000
8 14,477 22,333 38,829 74,365 90,000
8 14,655 19,269 30,931 90,000 90,000
8 14,359 22,024 55,588 90,000 90,000
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Tabla A6. ANAVA para %Crecimiento in vitro de Ascochyta para el dia 3

DIA Variable N R2 R2A]
3 ARCSEN[RAIZ(%CRECIMIENTO)] 20 0,89 0,86
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4615,68 4 1153,92 29,53 <0,0001
DOSIS 4615,68 4 1153,92 29,53 <0,0001
Error 586,1 15 39,07

Total 5201,79 19

Tabla A7. Prueba de medias de Tukey dia 3 de evaluacion Alfa=0,05
DMS=13,64876 Error: 39,0736 gl: 15

DOSIS BFP (mg/L) Medias n E.E.
10000 49 4 3,13 A
1000 76,68 4 3,13 B
100 82,84 4 3,13 B
10 90 4 3,13 B
0 90 4 3,13 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Tabla A8. ANAVA para %Crecimiento in vitro de Ascochyta para el dia 4

DIA Variable N R2 R2Aj] CV
4 ARCSEN[RAIZ(%CRECIMIENTO)] 20 0,94 0,92 15,3
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 14028,62 4 3507,15 55,88 <0,0001
DOSIS 14028,62 4 3507,15 55,88 <0,0001
Error 941,41 15 62,76
Total 14970,03 19
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Tabla A9. Prueba de medias de Tukey dia 4 de evaluacion Alfa=0,05
DMS=17,29798 Error: 62,7607 gl: 15

DOSIS BFP (mg/L) Medias n E.E.
10000 21,98 4 396 A
1000 28,92 4 39 A B
100 42,68 4 3,96 B
10 75,29 4 3,96 C
0 90 4 3,96 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

El dia 4 de evaluacion muestra tres grupos diferenciados con el tratamiento de
10.000 mg/L como el de menor crecimiento y donde el tratamiento a menor dosis

(10 mg/L) es estadisticamente igual al control.

Tabla A10. ANAVA para %Crecimiento in vitro de Ascochyta para el dia 5

DIA Variable N R2 R2Aj] CV
5 ARCSEN[RAIZ(%CRECIMIENTO)] 20 0,97 0,96 11,74
F.V. SC gl CM F  p-valor
Modelo. 17216,33 4 4304,08 117,7 <0,0001
DOSIS 17216,33 4 4304,08 117,7 <0,0001
Error 548,55 15 36,57
Total 17764,87 19
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Tabla All. Prueba de medias de Tukey dia 5 de evaluacion. Alfa=0,05
DMS=13,20422 Error: 36,5698 gl: 15

DOSIS BFP (mg/L) Medias n E.E.
10000 18,9 4 302 A
1000 26,23 4 3,02 A
100 39,66 4 3,02 B
10 82,8 4 3,02 C
0 90 4 3,02 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Tabla A12. ANAVA para %Crecimiento in vitro de Ascochyta para el dia 6

DIA Variable N R2 R2Aj] CV
6 ARCSENI[RAIZ(%CRECIMIENTO)].. 20 0,97 0,97 11,09
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 18429,76 4 4607,44 145,13 <0,0001
DOSIS 18429,76 4 4607,44 145,13 <0,0001
Error 476,19 15 31,75
Total 18905,95 19

Tabla A13. Prueba de medias de Tukey dia 6 de evaluacion. Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=12,30263 Error: 31,7463 gl: 15

DOSIS BFP (mg/L) Medias n E.E.
10000 17,78 4 282 A
1000 24,38 4 282 A
100 37,65 4 2,82 B
10 84,12 4 2,82 C
0 90 4 2,82 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)
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Tabla A14. ANAVA para %Crecimiento in vitro de Ascochyta para el dia 7

DIA Variable N R2 R2Aj] CV
7 ARCSEN[RAIZ(%CRECIMIENTO)] 20 0,97 0,96 13,15
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 20148,66 4 5037,16 117,94 <0,0001
DOSIS 20148,66 4 5037,16 117,94 <0,0001
Error 640,66 15 42,71
Total 20789,32 19

Tabla A15. Prueba de medias de Tukey dia 7 de evaluacion. Alfa=0,05
DMS=14,26986 Error: 42,7107 gl: 15

DOSIS BFP (mg/L) Medias n E.E.
10000 14,78 4 327 A
1000 20,36 4 327 A
100 38,89 4 3,27 B
10 84,56 4 3,27 C
0 90 4 3,27 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Tabla A16. ANAVA para %Crecimiento in vitro de Ascochyta para el dia 8

DIA Variable N R2 R2Aj] CV

8 ARCSEN[RAIZ(%CRECIMIENTO)] 20 0,97 0,97 11,87

Tabla A17. Prueba de medias de Tukey dia 8 de evaluacion. Test:Tukey Alfa=0,05
DMS=13,24047 Error: 36,7708 gl: 15

DOSIS BFP (mg/L) Medias n E.E.
10000 14,4 4 3,03 A
1000 21,15 4 303 A
100 43,73 4 3,03 B
10 86,09 4 3,03 C
0 90 4 3,03 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)
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Tabla A18. Datos normalizados de % de crecimiento in vitro de Ascochyta para el
dia 8
REPETICION TRATAMIENTO CRECIMIENTO ARCSEN[RAIZ(%CRECIMIENTO )]

1 1000 0,1278 36,87

1 10 0,9367 80,02

2 10000 0,0626 30,00

2 100 0,3928 52,53

2 0 1 90,00

3 1000 0,1087 35,06

3 10 0,747 68,03

4 10000 0,0617 30,00

4 100 0,6814 65,65

4 0 1 90,00

5 1000 0,141 38,06

5 10 0,8604 74,65
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PAGINA 116 Tabla 28. Resultados del calculo de %Inhibicion para el ensayo de
patogenicidad in vivo — Datos Transformados
TRATAMIENTO % INHIBICION (x) RAIZ (x) RADIANES ARCSENY(x)

0 25,76 5,0754 0,0886 0,0887

0 34,92 5,9093 0,1031 0,1033

0 45,76 6,7646 0,1181 0,1183

1 59,66 17,7240 0,1348 0,1352

1 55,25 7,4330 0,1297 0,1301

1 48,14 6,9383 0,1211 0,1214
100 35,93 5,9942 0,1046 0,1048
100 25,08 5,0080 0,0874 0,0875
100 58,64 17,6577 0,1337 0,1341
150 47,8 6,9138 0,1207 0,1210
150 35,93 5,9942 0,1046 0,1048
150 34,58 5,8805 0,1026 0,1028
225 56,27 7,5013 0,1309 0,1313
225 29,83 5,4617 0,0953 0,0955
225 28,14 5,3047 0,0926 0,0927
325 50,85 7,1309 0,1245 0,1248
325 41,02 6,4047 0,1118 0,1120
325 100 10,0000 0,1745 0,1754
450 58,98 7,6798 0,1340 0,1344
450 56,95 7,5465 0,1317 0,1321
450 62,71 7,9190 0,1382 0,1387
600 50,85 7,1309 0,1245 0,1248
600 57,29 7,5690 0,1321 0,1325
600 51,19 17,1547 0,1249 0,1252
775 63,39 7,9618 0,1390 0,1394
775 63,05 7,9404 0,1386 0,1390
775 100 10,0000 0,1745 0,1754
975 63,73 7,9831 0,1393 0,1398
975 100 10,0000 0,1745 0,1754
975 100 10,0000 0,1745 0,1754
1000 100 10,0000 0,1745 0,1754
1000 66,1 8,1302 0,1419 0,1424
1000 100 10,0000 0,1745 0,1754
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