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INTRODUCCION 

~a aplicación comercial de enzimaJs~ ini~ió a fines 

del siglo pasado con el descubrimiento de Jochiki Takami-

ne de una enzima diastásica. Posteriormente en 1911 Wa--

1 lerstein's patentó el uso de enzimas proteo! íticas en la 

cerveza. 

Actualmente ~e conocen más de 2 000 enzima~, 1 de las-

cua 1 es so 1 o un pequeño número se ut i 1 izan en 1 a industria 

alimentaria, incluyéndose dentro. de este grupo a las pro-
r'} 

teasas de origen vegetal. 

Es bien conocida 1 a ap 1 i cae i ón de 1 a p,apa í na, brome

¡ ina y. ficina en procesos de alimentos, orientar]do su uso 

principalmente hacia la clari.ficación y estabilización de 

cerveza, ablandamiento de carnes y producción de hidro! i-

zados de proteínas. 

La importación de este tipo de proteasas se ha incr~ 

mentado considerablemente en los últimos años y va aunada 

a la mayor demanda de la industria nacional, lo cual re-

presenta una importante fuga de divisas para el país. 

Considerando que las proteasas vegetales~rovienen

principalmente de árboles tropicales como la Carica papa-
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ya, Ananas comosus y del género Ficus, es lógico pensar
r 

que en la región del trópico húmedo del territorio mexic~ 

no, se desarrollen vegetales que presenten actividad pro-. 
teol ít i ca. 

En el Sureste del pa1s abarcando los estados de Yuca 

tán, Tabasco y Quintana Roo, creGe un arbusto de cuyas hQ 

jas se obtiene un extracto acuoso que produce una rápida

precipitación de la leche, evidencia que hace pensar en -

la existencia de enzimas proteo! íticas. Este vegetal es-

denominado com~nmente "chaya" (Cnidoscolus chayamansa) y

se caracteriza por ser una fuente extrao~dinaria de pro-

te1nas vegetales. J 

r 
La Chaya es un arbusto que se desarrolla rápidamente 

y presenta un follaje abundante y resistente a las pla--

gas; además no requiere de fert i 1 izantes, n-i abonos. La 

recolección de las hojas puede real izarse durante todo el 

año y el fol !aje se regenera en corto tiempo/1 

La papaína, que es la enzima proteo! ítica vegetal de 

mayor consumo desde el punto de vista comercial, presenta 

desventajas en cuanto a los costos que se derivan del cul 

tivo del árbol, control de plagas y recolección del lá---

tex. 

En virtud de las ventaj~s que presenta la chaya y de 

su disponibilidad como materia prima, se decidió enfocar

el presente trabajo hacia la extracción óptima de protea-

sas y su apl icaci6n en la industria alimentaria. El sub..,. 
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producto de la extracci6n puede ser utilizado como fuente 

de proteínas, lográndose así el aprovechamiento integral

de la hoja. 
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GENERALIDADES 

2. l. Genera 1 ida des sobre Cn ido seo 1 us e hay amansa 

Chaya, Cnidoscolus chayamansa Me Vaugh (1) es un vegetal

que crece en las regiones del trópico húmedo caliente. 

Fue uno de los vegetales que formaron la dieta básica de

los antiguos pobladores de la penfnsula de Yucatán, 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 descripción taxonómica fue dada por Bassey (2): 

Reino Vegetal 

División Tracheophyta 

Subdivisión Pteropsidae 

Clase Angiospermae 

Subclase Dicotyledoneae 

Grupo Archichlomydae 

Orden Geraniales 

Fami 1 ia Euphorb.i a cea e 



Género 

Especie 

Nombre común 
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Cnidoscolus 

chayamansa ~ aconitifol ius 

Chaya 

El género Cnidoscolus consiste de 40 a 50 especies

que se distinguen por una única envoltura floral blanca,

glándulas peciolares distintivas y pelos epidé·rmicos urtj_ 

cantes. Se encuentra muy relacionada con~ aconitifo---

1 ius l. M. Johnst, árbol grande, el cual se utiliza prin

cipalmente como ornamento y sus hojas también son comesti 

bl es. 

fLa Chaya es un vegetal muy antiguo originario de Ja

Península de Yucatán y probablemente fue 1 levada a otras-

regiones de México y Centroamér i ca, ~sin embargo en Guate

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

Chaya como planta útil. La especie cercana~ aconitifo-

1 ius se menciona frecuentemente como ornamental. La Cha

ya se introdujo a Cuba donde se le conoce por ser un veg~ 

tal comestible. De Cuba fue introducida a Florida como-

un arbusto exhuberante poco apreciado. Aparentemente la

primera introducción a Puerto Rico fue hecha por el Depa~ 

tamento de Agricultura de los Estados Unidos. 

\En Yucatán se le conoce como una planta maravillosa

tanto por sus propiedades alimenticias ·como medicinales,

siend~ muy apreciada por los yucatecbs. En el Sureste-

del país 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 s1n el menor cuidado.~ 

2.1.1. Descripción botánica 

La Chaya es un arbusto alto de 2 a 3 metros de al-

tura, presenta un follaje abundante. Su tal lo central o 

tronco es de aproximadamente 10 cm de diámetro. Las ra

mas laterales tienen de 2 a 3 cm de diámetro cerca de--

las puntas. la corteza del tallo es suave, verde cuando 

es joven y grisácea cuando el arbusto es viejo. 

La médula del tronco es larga, dividida en lamini--

1 las blancas transversales y posee un látex blanco. 

Las hojas son alternas, simples, lobuladas, denta-

das irregularmente, presentan un peciolo largo y contie-

nen un jugo lechoso. En general son 1 isas presentando -

~equefios pelos en el· co~torno. Las hojas son más anchas 

que largas, alcanzando dimensiones de 22 X 18 cm, prese~ 

tan una superficie ondulada debido a la superposición de 

los lóbulos al presionar las hojas~ (Fig. 1) 

La Chaya florece rápidamente en c1mas casi trihor-

quil ladas, con las flores pistiladas en la horquillaba-

sal. Son de color blanco y actinomorfas. Las flores--

mase u 1 i nas tienen di seo estam i no ida 1 y 1 os estambres 1 i

bres; las femeninas un disco anular, ovario tricarpelar, 

tri 1 ocular, con 3 est i 1 os 1 ibres y con 2 óvulos en cada

cavidad. E) olor de la flor es desagradable. 



FIG 1. 
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El fruto es una cápsula que no ha sido descrito taxo

n6micamente. Se desconoce el fruto maduro. 

(Existen 3 especies de chayamansa o cultivadas y 2 es 

pecies silvestres. 

Las especies cultivadas presentan una hoja más delga

da, m6s pequefia, trilobular .y con menos espinas que lacha 

ya brava, los mayas la nombraban kekenchay o chaykeken 

( chaya-cerdo 1 itera 1 mente). Esta especie es la preferida-

por contener menos espinas y ser más fácil de cocer. 

Las especies silvestres reciben el nombre de tzintzi~ 

chay, sus hojas son más alargadas, troncos y peciolos son

más delgados y por la cantidad de espinas que presenta es-

menos consumida como a 1 i ment_~) 

2.1.2. Cultivo (5) 

r 
Se conoce muy poco sobre el cultivo de la Chaya. Cre 

ce en condiciones naturales silvestres y sin ningún cuida-

do. Puede ser plantada en cualquier época del año, pero

es de más fácil propagación al comienzo de las estaciones

luviosas cuando los d'las son más largos:J 

La producción de semillas es rara de ah'! que la siem

bra y propagación más satisfactoria sea por medio de esta-

cas. En presencia de luz y aire cualqui~r estaca produce-

ra1ces. La longitud de éstas puede variar desde 10 cm ha~ 

ta 1 metro o más, pudiéndose colocar directamente en el 

suelo, el cual debe estar bien drenado y no muy húmedo al-
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principio. 

~El suelo apropiado para la Chaya es la tierra roja o 

de moldeo aunque se ha visto que crece en la arena y arr~ 

cifes tolerando muchos otros tipos de suelo. Crece den--

tro de malezas o en campo abiert~hasta 1 300 metros de

altura sobre el nivel del mar. 

Después de la plantación el crecimiento ocurre en 2-

a 6 semanas. Las nuevas plantas_crecen lentamente, sien

do el crecimiento más rápido a los 4 meses de la planta--

c~6n. 

Al terminar el primer año de crecimiento las plantas 

pueden ser podadas considerablemente respondiendo con un-

nuevo crecimiento en forma rápida. Severas sequias pue--

den parar su crecimiento, 1 legándose a caer algunas ho--

jas. TA nivel casero se ha observado un crec-imiento sati~ 

factorio en condiciones adversas sin hacer uso de abonos-

o fertilizantes.) 

/ia 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 pla~ 

ta. _La cantidad 6ptima de hojas que pueden ser removidas 

no ha sido determinado, pero plantas grandes aún cuando

se cortan a 40 cm del suelo crecen rápidamente 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 repetirse.j 

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

pocos dfas, sin embargo la planta recupera rápidamente su 

follaje. 

1;.1.3. Composici6n 

Para consumo a 1 i ment i e i o se ut i 1 i zé)n 1 as hojas y pe

ciolos, a los cuales se les han hecho análisis bromatol6-

gicos, reportándose un alto contenido de p~otefnas, cial-

cio, fierro y vitaminas. La composici6n de la Chaya es -

la siguiente: 

COMPONENTES PRINCIPALES 

H2o g 

PROTEINAS g 

CARBOHIDRATOS g 

EXTRACTO ETEREO g 

FIBRA CRUDA g 

CENIZAS g 

MINERALES 

CALCIO mg 

FIERRO mg 

FOSFORO mg 

CANTIDAD DE ACUERDO A 

1) 

81.1 

6.2 

6. 1 

1.9 

2.6 

2.1 

226 

5 

54 

2) 

76.4 

7.8 

1.6 

2.3 

2.6 

334 

11 

82 

3) 

7.2 

6.7 

1.9 

324 

8.62 



- 10 -

VITAMINAS 1) 2) 3) 
ACIDO ASCORBICO mg 196 176 235 
CAROTENO mg 8 6 

NIACINA mg 1.5 0.2 1.6 

RIBOFLAVINA mg 0.4 o.s 0.35 

TIAMINA mg 0.3 0.2 0.24 

Nota: Todos estos datos están dados por cada 100 gramos

de hoja fresca. 

1) Proporcionado por la League for lnternational Food Edu 

cation en 1973 (3). 

2) Munsell et al (4). 

3) Valor nutritivo de los alimentos mexicanos. Instituto

Nacional de la Nutrición, México, 1974._j 

El Dr. Cravioto O. René y colaboradores (6) estudia

ron 1 a compos i e i ón de 137 a 1 i mentos yucatecos de oP i gen -

vegetal, entre los que figura la Chaya dentro de los más

ricos en proteína, Ca y Fe. 

Se ha encontrado que las cantidades proporcionadas

poi' 100 g de la porción comestible de las hojas de Chay~ 

comparadas con las que recomienda ingerir diariamente el 

Consejo Nacional de Investigaciones de Estados Unidos, pa 

ra un hombre moderadamente activo de 70 Kg son: 

COMPONENTE 

CALCIO 421 mg 

% DE LO RECOMENDADO 

53% 
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COMPONENTE 

FIERRO 

VITAMINA C 

CAROTENO 

RIBOFLAVINA 
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11.61 mg 

274.0 mg 

5700 U.l. de Vit A 

0.36 mg 

% DE LO RECOMENDADO 

116% 

365% 

114% 

18% 

\El contenido de aminoácidos de la prote1na de la Chaya es 

el siguiente: 

\A M 1 NOAC 1 DOS 
' 

ALANINA 

ARGININA 

AC 1 DO ASPARTICO 

CISTE 1 NA 

ACIDO GLUTAMICO 

GLICINA 

ISOLEUCINA 

LEUC INA 

LISI NA 

METIONINA 

FENIL ALANINA 

PROLINA 

SERINA 

TREONINA 

g a.a./ 

(1) 

4.6 

11.2 

13.7 

1.7 

19.0 

3.5 

3. 1 

5.8 

4.9 

1.2 

6.0 

1.0 

3.3 

3.3 

100 9 de protefna 

(2) 

PATRON FAO 
1957 

2.0 

4.2 

4.8 

4.2 

2.2 

2.8 

2.8 
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AMINOACIDOS 9 a.a./ 100 9 de proteína 

( 1) (2) 

PATRON FAO 
1957 

TIROSINA 3.5 2.8 

VALINA -4.9 4.2 . 
TRIPTOFANO 1.4 

Nota: (1) Análisis desarrollado por los laboratorios Na

cionales de Fomento Industrial (3). El Triptofar.o no se 

deterniin6. 

(2) Protein Requirements. Report of a Joint FAO/WHd Ex

pert Group. World Health Or9anization Geneva 1965. 

Por lo que se puede observar de los datos anterio-

res, la Chaya es una fuente de 1 isina y fuente moderada

de aminoácidos sulfurados. 

La 'Chaya contiene una gran cantidad de glacósidos

cianog~nicos, siendo su contenido mayor en las hojas y -

menor en los tal los. La naturaleza de estos compuestos

no se ha establecido pero son solubles en agua e inesta-

bl es. \ 
_j 

Martín, Telek y Rubert~ (7) encontraron que la Cha-

ya contiene: 

PROTEINAS 

CAROTENO 

CONTENIDO DE ACIDO OXALICO 

26.3 % B.S. 

4200 u. l. 1 100 9 
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ALTO CONTENIDO 

Las hojas han sido util izada• como alimento desde el 

tiempo de los antiguos mayas. En la "Relaci6n de lasCo

sas de Yucatán" de Fray Diego de Landa, se nos hace refe

rencia al respecto: "Hay otro gfinero de árbol que indios 

y españoles llaman chayas que crecen tanto como higueras

Y lo parecen de alguna manera; las hojas.de este árb-ol c_2 

men generalmente los indios y españoles de la misma suer

te que coles y bereas aunque no son de tanto gusto". 

En Yucatán constituye un plato regional, sabroso y

barato y por esto es rara la casa de campesinos u obreros 

que no tenga matas de Chaya. En esta regi6n del país se

~repara una clase de tamal "el tzotobilchay", que es uno

de los platillos más típicos y una forma básica nutritiva 

del pueblo maya ya que combina el maíz, la chaya y la pe

pita de calabaza llamada ziquil. José Díaz Bol io consid~ 

ra que ésta es la f6rmula magistral de la nutriología ma

ya. 

En la preparaci6n de la Chaya~ las hojas y tal los se 

cortan en pequeñas porciones antes del cocimiento, luego

se sumergen en agua y se dejan por espacio de 20 minutos

a ebul 1 ici6n. Se sirven con mantequilla y aceite. Se c_2 

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 trópic~ 
Para su uso posterior, puede conservarse congelada, -

sin blanquearse. Se usa también como alimento para anima

les y como ornamento. 

/A ni ve 1 de 1 a medie i na popular se ha usado· extensame_!l 

te. Su uso como tal ha sido mencionado por José Díaz Bo-

l io en relación a problemas de reducción de colesteror, a~ 

terioesclerosis, pelagra, hemorroides y acné. Se ha obser 

vado que actúa como laxante, diurético, estimulante de la

circulación, para mejorar la digestión y estimula la l_act~ 

ción y endurecimiento de las uñas. Un aspecto negativo es 

que causa irritaciones de la piel por la presencia de pe-

los urticantes~_j 

En la Universidad de Puerto Rico se ha empezado á dar 

impo~tancia al estudio de la Chaya como una fuente rica en 

proteínas, para la obtención de concentrados proteícos.(7) 

El procesamiento de hojas que crecen en los t~ópicos

podría abrir una nueva industria y proporcionar parte de

las proteínas que usualmente faltan en las regiones tropi-

cales. Naggy Steven, Nordby and Telek han desarrollado un 

concentrado de proteína a partir de las hojas de Chaya.(8) 
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2.2. Genera 1 i dades sobre Proteasas Vegeta 1 es 

Entre las enzimas proteol íticas, las proteasas vege

tales se utilizan ampliamente en la industria de al imen--

tos. La mayoría de estas enzimas se caracterizan por re-

querir de un grupo SH que es esencial para su actividad,

de ahí que también se denominen enzimas tiól icas o sulfhi 

dríl1cas. 

Estas proteasas se han encontrado tanto en plantas

dicotiledóneas (higo, papaya, euforbia), como en monocoti 

ledóneas (piña y cereal~s). Existen dos•grupos principa-

les: las enzimas tiól icas, que presentan su actividad óp

tima a pH cercanos a 7 para la digestión de hemoglobina,

caseína, albúmina de huevo y con fuerte actividad a la 

coagulación de la leche. El segundo grupo no requiere de 

grupos SH para su actividad, presentando un pH óptimo más 

alcalino 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 más conocidas que se obtienen de fru

tos tropicales y se aplican en procesos de alimentos es-

tán la papaína, la ficina y las bromel1nas provenientes

del fruto y del tal lo de la piña. 

En comparación con la pepsina, tripsina o las prote~ 

sas bacterianas el costo de las proteasas vegetales res-

tringe su ap 1 i cae i ón a procesos donde se requiere una· a 1-

ta actividad y especificidad. Las proteasas vegetales r! 
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pidamente rompen ciertos enlaces peptfdicos de las pro

ternas, lo cual hace que éstas sean útiles en procesos

que requieren de una prote61 i si s 1 imitada. 

Se han aislado otras proteasas ti61 icas de plantas 

tropicales como la calotropaína (9) de Calotropis proc~ 

ra o de C. gigantia, la mexicafna de Pileus mexicanus

(10) (11), euforbafna de Euphorbia grandiflora o Eupho..~:. 

bia lathyris, la asclepafna de Asclepias speciosa (13), 

la pinguinafna de Bromel ia pinguin (12) y la bolansafna 

de Brome 1 i a ba 1 ansae. 

A continuación se presentan algunas proteasas veg~ 

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

2. 2.1. Producción de enzimas proteo! fticas vegetales 

Para el manejo apropiado de las proteasas vegeta-

les hay que tomar en cuenta ciertos factores como son:

la estabilidad térmica, la naturaleza del sitio activo, 

la presencia de inhibidores, asr como todas aquel las 

condiciones no favorables a la actividad enzimática. 

En 1 a industria de a 1 i mentos se ut i 1 izan prepara-

ciones crudas o parcialmente refinadas que incluyen ca~ 

tidades menores de otras enzimas. En la Tabla No. 2 se 

presentan las fuentes de proteasas comerciales crudas,

indicando su composición y otros constituyentes enzimá

ticos· presentes. 

Tradicionalmente la papaína se obtiene de las pla~ 



C U A D R O · 1 

Nombre Género Fuente Estab i 1 i dad Estab i 1 i pH óptimo Actividad -
ENZIMA común de y del en ácidos o dad al Digestión coagulante 

la p 1 anta especie material a 1 ca 1 is calor proteínas de la 
(e) leche 

1----
1 nestab 1 e Tiempo de 

PAPAl NA Papaya 
Carica Látex abajo de vida media 

7-7.5 ( b) papaya del fru- pH 2.5 de 56' 
Fuerte y a- a 

to verde rriba de 12 75 oc 
- ····-

Ficus cari 
Estable 

FICINA Higo ca, F. giQ Uitex 
a 

7 Fuerte 
brata, F. pH de 2 

do 1 i aria 
MEXICAINA CuaguayotE P i·l eus Hojas y Estable a 

(b) mexicanus fruto pH de 8 Fuerte 

Asclepias Inestable Asclepaína 

ASCLEPAINA V encetó-
spec1osu, Látex, en medio rn. 78'60°C 

(b) sigo 
A. mexicana raíces ácido y AsclepaÍna 7-7.5 Fuerte 
A. syriaca básico s. 13'60°C 

BROMELINA Piña 
A nana sa- Fruto y. Inestable. 21.5' a 

6-7 ( b) tiva hojas ¡a pH de 2-3 60 oc . Fuerte 

PINGUINAI- Maya 
Bromel ia 

Fruto ( 1 eche) 
NA (b) pin!=Juin 3 Fuerte 

EUFOI~BA 1 NA 
[uplioPb ia 

(a) 
Tárta!10 1 athy,~ i s, Látex 66 Fuerte 

E.cerifera - .. 
~---

a) Notiólicas .b) t iól icas e) caseína, ovoalbúmina, hemoglobina desnaturalizada 



NOMBRE INDUSTRIAL 

Papaína (cruda) 

Brome 1 i na 

Brome 1 i na 

Ficina (cruda) 

T A B L A 

OTRAS PROTEASAS 

SULFHIDRILICAS 

Papaína 
Quimopapaína A 
Quimopapaína B 
Carboxipeptidasa 

Varias brome 1 i nas 
de 1 ta 1 1 o. 
Carboxipeptidasas 
Gl i e i n-esterasas 

Varias bromel inas 
del fruto 

'varias ficinas 

2 

OTROS CONSTITUYENTES 

ENZIMATICOS 

Lisozima 
e itotransferasa 
Varias glucosidasas 
Celulasas 

Celulasas 
Manosidasas 
Acido fosfatasas 

Lisozimas 
Peroxidasas 
Este rasa 
Acido fosfatasa 
Acetilglucosaminidasa 
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taciones de Carica papaya l. establecidas principalmente 

para la producción de papaína, mientras que la brome! ina 

proveniente de los tal los de Ananas comosus es un subpr.2_ 

dueto de !as plantaciones de piña establecidas para la -

producción del fruto~ 

Existen no más de 20 enzimas que actualmente tienen 

una come re i a 1 i zac i ón a gran e sea 1 a en 1 a industria de a-

1 imentos. En el Gráfico 1 se presenta el número de enzl 

mas conocidas de acuerdo a 1 istas publicadas en función

del tiempo en términos del año de la publicación, en co.!!! 

para e i ón con e 1 número de enzimas come re i a 1 es ut i 1 izadas 

en la industria de alimentos (20). 

Dentro de las proteasas vegetales la papaína ocupa-

el primer lugar en cuanto a producción y uso. Los datos 

referentes a las importaciones de enzimas proteo! íticas

reflejan un constante aumento, con pequeñas fluctuacio-

nes como se aprecia en la Tabla No 3. 

2.2.2. Preparación de enz i rlias come re i a 1 es 

. !(;' ( 

/'A. 
J 

Extracción: 

Las enzimas provenientes de tejidos vegetales o anr 

males o bien aquellas local izadas dentro de las células

microbianas deben obtenerse en solución acuosa antes de-

su procesamiento. En genera 1 1 os tej idos secos son m o 1 i 

dos a partículas muy pequeñas y los tejidos húmedos son

desintegrados comp 1 etamente por mo 1 i en da u homogene iza--
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GRAF. No l.NUMERO DE ENZIMAS CLASIFICADAS Y 

1eoo 

I'Z.OO 

000 

DE USO COME RC.lAL EN LA INDUSTRIA 

ALIM11NTARIA . 

...__.. comercializ:ado<:> paro \a 
i ndu::.triCI a 1 imen tc:1 rii= 

,• __. c\c:~<Diricadds 

10100 

t.iempo (oños) 

'2.000 



T A B L A 3 

1976 1977 1978 1979 
Kg. Pesos Kg Pesos Kg P·esos Kg Pesos 

PAPAl NA 

15 004 3 8li 364 18 619 8 730 893 22 508 12 217 637 16 806 9 595 623 

BROMELINA 

1 404 2 615 801 1 858 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 Estad1stico del Comercio Exterior de los Estados 

Unidos Mexicanos corresp'ondientes al año de que se trata, publ ic¡::a-

das por la Secretaría de Programaci6n y Presupuestos. 

1978-1979: Subdirección de Investigación Económica del Banco de M~xico S.A. -

Primeras cifras preliminares para 1978-1979. 
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ción. 

Estos materiales son extrafdos con agua o con solu

ciones amortiguadoras adecuadas e 1 i minando 1 os restos in 

solubles por filtración o centrifugación. 

Frecuentemente las soluciones acuosas están muy di

luidas para una recuperación directa y se concentran por 

evaporación al vacfo a temperaturas relativamente baj~-~ 

Una mayor concentración y separación de la mayor -

parte de impurezas so 1 ub 1 es puede rea 1 izar se por prec i P.l. 
tación con solventes orgánicos, siendo los más utiliza--

dos e 1 etano 1, i sopropano 1 o acetona. [n ocasiones se -

utilizan sales inorgánicas como (NH
4

)
2
so

4
. Estas prec i-

pitaciones se hacen a temperaturas bajas, en el menor-

tiempo posible para evitar la desnaturalización y pérdi

da de actividad enzimática. 

Frecuentemente las precipitaciones se 1 levan a cabo 

en presencia de materiales como azúcar, almidón o tierra 

de diatomeas para obtener un precipitado con caracterfs

ticas físicas deseables. 

A 1 fina 1 1 a recuperac-ión de 1 a enz 1 ma puede rea 1 i --

zarse por filtración o centrifugación, pudiendo ser seca 

da al vacío. 

En 1 a actua 1 i dad se ha introducido e 1 término de r~ 

finamiento de una enz1ma para indicar el proceso de dis~ 

1 uc i ón de 1 os constituyentes so 1 ub 1 es, i nc 1 uyendo 1 as e_!2 

zimas del látex y luego precipitación de las enzimas con 

algún agente que no las inactive como los citados ante--
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riormente. 

Obtención y refinamiento de algunas proteasas 

vegetales 

Pap¡;¡ t na.- Se obtiene de 1 . fru-to de Car i ca papaya e 1 cua 1· 

crece en las regiones tropicales. La mayori~ de lapa-

paina cruda comercial se obtiene de Tanganika y de Cei-

lán. La proteasa se encuentra en el látex lechoso del 

fruto verde, de las hojas y del tronco del árbol. La ob 

tenci6n del látex se real iza mediante incisiones longit~ 

dinales en la parte más externa del fruto no mpdUrQ, que 

cuelga del árbol y que ha alcanzado su máximo tamaño. El 

látex es recolectado en recipientes. Estas incisiones -

se repiten cada 3 a 5 dias mientras el fruto no 1 legue -

a madurar. Un árbol puede dar cerca de 450 g de látex

seco por año. La coagu 1 ac i 6n de 1 1 átex ocurre espontá-

neamente en 4 a 6 horas, acortándose el tiempo·a 10' me

diante agitación. 

Secado del látex.- Puede hacerse al sol, o en sec!! 

dores de corriente forzada a una temperatura entre 50 y-

55 °C para 1 legar a un contenido de humedad del 5 al 8%. 

Se puede secar también al vacio lo cual disminuye cuai--

quier oxidación. En 1 a actua 1 i dad en· 1 os procesos de s~ 

cado se busca un ahorro de energ1a, para lo cual se ha u 

ti 1 izado e 1 secado por aspers i 6n desarro 1 1 a do por Bou--

dart. 
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En este proceso e 1 1 átex de papaya es agitado, cen-

trifugado, filtrado para eliminar microorganismos y fi-

nalmente secado por aspersión. Comparada con la papafna 

cruda normal es varias veces. más activa, contiene menos

contaminación bacteriana y es completamente soluble pu-

diendo ser uti 1 izada directamente en muchas apl icacio---

nes. 

Refinamiento de la papafna cruda secada por otros

métodos.- Debe 1 impiarse el látex para eliminar impure

zas solubles e insolubles para lo cual se disuelve la p~ 

paína cruda, se filtra y se precipita con un solvente, -

se realiza una segunda filtración y se seca el.prec.ipit~ 

do. Es muy usual el uso de estabilizadores sulfhidríl i

cos como bisulfito y cisteína antes de la precipitación. 

Ficina.- Se importa principalmente de Sudamérica y se

obtiene deL látex de los árboles tropicales de higo del

género Ficus. 

Existen más de 2000 especies de este género y la -

actividad varfa considerablemente de una especie a otra. 

La mayoría de las preparaciones comerciales provienen de 

F. glabrata. E 1 1 átex se reco 1 ecta mediante incisiones-

o cortes en el árbol y el jugo es separado después que -

el caucho del látex se ha coagulado. 

La enz1ma se recupera del jugo precipitándola con

acetona o bien secándola por aspersión. 
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RENDIMIENTO DE ENZIMAS PROTEOLITICAS DE ORIGEN VEGETAL 

PAPAINA: De un árbol de papayo se obtienen 400 gramos de 

látex y 70 gramos de papaína cruda comercial. 

BROMELINA: (fruto). Se obtienen de 2 a 3 gramos de enzi

ma cruda por cada 1 itro de jugo. 

2.2.3. Estab i 1 i zac i ón de enzimas comercia 1 es 

Las enzimas se venden como productos sólidos o 1 íqui_ 

dos en base a su potenc~a, ya sea concentradas o diluidas 

a actividades estándares. 

Los productos 1 íquidos suelen requerir de estabiliza 

dores para evitar el crecimiento microbiano así como la -

disminución o pérdida de la actividad enzimática durante

el almacenamiento.· Entre algunos agentes empleados se e~ 

cuentran e 1 benzoato" de sodio, gl i cero 1 f prüp i 1 eng 1 i co 1 f

sorbitol y cloruro de sodio. Los productos s61 idos se a

justan a potencias estándares mediante la adición de almi 

dón, 1 actosa, dextrosa,. sacarosa, sa 1 es, ge 1 atina y case í 

na. 

Por ejemplo en el caso de ablandadores de carnes se

utilizan soluciones amortiguadoras de papaína adsorbidas

en cloruro de sodio. Existen otras preparaciones más elQ 

boradas que incluyen el uso de brome! ina combinada con -

cloruro de sodio, azúcar, saborizantes y grasa para ser

inyectadas a la carne. 
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En ocas1ones se incorporan reductores en las formula 

Clones. Para la papaína se sugiere el uso de bisulfito -

de sodio. 

2.2.4. Métodos de ensayo 

Es importante la medición de la actividad proteo! íti 

ca ya que es un criterio importante de calidad tanto para 

el productor como para el usuario o consumidor. Cuando

las proteasas son usadas en procesos de alimentos, los 

sustratos naturales son proteínas y por tanto aquel los en 

sayos donde el sustrato es una proteína son los más apro

piados. 

Los sustratos más utilizados son la caseína, gelati

na, hemoglobina, sera-albúmina y edestina. 

Se han reportado diferentes métodos para la detérmi

naci6n de la actividad proteo! ítica siendo los más util i

zados el Método de Anson (16) el cual utiliza como sustrQ 

to hemoglobina desnaturalizada con urea y el método modi

ficado de Kunitz (17) donde el sustrato es la caseína. 

Ambos métodos se basan en la hidrólisis del sustrato 

por un tiempo determinado, en condiciones de temperatura

Y pH controladas. Se precipita la proteína no hidro! iza

da con ácido tricloroacético, determinándose tirosina y -

triptofano de péptidos de bajo peso molecular ya sea por

colorimet~ía (reactivo de Fol in-Ciocalteu) (18) o bien

cuantificándolos en un espectrofotómetro por su absorban-
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c1a a 280 nm. 

En otras determinaciones calorimétricas se utiliza

ninhidrina para cuantificar el Nitrógeno proteíco a par-

tir de una curva estandar de sulfato de amonio (19). 

Por último mencionaré el método basado en el tiempo

de coagulación de la leche, el cual es un ensayo de bajo

costo que requiere de un mínimo de equipo. Este ha sido

utilizado tradicionalmente para las proteasas vegetales-

(25). 

2.2.5. Pr i nc i pa 1 e·s ap 1 i cae iones come'rc i a 1 es de 1 as pro-

teasas veget~les 

A. Clarificación y estabilización de cerveza: 

Durante la elaboración de la cerveza, parte de la -

proteína que es soluble a temperatura ambiente es capaz -

de precipitar con el enfriamiento causando turbidez, mis

ma que desaparece con el calentamiento. Este fenómeno se 

debe principalmente a la condensación o combinación de 

proteínas de alto peso molecular con material poi ifenól i

co (tanino~) (21); los carbohidratos, (glucosa, arabinosa 

y xilosa) sílice y metales pesados (Cu, Fe) contribuyen

en menor proporción (22) . 

. La papaína digiere 1 as proteínas en un medio 1 i gera

mente ácido (pH 4-5) previniendo así la precipitación de

la proteína en la cerveza fría. Por lo general se adici~ 

na cerca de.l gramo de papaína comercial por barril ( 8-
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ppm), antes de la pasteurización a 60 °C, Esta tempera-

tura no es tan severa como para desnaturalizar a la enzl 

ma en grado apreciable. 

B. Ablandamiento de carnes: 

Este es el segundo uso mayo~ de la papatna comer --

cial 

La conversión del m6sculo a carne despUés de matar

al animal incluye la actuación de varios sistemas enzim~ 

ticos. Las enzimas gl icol tticas convierten el glucógeno 

y glucosa a ácido láctico, resultando una disminución de 

la solubilidad y propiedades de retención de agua de las 

protetnas. La miosina ATPasa y la creatina cinasa cau-

san la reducción de la creatina fosfato y del ATP, lo--

cual permite ~1 mósculo entrar en rigor mortis. En este 

estado el músculo es muy rtgido y duro, es por esto que

debe dejarse madurar para permitir que se vuelva suave.-

Una parte importante de este proceso lo· 1 levan ~1 -

cabo la acción de proteasas endógenas en el sistema con

tráctil (en particular de la .1 tnea Z del sarcómero) y -

puede acelerarse en forma satisfactoria con la adición-

de enzimas proteo! tticas. Dentro de éstas se incluye a-

la papatna, ficina, bromel ina y algunas enzimas microbi~ 

nas. 

Los productos comerciales para este propósito con-~ 

tienen 2% de papatna y cantidades variables de sal, glu-
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cosa, glutamato monosódico, agentes saborizantes y espe

Cias. El polvo se apl1ca 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 usua 1 • 

Se ha visto que la forma más efectiva de aplicación 

es por inyección de la enzima dentro del animal minutos

antes de su muerte. De esta forma la enzima es 1 levada

por todo el sistema vascular hacia el cuerpo del animal, 

ejerciendo su acción ablandadora después de la muerte -

del m1smo. 

La dosis recomendada para la inyección anterior es

de aproximadamente 5 ppm de papaína comercial basada en

el peso vivo del animal. Se ha reportado que la enzima

debe estar oxidada antes de la inyección y~ que puede r~ 

activarse por grupos su 1 fh i dr í 1 i cos propios de 1 a carne. 

Algunas patentes de~criben la oxidación de la papafna -

con agua oxigenada (la cual es eliminada por acción 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 distribución In-

tramuscular de la enzima. 

El uso de la ficina y bromel ina para el ablandamie.!l 

to de carnes se restringe debido a su disponibi 1 idad y -

costo. 
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C. Producción de sabores: 

La producción de compuestos saborizantes mediante la 

hidrólisis parcial de proteínas ocupa el tercer lugar en

cuanto a 1 a ap 1 i cae i ón de proteasas vegeta 1 es. Estos h i

drol izados enz i mát i cos pueden prepararse ut i 1 izando como

sustratos la proteína de soya; el gluten de trigo o bien

proteínas de la leche. 

Dentro de 1 a poca información pub 1 i cada sobre este -

tema sé encuentra la formación de péptidos amargos debida 

a la hidrólisis enzimática de las proteínas. Se ha acep

tado que el amargor es resultado de la secuencia de am1no 

ácidos de la p~oteína. Ney (32) ha observado que el sabor 

amargo en los péptidos está correlacionado con la propor

ción de aminoácidos hidrofóbicos presentes, por 1~ tanto

un hidro 1 izado enz i mát i e o set'á amargo si una proteasa pa.c. 

ticular ibera un péptido que contenga una alta propor--

ción de residuos de aminoácidos hidrofóbicos. 

Uno de los usos potenciales de las proteasas en la -

industria de a 1 i mentos y que todavía no se conoce a fondo 

como las aplicaciones antes citadas, es la modificación

enzimática de las propiedades funcionales de las proteí-

nas de 1 os a 1 i mentos. 

La aplicación de proteasas es un medio atractivo pa

ra obtener mejores propiedades funcionales de las proteí

nas de los alimentos sin deteriorar su valor nutritivo. -

(28). La degradación de las proteínas en péptidos de di-

ferente longitud generalmente vuelve al producto más solu 
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ble, especialmente en el punto isoeléctrico. Sin embargo

otras propiedades funcionales como la viscosidad, capaci

dad emulsificante y capacidad de absorción de agua se ven 

influenciadas. 

Durante las últimas décadas la producción industrial 

de a 1 i mentos ha creado una demanda de proteínas no conven 

cionales con propiedades funcionales particulares. 

Entre los trabajos más recientes (1978) se encuentra 

el estudio de la hidr61 isis enzimática de las proteínas

de soya real izado .por Sejr Olsen, H., y Adler-Nissen J. -

( 31). Estos investigadores consideran q~e el uso poten--

cial de la proteína dé soya como ingrediente en muchos a

limentos de pH bajo como son bebidas y refrescos, depende 

del perfil de solubilidad del producto protéico. El uso

de proteínas de soya solubles en su punto isoeléctrico 

tiene grandes ventajas para aplicaciones de este tipo. 

Se sabe que las-propiedades funcionale$ de la mayo-

ría de los productos de proteínas de soya disponibles co

mercialmente, son pobres a pH cercanos al punto isoeléc-

trico, de ahí que el uso de· proteínas de soya modificadas 

enz i mát i camente parece ofrecer buenas pos i b i 1 i dades para

mejorar el valor nutritivo de alimentos de pH bajo. 

La División de Enzimas de Industrias Novo ha real1z!! 

do hidrólisis enzimáticas de proteínas de soya a escala

piloto con resultados satisfactorios, obteniendo produc--

tos 1 i bres de sabores amargos. Las condiciones óptimas -

que han encontrado, utilizando una enzima proteo! ítica --
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proveniente de Bacillus 1 icheniformis (Alcalasa 0.6 L,

Enzimas Novo) son: sustrato protéico 8%, tiempo de hi-

dról i si s 2 horas·, re 1 ación proté i ca de enzima-sustrato-

2%, pH 8.0 y temperatura de 50 °C. Los sustratos más -

convenientes resultaron ser los aislados y concentrados 

de proteína de soya. 

2.2.6. Proteasas microbianas 

Las proteasas microbianas de interés, desde el pu~ 

to de vista de su apl icaci6n en la industria alimenta--

ría, son enzimas extracelulares. El número de microor-

ganismos que secretan proteasas es extraordinariamente

grande. 

Estas enzimas se han agrupado conjuntamente ya que 

tienen un origen común: los m-icroorganismos. 

Entre éstas se encuentran las proteasas fúngicas y 

las bacterianas. Las primeras se emplean para modifi-

car las proteínas del trigo utilizadas en panificación

y en el ablandamiento de carnes; además tienen un papel 

importante en la producción de quesos. Las proteasas -

bacterianas se aplican en menor proporción siendo utilj_ 

zadas en la clarificación de cerveza, en la producción

de hidro 1 izados de proteínas y como sup 1 ementos en a 1 i

mentos para ganado. 

Entre 1 os pr i nc i pa 1 es mi croo;~gan i smos ut i 1 izados -
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para la producción de estas enzimas se encuentran el As

pergil lus saitoi, Aspergil lus oryzae, Aspergil lus niger

y Bac i 1 1 us subt i 1 1 s. 

En comparación con las proteasas vegetales tienen

una baja estabilidad térmica. Por ejemplo, las protea-

sas.- de fl. oryzae pierden ráp i'damente 1 a actividad enz i m~ 

tica al someterlas a 50 °C por un perfodo dé JO minutos. 

Su especificidad es más amplia respecto a los enlaces 

peptfdicos de las cadenas protéicas. 

La producción de proteasas microbianas se ha Incre

mentado en los últimos años debido a las grandes venta-

jas económicas y técnicas que presentan. 
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MATERIALES Y METODOS 

MATERIA PRIMA.- Para la extracción de enzimas proteo! 1tl 

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 más abundante y hojas más grandes y gruesas, -

se decidi6 hacer las extracciones con esta especie. 

RECEPCION DE LA MATERIA PRIMA.- Las hojas se recibieron-

en bolsas de poi ipropileno, las que resultaron ser más a

propiadas permitiendo a la hoja una aereación adecuada. 

SELECCION DE LAS HOJAS.- Se seleccionaron las hojas no

maltratadas y se dividieron en dos grupos: 

A) HOJAS FRESCAS 

B) HOJAS SECAS.- Las hojas recién seleccionadas fueron

secadas en un secador de túnel, a una temperatura de 40-

50 °C, con el fin de no desnaturalizar las enzimas prese.!l 

tes en las mismas. El contenido de humedad promedio del-
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producto seco fue de 4%. 

3.1. Anál1s1s bromatológico 

En el momento de recibir las hojas se hicieron las

siguientes determinaciones de acuerdo a los métodos ofi-

ciales de análisis de la AOAC (33). 

1.- Humedad.- (27.3) 

2.- Prote1nas.- Método de Kjeldahl (2.25). Para todas--

1 as determ.i naciones, e 1 factor ut i 1 izado fue 6. O. Pi

ne en 1955 sugiere el uso de este factor para la de-~ 

terminación de prote1nas de origen vegetal, el cual -

se basa en un contenido de Nitrógeno 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. Extracción de enzimas proteolfticas 

Las hojas secas (A) y frescas (B) se sometieron al -

proceso de extracción (Fig 1*), un dfa después de su re-

cepción. 

Para las extracciones con las hojas secas se pesó el 

equivalente a las hojas frescas (aproximadamente 19.5 g). 



FIG !:*DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO 

HOJA FRESCA 
100 g. 

PAPILLA DE 
HOJA 

DE EXTRACCION 

SOL UCION DE EXTRAC CION 
750 ml. 

EXTRACTO CRUDO ENZIMATICO 
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Equipo ut i 1 izado para 1 a extracción: 

1. Balanza granataria Triple Beam OHAUS. 

2. Licuadora Osterizer de 4 velocidades. 

3. Agitador magnético MAG-MIX 65906. 

4. Potenciómetro Beckman Modelo H-2. 

5. l i of i 1 i zadora US 1 FRO 1 D Re i·utor.d, Mode 1 o SMJ. 

La 1 i of i 1 i zac i ón se ut i 1 izó con e 1 fin de conservar 

los extractos crudos provenientes de un mismo lote ~ara

su posterior estudio (34). 

Se ha reportado en la 1 iteratura la pérdida de acti 

vidad enzimática de soluciones acuosas de ficina que han 

sido 1 iofi 1 izadas (15-b), de igual manera en el caso de

la pinguinaína (12), razón por la cual se hizo una prue-

ba sobre e 1 materia 1 1 i of i 1 izado con e 1 fin de determ i --

nar si se afectó la actividad enzimática. 

3.2. 1. Efecto de 1 proceso de 1 i of i 1 i zac i ón 

Se tomó un volúmen conocido del extracto crudo lt-

qu ido y se 1 i of i 1 izó. Posteriormente e 1 producto só 1 ido 

se rehidrató con agua destilada al volúmen inicial. De

esta solución se tomó un volúmen "X" para la determina-

ción de la actividad proteo! ítica. Sé tomó el mismo vo

lúmen "X" del extracto crudo líquido antes del proceso

de 1 iofil izaci6n,· determinándose la actividad proteo! Hj_ 

ca correspondiente bajo las mismas condiciones. 
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Estas determinaciones se rea 1 1 zaron a pH 6. O, temp~ 

ratura de 40 °C y tiempo de hidrólisis de 50 minutos (M§. 

todo descrito en 3.3.) 

3.2.2. Soluciones para la extracción 

Comunmente la extracción de proteasas vegetales se-

1 leva al cabo en soluciones acuosas y en soluciones sali 

nas diluídas, en las cuales la mayoría de las enzimas~

son estables.· Es muy comón el uso de soluciones de NaC~ 

Witt y Tousignant (35) utilizaron soluciones de--

K2so4 al 5% para la ~xtracción de proteasas de la malta, 

obteniendo actividades proteo! íticas altas. 

Se ha observado la estabilización de enzimas duran-
~ 

te su extracción y preparación, mediante lff adición de~ 

gentes reductores como la cisteína (41). 

Las enzimas ti61 icas son inhibidas po·r pequeñas can 

tidades de iones metálicos pesados, siendo además muy 

sensibles a la oxidación. Para evitar estos factores 

que inactivan a las proteasas se utilizan agentes quela~ 

tes como el EDTA y agentes protectores como la cisteína-

(15-c). 

La extracción de estas proteasas generalmente se --

1 1 eva a 1 cabo en va 1 ores de p-H cercanos a 1 a neutra 1 i dad 

(6- 7.5) con el fin de no desnatural i·zar las proteínas. 

La extracción de la mexicaína se real iza a pH de--

7.5, en el caso de la asclepaína a pH de 7.0 y para la -
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papaína a 6.7 (15-a). 

En base a las consideraciones antes citadas, se uti-

1 izaron diferentes soluciones, con el fin de obtener la

que proporcione mayor actividad específica. 

a) Soluciones con K
2
so

4 
- K

2
so

4 
5% + EDTA (1.4 g/100 mi de solución), pH=6.0, 

la y 2da extracci6n. 

- K
2
so

4 
5%, pH=6.0 

Se ajustaron las soluciones a un pH cercano a la neu 

tra 1 i dad. 

La primera se ut i 1 i z6 para 1 a extracc i 6n de hojas 

frescas y ~ecas,"mientras que la segunda solo para l~s ho 

jas frescas. 

Con el fin de determinar s1 queda proteína enzimáti

camente activa en la papilla residual, se real iz6 una se

gunda extracci6n sobre ésta, siguiendo el mismo procedi--

mientó. 

b) Soluciones con NaCI 

- NaCI 0.5% + EDTA (1.4 g/100 mi), pH=6.0 

- NaCI 0.5%, pH=6.0 

Las extracciones se hicieron con las hojas frescas. 

e) Soluciones con NaHS0
3 

- NaHS0 1 1% + EDTA ( 1.4 g/100 mi), pH=4. 6 
..., 

- NaHS0
3 

2% + EDTA, pH=4.6, la y 2da extracci6n. 

- NaHso
3 

2%, pH=4.6 
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- NaHS0
3 

2% + EDTA, pH=6.0 

- NaHS0
3 

2%, pH=6.0 

El pH natural de las soluciones de NaHS0
3 

al 2% + -

EDTA es de 4.6. No se ajustó el pH a 6.0 para observar -

el efecto de éste en la extracción de las proteasas y pa

ra apro~echar el efecto antioxidante de la solución. 

Se prepararon soluciones de pH=6.0 con el fin de com 

parar con las dem~s soluciones de extracción. 

Las extracciones se hicieron con las hojas frescas. 

d) Solución de referencia 

-Agua destilada, pH=7.0 (hoja fresca). 

Todas las soluciones se refrigeraron antes del proc~ 

so de extracción. 

3.3. Determinación de Actividad Proteo! ftica 

Se ut i 1 izó e 1 método pPopuesto por e 1 Food Chem i ca·l

Codex en 1966 (36), en el cual se emplea como sustrato --

protéico a la casefna. 

REACTIVOS: 

l. Caseína. GPado Hammersten. Nutt'. Bioch. CoPp. 

2. Cisteína. HCI. H
2

0 Nutr. Bioch. Corp. Fisher Scienti-

fic Co. 

3. L-tirosina. Grado cromatogr~fico. Mann Research Lab. 

4. Fosfato dis6dico.- Na 2HP0
4 
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5. Acido cítrico. 

6. Acido tricloroacético. 

7. Dihidrato dis6dico de etilendiamino tetracetato. ---

EDTA Na
2

H
2 

EQUIPO: 

1. Espectrofot6metro PYE UNICAM SP 30 UV. 

2. Baño de temperatura constante. 

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

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

5. Tubos de ensayo de 25 x 150 mm. 

6. Tapones de neopreno. 

7. Cronómetro. 

8. Embudos. 

9. Papel Filtro Whatman No. 42 

10.Potenci6metro Beckman Modelo H-2 

SOLUCIONES: 

-Fosfato dis6dico 0.05 M.- Se disuelven 7.1 g de ~a 2HP04 
anhidro en suficiente cantidad de agua y se afora a 1 -

1 itro con agua destilada. Se añade una gota de tolueno 

como conservador. 

Acido cítrico 0.05 M.- Se disuelven 10.5 g de ácido el 
tr ico monoh i dratado en agua y se afora a 1 1 itro. Se a-

ñade una gota de tolueno como conservador. 

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

en agua y se afora a 100 mi con agua destilada. 
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Sustrato de caseína: Se disuelve un gramo de caseína-

tipo Hammersten en 50 mi 1 i 1 i tros de fosfato di sódico --

0.05 M. Se col oca en un baño de agua en ebullición du-

rante 30 minutos con agitación ocasional. Se enfría a

temperatura ambiente y se añade ácido cítrico 0.05 M p~ 

ra ajustar el pH a 6.0 + 0.1. La solución debe agitar

se rápidamente y de modo continuo durante la adición de 

ácido cítrico para evitar la precipitación de la caseí

na. Se afora a 100 mi 1 i 1 itros con agua dest i 1 a da. Se

prepara todo·s 1 os días. 

-Solución amortiguadora de cisteína-fosfato-versenato.-

En un matraz aforado de 500 mi se disuelven 3.55 g de -

Na
2

HP0
4 

en 400 mi de agua. Se añaden 7.0 g de EDTA 

Na
2

H
2 

y 3.05 g de cisteína. HCI. H
2

0. Se ajusta el pH

a 6.0 ~ 0.1 con HCI 1 N ó NaOH 1 N y se afora al volú--

men con agua destilada. Se prepara todos los días. 

Preparación de la solución problema: 

Se pesaron en balanza analítica de 100 a 300 mg del

extracto crudo enzimático, se disolvie~on y aforaron con-

la solución amortiguadora a 50 mi. Se pesó la cantidad

necesaria de 1 i of i 1 izado para obtener 1 ecturas 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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PRQCEDIMIENTO: 

En cada 3 tubos de ensayo (25 x 150 mm), provistos

de tapón, se agregan 5.0 mi de la solución de casefna al 

1%. Se ajusta el baño de temperatura controlada a 40 °C 

y se deja estabilizar por 30"minutos. Las pruebas se cg 

rren por dup 1 i cado. A cada uno de 1 os 2 tubós se agre-

gan 2.0 mi de la solución problema, se mezcla bien con

agitación rotatoria y se anota el tiempo cero. Se vuel

ven a colocar en el baño a 40 °C después de un tiempo d~ 

terminado; se agregan a todos los tubos (incluyendo el -

blanco o tubo# 3) 3.0 mi de ácido tricloroacético al --. . 

30% y se agita vigorosamente. Al tercer tubo (blanco) -

se agregan 2 mi de la solución enzimática. Se colocan

todos los tubos en el baño a 40 °C durante 35 minutos. -

Se filtra el contenido de los tubos usando papel filtro

Whatman No~ 42. Los filtrados deben ser c~mpletamente

claros y bril !antes. Finalmente en una celda de JO mm,

a 280 nm se lee la densidad óptica de la muestra contra

la del blanco. 

CALCULOS PARA LA ACTIVIDAD 

Unidad de actividad.- Se define como aquel la cantl 

dad de enzima que al actuar sobre el sustrato de case1-

na, bajo las condiciones especificadas, produce un m1cro 

gramo de ti ros i na ;·or minuto. 
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La actividad especffica o potencia se define como: 

Microgramos de tirosina/min Unida des 

mg de protefna mg de proteína. 

CURVA ESTANDAR DE TIROSINA 

La solución estandar de r~f~rencia se prepara disol

viendo 100 mg de L-tirosina en 60 mi de HCI 0.1 N, afora~ 

do a un 1 itro con agua dest i 1 ada. Esta solución contiene 

100 microgramos de tirosina por mililitro. Se preparan

soluciones de 20, 40, 60 y 80 microgramos de tirosina/m~ 

diluyendo respectivamente 20, 40, 60 y Bo mi de la solu

ción estandar al aforar a 100 mi con agua destilada. 

Se lee la densidad óptica a 280 nm y se grafican los 

valores de absorbencia en función 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. 

Cálculos: 

Pendiente (m) 
10 mm 

0 · 0·280 nm 

,)1.9 tirosina/ml 

J(g ti ros i na (D.O.) (10 mi) 

rn1n m1n x m 

\ 
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Actividad espec~fica J{g de tirosina 

m1n x mg protetna 

La pendiente obtenida fue de 0.00653 

3.4 .. -Determinaciones. Extractos crudos i of i 1 izados 

La papilla residual de la extracción, fue secada en una 

estufa a 50 °C. En el producto seco se determinarán --

prote~nas totales por el método de Kjeldahl ( N x 6.0). 

Se determinó el contenido protéico en cada uno de los

extractos crudos, con el fin de poder determinar las aE 

tividades específicas. 

J.4.1. Actividad enzimática de los extractos crudos l.J..Q-

fil izados (E. C. L.) 

Las determinaciones se real izaron siguiendo el método 

anteriormente descrito, siendo las condiciones de ensayo -

las siguientes: 

Sustrato = caserna 1% 
Temperatura = 40 °C 

Tiempo de hidrólisis enzimática = 30, 45 y 60 m1n. 

Todos 1 os ensayos se 1 1 evaron por dup 1 i cado con sus -

respectivos blancos. 

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

t i empo de h i dró 1 i si s (mi n) . 

Determinación de actividad enzimática de muestras de papai

na para fines comparativos 

Se determinó la actividad especifica de papaina come~ 

cial y no comercial 

las siguientes: 

Las condiciones del ensayo fueron --

Sustrato 

- pH = 6.0 

caseina 1 % 

- Temperatura = 40 °C 

Tiempo de hidr61 isis = :'JO m1n. 

La concentración de enzima ut i 1 izada, se expresa en % de 

proteína respecto a·la del sustrato ( E/S ): 

a) Papaína refinada concentrada de Enzimos Mexicanos S.A. 

E/S = 0.28% 

b) Papaína no comercial proporcionada por los laborato-

r•os de la Grain Processing Corporation. Concentra-

ción de enzima utilizada E/S = 0.16%. 

3.4.2. Efecto de la temperatura 

Estas pruebas se rea 1 i zaror, con 1 os extractos crudos

obtenidos con soluciones de K
2
so

4 
(Hojas frescas). 

Condiciones del ensayo: 

Sustrato ~ caseína 1% 
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pH = 6.0 

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

Tiempos de hidrólisis enzimática = 30, 40, 50, y 60 mi

nutos para cada temperatura. 

Concentración de enzima ut i 1 izada para cada ensayo co-

rr.o E/S (%}: 

Temp oc K
2
so

4 
5% + EDTA, pH=6.0 K

2
so

4 
5%, pH=6.0 

40 3.17 % l. 16 % 

50 3.17 % 1.16 % 

60 l. 58 % 0.58 % 

70 0.79 % o. 2·9 % 

so 0.79 % 0.29 % 

90 0.79 % l. 16 % 

los resultados se grafican en microgramos de tirosi-

na/mg de prote1na en función del tiempo (min), para cada -

temperatura. 

Temperaturas óptimas.- Se grafica el %de actividad en-

función de la tempe~atura ( °C ), para 30 y 50 minutos de

hidrólisis enzimática. El 100% corresponde a la máxima -

actividad específica alcanzada. 

3.4.3. Pruebas de termoestabil idad 

Se real izaron con los extractos de las soluciones de

K
2
so

4 
(Hojas frescas). Estos se disolvieron en la solución 
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amortiguadora de fosfato-cisteína-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 alícuotas tomadas cada 15 minutos se enfriaron 

rápidamente para la correspondiente determinación de ac 

tividad proteolítica. 

Condiciones de ensayo: 

- Sustrato = caseína 1% 

- pH = 6.0 

- Temperatura = 40 °C 

- Tiempo de hidrólisis= 50 minutos 

Concentración_de enzima utilizada: 

K2so
4 

5% + EOTA, 

K
2
so

4 
5%, pH=6.0 

pH=6.0 E/S = 3.46% 

E/S = 2.0% 

Los resultados se gr~fican en% de actividad resi-

dual, considerando 100% al tiempo cero de incubación de 

la solución enzimática. 

3.4.4. Efecto del Qti 

E 1 ensayo enz i mát i co se re a 1 izó con 1 os extractos -

crudos de soluciones de K
2
so

4 
(Hojas frescas), y para fi 

nés comparativos también se utilizó el correspondiente a 

la solución de NaHSO~ 2% + EOTA, pH=4.6 (Hojas frescas). 
J 
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El sustrato protéico para la determinación de acti

vidad proteo! ítica se ajustó a los siguientes pH: 5.6, -

6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 y 13. Las demás condiciones del-

ensayo son: 

Temperatura = 40 °C 

.Ji empo de h i dról i si s = 60 ·minutos 

Las diferentes concentraciones de enzima fueron las-

siguientes: 

K
2
so

4 
5% + EDTA, 

K
2
so

4 
5%, pH=6.0 

NaHS0
3 

2% + EDTA, 

pH=6.0 E/S 

E/S = 1.45% 

pH=4.6 E/S 

l. 58% 

1.54% 

Los resultados se grafi·can en% de actividad, consJ. 

derando 100% al valor de actividad espec1fica mayor. 

3.4.5. Rendimiento de enz1ma extraída 

~e midió un volamen del extracto crudo de mayor ac

tividad y se pesaron los sólidos obtenidos después del -

proceso de 1 iofil ización. Todas las determinaciones se

hicieron por triplicado. 

Los rendimientos se presentan en gramos de sólidos

por 100 mi de filtrado (valor promedio). 



IV 

RESULTADOS 

ANALISIS BROMATOLCGICO 

A continuación se presenta el valor promedio de 3 IQ 

tes diferentes de hojas de Chaya as1 como el análisis de

referencia reportado por la League for lnternational Food 

Education (1973). 

COMPONENTE ANALISIS PROMEDIO 

HUMEDAD 

PROTEINAS (B.S.) 

FIBRA CRUDA (B.S.) 

EXTRACTO ETEREO (B.S.) 

CENIZAS (B.S.) 

CARBOHIDRATOS (B.S.) 

80.8% 

34.5% (N x 6) 

13.81% 

6. 76% 

10.29% 

34.64% 

ANALISIS DE 

REFERENCIA 

81.1 % 
32.75% 

13.54% 

10.10% 

11. 10% 

32.0 % 

Observaciones.- El valor de extracto etéreo encontrado -

fue menor al reportado a pesar de haberse extraido la hQ 

ja en agua, antes de la determinación. Las determinacio

nes se hicieron por triplicado, encontrándose siempre va

lores muy cercanos al 6%. 
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EFECTO DEL PROCESO DE LIOFILIZACION 

No se observaron cambios en la actividad proteo! íti

ca determinada antes y después de l. i of i 1 izar 1 os f i 1 tra-

dos enzimáticos. 

Los resultados encontrados con los E.C.L. obtenidos

con K
2

so
4 

al 5%, pH=6.0 fueron lo,s sigu.ientes: 

- Ant,es de ila "ii10f~n nz.ac!Í6n: 1656.66 .}49 de-fi:ros:ina 

mg proteína 

-Después de la 1 iofil ización: 676.49 ~9 de tirosina 

mg proteína 

los resul ta.dos obtenidos se encuentran dentro del 

rango de error experimental (3.0%). 

CONTENIDO PROTEICO DE LAS PAPlLLAS RESIDUALES DE LA EX 

TRACCION Y DE LOS EXTRACTOS CRUDOS LIOFILfZADOS (B.S.) 

Los res u 1 tados obten.i dos se presentan en 1 a Tab 1 a -

No. 4 así como los valores de actividad específica obtenl 

dos de los gráficos a los 45 minutos. 

Las determinaciones no graficadas, se desarrollaron

en i gua 1 forma que 1 as h i dró 1 i si s anteriormente e i tadas -

{los extractos crudos provienen de lotes diferentes, por

eso no se graf i can conjunta mente con 1 as demás h i dr61 i --

si s). 



T A B L A 4 

SOLUCION DE EXTRACCION CON TEN 1 DO DE PROTEINAS TOTALES (% B.SJ ACT. ESPECIFICA 
Unidades/mg prot 

PAPILLA LIOFILIZADO E. c. L. 
+ EDTA - EDTA + EDTA - EDTA + EDTA - EDTA 

Agua dest i 1 ada 13.38 38.92 1.44 

K2so
4 5%, pi-1=6.0 la. ext. 18.11 17.90 15.21 7.24 6.11 12.44 

K2so4 5%, pi-1=6.0 2da. ext. 9.62 l. 92 1.0 2.38 

K2so4 5%, pH=6. O HOJA SECA 13.25 5.98 5.55 17.55 

Nai-IS0
3 1%, pi-1=4.6 23.28 27.21 1.66 

. 
NaHS0

3 2'!~, pH=4.6 la. ext. 23.71 19.25 21.35 10. 14 2. 77 8.66 

NaHS0 3 2'!~, pi-1=4.6 2da.ext. 9.3 19.80 1. 22 

NaHS01 2'!~, pH=6.0 24.54 21.55 ll.80 3. 77 q. 6{i 

NaCI o. 5'!~, pl-1=6.0 14 72 34.06 24.78 3.88 7.88 
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Observaciones.-

!. Tanto e 1 agua dest i 1 a da, como 1 as so 1 uc iones sa 1 i nas

di 1 u1das permiten una mayor sol ub i 1 i dad de 1 as prote1. 

nas, sin embargo sólo una pequeña porción de éstas-

·son enz i mát i ca mente act i va·s. 

2. La papilla resultante de la extrac~ión pre~enta un-

contenido relativamente alto de prote1nas, comparable 

al contenido protéico de la alfalfa (15-22% B.S.) 

3. En el caso de utilizar soluciones de K
2
so

4 
al 5%, 

pH=6.0, no es recomendable una segunda extracción, ya 

q~e la actividad proteo! ftica residual en la papilla-
~ . es m1n1ma. 

4. El secado de las hojas en las condiciones anteriorme~ 

te descritas no causa desactivación de las enzimas. -

Se observa que la actividad espec1fica encontrada, en 

el caso·de usar hojas secas es muy similar e inclusi

ve más alta que la del extracto obtenido de las hojas 

frescas. 

5, La extracción de prote1nas de las.hojas de Chaya es

cerca de 1 dob 1 e a 1 ut i 1 izar so 1 uc iones con versenato-

en comparación con los valores obtenidos al emplear

soluciones exentas de este compuesto. Esto se debe a 

1 a so 1 ub i 1 i zac i ón de prote [nas que· se encuentran esta 

b i 1 izadas por meta 1 es di va 1 entes como son e 1 Ca y Mg, 

en !as membranas celulares. 

6. La actividad específica determinada al util1zar solu-
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ciones con EDTA, es cerca de la mitad de la encontra 

da con a que 1 1 as 1 i bres de este compuesto, 1 o cua 1 in 

dica que la enzima posiblemente requiere de ciertos

meta 1 es para su estab i 1 i zac i ón. 

ACTIVIDAD ENZIMATICA CON LOS DIFfRENTES EXTRACTOS CRUDOS 

LIOFILIZADOS 

1.- Actividad enzimática de los extractos crudos obteni 

dos ~- so 1 uc iones de NaC 1 ~ 

En comparación con los valores dete.rminados para el 

extracto acuoso de referencia (pH=7.0),· la solución de

extracción más eficiente es la de NaCI 0.5%, pH=6.0 

(GRAF ICO No. 2) 

2.- Actividad enzimática de los extractos crudos obteni 

dos ~ so 1 uc iones de NaHSO 
3

. 

La solución más eficiente es la de NaHS0
3 

2%, pH=6D. 

Considerando la actividad específica de los extrac-

tos obtenidos a pH=6. O como e 1 lOO%, para 45 minutos de

hidrólisis se tiene lo siguiente: 

NaHS0
3 

2% + EDTA, pH=4.6 

NaHS0
3 

2%, pH~4.6 

73.47 % 

89.65 % 
La actividad específica se incrementa en un 66.86%

al cambiar la concentración de NaHS0
3 

del 1 al 2%. 

Para este tipo de soluciones se recomienda una se-

gunda extracción, ya que la papilla presenta todavía prQ 
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teínas enzimáticamente activas (GRAFICO No. 3). 

3.- Actividad enzimática para los extpactos crudos ob

tenidos con soluciones de ~2so4 5%. 

La solución más eficaz es la de K
2
so

4 
5%, pH=6.0,

Io.cual se debe a su mayor cspacidad en la extracción

de proteínas con actividad proteolítica. 

De todas las soluciones utilizadas para la extrac

ción , ésta fue la que permitió la máxima actividad en

zimática. (GRAFICO No. 4) 

4.- Actividad enzimática del E.C.L. obtenido.~ ~2so4 
5:!, pH=6.0 . . 
La actividad específica encontrada fue de 23.13 u-

nidades/mg proteína papa 50 minutos de hidrólisis. ---

(GRAFICO No. 5). 

Para fines comparativos se encontraron los siguie~ 

tes valores para la papaína comercial y no comercial: 

Papaína (ENMEX, S. A.): 78.8 unidades/mg proteína. 

Papaína no comercial (G.P.C.): 251.78 unidades/mg pro--

teína. 

La papaína purificada es 10 veces más activa que

las proteasas extraídas de las hojas de Chaya y lapa-

paína comercial 3.4 veces. 
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EFECTO DE LA TEMPERATURA 

1.- Efecto de la temperatura~~ actividad enzimática 

de proteasas extraídas con ~2so4 5% + EDTA, pH=6.0. 

En los GRAFICOS No. 6, 8 y 9 se observa que la máxl 

ma actividad proteo! ítica se alcanza a los 70 °C para 30 

y 50 minutos de h i dr61 i si s. 

La enzima empieza a desnaturalizarse arriba de los-

70 oc. 

2.- Efecto de 1 a temperatura ~ .!..!! act i·v i dad enz i mát i ca 

de Rroteasas extraídas con ~2so4 5%, ~ pH=6.0. 

En los GRAFICOS No. 7, 8 y 9 se observa que la máxi 

ma actividad proteolítica a los 30 minutos de hidrólisis 

es de 80 °C y a los 50 minutos de 70 °C, lo·cual indica

que a una incubación mayor de la enzima la temperafura -

~peracional será menor que la óptima débido a la inesta

b i 1 i dad térmica. 

La disminución 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 crudos en presencis de EDTA, son más

estab 1 es a 1 ca 1 or, presentándose 1 a ·t9taf desnatura 1 iza

ción de la ~nzima a los 80 °C con lo~[,C.L. de K2so
4 

5% 
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pH=6.0. El versenato presenta una acción protectora-

contra 1 a desnatura 1 í zac í ón térm í ca de 1 a enz 1 ma. 

(GRAFICO No. 10). 

Los extractos crudos exentos de versenato presen

tan una menor estabíl ídad térmica (GRAFICO No. 11). 

Los tiempos de vida medía encontrados para los ex 

tractos son: 

K
2
so

4 
5% + EDTA, pH=6.o K

2
so

4 
5%, pH=6.0 

60 oc 40.0 m in 35 m1n 

70 oc 23.5 mín 6 m1n 

80 oc 8.5 m in 

Valores comparativos con otras enzimas: 

Papaína t 1 56 m in a 75 oc. 
2 

Ase 1 epa ína m t 1 
2 

78 m1n a 60 oc. 
Brome! ína t 1 21.5 m1n a 60 oc. 

2 
En base a estos va 1 ores, se observa que las pro---

teasas extraídas de las hojas de Chaya son más estables 

térmicamente que la brome! ína, no así en el caso de la

papaína y asclepaína m. 

EFECTO DEL pH 

El pH óptimo encontrado para los extractos obteni

dos con K
2
so

4 
y NaHS0

3 
2% + EDTA, pH=4.6, se local iza -
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en regiones alcalinas. 

-K
2
so

4 
5% + EDTA, pH=6.0 9-11 

-K 2so
4 

5%, pl-!=6.0 7-11 

-NaHS0
3 

2% + EDTA, pH=4.6 10-11 

(GRAFICOS No. 12 y No. 13). 

El extracto enzimático obtenido con K
2
so

4 
5%, pH=6.0 

permite trabajar en un rango mayor de pH, lo cual repre-

senta ventajas para la aplicación de estas enzimas en pr_2 

cesos de alimentos. (GRAFICO No. 13). 

Existe una mayor desnatura 1 i zac i ón por ef~cto de pH

en 1 os extractos 1 i bres de versenato a va'l ores de pH may_2 

res de 12.5. 

RENDIMIENTOS DE ENZIMA CRUDA 

Para los E.C.L. obtenidos con K2so
4 

5%, pH=6.0 se ob 

tuvieron los siguientes resultados: 

- 6.6 g de sólidos/lOO mi de filtrado. 

- 6.6 g de sól idos/13.6 g de hoja (se consideró una pérdl 

da del 2% del volúmen total por la filtración en la te-

la). 

En el CUADRO No. 2 se presentan los rendimientos de

enzima para la papaína y para el extracto crudo obtenido

de las hojas de Chaya. Los cálculos de unidades enzimátl 

cas se basan en un contenido de proteínas del 71.66% y --

7.24% en 8. S. respectivamente 
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La relación en masa de materia prima encontrada pa

ra obtener la misma cantidad de unidades enzimáticas es-

de: 

Frutos del papayo 180 (g) 63.15 

Hojas de Chaya 2.85 (g) 

La relación de unidades enzimáticas para la papa1na 

concentrada y e 1 extracto crudo 1 i of i 1 izado es de: 

2 Z58 723 (U) 
66 846 (U) 

33.79 



GRAF. No 2. ACTIVIDAD ENZIMATICA 

EXTRACCIONES CON NaCl. pH: 6.0 
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GRAF. No 3. ACTIVIDAD ENZIMATICA 

EXTRACCIONES CON NaHS03 . 
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GRAF. No.S ACTIVIDAD ENZIIIIATICA 

EXTRACCION CON K2 S04 5%,pH=&.O 
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GRAF. No. 6 EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA 

ACTIVIDAD ENZIMATICA 
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GRAF No 7. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD 
ENZIM.ATICA x2 so. Sot,,pH:&.o 

,...._ 

º X 
.......... 

tl 
.S: 

-li 
º <l.. 

"O/) 

E 
""0----
¡: 

~ 
:..;:; 
"0'1 

'\ 

400 

!100 

zoo 

IQO 

eUE>trt:lto ca~:.ei"01 1 % 
pH =~.O 

JO 

~o· e 

so· e 

.40 •e 

:30 40 50 

-l:.iempo (m'JI'lt.rlos) 



.., 
o 
~ 
> 

_¡:; 
o 
'Q 

~ 

GRAF.No 8. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD 
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GRAF No. 9 EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA 

ACTIVIDAD ENZIMATICA. 
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GRAF. 10. CURVAS DE ESTABILIDAD TERMICA 
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GRAF. No 11. CURVAS DE ESTABILIDAD TERMICA K 2 S 0 4 5 %,pH :6.0 

100 

'!0 

e o 

10 
-o 
o 60 :"Q 
> 

.:;::; 50 
() 

u 
40 

~ 
30 

20 

10 

.svetrdtO CCISeiOO 1 r, 
temp. A0°C 
pH c¡;.o 

tiempo de h1drÓh~l& so' 
1!./fo = 2% 

-¡o•c 

so •e 

4o • e 

~--------~· eo•c 

e o 

liempo (m i11utos) 



\00 

'b 

!!O 

"70 

-o 
u ,¡,o 

-u 
:~ 5:) 

ii 
ll' 

.oiO 
'f. 

10 

:LO 

lO 

GRAF.No 12.EFECTO DEL pH EN LA 

A C 'l'IVID AD E NZIMATICA. 
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GRAF. No 13 EJ:i'ECTO DEL pH EN LA 

ACTIVIDAD ENZI:M:ATICA 
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c'u ADRO 2 

PAPAl NA ENZIMA CRUDA. CHAYA 

1 árbol = 30-40 frutos ( 180 K9) 84.4 9 de hojas 

! 
400 9 de látex 

! . 
60-80 9 papa~na cruda 

l ' 
40 g de papaína concentrada 40 g de s61 idos (E.C.L.) 

28.66 9 de proteína 2.89 9 de prote~na 

Act. específica = 78.8 Unidades Act. específica = 23.13 Unidades 
mg prot mg prot 

Unidades de act. enzimática: Unidades de act. enzimática: 

2 258 723 66 846 



V 

APLICACION DEL EXTRACTO 

CRUDO ENZIMATICO 

Las reacciones enzimáticas ocurren en condiciones -

muy cercanas a las de los sistemas biológicos, por esto

parecen ser adecuadas para la modificación de las p~otef 

nas de 1 o·s a 1 i mentos, sin que se pierda su va 1 or nutr i -

e ional. 

El uso potencial de la proteína de soya como ingre

diente tanto en al_imentos de bajo pH como en bebidas, d~ 

pende del perfil de solubilidad del producto protéico. -

La proteína de soya presenta una baja solubilidad en va

lores de pH entre 4 y 5, sin embargo la modificación en

zimática de ésta permite su solubilidad en el punto iso

eléctrico. 

La ap 1 i cae i ón efectuada con e 1 extracto crudo obte

nido de las hojas de Chaya &e hizo con el fin de modifi

car, mediante una hidrólisis enzimática, la proteína de

soya para su posterior adición a una bebida de bajo pH. 
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HIDROLISIS ENZIMATieA DE LAS PROTEINAS DE SOYA 

Las proteasas (endo-peptidasas) atacan los enlaces 

peptídicos de las proteínas de acuerdo al siguiente es-

quema: 

H o 
1 11 

. . . . . . . e - e -
1 

Rl 

H o 
1 11 

. . . . . . . e - e -
1 
Rl 

En valores 

grupo ami no es 

~2 
- e 

1 
H 

R 
t2 

N - e - .. " .... 
1 1 
H H 

o- + 

de pH arriba de 

significativa. 

H 

+ H
2
o ENZIMA 

~ 

H ~2 I..L 
- N'- e 

1 1 
H H 

{j. 5, la 

H N -
2 

- ....... 

disociación del 

~2 
e -
1 

...... + H 

H 

+ 

(El valor de pK de los grupos alfa-amino en los poi ipép

tidos es de 7-7.2 a.50 °C). 

Para mantener el pH de la reacción, se requiere de

la adición de una base en forma contínua durante la hi--

dr6! 1 s; s. 

Generalmente se recomienda util1zar NaOH 4 N. 
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Para muchas reacciones que ocurren en valores de pH 

neutros o alcalinos, se recomienda el uso del pH- stat-

( 28). 

El pH es controlado mediante la adición de una ba-

sé. Por la alta capacidad reguladora del sistema, el -

control de la reacción es simple y para fines industria

les aún la titulación manual es suficiente. 

GRADO DE HIDROLISIS 

Adler-Nissen define el grado de hidról1s1s (DH) de-

la siguiente manera: 

DH =Número de enlaces peptídicos rotos 
Número total de enlaces peptf~icos· 

DH h X 100 

~t 

X lQQ 

El número total de enlaces peptídicos- en un~ pro-

teína ( ht ) puede calcularse de la composición de ami

noácidos. Para la mayoría de las prote'inas de los al i

mentos se puede asumir un valor aproximado de 8 meq por 

gramo de prote'ina. (Calculado como N Kjeldahl x 6.25). 

Existe una proporcionalidad entre el número de en

laces peptídicos rotos y el consumo de base, al mante-

ner el pH coristante durante la reacción. Del consumo -

de base (B) puede calcularse el grado de hidrólisis---
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(DH) de la siguiente relación: 

DH B X 1 X NB X 1 X 100 % 
o( MP ht 

Donde: 

B ~ consumo de base en mi 

~ = grado de disociación, definido como: 

tA, 10pH-pK 

( + 10pH-pK 

norma 1 i dad de 1 a base 

masa de p;o~efna en g ( N x 6.25 ) 

ht número total de enlaces peptídicos en meq/g de -

prote1na. Para la proteína de soya se puede uti-

1 izar un valor aproximado de 8 meq/g. 

CURVAS DE HIDROLISIS 

Al graficar el valor de DH en función del t~empo,

se obtienen las correspondientes curvas de hidr61 isis

cuyas formas var1an dependiendo del sistema enzima-pro

te1 na ut i 1 izado. 

La velocidad de reacción 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-proteína, deben 
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especificarse los siguientes parámetros: 

S concentración de sustrato calculado como% de pro-

teína (N x 6.25) de la materia prima. 

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

pH y temperatura (°C). 

tiempo de hidr61 isis. 

Formación de péptidos amargos 

La degradación excesiva de una proteína provoca la 

formación de péptidos amargos. Se ha observado que el

amargor es más pronunciado a valores altos de OH, pu--

diéndose e 1 i minar este prob 1 ema comp-1 etamente si se a 1-

canza un valor de DH suficientemente bajo. 

Fin de 12, hidrólisis 

La reacción se termina a un valor de OH 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 1 itro 

Agitador mecánico CAFRAMO tipo RZR2- 64, con veloci

dad variable. 

Termómetro 
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Potenciómetro Beckman Modelo H-2 

Bu reta 

Baño de agua de temperatura controlada 

Centrífuga Internacional Modelo P.N 

Preparación del equipo.-

EI baño de agua de temperatura controlada ·se ajusta a 

una temperatura de 1.5 a 2 °C por encima de la tempe

ratura de trabajo. 

·calibración del potenciómetro 

La norma 1 i dad de 1 a base se determina por cuadrup 1 i e~ 

do, titulando 20.0 mi de HCI 1.0 N. Debe determinar

se con una precisión mayor del 0.2%. 

CONDICIONES DE ENSAYO 

1. Concentración de sustrato.- Se utilizó un valor con~ 

tante del 6% de proteína para todas las determinacio

nes. Se ha observado que para un valor determinado

de E/S el tiempo de hidról1s1s necesario para alcan-

zar un cierto valor de DH, es casi independiente del

sustrato en un rango del 6-12% de proteína (28). 

Como sustrato se utilizó un aislado de proteína de so 

ya proveniente de la Grain Processing Corporation. 

( PRO-FAM S-646 ) 
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El análisis reportado para este aislado es el siguiente: 

PROTEINAS (B.S.) 91% 

SOLIDOS 

CENIZAS (B.S,) 

EXTRACTO ETEREO (B.S.) 

94 % 
5.5 % 
1.5% 

2. Concentración de enzima.- De acuerdo a los resulta-

dos presentados en el cap~tulo anterior, el extracto

crudo que presentó mayor actividad proteol~tica fue

el corresp6ndiente a una solución de K
2
so4 5%, pH=6.~ 

por esta razón éste será el que se utilice para la hl 
dról isis de la proteína de soya. 

La relación E/S se mantuvo constante para todas las -

determinaciones, siendo del 10.3%. Este valor es el~ 

vado debido a la baja actividad proteolítica del ex-

tracto. crudo. 

El extracto crud6 enzimático se disolvió en la solu-

ción amortiguadora (fosfato-cistefna-versenato) em--

pleada para la determinación de actividad proteo! íti-

ca. 

3. pH.- E 1 extracto crudo ut i 1 izado presenta un pH de -

máxima actividad entre 7 y 11, siendo el óptimo de--

11. En base a estos resultados se ajustó el sustrato 

protéico a un pH de 10.0 con la solución de NaOH 4 N-

previamente titulada. 
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4. Temperatura.- La temperatura de trabajo se eligió en

base a l~s curvas de termoestabil idad presentadas ant~ 

riormente. Se escogió una temperatura de 50 °C como -

la más adecuada, aunque también se trabajó a 45 y ----

65 °C, no obteniéndose resultados tan satisfactorios. 

5. Tiempo de hidrólisis.- Varió para cada una de las de

terminaciones, siendo en promedio alrededor de 4 ho---

ras. 

La hidrólisis enzimática se llevó al cabo de acuerdo 

al diagrama presentado en la fig No. 2 

Observaciones: 

El mezclado se real izó en un recipiente de vidrio. 

A ni ve 1 industria i se recomienda e 1 uso de tanques de a e~ 

ro inoxidable con una agitación adecuada y prov~stos de -

bafles. El recipiente o tanque para la hidrólisis está -

equipado con un electrodo y una unidad de titulación para 

1 a ad i e i ón de Na OH. En este caso se· ut i 1 izó una bu reta,

siendo la titulación en forma manual. 

Después de mezclar perfectamente la protefna con~~

agua, el pH se ajustó a 10.0 con NaOH 4 N y la enzima se-

adicionó en forma 1 fquida (tiempo= cero). Desde este m.2. 

mento se controló la reacción manteniendo el pH constan-

te. Cuando se 1 lega al valor de OH fijado, se da fin a-



FIG .2 OB'Í'ENCION DE UN HIDROLIZADO DE 
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la hidrólisis con la adición de un ácido de grado ali-

menticio hasta 1 legar a un valor de pH=4.2. Se utilizó 

ácido tartárico 4 M, ya que presenta un sabor compati-

ble con las bebidas de sabor uva. Entre otros ácidos

que pueden ut i 1 izar se están: e 1 fosfór i e o, e ítr i co y m! 

ko. 

Posteriormente el hidrol izado semantie-ne a 50 °C

por 60 minutos antes de la centrifu~ación, para asegu-

rar la completa inactivación de la enzima. 

La separación del hidrol izado del lodo residual, -

se 1 leva al cabo en una centrífuga. Con el fin de In-

crementar el rendimiento de proteína, los lodos se re-

suspenden en agua y se centrifugan. Los sobrenadantes

se filtran y se tratan con carbón activado a pH=5.0~ El 

hidro 1 izado f i 1 trado se puede ut i 1 izar como ta 1 en for

mulaciones de bebi~as de pH bajo. Puede ser concentra-

do por evaporación o bien secado por aspersión. 

RESULTADOS 

Las condiciones en las cuales se obtuvo una mayor-

solubilidad de las proteínas fueron las siguientes: 

Mt masa total de la mezcla de reacción: 400 g 

S% 6.0 

E/S = 10.3% 

E/Mt = 0.75% 

pH = 10.0 

Temperatura 50 oc 
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Tiempo de h i dról i si s· = 4 horas 

Para los cálculos de OH se util1zaron los siguien-

tes valores: 

- ht = 7. 75 meq/g ( N x f n ) . (Basado en análisis desa

rrollados en el Proteinkemisk lnstitut, Horsholm, Den 

mark y en Bioteknisk 1 nst itut, Kolding, Denmark) 

f 6.25 (38). n 
~!. « LO (pH=lO, temperatura = 50 oc) 

Se ha observado que este valor depende en pequeña pr..2. 

porción del tipo de material protéico, pero no de la

enzima ut i 1 izada. 

pK 7.1 (50 °C) 

norma 1 i dad de Na OH 4.10885 

COMIENZO DE LA HIDROLISIS 

pH inicial de la mezcla de reacción 6.3 

Volúmen de NaOH adicionada= 3.6 mi 

Volúmen total de la mezcla de reacción 

Temperatura inicial = 50 °C 

TABLA DE RESULTADOS DURANTE LA HIDROLJSIS 

TIEMPO (mi n) VOLUMEN NaOH (mi) 

30 3.15 

60 3.6 

90 3.8 

410 mi 

OH % 
6.9 

7.95 

8.39 
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T 1 EMPO (mi n) VOLUMEN NaOH (mi) 

120 4.3 

150 4.9 

180 5.4 

210 5.7 

240 6.2 

TERMINACICN DE LA HIDROLISIS 

pH final = 4.2 (ácido tartárico 4 M, 8.0 mi) 

Temperatura final = 49.9 °C 

PRODUCTO OBTENIDO 

1.- Hidro! izado de la la. centrifugación: 

Densidad (20 °C) = 1.018Z g/ml 

Protefnas so-lubles: 25.85% 

2.- Hidro! izado de la 2da. centrifugaci6n;

Densidad (20 °C) = 1.0053 g/ml 

Prote1nas solubles= 20.15% 

OH % 

9.49 

10.82 

11.93 

12.59 

13.69 

En el GRAFICO No. 14 se presenta la curva de hidro-

1 isis correspondiente al sistema enzima-sustrato util iz.2_ 

do. 

Observaciones: 

El rendimiento de protefna_soluble es bajo debid( 

posiblemente a: 



GRAF. No 14. HIDROLISIS ENZIMATICA DE LAS PROTEI NAS 
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1) La baja especificidad de la enzima por el sustrato. 

2) La hidrólisis 1 imitada de las prote'lnas de soya por -

esta enzima. 

3) La baja relación E/S utilizada. 

Recomendaciones: 

l. Efectuar la hidrólisis a tiempos más prolongados para 

1 ograr una mayor so 1 ub i 1 i dad de 1 a prote 1 na. 

2. Encontrar la relación óptima de E/S para el sistema -

estudiado.· 

3. Utilizar como sustrato un aislado de.mayor solubil1--

dad. 

4. Real izar lavados adicional es con el 1 odo residual, es 

decir redisolverlo en agua y centrifugarlo varias ve-

ces. 

5. L 1 evar ·a 1 cabo una segunda h i dról i si s enz i mát i ca so-

bre el lodo residual de los lavados. Se ha observado 

que los rendimientos en los hidro! izadoi de soya pue

den incrementarse de un 65% después de una 4ta centrl 

fuga e i 6n, hasta cerca de 1 80% a 1 rea 1 izarse una segu_!! 

6. 

da hidrólisis ( 31). 

Se podr'la !;!Ugerir un tratamiento previo a la h i dról i-

sis enzimáti~a con H
2
so

4 
di 1 u 'Ido a 105 oc y pH=3.0 --

por 15 minutos (39). Durante este pretratamiento la-

prote '1 na es desnatura 1 izada y pare i a 1 mente hidro 1 iza

da. Se ha observado que para 1 a subsecuente h i dról i

si s enz i.mát i ca, se obtienen mayores rendimientos y m~ 
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j or sabor de 1 hidro 1 izado comparado con a que 1 1 os don

de el material protéico no ha sido previamente trata

do. 

FORTIFICACION DE UN JUGO COMERCIAL 

E 1 hidro 1 izado obtenido fue ad i e i o nado a un jugo de

uva comercial, con el fin de obtener una bebida con 1.5%

de proteína. 

Se di so 1 vi e ron 5. 80 gramos de 1 hidro 1 izado ( 1 i of i 1 i

zado- la. centrifugación) a 100 mi de jugo, posteriormen

te se real izó un análisis organoléptico para determinar -

1 a aceptab i 1 i dad de esta bebida; en. comparación con 1 a o

riginal. 

Se evaluaron los siguientes parámetros: sabor, colo~ 

aroma y apariencia de las bebidas (con y sin hidrol iza--

do). 

Se escogió una escala hedónica de 10, dond~: 

10 = muy bueno 

9-7= bueno 

6-4= regular 

3-1= malo 

Las evaluaciones fueron hechas por un grupo de 6 pa

nel istas. Los resultados se anal izaron estadísticamente

utilizando el método de varianza. (Kramer and Ditman, ---

1956) (42). Se determinaron las medias (x) y desviacio-

nes típicas de las calificaciones obtenidas. 
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RESULTADOS 

pH del jugo comercial 3.5 

Jugo natura 1 Jugo + h i drol izado 

SABOR 8.16 ± 0.41 5.66 ± 1. 36 

COLOR 9.0 ± 1. 09 6.66 + 1. 63 

AROMA 8.33 + 1. 51 6.5 ± 1. 76 

APARIENCIA 8.66 + 1.75 7.33 + 1. 21 

1) En relación 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 panel istas no se obtuvieron diferencias sig

nificativas. 

Observaciones.-

Las diferencias en el sabor, se deben principalmente 

a la cantidad de hidrol izado adicionado, as1 como al alto 

nivel de ácido orgánico presente en el mismo. 

Debe encontrarse la relación más adecuada entre la -

cantidad de hidrol izado y edulcorante, para obtener una -

bebida de mayor aceptabilidad. Esto significa la elabo-

ración de una formulación para un tipo especial de bebida 

fortificada de sabor agradable. 
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E 1 hidro 1 izado proté i co proporciona a l_a bebida ma-

yor "cuerpo". Esta propiedad podr1a utilizarse en bebi-

das de bajo contenido de azúcar, las cuales generalmente 

no lo presentan. Para este propósito podr1an ser util i

zadas menores concentraciones de hidro 1 izado. 



VI 

CONCLUSIONES 

l. Se comprobó la presencia de proteasas sulfhidríl•-

cas en los extractos obtenidos de las hojas de Cha

ya, al determinar su actividad enzimática en un su~ 

trato de caseína. 

2. La solución más eficiente para la extracción de es

tas proteasas fue la de K2so4 5%, pH=6.0,.obt~nién

dose la máxima actividad enzimática por mg de pro--

teí11a ext 

3. La presencia de EDTA en los extractos confieren a -

1 a enzima una mayor estab i 1 i dad térmica. Es reco-

-mendable encontrar la concentración óptimey de vers~ 

nato en la solución de-extracción para obtener la -

mayor actividad específica y estab i 1 i dad térmica. 

4. La actividad enzimática no se afecta por el secado

de las hojas de Chaya a 50± 3.°C antes del proceso 

de extracción ni por la 1 iofil ización del extracto

crudo. 

5. Es factible el aprovechamiento de las hojas como a

limento después de la extracción debido al conteni

do protéico remanente ( 18% B.S. ). 
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6. Las enzimas extrafdas con la solución más ~ficien-

te, al determinarse su actividad enzimática sobre

un sustrato de caseína, presentaron las siguientes 

propiedades: 

Temperatura óptima 

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

pH óptimo= 7-11. 

Agente activador de la enzima: cistefna.HCI. 

En comparación con otras proteasas vegetales

presentan un pH óptimo muy alcalino y una estabill 

dad térmica moderada, siendo menos termoestables-

que la papafna ( ti= 56.0 mina 75 °C y más es-
2 

tablesque la brome! ina (ti= 21.5 mina 60 °C ). 
2 

La temperatura óptima es inferior a ia obser-

vada para la papafna (83 °C), siendo ~a desnatura-

1 i zac i ón de 1 as proteasas de 1 a Chaya muy rápida -

arriba de los.70 °C. 

7. Es necesario rea 1 izar determinaciones de estab i 1 i-

dad de la enzima a diferentes valores de pH para -

poder establecer mejores condiciones de extrac---

ción, almacenamiento y aplicación de la misma. 

8. Es recomendable emplear 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 esp~ 

cificidad. La hemoglobina permite trabajar en un-
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rango mayor de pH, por lo que sería de gran util i

dad para observar el comportamiento de la enzima a 

pH's ácidos (menores a 4.5). 

9. Es necesario efectuar un estudio cinético para de

terminar la influencia de parámetros tales como la 

concentración de enzima; de sustrato y de activa-

doren la velocidad de reacción. 

10. La papaína concentrada comercial es 3.4 veces más

activa que las proteasas extraídas de las hoj~s de 

Chaya en las condiciones antes reportadas. Debido 

a la baja actividad específica del extracto crudo

obtenido es recomendable encontrar métodos de purl 

ficación apropiados, tomando en cuenta los rendí-

mi entos y costos que esto i mp 1 i que. 

11. Se observaron diferencias de la actividad enzimátl 

ca en distintos 1 otes de hojas, por 1 o que es ·rec_Q 

mendable efectuar estudios sobre el efecto de pará 

metros tales como las condiciones de cultivo, la~ 

dad y la zona geográfica sobre el desarrol 1~ de la 

actividad proteo! ítica. 

12. La pelación en masa de materia prima encontrada P!!_ 

ra obtener la misma cantidad de unidades enzimát~-

cas, según se observa en el CUADRO 2 es de: 

.:..F..:..r..;;:u:.o:t:.o:o:.::s:___;;d:..::e...:.l........<;p'""a;.¡;;p'""a'""y....;:o'"--'(:--9~) = 6 3 . 15 
Hojas de Chaya (g) 

Este valor justificaría la posibLe industrial iza-

ción de las hojas de Chaya. 
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13. Las proteasas extra1das de las hojas de Chaya se pr~ 

baron sobre un sustrato de prote1na de soya con el -

fin d~ modificarlo enzimáticamente y obtener prote1-

na soluble en el punto isoeléctrico. 

Se obtuvo un 46% de prote1na soluble al emplear

se un 6% de protefna de soya _como sustrato, una rela

ción E/S de 10.3%, pH=10.0 y temperatura de 50 °C, p~ 

ra un tiempo de hidrólisis de 4 horas. 

La proteól isis 1 imitada sobre la proteína de so

ya no produjo formación de péptidos amargos. 

14. Para el sistema enzima-sustrato utilizado se requiere 

encontrar la combinación adecuada de concentración de 

sustrato, relación de E/S y temperatura que optimicen 

la producción del hidrol izado. 

1 5. Los hidro 1 izados de proteína de soya deben considera.!:. 

se como ingrediente importante, al igual que el edul

corante, para elaborar bebidas de bajo pH fortifica-

das con proteínas. 

16. Con base en la cantidad de hidrol izado de soya reque

rida para la fortificac~ón nutricional de una bebida

o jugo de bajo pH, es necesario desarrollar formula-

ciones para un nuevo tipo de producto. 

17. Dado que Méx-ico es el país que consume más refrescos

por habitante, la fortificación de éstos con proteí-

nas modificadas enzimáticamente puede considerarse e~ 

me una alternativa que contribuya a mejorar la dieta= 

de la p~blación. 
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