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I NTRODUCC I ON

J

[a apl icacib6n comercial de enzimas’ se iniéié a fines
del siglo pasado con el descubrimiento de Jochiki Takami-
ne de una enzima diast4sica. Posteriormente en 91| Wa--
llerstein’s patent6 el uso de enzimas proteoliticas en la
cerveza.

Actualmente .se conocen més de 2 000 enzimas, de'las-
cuales solo un pequefio nGmero se utilizan en la industria
al imentaria, incluyéndose dentro de este grupo a las pro;
teasas de origen vegetal.

Es bien conocida la aplicacién de la papaina, bHome—
lina y ficina en procesos de al imentos, orientando su uso
principaimente hacia la clarificacién y estabi|iza¢ién de
cerveza, ablandamiento de carnes y produccién de hidrol i-
zados de protefnas.

La importacién de este tipo de proteasas se ha incre
mentado considerablemente en los Gltimos afios y va aunada
a la mayor demanda de la industria nacional, lo cual re--
presenta una importante fuga de divisas para el pais.

Considerando que las proteasas vegetales[brovienen -

principalmente de &rboles tropicales como la Carica papa-



ya, Ananas comosus y del género Ficus, es !6gico pensar -
que Zn la regi6n del trépico hGmedo del territorio mexica
no, se desarrollen vegetales que presenten actividad pro-
teol ftica.

En el Sureste del pais abarcando los estados de Yﬁcg
t&n, Tabasco y Quintana Roo, crece un arbusto de cuyas ho
Jas se obtiene un extracto acuoso que produce una répida-
precipitacién de la leche, evidencia que hace pensar en -

la existencia de enzimas proteol iticas. Este vegetal es-

denominado comunmente “chaya” (Cnidoscolus chayamansa) y-

se caracteriza por ser una fuente extraordinaria de pro--
teinas vegetales.‘J
"La Chaya es un arbusto que se desarrolla répidamente

y presenta un follaje abundante y resistente a las pla---
gas; adem8s no requiere de fertil izantes, ni abonos. La
recoleccién de las hojas puede real izarse durante todo el
afio y el follaje se regenera en corto tiempo;J

La papaina, que es la enzima proteol itica vegeta! de
mayor consumo desde el punto de vista comercial, presenta
desventajas en cuanto a los costos que se derivan del cul
tivo del 4rbol, control de plagas y reéoleccién de! |§---
tex.

En virtud de las ventajas que presenta la chaya y de
su disponibil idad como materia prima, se decidié enfocar-
el presente trabajo hacia la extraccién 6ptima de protea-

sas y su aplicaci6n en la industria al imentaria. El sub-
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producto de la extraccién puede ser util izado como fuente
de proteinas, logréndose asi el aprovechamiento integral-

de la hoja.



GENERAL IDADES

2.1. General idades sobre Cnidoscolus chayamansa

Chaya, Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh (1) es un vegetal -

que crece en las regiones del trépico htmedo caliente. -
Fue uno de los vegetales que formaron la dieta basica de-
los antiguos pobladores de la peninsula de Yucatén, de --
donde se cree que es originaria. El nombre “chaya” pro--
viene del maya “chay”, siendo sus nombres vulgares chaya-
col, kikilchay, kekenchay y chaykeken. Se nombran a las-
especies domésticas como.chayamansa y a las especies sil~
vestres chaya brava para distinguirlas.

La descripcibn taxonémica fue dada por Bassey (2):

Reino Vegetal
Divisibén Tracheophyta
Subdivisién Pteropsidae
Clase - Angiospermae
.Subclase Dicoty!edoneae
Grupo ' Archichlomydae
Orden Geraniales

Famil ia : : Euphorb.iaceae
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Género " Cnidoscol us
Especie chayamansa o aconitifol ius
Nombre comGn Chaya

~A

El género Cnidoscolus consiste de 40 a 50 especies -
que se distinguen por una Gnica envoltura floral blanca,~

gléndulas peciolares distintivas y pelos epidérmicos urti

cantes. Se encuentra muy relacionada con C. aconitifo~-~-
fius 1. M. Johnst, &rbol grande, el cual se utiliza prin-

cipalmente como ornamento y sus hojas también son comest]
bles.

rLa Chaya es un vegetal muy antiguo originario de la-
Peninsula de Yucétén y probablemente fue |levada a otras-

regiones de México y Centroamérica, :sin embargo en Guate-

mala, Honduras y Costa Rica, no se hace referencia a la -

Chaya como planta Gtil. La especie cercana C. aconitifo-
l ius se menciona frecuentemente como ornamental. La Cha-

ya se introdujo a Cuba donde se le conoce por ser un vege
tal comestible. De Cuba fue introducida a Florida como -
un arbusto exhuberante poco apreciado. Aparentemente la-
‘primera introduccién a Puerto Rico fue hecha por el Depar
tameq?o de Agricultura de los Estados Unidos.

\/En Yucatén se le conoce como una planta maravillosa-
tanto por sus propiedades alimenticias como medicinales, -
siendo muy apreciada por los yucatecos. En el Sureste -~

del pais se le conoce como la carne vegetal y como la ---
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planta de la vida por su gran capacidad de crecimiento -

en tierra pobre y sin el menor cuidado. /

2.1.1. Descripcibén boténica

La Chaya es un arbusto alto de 2 a 3 metros de al-
tura, presenta un follaje abundante. Su tallo central o
tronco es de aproximadamente 10 cm de di&metro. Las ra-
mas laterales tienen de 2 a 3 cm de didmetro cerca de --
las puntas. La corteza del tallo es suave, verde cuando
es joven y grisfcea cuando e! arbusto es viejo.

La médula del tronco es larga, dividida en lamini--
Ilas blancas transversales y posee un l&tex.blanco.

Las héjas son alternas, simples, lobuladas, denta--
das irregularmente, presentan un peciolo largo y contie-
nen un jugo lechoso; En general son lisas presentando -
‘pequefios pelos en el contorno. Las.hojas son mds anchas
que largas, alcanzando dimensiones de 22 X 18 cm, presen
tan una superficie ondulada debido a la superposicibn de
los | 6bulos al presionar las hojasf} (Fig. 1)

La Chaya florece r4pidamente en cimas casi trihor--
quilladas, con las flores pistiladas en la horquilla ba-
sal. Son de color blanco y actinomorfas. Las flores --
mascul inas tienen disco estaminoidal y los estambres | i-
bres; las femeninas un disco anular, ovario tricarpelar,
trilocular, con 3 estilos | ibres y con 2 6vulos en cada-

cavidad. El olor de la flor es desagradable.



FIG 1.
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El fruto es una cépsula que no ha sido descrito taxo-
némicamente. Se desconoce el fruto maduro.

(kxisten 3 especies de chayamansa o cultivadas y 2 es
pecies silvestres.

Las especies cultivadas presentan una hoja més delga-
da, més pequeifia, trilobular‘y con menos espinas que la cha
ya brava, los mayas la nombraban kekenchay o chaykeken ---
(chaya-cerdo |iteralmente). Esta especie es la preferida~
por contener menos espinas y ser mds fécil de cocer.

Las especies silvestres reciben el nombre de tzintzin
chay, sus hojas son més alargadas, troncos y peciolos son-
mds delgados y por la cantidad de espinas que presenta es-
menos consumida c;mo alimento;)

2.1.2. Cultivo (5)

Se conoce muy poco sobre el cultivo de la Chaya. Cre
ce en condiciones naturales silvestres y sin ningln cuida-
do. Puede ser plantada en cualquier época del afio, pero -
es de més facil propagacién al comienzo de las estaciones-
lluviosas cuando los dias son més Iargos;)

La produccién de semillas es rara de ahi que la siem-
bra y propagacién més satisfactoria sea por medio de esta-
cas. En presencia de luz y aire cualquier estaca produce-
rafces. La longitud de éstas puede variar desde 10 cm has
ta 1 metro o més, pudiéndose colocar directamente en el --

suelo, el cual debe estar bien drenado y no muy hGmedo al-



principio.

| E! suelo apropiado para la Chaya es la tierra roja o
de moldeo aungue se ha visto que crece en la arena y arre
cifes tolerando muchos otros tipos de suelo. Crece den--
tro de malezas o en campo abiertqlhasta 1 300 metros dé -
altura sobre el nivel del mar. 7

Después de la plantacién el crecimiento ocurre en 2-
a 6 semanas. Las nuevas plantas crecen lentamente, sien-
do el crecimiento més répido a los 4 meses de la planta--
cibn.

Al términar el primer afio de crecimiento las plantas
pueden ser podadas considerablemente respondiendo con un-
nuevo crecimiento en forma rédpida. Severas sequias pue--
den parar su crecimiento, |legdndose a caer algunas ho---
jas. A nivel casero se ha observado un crecimiento satis
factorio en condiciones adversas sin hacer uso de abonos-
o Fertilizantes.)

[La cosecha de la chaya no debe comenzar hasta que --
disponga de un follaje suficiente para permitir el despo-
Jo de algunas hojas sin impedir el crecimiento de la plan
ta. .La cantidad éptima de hojas que pueden ser removidas
no ha sido determinado, pero plantas grandes aGn cuando -
se cortan a 40 cm del suelo crecen rédpidamente de nuevo.
Una cosecha del 60 al 80% de las hojas y ramas no parece-
ser excesiva y solo unas cuantas semanas son necesarias -
antes que una cosecha similar pueda repetirseij

Pocas plagas se han observado. Existe un gusano del
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cuerno del tomate que puede deshojarla completamente en -

pocos dias, sin embargo la planta recupera répidamente su

follaje.

f£.1.3. Composicibn

Para consumo al imenticio se utilizan las hojas y pe-

ciolos, a los cuales se les han hecho anélisis bromatol 6-

gicos, reportdndose un alto contenido de proteinas,

cio, fierro y vitaminas.

la siguiente:

COMPONENTES PRINCIPALES

H,0

PROTEINAS
CARBOH | DRATOS
EXTRACTO ETEREO
FIBRA CRUDA
CENIZAS

© © v v v ©

MINERALES

CALCI0 mg
F IERRO mg
FOSFORO mg

cal--

La composici6én de la Chaya es -

CANTIDAD DE ACUERDO A

226

54

NN = OV OV e
N O e DN =

2)
76.4

7.8

1.6

2.3
2.6

334
11
82

3)
7.2
6.7
1.9

324
8.62
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VITAMINAS 1) 2) 3)
ACIDO ASCORBICO mg 196 176 235
CAROTENO mg 8 6 -
NTAC INA mg 1.5 0.2 1.6
RIBOFLAV INA mg 0.4 0.5 0.35
TIAMINA mg 0.3 0.2 0.24

Nota: Todos estos datos estén dados por cada 100 gramos-

de hoja fresca.

) 1) Proporcionado por la League for International Food Edu
cation en 1973 (3).

2) Munsell et al (4).

3) Valor nutritivo de los alimentos mexicanos. Instituto-

A\

El Dr. Cravioto 0. René y colaboradores (6) estudia-

Nacional de la Nutricién, México, 1974.

ron la composicién deé 137 al imentos yucatecos de origen -
vegetal, entre los que figura la Chaya dentro de los mé&s-
ricos en proteina, Ca y Fe.

Se ha encontrado que las cantidades proporcionadas -
por 100 g de la porcidén comestible de las hojas de Chaya,
comparadas con las que recomienda ingerir diariamente el
Consejo Naciona! de Investigaciones de Estados Unidos, pa

ra un hombre moderadamente activo de 70 Kg son:

COMPONENTE % DE LO RECOMENDADO
CALCI10 421 mg 53%
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COMPONENTE % DE LO RECOMENDADO
F 1ERRO 11.61 mg 116%
VITAMINA C 274.0 mg 365%
CAROTENO 5700 U.l. de Vit A 114%
RIBOFLAVINA 0.36 mg 18%

r L
% El contenido de aminodcidos de la proteina de la Chaya es

el siguiente:

XﬁMiNOAClDos ‘ g 2.a./ 100 g de proteina
(1) (2)
PATRON FAO
1957
ALANINA 4.6 g
ARGININA 11.2 -
ACIDO ASPARTICO 13.7 -
CISTEINA 1.7 2.0
ACIDO GLUTAMICO 19.0 -
GLICINA 3.5 -
| SOLEUC INA 3.1 4.2
LEUC NA 5.8 4.8
LISINA 4.9 4.2
MET 1 ON I NA 1.2 2.2
FENIL ALANINA 6.0 2.8
PROL INA - 1.0 -
SERINA 3.3 -
TREON INA 3.3 2.8
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AMINOACIDOS g a.a./ 100 g de protefina
(1) ' (2)
PATRON FAO
1957
TIROSINA 3.5 2.8
VAL INA 4.9 4.2
TRIPTOFANO - 1.4

Nota: (1) Anélisis desarroliado por los laboratorios Na-
cionales de Fomento Industrial (3). El Triptofano no se
determind.

(2) Protein Requirements. Report of a Joint FAO/WHO Ex-
pert Group. World Health Organization Geneva i965.'

Por lo que se puede observar de los datos anterio--
res, la Chaya es'una fuente de lisina y fuente moderada-
de aminodcidos sulfurados.

. La 'Chaya contiene una gran cantidad de glucésidos -
cianogénicos, siendo su contenido mayor en las hojas y -
menor en los talles. La naturaleza de estos compuestos-
no se ha establecido pero son solubles en agua e inesta-
bles. \

Mértin, Telek y Ruberté (7) encontraron que la Cha-
ya contiene: v
PROTE INAS 26.3 % B.S.

CAROTENO 4200 U.1. / 100 g
CONTEN{DO DE ACIDO OXALICO -



REACCION HCN ALTO CONTENIDO
ALCALOIDES -

S

i 2.1.4. Usos

Las hojas han sido utilizadas como al imento desde e!
tiempo de los antiguos mayas. En la "Relacién de las Co-

"

sas de Yucatén” de Fray Diego de Landa, se nos hace refe-
rencia al respecto: “Hay otro género de &rbol que indios
y espafioles llaman chayas que crecen tanto como higueras-
y lo parecen de alguna manera; las hojas .de este &rbol co
men generalmente los indios y espafioles de la misma suer-
te que coles y bereas aunque no son de tanto gusto”.

En Yucatén constituye un plato regional, sabroso y -
barato y por esto es rara Ia casa de campesinos u obreros
que no tenga matas de Chaya. En esta regién del pais se-
prepara una clase de tamal ”el tzotobilchay”, que es uno-
de los platillos mds tipicos y una forma b&sica nutritiva
de! pueblo maya ya que combina el mafz, la chaya y la pe-
pita de calabaza ilamada ziquil. José Diaz Bolio conside
ra que ésta es la férmula magistral de la nutriologia ma-
ya.

En la brepaﬁacién de la Chaya, las hojas y tallos se
cortan en pequefias porciones antes del cocimiento, luego-
se sumergen en agua y se dejan por espacio de 20 minutos-
a ebullicién. Se sirven con mantequilla y aceite. Se co

cinan las hojas como parte de guisados o fritas con otros
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ingredientes como son carnes y vegetales.

La Chaya presenta un fuerte sabor comparado con otras
hojas vegetales de los trépicos.

Para su uso posterior, puede conservarse congelada, -
sin blanquearse. Se usa también como al imento para anima-
les y como ornamento. ‘

/A nivel de la medicina popular se ha usado extensamen
te. Su uso como tal ha sido mencionado por José Diaz Bo--
lio en relacién a problemas de reduccién de colesterol, ar
terioesclerosis, pelagra, hemorroides y acné. Se ha obser
vado que actGa como laxante, diurético, estimulante de la-
circulaciébn, para'mejorar la digestiébn y estimula la lacta
ciébn y endurecimiento de las ufias. Un aspecto negativo es
que causa irritaciones dé la piel por la presencia de pe--
los upticantes.nj

En la Univeréidad de Puerto Rico se ha empezado & dar
importancia al estudio de la Chaya como una fuente rica en
proteinas, para la obtencién de concentrados profeicos.(7)

El procesamient6 de hojas que crecen en los trépicos-
podrfa abrir una nueva industria y proporcionar parte de-
las proteinas que usualmente faltan en las regiones tropi-
cales. Naggy Steven, Nordby and Telek han desarrollado un

concentrado de proteina a partir de las hojas de Chaya.(8)
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2.2. General idades sobre Proteasas Vegetales

Entre las enzimas proteol {ticas, las proteasas vege-
tales se utilizan ampliamente en la industria de al imen-~-
tos. La mayorfa de estas enzimas se caracterizan por ée—
querir de un grupo SH que es esencial para su actividad, -
de ahi que también se denominen enzimas tiélicas o sul fhi
drilicas.

Estas proteasas se han encontrado tanto en plantas -
dicotiledéneas (higo, papaya, euforbia), como en monocoti
ledéneas (pifia y cerealés). Existen dos :grupos principa-
les: las enzimas tibélicas, que presentan su actividad 6p-
tima a pH cercanos a 7 para la digestién de hemoglobina, -
casefina, albamina de huevo y con fuerte actividad a la --
coagulacién de la leche. E! segundo grupo no requiere de
grupos SH para su actividad, presentando un pH 6ptimo més
alcal ino y un poder coagulante de la leche menor. Estas-
enzimas son muy resistentes al calor, manteniendo a menu-
do su actividad a temperaturas de 60 a 70 °C.

De las enzimas mds conocidas que se obtienen de fru-~
tos tropicales y se aplican en procesos de al imentos es--
t4n la papaina, la ficina y las bromel inas provenientes -
del fruto y del tallo de la pifia.

En comparacién con la pepsina, tripsina o las protea
sas bacterianas el costo de las proteasas vegetales res--
tringe su aplicacib6n a procescs donde se requiere una-al-

ta actividad y especificidad. Las proteasas vegetales r§
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pidamente rompen ciertos enlaces peptidicos de las pro-
teinas, lo cual hace que éstas sean Gtiles en procesos-
que requieren de una proteblisis |imitada.

Se han aislado otras proteasas tiélicas de plantas
tropicales como la calotropaina (9) de Calotropis proce
ra o de C. gigantia, la mexicaina de Pileus mexicanus -
(10) (11), euforbaina de Euphorbia grandiflora o Euphor
bia lathyris, la asclepaina de Asclepias speciosa (13),
la pinguinaina de Bromelia pinguin (12) y la bolansaina
de Bromel ia balansae.

A continuacién se presentan algunas proteasas vege

tales y sus principales propiedades: (15) CUADROC . 1

2.2.1. Produccidén de enzimas proteol iticas vegetales

Para el manejo apropiado de las proteasas vegeta--
les hay que tomar en cuenta ciertos factores como son:-
la estabil idad térmica, la naturaleza del sitio activo,
la presencia de inhibidores, asi como todas aquellas --
condiciones no favorables a la actividad enzimatica.

En l a industria de al imentos se utilizan prepara--
ciones crudas o parcialmente refinadas que incluyen can
tidades menores de otras enzimas. En la Tabla No. 2 se
presentan las fuentes de proteasas comerciales crudas, -
indicando su composicién y otros constituyentes enzim4-
ticos presentes.

Tradicionalmente la papaina se obtiene de tas plan



CUADRO -1
Nombre | Género Fuente | Estabilidad|Estabili - [P Sptino ’f“"’;:if:e
ENZIMA |comGn de v del en 4cidos o| dad al ‘9:5,'6” "°'j§”|a
la planta| especie material alcalis | calor  |PrOTE!nas ¢
(c) leche
Inestable Tiempo de
PAPAINA Carica Latex abajo de vida media ‘
(b) Papaya papaya |del fru- |pH 2.5 y a-| de 56’ a 7-7-5 Fuerte
to verde | rriba de 12 75 °C
Ficus cari -
FICINA Higo |ca, F. gla| Latex ESta:'e N 7 Fuerte
- brata, F. pH de 2
doliaria
MEXICAINA Pileus Hojas y Estable a
(b) CuaguayOtGmexicanus fruto pH de 8 Fuerte
Asclepias Inestable |Asclepaina
. ’ o
ASCLEPAINA [Vencetg— |SPECTOSYr | Latex, en medio | m. 78760°C
(b) sigo A.mexicana| raices acido vy Asclepaina 7-7.5 Fuerte
A. syriaca bésico s. 13760°C
BROMEL INA . Anana sa-!| Fruto y | Inestable. 21.57 a
(b) Pifia tiva hojas & pH de 2-3 60 °C 6-7 - Fuerte
PINGUINAT=- Bromel ia
NA (b) Maya oinguin Fruto 3 {leche) Fuerte
Eupliorbia:
EUFO?B§|NA Tartago |lathyris, Latex 66 Fuerte
a E.ceritera| i .
a) No tiblicas b) tiélicas c) casefna, ovoalbGmina, hemoglobina desnatural izada




" NOMBRE INDUSTRIAL

Papaina (cruda)

Brome!l ina

Bromel ina

Ficina (cruda)

TABLA

OTRAS PROTEASAS

© SULFHIDRILICAS

Papaina

‘Quimopapaina A

Quimopapaina B
Carbox.ipeptidasa

Varias bromel inas
del tallo

Carboxipeptidasas
Glicin-esterasas

Varias bromel inas
del fruto

Varias ficinas

OTROS CONSTITUYENTES
ENZIMATICOS

Lisczima
Citotransferasa
Varias glucosidasas
Celulasas

Celulasas
Manosidasas
Acido fosfatasas

Lisozimas
Peroxidasas

. Esterasa

Acido fosfatasa
Acetilglucosaminidasa
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taciones de Carica papaya L. establecidas principalmente
para la produccidén de papafina, mientras que la bromel ina
proveniente de los tallos de Ananas comosus es un subpro
ducto de las plantaciones de piRa establecidas para la ~
produccién del fruto.

Existen no més de 20Aenzﬁmas gue actualmente tienen
una .comercial izacién a gran escala en la industria de a-
limentos. En el Gréfico 1 se presenta el nGmero de enzi
mas conocidas de acuerdo a |istas publicadas en funcién-
del tiempo en términos del afio de la publicacién, en com
paracién con el nGmero de enzimas comerciales utilizadas
en la industria de al imentos (20).

Dentro de las proteasas vegetales la papaina ocupa-
el primer lugar en cuanto a produccién y uso. Los dgtos
referentes a las importaciones de enzimas proteol iticas-
reflejan un constante aumento, con pequefias fluctuacio--

nes como se aprecia en la Tabla No 3.

2.2.2, Preparacidén de enzimas comerciales

/ A. Extraccién:
Las enzimas provenientes de tejidos vegetales o ani

males o bien aquellas local izadas dentro de las células-
microbianas deben obtenerse en solucién acuosa antes de-
su procesamiento. En general los tejidos secos son moli

dos a particulas muy pequefias y los tejidos hGmedos son-

desintegrados completamente por mol ienda u homogeneiza--
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TABLA 3
1976 1977 1978 1979
Kg. Pesos Kg Pesos Kg Pesos Kg Pesos
PAPAINA
15 004 3 811 364 | 18 619 8 730 893 |22 508 12 217 637 | 16 806 9 595 623
BROMEL I NA
1404 2 615 801 | 1858 3 124 745| 1 254 1 538 403 | 2 114 3 326 897
PROTEASAS .
3 196 716 368 5 287 3 480 399 3 086 929 470 6 403 1 495 487
1976-1977: Cifras del Anuario Estadistico del éomercio Exterior de los Estados
Unidos Mexicanos correspondientes al afio de que se trata, publ ica-=
das por la Secretaria de Programacibn y Presupuestos.
1978-1979: Subdireccién de Investigacién Econémica de! Banco de México S.A. -

Primeras cifras prel iminares para 1978-1979.




cidn.

Estos materiales son extraidos con agua o con solu-
ciones amortiguadoras adecuadas el iminando los restos in
solubles por filtracién o centrifugacién.

Frecuentemente las soluciones acuosas estdn muy ai-
fuidas para una recuperacién directa y se concentran por
evaporacién al vacio a temperaturas relativamente bajaiJ

Una mayor concentraci6n y separacién de la mayor --

parte de impurezas solubles puede real izarse por precipi

tacién con solventes orgénicos, siendo los més utiliza--
dos el etano!, isopropancl o acetona. En ocasiones se -
util izan sales inorgénicas como (NH4)2504. Estas preci-

pitaciones se hacen a temperaturas bajas, en el menor --
tiempo posible para evitar la desnatural izacién y pérdi-
da de actividad enzimatica.

Frecuentemente las precipitaciones se {levan a cabo
‘en presencia de matériales como azlcar, almidén o tierra
de diatomeas para obtener un precipitado con caracteris-
ticas fisicas deseables.

Al final la recuperac.ién de la enzima puede real i--
zarse por Tiltracién o centrifugacién, pudiendo ser seca
da al vacfio.

En la actual idad se ha introducido el término de re
finamiento de una enzima para indicar el proceso de diso
luci6n de los constituyentes solubles, incluyendo las en
zimas del [&tex y luego precipitacién de las enzimas con

algln agente que no las inactive como los citados ante--



riormente.

Obtencién y refinamiento de algunas proteasas

vegetales
Papaina.- Se obtiene del fruto de Carica papaya el cual
crece en las regiones tropicales. La mayoria de la pa--

paina cruda comercial se obtiene de Tanganika y de Cei--

14n. La proteasa se encuentra en el l4tex lechoso del -
fruto verde, de las hojas y del tronco del &rbol. La ob
tencidén del l4tex se realiza mediante incisiones longitu

dinales en ia parte més externa del fruto no maduro, que

cuelga del érbo[ y que ha alcanzado su méximo tamaifio. El

l4tex es recolectado en recipientes. Estas incisiones - .
se repiten cada 3 a 5 dias mientras el fruto no Ileéue -

a madurar. Un &rbol puede dar cerca de 450 g de l&tex -

seco por afio. La coagulacién del |&tex ocurre esponté--
néamente en 4 a 6 horas, acorténdose el tiempo a 10’ me-
diante agitacidn.

Secado de! {&tex.- Puede hacerse al sol, o en seca
dores de corriente forzada a una temperatura entre 50 y-
55 °C para llegar a un contenido de humedad del 5 al 8%.
Se puede secar también al vacio lo cual disminuye cual--
guier oxidacién. En la actualidad en-los procesos de se
cado se busca un ahorro de energia, para lo cual se ha u

tilizado el secado por aspersién desarrollado por Bou---

dart.
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En este proceso el |&tex de papaya es agitado, cen-
trifugado, filtrado para el iminar microorganismos y fi--
nalmente secado por aspersién. Comparada con la papaina
cruda normal es varias veces méds activa, contiene menos-
contaminacién bacteriana y es completamente soluble pu--
diendo ser utilizada direétamente en muchas aplicacio-~~
nes.

Refinamiento de la papaina cruda secada por otros -
métodos.- Debe |impiarse el |&tex para el iminar impure-
zas solubles e insolubles para lo cual se disuelve la pa
pafina cruda, se filtra y se precipita con un solvente, -
se realiza una segunda filtracién y se seca el precipita
do. Es muy usugl el uso de estabil izadores sulfhidrili-

-cos como bisulfito y cisteina antes de la precipitacidn.

Ficina.-~ Se importa principalmente de Sudamérica y se -
obtiene del létex de los &rboles tropicales de higo del-
géneﬁo Ficus. '

Existen mds de 2000 especies de este género y la --
actividad varfia considerablemente de una especie a otra.
La mayorfia de las preparaciones comerciales provienen de
F. glabrata. El l&tex se recolecta mediante incisiones-
o cortes en el &rbol y el jugo es separado después que -
el caucho del lé&tex se ha coagulado.

La enzima se recupera del jugo precipiténdola con -

acetona o bien secéndola por aspersiébn.
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RENDIMIENTO DE ENZIMAS PROTEOLITICAS DE ORIGEN VEGETAL
PAPAINA: De un &rbol de papayo se obtienen 400 gramos de
ldtex y 70 gramos de papaina cruda comercial.

BROMEL INA: (fruto). Se obtienen de 2 a 3 gramos de enzi-

ma cruda por cada litro de jugo.

2.2.3. Estabilizacibébn de enzimas comerciales

Las enzimas se venden como productos sélidos o [iqui
dos en base a su potencia, ya sea concentradas o diluidas
a actividades esténdares.

Los productos | iquidos suelen requerir de estabiliza
dores para evitar el crecimiento microbiano asi como la -
disminucién o pérdida de la actividad enzimdtica durante-
el almacenamiento.” Entre algunos agentes empleados se en
cuentran el benzoato de sodio, glicerol, propilenglicol,-
sorbito! y cloruro de sodio. Los productos sé6l idos se a-
justan a potencias esténdares mediante la adicién de almi

dén, lactosa, dextrosa, sacarosa, sales, gelatina y casei

na.

Por ejemplo en el caso de ablandadores de carnes se-
utilizan soluciones amortiguadoras de papaina adsorbidas-
en cloruro de sodio. Existen otras preparaciones més ela

boradas que incluyen el uso de bromel ina combinada con --
cloruro de sodio, azGcar, saborizantes y grasa para ser -

inyectadas a la carne.
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En ocasiones se incorporan reductores en las formula
ciones. Para la papaina se sugiere el uso de bisulfito -

de sodio.

2.2.4. Métodos de ensayo

Es importante la medicién de la activfdad proteol iti
ca ya que es un criterio importante de cal idad tanto paré
el productor como para el usuario o consumidor. Cuando -
las proteasas son usadas en procesos de al imentos, los --
sustratos naturales son proteinas y por tanto aquellos en
sayos donde el sustrato es una protefina son los. mds apro-
piados. .

Los sustratos més util izados son la caseina, gelati-
na, hemoglobina, sero-albGmina y edestina.

Se han reportado diferentes métodos para la detérmi-
naci6tn de la actividad proteolitica siendo los mds utili-
zados.el Método de Anson (16) el cual utiliza cémo sustra
to hemoglobina desnaturalizgéa con urea y el método modi-
ficado de Kunitz (17) donde el sustrato es la caseina.

Ambos métodos se basan en la hidrélisis del sustrato
por un tiempo determinado, én condiciones de temperatura-
y pH controladas. Se precipita la proteina no hidrol iza-
da con &cido tricloroacético, determindndose tirosina y -
triptofano de péptidos de bajo peso molecular ya sea por-
colorimetria (reactivo de Fol in-Ciocalteu) (18) o bien =~

cuantificédndolos en un espectrofotémetro por su absorban-
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cia a 280 nm.

En otras determinaciones colorimétricas se utiliza -
ninhidrina para cuantificar el Nitrégeno proteico a par--
tir de una curva estandar de sulfato de amonio (19),

Por Gltimo mencionaré el método basado en el tiembo-
de coagulacién de la leche, el cual es un ensayo de bajo-
costo que requiere de un minimo de equipo. Este ha sido-
util izado tradicionalmente para las proteasas vegetales -

(25).

2.2.5. Principales apl icaciones come%ciales de las pro--

teasas vegetales

A. Clarificacién y estabil izacién de cerveza:

Durante la elaboracién de la cerveza; parte de la --
protefna que es soluble a temperatura ambiente es capaz -
de precipitar con el enfriamiento causando turbidez, mis-
ma que desaparece con el calentamiento. Este fenémeno se
debe principalmente a la condensacién o combinacién de -~
proteinas de alto peso molecular con material polifenéli-
co (taninoé) (21); los carbohidratos, (glucosa, arabinosa
y xilosa) silice y metales pesados (Cu, Fe) contribuyen -
en menor proporcién (22).

.La papaina digiere las proteinas en un medio | igera-
“mente acido (pH 4-5) previniendo asi la precipitacién de-
la proteina en la cerveza fria. Por lo general se adicig

na cerca de 1 gramo de papaina comercial por barril ( 8 -
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ppm), antes de la pasteurizaci6n a 60 °C. Esta tempera-
tura no es tan severa como para desnaturalizar a la enzi

ma en grado apreciable.

B. Ablandamiento de carnes:

Este es el segundo uso mayor de la papaina comer --
cial.

La conversi6n del mGsculo a carne después de matar-
al animal incluye la actuacién de varios sistemas enzimd
ticos. Las enzimas glicoliticas convierten el glucégeno
y glucosa a &cido l4ctico, resuitando una disminucién de
la solubilidad y propiedades de retencién de agua de las
proteinas. La miosina ATPasa y la creatina cinasa cau--—
san la reduccién de la creatina fosfato y del ATP, lo --
cual permite al masculo entrar en riéor mortis. En este
estado el mGsculo es muy rigido y duro, es por esto que-
debe dejarse madurar para permitir que se vuelva suave.-

Una parte importante de este proceso lo ltevan al -
cabo la accidén de proteasas endbgenas en el sistema con-
tractil (en particular de la linea Z del sarcémero) y --
puede acelerarse en forma satisfactoria con la adiciébn -
de enzimas proteoliticas. Dentro de éstas se incluye a-
la papaina, ficina, bromelina y algunas enzimas microbia
nas.

Los productos comerciales para este propésito con--

tienen 2% de papaina y cantidades variables de sal, glu-
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cosa, glutamato monosédico, agentes saborizantes y espe-
cias. El polvo se aplica a la carne antes del! cocimien-
to introduciéndolo en los tejidos con ayuda de un tene~-
dor, posteriormente el cocimiento de la carne se real iza
en forma usual. o

Se ha visto que la forma més efectiva de aplicacién
es por inyeccién de la enzima dentro del animal minutos-
antes de su muerte. De esta forma la enzima es |levada-
por todo el sistema vascular hacia el cuerpo del animal,
ejerciendo su accién ablandadora después de la muerte --
del mismo.

La dosis recomendada para la inyeccidén anterior es-
de aproximadamente 5 ppm de papaina comercial basada en-
el peso vivo del animal. Se ha reportadé que la enzima-
debe estar oxidada antes de la inyeccibn ya que puede re
activarse por grupos sulfhidril icos propios de la carne.
”Algunas patentes describen la oxidacién de la papaina --
con agua oxigenada (la cual es el iminada por accién de -
una catalasa) o bien con disulfuros.

Se han visto resultados positivos inyectando la en-
zima en los animales recientemente muertos colocando las
agujas de tal forma que se permita una distribucién 1n--
tramuscular de la enzima.

El uso de la ficina y bromelina para el ablandamien
to de carnes se restringe debido a su disponibilidad y -

costo.
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C. Produccidn de sabores:

La produccién de compuestos saborizantes mediante la
hidr6l isis parcial de proteinas ocupa el tercer lugar en-
cuanto a la aplicacién de proteasas vegetales. FEstos hi-
drol izados enzim&ticos pueden prepararse util izando como-
sustratos la proteina de soya, el gluten de trigo o bien-
proteinas de la leche.

Dentro de la poca informacién publ icada sobre este -
tema se encuentra la formacidon de péptidos amargos debida
a la hidrélisis enzimdtica de las proteinas. Se ha acep-
tado que el amargor es resultado de la secuencia de amino
dcidos de la p*o?efna. Ney (32) ha observado que el sabor
amargo en los péptidos estd correlacionado con la propor-
ci6n de aminodcidos hidrofébicos presentes, por lo tanto-
un hidrolizado enzimdtico serd amargo si una proteasa par
ticular |ibera un péptido que contenga una alta propor---
cién de residuos de aminodcidos hidrofébicos.

Uno de los usos potencigles de las protéasas en la -
industria de al imentos y que todavia no se conoce a fondo
como las aplicaciones antes citadas, es la modificacién -
enzimdtica de las propiedades funcionales de las protef--
nas de los al imentos.

La aplicacién de proteasas es un medio atractivo pa-
ra obtener mejores propiedades funcionales de las protei-
nas de los al imentos sin deteriorar su valor nutritivo. -
(28). La degradacién de las proteinas en péptidos de di-

ferente longitud generalmente vuelve al producto mas soluy
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ble, especialmente en el punto isoceléctrico. Sin embargo-
otras propiedades funcionales como la viscosidad, capaci~
dad emulsificante y capacidad de absorcién de agua sé ven
influenciadas.

Durante [as Gltimas décadas la producciébn industr}al
de al imentos ha creado una demanda de protefnas no conven
cionales con propiedades funcionales particulares.

Entre los trabajos m&s recientes (1978) se encuentra
el estudio de la hidr6!lisis enzimdtica de las protefnas -
de soya real izado por Sejr Olsen, H., y Adler~Nissen J. -
(31). Estos investigadores consideran que el uso poten-~
cial de la proteina de soya como ingrediente en muchoes a-
| imentos de pH bajo como son bebidas y refrescos, depende
del perfil de solubilidad del producto protéico. E! uso-
de protefinas de soya solubles en su punto isoeléctrico -~
tiene grandes ventajas para aplicaciones de este tipo.

_ Se sabe que las propiedades.funcionales de la mayo--
ria de los productos de proteinas de soyardisponibles co-
mercialmente, son pobres a pH cercanos al punto isoeléc--
trico, de ahf que el uso de proteinas de soya modificadas
enz imiticamente parece ofrecer buenas posibil idades para-
mejorar el valor nutritivo de al imentos de pH bajo.

La Divisién de Enzimas de Industrias Novo ha real iza
do hidrél isis enzimdticas de proteinas de soya a escala -
piloto con resultados satisfactorios, obteniendo produc--
tos | ibres de sabores amargos. Las condiciones 6ptimas -

gue hah encontrado, utilizando una enzima proteolitica -~
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proveniente de Bacillus licheniformis (Alcalasa 0.6 L, -
Enzimas Novo) son: sustrato protéico 8%, tiempo de hi--
drélisis 2 horas, relacién protéica de enzima-sustrato-
2%, pH 8.0 y temperatura de 50 °C. Los sustratos mas -
convenientes resultaron ser los aislados y concentrados

de proteina de soya.

2.2.6. Proteasas microbianas

Las proteasas microbianas de interés, desde el pun
to de vista de su aplicacién en la industria al imenta--
ria, son enzimas extracelulares. E|l nGmero de microor-
ganismos que secretan proteasas es extraordinariamente-
grande.

Estas enzimas se han agrupado conjuntamente ya que
tienen un origen com(n: |os microorganismos.

Entre éstas se encuentran las proteasas fGngicas y
las bacterianas. Las primeras se emplean para modifi--
car las proteinas del trigo utilizadas en panificacién-
y en el ablandamiento de carnes; ademds tienen un papel
importante en [a produccibébn de quesos. Las proteasas -
bacterianas se aplican en menor proporcidén siendo utili
zadas en la clarificaci6n de cerveza, en la produccién-
de hidrol izados de proteinas y como suplementos en ali-
mentos para ganado.

Entre los principales microorganismos util izados -
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para la produccién de estas enzimas se encuentran el As-

pergillus saitoi, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger-—

y Bacillus subtilis.

En comparacidén con l|las proteasas vegetales tienen -
una baja estabil idad térmica. Por ejemplo, las protea--
sas-de A. oryzae pierden Eépiﬂamente la actividad enzimég
tica al someterlas a 50 °C por un perfiodo de 30 minutos.
Su especificidad es mds amplia resbecto a los enlaces --
peptidicos de las cadenas protéicas.

La produccién de proteasas microbianas se ha incre-
mentado en los Gltimos afios debido a las grandes venta--

jas econbémicas y técnicas que presentan.
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MATERIALES Y METODOS

MATER!A PRIMA.- Para la extraccion de enzimas proteol it

cas se utilizaron exclusivamente las hojas de Chaya. To-
dos los lotes de hojas provienen de Villahermosa, Tabas--
co.

Debido a que los arbustos de Chaya brava presentan -
un follaje mds abundante y hojas m&s grandes y gruesas, -

se decidié hacer las extracciones con esta especie.

RECEPCION DE LA MATERIA PRIMA.- Las hojas se recibieron-
en bolsas de polipropileno, las que resultaron ser mas a-

propiadas permitiendo a la hoja una aereacidn adecuada.

SELECCION DE LAS HOJAS.- Se seleccionaron las hojas no -

maltratadas y se dividieron en dos grupos:

A) HOJAS FRESCAS A

B) HOJAS SECAS.~ Las hojas recién seleccionadas fueron -
secadas en un secador de tGnel, a una temperatura de 40 -
50 °C, con el fin de no desnatural izar las enzimas presen

tes en las mismas. El contenido de humedad promedio del -



producto seco fue de 4%.

3.1. Anélisis bromatolégico

En el momento de recibir las hojas se hicieron |a; -
siguientes determinaciones de acuerdo a los métodos ofi--
ciales de an&tisis de la AOAC (33).

1.- Humedad.- (27.3)

2.~ Prqte{nas.- Método de Kjeldahl (2.25). Para todas --
las determinaciones, el factor utiI}zado fue 6.0. Pi-
ne en‘1955 sugiere el uso de este factor para la de--
terminaci6én de proteinas de origen vegetal, el cual -

se basa en un contenido de Nitrégeno protéico de ——=-

16.67%.

3.- Fibra cruda.- (27.28)

4.~ Extracto etéreo.~ Método de Soxhlet (27.25)
5.- Cenizas.- (27.9)

6.~ Carbohidratos.- Determinados por diferencia.
3.2. Extraccibén de enzimas proteoliticas

tas hojas secas (A) y frescas (B) se sometieron al -
proceso de extréccién (Fig 1*), un dia después de su re--
cepcibn.

Para las extracciones con las hojas secas se pesé6 el

equivalente a las hojas frescas (aproximadamente 19.5 g).



FIG 1" DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO

DE EXTRACCION

HOJA FRESCA SOLUCION DE EXTRACCION
100 g, 750 ml,

]
v

MEZCLADO
i1 min.30seg.

A

MACERACION CON
AGITACION 30min

!

PAPILLA DE FILTRACION
HOJA EN TELA

FILTRACION EN
PAPEL WHATMAN

1
LIOFILIZACION

A

EXTRACTO CRUDO ENZIMATICO
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Equipo utilizado para la extraccién:
1. Balanza granataria Triple Beam OHAUS.
2. Licuadora Osterizer de 4 velocidades.

. Agitador magnético MAG-MIX 65906.

S

. Potencibmetro Beckman Modelo H-2.

5. Liofil izadora USIFROID Reiutord, Modelo SMJ.

La liofilizacién se utilizé con el fin de conservar
los extractos crudos provenientes de un mismo |ote para-
su posterior estudio (34).

. Se ha reportado en la literatura la pérdida de acti
vidad enzimtica de soluciones acuosas de ficina que han
sido liofilizadas (15-b), de igual manera en el caso de-
la pinguinaina (12), razéﬁ por la cual se hizo una prue-
ba sobre el material liofilizado con el fin de determi--

nar éi se afectd la actividad enzimdtica.

3.2.1. Efecto del proceso de liofilizacién

Se tomé un volGmen conocido del extracto crudo [i--
quido y se liofilizé. Posteriormente e! producto sé6lido
se rehidraté con agua destilada al volGmen inicial. De-
esta solucidén se tomé un volGmen “X” para la determina——
cién de la actividad proteclitica. Se tomé el mismo vo-
| Gmen “X” del extracto crudo liquido antes del proceso -
de liofilizacibn, determinéndose la actividad protecliti

ca correspondiente bajo las mismas condiciones.
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Estas determinaciones se realizaron a pH 6.0, tempe
ratura de 40 °C y tiempo de hidrélisis de 50 minutos (M&

todo descrito en 3.3.)

3.2.2. Soluciones para la extraccién

Comunmente la extraccién de proteasas vegetales se-
Ileva al cabo en soluciones acuosas y en soluciones sali
nas diluidas, en las cuales la mayoria de las enzimas =--
son estables. Es muy comGn el uso de soluciones de NaCl-

Witt y Tousignant (35) util izaron soluciones de ---
'KZSO4 al 5% para la extraccién de proteasas de la malta,
obteniendo actividades proteol iticas altas.

Se ha observado la estabilizacién de enzimas duran-

. Y
te su extraccién y preparacidédn, mediante la adicién de a
gentes reductores como fa cisteina (41).

Las enzimas tiblicas son inhibidas por pequefias can
tidades de iones metédl icos pesados, siendo ademds muy —-
sensibles a |la oxidacién. Para evitar estos factores --
que inactivan a las proteasas se utilizan agentes quelan
tes como el EDTA y agentes protectores como la cisteina-
(15-c).

La extraccibén de estas proteasas generalmente se --
lleva al cabo en valores de pH cercanos a la neutral idad
(6 - 7.5) con el Fin de no desnatural izar las proteinas.

La extracci6n de la mexicaina se realiza a pH de --

7.5, en el caso de la asclepaina a pH de 7.0 y para ta -



papaina a 6.7 (15-a).
En base a las consideraciones antes citadas, se uti~
lizaron diferentes soluciones, con el fin de obtener la -

que proporcione mayor actividad especifica.

a) Soluciones con KZSO4
- KZSO4 5% + EDTA (1.4 g/100 ml de solucién), pH=6.0,
la y 2da extraccibn.
KZSO4 5%, pH=6.0

Se ajustaron las soluciones a un pH cercano a la ney
tral idad.

La primera se utilizé para la extraccién de hojas --
frescas y 'secas, 'mientras que la segunda solo péra las ho
jas Trescas. .

Con el fin de determinar si queda proteina enziméti-
camente activa en la papilla residual, se real iz6 una se-
gunda extracciobn sobre ésta, siguiendo el mismo procedi--

miento.

b) Soluciones con NaCl
- NaCl 0.5% + EDTA (1.4 g/100 ml), pH=6.0
- NaCl 0.5%, pH=6.0

Las extracciones se hicieron con las hojas frescas.

c) Soluciones con NaHSO3
- NaHSO0, 1% + EDTA (1.4 9/100 ml), pH=4.6
- NaHso; 2% + EDTA, pH=4.6, la y 2da extraccién.
- NaHS0, 2%, pH=4.6
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- NaHSO3 2% + EDTA, pH=6.0
- NaHSO3 2%, pH=6.0
El pH natural de las soluciones‘de NaHSO3 al 2% + --
EDTA es de 4.6. No se ajust6 el pH a 6.0 para observar -
el efecto de éste en la extraccién de las proteasas y pa-
ra aprovechar el efecto antioxidante de la solucién.
Se prepararon soluciones de pH=6.0 con el fin de com

parar con las demés soluciones de extraccién.

Las extracciones se hicieron con las hojas frescas.

d) Solucién de referencia
- Agua destilada, pH=7.0 (hoja fresca).
Todas las soluciones se refrigeraron antes del proce

so de extracciébn.

3.3. Determinaci6n de Actividad Proteolitica

Se utilizé6 el método propuesto por el Food Chemical -
Codex en 1966 (36), en el cual se emplea como sustrato --

protéico a la caseina.

REACTIVOS:

1. Caseina. Grado Hammersten. Nutr. Bioch. Corp.

2. Cistefna. HCI. H20 Nutr. Bioch. Corp. Fisher Scienti--
fic Co.
L-tirosina. Grado cromatogré&fico. Mann Research Lab.

4. Fosfato disédico.- NaZHPO4
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5. Acido citrico.
Acido tricloroacético.

7. Dihidrato disédico de etilendiamino tetracetéto. ———
EDTA NaZH2

EQUIRO

1. Espectrofotémetro PYE UNICAM SP 30 Uv.

2. Bafio de temperatura constante.

3. Matraces aforados de 50, 100, 500 y-1 000 ml.

4. Pipetas graduadas de 1, 2, 5 y 10 ml.

5. Tubos de ensayo de 25 x 150 mm.

6. Tapones de neopreno.

7. Cronbémetro.

8. Embudos.

9. Papel Filtro Whatman No. 42

10.Potencibébmetro Beckman Modelo H-2

SOLUC IONES:

Fosfato disédico 0.05 M.~ Se disuelven 7.1 g de 'Nazﬂpo4
anhidro en suficiente cantidad deAagua y se afora a 1 -

litro con agua destilada. Se aRflade una gota de tolueno

como conservador.

Acido citrico 0.05 M.- Se disuelven 10.5 g de 4cido ci

trico monohidratado en agua y se afora a 1 litro. Se a-

flade una gota de tolueno como conservador.

Acido tricloroacéﬁico (30%).- Se disuelven 30 gramos -

en agua y se afora a 100 ml con agua destilada.



_37_.

- Sustrato de caseina: Se disuelve un gramo de caseina -
tipo Hammersten en 50 mililitros de fosfato disédico —--
0.05 M. Se coloca en un bafio de agua en ebullicién du-
rante 30 minutos con agitacidén ocasional. Se enfria a-
temperatura ambiente y se afiade &cido citrico 0.05 M pa
ra ajustar el pH a 6.0 T 0.1. La solucién debe agitar-—
se répidamente y de modo continuo durante la adicién de
4cido citrico para evitar la precipitaci6én de la casei-
na. Se afora a 100 milil itros con agua destilada. Se-
prepara todos los dfas.

~ Solucibébn amortiguadora de cisteina-fosfato-versenato.--
En un matraz aforado de 500 m| se disuelven 3.55 g de -
NazHPO4 en 400 ml de agua. Se afiaden 7.0 g de EDTA ---
NazH2 y 3.05 g de cisteina. HCI. HZO. Se ajusta e! pH-
a 6.0 1 0.1 con HCI 1 N 6 NaOH 1 N y se afora al volG--

men con agua destilada. Se prepara todos los dias,

Preparacién de la solucidn problema:

Se pesaron en balanza analitica de 100 a 300 mg del-
extracto crudo enzimdtico, se disolvieron y aforaron con-
la solucién amortiguadora a 50 ml. Se pesé la cantidad -
necesaria de liofilizado para obtener lecturas de absor--
bancia entre 0.2 y 0.6, usando una celda de 10 mm y el -~

“blanco” para ajustar a cero.
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PROCEDIMIENTO:

En cada 3 tubos de ensayo (25 x 150 mm), provistos-
de tapén, se agregan 5.0 ml de la solucién de caseina al
1%. Se ajusta el bafio de temperatura controlada a 40 °C
y se deja estabilizar por 30 minutos. Las pruebas se co
rren por duplicado. A cada uno de los 2 tubos se agre--
gan 2.0 ml de la solucién problema, se mezcla bien con -
agitacibén rotatoria y se anota el tiempo cero. Se vuel-
ven a colocar en el bafio a 40 °C después de un tiempo de
terminado; se agregan a todos los tubos (incluyendo el -
blanco o tubo #FB) 3.0 ml de &cido tricloroacético al --
30% y se agita vigorosamente. Al tercer tubo (blanco) -
se agregan 2 ml de la solucién enzimdtica. Se colocan -
todos los tubos en el bafio a 40 °C durante 35 minutos. -
Se filtra el contenido de los tubos usando papel filtro-
Whatman No. 42. Los filtrados deben ser completamente -
claros y brillantes. Finalpente en una celda He 10 mm, -
a 280 nm se lee la densidad 6ptica de la muestra contra-

la del blanco.

CALCULOS PARA LA ACTIVIDAD

Unidad de actividad.- Se define como aquella cant]

dad de enzima que al actuar sobre el sustrato de casei--
na, bajo las condiciones especificadas, produce un micro

gramo de tirosina :or minuto.
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La actividad especifica o potencia se define como:

Microgramos de tirosina/min Unidades

mg de proteina mg de proteina.

CURVA ESTANDAR DE TIROSINA

La solucién estandar de referencia se prepara disol-~
viendo 100 mg de L-tirosina en 60 ml de HC! 0.1 N, aforan
do a un | itro con agua destilada. Esta solucién contiene
100 microgramos de tirosina por mililitro. Se preparan -
soluciones de 20, 40, 60 y 80 microgramos de tirosina/ml,
diluyendo respectivamente. 20, 40, 60 y 80 ml de la solu-
cibén estandar al aforar a 100 ml con agua destilada.

Se lee la densidad é6ptica a 280 nm y se grafican los
valores de absorbancia en funcién de los microgramos de -
tirosina. La recta obtenida debe tener un valor de pen--

diente entre 0.0064 y 0.0066 pasando por el origen.

Calculos:

10 mm
280 nm

Jlg tirosina/ml

Pendiente (m) = D.0-

qu tirosina _ (D.0.) (10 ml)

min min x m
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Actividad especifica — Mo de tirosina

min x mg proteina

La pendiente obtenida fue de 0.00653

3.4. - Determinaciones. Extractos crudos liofilizados
- La papilla residual de la extraccién, fue secada en una
estufa a 50 °C. En el producto seco se determinaron --

proteinas totales por el método de Kjeldahl ( N x 6.0).
- 8e determiné el contenido protéico en cada uno de los -
extractos crudos, con el fin de poder determinar las ac

tividades especificas.

3.4.1. Actividad enzimdtica d os extractos crudos | io--

filizados ( E. C. L. )

Las determinaciones se real izaron siguiendo‘el método
anteriormente descrito, siendo las condiciones de ensayo -
las siguientes:

Sustrato = casefina 1%
Temperatura = 40 °C
Tiempo de hidrélisis enzimética = 30, 45 y 60 min.

Todos los ensayos se |llevaron por duplicado con sus -
respectivos blancos.

Los resultados se grafican en microgramos de tirosina
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| iberada por mg de proteina adicionada, en funcién del ---

tiempo de hidrélisis (min).

Determinaci6on de actividad enzimdtica de muestras de papai-

na para fines comparativos

Se determiné la actividad especifica de papafina comer
cial y no comercial. Las condiciones de! ensayo fueron --
las siguientes:

- Sustrato = casefna-l %
- pH = 6.0
- Temperatura = 40 °C
- Tiempo de hidrélisis = 50 min.
- La concentracién de enzima utilizada, se expresa en % de
proteina respecto a-la del sustrato ( E/S ):
a) Papaina refinada concentrada de Enzimos Mexicanos S.A.
E/S = 0.28%
.b) Papaina no comercial proporcionada por los laborato--
rios de la Grain Processing Corporation. Concentra--

cién de enzima utilizada E/S = 0.16%.

3.4.2. Efecto de la temperatura

Fstas pruebas se real izaror con los extractos crudos-

obtenidos con soluciones de K2804 (Hojaé frescas).

Condiciones del ensayo:

- Sustrato = caseina 1%
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- pH=6.0

-~ Temperaturas = 40, 50, 60, 70, 80 y 90 °C

- Tiempos de hidrélisis enzimdtica = 30, 40, 50, y 60 mi-
nutos para cada temperatuha.

- Concentracién de enzima util izada para cada ensayo co--

mo E/S (%):

Temp °C K,S0, 5% + EDTA, pH=6.0 K,80, 5%, pH=6.0
40 3.17 % 1.16 %
50 3.17 % 1.16 %
60 1.58 % 0.58 %
70 . 0.79 % 0.29 %
80 0.79 % 0.29 %
90 0.79 % 1.16 %

Los resultados se grafican en microgramos de tirosi~-
na/mg de proteina en funcién del tiempo (min), para cada -
temperatura.

Temperaturas 6ptimas.- Se grafica el % de actividad en --
funcién de la temperatura ( °C ), para 30 y 50 minutos de-
hidr6lisis enzimtica. El 100 % corresponde a la maxima -

actividad especifica alcanzada.

- 3.4.3. Pruebas de termoestabil idad

Se real izaron con los extractos de las soluciones de -

(Hojas frescas). Estos se disolvieron en la solucién

A2504
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amortiguadora de fosfato-cisteina-versenato y se some--
tieron a las siguientes temperaturas: 40, 50, 60, 70 y-
80 °C, por diferentes lapsos de tiempo: 15, 30, 45 y 60
minutos.

Las al fcuotas tomadas cada 15 minutos se enfriaron
répidamente para la correspondiente determinaciénAde ac

tividad proteclitica.

Condiciones de ensayo:

- Sustrato = casefina 1%

- pH = 6.0

-~ Temperatura = 40 °C

- Tiempo de hidrélisis = 50 minutos

- Concentracién_de enzima uti!izada:
KZSO4 5% + EDTA, pH=6.0 E/S = 3.46%
KZSO4 5%, pH=6.0 E/S = 2.0%

Les resultados se grafican en % de actividad res{——
dual, considerando 100 % al tiempo cero de incubacién de

la solucién enzimdtica.
3.4.4. Efecto del pH

El ensayo enzimdtico se realizé con los extractos -
crudos de soluciones de K2$04 (Hojas frescas), y para fi

nes comparativos también se utilizé el correspondiente a

la solucién de NaHSO, 2% + EDTA, pH=4.6 (Hojas frescas).
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E! sustrato protéico para la determinaci6n de acti-
vidad proteol ftica se ajusté a los siguientes pH: 5.6, -
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 y 13. Las demis condiciones del~
ensayo son: ‘ '
- Temperatura = 40 °C
- TJiempo de hidrélisis = 60 ‘minutos
- Las diferentes concentraciones de enzima fueron las -

siguientes: N
KZSO4 5% + EDTA, pH=6.0 E/S = 1.58%
K2504 5%, pH=6.0 E/S = 1.45%
NaHSO, 2% + EDTA, ph=4.6 E/S = 1.54%
Los result?dos se grafican en % de actividad, consi

derando 100 % al valor de actividad especifica mayor.

3.4.5. Rendimiento de enzima extraida

e mididé un volamen del extracto crudo de mayor ac-
tividad y se pesaron los s6l idos obtenidos desbués del -~
proceso de | iofilizacidn. %odas las determinaciones se-
hicieron por triplicado.

Los rendimientos se presentan en gramos de sé! idos-

por 100 ml de filtrado (valor promedio).



RESULTADOS

ANALISIS BROMATOLOCGICO

A continuacién se presenta el valor promedio de 3 lo
tes diferente; de hojas de Chaya asi como el_anélisfs de-
referencia reportado por la League for International Food

Education (1973).

COMPONENTE ANALISIS PROMEDIO ANAL S!S DE
' REFERENC 1A
HUMEDAD 80.8 % 81.1 %
PROTEINAS (B.S.) . 34.5 % (N x 6) 32.75%
FIBRA CRUDA (B.S.) 13.81% 13.54%
EXTRACTO ETEREO (B.S.) 6.76% 10.10%
CENIZAS (B.S.) 10.29% 11.10%
CARBOH | DRATOS (B.S.) 34. 64% 32.0 %
Observaciones.- E! valor de extracto etéreo encontrado -
fue menor al reportado a pesar de haberse extraido Ia-hg

ja en agua, antes de la determinacién. Las determinacio-
nes se hicieron por triplicado, encontrédndose siempre va-

lores muy cercanos al 6%.
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EFECTO DEL PROCESO DE LIOFILIZACION
No se observaron cambios en la actividad proteoliti-
ca determinada antes y después de liofilizar los filtra--
dos enziméticos. '
Los resultados encontrados con los E.C.L. obtenidos~
con.KZSO: al 5%, pH=6.0 fueron los siguientes:
- Antes de la liofil izacidn: 656,66_JM9 de tirosina

mg proteina

- Después de la |iofilizacién: 676.49 J9 de tirosina

mg proteina

‘Los resultados obtenidos se encuentran dentro del —-—

rango de error experimental (3.0%).

CONTENIDO PROTEICO DE LAS PAPILLAS RESIDUALES DE LA EX --
TRACCION Y DE LOS EXTRACTOS CRUDOS LIQFIL{ZADOS (B.S.)

Los resul tados obten.idos se presentan en la Tabla --
No. 4 asi como los valores de actividad especifica obteni
dos de los graficos a los 45 minutos.

Las determinaciones no graficadas, se desarrollaron-
en igual forma que las hidrélisis anteriormente citadas -
(los extractos crudos provienen de lotes diferentes, por-
eso no se grafican conjuntamente con las demis hidrél i-~-

sis).



TABLA

4

SOLUCION DE EXTRACCION CONTENIDO DE PROTEINAS TOTALES (% B.s.)ﬁiTQGE§ZEE;FLSét
PAPILLA LIOFIL1ZADO E. C. L.

+ EDTA | - EDTA | + EDTA |- EDTA + EDTA | - EDTA

Agua destilada 13.38 38.92 1.44

K,S0, 5%, pH=6.0 la. ext. 18.11)  17.90 | 15.21 7.24 6.11 12.44

|<zso4 5%, pH=6.0 2da. ext. 9.62 1.92 1.0 5.88

K,S0, 5%, pH=6.0 HOJA SECA 13 .25 5.98 5.55 17.55
NaHSO, 1%, pH=4.6 23.28 27 .24 1.66

NaHSO, 2%, pH=4.6 la. ext.| 23.71 19.25 | 21.35 10.14 2.77 8.66
NaHS0, 2%, pH=4.6 2da.ext. 9.3 19.80 1.22

NaHSO, 2%, pH=6.0 24.54 21.55 11.80 3.77 9.66

NaCl 0.5%, pH=0.0 14 72 34.06 24.78 3.88 7.88
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Observaciones. -

Tanto el agua destilada, como las soluciones sal inas-
dituidas permiten una mayor solubilidad de las protej

nas, sin embargo sélo una pequefia porcién de éstas --

.soh enzimdticamente activas.

La papilla resultante de la extracci6én presenta un --
contenido relativamente alto de proteinas, comparable
al contenido protéico de la alfalfa (15-22% B.S.)

En el caso de utilizar soluciones de K2504 al 5%, ---
pH=6.0, no es recomendable una segunda extraccibn, ya
que la actividad proteol itica residual en la papilla-
es minima. '

El secado de las hojas en las condiciones anteriormen
te descritas no causa desactivacién de las enzimas. -
Se observa que la actividad especifica encontradd, en
el caso-de usar hojas secas es muy similar e inclusi-
ve més alta que la del extracto obtenido de las hojas
frescas.

la extraccib6n de proteinas de las.hojas de Chaya es -
cerca de! doble al utilizar soluciones con versenato-
en comparacidén con los valores obtenidos al emplear -
soluciones exentas de este compuesto. Esto se debe a
la solubilizacién de proteinas que se encuentran esta
bil izadas por metales divalentes como son el Ca y Mg,

n las membranas celulares.

(]

La actividad especifica determinada al utilizar solu-



- 48 -

ciones con EDTA, es cerca de la mitad de la encontra
da con aquellas | ibres de este compuesto, lo cual in
dica que la enzima posiblemente requiere de ciertos-

metales para su estabil izaci6n.

ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LOS DIFERENTES EXTRACTOS CRUDOS
LIOFI1L1ZADOS

1.- Actividad enzimética de los extractos crudos obteni

dos con soluciones de NaCl 0.5%.

En comparacidn con los valores determinados para el
extracto acuoso de referencia (pH=7.0), la solucién. de-
extraccién mis eficiente es la de NaCl 0.5%, pH=6.0 ---
(GRAFICO No. 2)

2.- Actividad enzimética de los extractos crudos obteni

dos con soluciones de NaHSO

La solucién més eficiente ez la de NaHSO3 2%, pH=60.
Considerando la actividad especifica de |los extrac-
tos obtenidos a pH=6.0 como el 100%, para 45 minutos de-
hidr6lisis se tiene lo siguiente:
- NaHSO3 2% + EDTA, pH=4.6 73.47 %
- NaHSO3 2%, pH=4.6 89.65 %

La actividad especifica se incrementa en un 066.86%-

al cambiar la concentracién de NaHSO3 del 1 al 2%.
Para este tipo de soluciones se recomienda una se-~

gunda extraﬁcién, ya que la papilla presenta todavia pro
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teinas enziméticamente activas (GRAFICO No. 3).

3.- Actividad enzimética para |los extractos crudos ob-

tenidos con soluciones de ﬁ2§9 5%.

-4
La solucién més eficaz es la de KZSO4 5%, pH=6.0, -~

lo.cual se debe a su mayor capacidad en la extraccién -
de proteinas con actividad proteolitica.

De todas las soluciones utilizadas para la extrac-
ciébn , ésta fue la que permitié la méxima actividad en-

zim&tica. (GRAFICO No. 4)

4.~ Actividad enzimdtica del E.C.L. obtenido.con EQ§94
5%, pH=6.0.

La actividad especifica encontrada fue de 23.13 u-

nidades/mg proteina para 50 minutos de hidrélisis, ----
(GRAFICO No. 5).

Para fines comparativos se encontraron los siguien
tes>valores para la papaina comercial y no comercial :
Papaina (ENMEX, S. A.): 78;8 unidades/mg proteina.
Papaina no comercial (G.P.C.): 251.78 unidades/mg pro--
teina.

La papaina purificada es 10 veces més activa que -
las proteasas extraidas de las hojas de Chaya y la pa--

paina comercial 3.4 veces.
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EFECTO DE LA TEMPERATURA

1.- Efecto de la temperatura en la actividad enzimética
de proteasas extrafidas con £2§94 5% + EDTA, pH=0.0.

En los GRAFICOS No. 6, 8 y 9 se observa que la méxi
ma actividad proteolitica se alcanza a los 70 °C para 30
y 50 minutos de hidrélisis.

La enzima empieza a desnatural izarse arriba de los-

70 °C.

2.~ Efecto de la temperatura en la actividad enzimética

de proteasas extraidas con §2§94 é%, a pH=6.0.

En Ioé GRAFICOS No. 7, 8 y 9 se observa que la méaxi
ma actividad proteolitica a los 30 minutos de hidrélisis
es de 80 °C y a los 50 minutos de 70 °C, lo-cual indica-
que a una incubacién mayor de la enzima la temperatura -
operacional serd menor que la 6ptima débido a la inesta-
bilidad térmica. l : -

La disminucién de la actividad por efecto prolonga~

do de calentamiento es mucho mayor para las soluciones -

sin versenato. (GRAFICO No. 8).
PRUEBAS DE TERMOESTABILIDAD
Los extractos érudos en presencia de EDTA, son més-

estables al calor, presenténdose laiﬁétaf desnatural iza-

cién de la enzima a los 80 °C con los E.C.L. de K,S0, 5%
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pH=6.0. El versenato presenta una accién protectora--
contra la desnaturalizacién térmica de ia enzima. ---
(GRAFICO No. 10).

Los extractos crudos exentos de versenato preseﬁ-

tan una menor estabil idad térmica (GRAFICO No. 11).

Los tiempos de vida media encontrados para los ex

tractos son:

Kzso4 5% + EDTA, pH=06.0 K2304 5%, pH=6.0

60 °C 40.0 min 35 min
70 °C 23.5 min 6 min
80 °C 8.5 min -

Valores comparativos con otras enzimas:

Papaina t 4 = 56 mina 75 °C.

_ Asclepaina m t i = 78 min a 60 °C.

Bromel ina t z = 21.5 min a 60 °C.
En base a estg valores, se observa que las pro---

teasas extraidas de las hojas de Chaya son més estables
térmicamente que la bromelina, no asi en el caso de la-

papaina y asclepaina m.
EFECTO DEL pH

El pH 6ptimo encontrado para los extractos obteni-

dos con K 304 y NaHSO 2% + EDTA, pH=4.6, se localiza -
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en regiones alcal inas.

~K,S0, 5% + EDTA, pH=6.0 9-11
~K,80, 5%, ph=6.0 7-11
~NaHSO, 2% + EDTA, pH=4.6 10-11

(GRAFICOS No. 12 y No. 13).

El extracto enzimético obtenido con KZSO4 5%, pH=6.0
permite trabajar en un rango mayor de pH, lo cual repre--
senta ventajas para la aplicacibon de estas enzimas en pro
cesos de al imentos. (GRAFICO No. 13).

_ Existe una mayor desnatural izacién por efecto de pH-
en los extractos |ibres de versenato a valores de pH méyg

res de 12.5.

RENDIMIENTOS DE ENZiMA CRUDA
Para los E.C.L. obtenidos con K2804 5%, pH=6.0 se ob
tyvieron los siguientes resultados:
- 0.6 g de sélidos/ldo ml de filtrado.
- 6.6 g de s6lidos/13.6 g de hoja (se consideré una pérdi
da del 2% del voldGmen total por la filtraciébn en la te-

la).

En ei CUADRO No. 2 se presentan los rendimientos de-
enzima para la papaina y para el extracto crudo obtenido-
de las hojas de Chaya. Los cllculos de unidades enzimdtji
cas se basan en un contenido de protefinas de! 71.66% y --

7.24% en B.S. respectivamente
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La relacién en masa de materia prima encontrada pa-
ra obtener la misma cantidad de unidades enzim&ticas es-

de:

Frutos del papayo 180 (g) — 63.15

Hojas de Chaya 2.85 (g)°

La relacién de unidades enzimdticas para la papaina

concentrada y el extracto crudo liofilizado es de:

2 258 723 (U) = 33.79
66 846 (u)
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GRAF.No 8 EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD

[0

70

ENZIMATICA. TIEMPO DE HIDROLISIS: 50 min.

sustralo caselna 1%

pH = G.0
K280, B%+ECTA
K,804 5%
30 4o 5O 60 720 a0
temperatum  (°¢ )




v actividad

GRAF No. 9 EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA
’ ACTIVIDAD ENZIMATIC A,
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GRAF. 10. CURVAS DE ESTABILIDAD TERMICA

K,SO, 5%+EDTA pH:6.0
avetrato caseina 1%

temp. = a4o°c

pH z 6.0
tiempo hidmlisis = 50!
E/s L3 B4 %
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GRAF.No 12. EFECTO DEL pH EN LA

ACTIVIDAD ENZIMATICA.
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GRAF. No 13 EFECTO DEL pH EN LA
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sustrate caseina %

temperatura 40°c
tiempo de hidrolisls o minuto

K,50, 5%+ EDTA
(e/s =158 %)

50

40 -

Yo ackivida d

30 1

K504 5%
(2/s = 1.45% )

20 -

to

™
»
&
o
o
‘3
N

pH




CUADRDO

2

PAPAINA

ENZIMA CRUDA. CHAYA

1 4rbol = 30-40 frutos (180 Kg)
400 g de lé&tex

1

60-80 g papaina cruda

l

40 g de papaina concentrada

84,4 g de hojas

40 g de sé6lidos (E.C.L.)

28.66 g de proteina

2.89 g de proteina

Act. especifica = 78.8 lUnidades

mg prot

Act. especifica = 23.13 Unidades
. mg prot

Unidades de act. enzimética:

2 258 723

Unidades de act. enzimdtica:

66 846




APLI1CACION DEL EXTRACTO

CRUDO. ENZIMATICO

Las reacciones enzimdticas ocurren en condiciones -
muy cercanas a las de los sisteﬁas biolégicos, por esto-
parecen ser adecuadas para la modificacién de las protei
nas de los al iméntos, sin que se piehda su valér nutri--
cional . |

Ei uso potencial de la proteina de soya como ingre-
diente tanto en al imentos de bajo pH como en bebidas, de
pende del perfil de solubil idad del producto protéico. -
La proteina de soya presenta una baja solubilidad en va-
lores de pH entre 4 y 5, sin embargo la modificacién en-
zimédtica de ésta permite su solubil idad en el punto iso-
eléctrico.

La aplicaci6n efectuada con el extracto crudo obte-
nido de las hojas de Chaya se hizo con el fin de modifi-
car, mediante una hidrélisis enzimética, la proteina de-

soya para su posterior adicién a una bebida de bajo pH.
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HIDROL1SIS ENZIMATICA DE LAS PROTEINAS DE SOYA

Las proteasas (endo-peptidasas) atacan los enlaces

peptidicos de las proteinas de acuerdo al

quema:

H 0 R,
[ 12

....... C-C-N=C = ....... + HO
' [ 2
R, H H
H O H R
P | I

cieee.. C-C -0 + H-N-C
k ol

1

!

siguiente es-

ENZ IMA
—

En valores de pH arriba de 6.5, la disociacién del

grupo amino es significativa.

HoNT 22 . HN
N = N -
H *

(El valor de pK de los grupos alfa-amino

tidos es de 7-7..2 a.50 °C).

Para mantener el pH de la reaccién,

la adicién de una base en forma continua
drs! i

St a
SISy .

Generalmente se recomienda utilizar

en los pol ipép-

se requiere de-

durante la hi--

NaOH 4 N.
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Para muchas reacciones que ocurren en valores de pH
neutros o alcal inos, se recomienda el uso del pH - stat-
(28).

_ El pH es controlado mediante la adicién de una ba--
se. Por la alta capacidad reguladora del sistema, el --
contro! de la reaccién esvsimple y para fines industria-

les alin la titulacidn manual es suficiente.

GRADO DE -HIDROLISIS
Adler-Nissen define gl grado de hidrélisis (DH) de-

la siguiente manera:

I

DH

Némero de enlaces peptidicos rotos x 100
NGmero total de enlaces peptidicos’

El nGmero total de enléces peptidicos- en una pro—;
teina ( ht ) puede calcularse de la composiciéﬁ de ami-
nodcidos. Para la mayoria de las proteinas de los ali-
mentos se puede asumir un valor aproximado de 8 meq por
gramo de proteina. (Calculado como N Kjeldahl x 6.25).

Existe una proporcional idad entre el nGmero de en-
laces peptidicos rotos y el consumo de base, al mante--
ner el pH constante durante la reaccién. Del consumo -

de base (B) puede calcularse el grado de hidrélisis ---



- 57 -

(DH) de la siguiente relacién:

DH= B x 1 xNB x 1 x 100 %
- 4 P ht
Donde:
B = consumo de base en ml

ol = grado de disociacién, definido comos:

A = 1oPH-pPK
1+ 10PH-PK

NB = normal idad de la base

MP = masa de pﬁote?ha en g ( N x 6.25)

ht = nGmero tpfai de enlaces peptidicos en meq/g de --
proteina. Para la protefna de soya se puedg uti-

lizar un valor aproximado de 8 meq/g.

CURVAS DE HIDROLISIS

Al graficar el valor de DH en funcién de! tiempo,-
se obtienen las correSpongientes curvas de hidrélisis -
cuyas formas varian dependiendo del sistema enzima-pro-
te?né utilizado.

Lé velocidad de reaccidén disminuye con el tiempo y

a un valor determinado de DH se vuelve casi constante.

PRINCIPALES PARAMETROS DE LA HIDROLISIS

Para un determinado sistema enzima-proteina, deben
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especificarse los siguientes parédmetros:

S = concentracién de sustrato calculado como % de pro-
tefna (N x 6.25 ) de la materia prima. .

E/S= relacibn protéica de enzima-sustrato en %.

pH y temperatura (°C).

tiempo de hidrélisis.

Formacién de péptidos amargos

La degradacién excesiva de una protefina provoca la
formacidn de péptidos amargos. Se ha observado que el-
amargor es mas pronunciado a valores altos de DH, pu---
diéndose el iminar este problema completamente si se al-

canza un valor de DH suficientemente bajo.

Fin de la hidrélisis
La reaccibén se termina a un valor de DH bien defi-
nido. Esto se logra facilmente con un cambio de pH o -

tratamiento térmico con el fin de inactivar la enzima.

PARTE EXPERIMENTAL

EQUIPO:

- Vasos de precipitados de 1 |itro

- Agitador mecédnico CAFRAMO tipo RZR2- 64, con veloci-
dadAvariable.

- Termémetro
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Potencibmetro Beckman Modelo H-2
Bureta
Bafio de agua de temperatura controlada

Centrifuga Internacional Modelo EN

Preparacién de! equipo.-

El bafio de agua de témperatura controlada se ajusta a
una temperatura de 1.5 a 2 °C por encima de la tempe-

ratura de trabajo.

"Cal ibraci6n del potencibmetro

La normal idad de |la base se determina por cuadruplica
do, titulando 20.0 ml de HCI 1.0 N. Debe determinar-

se con una precisidén mayor del 0.2%.

CONDICIONES DE ENSAYO

Concentracién de sustrato.- Se utilizé un valor cons
ténte del 6%Vde proteina para todas las detérminacio—
nes. Se ha observado que para un valor determinado -
de E/S el tiempo de hidrélisis necesario para afcan--
zar un cierto valor de DH, es casi independiente del-
sustrato en un rango del 6-12% de protefina (28).

Como sustrato se util izé6 un aislado de proteina de so
ya proveniente de la Grain Processing Corporation.

( PRO-FAM $S-646 )
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andlisis reportado para este aislado es el siguiente:

PROTEINAS (B.S.) 91 %
SOL 1D0S 94 %
CEN1ZAS (B.S.) 5.5 %
EXTRACTO ETEREO (B.S.) 1f5 %
Concentracién de enzima.- De acuerdo a los resulta--

dos presentados en el capitulo anterior, el extracto-
crudo que present6é6 mayor actividad proteolitica fue -
el correspondiente a una solucién de K2304 5%, pH=6.0;
por esta razdén éste serd el que se utilice para fa hi
drélisis de la proteina de soya. A

La relaci6én E/S se mantuvo constante para todas las -
_determ}naciones, siendo del 10.3%. Este valor es ele
vado debido a la baja actividad proteolitica del e%—-
tracto crudo. 4
El extracto crudo enzimdtico se disolvié en la solu--
ci6n amortiguadora (fosfato-cisteina-versenato) em—;—
pleada para la determinacion de actividad proteol iti=~

ca.

pH.- El extracto crudo utilizado presenta un pH de -
méxima actividad entre 7 y 11, siendo el éptimo de --
11. En base a estos resultados se ajustd el sustrato

protéico a un pH de 10.0 con la solucién de NaOH 4 N-
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4. Temperatura.- La temperatura de trabajo se eligi6 en~
base a lds curvas de termoestabil idad presentadas ante
riormente. Se escogid una temperatura de 50 °C como -
la m&s adecuada, aunque también se trabajé6 a 45 y -~--

65 °C, no obteniéndose resultados tan satisfactorios.

5. Tiempo de hidrélisis.~ Varib para cada una de las de-
terminaciones, siendo en promedio alrededor de 4 ho---

ras.

La hidrélisis enzimtica se llevé al cabo de acuerdo

al diagrama presentado en la Fig No., 2 .
Observaciones:

El mezclado se real izé én un recipiente de vidrio. -
A nivel industrial se recomiénda el uso de tanques de ace
ro inoxidable con una agitacién adecuada y provistos de -
bafles. E! recipiente o tangue para la hidrélisis esté -
equipado con un electrodo y una unidad de titulacién para
a adicién de NaOH. En este caso se utilizé una bureta, -
siendo la titulacién en forma ﬁanual.

Después de mezclar perfectamente la protefna con el-
agua, el pH se ajusté a 10.0 con NaOH 4 N y la enzima se-
adiciondé en forma liquida (tiempo = cero). Desde este mo
mento se controlé la reaccié4n manteniendo el pH constan--

te. Cuando se |llega al valor de DH fijado, se da fin a -
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la hidr6l isis con la adicién de un &cido de grado ali--
menticio hasta llegar a un valor de pH=4.2. Se utilizé
dcido tartérico 4 M, ya que presenta un sdbor compati--
ble con las bebidas de sabor uva. Entre otros 4cidos -
que pueden util izarse estén: el fosférico, citrico y mé
lico.

Posteriormente el hidrol izado se mantiene a 50 °C-
por 60 minutos antes de la centrifugaci6n, para asegu--
rar la completa inactivaciédn de la enzima.

La separacién del hidrol izado del l|lodo residual, -
se lleva al cabo en una centrifuga. Con el fin de in--
crementar el rendimiento de proteina, los lodos se re--
suspenden en a;ua y se centrifugan. Los sobrenadantes-
se Tiltran y se tratan con carbén activado a pH=5.0. EI
hidrol izado filtrado se puede util izar como ta! en for-
mulaciones de bebidas de pH bajo. Puede ser concentra-

do por evaporacidén o bien secado por aspersién.

RESULTADOS
Las condiciones en las cuales se obtuvo una mayor-

solubil idad de las proteinas fueron las siguientes:

Mt = masa total de la mezcla de reaccién: 400 g
§% = 6.0

E/S = 10.3%

E/M, = 0.75%

pH = 10.0

- Temperatura = 50 °C
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Tiempo de hidrélisis = 4 horas

Para los célculos de DH se utilizaron los siguien-

tes valores:

- ht = 7.75 meg/g ( N x Fn ). (Basado en anélisis desa-

rrollados en el Proteinkemisk institut, Horsholm, Den

mark y en Bioteknisk institut, Kolding, Denmark)

- £ =6.25 (38).

- c(*: 1.0 (pH=10, temperatura = 50 °C)

Se ha observado que este valor depende en pequefia pro

porcidn del tipo de material protéico, pero no de la-

enzima util izada.
- pK = 7.1 (50 °C)
<= NB = normal idad de NaOH = 4.10885
COMIENZO DE LA HIDROLISIS
pH inicial de la mezcla de reaccién = 6.3
Vol Gmen de NaOH adicionada = 3.6 ml
Vol Gimen total de la mezcla de reaccién = 410 ml

Temperatura inicial = 50 °C

TABLA DE RESULTADOS DURANTE LA HIDROLISIS

TIEMPO (min) VOLUMEN NaOH (ml) DH %
30 3.15 6.9
60 3.6 7.95

90 3.8 i 8.39
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TIEMPO (min) VOLUMEN NaOH (ml) DH %
120 4.3 9.49
150 4.9 10.82
180 5.4 11.93
210 5.7 12.59
240 _ 6.2 13.69

TERMINACICN DE LA HIDROLISIS
pH final = 4.2 (4cido tartérico 4 M, 8.0 ml)
Temperatura final = 49.9 °C

PRODUCTO OBTENIDO

i1.- Hidrol izado de la la. centrifugacién:
Densidad (20 °C) = 1.0182 g/ml
Protefnas solubles: 25.85%

‘2.~ Hidrol izado de la 2da. centrifugaciéni
Densidad (20 °C) = 1.0053 g/ml
Proteinas solubles = 20.15%

En el GRAFICO No. 14 se presenta la curva de hidro-
lisis correspondiente al sistema enzima-sustrato utiliza

do.

Observaciones:
El rendimiento de protefina._soluble es bajo debidc

posfblemenfe a:



GRAF. No 14, HIDROLISIS ENZIMATICA DE LAS PROTEINAS
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La baja especificidad de la enzima por el sustrato.
La hidrélisis |imitada de las proteinas de soya por -
esta enzima.

La baja relacién E/S utilizada.

Recomendaciones:

1.

Efectuar la hidré6lisis a tiempos m&s prolongados para
lograr una mayor solubilidad de la proteina.
Encontrar la relaci6n 6ptima de E/S para el sistema -

estudiado. "’

Utilizar como sustrato un aislado de.mayor solubili--
dad.
Real izar lavados adicionales con el lodo residual, es

- decir redisolverlo en agua y centrifugarlo varias ve-

ces.

Llevar 'al cabo una segunda hidrélisis enzimética so--
bre el lodo residual de los Iavados.‘ Se ha observado
que los rendimientos en los hidrol izados de soya pue-
den incrementarse de un 65% después de una 4ta centri
fugacibn, hasta cerca del 80% al real izarse una segun
da hidrélisis (31).

Se podria sugerir un tratamiento previo a la hidrél i~
sis enzim&tica con H,80, diluido a 105 °C y pH=3.0 --
por 15 minutos (39). Durante este pretratamiento la-
proteina es desnatural izada y parcialmente hidrol iza-
da. Se ha observado que para la subsecuente hidrél i-

sis enzimdtica, se obtienen mayores rendimientos y me
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Jor sabor del hidrol izado comparado con aquellos don-
de el material protéico no ha sido previamente trata~-

do.
FORTIFICACION DE UN JUGO COMERCIAL

El hidrol izado obtenido fue adicionado a un jugo de-
uva comercial, con el fin de obtener una bebida con 1.5%-
de proteina.

Se disolvieron 5.80 gramos del hidrolizado (liofili-
zado- la. centrifugacidn) a 100 ml de jugo, posteriormen-
te se realizdé un andlisis organoléptico para determinar -
la aceptabilidad.de esta bebida; en comparacién con la o-
riginal.

Se evaluaron los siguientes pardmetros: sabor, colorn
aroma y apariencia de las bebidas (con y sin hidrol iza---
do).

Se escogid una escala hedénica de 10, donde:

10 = muy bueno
9-7= bueno
6-4= pegular
3-1= malo

Las evaluaciones fueron hechas por un grupo de 6 pa-
nel istas. Los resultados se anal izaron estadisticamente-
utilizando el método de varianza. (Kramer and Ditman, =---
1956) (42). Se determinaron las medias (X) y desviacio-~

nes tipicas de las calificaciones obtenidas.
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RESULTADOS
pH del jugo comercial = 3.5

Jugo natural Jugo + hidrol izado
SABOR 8.16 + 0.41 1. 5.66 t 1.36
COLOR 9.0 t 1.09 6.66 ¥ 1.63
AROMA 8.33 T 1.51 6.5 t 1.76
APARIENCIA 8.66 * 1.75 7.33 % 1.21

1) En relacién al sabor y el color las muestras presenta-
ron diferencias significativas al 1%. »

2) En el aroma y la apariencia las muestras presentaron -
diferencias significativas al 5%.

3) Entre los panelistas no se obtuvieron diferencias sig-

nificativas.

Observaciones.-

Las diferencias en el sabor, se deben principalmente
a la cantidad de hidrol izade adicionado, asi como al alto
nivel de &cido orgdnico presente en el mismo.

Debe encontrarse la relaci6n mds adecuada entre la -
cantidad de hidrolizado y edulcorante, para obtener una -
bebida de mayor aceptabilidad. Esto significa la elabo--
racién de una formulacidén para un tipo especial de bebida

fortificada de sabor agradable.
abor agradable.
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E! hidrol izado protéico proporciona a la bebida ma-
yor “cuerpo”. Esta propiedad podria util izarse en bebi-
das de bajo contenido de azGcar, las cuales generalmente
no lo presentan. Para este propésito podrian ser utili-

zadas menores concentraciones de hidrol izado.
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CONCLUSIONES

Se comprobdé la presencia de proteasas suifhidrfli——
cas en los extractos obtenidos de las hojas de Cha-
ya, al determinar su actividad enzimdtica en un sus
trato de casefna.

La solucidén més eficiente para la extraccién de es-
tas proteasas fue la de K2804 5%, pH=6.0, obtenién-

dose la méxima actividad enzimdtica por mg de pro--

L £ 4= LA}
LT T AL arua,

La presencia de EDTA en los extractos confieren a =

la enzima una mayor estabilidad térmica. Es reco-=-

-mendable encontrar la concentracién 4ptima de verse

nato en la solucidn de.extraccién para obtener la -
mayor actividad especifica y estabil idad térmica.
La actividad enzimdtica no se afecta por el secado-
de las hojas de Chaya a 50 T 3.°C antes de! proceso
de extraccidn ni por la liofilizacién del extracto-
crudo.

Es factible el aprovechamiento de las hojas como a-

| imento después de la extraccidén debido al conteni-

do protéico remanente ( 18% B.S. ).
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Las enzimas extraidas con la solucién més eficien-
te, al determinarse su actividad enzimdtica sobre-
un sustrato de caseina, presentaron las siguientes
propiedades:

Temperatura 6ptima = 70 °C (507).

Tiempo de vida media = 35 minutos a 60 °C,

pH 6ptimo = 7-11.

Agente activador de la enzima: cisteina.HCl.

En comparacién con otras proteasas vegetales-
presentan un pH 6ptimo muy alcalino y una estabili
dad térmica moderada, siendo menos termoestables--
gue la papafna ( t; = 56.0 min a 75 °C ) y mas es-
tables que la bromefina ( ty = 21.5 min a 60 °C ).

La temperatura 6ptimazes inferior a la obser-
vada para la papaina (83 °C), siendo 1a desnatura-
fizaci6n de las proteasas de la Chaya muy vrépida -
arriba de los 70 °C.

Es necesario real izar determinaciones de estabilk—
dad de la enzima a diferentes valores de pH para -
poder establecer mejores condiciones de extrac----
cibn, almacenamiento y aplicacién de {a misma.

Es recomendable empiear otros sustratos protéicos-
como son la gelatina y la hemoglobina, con el fin-
de establecer las diferencias entre esta enzima y-
otras proteasas desde el punto de vista de su espe

cificidad. La hemoglobina permite trabajar en un-
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rango mayor de pH, por lo que seria de gran util i-
dad para observar el comportamiento de !a enzima a
pH’s &cidos (menores a 4.5).

Es necesario efectuar un estudio cinético para de-
terminar la influencia de parémetros tales como !a
concentracidn de enéima; de sustrato y de activa--
dor en la velocidad de reaccién. .

La papaina concentrada comercial es 3.4 veces més~
activa que las proteasas extraidas de las hojas de
Chaya en las condiciones antes reportadas. Debido
a la baja actividad especifica del extracto crudo-
obtenido es recomendable encontrar métodes de puri
ficacién apropiados, tomando en cuenta los rend i~
mientos y costos que esto implique.

Se observaron diferencias de la actividad enzimdti

ca en distintos lotes de hojas, por lo que es reco

mendable efectuar estudios sobre el efecto de para

metros tales como las condiciones de cultivo, la e
dad y la zona geogréfica sobre el desarrollo de la
actividad proteolftica.

La relacién en masa de materia prima encontrada pa
ra obtener la misma cantidad de unidades enziméti-
cas, segln se observa en el CUADRO 2 es de:

Frutos del papayo (g) = 63.15
Hojas de Chaya (g)

Este valor justificaria la posible industrial iza--

cién de las hojas de Chaya.
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Las proteasas extraidas de las hojas de Chaya se pro
baron sobre un sustrato de proteina de soya con el -
fin de modificarlo enzimdticamente y obtener protei-
na soluble en el punto isoceléctrico.

Se obtuvo un 46% de proteina soluble al empleér-
se un 0% de proteina de soya como sustrato, una rela-
cién E/S de 10.3%, pH=10.0 y temperatura de 50 °C, pa
ra un tiempo de hidrélisis de 4 horas.

La protedélisis |l imitada sobre la'proteina de so-
ya no produjo formacién de péptidos amargos.

Para el sistema enzima-sustrato utilizado se requiere
encontrar la combinacién adecuada de concentracién de
sustrato, relacién de E/S y temperatura que optimicen
la produccién del hidrol izado.

Los hidrol izados de proteina de soya deben considerar
se como ingrediente importante, al igual que el edul-
corante, para elaborar bebidas de bajo pH fortifica--
das con protefinas. '
Con base en la cantidad de hidrol izado de soya reque-
rida para la fortificacién nutricional de una bebida-
o jugo de bajo pH, es necesario desarrollar formula--
ciones para un nuevo tipo de producto.

Dado que México es el pais que consume mis refrescos-
por habitante, la fortificacién de éstos con protei--
nas modificadas enzim&ticamente puede considerarse co
mo una alternativa qu

de la poblacién.
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