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Abreviaturas

AER: Actividad enzimética residual

CAT: Abreviacién de Catalasa: Enzima Peroxido-reductasa que actia sobre el
peréxido de hidrégeno produciendo agua y oxigeno molecular

E.M.: Estado de maduracion: Fase del catabolismo celular dado por el desarrollo de
Reacciones Bioquimicas Enzimaticas REDOX, que aceleran el proceso de
respiracion de los frutos, generando cambios Biofisicoquimicos en cascara y pulpa.

PME: Abreviacién de Pectinmetilesterasa: (PME, E.C. 3.1.1.11) cataliza la hidrolisis
de los ésteres metilicos de pectina, reduciendo su grado de esterificacion.

POD: Abreviacion de la Peroxidasa: cataliza la oxidacion de fenoles a quinonas

RBE: Reaccion Bioquimica Enzimatica

SALTING-OUT: Método utilizado para la separacion de macromoléculas, basado
en las interacciones electrolito-no electrolito, en concentraciones salinas altas.
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Introduccién

Colombia es uno de los mayores productores de mora de Castilla (Rubus glaucus)
en el mundo, con una produccion de 73856 ton/afio y un area de 7007 ha; su
proyeccion de cultivo al afio 2026 (DANE, SIPSA, 2013) es de 20631 ha, sin
embargo se producen perdidas que llegan al 70%, debido al mal manejo en la
cosecha y postcosecha, su corta vida en estantes (3-5 dias), dafios mecanicos y el
pardeamiento enzimatico (Ayala, Valenzuela, & Bohorquez, 2013).

La creciente industria alimentaria busca métodos de conservacion para este tipo de
alimentos que son altamente perecederos, por lo tanto, esta investigacién busco
conocer algunos inhibidores, utilizados en otras investigaciones, como son el cloruro
de calcio y el acido ascérbico, los cuales presentaron buena eficiencia en la
inhibicién de las enzimas catalasa, peroxidasa y pectinmetilesterasa; los resultados
de la presente investigacion reflejan un descenso de la actividad de estas enzimas
hasta en un 96%, por lo que el proceso de senescencia del fruto se ve ralentizado.
Se realizo andlisis de las propiedades fisicoquimicas de suelos para determinar la
relacion que tienen estos parametros con la actividad ureasica y a su vez estudiar
el posible impacto de estos factores en la calidad del fruto, su importancia se vio
reflejada en los resultados obtenidos, con una incidencia directa en los frutos en
cuanto a su composicion fisicoquimica; se consideré los compuestos utilizados para
fertilizar cada suelo y la relevancia de las buenas practicas agricolas en el
comportamiento de la micro biota del suelo.

Reina, (1998) informa que los frutos de Rubus glaucus estan incluidos en el grupo
de frutos blandos, ya que sufren un rapido deterioro de la pared celular y
pardeamiento de la pulpa, debido a una alta actividad enziméatica relacionada con
Peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7), la cual a concentraciones altas de peréxido de
hidrégeno: H>O», oxida fenoles a quinonas, moléculas organicas aromaticas que
luego se polimerizan generando polifenoles, responsables del color pardo y
oscurecimiento del fruto, del mismo modo, la polifenoloxidasa (PFO, EC 1.10.3.2),
en presencia de oxigeno cataliza la oxidacion de numerosos compuestos fendlicos
hasta biomoléculas poliméricas asociadas al pardeamiento de frutos y vegetales
durante el crecimiento y maduracion. Asi mismo, teniendo en cuenta que POD y
PFO biocatalizan la oxidacién de compuestos fenélicos celulares a quinonas, ya que
son biomoléculas altamente reactivas que interaccionan con proteinas, acidos
nucleicos, flavonoides y otras quinonas, mediante (RBE), produciendo colores
pardos, afectando sus propiedades sensoriales como: textura, color y sabor,
disminuyendo la calidad nutricional del fruto (Baquero, Castro & Narvaez. 2005).
Este problema es de primera magnitud en la industria alimentaria y se reconoce
como una de las principales causas de pérdida de calidad y valor comercial de frutos
y vegetales.

Otra enzima que se incluye en este estudio por la importancia que tiene y el papel
gue desempefia en la senescencia es la CAT, es asi como (Baquero, Castro &
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Narvaez. 2005) por medio de la prueba permanganométrica, (Ulrich, 1974) indica
gue una enzima peroxido reductasa es la catalasa (CAT, EC 1.11.1.6), que convierte
el H.O2 en H20 y Oa. El Perdxido de Hidrégeno también puede ser degradado por
el guayacol peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7) en tetrahidroguaiacol y por la ascorbato
peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) en agua mas alcohol, empleando como donador de
protones el guayacol y ascorbato, respectivamente; esto sirve para controlar
especies reactivas de Oxigeno-EROS. Por esto es importante estimular la accion
de la catalasa puesto que juega un papel fundamental al degradar el peroxido de
hidrégeno de la célula. Las plantas tienen mecanismos de proteccion, como lo es la
accion de las enzimas antioxidantes; dentro de las mas eficientes se encuentra la
catalasa, asi mismo esta enzima se activa en las etapas de senescencias
cumpliendo el rol de eliminacion de algunos agentes oxidantes como lo es el O2.

Menéndez, et al. (2006) refieren que otra enzima que se relaciona con la calidad del
fruto es la Pectinmetilesterasa, (PME, EC 3.1.1.11) la cual corresponde a una
enzima hidrolasa, que se encuentra unida a la pared celular de los frutos y es
liberada en el momento del ablandamiento de los mismos, cataliza la extraccion de
los grupos metilo de la cadena de acido poligalacturonico, lo que provoca la
liberacion de metanol, pectinas de bajo metoxilo y formacion de acidos pépticos en
este caso es interesante analizar la reaccién que tiene la PME frente al inhibidor
CaClzel cual aportaria calcio al fruto puesto que este es casi inexistente en los frutos
postcosecha y su relevancia radica en la firmeza y estabilidad de la membrana
celular por la formacion de pectatos que incrementan la rigidez en la pared celular.

Ochoa, Hinojosa, Gomez-Mufioz, & Garcia-Ruiz (2007) indican que la calidad
fisicoquimica y actividad biologica de los suelos es otro factor importante en la
produccion de este tipo de cultivos, debido a que deben cumplir con las condiciones
y nutrientes adecuados para el desarrollo de los frutos; es asi como la actividad
enzimatica por ejemplo de la ureasa generada por el crecimiento de la microbiota,
permite optimizar los ciclos geoquimicos que involucran sistemas edaficos, lo cual
se traduce en un mayor incremento del flujo de nitrégeno, agua, carbono, fésforo y
azufre en estos ambientes. Asi, Ureasa (EC 3.5.1.5 ) es una enzima fundamental
para el correcto crecimiento de la planta, ademas es una enzima extracelular con
origen microbiano o vegetal, también es un tipo de amidohidrolasa, que cataliza en
presencia de agua, el desdoblamiento de la urea (molécula rica en nitrégeno no
proteico-NNP) hasta hidréxido de amonio y gas carbonico, lo cual es esencial para
el proceso de asimilacion del NNP a través del sistema radicular de la planta, este
nitrogeno es luego transformado mediante reacciones bioquimicas enzimaticas
(RBE) en aminoéacidos y proteina por la célula vegetal. En consecuencia, la ureasa
es importante para el crecimiento y desarrollo del fruto, por lo que esta asociada en
los ciclos del nitrégeno y del carbono que aportan nutrientes para el crecimiento y
desarrollo efectivo de las plantas, todo esto redunda en la calidad final de los frutos
(Henriquez, Uribe, Valenciano, & Nogales, 2014). Por lo tanto, Rubus glaucus no es
ajeno a este comportamiento, de tal forma que la calidad de sus productos esta
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relacionada con la bioquimica del suelo. El porcentaje de hidrdlisis de la urea varia
dependiendo de factores como el pH, contenido de agua y temperatura.

Rivera, Restrepo & Narvaez (2004) indican que las enzimas POD, PFO y PME,
provenientes de algunos frutos pueden ser inactivadas por tratamientos térmicos y
por la adicion de compuestos quimicos utilizados en la industria alimentaria, tales
como cloruro de sodio (NaCl), sulfito de sodio (Na>SO3), cloruro de calcio (CaCly),
acido ascorbico, (Ci2H22011), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y acido
benzoico (C7HeO2).

En la busqueda de sustancias que puedan prolongar los componentes nutricionales
en frutos y verduras se tienen estudios como los de Denoya, Ardanaz, Sancho,
Benitez, Gonzélez & Guidi (2012) que concluyen que hace algunos afios se
utilizaban los sulfitos como inhibidores, pero ha disminuido su uso por su relacién
directa con varios tipos de reacciones alérgicas incluyendo el asma. Los inhibidores
de enzimas utilizados en este estudio han sido probados en otras frutas con buenos
resultados en su efectividad, en consecuencia, se busca determinar el inhibidor de
mayor efectividad sobre el comportamiento fisicoquimico y enzimatico de mora de
Castilla (Rubus glaucus), ademas de estudiar la posible relacion con la actividad
uredsica presentada en los suelos de estos cultivos.

Teniendo en cuenta los parametros descritos, el proposito de este trabajo se centro
en evaluar la cinética Ureasica de suelos y su interrelacion con actividad de
catalasa, peroxidasa y pectinmetilesterasa en frutos de Rubus glaucus, antes y
después de ser tratados con inhibidores quimicos, a fin de comprender mejor el
papel que desempeiian CAT, POD y PME, durante los procesos de maduracion y
senescencia, asi mismo, el comportamiento fisicoquimico y enzimatico de los frutos
tratados con cloruro de calcio (CaCly) y acido ascorbico (CsHsOs), esto con el objeto
de suministrar métodos efectivos que disminuyan el pardeamiento y ablandamiento
de Rubus glaucus, durante su comercializacion, y por lo tanto lograr prolongar su
vida util en anaquel.
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1. Marco Tebrico

1.1. Generalidades de la mora de Castilla (Rubus glaucus)

Segun Salinas (2014) la mora es una planta de habito perenne, de tallos rastreros
0 semierguidos que poseen espinas, hojas trifoliadas lanceoladas, verdes por el haz
y vellosos por el envés. Las flores que posee son blancas de numerosos estambres
y se auto fecundan. Se produce en alturas que varian de los 1700 a los 2400 metros
sobre el nivel del mar, siendo su temperatura éptima entre los 11 y 22 grados
centigrados; en cuanto a la precipitacion requiere de 1500 a 2300 milimetros de
lluvia por afio y la humedad relativa puede oscilar entre 70 a 80 %; el requerimiento
de brillo solar va de 1200 a 1600 horas/afo y vientos de menos de 3 km /h.

En cuanto a suelos (Gobernacion del Huila: Secretaria de Agricultura y Mineria, s.f.)
reporta que los mejores son aquellos de textura franca, que sean permeables y con
buena cantidad de materia organica, dado que los suelos arcillosos ocasionan
encharcamientos y los arenosos no conservan la humedad necesaria, tal
caracteristica no favorece su cultivo. También se recomienda que sean ligeramente
acidos, con pH entre 5,5 a 6,5.

1.1.1. Morfologia de los frutos Rubus glaucus

Bohérquez & Usuga (2017) indican que los frutos de Rubus glaucus estan
compuestos por drupas, pequeias esferas redondeadas que poseen una semilla
dentro, la forma es de redonda a alargada con tamafios que oscilan de 1 a 4 cm. Su
color depende del estado de maduracidn en que se encuentre y varia desde el verde
en su etapa primera hasta el purpura oscuro o incluso negro en su estado de mayor
madurez. En cuanto al sabor es una fruta agridulce, refrescante con toques acidos
muy agradable.
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Figura 1. Frutos Rubus Glaucus

Fuente: Autores (2018)

1.1.2. Taxonomia de la mora variedad Castilla (Rubus glaucus)

Reino: Plantae
Subreino: Tracheophyta
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Género: Rubus
Especie: glaucus

(Cruz & Garcia, 2013)

1.1.3. Cosecha de los frutos

El DANE, SIPSA (2013) informa que la primera cosecha de los frutos se obtiene
entre los siete y nueve meses después de establecido el cultivo, llegando a su plena
produccion a los 15 meses de edad, con rendimientos de 18 a 20 toneladas de fruta
por hectarea/afio. Por su parte, el fruto esta listo para ser cosechado cuando
presente un color rojo vino tinto brillante a ligeramente palido.

1.1.4. Almacenamiento de frutos

Nucleo Ambiental S.A.S. (2015) notifica que después de la recolecciéon de frutos de
mora lo mas recomendable es que sean trasladados al sitio de almacenamiento
temporal para evitar el contacto con contaminantes que puedan oxidar los frutos asi
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mismo se debe evitar la exposicion a factores ambientales como sol o lluvia, y al
momento de reenvasar los frutos ser muy cuidadosos en su manipulacion para
evitar dafilos mecénicos. La mora debe ser almacenada entre 0 y 1°C; no debe
permanecer almacenada por mas de 1 dia si son frutas para exportacion.

1.1.5. Caracteristicas fisicas de la mora

Determinacion del diametro maximo de cada fruto como se indica en la tabla.

Tabla 1. Calibres de la mora de Castilla

Diametro (mm) Peso promedio (Q)
227 9.2
26-23 9.8
22-19 6.2
18-14 4.2
<13 3.2

Fuente. ICONTEC: (NTC 4106). Diametro y peso estandar para frutos de mora.

1.1.6. Madurez

Segun ICONTEC: NTC 4106 se define que la madurez de la mora de Castilla se
puede verificar por su color externo. Su estado de maduracion se puede confirmar
por medio de pruebas de laboratorio como la determinacion de los soélidos solubles
totales, acidez titulable y el indice de madurez.

1.1.7. Indicadores de maduracion segun NTC 4106

COLOR 0: fruto de color amarillo verdoso con sus drupillas bien formadas.
COLOR 1: fruto de color amarillo verdoso con algunas drupillas de color rosado.
COLOR 2: se incrementa el area de color rosado.

COLOR 3: el fruto es de color rojo claro.

COLOR 4: el color rojo del fruto es mas intenso.

COLOR 5: el fruto es de color rojo intenso, con algunas drupillas de color morado.
COLOR 6: el fruto es de color morado oscuro
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Figura 2. Tabla de color de la mora de castilla.

Fuente: NTC 4106.

1.1.8. Pigmentos presentes en los frutos de mora.

La coloracion presentada por los frutos de mora es debido a la presencia de
antocianinas, que generalmente se expresan como cyanidin-3-glucosida (Cyd-3-
glu) por cada 100 g de muestra, y los carotenoides (luteina, zeaxantina y -
caroteno), los cuales van disminuyendo a medida que va aumentando el estado de
madurez (Souza, Lopes, Perin, & da Silva, 2018) y (Rutz, Voss, & Zambiazi, 2012).

1.1.9. °Brix

El grado brix equivale al porcentaje de peso de la sacarosa en una solucion, es
decir, representa los gramos de C12H22011 que estan presentes en 100 gramos de
muestra, este solamente debe ser definido a una temperatura de 20° C, basado en
un método de concentracion por medio de la refraccion de la luz en una solucion.
La unidad de medida °Bx es (grados Brix) (Suarez, 2003).

Tabla 2. Valores limites para frutos de mora de castilla

Color 0 1 2 3 4 5 6
°Brix (minimo) 5,4 57 59 63 6,7 7,2 7,7
°Brix (maximo) 5,7 6,1 64 69 7,3 7,9 85

Fuente (NTC 4106). Contenido de solidos solubles totales expresado en °Brix segln el estado de
maduracion del fruto

1.1.10. Acidez Titulable

Expresa el porcentaje de acido malico (Hidroxiacido dicarboxilico Ca4) en los frutos,
esto representa entonces los gramos de este acido C4HeOs, que estan presentes en
100g del fruto.
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Tabla 3. Porcentaje de acido malico

Color 0 1 2 3 4 5 6

% Acido malico (maximo) 3,0 34 35 34 31 28 25

Fuente (NTC 4106). Acidez titulable maxima expresada como porcentaje de acido malico
dependiendo del estado de maduracion.

1.2. Enzimas

Son biocatalizadores de origen proteico, conformados por Apoenzima (componente
proteico) y Coenzima (Componente no proteico), que forman parte de las células.
Su importancia radica en que son capaces de acelerar la velocidad de las
reacciones quimicas, por esto se definen como catalizadores biolégicos, sin estas,
muchas reacciones fundamentales para la vida serian muy lentas y los ciclos vitales
no se generarian. (Open Stax, 2015).

Para la clasificacion de las enzimas Pefia (2004) sugiere gque estan organizadas de
acuerdo con las reacciones que catalizan en: oxidorreductasas (aceleran
reacciones de oOxido-reduccion), transferasas (transfieren grupos quimicos entre
moléculas), hidrolasas (rompen o sintetizan enlaces covalentes de las moléculas),
liasas (rompen enlaces formando a su vez dobles ligaduras), isomerasas (catalizan
un arreglo espacial de grupos quimicos en la molécula sin modificar su compaosicion
guimica) y ligasas (promueven unién covalente de dos moléculas acopladas con la
ruptura de un enlace pirofosfato como fuente de energia).

1.2.1. Clasificacion de las enzimas

A continuacion, se describe el disefio basico para la clasificacion de las enzimas
involucradas en el presente trabajo.

Boyce &Tipton (2001) refieren que el nimero CE: es el numero de clasificacion por
lo general con 4 nimeros que se clasifican de la siguiente forma:

ler digito Clase. Tipo general de enzima
2 do digito subclase. Tipo de enzima especifica
3er digito sub-subclase. Grupo funcional del sustrato

4to digito serie. Tipo de sustrato
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Tabla 3. Nomenclatura enzimética

ler digito 2do digito 3er digito 4to digito
3 Hidrolasa (UREASA) 5 amidohidrolasas 1 amida 5 urea
3 Hidrolasa (PME) 1 pectin demetoxilasa 1 carboxilo 11 pectina
6 peroxido de
1 Oxidoreductasa (CAT) 1 peréxido-reductasa 1 peroxo hidrogeno
1 Oxidoreductasa (POD) 11 guayacol peroxidasa 1 fenol 7 guayacol

Fuente (Autores). Tipo de enzimas analizadas.

1.2.2. Reacciones Bioquimicas Enziméticas (RBE)

En la figura 3 se ilustra la accion enzimética; la reaccion comienza cuando el
substrato localiza el sitio activo (SA) de la enzima, el cual esta conformado por
aminoacidos especificos, los cuales se enlazan o ligan al grupo funcional del
sustrato), al unirse a esta por la alta afinidad entre el complejo sustrato-enzima se
produce la reaccion con una baja energia de activacion. Asi, la tasa de reaccion se
acelera sustancialmente para generar los productos sin alterar la estructura de la
enzima, la cual queda disponible para iniciar un nuevo ciclo.

Figura 3. Representacion mecanismo de una RB con el complejo Enzima-sustrato
Enzyme changes shape Products
Substrate slightly as substrate binds

Active site

‘2

y [

= = =

Substrate entering Enzyme/substrate Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Fuente: adaptado de Open Stax, (2015).

1.2.3. Actividad Enzimaética

Actividad enzimatica (AE) se define como la cantidad de enzima que transforma 1
umol de sustrato en producto por minuto, generalmente se expresa en pmol.min,
Y puede ser afectada por otras moléculas como son los inhibidores o condiciones
como la temperatura y el pH, los cuales tienen rangos definidos para cada tipo de
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enzima. Campbell (2007) refiere que los factores ambientales como pH vy
temperatura son fundamentales para el correcto desarrollo de la catalisis
enzimatica. Es asi como la temperatura hasta cierto limite es fundamental para
acelerar la velocidad de las reacciones, bajo estas condiciones los sustratos
colisionan con los sitios activos, pero al superar la temperatura 6ptima, la agitacion
térmica produce rompimiento de enlaces y puentes, inestabilizando la estructura
proteica, asi se produce la desnaturalizacion. Los valores 6ptimos de pH para la
mayoria de enzimas esta entre 6 y 8, pero al superar el valor éptimo de pH también
se puede producir una desnaturalizacion de la proteina.

Otro factor importante para analizar de una forma mas completa la actividad
enzimatica es por medio de la actividad residual enzimética (AER), segun Maca,
Osorio & Mejia (2013) esta es la relacibn entre la actividad enzimatica
postratamiento (Ap) Y la actividad inicial (Ai), su calculo se realiza en términos de
porcentaje.

A
%AER = A—p x 100

l

1.2.4. Cinética enzimatica

Cinética quimica es la ciencia que estudia la velocidad de las reacciones, asi en los
ensayos enzimaticos se analiza la actuacion de la enzima sobre determinado
sustrato a traves de un proceso de catalisis para formar un producto especifico de
interés en un tiempo que se puede calcular con la cinética.

Los parametros cinéticos de una RBE son: Velocidad maxima (Vmax), Constante
de Michaelis (Km) y Energia de Activacion (Eac); Asi La velocidad de reaccion es
la cantidad de sustrato consumido por unidad de tiempo, luego (Vmax) corresponde
a la actividad maxima de la enzima en los Sitios activos; Por su parte, la Constante
de Michaelis (Km) corresponde a la concentracion de sustrato en donde la velocidad
es la mitad de la Velocidad maxima, es decir la RBE esta ocurriendo en un 50%;
asi mismo, es un valor que indica la tendencia del sustrato por unirse a la enzima,
esto se relaciona con la afinidad de la enzima por el sustrato, de tal forma que
cuando Km tiende a cero, la afinidad E-S, es alta, mientras si se obtiene lo contrario,
la afinidad quimica de la enzima por el sustrato, es baja; La figura 4 esquematiza la
relacion entre velocidad y concentracion del sustrato siguiendo un comportamiento
Michaelliano.
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Figura 4. Curva de Michaelis-Menten.

Vmax =

NV IRAEI oo o

Velocidad de reaccion
N

3|

m Concentracion de sustrato

Fuente: OpenStax (2015)

1.2.5. Orden de las reacciones.
Moreno (2010) refiere que el orden de las reacciones se da de la siguiente forma:

Reaccion de orden cero. La velocidad de la reaccion no depende de la
concentracion del reactante y la velocidad se mantiene constante.

Reaccion de primer orden. La velocidad de reaccion depende de la concentracion
de una de las especies.

Reaccion de segundo orden. La velocidad es proporcional al cuadrado de la
concentracion de una sola especie o es proporcional al producto de las
concentraciones de dos especies.

Es importante reconocer el orden de las reacciones puesto ya que con estas se
puede analizar de forma mas efectiva el mecanismo de la reaccion y de esta forma
obtener informacion de como actia la enzima con el sustrato.

1.2.6. Ureasa (EC 3.5.1.5)

La enzima ureasa pertenece a la clase 3 del grupo de las amidohidrolasas,
catalizando reacciones de hidrdlisis de la urea a amonio y dioxido de carbono.

ureasa
CO(NHz)Z + H20 _— 2NH3 + COZ

Segun Carter, Flugga, Boer, Mulrooney & Husinger (2009) la ureasa cataliza el
proceso de la hidrdlisis de la urea en amoniaco y acido carbamico, este compuesto
se descompone de forma espontanea produciendo otra molécula de amoniaco y
acido carbonico. ElI pH asociado a esta reaccion tiene implicaciones en la
agricultura, por el aumento del pH, esta enzima también tiene un papel muy
importante en la semilla de germinacion al degradar la urea formada por la actividad
de la arginasa.
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Nufiez, Jara, Sandoval, Demanet & Mora. (2012). Citan que una mayor actividad
ureasa (AU) desarrollada en el suelo estd asociada con un mayor contenido de
biomasa microbiana, coincidiendo con Nannipieri, Muccini & Ciardi (1983), quienes
sugirieron que la AU se incrementa con dicha microbiota, ya que ésta es un
constituyente intracelular. Sin embargo, hay planteamientos que sugieren que una
mayor AU est4 relacionada con mayor contenido de Materia Organica (MO) en el
suelo, mas que a un incremento en la biomasa microbiana.

1.2.7. Pectinmetilesterasa (PME) (EC 3.1.1.11)

Maca, Osorio & Mejia. (2013) describen la pectinmetilesterasa, como una hidrolasa
gue se encuentra unida a la pared celular y que se libera en la extraccion del
zumo, cataliza la eliminacion de grupos metilo del acido poligalacturénico, causando
liberacion de metanol, algunas pectinas y formacion de acidos pécticos, estos
acidos llegan a reaccionar con los iones de calcio del medio, para formar
complejos que son insolubles o pectato célcico, dejando un namero de carboxilos
libres que se pueden luego enlazar cationes y formar pectinas reticuladas, las
cuales pueden agregarse y asentarse.

Figura 5. Demetilacion de acido poligalacturénico por PME hasta la formacion de
acido péctico

PGIP
PG
\ COOCH, COOH
0 cooc, ~ 2HO  2CHOM N g oo
OH L OH /i—o
O OH
PME
OH l OH
PMEI
COOH COOH
0 0 0 0
OH OH
OH OH
OH OH

Fuente: (Salazar, Gamboa 2013)
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Carabali, Narvadez & Restrepo (2009) citan que “el éster metilico del acido (a-1,4)
poligalacturénico corresponde a las pectinas con varios grados de esterificacion. La
PME cataliza la hidrdlisis de los ésteres metilicos de pectina, por lo que disminuye
su grado de esterificacion, se reduce la adhesividad intracelular y la rigidez tisular.”

En la figura 5, se muestra el mecanismo de accion de la pectinmetilesterasa en los
poligalacturanos, dicho polimero es un componente estructural de la pectina en el
gue su interaccion con la PME puede disminuir los grados de metil-esterificacion de
la pectina, por lo cual es importante reconocer la estructura de la pectina presentada
en la figura 6.

1.2.8. Pectina

En el articulo presentado por Guidi & Arandia (2010) informan que la pectina es un
tipo de polisacarido con una estructura compleja, de alta proporcion de acido
galacturonico que esta presente en las paredes celulares de los vegetales,
especialmente en las frutas, por lo general se utiliza como espesante en varias
industrias.

Figura 6. Conformacion de silla de la pectina

Fuente. Mederos & Hormeza (2008).

1.2.9. Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6)

Granados (2014) cita que la catalasa como catalizador de principio proteico, es una
enzima clasificada como peroxido-reductasa la cual se involucra en la conversion
del peroxido de hidrogeno (H20.), hasta oxigeno (O2) y agua (H20). Dicha
biomolécula, est4 presente en peroxisomas celulares y mitocondrias, tanto en
animales como vegetales, protegiendo a la célula de la toxicidad ocasionada por los
radicales perdxidos, impidiendo su depésito y favoreciendo el metabolismo.
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Ademas, participa activamente en la respiracion vegetal, promoviendo la oxidacion
del glicolato que se produce a nivel del estroma ubicado en el cloroplasto, en una
etapa adelantada del ciclo de Calvin en la fotosintesis, hasta llegar al aminoacido
llamado glicina (a4cido-2-aminoetanoico), el cual se oxida a nivel mitocondrial por
accion de reacciones de desaminacion oxidativa que conllevan a la produccion de:
diéxido de carbono (CO2), amoniaco (NHz), trifosfato de adenosina (ATP) y agua
(H20).

catalasa

1.2.10. Peroxidasa (POD) (EC 1.11.1.7)

Berg, Tymoczko & Stryer (2007) plantean que la peroxidasa es similar a la
polifenoloxidasa (PPO), ya que pertenecen al grupo de las enzimas o6xido-
reductasas. Se encargan de descomponer el peroxido de hidrégeno con la
presencia de un aportante de hidrogeno, es una enzima que se encuentra en
animales, plantas y microorganismos. En plantas se encuentra en la célula en forma
soluble en una parte y en el citoplasma es insoluble. La POD soluble, se puede
extraer de los tejidos con un buffer fosfato, ademas, cataliza 4 tipos de reaccion: (a)
Peroxidativas (b) Oxidativas (c) Cataliticas y (d) de hidroxilacion. Algunos de los
aportes mas relevantes en cuanto a la reaccion y interaccion de esta enzima con
algunos inhibidores, se puede observar en los estudios de (Baquero, Castro &
Narvaez, (2005)) investigacion en la que se muestra el efecto de enzimas como la
POD y PFO en frutos de pitaya.

POD se activa por una respuesta inmunoldgica de la planta para evitar el ataque de
patdgenos, por lo cual, esta se encarga de oxidar la superficie celular provocando
la salida de radicales libres y peréxido de hidrégeno, sustancias que resultan toxicas
para muchos organismos.

peroxidasa

HZOZ([) +AH2 — ZHZO(Z) + A
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Figura 7. Accién de POD sobre el guayacol para producir tetraguayacolato y agua.
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Fuente: (Beccacece, Galli, Giuntoli, Zanotti, & Pioli, 2013)

1.2.11. Pardeamiento Enzimatico

Se conoce como pardeamiento enzimatico a la transformacion que soportan los
compuestos fendlicos en polimeros coloreados debido a la accion de las enzimas.
El mecanismo de reaccion simplificado de la figura 8, muestra cOmo se sustituye un

hidrogeno por un grupo hidroxilo produciéndose una oxidacion del compuesto y
generando quinonas.

Figura 8. Reacciones enzimaticas de pardeamiento.

hidroxilacién oxidacion
enzimatica enzimatica
fenoles orto-difenoles orto-quinonas
(casi siempre incoloros) (tambien incoloros) (frecuentemente coloreadass)

Fuente: (Garcia, Giraldo, Hurtado, & Mendivil, 2006).

Segun Pérez, (2003) el pardeamiento enzimatico se presenta principalmente por
Cambios Bioquimicos Yy fisiolégicos durante la cosecha, o al someterse a procesos
fisicoquimicos en la postcosecha. Radica principalmente por la oxidacion de
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compuestos fendlicos, formandose o-quinonas, los cuales se polimerizan por su alta
reactividad originando melaninas cuya coloracion es parda. La velocidad a la cual
sucede esta reaccion tiene muchas variables de las que depende como:
concentracion, temperatura, pH, cantidad y naturaleza de los compuestos fendlicos,
actividad de agua y cantidad de oxigeno disponible.

La reaccion es catalizada por enzimas como polifenoloxidasa (PFO) y peroxidasa
(POD). Los compuestos fendlicos se ubican dentro del citoplasma de la célula,
separados de las enzimas que causan el pardeamiento las cuales se encuentran
unidas a la membrana tilacoide de los cloroplastos y en las mitocondrias. Otro factor
influyente es la produccién de etileno provocado por el estrés del procesamiento y
gue estimula el metabolismo de las sustancias fendlicas. (Silveira, Uso de aditivos
y metodos fisicos para mantener la calidad de los productos IV gama o minimamente
procesados, 2017).

Otro analisis sobre la reaccion de pardeamiento fue la expuesta por los autores
Jeantet, Croguennec, Schuck & Brule (2016) quienes analizaron que el
pardeamiento enzimatico es la transformacion de compuestos fendlicos en
polimeros coloreados, que cambian de tonos intermedios de rosa, rojo o azul a
principalmente marrén o negro. Al igual que el pardeamiento no enzimético, el
pardeamiento enzimatico es indeseable cuando afecta negativamente las
propiedades sensoriales y nutricionales de los alimentos. Muchos sustratos
naturales (mono, di o polifenoles) estan involucrados en el pardeamiento
enzimatico. Los mas importantes son los derivados del pirocatecol, el acido
benzoico y los derivados del acido cinamico, los flavonoides, los taninos y las
ligninas. Existen varios métodos para prevenir el pardeamiento enzimatico como
acidulantes agentes quelantes, sales y en métodos fisicos se estan usando
tratamientos térmicos, radiaciones ionizantes y no ionizantes (UV-C, microondas,
ultrasonido) pero solo algunos se utilizan en la practica. La intensidad del
pardeamiento enzimatico en productos vegetales depende de la naturaleza y
contenido de los polifenoles, asi como la disponibilidad de oxigeno y el entorno
fisicoquimico también tiene gran relevancia en la aceleracion del pardeamiento. Es
dificil predecir la velocidad de inicio y la intensidad de pardeamiento enzimatico ya
gue cada compuesto fendlico tiene sus propios parametros (Km, Vmax) y produce
pigmentos de un color particular.

1.3. Inhibidores Quimicos

Los inhibidores quimicos son sustancias que tienen la capacidad de reducir o
detener la accion enzimatica, los tipos de inhibiciones mas comunes son:

Inhibicién irreversible, por lo general el inhibidor se une de forma covalente a la
enzima y modifica su estructura, alterando la actividad enzimatica.
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Segun Berg, Tymoczko, Stryer (2007). La Inhibicion reversible, comprende tres tipos
de inhibicién las cuales inestabilizan la reaccion enzima-sustrato por un tiempo
determinado. Estas son: inhibicion competitiva, en este tipo de inhibicion el inhibidor
compite con el sustrato por el sitio activo de la enzima. Inhibicion no competitiva, el
inhibidor no compite con el sustrato, el inhibidor puede unirse a la enzima o a un
sitio alostérico de la misma, modificando su actividad. Inhibidor incompetitivo,
requiere que la enzima este unida al sustrato y disminuye Km.

Figura 9. Tipos de inhibidores enzimaticos

| nhibidql Inhibidor
competitivo Sustrato ﬁncompotihvo Sustrato

\ \ Inhibidor no \

‘ competitivo "\

\

Fuente: Berg, Tymoczko, Striyer (2007).

Segun lo expuesto, los inhibidores enzimaticos son moléculas que se adhieren a las
enzimas, generalmente a los centros activos, disminuyendo su actividad. A nivel
industrial los inhibidores revisten mucha importancia porque se utilizan para
modificar la actividad en enzimas no deseadas presentes en diversos compuestos
o alimentos.

1.3.1. Cloruro de calcio: CaCl,

Con respecto a este inhibidor Montealegre & Diaz. (2014) citan que, debido a la
conformacién estructural en el fruto de mora y su absorcion de nutrientes, el calcio
es fundamental al orientar el fortalecimiento y mejora de desordenes en las
caracteristicas morfologicas, quimicas y fisicas que en desequilibrio provocan
alteraciones fisioldgicas acortando la utilidad del producto por medio de la pérdida
de agua, descomposicion, etc.
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Figura 10. Estructura del CacCl, anhidrido. Las esferas verdes corresponden a los
iones CI-, mientras que las blancas a los iones Ca?*. Estas esferas se arreglan en
una celda unitaria ortorrombica de los cristales

Fuente: (Bolivar, 2014)

Rincon &. Martinez., (2015), encontraron que al hacerse aplicaciones de calcio en
postcosecha se logra mantener la turgencia en las células, la consistencia de los
tejidos y la lentitud del catabolismo de lipidos de la membrana, logrando asi
extender la vida en el almacenamiento de las frutas en buenas condiciones. El calcio
es muy importante para la estabilizacion de la membrana de las células
conservando la permeabilidad selectiva y la integridad del fruto (Azcén & Talon,
2008).

Por otra parte, Rincon & Martinez (2015) sugieren que, entre los principales
métodos reportados con aplicacion del calcio en productos hortofruticolas en fresco,
se hacen por inmersion, este método se usa principalmente para productos frescos
perecederos, como hortalizas de hoja verde. EI método consiste en la inmersion del
producto, la aplicacién o no de agitacion mecanica, seguido por la eliminacién del
exceso de solucion de lavado, este tratamiento es mas suave con la técnica de
impregnacion que pueden causar dafios en los tejidos y estrés metabdlico.

Los fragmentos de oligalacturénidos, provenientes de la reaccion de la pectina de
la pared celular con la pectinmetilesterasa, al remover el grupo metilo del acido
galacturonico, y que poseen carga negativa, reacciona con el calcio promoviendo la
formacion de estructuras llamadas “eggbox” que provocan el aumento en la rigidez
de la pared celular.
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Figura 11. Interaccion de homogalacturanos con iones calcio para aumento de la
rigidez de la pared celular.
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Fuente (Salazar & Gamboa, 2013)

Segun Salazar & Gamboa (2013), la “estructura de los polisacaridos principales de
la pared celular de plantas es la celulosa, la cual esta constituida por una cadena
de glucosas unidas a través de un enlace B-1-4. Las hemicelulosas constituyen un
grupo de polisacaridos formados por una cadena principal de glucosas unidas con
enlace B-1-4 con ramificaciones. La galactosa, fructosa y xilosa son los residuos
gue se presentan en el caso de los xiloglucanos. Las pectinas son un grupo
heterogéneo de polisacaridos ricos en acido galacturénico que constituyen
estructuras muy complejas. Los mas sencillos y abundantes son los
homogalacturonanos, que son cadenas de acido galacturénico y presentan
modificaciones como metilaciones y acetilaciones”.
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1.3.2. Acido ascérbico:

Figura 12. Formula estructural del 4cido ascérbico

CH,OH
HO-CH

HO OH

Fuente: (Guerrero.,2009)

Las propiedades fuertemente reductoras del acido ascoérbico se deben a la posible
ionizacion del hidroxilo situado en el carbono 3, el hidroxilo del carbono 2 también
se puede disociar formando un dianion (Serra & Cafaro, 2007).

El acido ascorbico, se conoce como un inhibidor de reaccion muy efectivo al
transformar nuevamente las quinonas producidas en fenoles, pero la inhibicion es
temporal, al agotarse el acido ascorbico durante la reaccion, posteriormente puede
ocasionar dificultades.

En el estudio presentado por Guerrero (2009) se analiza que el acido ascorbico se
puede catalogar mas como un antioxidante, pero una de sus grandes desventajas
es que a altas temperaturas es un compuesto inestable y la luz también puede
degradarlo a acido dehidroascérbico (DHAA). Los fenoles presentes en los frutos se
oxidan a orto-difenoles y flavonoides resultando de este proceso las orto-quinonas
las cuales reaccionan dando coloraciones oscuras o0 marrones, al estar presente el
acido ascorbico hay una reduccion nuevamente a fenoles y se presenta la inhibicion
enzimatica, en la metodologia utilizada por el autor a base de métodos
colorimétricos y manométricos se define el efecto de la fenolasa sobre el catecol el
cual fue reversible si se adiciona la suficiente cantidad de &acido ascorbico
reduciendo el mayor porcentaje de ortoquinonas.
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Figura 13. Reaccion de oxidacion de la quinona a fenol por medio del &cido

ascorbico.
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Fuente: Toit (2006).

1.4. Estado del arte

Algunos estudios que se han desarrollado con respecto a la influencia de la actividad
de las enzimas en el pardeamiento enzimatico presentado en diferentes tipos de
frutos, se citan a continuacion, estos estudios plasman diferentes metodologias de
analisis de la actividad enzimatica y reacciones generales.

Asi mismo, se ha estudiado mucho la ureasa por ser una enzima de gran
importancia en los suelos, son limitados los estudios que se encuentran de la
misma, a pesar de su alta relevancia en la hidrélisis de la urea, la cual es controlada
principalmente por esta enzima (E.C.3.5.1.5), Unica capaz de afectar en forma
importante el rendimiento de un fertilizante. El NHz o0 NH4* liberado es absorbido por
los coloides del suelo y nitrificado posteriormente, en los resultados de este estudio
se demuestra que hay una relacién directamente proporcional entre la actividad
uredsica y la materia organica (Borie & Fuentealba, 1982) citados por (Navarro, &
Villalobos, 2018)
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Se analizo la actividad enzimética en suelos de cactaceas en México por Olvera,
Espino, & Pacheco (2012), donde la actividad enzimatica es una sefial de calidad
del suelo en su estudio se explica que aunque la fertilidad de los suelos donde se
producen las cactaceas es de bajo contenido de nitrdgeno y materia organica hay
un incremento de metabolismo en poblaciones microbianas por la rizosfera de las
cactaceas las cuales reflejan un incremento en la actividad enzimatica, concluyendo
gue los diferentes consorcio de microorganismos en la simbiosis con la planta
resulta en un incremento de estas enzimas.

En la actividad enzimética que se desarrolla en los suelos se encuentran algunos
estudios como el de los autores Henriquez, Uribe, Valenciano, & Nogales (2014),
analizaron que la actividad de enzimas del suelo como: la deshidrogenasa, B-
glucosidasa, fosfatasa acida y alcalina y ureasa en cultivos de papa parda pastusa
tiene diversos comportamientos dependiendo la fertilizacién y el manejo de suelo,
asi los resultados indican que hay un posible efecto inhibitorio en las enzimas
dependiendo la fertilizacion y el uso de plaguicidas lo que afecta el nitrogeno, fésforo
y carbono.

Los estudios de Baquero, Castro & Narvaez, (2005)) encuentran que la CAT
presenta una alta actividad en el desarrollo de los frutos de pitaya, y que enzimas
como la PFO y POD muestran una alta actividad en frutos maduros, en donde el
pardeamiento y el deterioro del fruto fueron evidentes, se propone que la efectividad
en los tratamientos de las frutas en postcosecha se deben dirigir en incitar la
actividad de CAT y parar la actividad de POD y PFO para garantizar la duracion de
la vida en pitaya amarilla.

Algunos inhibidores quimicos utilizados para controlar propiedades fisicoquimicas y
nutricionales de las frutas, son: sulfitos, agentes antioxidantes o reductores,
acidulantes y compuestos quelantes. A pesar de su efectividad, estos compuestos
estan sujetos a restricciones, debido a que provocan efectos adversos para la salud.
(Wesche-Ebeling and Montgomery., 1983, citado por Sellés., 2007).

En la inhibicidn de la peroxidasa se realizo el estudio en pulpa de uva, sus autores
citan que el acido ascorbico fue el inhibidor mas potente seguido por el bisulfito de
sodio, mientras el acido citrico y el cloruro de sodio tuvieron un menor impacto en
la actividad de la PFO y la POD, en este articulo encuentran la relacién que existe
de estas enzimas con el pardeamiento de la pulpa y el cambio de color asi como
propiedades organolépticas en el fruto, su inactivacion por medio de temperaturas
e inhibidores, presentando la recomendacion de estudiar a una mayor profundidad
el uso de los inhibidores para la inactivacion enzimatica. (Rivera, Restrepo, &
Narvaez, 2004).

Luna y Barrett (2000), Abbott y Buta (2002), Soto e Yahia (2002), informan que
acidos organicos y sales de calcio, pueden ser utilizados en concentraciones
adecuadas, con el propadsito de inhibir reacciones bioquimicas enzimaticas en frutos
de alta perecibilidad, promoviendo la formacion de pectatos de calcio en la laminilla
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media de la pared celular, fortaleciendo asi la resistencia textural del tejido fresco
(Garcia, 2008), ademas, son inocuos para el consumo humano.

Adicionalmente: Harper; et al,(1969), citados por Sellés, (2007), indican que la
aplicacion de acido ascorbico, evita o minimiza el pardeamiento enzimatico,
mediante un mecanismo de inhibicion, fundamentado en el enlace de las formas
iGnicas a las formas protonadas de la enzima; para evitar la pérdida de textura de
frutos, se utilizan sales calcicas, como el cloruro de calcio, debido a la actividad del
calcio i6nico, sobre formacién de puentes o enlaces entre las cadenas pécticas,
aumentando la fuerza de resistencia de la pulpa (Poovaiah.1986, citado por Pérez,
2008).

En el caso de los métodos combinados en la manzana, se utilizaron tres tipos de
combinaciones, el tratamiento I. 2% acido ascérbico + 1% acido citrico + 0,5%
EDTA, Il. 1% &cido ascorbico + 0,5 % acido citrico + 0,25% EDTA y Ill. el control en
el que se utilizé agua. Los resultados ratifican que el tratamiento | fue el mas efectivo
en la inhibicion de la PPO, por lo que en este estudio se sugiere estudiar la
efectividad de los inhibidores sobre extractos que se obtienen de la enzima de esta
manera se pueden obtener datos mas precisos sobre la efectividad de estas
sustancias y su forma de accion directamente en la enzima (Denoya et. al., 2012).

Un trabajo en frutas con énfasis en la inhibicion de enzimas se llevd a cabo por
Guerrero (2009) en banano, mediante el uso de isoespintanol y acido ascorbico, en
la que la extraccion se realizé por medio de sistemas bifasicos acuosos, en los
resultados se muestra al acido ascoérbico actuando como un reductor y la actividad
de la PPO quedo indetectable, siendo este muy efectivo al utilizarse en
concentraciones adecuadas en este caso con valores de 505 a 2000 ppm siendo
esta la mas efectiva.

El trabajo realizado por Ortiz & Rincén (2010) evaltan las enzimas POD, PFO y
PME vy los inhibidores NaCl, CaCl.y acido ascorbico en los frutos de mora, siendo
este trabajo un complemento, al profundizar en la caracterizacion fisicoquimica del
suelo, ademas del estudio de la cinética enzimatica de la ureasa en el mismo, como
factor que influye en la calidad del suelo y la posible relacion con la capacidad
antioxidante que posee el fruto. En los resultados expuestos por los autores se
encuentra a que la actividad de la POD en el estado de maduracion 5 tiene una
mayor actividad que en el estado de maduracion 2 por lo que se comprueba que
esta enzima participa activamente del proceso de degeneracion celular. Asi mismo
el CaCl: fue el inhibidor mas efectivo para detener la actividad enzimatica de la POD,
sobre todo en la mayor concentracion (4%).

En el andlisis de la evaluacion de la capacidad antioxidante que presenta la guayaba
documentada por Espinal (2010) se lleva a cabo una metodologia de extraccion
enzimatica (POD, PFO, PG y PE) por medio de precipitacion de proteinas mediante
el método de polvos de acetona (2, 3, 4, 5y 6 lavados con 5 mL de acetona a 4 °C
cada uno), en los resultados el modelo de Michaelis-Menten se correlacioné con la
cinética de las enzimas POD, PFO, PG y PE la prueba arrojo que la POD tiene una
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mayor afinidad por el H202 que por el guayacol y la velocidad méaxima de la POD es
cerca de 10 veces mayor que la de PFO.

Un proceso patentado por Ramirez Aristizdbal & Restrepo (2013) utilizd un
recubrimiento comestible que se elabord con gel mucilaginoso de penca sabila, el
cual se aplicdé por inmersion de la fruta con posterior secado, almacenado bajo
refrigeracion en un lapso de 10 dias y observando el comportamiento fisico y
qguimico del fruto. Se inhibi6 la actividad realizada por las enzimas y las reacciones
de pardeamiento que conllevan al dafio del fruto, incluyendo la percepcion de su
sabor.

Uno de los estudios mas concluyentes sobre la relacion directa de la peroxidasa en
el catabolismo de frutos fue el de Zhang & Shao (2015) en los frutos de nispero
quienes reportan los roles de la PPD y POD en el deterioro de frutos y sus
caracteristicas variables segun sea el cultivo, para el analisis se utilizaron métodos
espectrofotomeétricos confiables asila POD es una enzima directamente involucrada
en el ennegrecimiento de los tejidos al reducir los di fenoles y participar en la
produccion de lignina aun asi la actividad de la peroxidasa esta limitada por la
ausencia de electrones.

También se pueden obtener buenos resultados en la inhibicion de enzimas al aplicar
calcio en frutas tal como lo demuestra el estudio de Rincon & Martinez (2015) en su
revision de funciones que cumple el calcio para la calidad postcosecha de las frutas
y las hortalizas en el que se concluye que al aplicar calcio en los frutos directamente
por inmersion se mantiene la rigidez celular evitando que actien enzimas como la
pectinmetilesterasa y retarda el catabolismo que presentan los lipidos de la
membrana celular, teniendo como consecuencia la ampliacion de la utilidad del fruto
en almacenamiento, de los productos hortofruticolas manteniendo las buenas
condiciones de calidad, concluyeron que la aplicacion de calcio a frutas y hortalizas,
en postcosecha, son muy utiles para mantener la firmeza, reducir la incidencia en
enfermedades por patdogenos y prevenir el desarrollo de trastornos fisiologicos, esto
conlleva a preservar la calidad de las frutas y hortalizas, factor de gran importancia
en el proceso de la comercializacion.

Otros estudios significativos presentan el efecto del acido ascorbico como inhibidor
de pardeamiento enzimatico en el fruto de anonay en la cinética de PPO. Se evalu6
el efecto del acido ascérbico como inhibidor a concentraciones de 0.50%, 0.70% y
0.90% (p/v), para verificar la eficiencia del inhibidor se determiné las principales
variables fisicoquimicas pH, acidez titulable, propiedades organolépticas, asi se
comprob6 que el tiempo de vida de la anona es de 8 dias, mientras, que con el 4cido
ascorbico se obtuvo un incremento de 3 dias mas, las diferentes concentraciones
de &cido ascorbico no representa ningun tipo de problema con la parte organoléptica
del fruto, es asi como este inhibidor no funciona como acidulante, finalmente se
observa que los tratamientos a diferentes concentraciones obtienen similares
resultados por lo cual se puede utilizar la concentracion mas baja (Pardo & Méndez,
2017).
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Las enzimas POD, PPO modifican las propiedades sensoriales, organolépticas y
nutricionales del fruto por lo que comercialmente son indeseables, sin embargo, los
estudios que hay sobre su inhibicién con sustancias quimicas son muy recientes
(Carriel, et. al., 2014). Algunos procesos, como lo son los dafios mecanicos
producidos al momento de transportarlas y otros procedimientos, deterioran la fruta
por la accién del oxigeno al penetrar en las misma, desencadenando la accion
enzimatica y dando como resultado un fruto poco apetecible por la asociacién visual
del color con sus propiedades nutricionales. El acido ascorbico esta siendo muy
estudiado por ser una fuente natural y disponible para controlar la oxidacién y de
esta forma disminuir las grandes pérdidas de diversos frutos y hortalizas.



42

2. Planteamiento del problemay justificacion.

La creciente produccion de la mora de Castilla (Rubus glaucus) en Colombia, pero
también su alta perecibilidad, llevan a que se estudie posibles formas de alargar su
vida util en anaquel y su consiguiente fortalecimiento en las exportaciones, aunque
ya han comenzado, son muy escasos los estudios a nivel mundial y menos a nivel
nacional que buscan darle solucion a este problema utilizando el método de la
inhibicion enzimética. Se plantea entonces como posibles inhibidores de la actividad
enzimatica en los frutos de (Rubus glaucus), las soluciones de cloruro de calcio y
acido ascorbico en concentraciones de 1%, 2% y 4% y se estudia la relacion
existente con la actividad ureasica que se produce en los suelos donde se cultiva.

Por el alto grado de perecibilidad de (Rubus glaucus) se hace necesario desarrollar
investigaciones que involucren las actividades enzimaticas de oxidacion del fruto,
también explorar moléculas organicas o inorganicas que adicionadas a los frutos,
puedan inactivar enzimas como PME y POD, para disminuir el pardeamiento
enzimatico y ablandamiento de los frutos, lo que aumentara significativamente la
vida en anaquel, disminuyendo con esto el efecto econdmico negativo a productores
de regiones Colombianas como la del Sumapaz.



43

3. Objetivos

General

Estudiar la interrelacion fisicoquimica y bioquimica, entre los parametros cinéticos
de ureasa extraida en suelos cultivados con Rubus glaucus, variedad Castilla y la
actividad de CAT, POD y PME en frutos de mora, tratados con dos inhibidores
quimicos, cloruro de calcio (CaCly) y &cido ascorbico (CeHgOs), en regiones de
Pasca y Fusagasuga, Cundinamarca.

Especificos

e Determinar las condiciones de pH y temperatura de maxima actividad
cinética para ureasa en suelos cultivados con mora (Rubus glaucus) de
Castilla, provenientes de los municipios de Pasca y Fusagasuga.

e Establecer la posible interrelacion existente entre la actividad ureasica de
los suelos con la actividad de POD, CAT, PME en frutos de mora (Rubus
glaucus), sometidos a tratamientos con CaCl, y CsHgOes.

e Analizar las caracteristicas fisicoquimicas de frutos Rubus glaucus, antes
y después de la aplicacion de tratamientos con inhibidores quimicos CacCl;
y CsHgOes.

e Identificar la actividad y parametros cinéticos de CAT, POD y PME en
frutos de Rubus glaucus en los estados de maduracién 3y 5, pre y post
tratamiento con inhibidores quimicos CaCl, y CsHgOe.

e Determinar los efectos de dos inhibidores CaClz y CeHgOs, sobre la calidad
y prolongacién de la vida util de frutos Rubus glaucus en dos estados de
maduracion.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Localizacién del experimento

Tabla 4. Ubicacion fincas de estudio

Finca Vereda Nombre Finca Latitud (N) Longitud (O) Altitud(m.s.n.m.)
Pasca El Zaque Altagracia 1 4°18’53,9”  74°18’46.0” 2129
Fusagasuga Bethel El Tesoro 2 4°19’02,8”  74°21°00.7” 1908

Fuente: Autores, (2019)

4.2. Geografia de Fusagasuga

Municipio ubicado al suroccidente del departamento de Cundinamarca, limita con
los municipios de Sibaté, Silvania, Tibacuy, Arbelaez y Pasca. Posee una
temperatura media de 14 °C, su altitud varia entre 550 y 35050 m.s.n.m. Su
extension es de 204 km?.

Los productos agricolas mas importantes del municipio segun el area sembrada
son: hortalizas, 40% (arveja 13%, habichuela 16% y tomate 11%) y frutales con un
60% (mora 32%, citricos17%, guanabana 9% y curuba 2%) (Camara de Comercio
de Bogota, 2015).

Figura 14. Ubicacion del municipio de Fusagasuga en Cundinamarca.

5 Fusagasuga
A

Fuente: (Gturismo, 2008)
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4.3. Geografia de Pasca.

Municipio perteneciente a la regién del Sumapaz, limita con los municipios de
Fusagasugd, Sibaté y el Distrito Especial de Bogota. Su temperatura media es de
15,4 °C, la altitud de su cabecera es de 2180 m.s.n.m. y posee una extensiéon de
264 km? (Alcaldia de Pasca, 2017).

Figura 15. Ubicacion del municipio de Pasca en Cundinamarca.

Fasca

L

Fuente: Pasca Cundinamarca. (2017)

4.4. Muestreo Suelos y Frutos

4.4.1. Suelos

Para la investigacion, se muestrearon suelos y frutos Rubus glaucus completamente
al azar en 2 fincas, ubicadas en Pasca y Fusagasuga Cundinamarca; ambos
municipios ubicados dentro de la provincia del Sumapaz se tomaron muestras de
suelo de cada cultivo siguiendo el método zigzag (Osorio., 2012). Se recolecté mas
0 menos un kilogramo de muestra por cada finca y se empacaron en bolsa negra
seca, las cuales se rotularon con datos de origen. Posteriormente se trasladaron
refrigeradas en nevera de icopor hasta el laboratorio de quimica de la UNAD
ubicado en la sede nacional José Celestino Mutis 307, con el propdésito de analizar
su calidad fisicoquimica, materia organica y actividad ureasica.
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Metodologia para la recoleccion de suelo en las fincas de estudio.

Se ubicaron dos fincas de la provincia del

Sumapaz,

depar

tamento de

Cundinamarca, una en el municipio de Pascay otra en el municipio de Fusagasuga,
regiones de con altas producciones de mora, se contactaron a los propietarios para
solicitar el respectivo permiso para la recoleccion tanto de frutos como de las
muestras de suelos para su respectivo andlisis, llevandose a cabo el siguiente
procedimiento representado en la grafica 1.

Gréfica 1. Diagrama de flujo para muestreo de suelo
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Figura 17. Recoleccion muestras de frutos

Fuente: Autores (2018)

Figura 18. Recoleccion de frutos para el respectivo analisis

Fuente: Autores (2018)
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4.4.2. Muestreo Frutos Rubus Glaucus

Frutos Rubus glaucus se recolectaron en estados de maduracion 3y 5 en dos fincas
seleccionadas, dicho material se empacd en bolsas plasticas estériles para
almacenamiento y empaque de alimentos, que luego se sellaron y rotularon con
datos de origen, figura 19, y se refrigeraron en neveras de icopor, para finalmente
transportarlas al laboratorio de quimica ubicado en la sede nacional José Celestino
Mutis 307, donde se desarrollaron los andlisis fisicoquimicos y enziméticos antes y
después de aplicar los respectivos tratamientos.

Figura 19. Empaque de mora y rotulado.
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4.5. Disefio experimental para los tratamientos post cosecha

Se aplicé un disefio en bloques completos al azar (DBCA), con arreglo factorial
2x2x3, el blogueo se realiz6 con las 2 fincas muestreadas y los factores a considerar
fueron: f1: estado de maduracion (3 y 5) NTC 4106, f.: Inhibidor (cloruro de calcio
(CaCl2) acido ascorbico (CeHsOs), fs: concentracion (1%, 2%, 4%). El disefo
condujo a 12 tratamientos por finca, con 3 réplicas por tratamiento, 2 unidades
experimentales por réplica para un total de 72 muestras destinados al andlisis de
laboratorio.

La figura 18 muestra los colores que se tuvieron en cuenta para la recoleccion de
los frutos de mora en los estados de maduracion 3y 5, siguiendo los parametros de
la norma NTC 4106. (1997)
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Figura 20. Estados de maduracion 3y 5.

=
fs

El siguiente cuadro, muestra la distribucion de factores y tratamientos segun el
disefio experimental.

Tabla 5. Distribucién de factores y tratamientos segun el disefio experimental

Finca Estado Inhibidor Concentracion (%) Replicas
Ri R2 R3
1 TiR1 TiR2 TiRs
AA 2 ToR1 T2R:  ToRs3
3 4 TsR1 TsRz2 T3Rs3
1 TisR1 T4R2  TuRs3
CacCl, 2 TsR1  TsR:  TsRs
1 4 TeR1 TeR2 TeRs
1 T:R1 T/R2 T7Rs
AA 2 TsR1 TR TgRs
5 4 ToR1 ToR2 ToR3
1 Ti0R1 TioR2 Ti0R3
CaC|2 2 T11R1 TuR2 Ti11Rs3
4 Ti2R1 TRz T12R3
1 TiR: TiR2 TiRs
AA 2 ToR1 T2R: T2Rs
3 4 TsR:1 TsR2 T3Rs
1 TisR1 T4R2  TuR3
CacCl, 2 TsR1  TsR:  TsR3
4 TeR1 TeR2 TsR3
2 1 T:R1 T/R2 T7Rs
AA 2 TsR1 TgR2 TgRs
5 4 ToR:1 ToR2 T9R3
1 Tio0R1 TioR2 Ti0R3
CaC|2 2 TuuR: TuR> TuiRs
4 Ti2R1 Ti2R2 T12R3

Fuente: Elaboracion propia (2018). AA (Acido Ascorbico); EM (Estado de Maduracion); ST (Sin

Tratamiento). Fuente: Autores (2019)
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Modelo Matematico del disefio

El modelo matemético aplicado a dicho andlisis es como sigue:
Yij:.u+Ti+ ﬁ+ Eij

Donde: Y;; son las variables respuesta (indicadores fisicoquimicos y actividades

enzimaticas), u es la media poblacional, t; corresponde a los tratamientos, S es
el factor de bloqueo, tipo de finca, ¢;; es el error experimental, relacionado con las
réplicas.

4.6. Tratamientos

Los Doce (12) tratamientos trabajados por finca en el experimento se describen a
continuacion:

Tabla 6. Descripcion de Tratamientos.

Tratamiento E.M. Descripcion
T: 3 AA 1%
T2 3 AA 2%
T3 3 AA 4%
Ta 3 CaCl; 1%
Ts 3 CaC|2 2%
Te 3 CaC|2 4%
T7 5 AA 1%
Ts 5 AA 2%
To 5 AA 4%
Tio 5 CaCl; 1%
Tu 5 CaCl, 2%
T2 5 CaC|2 4%

Fuente: autores (2019)

4.7. Variables Evaluadas

4.7.1. Analisis fisicoquimico de suelos

Para realizar el correcto analisis de los suelos se tuvo en cuenta las principales
variables que afectan tanto la calidad del suelo como su microbiota, asi se
determinaron los siguientes indicadores fisicoquimicos:

Humedad, pH, % aluminio intercambiable, % carbono organico, % materia organica,
nitrdgeno, capacidad de intercambio catidénico, conductividad eléctrica.
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4.7.2. Actividad enzimética en los suelos:

Se determin6 la Actividad Ureédsica (AU), aplicando extraccion “salting-out” vy
cuantificacion por método de titulacién volumétrica con HCI estandarizado,
posteriormente, se efectud la respectiva cinética, teniendo en cuenta valores de pH
y temperatura éptimos, utilizando 5 concentraciones de urea: a partir del analisis
grafico y estadistico se calcularon los parametros cinéticos de la ureasa (velocidad
maxima y constante de Michaelis o de afinidad).

4.7.3. Variables fisicoquimicas en frutos Rubus glaucus

Las variables respuesta de los frutos se describen en la siguiente tabla.

Tabla 7. Variables y técnicas analiticas para calidad fisicoquimica de frutos

Variable Tipo Unidad Técnica analitica
Peso Fisica g Gravimetria
Diametro Fisica cm Calibrador pie de rey
longitud Fisica cm Calibrador pie de rey
Diametro transversal Fisica cm Calibrador pie de rey
Resistencia Fisica Kg/N Penetrometro
pH Fisicoquimica -log[H"] Potenciémetro
indice de acidez Fisicoquimica g acido citrico/100g Titulacién volumétrica
fruta con NaOH 0,1N
Acido ascorbico Quimica p.p-m. Espectrofotometria U.V.
°Brix Quimica g sacarosa/100 g fruta Refractometria

Fuente: Autores 2019

4.7.4. Variables enzimaticas en frutos Rubus glaucus:

En el fruto de la mora de Castilla se realizaron a cabo las siguientes cuantificaciones
enzimaticas:

Tabla 8. Determinacion de actividades enzimaticas en Rubus glaucus

Enzima AE (unidad) Técnica analitica Referencia

pmol H202/ (g (Garcia, Hernandez,

CAT proteina *h) Permanganometria Trasar., 2003)
Espectrofotometria con guayacol
POD AAbs/min Cambio de absorbancia por unidad de tiempo (Hemeda y Klein.,
1990)
La lectura de absorbancia a 520 nm en
espectrofotometro  con una lectura inicial y (Hagerman and
PME AAbs/h otra final a los 5 min. A una temperatura de 20 Austin 1986)

°C
Fuente: Autores (2018). AE: actividad enzimatica; AA: Cambio de Absorbancia; h: hora.
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Respuesta fisicoquimica y enzimatica a los tratamientos postcosecha de los
frutos

Las siguientes caracteristicas se evaluaron en los frutos, después de realizados los
tratamientos con los inhibidores.

Tabla 9. Indicadores después de los tratamientos
CARACTERISTICAS INDICADORES
pH,
Acidez titulable,
°Brix,
Peso
Diametros
Peroxidasa (POD)
Enzimaticas Pectinmetilesterasa (PME)
Catalasa (CAT)
Fuente: Autores 2018

Fisicoquimicas

4.8. Analisis Estadistico

Se utilizaron estadigrafos de tendencia central y de dispersién para cada variable
evaluada; Asi mismo, los datos se sometieron al analisis de varianza en doble via
(ANOVA) con el fin de determinar diferencias y efectos estadisticos de bloques y
tratamientos; igualmente, se utilizé la comparacién multiple de Medias, mediante
Test Duncan y una prueba de correlacion multiple que explord la asociacion entre
las variables evaluadas; Los datos se evaluaron mediante Excel (Office 365) y
STATGRAPHICS Centurion (2015).

49. Procedimiento en laboratorio

4.9.1. Indicadores fisicoquimicos de suelos

Los andlisis fisicoquimicos de los suelos se realizaron acorde a las técnicas
analiticas descritas en el manual IGAC (2017).

4.9.2. Actividad y cinética enzimética de ureasa

La actividad ureasica se desarrollé acorde a la técnica descrita por Garcia, C, et al
(2003), utilizando 1g de muestra pasada por tamiz 2mm, buffer fosfato 0,1 M, pH
7,0 y como extractante salino: KCI 2M, se incub6 por 90min, el amonio producido
fue cuantificado por método de titulacién volumétrica con HCI 0,1N, utilizando
indicador de Tashiro.
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La cinética Ureasica se desarroll6 siguiendo la técnica propuesta por Granados,
(2014) con extracto de suelo obtenido por disolucién en KCI 2M, buffer fosfato 0,1
M, pH: 7,0. Para tal fin se prepararon 6 soluciones del sustrato Urea a diferentes
concentraciones, se evalud la produccién de amonio a 7 temperaturas y 5 pH, con
el fin de determinar valores de temperatura y pH 6ptimos; las mezclas se incubaron
en destilacion rapida Kijeldhal y el amonio producido se cuantificd por titulacion
volumétrica con HCI 0,1N.

4.9.3. Actividades CAT, POD y PME

Grafica 2. Procedimiento general para la cuantificacién enziméatica.
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La metodologia para el andlisis de las actividades y cinéticas de CAT, POD y PME,
se realizaron acorde a lo sugerido por los autores indicados en la tabla 11, cuyos
procedimientos propuestos se inician con la obtencion del extracto enzimatico a
partir de los polvos de acetona, después de realizar la respectiva mezcla reactiva
con buffer, sustrato y el reactivo de color, se procedié a incubar, enfriar y leer
absorbancia en espectrofotometro UV-VIS Génesis, cada 30 segundos por 5
minutos.
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5. Resultados y Discusion
5.1. Indicadores fisicoquimicos del suelo

Se analizaron siguiendo los pardmetros de interpretacion del IGAC (1997).

Tabla 10. Indicadores fisicoquimicos del suelo. Finca 1
Indicadores promedio SD %CV Interpretacion IGAC

pH 5,46 0,097 1,77 Fuertemente acido
Sin problemas en general, limitante para

C.E. (dS/m) 0,12 0,004 3,33 . :

algunos cultivos susceptibles
Ai (meqg/100g) 0,12 0,009 7,50 Baja Acidez intercambiable, suelo normal
Ali *3 (Cmol/Kg) 0,04 0,003 7,50 Baja concentracion de Al*3, suelo normal
CO (%) 5,6 0,322 5,75 Medio
MO (%) 9,6 0,592 6,14 Medio
NT (%) 0,48 0,033 6,87 Medio

Fuente: IGAC*: dS: Decisiemens. Instituto Geogréafico Agustin Codazzi

Tabla 11. Indicadores fisicoquimicos del suelo. Finca 2
Indicadores promedio SD %CV Interpretacion IGAC

pH 4,75 0,087 1,83 Muy fuertemente &cido
Sin problemas en general, limitante para

C.E. (dS/m) 0,13 0,003 2,31 : i

algunos cultivos susceptibles
Ai (meg/100g) 0,16 0,009 5,62 Baja Acidez intercambiable, suelo normal
Ali *3 (Cmol/Kg) 0,05 0,003 6,00 Baja concentracion de Al*3, suelo normal
CO (%) 4,2 0,251 6,03 Medio
MO (%) 7,2 0,462 6,44 Medio
NT (%) 0,36 0,017 4,86 Medio

Fuente: IGAC*: dS: Decisiemens. Instituto Geografico Agustin Codazzi

La tabla anterior, indica que los valores promedios de los indicadores fisicoquimicos
de los suelos analizados provenientes de las fincas 1 y 2, mostraron buen
comportamiento  estadistico dado que los coeficientes de variacion,
correspondientes a la relacién cociente entre desviacién estandar y el promedio,
oscilaron en un rango de 1,77% hasta 7,50%, lo cual significa que los valores
determinados para cada muestra presentaron poca variabilidad y en consecuencia
son confiables.

Los valores de pH encontrados en las dos fincas, son similares a lo reportado por
Cardona, W, (2017), quién realizé analisis fisicoquimico de 4 lotes en el municipio
de Silvania, destinados a cultivo de mora de castilla, obteniendo valores entre 4,47
hasta 5,53. No obstante, el pH encontrado en la finca 1 es mas acido que la finca 2
segun lo constatado por la tabla 11; el rango mas apropiado para establecer este
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cultivo es: 5,20-6,70, con un valor 6ptimo de 5,70, por lo tanto, la finca 1 estuvo mas
cercano a este pH. En cuanto a la conductividad eléctrica CE, la acidez y el aluminio
intercambiables estan relacionados con el pH, puesto que al presentarse valores
menores de pH los datos son congruentes con un aumento en estas variables,
aunque ambos suelos se mostraron dentro de los rangos normales segun el IGAC.
Teniendo en cuenta que el cultivo Rubus glaucus variedad Castilla, requiere suelos
con buena cantidad de materia organica, se aprecia que, en ambas fincas, los
porcentajes de carbono Organico, materia organica y nitrdgeno estan en un valor
medio, posiblemente este factor genere alguna incidencia en la calidad nutricional
de los frutos. Respecto a la acidez intercambiable que esta relacionada con la suma
de la concentracién de Aluminio intercambiable y los iones hidronio, se observé que
ambas son bajas y en consecuencia no se convierten en limitantes para el cultivo
de mora.

5.2. Andlisis fisicoquimico pretratamiento de frutos Rubus glaucus

Tabla 12. Indicadores fisicoquimicos del fruto antes de aplicar tratamientos

Indicadores Finca 1 Sign Finca 2 Sign
E.M. 3 E.M.5 E.M. 3 E.M.5

Peso (g) 5,13+0,51 6,5+0,65 ok 3,97+0,23  4,5040,44 NS
Firmeza (N) 8,16+0,62 6,21+0.71 ok 6,7+0,83 5,940,29 NS
Didmetro (mm) 16+0,70 25+0,30 * 15+0,70 22+0,0,60 *
Longitud (mm) 23+0,20 32+0,60 * 21+0,80 27+0,50 *
pH 2,4+0,19 2,7+0,58 * 1,8+0,21 2,540,33 *
Ind. de Acidez (ATT) 0,8+.0,08 0,7+0,11 * 1,0£0,10 0,7+0,13 *
°Brix 5,0+0,38 5,9+0,81 * 4,1+0,58 5,0+0,42 NS
indice de madurez 6,3+0,52 8,5+0,76 * 3,9+0,48 6,5+0,68 *

Fuente: Autores (2019). ATT: Acidez Total Titulable; N: Newton; Sign: Significancia estadistica;
*P<0,05; **p<0,01; NS: P>0,05

Con relacién a lo mostrado en latabla 12, se aprecia que en general, los indicadores
fisicoquimicos de los frutos la finca 1, presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre los estados de maduracion. Evaluadas por medio de la prueba t-
student, siendo mas notorio en: peso, firmeza, tamafio e indice de madurez que
resulta de dividir °Brix entre ATT, lo cual se puede explicar por cambios bioquimicos
significativos de los frutos en sus procesos de maduracion y senescencia. En
contraste, los indicadores fisicoquimicos de los frutos en la finca 2, no exhibieron
diferencias estadisticas en peso, firmeza y grados Brix entre estados de
maduracién, lo cual probablemente se puede atribuir a que los cambios
fisicoquimicos y bioquimicos de los frutos no fueron tan notables como en la finca
1. Asi mismo, también se podria relacionar este comportamiento con la calidad y
manejo del suelo en esta finca. En el suelo de la finca 2, se destaca el cambio
significativo en la acidez de los frutos, dados por la generacion de 4cidos organicos
metabdlicos en el proceso de maduracion.
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Los resultados anteriores también se pueden explicar en razon de las practicas
agricolas que se desarrollan en las dos fincas, dado que en la finca 1 se llevaban
procesos de fertilizacion mas seguidos con abonos sintéticos (Triple 15) el cual tiene
un 15% de nitrégeno total, 15% de nitrdgeno amoniacal, mientras que en la finca 2
se abona con materia organica (gallinaza), la cual cuenta con un 2,02% de nitr6geno
total por lo que el cultivo de mora no era el principal ingreso econémico, y desenlaza
en un fruto con algunas deficiencias como las que se aprecian en la tabla 14. Es de
notar la diferencia en los frutos obtenidos donde peso, firmeza, longitud, diametro,
grados Brix e indice de madurez es mayor en la finca 1, mientras que ATT es mayor
en la finca 2, mostrando un fruto con limitaciones. La razén mas probable es debido
a la proporcién de nitrégeno presente en la finca 1 que es mayor que en la finca 2,
siendo este elemento primordial para el crecimiento en el tamafio de los frutos, peso
y numero de frutos por planta segun lo plantean Teran, Meléndez, Garcia, Acufia y
Urdaneta (1996), citados por (Montes et al; 2016) al estudiar su influencia en la
guayaba.

Estos datos concuerdan también con lo reportado por Alzate, Mayor & Montoya
(2010), en donde los mayores valores de grados Brix, indice de madurez y niveles
obtenidos en el pH, producen un menor porcentaje en la acidez, por causa del
catabolismo de los carbohidratos solubles en las vacuolas de células vegetales, que
originan cetoacidos e hidroxiacidos mono y dicarboxilicos, biomoléculas encargadas
de producir cambios en pH y acidez titulable. Datos concordantes encontramos con
Rodriguez, Lopez y Garcia (2010), en donde los grados °Brix, la acidez titulable y el
indice de madurez, que presenta el estado de maduracién 3, es menor comparado
con los datos obtenidos para el estado de maduracion 5; concluyendo que el mejor
estado para la cosecha es el estado de maduracion 5 ya que se trata de una fruta
no climatérica.

5.3. Indicadores fisicoquimicos en frutos Post-tratamiento

Tabla 13. Indicadores fisicoquimicos de frutos Rubus glaucus en estado de
maduracion 3, provenientes de la finca 1, para cada tratamiento aplicado.

) Fincal, EM, 3
Indicadores :
T: T2 T3 Ts Ts Te Sign.

Peso (g) 513t0,56  522+0,58  5,35+0,55 5,34+0,67 531:0,59  5,35£0,52 NS
Firmeza (N) 13,50+ 0,61 7,980,774 10,440,441 1523+1,82 16,58:1,66 2,69%0,17 *
Diametro(mm) 15,97+0,62  16,120,75  16,17#0,74  16,11%0,81  16,14#0,52  16,33:0,48 NS
Longitud (mm) 21,05¢1,12  23,91+0,97  24,02+0,76  23,07+1,14  23,78t1,11  24,02¢0,75 NS
pH 2,45:0,12  2,61x0,15  2,64+0,11 2,49:0,21 2,56:0,24  2,57%0,15 NS

indic de Acidez(ATT) 1,91+0,15 1,52+0,11 1,77+0,22 1,87+0,14 1,99+0,14 1,86+0,21 NS

°Brix 463+0,15 5,53+0,38 550+0,17 5,83+0,25 5,33+0,23 6,80+ 0,10 *

indice de madurez 2,42+0,17 3,64+0,33 3,11+0,21 3,12+0,22 2,68+0,14 3,65+0,09

Fuente: Autores (2019). ATT: Acidez Total Titulable; N: Newton; Sign: Significancia estadistica;
*P<0,05; **p<0,01; NS: P>0,05
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De acuerdo a la tabla 13, se puede apreciar que los indicadores fisicoquimicos de
los frutos en estado de maduracion 3, correspondientes a la finca 1, mostraron
ciertas variaciones con respecto a aquellos sin tratamientos, destacandose la
incidencia significativa de los inhibidores quimicos en la firmeza (P<0,05) y en los
gados Brix (P<0,05), especialmente en frutos Rubus glaucus, tratados con cloruro
de calcio, lo cual se puede atribuir a una probable accion inhibitoria de esta molécula
sobre los sistemas enzimaticos presentes en pared celular y citoplasma. Esto se
explica en lo expuesto por Diaz, Cayén & Mira (2007) donde dan mencién de que
una de las principales funciones del calcio es estabilizar y dar firmeza a la pared
celular por medio de la interaccién de los iones de calcio con el acido péptico
presente entre la pared celular y la lamina media, el producto de esta interaccién es
el pectato calcico o las pectinas generando firmeza, evitando asi que la célula
experimente lisis celular y se promueva la liberacion de los fenoles y sustratos que
entran a reaccionar con las enzimas. Los grados Brix en la finca 1 son superiores a
los de la finca 2 por casi una unidad de diferencia en el estado de maduracion 3 y
5. Esto influye en el hecho de que los cultivos de la finca 1 estan mas fertilizados
teniendo mayores reservas de nitrogeno y porcentajes mas altos en materia
organica, aminoacidos, flavonoides ademas de minerales. Esto tiene una
consecuencia directa de mejora en las caracteristicas fisicoquimicas como el
tamafo o la acidez enlafinca 1. Asi, las plantas de cultivo de la finca 2 tienen menos
absorcion de bioelementos por el tipo de fertilizacion desencadenando frutos mas
pequefios y menos agradables a la percepcion sensorial. Cabe resaltar que a pesar
de que variables fisicoquimicas como pH no fueron afectadas estadisticamente
(P>0,05), también presentaron un comportamiento similar en cuanto al efecto del
cloruro de calcio y el &cido ascorbico.

Tabla 14. Indicadores fisicoquimicos de frutos Rubus glaucus en estado de
maduracién 5, provenientes de la finca 1, para cada tratamiento aplicado.

Fincal, EM, 5

Indicadores

T7 Ts To Tio T Ti2 Slgn
Peso (g) 2,53+0,11  2,67#0,18  2,65+0,13  3,14+#0,07  3,03x0,09  3,27+0,14 *
Firmeza (N) 1,00+0,04  0,50£0,01  1,20+0,03  0,70#0,02  1,00£0,03  0,70+0,04 *
Diametro(mm) 11,24+0,21 12,15+0,17 13,13+0,24 12,19+0,57 13,78+0,65 13,830,51 *
Longitud (mm) 14,89+1,21 14,96+0,99 15,01+0,68 14,87+1,06 15,23+0,98 15,45+0,18 *
pH 2,11#0,10  2,23+0,44  2,34#0,15  2,31#0,41  2,48+0,06  2,49+0,08 NS
indice de Acidez(ATT) 1,950,21  2,08+0,36  2,03t0,91  1,79+0,29  1,96+0,12  1,39+0,31 *
°Brix 7,23+0,06 7,90+0,36 7,20+035 7,27+0,67 803+0,21 6,17%0,45
indice de madurez 3,69+0,25  3,79+0,98  3,55+0,29  4,06x0,24  4,09x0,20  4,41%0,13 *

Fuente: Autores (2019). ATT: Acidez Total Titulable; N: Newton; Sign: Significancia estadistica;
*P<0,05; **p<0,01; NS: P>0,05

Es de notar en la tabla 14, que los efectos de CaCl, y AA, sobre las propiedades
fisicoquimicas de los frutos, fueron mas considerable y significativa (P<0,05),
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especialmente para: peso, firmeza, diametro, pH, indice de acidez y grados brix,
mostrando un efecto positivo en el control del sistema acido-base y un leve
incremento de los grados Brix, correspondientes a la cantidad de sacarosa presente
en el contenido citoplasmético de los frutos. Es decir, AA y CacCly, incidieron sobre
los mecanismos bioquimicos de maduracién y senescencia de estos frutos,
mejorando levemente algunos indicadores de maduracion 5. Los resultados
presentados muestran las diferencias significativas entre tratamientos sin embargo
al comparar los valores con los frutos control es notorio el deterioro del fruto al estar
en estado de maduracién 5, esto se genera por la condicion celular de la mora en
este estado por lo que los inhibidores no muestran mayor efectividad, caso contrario
cuando estan en estado de maduracién 3 donde es apreciable las mejoras en la
calidad del fruto y el fortalecimiento de la pared celular debido a su lignificacién por
los iones calcio, asi el sistema de inmersion es mas efectivo en este estado de
maduracién. En la tabla 14 se muestra que los grados brix con el tratamiento cloruro
de calcio son menores a los demas valores, mostrando un efecto positivo puesto
gue no se produciria una rapida liberacion de acetileno lo que conllevaria a un rapido
deterioro del fruto por el proceso de fermentacién, es asi como el “Ca?* divalente se
opone a los aniones inorganicos en la vacuola e ingresa al apoplasma y se une de
forma intercambiable a la pared celular y a la membrana esto se debe a que la
mayor parte de la actividad del calcio se relaciona con su capacidad de coordinacion
proporcionando enlaces intermoleculares estables” (Valdiviezo, 2018).

Tabla 15. Indicadores fisicoquimicos de frutos Rubus glaucus en estado de
maduracién 3, provenientes de la finca 2, para cada tratamiento aplicado.

Finca 2, EM, 3
Indicadores
T1 T Ts Ta Ts Te Sign.

Peso (g) 3,98+0,31  4,0240,58  3,99+0,55  4,08+0,67  4,09+0,59  4,16%0,52 NS
Firmeza (N) 14,43+1,96 6,99+ 1,16 10,44+1,41 14,28+3,60 12,75+1,41 13,13+1,80 *
Diametro(mm) 15,01#0,60 15,12#0,68 15,23+0,67 15,91+0,76 15,95+0,44 16,03+0,39 *
Longitud (mm) 23,71+1,12  23,91+0,97 24,02#0,76 23,07+#1,14 23,78+1,11 24,02#0,75 NS
pH 1,90£0,21  1,97+0,13  2,09#0,16  1,97+0,23  2,23%0,28  2,39+0,19 NS
indice de Acidez(ATT) 1,98+0,10  0,74%0,34  0,73t0,11  0,86x0,04  0,76x0,04  0,82+0,31 NS
°Brix 403+0,55 4,37+0,40 4,17+0,555 4,87+0,23 430+0,87 487+012 NS
indice de madurez ~ 2,04:0,17 5912033 5713021 566:022 565:0,14  5,94+0,09 *

Fuente: Autores (2019). ATT: Acidez Total Titulable; N: Newton; Sign: Significancia estadistica;
*P<0,05; **p<0,01; NS: P>0,05

La tabla 15, muestra la variabilidad de los indicadores fisicoquimicos de los frutos
en estado de maduracion 3 para la finca 2, advirtiéendose que los inhibidores
causaron efectos estadisticos significativos (P<0,05) en firmeza, grados Brix e
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indice de madurez de los frutos, lo cual es similar al comportamiento exhibido por
las variables en la finca 1. La variable que se vio més afectada en la tabla 16 fue la
firmeza de los frutos expresada en newton (N) se observa que esta caracteristica
se triplicé después de los tratamientos siendo un comportamiento mas marcado en
los inhibidores con CacCly, en otros reportes como los de Valdiviezo, (2018), muestra
que tras los tratamientos de inmersién, el contenido de calcio en la cascara y la
pulpa de melocoton aumentaron sus indices significativamente siendo un método
eficaz para aportar firmeza a la membrana celular. En la presente tabla se observa
gue el indice de maduracion fluctu6 casi en el doble, lo que indica que el proceso
de formacion de solidos solubles y el ATT no fueron afectados por los inhibidores y
siguieron su cauce natural, sin embargo, el proceso de pardeamiento si se vio
afectado debido a la accién de los inhibidores.

Tabla 16. Indicadores fisicoquimicos de frutos Rubus glaucus en estado de
maduracion 5, provenientes de la finca 2, para cada tratamiento aplicado.

Finca2, EM, 5
Indicadores
T7 Ts To T1o T T Sign.

Peso (g) 4,55+0,56  5,22+0,58  5,35+0,55  5,34+0,67  5,31+0,59  5,35+0,52 NS
Firmeza (N) 1,19+0,15 1,28+0,33 1,34+0,13 152+0,18 1,63+0,16 1,690,09 *
Diametro(mm) 13,09+0,75 13,18+0,63 13,24+0,58 13,33%#0,61 14,54+0,62 14,83%0,39 *
Longitud (mm) 15,17+0,98 15,54+1,02 15,73+0,65 15,78+1,03 15,83x0,97 16,04+0,75 NS
pH 2,14+0,12 2,25%0,15 2,34+0,11 2,19+0,21 2,33+0,24 2,38+0,15 NS
indice de Acidez ATT) 1,78#0,15  1,23+0,11  1,69+0,22  1,77+0,14  1,79+0,14  1,81%0,21 NS
°Brix 730+0,44 630+0,62 587+0,32 597+x0,81 5,07+095 597%0,31 NS
indice de madurez 4,10£0,21  5,12#0,30  3,47+0,17  3,37+0,38  2,83+0,65  3,29+0,13 *

Fuente: Autores (2019). ATT: Acidez Total Titulable; N: Newton; Sign: Significancia estadistica;
*P<0,05; **p<0,01; NS: P>0,05

Con relacién con la tabla 16, se advierte el efecto estadistico significativo (P<0,05)
de AA y CaClz, sobre las variables mencionadas anteriormente: firmeza y grados
brix, encontrandose valores mas bajos en la finca 2, estado de maduracién 5, lo cual
puede estar relacionado con la calidad fisicoquimica del suelo y en especial el
porcentaje de materia organica presente en el mismo. La prueba Duncan mostré
gue la firmeza de T+, exhibié el valor estadistico (P<0,050) mas bajo con relacion a
los demas tratamientos; comportamiento opuesto mostraron los grados Brix, dado
que el valor de T7 fue superior a los demas tratamientos, lo cual confirma la
eficiencia de los inhibidores utilizados, pero siendo mas notable el efecto del cloruro
de calcio en concentraciones de 2% y 4%, en el estado de maduracion 5, tal como
se aprecia en la gréfica 3.
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Al Analizar el comportamiento de la firmeza en frutos bajos las mismas variables
permite dilucidar la funcién del cloruro de calcio y su efecto en la membrana celular,
reflejandose un mejor comportamiento. En la gréfica 3 donde los valores de la finca
1 fueron mayores a los de la finca 2 se produjo un aumento de la absorcién y
respuesta por parte del fruto.

Grafica 3. Comportamiento de la firmeza de los frutos de las fincas 1y 2, en cada
tratamiento aplicado al estado de maduracién 3.
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En la grafica 3 se muestra la firmeza de los frutos en estado de maduracion 3, de
las dos fincas, advirtiéndose la notoria incidencia de los tratamientos con Cloruro de
calcio sobre el comportamiento de esta variable, especialmente en la finca 1, dado
que los valores de CaCl, 1%, y CaClz 2%, superaron significativamente (P<0,05) a
AA 1%, AA 2% Yy AA 4%,; comportamiento similar se observo en la finca 2, con
valores mas bajos; cuando se aplico la prueba de rangos multiples de Duncan,
posterior al ANOVA, se detectaron diferencias estadisticas entre CaCl, 2% y los
demas tratamientos de las dos fincas, demostrandose que el CaCly, en
concentracion del 2% causo un efecto muy significativo en la conservacion de esta
propiedad, dado que enlaza componentes estructurales de la pared celular como
las pectinas, generando un aumento en la dureza y resistencia de los frutos. La
firmeza de los frutos fue uno de los parametros que mostré mayor variacion debido
a la accion del cloruro de calcio que actua sobre el acido péctico, el cual es una de
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las biomoléculas que se asocian con el ablandamiento en frutos, posteriormente los
iones calcio forman pectato de calcio el cual le provee rigidez a la membrana.

Grafica 4. Andlisis de la firmeza en los frutos de la finca 1y 2 estado de
maduracion 5, examinandose el comportamiento de los inhibidores en frutos
maduros de mora.
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Con relacion al comportamiento de estas variables en el estado de maduracién 5y
en las dos fincas estudiadas, en la gréafica 4 se observa la particular relacion con los
tratamientos, AA 1% al CaCl, 4% de la finca 2, puesto que se advierte una cierta
tendencia lineal, indicando que los inhibidores quimicos con concentraciones del 1
al 4% causaron un efecto positivo sobre la resistencia del fruto a la degradacion. En
contraste el comportamiento de la finca 1, mostré valores mas bajos y sin tendencia.
En esta finca, se destacaron los tratamientos AA 4% y CaCl, 2%, los cuales
exhibieron los mejores valores; la prueba de Duncan mostré que los tratamientos
CaCl> 2% y CaCl2 4%, fueron diferentes y superaron a los demas tratamientos de
manera significativa, dejando entrever el efecto positivo del CaCl,, en la resistencia
de los frutos en concentracion del 2% y 4%. Este comportamiento es importante
dado que al afectar notablemente la firmeza de los frutos en el estado de
maduracion 5, se esta controlando la senescencia de los mismos.
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En cuanto a la variable pH postratamiento se encontraron diferencias significativas
enlasfincas 1y 2.

Grafico 5. Comportamiento del pH en frutos tratados provenientes de las fincas 1
y 2, estados de maduracion 3y 5.
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Al efectuar el analisis comparativo del pH de los frutos en las fincas 1y 2 en estados
de maduracion 3y 5, en la grafica 5 se evidencia que los valores de pH, fueron mas
altos para la finca 1 en estado de maduracion 3. Los valores de pH para la finca 1
estado de maduracién 5 fueron mas bajos que para el estado de maduracion 3 en
contraste, este indicador fisicoquimico incrementd su valor en el estado de
maduracion 5 en la finca 2, lo cual demuestra el efecto positivo de AA 'y CaCly, en
el control del proceso fermentativo de los monosacaridos tales como sacarosa y
glucosa, como se detectd en el valor de los grados Brix.

Otro parametro importante para analizar son los grados Brix, para confirmar el
efecto de los inhibidores, los cuales deben tener una mayor proporcion en el estado
de maduracion 5.
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Grafica 6.Comportamiento de grados Brix, en frutos tratados, provenientes de las
fincas 1y 2, estados de maduracion 3y 5.
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En la grafica 6, se observa que los valores de °Brix, fueron mas altos en EM-5, en
las dos fincas, confirmandose el control de la degradacion sacarolitica en los Frutos
Rubus glaucus, especialmente en los tratamientos 2, 5y 7, que correspondieron a
AA de 2%, CaCl2: 4% y AA: 1%. No obstante, cuando se realizé el ANOVA en doble
via, se detecto el efecto altamente estadistico (P <0,010) de cada finca y estado de
maduracion sobre el comportamiento de esta variable fisicoquimica, lo cual se
puede atribuir a la posible inhibicion enzimatica del &cido ascoérbico y del cloruro de
calcio, sobre las peroxidasas y pectinmetilesterasas que condujo a un control de las
Reacciones Bioquimicas de maduracion y modificacion de color, textura y
resistencia del fruto.

La tabla 17, muestra la significancia estadistica de los indicadores fisicoquimicos de
los frutos, dados por el Andlisis de Varianza (ANOVA) en doble via y acorde al
disefio experimental planteado para la investigacion.
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Tabla 17. Resultados ANOVA doble via sobre los indicadores fisicoquimicos del

fruto.

Finca Estado de

Variable Fisicoquimica (Sign) Maduracién
J (Sign)

Peso () * *
Firmeza (N) NS *
Didmetro (mm) NS *
Longitud (mm) NS *
pH *% *
indice de Acidez (ATT) * *
OBrIX *% *%*
indice de madurez * *

Fuente: Autores (2019). Sign: Significancia estadistica; *P<0,05; **p<0,01; NS: P>0,05

En la tabla 17, se advierte que los inhibidores aplicados a frutos Rubus glaucus, en
las dos fincas, causaron efectos estadisticos sobre las variables peso, pH, indice de
acidez, grados brix e indice de madurez; es decir el tipo de finca afecto el
comportamiento de estas variables, dado que presentaban diferencias en la calidad
de suelo, debido a los practicas agricolas como la fertilizacion, que es mas completa
en la finca 1 por la utilizacidn del fertilizante comercialmente conocido como (15 15
15) mientras que la finca 2 utiliza un fertilizante organico, la gallinaza. En contraste,
los estados de maduracion de los frutos afectaron estadisticamente todos los
indicadores fisicoquimicos de los frutos, lo cual es logico por los cambios
fisicoquimicos y bioquimicos desarrollados en cada estado que se evidencian en las
variaciones contundentes de firmeza, pH y grados brix. Por lo tanto, es importante
destacar el efecto de estos inhibidores AA y CaCl,, sobre las propiedades
fisicoquimicas de los frutos.

5.4. Actividad ureasica en suelo

Teniendo en cuenta que la ureasa es una amidohidrolasa, generada por la
microbiota del suelo, encargada de desdoblar la urea como sustrato para producir:
NH4sOH y CO.. Esta es utilizada en investigacion para analizar la actividad
microbioldgica y enziméatica del suelo, en términos del ciclo del nitrogeno, ya que el
amonio es facilmente asimilable por las plantas.
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Tabla 18. Valores promedios de actividad ureésica de los suelos provenientes de las dos

fincas.
Finca Ay Lol Amonio %CV
g.h
1 205,83+8,35 4,06
2 197,84+15,80 7,99

Fuente: Autores (2019). %CV: Coeficiente de variacion; AU: Actividad Ureésica

En La tabla 18 se observa que la actividad ureasica de la finca 1 es superior al valor
encontrado en la finca 2, lo cual es concordante con el analisis fisicoquimico de
suelos. Al graficar los valores de AU, se aprecia que la finca 1, superé en 7,99umol
de amonio /g.h al valor de la finca 2, lo cual representa un 4,04% de diferencia, a
pesar de esto cuando se realizO el ANOVA, no se detectaron diferencias
estadisticas (P>0,05).

Gréfica 7. Actividad Ureasica de los suelos provenientes de las fincas evaluadas
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La actividad ureasica concuerda con la concentracion de materia organica
presentada en cada finca, puesto que la finca 1 posee mayor actividad ureasica que
la finca 2, al igual que los porcentajes de materia organica tal como se puede
observar en las tablas 10 y 11. También la acidez forma parte de los valores
obtenidos ya que afecta directamente la accidén de los microorganismos que llevan
a cabo dicha actividad presentando valores menores cuanto menor es el pH en los
suelos ya que la microbiota del suelo es muy sensible a los cambios de pH y al
alterarse el metabolismo de estas poblaciones, hay un efecto directo en la actividad
uredsica, asi es como factores fisicoquimicos presentes en el suelo afectan la
actividad enzimética.
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5.5. Cinética ureéasica
Se tuvieron en cuenta solamente dos aspectos: el pH y la temperatura a la que se
sometieron los extractos para encontrar los valores 6ptimos o de mayor velocidad
de reaccidn. Estos dos valores son el estdndar para analizar los limites enzimaticos
a los que se puede desnaturalizar una enzima o potencializar su efecto catalitico.
Es asi como en la gréafica 8 se observa el comportamiento de la ureasa sometida a
temperaturas con un rango de (10 a 80°C).

5.5.1. Temperatura 6ptima
En la gréfica 8 se representa la velocidad de reaccion de la ureasa en pumol NH4*/

(min. mL) comparado con rangos de temperaturas desde 5 hasta 85 grados
centigrados.

Grafica 8. Velocidad de reaccion de la ureasa contra temperatura.
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En la grafica 8 se observa un ascenso en la velocidad de reaccién a medida que
sube la temperatura a partir de los 5°C. La temperatura 6ptima se encontrd
alrededor de los 35 °C mostrando el mayor valor en la actividad enziméatica de la
ureasa en 2,166 pmoles de amonio/ (g.h). Por lo tanto, se tendra en cuenta esta
temperatura para el analisis de la actividad de ureasa en el suelo de las fincas. Hay
un descenso de la velocidad de reaccion al llegar a una temperatura de 50 °C y se
mantiene hasta los 70 °C, donde empieza la inactivacion de la enzima.

Hay una tendencia a la disminucién de la actividad de la amidohidrolasa con valores
de temperaturas superiores a los 37 grados centigrados.
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Lai C.M. & Tabatabai M.A. (1992) reportan que la actividad de la enzima aumenta
conforme lo hace la temperatura, desde un intervalo de los 10 hasta los 40 grados
centigrados, siendo esta temperatura la 6ptima encontrada en su investigacion,
mientras que en el estudio realizado por Dash et. al. (1981) encontraron una
temperatura 6ptima de 47 °C esta diferencia en las temperaturas Optimas se debe
a la metodologia que utilizaron donde la inactivacion enziméatica empieza desde los
70 grados centigrados en adelante, lo cual concuerda con la inactivacion ureasica
expuesta en el presente trabajo.

5.5.2. pH 6ptimo

En el grafico 9 se presenta la actividad de la ureasa en pmol NH4*/ (min x mL) de la
ureasa con rangos de pH de 4 a 10.

Gréafica 9. V max. contra pH en ureasa.
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En la grafica 9 el maximo valor de reaccion, correspondiente a 2,512 pumol NH4*/
(min. mL) se obtuvo en un pH aproximado de 7, que esta de acuerdo con lo
encontrado en el estudio de Krajewska (2009), quien indica que los valores 6ptimos
de actividad con relacion al pH estan en el rango 6.5 a7.5 siendo el mas 6ptimo el
pH 7. Nannipiere et al; (1975), sugiere que los valores de pH son relativos, ya que
estos dependen mucho de los tipos de suelo y la asociacion ureasa-coloide del
suelo.

La actividad a partir del pH 4 asciende, pero con una mayor pendiente desde el pH
6, hasta alcanzar un valor maximo en 7, a partir de este valor la reaccién de la
enzima desciende.

Al aumentar el pH del suelo se generan reacciones que cambian los estados de
ionizacion de los sitios activos de la ureasa. “El sitio activo de todas las ureasas esta
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en las subunidades alfa, es un centro de niquel dimérico bis-phidroxo” Carter,
Flugga, Mulrooney, & Hausinger (2009).

5.5.3. Cinética de Michaellis a pH 7 para ureasa

La grafica 10 corresponde a la representacion de los datos obtenidos entre los
umoles NH4*/h contra la concentracion de amidohidrolasa en milimoles con un rango
de 113 umol NH4*/h y una concentracion méaxima de 0.0875 mmol de urea.

Gréfica 10. Velocidad de la RBE en funcién de la Concentracion de Urea
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Con relacion a la grafica 10 se aprecia que su comportamiento es Michaelliano, es
decir la ureasa (EC 3.5.1.5) como amidohidrolasa cumple los principios de la
cinética de Michaellis, asi se percibe que al inicio de la RBE su cinética es de primer
orden (n=1), dado que existe una reaccion lineal entre el llenado de los sitios activos
de la enzima por la urea, cuando esto ocurre la cinética cambia a orden 2 (n=2), con
pendiente negativa dado que los sitios activos de la ureasa se encuentran
saturados por el sustrato, posteriormente, la cinética se transformé a orden cero
(n=0), indicando que los sitios activos estan totalmente saturados y se ha logrado
una actividad maxima, también es importante destacar que en la mitad de la
velocidad maxima, se halla una concentracion de urea que corresponde a la
constante de Michaellis este valor determina la afinidad de la enzima por el sustrato,
es decir el complejo activado: ureasa-urea.

Para determinar los pardmetros cinéticos: Vmax y Km, se aplica la técnica de
Lineweaver-Burk o método de la doble reciproca, dando como resultado la siguiente
grafica:
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Grafica 11. Representacion Lineweaver-Burk
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Con base en la ecuacion de regresion: y=0,0001x+0,0068 y a partir de la pendiente

he intercepto se determina la velocidad maxima de la RBE, y la constante de
Michaellis o de afinidad, obteniendo los valores en la siguiente tabla.

Tabla 19. Vmax y Km de la cinética ureasa

Parametro cinético

Vmax 147 umol NH4*t /g.h
Km 0,015 umol NH4*! /g.h
R 0.8654

Fuente: Autores (2019).

En la tabla 19 se observa que la actividad maxima de ureasa extraida de los suelos
de la region de Sumapaz fue de 147 pmol (NH4*) /(g.h), es decir un gramo de urea
se hidroliza por accién de la amidohidrolasa, produciendo 147 micro moles de
amonio en una hora, tal valor se encuentra dentro de lo reportado por Tabatabai y
Bremner (1972), quienes reportaron valores de entre 27, 5 hasta 356,5 ug de
amonio N liberado/g de suelo/2h. Con respecto al otro parametro se obtuvo un valor
de 0.015 mmoles urea/Mmol, lo que significa que en la mitad de la velocidad maxima
es decir 73.5 pumol (NH4%) / (g.h), la concentracion de urea esta en 0.015 mmol/mL
lo que determina la actividad de la enzima por el sustrato.
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5.6. Actividades enzimaticas de frutos Rubus glaucus pretratamiento

Tabla 20. Actividades de CAT, POD y PME, en frutos Rubus glaucus, al iniciar el
experimento.

Ind_lca’d_or Unidad Finca 1 Finca 2 Sign
Enzimatico
CAT pmol H202 /g.h 0,219 0,138 *
POD UA / g.min 1,417 1,362 *
PME UA /g.min 0,220 0,124 o

Fuente: Autores (2019). Sign: Significancia estadistica; *P<0,05; **p<0,01; NS: P>0,05

Las actividades enzimaticas reflejadas en la tabla 20 presentaron mayores valores
en las tres enzimas estudiadas en la finca 1, presentando alta significancia
estadistica en cuanto a la catalasa y la pectinmetilesterasa y solo significante en la
enzima peroxidasa, lo que confirma que las practicas agricolas utilizadas en las dos
fincas estan influyendo en la actividad enzimatica en los frutos pretratamiento.

5.6.1. Actividad y cinética de catalasa

Tabla 21. Valores de Actividad de CAT en frutos Rubus glaucus, tratados con
CacCl, y acido ascorbico.

Tratamiento FINCA 1 FINCA 2
E.M. 3 E.M. 5 E.M. 3 E.M. 5

CaCl2 1% 0,176 + 0,040 0,128 +0,040 0,117 + 0,023 0,096 +0,016
CaClz 2% 0,136 +0,016 0,107 +0,020 0,123 +0,020 0,107 +0,012
CaClz 4% 0,123 +0,023 0,096 + 0,029 0,080 +0,016 0,061 +0,017
AA 1% 0,203 +0,023 0,208 +0,040 0,077 +0,026 0,099 +0,020
AA 2% 0,123 +0,023 0,155 +0,023 0,096 +0,014 0,075 +0,024
AA 4% 0,197 +0,020 0,155 +0,023 0,091 +0,018 0,067 +0,023

Fuente: Autores (2019).

Con relacion a la tabla 21, se puede observar que los frutos tratados con cloruro de
calcio exhibieron mayor actividad cataladsica que aquellos tratados con acido
ascorbico, siendo mas notable este comportamiento en la finca 2, cuando se
comparan estos valores con las actividades iniciales, se aprecia una sensible
disminucién dada seguramente por procesos y mecanismos de inhibicion de estas
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moléculas sobre la holoenzima. Es decir, posiblemente afectaron sitios activos o
lugares de la apoenzima que redujeron la accion catalitica de esta peréxido-
reductasa. Es notable la reduccién de la CAT en estados mas avanzados de
senescencia del fruto, por lo que se deduce que las cargas oxidantes son mayores
produciendo una disminucion de esta enzima, esto concuerda con lo encontrado por
Baquero, Castro y Narvaez (2005)

En la grafica 12 se evidencia el comportamiento de la actividad catalitica para las
fincas 1y 2 y la inhibicion presentada por los inhibidores, destacandose la finca 2
con una menor actividad de esta enzima.

Grafica 12. Actividad de catalasa para frutos Rubus glaucus provenientes de
fincas 1y 2, tratados con inhibidores quimicos.
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Cuando se realizo el Andlisis de Varianza en doble via para los valores de actividad
de CAT, se encontré que los estados de maduracioén no causaron efecto estadistico
significativo sobre la actividad de la enzima (P> 0,22290), mientras que las fincas
seleccionadas para el muestreo de los frutos si afectaron estadisticamente (P<
0,00011) el comportamiento de CAT. Por otra parte, se not6 que la interaccion entre
los dos factores, maduracion y tipo de finca, no causaron efectos estadisticos
(P>0,84294) sobre la actividad catalasica de los frutos; estos resultados demuestran
el comportamiento fuertemente antioxidante de CAT, puesto que desdobla peroxido
de hidrégeno, causante de la oxidacion de mitocondrias y otros organelos celulares
durante la maduracion de los frutos. Segun Kehrer (2010) la capacidad del H2O>
para atravesar las capas lipidicas y su enorme capacidad de reaccion con la
membrana o el Fe?* unido a las proteinas los cuales se unen con el peréxido hace
gue este sea extremadamente téxico para la célula, es asi como las capacidades
antioxidantes de estas se miden por medio de la cantidad de CAT presentes en los
peroxisomas, puesto que es una de las enzimas con mas rotaciones y reactividad
con el peroxido de hidrégeno, es una enzima considerada como en una de las
primeras lineas de defensas siendo esta antioxidante.

Tabla 22. Resultados ANOVA doble via, para actividad de CAT en frutos Rubus
glaucus, tratados con CaCl. y Acido Ascorbico

Fuente de Variacién Significancia P- valor
Estado de Maduracion NS 0,22290
Finca * 0,00011
Interaccion EMXF NS 0,84294

Fuente: Autores (2019). Sign: Significancia estadistica; *P<0,05; **p<0,01; NS: P>0,05
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Grafica 13. Actividad enzimatica residual de Catalasa para frutos Rubus glaucus
provenientes de fincas 1y 2, tratados con inhibidores quimicos.
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La gréfica 13, permite comprender que la actividad enzimatica residual de catalasa
en los frutos fue mas baja en la finca 1, estado de maduracion 3, comportamiento
similar mostraron los frutos tratados con cloruro de calcio. No obstante, en la finca
2, se presentaron fluctuaciones de esta actividad residual, por lo que el efecto de
estas moléculas sobre la actividad enzimatica de CAT, no es tan significativa; estos
resultados confirman que de alguna forma Acido ascérbico y CacCls, inhiben la
actividad de CAT en el estado inicial de maduracion de los frutos, mas no son tan
efectivos en estados de maduracion avanzados. El comportamiento del acido
ascorbico en la grafica 13 demuestra su capacidad antioxidante sin embargo esta
presente el hecho de que no es un inhibidor que prevalezca en la reaccion puesto
gue al agotarse los difenoles vuelven a reaccionar con las peroxidasas y se
transforman nuevamente a orto quinonas, asi este inhibidor es efectivo cuando se
encuentra en buenas cantidades en el medio de la reaccion llegando a un
rendimiento optimo en los primeros lazos de reaccion o hasta agotar el sustrato.

5.6.2. Cinética de Catalasa (CAT) en Extractos de frutos Rubus Glaucus

Se tomaron extractos enzimaticos al azar de una de las fincas, provenientes de
frutos Rubus glaucus tratados con acido ascérbico y cloruro de calcio, y se realizd
estudio cinético que se muestra a continuacion: temperatura optima de CAT.
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Grafica 14. Comportamiento de velocidad CAT frente a temperatura
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La grafica 14 describe el comportamiento de CAT en funcidén de 7 temperaturas
trabajadas, en elle se aprecia que la actividad maxima de la enzima estuvo en 40
grados centigrados, por encima de este valor la velocidad se reduce, siendo mas
notable su descenso en temperaturas superiores a 50°C, lo cual se puede explicar
dado que los cambios de temperatura causan ruptura de puentes de hidrégeno los
cuales afectan la conformacion tridimensional de la holoenzima.

Posteriormente, se buscO determinar el comportamiento Michaelliano de la
enzima, mediante el estudio de la relacion entre Velocidad y concentracion de
Peréxido de Hidrégeno a Tméax de 40C y pH de 6,9 y los resultados se muestran a
través de la gréfica 14.

A continuacién, se evidencia la velocidad de la CAT con el testigo (Vc) y los
tratamientos acido ascoérbico (VAA) y (VCaCly).
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Grafica 15. Comportamiento cinético de CAT para fruto Rubus glaucus control y
tratados con AA'y CaCls
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En la grafica 15, se observa que CAT tuvo un comportamiento muy aproximado a la
cinética de Michaelis-Menten en los dos extractos enzimaticos tratados con
inhibidores quimicos. Se destaca CAT tratada con acido Ascorbico, tuvo mayor
actividad catalitica que la enzima tratada con CaCl,. Es decir, que el primer
tratamiento presentd menos inhibicion, mientras que la cinética de CAT fue afectada
por la sal calcica, dado el efecto de este inhibidor sobre los centros activos de la
enzima.

Con el fin de hallar los parametros cinéticos de CAT en estos extractos enzimaticos
de Frutos Rubus glaucus, se procedio a tratar los datos cinéticos con el modelo de
la doble reciproca de Linnewaver and Burk. La doble reciproca de CAT, en la gréfica
15, demuestra que las sustancias quimicas aplicadas causaron una posible
inhibicion No competitiva sobre el sitio activo de la enzima, por lo tanto, afectaron la
velocidad de CAT, mas no redujeron significativamente la constante de Michaelis,
es decir su afinidad por la perdxido-reductasa.
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Grafica 16. Doble reciproca para CAT en frutos Rubus glaucus sin tratamiento y
con inhibidores Quimicos.
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Con base en las ecuaciones de regresion, se calcularon los parametros cinéticos,
obteniendo valores de velocidad maxima, segun la grafica 16.
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Grafica 17. Velocidades méximas del grupo control y con inhibidores en frutos.
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Aqui se aprecia que la velocidad maxima de la CAT en los dos extractos enzimaticos
presentd diferencias estadisticas significativas (P<0,05) segun las letras que
acompafan los promedios, siendo mayor con acido ascorbico, el cual super6 en
0,112pmol de H202/g.h, a la velocidad maxima de CAT tratada con cloruro de calcio.
Es decir, la actividad de la enzima con CaCl,, se redujo un 45% por causa de la

inhibicién no competitiva de esta molécula; los valores de Km, son mostrados en la
tabla 23.

Tabla 23. Valores de Km dados en (umol H20> /g.h) con las variables Vc, VAA,
VCaCl

Inhibidores Km (umol H2O2 /g.h)

Control 3,070a
CaCl2 4% 3, 196a
AA 4% 5,293b

Fuente: Autores (2019).

Observando los valores de Km para CAT en los extractos control y tratado con
cloruro de calcio, se puede apreciar que no presentaron diferencias estadisticas
(P>0,050), es decir son similares, lo cual confirma la inhibicion No competitiva del
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cloruro de calcio sobre la enzima, por lo tanto, se puede afirmar que esta molécula
afecta el poder catalitico de catalasa, mas no su afinidad de la enzima por el
sustrato: peréxido de hidrégeno.

Con base en los parametros cinéticos encontrados para CAT, se hallaron las
ecuaciones cinéticas de esta enzima para los frutos Rubus glaucus en los
respectivos tratamientos, tal como se evidencia en la tabla 24:

Tabla 24. Ecuaciones cinéticas de CAT

Ecuacion doble
reciproca r %CD  Sign
Linnewaver-Burk

Ecuacion

Tratamiento .. - elis-Menten

Control V= 1,983[H0,] 1_ 38,710 X 1 +0,504 0,989 97,98 ok
© 3,070 + [H,0,] V ’ [H,0,] ’ ;
Acido 0,249[H,0,] 1 1
o =272  Z=-12817x 4,014 7 47 ok
Ascorbico 3,196 +[H,0,] V 817 [H,0,] 40 0,997 99,
0,137[H,0,] 1 1
CaClz V= —=3598x——+7313 0,986 97,30 *

T 5293+ [H,0,] V ’ [H,0,]
Fuente: Autores (2019).

En dicha tabla se aprecia que el coeficiente de correlacion de Pearson mostro alta
significancia estadistica (P<0,01) para la actividad de CAT en frutos controles y los
tratados con acido ascorbico, mientras que fue significativo (P>0,05) para CAT
tratados con cloruro de calcio; lo confirma el efecto inhibitorio de las sustancias
utilizadas sobre la actividad de CAT, resaltando que, ademas, las cinéticas
estudiadas cumplieron con los principios cientificos de la cinética Michaeliana.

5.6.3. Cinética enzimatica de catalasa proveniente de suelos:

Con el fin de establecer una relacion mas clara de la actividad del suelo con la de
los frutos, se realizé extraccion de catalasa en suelo para realizar su respectivo
estudio cinético, de esta forma, se obtuvo la grafica 18.

Analizando la grafica, se aprecia que CAT en suelos tiene un comportamiento
aproximadamente Michaelliano, con una velocidad inicial relativamente baja en la
cinética de primer orden, la cual se sostiene hasta alcanzar la cinética de orden cero
en un valor maximo cercano a 1,0umoles H>O> /g.h, lo que corresponderia a un
valor cercano a su velocidad maxima.



Grafica 18. Cinética de CAT en suelos para finca 1y 2.
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Cuando se aplicé el modelo de la doble reciproca, se obtuvo la siguiente grafica:

Grafica 19. Doble reciproca para CAT en suelos fincas 1y 2.
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En la grafica 19 se confirm6 el comportamiento de CAT, segun el modelo cinético
de Michaelis-Menten; el coeficiente de correlacién de Pearson para esta gréafica,
correspondi6 a un valor de 0,9987, indicando alta significancia estadistica (P<0,05)
entre los reciprocos de velocidad y concentracion de sustrato. A partir de las
ecuaciones de regresion de esta gréafica, se calcularon los pardmetros cinéticos,

obteniéndose los siguientes valores:

Tabla 25. Pardmetros cinéticos para CAT.

Fincas Vmax (umol H20O2/g.h) Km (umol H2O2 /mL) r Sign
1 1,735 14,529 0,9987  **
2 0,889 15,492 0,9984  *
Fuente: Autores (2019).

Acorde a la tabla anterior, se observa que CAT del suelo proveniente de la Finca 1,
mostré mayor velocidad Maxima y mejor afinidad por el sustrato segun la constante
de Michaelis en general, la actividad catalitica de CAT de F1, superd en 0,846 umol
H202/g.h, a la velocidad Maxima enzimatica del suelo extraido de la F>. Asi mismo,
la afinidad de CAT por H20 tuvo menor comportamiento en la Finca 2; lo anterior
demuestra que el suelo F1, mostré mejor comportamiento en su actividad biologica
que el de F.. Con base en los parametros cinéticos obtenidos se plantearon las
ecuaciones cinéticas de CAT en suelos provenientes de las Fincas 1y 2.

Tabla 26. Ecuaciones cinéticas para CAT en suelos de Finca 1y 2.

. Ecuacion Michaelis- Ecuacién doble reciproca
Finca ;
Menten Linnewaver-Burk
1,735[H,0,] 1 1
1 =— —=8,373x———+0,576
V' = 14529 +[H,0,] v [1,0,]
2 __O8891H, 0] 7al1x— 11124
" 15,492 + [H,0,] v [H,0,] '

5.6.4. Actividad de Peroxidasa (POD) en los Frutos (ua/g.min)

La actividad de la peroxidasa es un parametro importante para determinar el efecto
de los inhibidores, puesto que la peroxidasa es una de las principales enzimas que
causan el deterioro y coloraciones marrones en frutos.



82

Tabla 27. Actividades de POD en frutos Rubus glaucus tratados con AA 'y CaCly,
en los estados de maduracion 3 y 5, provenientes de las fincas 1y 2.

*Estandar 0,414

FINCA INHIB EM-3 EM-5
AA1% 0,059 0,018

AA2% 0,038 0,015

1 AA4% 0,058 0,026

CaCl2 1% 0,061 0,062
CaCl2 2% 0,059 0,048
CaCl2 4% 0,029 0,014

AA1% 0,060 0,064
AA2% 0,066 0,052
AA4% 0,032 0,037

CaCl2 1% 0,075 0,054
CaCl2 2% 0,063 0,050
CaCl2 4% 0,060 0,048

*Actividad de solucion estandar.

La tabla 27, muestra que las actividades de POD en los frutos fueron superiores en
la etapa de maduracion 3y disminuyeron en la etapa 5, en las dos fincas estudiadas.
Es decir, posiblemente la accion de los inhibidores fue mas efectiva en EM-5, en
razon de los cambios bioquimicos de los frutos y la sensibilidad de los sitios activos
de POD a los cambios de pH.

La actividad enzimatica del estandar de la peroxidasa en los frutos de mora fue
similar a los datos reportados por: Santander, Mejia & Osorio, (2013) en el cual la
actividad de esta enzima para el tomate de arbol es de 0,21488 + 0,02256, actividad
enzimatica (DO/min) cambio de absorbancia por minuto.

En la gréafica 19 se muestra todos los valores de la actividad enzimatica de la POD
en los frutos postratamientos para las dos fincas.

Analizando la anterior grafica, se aprecia que el acido ascorbico 2% y el cloruro de
calcio 4%, causaron mayor efecto de inhibicion sobre la enzima en el estado de
maduracién 5 para los frutos de la finca 1. En la finca 2, se observa que el acido
ascorbico al 4% vy cloruro de calcio 4% generaron un mayor efecto inhibitorio en el
estado de maduracion 5 para la capacidad catalitica de POD. Se advierte una mejor
inhibicion en los frutos con estado de maduracion 5 para la finca 1.
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Grafica 20. Actividad de POD en frutos Rubus glaucus provenientes de dos fincas
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El andlisis de varianza en doble via mostro lo siguiente:

Tabla 28. Resultados ANOVA doble via.

Fuente de Variacién P-valor Sign
Inhibidores 0,0234561 *
Estados de maduracion 0,0002103 *
Fincas 0,0000010 *
Interaccion 0,0371200 *

Observando la tabla 30, se deduce que los estados de maduracion de los frutos
Rubus glaucus y los dos sistemas productivos causaron efectos estadisticos
altamente significativos (P<0,010) sobre la inhibicion de POD, lo cual esta ligado
también al efecto estadistico (P<0,050) de los inhibidores acido ascérbico y Cloruro
de calcio. Lo anterior también fue apoyado por la interaccién significativa simultanea
(P<0,050) de estos factores sobre la inhibicién enzimatica.
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Con el fin de estudiar mas a fondo el comportamiento de los tratamientos, se calculé
el porcentaje de actividad enzimética residual (%AER), el cual se muestra en la

siguiente tabla:

Tabla 29. Actividad enzimética residual de POD para frutos Rubus glaucus

tratados con inhibidores quimicos en estados de maduracién 3 y 5, obtenidos de
las fincas 1y 2.

FINCA  INHIB EM-3 EM-5
AA1% 14251 4,348
AA2% 9,179 3,623
AA4Y% 14,010 6,280
1 CaCl, 1% 14,734 14,976
CaCl, 2% 14,251 11,594
CaCl, 4% 7,005 3,382
AA1% 14,493 15,459
AA2% 15942 12,560
AA4Y% 7,729 8,937
2 CaCl, 1% 18,116 13,043
CaCl, 2% 15217 12,077
CaCl, 4% 14,493 11,594

La tabla 29, muestra que en los frutos provenientes de la finca 1, el &cido ascoérbico
2% causo una actividad POD de 3,63% en el estado de maduracion 5, es decir,
causo un descenso de 96,377% en la actividad catalitica de la enzima, mientras que
CaCl2 4% produjo una AER del 3,382, generando un descenso de 96,618% en la
RBE de POD, de la misma manera, en los frutos de la finca 2, AA 4% y Cloruro de
Calcio 4% redujeron en 92,271% y 88,406%, respectivamente la actividad catalitica

de POD.

5.6.5. Estudio cinético de la inhibicion de POD

Con el propésito de analizar detalladamente el comportamiento cinético de POD, se
decidi6 graficar AER versus el tiempo para los inhibidores que exhibieron mejor

comportamiento, se obtuvo lo siguiente:
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Grafica 21. Cinética de inactivacion de POD en frutos Rubus glaucus tratados con
AA 'y CacCl,, provenientes de la finca 1.
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En la grafica 21 se observa una reduccion logaritmica de la AER por accion de los
dos inhibidores quimicos en sus respectivas concentraciones y estados de
maduracién 3 y 5, es decir la reduccion logaritmica de la actividad residual en el
tiempo, supone una cinética de primer orden (n=1), advirtitndose un descenso
notorio de POD tratada con AA al 2%, estado de maduracion 3 y Cloruro de calcio
del 4%, estado de maduracion 5, hacia el final de la reaccidn bioquimica enzimatica
(RBE). Dado este comportamiento cinético, se procedido a obtener logaritmos
decimales de las actividades residuales y elaborar la grafica cinética de Log AER
versus tiempos de lectura en el espectrofotometro UV-VIS, con el propdsito de
linealizar la anterior grafica y encontrar asi: Constante de Inhibicion (Ki) de la
reaccion, lo mismo que el tiempo de vida media residual de la enzima (tr),

Dichas gréficas obtenidas fueron las siguientes para los frutos provenientes de la
finca 1:



86

Grafica 22. Comportamiento cinético de primer orden para inhibicién de POD en
frutos tratados con AA, Estados de maduracion 3y 5, finca 1.
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El comportamiento lineal de los datos, en las graficas 21 y 22, confirma la cinética

de primer orden de la inhibicion de POD, por lo que se procedio a calcular Ki
mediante la expresion:

Ki = —2,303 X Pendiente de la recta

Y el tiempo residual de vida medio asi:
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Grafica 23. Comportamiento cinético de primer orden para inhibicién de POD en
frutos Rubus glaucus, tratados con CaCl; estados de maduracion 3y 5, Finca 1.
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Los valores calculados para Kiy tg, junto con el analisis estadistico se muestran en
la tabla 30.

Los resultados de Ky tiempo residual medio para tratamientos, fincas y estados de
maduracion estan analizados en la tabla 30:

Tabla 30. Andlisis estadistico de valores de constantes de inhibicién de POD y
tiempo residual medio frutos Rubus glaucus provenientes de las fincas 1 y 2,
estados de maduracion 3y 5.

Finca Inhibidores EM K (UA/min) tg (min) r sign
AA 2% 3 0,088 7,88 0,776 NS
AA 2% 5 0,149 4,65 0,866  *

! CaClz 4% 3 0,011 64,02 0,822 NS
CaClz 4% 5 0,136 5,07 0,873 *
AA 2% 3 0,021 33,43 0,846 NS
AA 2% 5 0,074 9,35 0,948  **

? CaClz 4% 3 0,099 6,97 0,861 NS
CaClz 4% 5 0,187 3,70 0,977 **
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De acuerdo con la tabla 30, el comportamiento cinético de la inhibicién de POD
mostré alta significancia estadistica (P<0,010) en los tratamientos con AA 2% y
CaCl2 4% en frutos provenientes de la finca 2, mientras que el efecto fue
significativo (P<0,050) en los mismos tratamientos de la finca 1, estado de
maduracién 5. Asi mismo se destaca que el valor mas alto en la constante de
velocidad de inhibicion lo presento6 el CaCl2 4% en el estado de maduracion 5y en
frutos de la finca 2, en contraste, el menor valor se obtuvo en CaCl2 4% estado de
maduracién 3, finca 1; tal como se observa en la gréfica 24:

Gréafica 24. Valores de constantes de velocidad de inhibicion de POD en frutos
Rubus glaucus, tratados con AA 'y CaCl;, estados de maduraciéon 3y 5, Fincas 1y
2.
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La grafica 24 describe el comportamiento de la constante de inhibicion de POD en
los tratamientos estudiados, se destaca el menor valor estadistico de CaCl2 4%
estado de maduracién 5, finca 1 (P<0,050) y la tendencia ascendente de las
constantes en la finca 2 para los dos inhibidores aplicados, resultando el CaCl, 4%
estado de maduracién 5 el de mejor comportamiento (P<0,010). Asi mismo, se
destacan los valores de Kj en AA 2% y CaCl> 4% estado de maduracion 5 para las
fincas 1y 2 tuvieron valores mas altos en la velocidad de la constante de inhibicion.
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El comportamiento de POD en los frutos provenientes de la finca 2, también
confirmaron la cinética de inhibicibn de primer orden como se muestra a
continuacion:

Grafica 25. Descenso logaritmico de AER
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En la grafica 25 se aprecia que el descenso logaritmico de AER fue mas notable en
POD tratada con CaCl2 4% y AA 4% en el estado de maduracion 5, en contraste, el
efecto de AA 4% en estado de maduracion 3, es relativamente mas bajo para la
inhibicién de POD, siguiendo una tendencia mas lineal

En la grafica 25 se observa un comportamiento cinético de primer orden para los
frutos de la finca 2 destacandose el tratamiento CaCl, 4%.

De la misma manera que en la finca 1, el comportamiento de la gréfica de log AER
versus Tiempo de reaccion mostré una tendencia lineal, lo cual confirmo la cinética
de primer orden de la inhibicidon enzimatica
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Grafica 26. Comportamiento cinético primer orden en la inhibicién de POD en
frutos postratamiento estados de maduracion 3y 5 en finca 2.
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5.6.6. Actividad de pectinmetilesterasa (PME) en los frutos (ua/g.h)

Tabla 31. Actividades de PME (uA/g.h) en frutos Rubus glaucus tratados con AA'y
CaCly, en los estados de maduracion 3y 5, provenientes de las fincas 1y 2.

Finca Tratamientos EM 3 EM5
AA 1% 0,001 0,006

AA 2% 0,002 0,003

1 AA 4% 0,001 0,001
CaClz2 1% 0,062 0,038

CaClz2 2% 0,007 0,001

CaClz2 4% 0,005 0,001

AA 1% 0,001 0,036

AA 2% 0,046 0,062

AA 4% 0,072 0,075

2 CaClz2 1% 0,059 0,059
CaClz2 2% 0,001 0,001

CaClz2 4% 0,051 0,054

La Tabla 31, muestra que las actividades de PME en los frutos fueron superiores en
la etapa de maduracion 5 comparados con los del estado de maduracion 3, en las
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dos fincas estudiadas. Es decir, posiblemente la accién de los inhibidores fue méas
efectiva en EM-2, en razon de los cambios bioguimicos de los frutos y la sensibilidad
de los sitios activos de PME a cambios de pH y estructura de la membrana celular,
por efecto de la precipitacion del pectato calcico.

Con el fin de estudiar mas a fondo el comportamiento de los tratamientos, se calcul
el porcentaje de actividad enzimética residual (%AER), el cual se muestra en la
siguiente grafica 27.

Grafica 27. Actividades enzimaticas residuales de PME en frutos Rubus glaucus
tratados con AA y CaCl; provenientes de las fincas 1y 2
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La grafica anterior, muestra que para los frutos provenientes de la finca 1, el acido
ascorbico 4% causo una actividad residual PME de 2 % en estados de maduracion
3y 5, es decir, caus6 un descenso de 98 % en la actividad catalitica de la enzima,
mientras que CaCl> 4% produjo una AER del 5,32% en EM-3 y 1,06% en EM-5,
generando un descenso de 94,68% y 98,94% en la RBE de PME; de la misma
manera, en los frutos de la finca 2, CaCl. del 2%, redujo en 97,73% la actividad
catalitica de PME en los estados de maduracion 3 y 5 respectivamente.

El andlisis de varianza en doble via mostro lo siguiente:
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Tabla 32. Resultados ANOVA doble via

Fuente de Variacion P-valor Sign
Inhibidores 0,0092 %
Estados de maduracién 0,6387 NS
Fincas 0,01375 *
Interaccion 0,7583 NS

Observando la tabla 32, se deduce que los estados de maduracién de los frutos
Rubus glaucus no causaron efectos estadisticos (P> 0,050) sobre la actividad de
PME en frutos, mientras que los dos sistemas productivos causaron efectos
estadisticos significativos (P<0,050) sobre la inhibicion de PME, lo cual esta ligado
también al efecto estadistico altamente significativo (P<0,010) de los inhibidores
acido ascorbico y Cloruro de calcio; No obstante, no se present0 interaccion
significativa simultanea (P>0,050) de estos factores sobre la inhibicion enzimatica
de PME.

5.6.7. Estudio cinético de la inhibicion de PME

Con el propésito de analizar detalladamente el comportamiento cinético de PME, se
decidi6 graficar %AER versus el tiempo para los inhibidores que exhibieron mejor
comportamiento, asi se obtuvo lo siguiente:

En la grafica 28 se observa una reduccion logaritmica de la AER por accién de los
dos inhibidores quimicos en sus respectivas concentraciones y estados de
maduracién 3 y 5, es decir la reduccion logaritmica de la actividad residual en el
tiempo, supone una cinética de primer orden (n=1), advirtiendose un descenso
notorio de PME tratada con AA al 4%, estado de maduracion 3 y acido Ascorbico
4%, estado de maduraciéon 5, hacia el final de la reaccién bioquimica enzimatica
(RBE); dado este comportamiento cinético, se procedié a obtener logaritmos
decimales de las actividades residuales y elaborar la gréfica cinética de Log AER
versus tiempos de lectura en el espectrofotdmetro UV-VIS, con el propdsito de
linealizar la anterior grafica y encontrar asi: Constante de Inhibicién (Ki) de la
reaccion, lo mismo que el tiempo residual decimal (D) de la RBE inhibida
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Grafica 28. Comportamiento cinético de la AER de PME en frutos Rubus glaucus,
estados de maduracion 3y 5, fincas 1y 2.
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Dichas graficas obtenidas fueron las siguientes para los frutos provenientes de la
finca 1:

Grafica 29. Cinética de inhibicion de primer orden para PME en frutos Rubus
glaucus tratados con AAy CaCly, EM 3y 5, Finca 1.
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El comportamiento lineal de los datos confirma la cinética de primer orden de la
inhibicion de PME, por lo que se procedi6 a calcular Ki mediante la expresion:

Ki = —2,303 X Pendiente de larecta
Y el tiempo residual decimal asi:

2,303
K;

D=

El comportamiento cinético de inhibicion de primer orden para los frutos tratados en
la finca 2, se muestra en la grafica de abajo, la cual verifica la cinética del orden
indicado, dados sus altos valores del coeficiente de correlacion de Pearson
encontrados en la regresion lineal de cada una:

Grafica 30. Cinética de inhibicion de primer orden para PME en frutos Rubus
glaucus, tratados con CaCl., 4% en estados de maduracion 3y 5, finca 2
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Los valores calculados para Kiy tg, junto con el andlisis estadistico se muestran en
la tabla 33.
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Tabla 33. Pardmetros cinéticos de inhibicion de PME en frutos Rubus glaucus por

finca y estado de maduracion

Finca Inhibidores EM Ki (UA/min) D (min) r sign
AA 4% 3 0,256 8,985 0,878 *
! AA 4% 5 0203 11,325 0948 i
CaClz 2% 3 0,146 15,723 0,969 *k
2 CaCl2 2% 5 0,109 21,186 0,969 ok

De acuerdo a la tabla 33, el comportamiento cinético de la inhibicion de PME mostr6
alta significancia estadistica (P<0,010) en los tratamientos con AA del 4% estado
de maduracion 5y CaCl> del 2% en frutos provenientes de la finca 2, estados de

maduracion 3 y 5, mientras que el efecto

fue significativo (P<0,050) en el

tratamiento de AA, de lafinca 1, estado de maduracién 3, asi mismo se destaca que
el valor mas alto en la constante de velocidad de inhibicion lo presento el acido
ascorbico del 4% en el estado de maduracion 3 y en frutos de la finca 1, en
contraste, el menor valor se obtuvo en CaClz del 2% estado de maduracion 5, finca
2; lo anterior, se puede mostrar en la siguiente gréfica:

Grafica 31. Constantes cinéticas de inhibicion de PME en frutos tratados con AA
4% y CaClz 2%, estados de maduracion 3y 5, Fincas 1y 2.
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La gréfica 31 muestra que los frutos tratados con acido ascoérbico del 4% en los dos
estados de maduracion y provenientes de la finca 1, exhibieron la mayor accién
inhibitoria sobre la actividad de PME, mientras que el cloruro de calcio del 2% causo6
un menor efecto sobre la actividad catalitica de PME en los EM 3 y 5, en frutos
tomados de la finca 2; asi mismo como resultado de la prueba de comparacién
multiple de medias de Duncan, se destaca que los 4 valores de las constantes
cinéticas de inhibicién fueron diferentes estadisticamente (P>0,050).

Es importante analizar el tiempo residual decimal (D), el cual se define como el
tiempo requerido para reducir la actividad de la enzima hasta un 10% de su valor
original. Tales valores se muestran en la siguiente grafica:

Grafica 32. Tiempos de reduccién decimal de PME en frutos tratados con AA 4%
y CaCl, 2%, estado de maduracion 3y 5; fincas 1y 2.
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En esta grafica se puede apreciar que en los frutos tratados con AA del 4% el tiempo
residual decimal es menor, es decir, se requiere menos tiempo para reducir la
actividad de PME hasta un 10% de su valor inicial, por lo tanto, su efecto es mas
significativo en la RBE de inhibicidn; opuesto a lo anterior, PME en los frutos tratados
con cloruro de calcio requiere mayor tiempo para reducir su actividad, por lo que
tardan mas en hacer el efecto inhibitorio; los resultados del test de Duncan, sefialan
gue los valores de D mostraron diferencias estadisticas(P<0,050) entre fincas y

tratamientos.
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5.6.8. Cinética de pectinmetilesterasa en extractos de frutos Rubus
glaucus

Se tomaron extractos enzimaticos al azar de una de las fincas, provenientes de
Frutos Rubus glaucus tratados con &cido ascérbico y Cloruro de calcio, y se realizé
estudio cinético que se muestra a continuacion:

5.6.9. Temperatura 6ptima de PME

Grafica 33. Comportamiento PME con 7 temperaturas.
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La gréafica 33 describe el comportamiento de PME en funcion de 7 temperaturas
trabajadas, en elle se aprecia que la actividad maxima de la enzima estuvo cercana
a 40 grados centigrados para las tres muestras estudiadas, asi mismo los extractos
tratados con los inhibidores quimicos mostraron actividades de PME altas a
temperaturas cercanas a 50° C, por lo tanto, es importante anotar que por debajo
de estos valores la velocidad aumenta, siendo mas notable el descenso en
temperaturas superiores a 60°C, lo cual se puede explicar dado que cambios de
temperatura causan ruptura de puentes de hidrogeno los cuales afectan la
conformacién tridimensional de la holoenzima; A partir de este valor de Tmax, se
decidio continuar con la cinética de CAT. Otros estudios como los de Saenz , Téllez,
Garza, Reyes, Contreras, & Cristobal (2000), coinciden con los datos encontrados
en este estudio, debido a que sus datos arrojan que la enzima PME es termoestable
y su descenso en actividad enzimatica comienza entre los 60y 70° C.
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Posteriormente, se busco determinar el comportamiento Michaelliano de la enzima,
mediante el estudio de la relacion entre Velocidad y concentracion de Pectina a
Tméax de 40°C y pH de 7,0 los resultados se muestran a través de la gréfica 34.

Grafica 34. Cinética de Michaelis para PME en frutos control y tratados con
inhibidores quimicos AA 'y CaCl>
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En la grafica anterior, se observa que PME tuvo un comportamiento muy
aproximado a la cinética de Michaelis-Menten en los dos extractos enzimaticos
tratados con inhibidores quimicos; se destaca que las dos curvas de tratamientos
tuvieron un comportamiento cinético inferior al extracto control; ahora, PME tratada
con acido Ascorbico, tuvo mayor actividad catalitica que la enzima tratada con
CaCl, es decir, presentd menos inhibicion, mientras que la cinética de PME fue
afectada por la sal célcica, dado el efecto de este inhibidor sobre los centros activos
de la enzima junto con la retencion del calcio membranal formando pectato célcico,
el cual bloquea la accion enzimatica de PEM; Con el fin de hallar los parametros
cinéticos de PEM en estos extractos enzimaticos de frutos Rubus glaucus, se
procedié a tratar los datos cinéticos con el modelo de la doble reciproca de
Linnewaver Burk, obteniéndose la siguiente grafica:

La doble reciproca de PME, demuestra que las sustancias quimicas aplicados
causaron una posible inhibicion No competitiva sobre el sitio activo de la enzima,
por lo tanto, afectaron la velocidad de PME, mas no redujeron significativamente la
constante de Michaelis, es decir su afinidad por el pectato.
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Grafica 35. Doble reciproca para PME en frutos Rubus glaucus control y tratados
con Inhibidores quimicos AA 'y CaCl>
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Con base en las ecuaciones de regresion, se calcularon los parametros cinéticos,
obteniendo valores de velocidad maxima, segun la gréfica 35

En esta grafica se aprecia que la velocidad maxima de los PME en los dos extractos
enzimaticos presentaron diferencias estadisticas significativas (P<0,05) segun las
letras que acomparfan los promedios, siendo mayor con acido ascorbico, el cual
superé en 0,053 uA /g.h, a la velocidad maxima de PME tratada con cloruro de
calcio; es decir, la actividad de la enzima con CacCl,, se redujo un 27,74 % por causa
de la inhibicién no competitiva de esta molécula; los valores de Km, son mostrados
en la tabla 34.
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Grafica 36. Velocidad maxima de PEM en frutos tratados con AA 'y CaCl;
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Tabla 34. Km obtenidos en PME en frutos tratados

Inhibidores Km (mg /mL)

Control 1,155 a
CaCl2 4% 0,798 b
AA 4% 0,694 b

Observando los valores de Km para PME en los extractos tratados con cloruro de
calcio y éacido ascérbico, se puede apreciar que no presentaron diferencias
estadisticas (P>0,050), es decir son similares, lo cual confirma la inhibicion No
competitiva del acido ascorbico sobre la enzima, por lo tanto, se puede afirmar que
esta molécula afect6 el poder catalitico de pectinmetilesterasa, mas no su afinidad
de la PEM por el sustrato: pectina. Para los valores hallados de Km los reportes de
la literatura son muy diversos debido a que las pectinas son de diferentes fuentes y
los frutos son muy diversos, un ejemplo de esto es el valor reportado por: Ly, Van,
Fachin, Verlent & Hendrickx (2002) en el que la Km de la PME del banano, reporta
un valor de Km 0.151 mg/mL de pectina de manzana, este dato es muy bajo para
los encontrados en este trabajo a pesar de haber usado inhibidores. Otros reportes
arrojan valores de 17 mg/mL para pectina con DE y 0,7 mg/mL para pectina citrica,
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(Christensen, Nielson, Kreiberg, Rasmussen, Mikkelsen. 1998) datos que distan
mucho de los encontrados en la presente investigacion.

Con base en los pardmetros cinéticos encontrados para PME, se hallaron las
ecuaciones cinéticas de esta enzima para los frutos Rubus glaucus en los
respectivos tratamientos, tal como se evidencia en la tabla siguiente:

Tabla 35. Ecuaciones cinéticas para PME con frutos tratados
Ecuacion doble

Ecuacion Michaelis-

. » 0 .
Tratamiento Menten _reciproca r %CD Sign
Linnewaver-Burk
1 1
0,257[PECT — -
Control V= e mrcT [ PEC]T AR Ty 0959 92,10
55+ ] +3,892
. 1 1
0,191[PECT - _ -
QCId'Ob' = 0,694 [ PEC]T v = 182X oper 0921 8493 *
scorbico 1694 + | ] + 5,243
0,138[PECT] 017X
i et U v-> 0,962 96,26 ok
CaClz 0,798 + [PECT] v [PE iT7] 228

En la tabla 35 se aprecia que el coeficiente de correlacion de Pearson (r), mostré
alta significancia estadistica (P<0,01) para la actividad de PME en frutos controles
y los tratados con Cloruro de calcio, mientras que fue significativo (P<0,05) para
PME tratados con acido ascorbico; lo que confirma el efecto inhibitorio de las
sustancias utilizadas sobre la actividad de PEM, resaltando que, ademas, las
cinéticas estudiadas cumplieron con los principios cientificos de Michaelis-Menten;

Es importante sefialar que las ecuaciones halladas en este experimento son
confiables y predictivas para concentraciones de pectina desde 0,25 mg/mL hasta
10mg /mL, pero condicionadas a extractos de frutos Rubus glaucus tratados con
acido ascorbico y cloruro de calcio.

5.7.  Analisis multiple correlacional entre las actividades enzimaticas de
los frutos Rubus glaucus, pertenecientes a los tratamientos
experimentales

Con el fin de establecer la verdadera interrelacion entre las actividades enzimaticas
halladas en los frutos y la actividad ureésica de los suelos, se decidié aplicar un
analisis de correlacion multiple basado en el coeficiente de correlacién de
Pearson(r); la tabla 38 muestra los resultados obtenidos con los valores de r.
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Tabla 36. Correlacion multiple entre las actividades enziméticas de los frutos
(Rubus Glaucus)

Indicadores AU ACAT3 ACATS5 POD3 POD5 PMES3 PME 5
AU 1,0000
ACAT 3 0,7131* 1,0000
ACAT5 0,3554 0,3501 11,0000
POD 3 -0,3196 0,0052 0,0883 1,0000
POD 5 -0,5859* -0,1375 -0,3427 0,6574* 1,0000
PME 3 -0,4525 -0,1938 -0,4602 0,1188 0,4466 1,0000
PME 5 -0,7136* -0,3726 -0,3445 10,1726 0,5247* 0,8880** 1

correlacion de Pearson
AU: Actividad Ureasica, ACAT: Actividad de catalasa frutos estados de maduracion 3y 5; POD:
Actividad de Peroxidasa frutos estados de maduracion 3 y 5; PME; Actividad de
Pectinmetilesterasa para frutos con estados de maduracién 3 y 5; *(P<0,050); **(P<0,010);
NS(P>0,050)

Segun lo observado en la tabla anterior, la actividad ureasica en suelos mostré una
correlacion lineal positiva y significativa (P<0,050) con la actividad de catalasa en
frutos con estado de maduracion 3, lo cual se puede explicar por la accion
amidohidrolitica de la ureasa que genera un ciclamiento del nitrégeno no proteico
presente en Amonio o Amoniaco; dicha biomolécula es movilizada por la savia del
xilema hacia la parte superior de la planta, donde se incorpora a las reacciones
bioquimicas del glutamato para producir aminoacidos, proteinas y la apoenzima con
sus respectivos aminoacidos especificos que conforman la estructura de los sitios
activos de la Catalasa; tal proceso induce mayor actividad de esta peroxido-
reductasa, promoviendo mayor desdoblamiento del peroxido de hidrogeno en la
célula vegetal.

Por otra parte, la actividad ureasica de suelos presenté una correlacion lineal
negativa y significativa (P<0,050), con las actividades de Peroxidasa y
pectinmetilesterasa con frutos en estado de maduracion 3 y 5; tal comportamiento
se puede atribuir la accién inhibitoria de las sustancias quimicas adicionadas a los
frutos, es decir, a pesar de que la ureasa promueve la movilizacion de amonio por
la planta, para producir aminoacidos constituyentes del centro activo de POD y
PME, los inhibidores: cloruro de calcio y el acido ascorbico afectan de cierta manera
la dinamica del sitio activo de estas enzimas, lo que se traduce en un descenso de
su actividad en los frutos.

En contraste con lo anterior, POD y PME exhibieron una correlacién linea positiva y
significativa (P<0,050) entre sus estados de maduracion 3y 5, lo cual esta ligado a
los procesos bioquimicos de maduracion en la célula vegetal.

En general, el comportamiento del coeficiente de correlacién de las actividades
enzimaticas se resume en la siguiente gréfica:
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Grafica 37. Valores de correlation multiple.
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Se aprecia la alta correlacion positiva (P<0,050), entre AU y ACAT 3, lo mismo que
la alta correlacion negativa (P<0,050), entre AU y PME 5

Correlacion entre los parametros cinéticos de inhibicion

A fin de estudiar en detalle, la correlacion entre las constantes de velocidad de
inhibicion (Ki) y los tiempos residuales de actividad enzimatica, se aplico la
correlacién lineal maltiple, encontrandose los resultados expuestos en la tabla 39.

Tabla 37. Correlacion multiple entre parametros cinéticos

Indicadores Ki POD Tr POD Ki PME Tr PME
Ki POD 1,0000

Tr POD -0,8061** 1,0000

Ki PME -0,4744 0,0703 1,0000

Tr PME 0,5337* -0,1351 -0,9710** 1,0000

POD: Actividad de Polifenoloxidasa frutos estados de maduracion 5y 5; PME; Actividad de
Pectinmetilesterasa para frutos con estados de maduracién 3 y 5; *(P<0,050); **(P<0,010); NS

(P>0,050).
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Recordando que K; es la constante especifica de velocidad de la RBE inhibida con
cloruro de calcio o acido ascorbico y tr es el tiempo de vida residual de la enzima,
es decir, el tiempo que tarda la enzima en llegar al 10% de su actividad, se observa
en la tabla 39 que K; de POD mostré una correlacion lineal negativa altamente
significativa (P<0,010) con su t; lo cual indica que a mayor velocidad especifica de
inhibicion de la RBE, la enzima prolongara mas el tiempo para alcanzar el 10% de
su actividad residual; del mismo modo Ki PME y Tr PME, presentaron una fuerte
correlacion lineal negativa altamente significativa (P<0,010), lo cual deje entrever
la accién eficaz de los inhibidores quimicos sobre la actividad enzimética de los
frutos.



105

6. Conclusiones

Segun las propiedades fisicoquimicas de los suelos analizados se concluye que la
finca 1 tiene condiciones mas idoneas para el cultivo de la mora tanto en el pH como
en MO, CO, y NT, propiedades que son limitantes para los cultivos de la Rubus
Glaucus y que tienen valores que superan en mas de una unidad a los valores
presentados en la finca 2. En la finca ,1 se observa una acidez intercambiable de
0.120 mientras que en la finca 2 este valor es de 0,160 lo que produce una
disminucion en el pH y problemas de absorcion de nutrientes por parte de la planta.

Las pruebas de valoracién fisicoquimica indican que en ambas fincas todas las
propiedades aumentaron sus valores conforme aumenta el estado de maduracion,
exceptuando el indice de acidez el cual desciende al avanzar la maduracion en el
fruto, esto se debe al empleo de &cidos organicos como sustrato en la respiraciéon
para sintetizar componentes nuevos en el proceso de maduracion

Las propiedades fisicoquimicas en los frutos post tratamiento evidencian cambios
en la firmeza siendo mayor después de tratar a los frutos con los inhibidores y
disminuyendo al aumentar el estado de maduracion. Los solidos solubles totales
aumentaron segun el estado de maduracion siendo mayor en estado 5. Para las
variables peso, diametro y pH no hay mayor diferencia entre pos y pretratamiento.
Longitud, ATT y indice de maduracidn presentan altas variaciones. Segun el tipo de
finca se presentd diferencias por la calidad de suelo de cada una, el tipo de
fertilizante utilizado influyo mucho en valores como el pH debido a las practicas
agricolas y el tipo de fertilizacién que es mas rico en la finca 1 que en la finca 2.

El coeficiente de variacion en la actividad ureasica de suelos arroja mayor
heterogeneidad en la finca 2 donde los valores son mas dispersos y en lafinca 1 la
actividad ureéasica es mayor por la calidad del suelo que es superior tanto en materia
organica como un pH que se acerca mas al ideal.

El estudio cinético permitié determinar la temperatura Optima para la ureasa que
esta en el rango de los 35 °C, su inactivacion se produce a los 70°C y se completa
a los 90 °C siendo una enzima termoestable. La maxima actividad de la ureasa se
evidencia a pH 7, a valores mas elevados de pH la velocidad desciende.

Los valores de Vmax se encuentra dentro de los rangos reportados por otros autores
con un valor de 147 micro moles de amonio en una hora. Km presenta una alta
afinidad por el sustrato el valor resultante es menor a lo reportado en la literatura.

El modelo cinético de Michaelis Menten representa adecuadamente el
comportamiento de la ureasa teniendo una curva ideal para la representacion de la
curva Michaeliana

El acido ascorbico y el CaCl2 son efectivos en la inhibicién de catalasa en el estado
inicial de los frutos de mora (Rubus glaucus), en el caso estudiado estado de
maduracion 3.
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El CaCl, disminuye la catélisis de la enzima catalasa en mayor proporcion que el
acido ascoérbico, pero no reduce su afinidad por la peréxido-reductasa

La mayor afinidad de la catalasa por el H,O, presentado en el suelo de la finca 1
concuerda con su menor acidez y mayor porcentaje de materia organica, que la
presentada en la finca 2

Se observo mayor inhibicion de la POD en los frutos de las dos fincas en estado de
maduracion 5 al ser sometidos a los tratamientos con el &cido ascorbico al 2% vy el
cloruro de calcio al 4%, mientras que en los frutos de la finca 2 se destaco la
inhibicion causada por el tratamiento del cloruro de calcio 4% al presentar una
mayor constante de velocidad de inhibicién.

Las cinéticas presentadas en la inhibicion enzimatica se confirmaron que fueron de
primer orden para las dos fincas.

Se encontro que la actividad de la PME fue mayor en el estado de maduracion 3y
menor en 5 lo que indica la efectiva accion de los inhibidores al detener
progresivamente la actividad de la PME, la cual en condiciones normales tiende a
aumentar conforme se produce la maduracion del fruto.

La actividad enzimatica residual muestra un descenso del 98% para la actividad
catalitica de la enzima con la accion del acido ascoérbico, en los estados de
maduracion 3y 5, este comportamiento se ve mas marcado en la finca 1, mientras
la finca 2 presenta una mayor inhibicion con el cloruro de calcio al 2 %, quien redujo
la actividad en un 97%, en ambos estados de maduracion.

La velocidad de la PME fue mayor a la temperatura de 40°C para las muestras
estudiadas incluyendo el testigo al incrementar la temperatura a 60°C se produce la
reduccion de la velocidad enzimatica, exceptuando el testigo que mantuvo una
velocidad mas constante a estas temperaturas.

El comportamiento cinético de la inhibicion de PME evidencia que el AA al 4% y
CaCl; al 2% en la finca 1 mostraron una alta inhibicion, la velocidad de la constante
de inhibicién tuvo un valor mas alto para el acido ascérbico, en la finca 2 el acido
ascorbico 4% fue el inhibidor mas efectivo con un alto grado de inhibicién en los
frutos con estado de maduracion 3.

Se concluye que los inhibidores acido ascorbico y cloruro de calcio son efectivos
para reducir la actividad enzimética de la PME, POD Y CAT y por ende aumentar la
resistencia en los frutos de mora disminuyendo los dafios causados por la actividad
enzimatica a nivel de pared celular y reaccién con fenoles. Segun el analisis
estadistico hay una relacion entre la ureasa y las actividades de las enzimas, para
PME y CAT se producen valores de 0.228 y 0.219 respectivamente en la finca 1,
mientras que la finca 2 los valores de PME y CAT son 0.124 y 0.138. La actividad
en POD también es mas alta en la finca 1 que en la finca 2. Finalmente, estos
resultados pueden estar relacionados con la calidad de suelo, teniendo la finca 1
mayor actividad ureasica que la finca 2 y mas disponibilidad de MO y CO.
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Se encontré una correlacion directa entre la actividad uredsica en el suelo y la
actividad de la catalasa en frutos de mora en estado de maduracion 3, debido a la
alta produccion de perdxido de hidrogeno al presentarse un mayor metabolismo en
este estado.

La correlacién negativa encontrada entre la actividad ureasica del suelo con las
actividades de PME y POD de los frutos demuestra una accion inhibitoria producida
por el CaClz y CeHsOs por lo que se expone la eficacia de estas sustancias para
detener el desarrollo de estas enzimas y prolongar la vida util del fruto.
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7. Recomendaciones

Analizar el impacto que tengan otras formas de fertilizar los cultivos de mora frente
a la actividad ureésica en el suelo, buscando el mejor resultado segun la clase de
suelo a utilizar para el cultivo de la mora

Es importante realizar estudios complementarios para determinar el efecto de los
inhibidores sobre las propiedades organolépticas de los frutos de mora, a partir de
las condiciones planteadas en este trabajo.

Determinar el efecto o incidencia que tiene sobre los frutos de mora la aplicacion de
riego que contengan diferentes concentraciones de CacCl>

Establecer los dias de preservacion de la mora en el anaquel al someterlos a los
tratamientos con los inhibidores CaCl, y Acido ascérbico.

Estudiar el efecto de los inhibidores CaCl> y AA en la polifenoloxidasa, enzima de
similar actividad que la POD precursoras ambas de reacciones de pardeamiento.

Realizar estudios donde se evalué la combinacion de sistemas de preservacion ya
estudiadas con buenos resultados como: refrigeracion, empacados al vacio,
recubrimientos comestibles, deshidratacion

Realizar estudios sobre la influencia de otros quimicos aplicados al cultivo de mora
como son: insecticidas, fungicidas, abonos foliares y herbicidas, sobre la actividad
enzimatica en los frutos.
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