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I.~ OBJETIVO

Por lo general las enzimas proteoliticas gue se usan
en la industria mexicana son importadas de diferen-—
tes paises, significando esto para lMéxico una fuga
importante de divisas (Tabla I). lMéxico cuenta con
los recursos naturales necesarios para la obtencidn
de enzimas proteoliticas, no obstante, en la actua-

lidad su explotacidn es minima.

El objeto de este trabajo es el estudio de la obten-
cidn de la enzima proteolitica bromelina a nivel in-
dustrial a partir de los desperdicios de las plan-~

tas empacadoras de pifia.
Il.- GENERALIDADES

Ias engimas proteoliticas ge han usado desde hace
siglos en los campos de la industria y la medicina,
asi como en la preparacidn de alimentos. Sin embargo
s6lo en afios recientes su uso ha sido incrementado
debido a la obtencidn de nuevas preparaciones enzi-
maticas, asi como al conocimiento de nuevos usos que

se les pueden dar & estas enzgimas.

las enzimas proteoliticas se encuentran ampliamente
distribuidas en la nabturaleza, tanto en plantas como
en microorganismos y animales. De origen animal las
proteasas mds usadas son renina, pepsina, erepsina y
pancreatina; de origen vegetal se obtienen princirpal-

mente papaina, bromelinea y ficina. También se usan



TABLA I IMPORTACION DE ENZIMAS PROTEOLITICAS (1).
1970 1971 1972 18 7 3

Kg $ Kg $ Kg $ Kg $
Bromelina 665 { 1,077,698 528 569,276 8381 1,154,522 955 | 1,793,755
Papaina 25,597 | 2,059,240} 21,281} 2,266,588 | 20,972} 2,618,574 34,139 | 4,475,801
Mezcla cruda de
tripsina, ribo-
nucleasa y qui-
motripsina. 795 { 3,028,886 5551 2,469,969 35 137,339 202 754,029
Mezcla cruda de
tripsina y qui=
motripsina. 6 117,276 - - 50 221,850 9 167,120 .
Tripsina 117 | 1,844,765 122 | 1,435,035 167 { 1,244,286 89 235,674
Quimotripsina 33 973,862 50 862,113 51 713,270 22 656,557
Pepsina 605 265,422§ 1,261 578,078 | 1,017 622,658 653 228,125
Extracto de - | | | . '
cuajo 13,586 | 2,240,360{ 22,443 | 2,621,404 }16,098 ) 3,209,433 { 11,037 3,640,641
Proteasas 21,086 | 2,529,788} 2,510 331,208 | 1,081 199,409 | 22,029 1,037,530
Total 72,965 15,378,158} 62,050 { 12,126,194 h9,h22 11,643,542 | 82,391 15,902,831
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rroteasas de origen vegetal y fungzal.

la renina (2) es probablemente lz proteasa que se
usa y produce en mayor escala, siguiendole en imror-
tancia la paraina. Aunque la ficina es una enzima
muy activa, sus preparados yresentan frecuentemente

olor fuerte y su produccidn es menor.

Ia produccidn de bromeline también es baja, pero rpue
de incrementarse y sustituir parcialmente el uso de

la papafna.

los primeros usos gue tuvieron las engzimas proteoli-
ticas fueron aplicaciones empiricas, es decir, su &-
plicacidn era indirecta, mediante el uso de materia—
les que las contenian, pero sin tener conocimiento
de la presencia de las engzimas, ni de su relscidn

con el efecto deseado.

Con el paso de los afios se descubrieron las engzimas
¥ se les pudo relacionar directamente con el efecto
proteolitico antes atribuido al material crudo don-
de se les encuentra. Chittenden (3) a fines del si-
glo XIX pudo aislar engimas proteoliticas del jugo

ée la pitfia.

Con el conocimiento de la existencia de las enzimas
proteolfticas y de sus fuentes de obtencidn, se ini-
cid el desarrollo de preparaciones enzimaticas con
gran actividad, estandarizadas, solubles y de olor

aceptable.

Estos preparados enzimaticos y las téqnicas desarro-
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lladss para su aplicacidn han gustituido casi total-
mente a los materiales y métodos usados tradicional-

mentea.

A continuacidn se ilustra con algunos ejemplos la

3 5. 1P & . e 2 o
eplicacion tradicional de las enzimas proteoliticas
y la diferencia de métodos usedos tanto en el pasa-

do como en el presente.
APLICACIONES TRADICIONALES

a) CURTIDO DE PIEIES (2).- En el proceso de curtido
se acostumbraba introducir la piel en un baiio prepa-
rado con estiercol. El estiercol contiene bacterias
rroductoras de enzimas proteoliticas, las cuales =zl
actuar sobre la piel incrementan su permeabilidad y
la hacen mds suave. Actualmente se acostumbra sl uso

de enzimas proteoliticas estandarizadas, lo cual per-

mite controlar las condiciones del proceso y evitar

oloresg desagradables en la piel.

b) ABLANDAMIENTO DE CARNES (2).- Si una canal de vena
do es colgada durante una semunsz, se permite la accidn
de sus propias enzimas proteoliticas, las catepsinas.
Estas estdn presentes en cada célula y actuan sobre 13-
carne suavizandola. Se dejan transcurrir mds dias ¥y se
desarrollan hongos en la canal, los cuales también
producen engzimas proteoliticas y éstas produciran un
grado mayor de ablandamiento, el cual es deseado por

los gourmets.,

4

Sin embargo d&rante el tiempo que estd colgada la ca-
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nal hay pérdida de agua, significando esto pérdida
de peso, 1o cual no es deseable. Esto se evita si se
aplica a la carne una solucidn de enzima proteoliti-~
ca (4), lo cual se puede hacer inyectando la solu-
cidn 2l animal antes del sacrificio o sumergiendo
las piezas de carne en la solucidn después de haber
sido atravegadas de lado a lado con pias, para per-
mitir el contacto entre la solucidn y el interior de

la pieza.

¢) USOS MEDICINALES (2).- En algunos paises tropica-
les sus habitantes hén usado Jjugo o latex de las

plantas para combatir parasitdsis producidas por ne-
matelmintos, asi como para la curacidn de heridas su-

rurantes.
NUBVAS APLICACIONES

Ademds de las aplicaciones tradicionales, las engi-
mas proteoliticas tienen muchas ©Otras aplicaciones

que han sido desarrolladas recientemente. Algunos e-

jemplos son los siguientes:

2) INDUSTRIA DE LA PINTURA (5).- Ias enzimas proteo—
1iticas se usan para mejorar la estabilidad de emul-
sifiéantes protefcos usados en pinturas elaboradas a
base de latex.

b) INDUSTRIA D7 PRODUCTOS DE HHEVO (2).- En la pro-
duccidn de clara de hbevo deshidratada, ésta, antes
de ser secadg yor agpersidn, se trata con engimas

protveoliticas part reducir sw vigcocidad. También ge



(8)

usan para digerir parcizlmente a la yema de huevo

para que al congelarle no gelifique.

c¢) INDUSTRIA DE L4 LECHE (2).- las enzimas proteoli-
ticas se usan para estebilizer la leche contra oxi-

daCi(Sn €

d) INDUSTRIA CERVEZERA (2).- la mayor cantidad de
las engzimas proteoliticas provenientes de las plan-
tas se usa en la elaboracidn de cerveza. Estas en-
zimas son afiadides al final del proceso de elabora-
cién, para hidrolizar ciertos compiejos tanino-pro-
teina. Tales complejos si se dejan en la cerveza se
hacen insolubles y producen turbidez cuando se en-
fria. Ia engzima ideal para esta operacidn 1o‘es a-
quella que al hidrolizar la proteina no lo hace to-
talmente, sino sdlo hasta polipéptidos. Los polipép-
tidos son necesarios para la retencidn de espuma ¥y

para el sabor.

e) CAlPO DE LA MEDICINA (2).- En este campo las en-
zimas proteoliticas se usan ampliemente. Pueden re-
ducir inflamaciones pues cambian la permeabilidad de
los capilares. También se ha usado especificamente

tripsina para disolver codgulos al sér inyectada en
el flujo sanguineo. Bromelina y papaina han sido uti-
ligadas para solubilizar mucosidades producidas al

tomar impresiones con rayos X en el Utero. Las engi-
mas proteoliticas sirven ademds para aliviar dolores

ordinarios de la menstruacidn, aplicandolas como so-

lucidn irrigadora en la vagina.
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Como antihelmintico (6), se usa bromelina. Lsta en-
zima ha sido consideracda como capaz de degradar te-
jido cicatrizado, lo cuzl sustituiria la acostumbra-
da. intervencidn quirdrgica en cirugia pldstica. Sin
embargo en 1969 Eorlof y colaboradores (7) reporta-
rdn que no hay efecto de la enzima en lesiones en

tejido blando.

Hasta zqui se ha hablado en forma general de las en-
zimas proteoliticas. Bn adelante se tratard en parti-
cular de la bromelinz, cuyz obtencidn industrial es

el motivo de este trabajo.
LA BROMELINA

la bromelina es una engzime proteolitica endopeptida—~
sa (8) que ha sido estudiada desde fines del siglo
paszdo. los primeros en hacerlo fuerdn Harcano y Chi-
ttemden, quienss encontrardén actividad proteolitica

en el jugo de la pira.

Chittenden (3) en 1894 pudo precipitar dos enzimas
del jugo de pifia, con cloruro de sodio. Una de ellas
insoluble en ague y capagz de cuajar la leche y otra

soluble y con poder proteolitico.
PROPIEDALES Y CARACTERISTICALS DE IA BROMELINA
a) PBESO HMOIECULAR

Murachi y colsboradores (9) rerortardn en 1964 que
' la mayoria de la actividad proteolitica puede ser

purificada como un componente de reso molecular a-
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proxim«co de 33,000, determinado por ultracentrifu-
gacidn. Ota y coleboradores (10) en 1964, reporta-

rén peso molecular de la bromelina de 33,000, obte-
nido mediante andlisis cuantitativo d:zl grupo N-ter-

minzl.

Feinstein y Whitaker (11), también en 1964, rerorta-
rén los pesos moleculares de cinco comronentes de la
bromelina (ver mds adelante incisos j y k), los en-
contraron en un rango de 18,000 a 22,000, que difie-
ren del peso molecular de 33,000 reportado por iura-
chi y por Ota, debido a la perdida de un 45% de la
molécula ror autolisis. Este fragmento residual tuvo
la mism:z composicidn de aminodcidos revortada por

Ota y colaboradorese.
b) SITIO ACTIVO (12)

La bromelina como otras proteasas entre ellas papai-
na y ficina dependen del grupo tiol de un residuo de
cisteina vara su actividad enzimdtica. Husain y Lowe
en 1970 estudiardn la secuencia de aminodcidos alre-
dedor de cistefna e histidina en el sitio activo en
bromelina, papaina y ficina, encontrandolas muy seme-

jantes (Cuadro I).
¢) GRUPO PROSTETICO

A diferencia de papaina y ficina, la bromelina es
una glucoproteina que contiene un grupo rrostético
carbohidratado. Yasuda, Takshashi y Murachi (13) en

1970, reportardn su estructura y composicidn (Cua-



CUADRO I SECUENCIAS DE AMINOACIDOS ALREDEDOR DE LOS RESIDUOS DE CISTEINA
E HISTIDINA EN EL SITIO ACTIVO EN BROMELINA, PAPAINA Y FICINA (12),

ASn=Gln-Asp-Pro~Cis-Gli=Ala-Cis-Trp BROMELINA
Pro-Val-Lis-Asn-Gln—Gli-Ser-Cis-Gli-Ser-CistTrp PAPAINA
Pro-Ile~Arg-G1n-Gln~G11-G1n~Cis-Gli—Ser-Ciszrp FICINA

|, Hig*Ala-ValeTre-Ala-Ile-Gli-Tir BROMELINA
Val—Gli-Pro-Cis-Gli-Asn—Lis~Val~Asp-His:Ala-Val—AlanAla-Val-Gli-Tir PAPAINA

Tre-Gli-Pro-Cig-Gli-Tre-Ser-Leu-~Asp-His=Ala-ValeAla<Leu - FICINA
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dro II).
d) ESTABILIDAD

Caldwell (14) en 1905 reportd lz presencies de dos en-—
zimas proteoliticas en el jugo de la pifia. Una de e-
llas activa en medio alcalino, algo mds resistente &
agentes toxicos y en cantidad dos veces mayor que la
otra, la cual presentd actividad en medio &cido y
que se destruia por calentamiento a 65°C en solucidn
salina. En 1931 Eckert y Kruess (2) estudiando diver-
sas formzs de preservar la bromelina, reportaron su
destruccidn a las temperaturas comunes de pasteuriza-
cidn (75°-80%¢C). sin embargo Balls, Thompson y Kies
(15) en 1941 reportaron gque la enzima es estable cuan
do el calentamiento no es mayor de 60°C. Ia estabilidad
de la enzima a altas temperaturas varie sesun el tH

en que se encuentre. Si la enzima es culentada
cuando el medio es alcalino y hey desnaturélizacidn,
ésta es parcialmente reversible. Esto se debe a que la
enzima es estable, aunque inerte, a pH alcalino e ines-—

table pero activa cuando el medio es dcido.

Respecto a la variacidn de la achividad relacionada
con el tiempo, Balls, Thompson y Kies encontrardn que
practicamente no hay variacidn después de conservar
una solucidn dé enzima en refrigeracidn durante diez
dfes. En 1968 F. Monsalvas (16) reportd que el jugo
de pifia yuede conservurse en refrigeracidn sin parder

actividad proteolitica indefinidaments gi es adiciona

do con benzoato 2l 0.2%.



CUADRO II ESTRUCTURA DEL GRUPO PROSTETICO DE BROMELINA (13)

co CH
: CH3

-Ala-Arg-Val-Pro-Arg-Asn-NH
-Met-Ser-Ser-Glu-0C
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6) AUTODIGESTION (14)

En preparaciones frescas de enzima no se encuentran
compuestos tales como peptonas, leucina y tirosinz.
Al obtener preparaciones de la enzima, éstas conti-
nen proteinas asociadas a la bromelina. Si se deja
una preparacidn en solucidn a 250-2600, después de
algunas horzs comiengan a aparecer pertonas, leuci-
na y tirosina, debido a la digestidn de las protei-
nas asociadas. Cuando éstas han sido digeridas, se
inicia la autodigestidn, la cual es mds lenta. Por
lo tanto una preparacidn de bromelinz en solucidn,
mientras mds pura esté, mds rdpido se rresentard la

autodigestidn cuando las condiciones la favorezcan.
f) INHIBIDORES

Puesto que la bromelina necesita del grupo tiol de
la cisteina para su actividad y dicho grupo puede
gser oxidado z cistina, perdiendo con ello su acti-
vidad, es necesario el uso de activadores, los cua-
les deberan reducir el grupo oxidzdo a su forma

tiol.

TABLA IT : ACTIVADORES PARA BROKHEITNA
Activador actividad con activador
actividad gin activador
0.04 M Cisteina 1.6 / 112
0.1-0.5 M NaCll 1al F 106
0.1 M HZS 1.06
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Greenberg y Winnick (17) en 1940 reportardn el uso
de cisteina, cianuro de scdio y decido sulfhidrico co-

mo activadores para bromelina (Tabla II).
h) ACTIVIDAD SINTETICA (18)

AdemZs de hidrolizar uniones peptidicas, las enzimas

rroteoliticas también pueden sintetizarlas.

En la bromelina también se ha encontrado actividad
sintética. Al igual que la papaina, puede catalizar

la union peptidica entre carbobenzoglicina y anilina.
i) CUAJADO DE LA LECHE

Las enzimzs que cuajan la leche se encuentran prac-—
ticamente en todas las variedades de tejidos. Y pa-=
rece ser una regla general cue todas las enzimas pro-
teoliticas poseen esta habilidad (19) (20). Este es
el caso de la bromelinz, su roder para cuajar la le-
che fué rerortado ror Caldwell (14) en 1905. También
se ha rerortado la misma actividad para papaina y
ficina.

j) PATRON ELECTROFORETICO

El patrdn electroforético de la bromelina de tallo es
complejo. Ias preparaciones comerciales contienen de
ocho a cinco picos. lLa mayor parte de la actividad
proteolitica estd asdociada a tres picos con punto iso-
eléctrico entre 9.2 y 11. Ia actividad restante estd

asociada a un pico con punto isoeléctrico igual a 5.

Este patrdn fué obtenido por Heinicke y Gortner (2)
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en 1657, quienes designaron a las cuatro diferentes
enzimas de acuerdo con el valor de pH en el cuzal pre-—
sentaban actividad proteolitica dSptima. Bromelina pH
4.5 y bromelina pH 5.5 hidroligzan gelatina y albumi-
na de hhevo. las otras dos enzimas, bromelina pH 7 ¥y
bromelinz pHE.5 hidrolizan caseina, hemoglobina des-

naturalizada y lactalbumina.
k) FRACCIONAMIEKTO Y PURIFICACION CROMATOGRAFICA

Losprimeros trabzjos para fraccionar y purificar la
bromelina de tallo fuerdn los realizados por Murachi
y Neurath (21) quienes en 1960 separardn dos enzimas
proteoliticas por cromatografia en colwma de Duolite

CSK 1.

En 1962 El-Gharbawi y Whitaker (22) por cromatogra-
fia en columna de Bio Rex 70 pH=6.l, separardn la
bromelina en cinco fracciones diferentes. También u-
sando electroforésis de zona con Sephadex G-T75 sera-
rardn cinco comronentes. Las propiedades de estos
cinco componentes presentaron similitud en su absor-
bancia a 280 nm, en su actividad especifica hacia ca
seina a pH=7 ¥ en su habilidad para cuajar la leche.
Pero presentardn diferente comportamiento en croma-
tografia en Bio Rex 70, en electroforesis en Serha-
dex G-75 y acetato de celulosa, en su absorbancia a
260 y 292, en su estabilidad al calor, en su inhibi-
cidn por iodo-azcetamida, en su actividad sobre oCben-
zoil-I-argininamida y en su actividad sobre caseina

& diferentes valores de pH.
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Minami, Doi y Hata (23) en 1971 por medio de la téc-
nica de enfoque isoeléctrico, logrardn fraccionar la
bromelina de tallo en dos componentes. Uno de ellos
es una proteina basica con punto isoeléctrico de
9.45 y en mayor cantidad que la otra con punto iso-

eléctrico de 4.7.
FUENTE DE OBTENCION DE IA BROMELINA

Ia bromelinz se halla presente en la planta de la pi-
fia (Ananas comosas). la rifia pertenece a la familia
de las Bromelidceas (24), todas las plantas de esta
familia contienen proteasas y la pifia es la uUnica co-
mestible. Se creé que la pific proviens originalmente
del sur de Brasil y Paraguay, y se extendid amplia—
mente en las regiones trorpicales de América antes de
gue fuera descubierta ror los esrafioles (25). La pi-
fia es una planta herbacea cuya vida es de 4 a 6

afiog. Iog terrenos mds convenientes para su cultivo
son los que estdn al nivel del mar (24). Hay muchas
variedades de pifia pero las mds importantes son Per-
nambuco y Cayena. lLa primera es mds rica en engima y

la segunda es la mds ampliamente cultivada (15).

12 planta tarda en fructificar de 10 a 18 meses, ¥
desde que aparece el fruto, éste tarda en desarro-

llarse cuatro meses-(24).
IA BROMEIINA EE IA PIANTA DE IA PIFA

En la plenta de la pifia la mayor concentracidn de

proteasa se encuentra en su tallo maduro en la par-
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te inferior. En el mismo tallo, la rarte central po-

seéd mds enzima que la yarte exterior o corteza (2).

Balls, Thompson y Kies (15) en 1941 reportaron un
aumento de actividad proteolitica en el jugo del

fruto, conforme éste va madurando, a diferencia de
la rayaina en la rapaya, que decrece su actividad

con respecto al tiemyo.

En 1959 en lMéxico, Ahuja (26) trabajando con brome-
lina precipitada de jugo de rifia de diferentes eda-
des, rerortd que durante el primer mes la actividad
es alta, disminuyendo durante el segundo y el tercer
mes, rara aumentar nuevamente en el cuarto, que es

el Ultimo mes de su periodo de maduracidn.

En 1965 Gortner y Singleton (27) estudiaron la re-
lacidn entre la actividad proteolitica en pulpa y

la edad del fruto. Encontraron que en los rrimeros
dias desrués de que ararece el fruto, no hay activi-
dad, pero conforme el fruto se desarrolla la acti-
vidad va aumentando. Pero en las Ultimas dos sema-
nas del yreriodo de maduracidn (la cual alcanza 120
dias desyués de que ararsce el fruto), la actividad
disminuye. A estos Ultimos quince dias se les deno-
mina: "periodo final de maduracidén". Gortner y Sin-
gleton consideran que le caida en actividad en este
reriodo puede deberse a le transformacidn de la bro-
melina en otra rroteina con diferente papel metabd-

lico, como el de enzima rroductora de sabor.
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III.~- ANTECEDENTES

El objeto de este trabajo como se menciond anterior-
mente, es el estudio de la obtencidn de la enzima pro-
teolitica bromelina a partir de los desperdicios de

las rlantas empacadoras de pifia. Antes de iniciar este
estudio habfan sido reportados otros trabajos concer— |
nientes con el tema, y los cuales, nos han servido co-

mo base.

En su articulo "Bromelin properties and comercial pro-
duction" que aparecid en 1941, Balls, Thompson y Kies
(15) sugieren la posibilidad de obtener la bromelina a
nivel industrial, a partir del Jugo de piiia de baja ca-
lidad, para poder comretir con material proteolitico
barato. Bl jugo de alto grado seria muy caro para este
prordsito. Por lo tanto es conveniente usar como mate-
ria prime desperdicio industrial. Consideran ellos, sin
embargo, que la mayor desventaja sea tal vez la canti-

dad de enzima presente en el Jjugo, ya cue es pequeiia.

En 1959 J. Ahuja (26) sugirid las ventajas y posibili-
dades de utilizar el fruto que se despercicia en las
plantas empeccudoras, yor no llenar los requisitos de
caracter técnico, al igual aquel gue no tenga acepta-

cidn comercial.

Para aislar la enzima del jugo, que se obtiene por
rrensado del tejido del fruto, Balls y colzboradores
propusierdn la precipitacidn de la enzima con alcohol

etilico 0 con sulfato de amoniO, sin embargo de esta
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forma el producfo se obtiene bastante contaminacdo
con el sulfato, lo cual no es conveniente debido a
gue sus principales usos son en la industria alimen-—
ticia. Otro inconveniente dsl sulfato de amonio es
la caentidad necesaria para la precipitacidn de la en
zima, ya que es alta y no haria costeable su uso en

base a la poca cantidad de enzima rrecsente en el Jugo.

En 1957 Heinicke y Gortner (2) reportardn el uso de
acebtonz como el precipitante mds conveniente si se
trata de obtener bromelina en grandes cantidades, es
decir a nivel industrial. la precipitacidn la efectuz
rdén agregando dos volumenes de acetonz a dos volume-
nes de jugo, obtuvierdn un precipitado que presentd
baja actividad proteolitica y poca estabilidad. Este
primer precipitado fué descartado. Entonces a la fa-
se 1liguida se zgrego un tercer volumén de acetona y
precipitd la principal fraccidn enzimatica. Se co~
lectd por centrifugacidn y se secd. La acetona pue-—

de recuperarse yor destilacidn del sobrenadente.
IV.~ MATERIAIES Y METODOS
OBTENCION DE IA ENZIMA

En la obtencidn industrial de bromelina a rartir de
la pifia, el uso de material de alto grado tal como la
pulpa del fruto o Jjugo de calidad para envasar, no es
conveniente, ya cue resultaria incosteable cebido a
la roca canti@gd de enzime presents, por lo tanto es

recomendable usar hmaterial de desperdicio. Para este
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CUADRO III PROCEDIMIENTO PARs IA
OBTENCION DE BROMELINA

PIfA
PULIPA
CORTEZA Y TOCON (SE TRABAJAN POR SEPARADO)

PRENSADO Y FIITRADO

JUGO DIIUCION X 10 . DP & DaP?
(2 VOLUMENES) .

ACERONA (2 VOLUMENES)

FORMACION DE PRECIPITADO

CENTRIFUGACION

12 PRECIPITADO DILUCICE , DP &
X 10 ~ Dpapt

v
SOBRENADANTE

ACETONA (1 VOLUXEN)

v
FORIACION DE PRECIPITADO

CENTRIFUGACION

Y

® PRECIPITADO DILUCION , DP &
X 10  .DaP*

no
I

SOBRENADANTE

 PRECIPITADO DILUCION , DP &
SECO X 10 ~papt

N
|

(+) Determinacidn de proteinas y determina-
cidn de zctividad proteolitica.
¢

e
N
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trab. jo seleccionemos como materia prima para la ob-
tencidn de bromelina, el despercicio de las plantas

empecacdoras de piila, que resulta del enlatado de la

pulpa del fruto. Este desterdicio consiste en la

cdscara o corteza y el tocdn.

Este material es por supuesto barato y la cantidad
de pifia procesada al afio es igual al 10% de la pro-

duccidn total en el pafs (Tablas III y IV).

Como no fué posible disponer de una cantidad apropia-—
da de material de desperdicio proveniente de las com-
pariias empacadoras, debido a que trabajan la pifia por
temporadas, se comprardn pitias en el mercado con ca-
racteristicas semejantes, como peso y edad del fruto.
Ias pifias fuerdn de la variedazd Cayena y rrovenientes
del Estado de Veracruz. lLos cortes que se hicieron a
las pifias fuerdn similares a los realizados en la in-
dustria. Se utilizardn 30 pifias con reso cercano a

2000 g y el pH de los jugos se encontrd en el rango

de pH=3.6 y pH=4, que corresponde segun los resulta-
‘dos de Ahuja (26), a frutos proximos 2 alcanzar su

madurez. Se trabajo cada pifia por separado.

OBTENCION DEL JUGO.- Se realizaron los cortes necesa-
rios en las pifias para obtener la corteza y el tocdn.
A estos dos elementos se les extrajo el jugo por pren
sado (7 ton) en una prensa Carver para laboratorio, mo

delo C-12 (Fred S. Carver Inc., Menonee Falls, Wisc.).

El jugo obtenido fud filtrado a través de gasa y se



PABIA III PRODUCCION DE PINA EN IA REPUBILICA
MEXICANA EN 1971 ¥ 1972 (28).

PRODUCCION (TONS)
ANO FERnggiANTE FERT?%?ZANTE Tutal
1971 261,207 26,975 288,182
1972 187,545 15,712 203,257

TABLA IV  PINA PROCESADA EN IA
REPUBLICA MEXICANA (29).

ANO TONS
1970 37,681
1971 35,562
1972 31,186
1973 38,042
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le determind su valor de pH en un apariato rHmeter-—

300 Metrohm (Switzerland).

Es importante indicar que estas oreraciones y las
que se mencionen a continuacidn se efectuardn por se
rarado tanto para las muesiras de jugo de corteza co

mo para las correspondisntes de tocdn.

PRECIPITACION DE IA ENZIMA.- Para precipitar la en-
zima del jugo se usd el método descrito ror Heinicke
v Gortner (2) en 1957, este metddo se aplico de la

siguiente formas:

A dos volumenes de jugo fuerdn afiadidos dos volume-—
nes de acetona (calidad industrial), obteniendose
asi el primer precipitado, que presentd baja activi-
dad proteolitica. Este rrecipitado se separd ror cen
trifugacidén_ a 2000 rpm ror 10 minutos en una centri-
fuga MSE modelo IR-6. A la solucidn del sobrenadente
se le agregd otro volumén de acetona, resultando una
mezcla final de dos volumenes de jugo y tres volume-
nes de acetona; obteniendose un segundo preciritado,
que contiene la mayor purte de la enzima. Este preci
pitado se separd también por centrifugacidn a 2000
rrm ror 10 minutos. Después de serzarado este segundo
precipitado fué secado por liofilizacidn en un equi=-

po para liofilizacidn Virtis modelo 1014 OBa.

Tanto a estos precipitados (primero, segundo y segun
do seco) como al jugo entero, se les determind con-

tenido de proteinas y actividad proteolitica. Para
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esto los precipitados fuerdn redisueltos en un volu-
mén diez veces mayor que el volumén del jugo dsl

4 - - . ¥ e .
cual provenian. El jugo también fué diluido diez

VECESe
DETERIINACION DE PROTEINAS

la dsterminacidn de proteinas fué realizadz de a-

cuerdo al método de Lowry (30).
Reactivos:

&) Reactivo A, formado por 40 partes de Ha2003 al 2%
en NaOH O.1 N3 y una parte de tartrato de sodio y po-

tasio a2l 2% y CuSO, al 1% (estas dos dltimas solucio-

4
nes mezcladas en volumenes igualesg).

b) Reactivo B, reactivo de Folin Ciocalteau (diluido

a dos volumenes con agua).

El método consiste en poner la muestra en un volu-
mén de 0.5 ml en un tubo de ensaye, al que se agre-
gan 5 ml de reactivo A. Se dejan transcurrir 10 mi-
nutos y se afiaden 0.5 ml del reactivo B. Después de
30 minutos se determina lg abgsorbencia de la mezcla
reactiva a 715 nm en un Espectrofotdmetro Zeiss mo-

delo 45309.

Para obtener una curva estandar como referencia, se
utilizd albumina bovina.
DETZRIINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Bl método usa®o se basd en la digestidn de caseinu,

@
A
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reportada por Northrop y Kunitz (31) y Kunitz (32),

con el uso de activadores y quelantes reportado por:
Minami, Doi y Hata (23). El procedimiento fué el

siguiente:

En un tubo de ensaye se pusisron 2.3 ml de caseina
0.6% en buffer fosfatos 0.05 ¥ (pH=7), 0.1l ml ds cis-
teina 0.25 M y 0.2 ml de EDTA 0.25 M. Tanto a esta
mezcla como a la solucidn gue contiene.la enzima, a
la cual se le gueria determinur actividad proteoli-

tica, fuerdn introducidcs en un bafio de temperatura

- controlada J. M. Ortiz a 37°C por separado, para que

se eguilibrara la temperatura, durante 5 minutos.
Después de transcurrido este tiempo ss agregardn 0.3

ml de la-solucidn enzimatica a la mezcla contenids

en el tubo de ensaye y se permitid la reaccidn du-
rante 20 minutos dentro del baro. Para parar la reapckﬁ
se afiadierdn 4 ml de dcido tricloroazcético al 5%. Les-
puéds de 30 minutos de reroso, se filtrd el contenigdo
del tubo y se le determind su absorbancia a 280 nm en

un Bspectrofotdmetro Zeiss modelo 45309.
RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos
en el laboratorio, asi como la discusidn corresypon-
diente.

RENDIMIENTO DE TEJIDO Y JUGO

1a proporcidn iromgdio de pulpa, corteza y tocdn ob-
»
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tenida por el método usado, asi como los mililitros
de jugo obtenidos por kilogramo de tejido en corteza

y tocdn, se presentan en la tabla V.

TABIA V
PIi{s BNTERA CORTEZA TOCON \éUIPA
gramos 2020 840 210 970
% en gramos 100 41 k| 48
cx=o

De acuerdo a la tabla V, se puede contar con un 50%
delpeso total de pifia procesada anualmente, el cual
es de mds de 30,000 toneladas (Tabla IV). Esto sig-
nifica que es posible contar con 15,000 toneladas

de materia prima al afio.
VAILOR DE pH EN EL JUGO

En los jugos obtenidos los valores de PH se encon-

trardn en el rango de pH=3.5 y pH=4.

Ds acuerdo con los datos proporcionacos por J. Ahuja
(26) respecto a la relacidn del valor de pH del jugo
con la edad del fruto, los valores que obtuvimos co-
rresponden a frutos cuya edad fué de 3 a 4 meses ¥

proximos a madurar.
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CONTENIDO PROTEICO Y ACTIVIDAD PROTEOLITICA

En la tabla VI se presentan los resultacos de conte-
nido de proteinas y actividad proteolitica. Comparan-—
do €stos con la actividad proteolitica de bromelina

comercial (Merck), medida con el mismo méiodo.

A rartir de los resultados que aparecen en la prime-
ra columna de la tabla VI y que corresponden a mg de
proteina por 100 ml de jugo, y de los resultados en
ml de jugo por Kg de tejido, dec la tabla V, se calcu-
laron los miligramos de proteina obtenidos, por kilo-
gramo de tejido, tanto para corteza como para tocdn,
resultando de 273 mg/Kg en ambos casos. También para
ambos casos la cantidad de proteinas corresponde al

50% en peso del preciypitado.

En esta tabla se presentan también los resultados de
actividad yroteolitica del primer precipitado, que
tanto para corteza como para tocdn, fué el 15% de la
actividad proteolitica del segundo precipitado, ya sea
como actividad especifica o como actividad proteoliti
ca expresada como miligramos de caseina descoblados
por mililitro de jugo por minuto. Esto estd de acuer-
do con lo gue rerortaron Heincke y Gortner (2) en
1957. Ellos indicardn qgue el primer precipitado que
se obtiene presenta baja actividad proteolitica. Debi
do a esto no es conveniente hacer unz sola precipita-
cidn, ya cue la actividad especifica disminuiria, ads

mds dé la inestabilidad de este primer precipitado.
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Debido 2 que en el segundo yprecipitado se obtiens la
mayor parte de la actividad enzimatica, la actividad
especifica aumenta de 3.8 en jugo a 12.5 en el segun-
do precipitado en el caso de corteza y de 3,5 a 13.35

en el caso de tocdn.

Cuando el segundo yrecipitado fué secado por liofili-
zacidn, se obtuvd un polvo blanco de aspecto semsjan-
te a bromelina comercial, y la actividad especifica
disminuyo el 13% en ambos casos. la preparacidn enzi-
matica seca puede conservarse en refrigeracidén inde-

finidamente, ademds de que facilita su mansjo.

la actividad esyecifica del segundo yreciypitado seco,
en corteza y tocdn, aunque disminuyd, fué sin embargo
mucho mayor (casi el doble) que la obtenida con bro-

melina comercial, en las mismas condiciones de ensayo.

En la tabla VI-a se presentan los resultados de acti-

vidad especifica en cada una de las pifias usadas.

También se determind la actividad proteolitica en cin-
co muestras de segundo precipitado de Jugo de corteza
antes y desyués de diez dias de almacenamiento en re-
frigeracidn. las muestras no fuerdn secadas, sino que
se redisolvieron y se almacenaron en solucidn. Ios re-

sultados se presantan en la tabla VII.

Como se ruede observar, la actividad proteolitica, en
estas condiciones, practicamente no varid. Esto ya ha-

bia sido reyortado anteriormente por Balls, Thompson y
Kies (15)0



TABLA VI

ACTIVIDAD PROTEOLITICA Y CONTENIDO DE PROTEINAS.

CORTEZA PROTEINA ACTIVIDAD PROTEOLITICA | % DE ACTIVIDAD | ACTIVIDAD ESPECIFICA
mg/100 ml jugo Casefna desdoblad CON RESPECTO A | mg Casefnaz desdoblad
ml/min mg protefna / min
JUGO
JUGO ENTERO 306 11.65 100 3.8
ler PRECIPITADO 49,6 1.23 10.6 2,48
2do PRECIPITADO 56,3 8,0 68 12,57
2do PRECIPITADO
SECO 56.3 6.8 58 10.85
TOCON
JUGO ENTERO 233 8,15 100 3¢5
ler PRECIPITADO 39.% 0.925 11.3 2,35
2do PRECIPIRADO 38.3 5.l 62,5 13,35
2do PRECIPITADO
SECO 38.3 4,45 55 11.6
| 6.0

BROMELINA COMERCIAL




ACTIVIDAD ESPECIFICA (EN CADA PINA).

TABIA VI-a

mg Caseina desdoblada

TOCON

JUGo

PRECIPITADOS

10

Ji.

508737811732775984394370593506
L]

232232214344345332434325333243
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222121123222233311221123232221

ml /min

CORTEZA

JUGO

PRECIPITADOS
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TABIA VII DISMINUCION DE IA ACTIVIDAD PROTEOLITICA
DE BROMEIINA EN SOIUCION AIMACENRADA EN REFRIGERACION.

ACTIVIDAD PROTEOLITICA

DIAS mg Caseina desdoblada %
ml /min
0 9.0 100

10 8.8 97
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VI.- CONCIUSICLES

Los resultados obtenidos en este estudio preliminar
Presentan un ranorams bastante alentador desde losg
puntos de vista de disponibilicdad de materia prima,
rendimiento, calidad de la enzima (actividad especi-

fica) y su estabilidad.

A continuacidn se presentan algunas consideraciones

4
economicas:

Tomando en cuenta que se obtienen 273 g de proteina
ror tonelada de tejido procesada, que corresronden
a 540 g de precipitado total y que 5 g de extracto
comercial para fines bioquimicos, con un contenido
de 50% de proteinas, tienen un valor en el mercado
de $195.00 m.n., el valor del producto obtenido por
tonelada, 540 g de precipitado, seria por consigui-

ente alrededor de $20,000.C00 m.n.

ILa cantidad de acetona utilizada durante el proce-
sado de una tonelada dé materia prima seria de 750
1lts, con valor aproximado de $6,000.00 m.n.

($8.00 men./1%t). A esto le agrgamos el 30% del va-
lor del producto por tonelada como costo de produc-
cidn y obtenemos un costo total de fabricacidn de
$12,000.,00 m.n. E1 costo de la materia prima consi-
derando que actualmente se desrerdicia, se propon-

dria inicizlmente de ¢ 5 / X ($50.00/%ton).

Por lo tanto, puede obteneérse el 66% de ganancia so-
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lo del extracto enzimdtico. Existe también la posibi-
lidad de vender el extracto proteico G:1 primer pre-
cipitado, como también se podria aprovechar el bagazo
obtenido del prensado de la materia prima, como ali-

mento para ganzdo.

Como se menciond anteriormente, éste es un estudio
preliminer y los puntos que necesitan un estudio mds

a fondo sgson:

a) Estudio econdmico de la planta procesadora.

'b) Ia posible sustitucidn de acetona como rrecipitan—

te, por otro mds econdmico.

c¢) la obtencidn de subproductos.

RESUMEN

La compra de enzimas proteoliticas en nuestro pais
provoca una gren fuga de divisas. México es produc-

tor fuerte de pifia (Table III), sin embargo parte

‘de la produccidn se desrerdicia o se procesa, obte-

niendose de utilidad solo el 50% del reso total de
la fruta. Debido a que el desperdicio industrial y
agricola causa problemas significantes en el drea,
este estudio presenta la posibilidad de utilizar
este desperdicio como meteria prime rara la obten-
cidn de la enzima proteolitica bromeline. los re-
sultados obtenidos son alentadores, obteniendose
extractos barafos de gran actividad, superior g lg

']
N
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actividad del extracto comercial. Desde luego es-—

’ - - "
te es s0lo un estudio preliminare.



(29)

BIBLIOGRAFIA

1.~ Anuario de Comsrcio Exterior (1970-71-72-73),
Secretaria de Industria y Comercio.
2.~ Heincke, R. M., y Gortner, W. A.,
Economic Botany, 11, 225 (1957).
3¢~ Chittenden, R. H.,
J. Physiol., 15, 249-310 (1894).
4.~ Mier, G. y Rhodes, V.. S.,
Food Tech., 16, 111-113 (1962).
5+~ Ronai, K. S. y Weisbert, S. l.,
Ind. & Eng. Chem., 46, T74=TT7 (1954).
6.~ Berger, J. y Asenjo,
Science, 90, 299 (1939).
7.- Korlof, B., Ponten, B. y Ugland, O.,
Scand. J. Plast. Reconstr. Surg., 3, 27-29 (1969).
8.~ Whitaker, J.,
An Introduction to Engymology.
Editado por el autor.
9.~ Murachi, T., Yasui, M. y Yasuda, Y.,
Biochemistry, 3, 49 (1964).
10,- O0ta, S., Hoore, S. y Stein, W.H.
Biochemistry, 3, 180 (1c64).
1l.~ Feinstein, G. y Whitaker, J.,
Biochemistry, 3, 1050 (1964).
12.- Husain, S. S. y Lowe, G.,
Biochem. J., 117, 341-6 (Ap-1970).



13.-

14 [ and

15.""

160"

170"‘

18."

190"‘

(30)

Yasuda, Y., Takahashi, N. y lurachi, T.,
Biochemistry, 9(1), 25-32 (1970).

Caldwell, J. S.,

Botanical Gazette, 39, 409 (1905).

Balls, A. K., Thompson, R. R. y Kies, Ill. W.,
Ind. & Ing. Chem., 33, 950 (1941).
Monsalvas, F.,

Philippine J. Anim. Ind., 24 (1/4), 11-27 (1963).
Greenberg, D. M. y Winnick,T.,

J. Biol. Chem., 135, 761-787 (1940).
Bergman, M. y Conrat, F.,

J. Biol. Chem., 119, 707 (1937).

Balls, A. K. y Hoover, S. R.,

' J. Biol. Chem., 121, 737 (1937).

200"

210"’

2w

25 [ B

Whitaker, J. R.,

Food Tech., 13-2, 86-88 (1959).
Furachi, T. y Neurath, H.,

J. Biol. Chem., 235, 99 (1960).
El-Gharbawi, M. y Whitaker, J. R,
Biochemistry, 2, 476 (1963).

Minami, Y., Doi, E. y Hata, T.,

Agr. Biol. Chem., 35, 1419-1430 (1971).
Sanchez, G. C.,

El Cultivo de la Pifia.

Ed. Agr. Trucco, México, D. F. (1947).
Popenoe, J.

Econ. Bot., 16, 138-139 (1962).



26.~

270"'

280"'

29.~

30."‘

31."

32.=

i

Ahuja, J. Co.,

Tegis Profesional, ENCB, IPN (1959).

Gortner, We A. y Singleton, V. L.,

J. Food Sci., 30, 24-29 (1965).

Expedientes del Depto., de Planeacidn Agricola,
Cosechas Frutales (1971-1972),

Direccidn General de Agricultura, SIC.

Revista de Estadistica (1970-71-72-73),
Direccidn General de Estadistica, SIC.

Lowry, O. H., Rosenbrough, N. J., Farr, A. L. ¥
Randall, R. J., J. Biol. Chem., 193, 265 (1951).
Northrop, J. H..y Kunitz, M.,

J. Gen. Physiol., 16, 313 (1932).

Kunitz, M.,

J. Gen. Physiol., 30, 291 (1947).



	Portada
	Índice
	I. Objetivo   II. Generalidades
	III. Antecedentes
	IV. Materiales y Métodos
	V. Resultados y Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Resumen
	Bibliografía

