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Abstract

In ripening and aging in vegetables and fruits, like banana, object of this stu-
dy, one of the more important natural processes is browning caused by tirosinasa
enzima. Investigation of this effect is so much important to mature control, storing,
transport and final quality of natural exportable products, with high worth. In this
work this phenomenon is analyzed using experiments of enzymatic inhibition and

applying techniques of experimental design.
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Keywords: Design and analysis of experiments, absorbancia, quality of food
products.

Resumen

Enla madurez y envejecimiento de las especies vegetales y frutales, entre ellas el
banano, fruto objeto de este estudio, uno de los procesos naturales mas importantes
es el pardeamiento causado por la enzima tirosinasa. LLa investigacion acerca de este
efecto es importante para el control de la maduracion, almacenamiento, transporte
y calidad final de los productos naturales exportables con un apreciable valor agre-
gado. En este trabajo se analiza dicho fenémeno usando experimentos de inhibicion
enzimatica, y aplicando las técnicas de un diseflo experimental.

Palabras clave: Analisis y disefio de experimentos, Absorbancia, calidad de
productos alimenticios.

Introduccion

El pardeamiento enzimatico en las frutas se atribuye a la actividad de la polife-
nol oxidasa, una cobre proteina que actia en los compuestos fenélicos, causando su
oxidacién y polimerizacion. Es una reaccion de oxidacion en la que interviene como
sustrato el oxigeno molecular, catalizada por un tipo de enzimas que se pueden en-
contrar en practicamente todos los seres vivos, desde las bacterias al hombre, donde
es la responsable de la formacion de pigmentos del pelo y de la piel.

En el caso del analisis que se llevara a cabo, cabe anotar que los bananos son
susceptibles de dafio mecanico durante la cosecha, transporte, almacenamiento y
procesamiento, lo cual causa estrés que afecta el metabolismo fendlico, es decir, las
enzimas son activadas al momento de la cosecha por lo que durante la maduracion se
producen cambios en la actividad enzimatica que alteran las estructuras subcelulares.

Con el fin de controlar el pardeamiento enzimatico del banano, se ha desarro-
llado una secuencia de experimentos de inhibicién enzimatica basada en el sistema
enzima-sustrato-inhibidor (tirosinasa-catecol-inhibidor), luego se realizan los calculos
respectivos que la literatura propone, usando las ecuaciones de Michaelis-Menten,
Lineweaver Burk y Eadie Hofstee.
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De aqui en adelante se realiza un completo analisis estadistico del experimento
planteado y como herramienta de analisis se utiliza el software R, en cual se ingresan
los datos y se empieza con el analisis.

Metodologia

Definicion del problema.

El problema consiste en observar la incidencia al inyectar un inhibidor a varias
sustancias, para establecer como empieza a disminuir la velocidad de crecimiento de
la tirosinasa en las frutas, evitando el pardeamiento de éstas, en este caso el banano.

Los datos medidos son las absorbancias de las diferentes soluciones en tiempos
recomendados por la literatura, con el fin de determinar la concentracion de éstas y
asi mirar el comportamiento de la enzima.

Eleccion del factor de interés, sus niveles y el factor de bloqueo
El factor de interés = Sustancia, usando 5 en total.

Estas sustancias contienen cada una Catecol, tirosinasa, inhibidor (EDTA),
buffer pH=0, cada una con respectivos volumenes.

El factor de bloqueo = Tiempo, usando 5 niveles medidos en segundos, asi:
1.15
2.30
3.45
4. 60
5.75

Los tiempos también son designados en la literatura, donde se dice que cada
15 segundos hay una reaccion en las sustancias.

Eleccion de la variable respuesta

La variable respuesta Y: Absorbancia
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Eleccion del disefio experimental

Se utilizara un disefio con bloques completamente aleatorizado (DBCA), es
decir, un factor y un bloque

Procedimiento experimental

Para la determinacion de la concentracion del banano se utilizé una fruta de
procedencia doméstica, la cual no contaba con ningtn tipo de cuidado que evitara
que hiciera su proceso natural de oxidacion. Para comenzar el proceso se preparo la
solucién de sustrato utilizando Catecol, en una soluciéon de buffer pH = 6.0, tal que
se pesaron 0.3368g de sustrato, para preparar la solucion de concentracion 0.032 M.
A partir de esta solucion se prepararon dos series de soluciones de Catecol diluyendo
6 volimenes entre 0.5 y 3 ml, tal que se completaron a 4 ml con la solucion buffer.
La preparacion del extracto enzimatico se realizo triturando aproximadamente 26
gramos de banano ayudado con silica gel, en un mortero con 60 ml de solucién buffer
de fosfato de concentraciéon El blanco de reactivos se prepard con solucion buffer
de fosfato pH=0.0, se colocé en una cubeta de acrilico usada y se ubicé en el haz de
referencia del espectrofotometro (medidor de absorbancia). Para continuar con las
lecturas en el espectrofotometro, se adicionaron 30ml del extracto enzimatico a los
tubos de ensayo que contienen la soluciéon de Catecol y buffer pH=6.0, tomando la
precaucion de activar el cronémetro para obtener datos de absorbancia vs tiempo,
para cada una de las soluciones de extracto preparadas. (Este proceso se realizé en
un lapso de 15 segundos). Se empleara entonces EDTA como inhibidor en este caso,
el cual es adicionado antes de medir la absorbancia en el espectrofotémetro.

Figura 1. Procedimiento en laboratorio de quimica UPB.
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Resultados
I

Los siguientes son los datos del disefio experimental realizado.

Tabla 1. Datos de absorbancia tomados

Bloque: tiempo

Factor:
sustancia 30 45 60 75
1 0,028 0,03 0,032 0,034 | 0,036

2 0,018 0,021 0024 0,026 | 0,029
3 0,004 0,002 0009 0015 |0,022
4 0,014 0,007 0001 0,009 | 0,017
5 0,014 0,008 0001 0004 | 0,01

Sobre estos datos se realiz6 la transformacion de logaritmo natural, ya que el
supuesto de incorrelacion en los residuales no se cumplia.

Tabla de Andlisis de Varianza

En el analisis de varianza se aprecia la significancia estadistica del factor Sustancia,
con un nivel del 5%, indicando que produce cambios importantes sobre la absorbancia.

Tabla 2. Analisis de Varianza para el Disefio experimental de Absorbancia

Tabla de analisis de varianza

Fuentes de grados de suma de cuadrados F val
variacion libertad cuadros medios vatue P
Sustancia 4 12,8388 3,2097 5,7121 0,0042723
Tiempo 4 4,4914 1,1229 1,9983 0,1433

Error 16 8,9907 0,5629
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Eficiencia de la inclusion del bloque.

er = (ge + 1) (ge2 + 3) MSEDCA / ((ge + 3)(ge2 + 1) MSEDBCA)
er = (16 +1) (20 +3) MSEDCA / (16 + 3)( 20 + 1) (0.5629)
MSEDCA = (4) (1.1229) + (4+16) 0.5629 / 4+4+16

MSEDCA = 0.65

Entonces la eficiencia es:

er = 113.15%

Recordando:

Si Er= 100, no ha aportado el bloque.
Si Er< 100 No ha sido util incorporarlo.

Si Er> 100 Ha sido util.

Entonces como la eficiencia dio mayor al 100%, se dice que ha sido util el
factor de bloqueo incorporado.

También con el analisis de varianza se observa que el cuadrado medio del factor
de bloqueo, es decir, el MSC (tiempo) es mayor al cuadrado medio del error (MSE),
lo que se concluye que es eficiente incorporatlo al modelo.

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

HO: Los errores tienen una distribucién normal
Hl: Los errores no tienen una distribucién normal

W = 0.9496, p-value = 0.2456

Como Vp > 0,05, se acepta Ho, lo que indica que se presenta una distribucién
normal.

Shapiro-Wilk normality test por nivel
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W = 0.9495, p-value = 0.7334
W = 0.8867, p-value = 0.3408
W = 0.8560, p-value = 0.2162
W =0.7801, p-value = 0.05519
W = 0.9552, p-value = 0.7743

Los Vp de todos de niveles de las sustancias son mayores a 0,05; por lo tanto
los residuales tienen normalidad.

Prueba de varianza constante de Bartlett's

2 2 2
H,:0 =0, .0 : : ,
HO ! 2 @ ;gay homogeneidad en las varianzas de los residuales

1

I'* Al menos un par /" ; no hay homogeneidad en las varianzas de

los residuales.
P-value = 0.6197

Como Vp > 0,05, se acepta Ho, lo que indica que hay homogeneidad en las
varianzas de los residuales.

DurbinWatsonTest
P-value = 0.102

Como Vp > 2% 0,05, se acepta Ho, lo que indica que hay incorrelacion en los
residuales.

Los supuestos de los residuales se cumplen, lo cual sugiere que es posible
confiar en las inferencias derivadas de este disefio experimental.

Prueba de Tukey

Los intervalos de confianza para cada diferencia de medias, para este procedi-
miento la diferencia de medias entre los niveles del factor de interés son:
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Tabla 3. Intervalos de Confianza al 95% para las diferencias de medias.

Sustancias Limite inf. Limite sup.
4-5. 1,121 1,69
3-5. 1,118 1,79
2-5. 0,013 2,92
1-5. 0,327 3,23
3-4. 1,36 1,54
2-4. 0,227 2,68
1-4. 0,0864 2,99
2-3. -0,319 2,58
1-3. -0,005 2,90
1-2. -1,138 1,77

De acuerdo a la tabla, se concluye que:

Los pares absorbancia media iguales se dan para las sustancias: 4y 5,2y 3, 1
y3,1y2.

Y las sustancias que generan mayor absorbancia media seran: 1 al compararla
conla4yla5,2al compararla conla4ylab5, 3 al compararla conla 4 yla 5. Por lo tanto,
puede decirse que las medias de absorbancia alta estan generadas por las sustancias 1, 2,
3 y las de absorbancia baja se generarfan porla 4y 5.

Efectos del disefio

Sustancia Efectos Lim inf Lim Sup Tipo
1 1,137683 0,501457 1,77391 Positivo
2 0,92146 0,285234 1,55769 Positivo
3 0,645206 0,00898 1,28143 Positivo
4 0,387377 -0,24885 1,0236 Nulo
5 -0,14325 -0,77948 0,49298 Nulo

Complementando el analisis anterior, se ve que las sustancias 1, 2 y 3 aportan
positivamente al aumento de la absorbancia, siendo mayores los efectos enla 1y 2.



Disefio de experimentos sobre el comportamiento de la absorbancia en el banano

41

Potencia del diseno

ILa potencia tiene como fin estimar la capacidad de acertar del disefio, de
acuerdo a: las medias, nivel de significancia y el MSE.

Sustancia | Medias log(abs) (i\;[zglsi)sﬂl;(;ﬂ:isa
1 -3,445952 0,03187
2 -3,760087 0,02328
3 -4,892604 0,0075
4 -4,984674 0,00684
5 -5,22628 0,00537

La potencia es de 99,84% y nos indica que en este porcentaje nuestro diseflo tiene
la capacidad de acertar, lo cual es muy bueno para el experimento y sus conclusiones.

Conclusiones

Fue altamente confiable realizar este disefio, el bloque fue tutil incorporarlo al
modelo y se encontraron niveles 6ptimos de absorbancia. Por tltimo se demostro las
sustancias 1, 2y 3 mostraron adecuados resultados, las otras sustancias no mostraron
adecuados resultados en el experimento.

Todo esto permite decir que para que la enzima se disminuya o sea mas lenta su
velocidad en el pardeamiento de las frutas, disminuyendo el dafio en la maduracion,
y mejorando condiciones de almacenamiento, transporte y calidad final de los pro-
ductos naturales exportables, se le pueden inyectar las sustancias 1, 2 principalmente,
o la 3, logrando asi que se disminuya la cantidad de sustrato y por ende la velocidad
de consumo de pardeamiento de la fruta, y puedan tener larga duracion.
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