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RESUMEN

Este trabajo plantea una alternativa para darle un uso mas
provechoso a todo aguel desperdicico proveniente de la
industrializacidén de la pifia , el cual corresponde a por lo menos
el 40 % del fruto{l); y cuya finalidad es desarrollar una
modlficacién & los procesos que se han esc¢rito con anterioridad
por parte de diversos autores{32)(41)(42) para en un futuro,
hacer posible la produccién a nivel idndustrial de la enzima
vegetal bromelina. Para ello, se credé una nueva metodologia en
donde los factores principales para desarrollarla, fueron la
pulverizacidén y el empleo de nitrégeno liguido; dicho fluido
criogénico permitid trabajar en un rango de temperatura
comprendide entre -45°C y -160°C. También se usd etanol como
medlo de extraccién vy écido rirogalice como agente precipitante.
El procesco consistidé en congelar los desechos de la pifia (cascara
b4 tocén) a una temperatura de aproximadamente ~160°C
inmediatamente se pulverizé y se extrajo la enzima con etanol
enfriado a -%0°C, se precipitd la enzima con pirogalol para
finalmente liberarla nuevamente con etanol.

Los resultados obtenidos son alentadores, pues la enzima
obtenida de esa forma representa una gran cantidad y alta
actividad; aunque también debe mencionarse que trae consigo
clertas impurezas las cuales no fueron identificadas
eXperimentalmente. A partir de la experimentacién a nivel
laboratorio, se sugiere desarrollar la metodologia a nivel planta
plloto, considerando los factores gque influyen para llevar el
proceso de un nivel a otro, ¥y en cuva brecha los resultados

pueden variar.



OBJETIVO

con el fin de obtener los maximos rendimfentos en la
obtenclén de la enzima vegetal *hbromelina* {aproximadamente el
50 % en relacion a la cantidad obtenida por el métode tradicional
que parte del jugo fresco de la pifia}, desarrollar un proceso a
partir de los desechos de la industrializacién de la pifia,

empleando bajas temperaturas.



INTRODUCCION

La industria conservera en dgeneral y las empacadoras de
pifita en particular han presentado siempre el problema de que la
materia prima principal deja un alto porcentaje de residucs
{especialmente céscara) que en ocasiones son destinados a la
produccién de alcohol y vinagre; ¥y en algunos casos, se utiliza
come alimento para ganado, esto s5i es que no se desperdicia
totalmente. Por ejemplo, en el proceso del enlatado de la pifia se
desechan drandes cantidades de vresiducs. En estos quedan
comprendidos las céscaras, 1le¢s corazones fibrosos, las partes
obtenidas de la limpieza de los cilindros de pifia, 1los residuos
de los extractores de jugo, Y las coronas. Con el despuntado de
la fruta no solamente se separa la parte no utilizable, sino gue
‘se corta cierta cantidad de pulpa adicional, lo cual disminuye el
rendimiento de la pulpa aprovechable en una proporcidén del 1 al
1.5 por ciento. Las c¢éascaras, puntas, corazones y los trozos
obtenidos de la limpieza ' de los cilindros representan
aproximadamente el 40 por vciento del peso de la pifia
industrializadal7?},

El fruto de la pifa y sus subproductos siempre han sido
objeto de estudio y se han obtenidc nuevos enfoques respecto a su
aprovechamiento; tal es el caso de la bromelina, una enzima de
origen vegetal gue se halla presente en la planta de la pifia
{Ananas comosus| . Segin estudios realizados, la mayor
concentracidén de la proteasa se encuentra en su talle maduro en
la parte inferior; y en el mismo tallo es en la parte central
donde se encuentra la mayor cantidad de bromelina, mas que en la
parte exterior o cortezall9),



A pesar de que hace algin tiempe se sugirid la posibilidad
de obtener bromelina a nivel industrial a partir del fruto que se
desperdicia en las empacadoras, asi como la céascara ¥y tocodn de
los mismos, y encontréndose dque la calidad de los extractos
enzimaticos era aceptablemente buena, se encontré también gque el
método de obtencién no era atractive, dade gue la cantidad

obtenida era muy baja(32).

Basando todos los estudios en los antecedentes que se
tenian al respecto ¥y gque describian a la bromelina comc una
enzima proteolitica capaz de competir favorablemente con la
papaina, dado que sus caracteristicas son muy simllares y sus
aplicaciones pueden ser laz mismas (con la ventaja de que la
bromelina puede obtenerse de diferentes partes de la planta de la
pifia sin dafiar el valor comercial del fruto}; se ha plangado
desarrollar un proceso criogénico de obtenhién, el cual permita
aprovechar al méaximo toda la materia prima considerande la
cantidad y calidad de la enzima.



JUSTIFICACION

En los idltimos afios se ha comprendidc mejor la importancia
de la ciencia y tecnologia. En México, la falta de tecnologias
adecuadas y su correcta aplicacién por log productores
industriales y distribuidores, proveca que un cierto porcentaije
de los producteos alimenticios se pierdan por descomposicidn
microbiolégica, quimica y fisica, lo cual repercute en pérdidas
econémicas que frenan el progreso del pais. Se debe enfocar no
so0lo a los aspectos de produccidén, distribucién y conservacidn,
sino también a la biusqueda de desarrcllo o adaptacidén de
tecnologias para encontrar la forma de aprovechar al maximo los
recursos naturales; vy asi mismo, rescatar los desechos vy
subproductos que deja la industrializacién de alimentos, evitando
las mermas o pérdidas.

En este trabajo, lo que se pretende es que a partir de una
necesidad come lo es, en este caso, el uso de enzimas vegetales,
se desarrolle un procesc, en el cual sabiendo de las ventajas que
implica el empleo de bajas temperaturas (-45 a -190°C}, permita
utilizar los desperdicios de la industrializacién-de la pifia para
gu aprovechamiento en la elaboracidén de la enzima vegetal
bromelina y producirla industrialmente en el pais, dejando de
importarla como hasta ahora se ha hecho; y asi aprovechar al
maximo los recursos naturales y abundantes con los que cuenta el
palis.



PARTE 1

GENERALIDADES



CAPITULO 1, 1AS ENZIMAS

Uno de los principales campos de investigacidn con respecto
a la fermentacidn es el enzimatico. Las enzimas se pueden
producir por fermentacién y sirven:G para digerir muchos de los
desperdicios que contribuyen a la contaminacidn.

Actualmente existe un gran interés en el desarrollo de la
biotecnolegia, la atencién se ha enfocado a los avances de los
aspectos genéticos y técnicos de la fermentacidén. 3in embargo,
los biotecndlogos consideran que las técnicas de extraccién y
purificacién de proteinas es una parte inseparable del proceso
biotecnolégico global. A medida que se ha avanzado en el usao de
enzimas inmovilizadas, gran parte de los mecanismos de la
cinética enzimatica clasica hah tenido que readaptarse, elle ante
las exigencias particulares de la formacién de productos en cada
proceso.

Las enzimas se compran y se venden en funcidén de su
actividad mas que de su peso. No es necesario usar una enzima muy
purificada o modificada, soclo cuande lo exiia un proceso
particular, va que el trabajar con estas enzimas resulta muy
costose. Por otra parte, la pregencia de inhibidores podria
dificultar la prediccién del efecto de la enzima, especialmente
en su cinética; es aqui donde se decide si1 el proceso puede
llevarse a gran escala o neo. La gran especlificldad de la acclén
de las enzimas y las condiciones tan moderadas en las cuales
funcionan, les confiere una decidida ventaja sobre los
catalizadores quimicos ordinaric (por ello, en numerosos sectores
se ha desarrollado considerablemente el uso de preparaciones
enzimiaticas). Por otra parte, su alta inestabilidad cuando estén
en solucién, son un obstdculo en s5u recuperacidén después de haber
sldo utilizadas. En la préctica, la mayor parte de las
operaciones industriales se vealiza en forma discontinua, en
lotes, con la renovacién de la enzima en cada ciclo.



Algunas de las aplicaciones de las enzimas Se encuentran en
bioguimica clinica, i1industria alimentaria, industria quimica,
control biloldégico de 1la contaminacién, etc. A este tipo de
sustanclas se les conoce como materias primas clave, dado que su
uso minimiza el costo econémico de un procesc dado, deonde el uso
relterado de estos procedimientos origina una parte de la demanda
industrial global de enzimas.

Las enzimas no 20lo tienen 1a propledad de acelerar
reacciones blogquimicas, sino que también tienen la virtud de
efectuar la catalisis selectiva de una reaccidén con preferencia a
otras posibles reacciones que podrian producirse entre las mismas

sustancias.

En sistemas bilolégicos constituyen la base de las
reacclones complejas y varladas gue caracterizan a los fendmenos
vitales. Las funciones del metabolismo interno ¥ de l1la vida de
relaclidn {locomocidn, reproduccidén, ete.), se rigen por la
actividad de innumerables enzimas responsables de dque las
reacciones se lleven a cabo en condiclones favorables para el
individuo, sin liberaclones bruscas de energfa, a temperaturas
fijas, en un pH determinado, a una cohcentracién salina, etc.,
particularmente constantes.

Los sistemas enziméticos, en general estdn formados por la
enzima propiamente dicha {apoenzima), el sugtrato o los
sustratos, un grupoe prostético {coenzima} M sustancias
activadoras. La estructura formada por la apoenzima y la coenzima -
se denomina haloenzima; con cierta frecuencia se reconocen
sistemas enzimiticos que no tienen grupo prostético o activadores
reconocidos.



1.1. DRFINICION

Las enzimas son c¢atalizadores bioldgicos de naturaleza
proteica gque 1intervienen en todas las reacciones metabélicas
energéticamente posibles, que ellas aceleran por activacién
egpecifica y permiten alcanzar rapidamente el estado de
equilibrio de la reaccidén sin modificarlo; por ello, son clave en
la biotecnologia y bioindustria. Sen ellas gquiénes en la
ingenieria microbiolégica, catalizan las reacclones metabdlicas
y aseguran su regulacién. De igual forma impulsann la ingenieria
genética para realizar las modificaciones del equipamiento
enzimaticos de clertos microorganismos con vista a hacerlos aptos
para la biosintesis de metabolitos interesantes.

Las enzimas cuya accidén ocasiona la desintegracidon de un
enlace de carbono a carbono en el sustrato, y con lo c¢ual
originan la desintegracidén de su esqueleto de carbono, se llaman
desmolasas.

Las sustancias cuya transformacién quimica es acelerada por
influjo de una enzima, se llaman sustratos.

1.2. NATURALEZA

Todas ellas son macromoléculas que corresponden a la clase
de las proteinas globulares. Algunas son haloproteinas
constituidas fnlcamente por un encadenamiento de acidos aminados;
otras son heteroproteinas, gque poseen una parte no protelca, el
cofactor, necesario para la actividad catalitica y asociado més o
menos fuertemente a la proteina



1.3. ESBPECIFICIDAD

La mejor descripcidén que se conoce de la especificidad
enzimdtica, es la de Emil Filscher, quién compardé el sustrato y la
enzima a la cerradura ¥ la llave., Tal analogia es particularmente
notable s1 se considera la especificidad estereoquimica de las
enzimas. Una enzima tiene la propiedad de distingulr entre la
estructura de dos moléculas cuande una es5 la fimagen en el
espejo" de la otra. Esto indica no solo una estructura compleja
molecular de la propia enzima, sino también que su actividad es
consecuenclia de alguna de esas complejidades estructurales!48),

1.4. NOMENCLATURA

Las enzimas c¢onocidas més antiguas, conservan nombres
arbitrarios asignados por sus descubridores. Pepsina, tripsina v
diastasas (amilasas) son términos antiguos gque han subsistido. En
francés, la voz "“diastasa" adquiridé la connotacién de enzima.
Fueron generalmente aceptados los nombres ingleses y alemanes
terminados en in {(en espaifiol ina). Después se acordé dar a las
enzimas el nombre del sustrato con el sufijo asa , método de
nomenclatura que ha sido bastante satisfactorio vy que actualmente
se usa; asi, una enzima gue actta sobre las proteinas se denota
proteasa(qa).

Existen muchas excepciones a esta practica y, por lo tanto,
no puede considerarse una regla general. RAlgunas enzimas se
denominan de acuerdo al tipo de reaccidn que catalizan, Debido al
rapldo desarrollo de la quimica de las enzimas, existe una gran
confusién terminolégica. Hay otros casogs en los cuales a un tipo
inico de enzima se le han dado diversos nombres.



En 1961, la Unisén Internacional de Biloguimica adoptd el
sistema de clasificaclén y nomenclatura propuesto por su comlsién
de enzimas que constituye con respecto a los sistemas anteriores
un punto de vista mas uniforme, preciso y descriptivo.

El sistema se basa en la reaccidén guimica catalizada que es
la propiedad especifica que caracteriza a cada enzima, las cuales
se agrupan en clases, porgue catalizan procesos semejantes y en
subclases gue especifican con mavor exactitud 1la reaccidn
particular considerada.

1.5. ACTIVIDAD ENZIMATICA

La Comisién sobre enzimas ha definide wuna unidad
internacional de actividad enzim&tica, denominada katal, cantidad
de enzima que transforma un mel de sustrato por segunde bajo las
condiciones experimentales esténdar., Esta es una unidad de valor
elevado; por ello se utilizan mé&s corrientemente submiultiplos de
ella: microkatal (ukat), nanokatal (nkat) vy picokatal {pkat), que
valen respectivamente 10'6, 1p~2 ¥ 10712 xatal (kat)(25).

Las enzimas pueden presentarse bajo la forma pura, o balo
la forma de preparaciones enzimiticas mds o menos purificadas.
Con frecuencla es interesante detetrminar la actividad enzimética
de una cantidad unitaria de preparacién enzimatica no purificada.
Se refiere entonces la actividad, sea a 1 kilogramo de proteina,
sea a una molécula gramo, asi se define una actividad especifica,
katal por kilogramo de proteinas y una actividad molar, katal por
mol de enzima.
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1.6. CLASIFICACION DE ENZIMAS

La clasificacidén mwmés primitiva de enzimas fué la de
organizadas vy no organizadas, ésta clasificacién se basaba en la
observacién de que algunas enzimas como la peptasa, actian en
ausencia de células, mientras que otras, come la zimasa, parece
que sclo llevan a cabo la fermentacién alcohdlica del aziicar en
presencia de células vivas de levadura. En 1897 Buchner descubrid
gue un extracto exento de células libres de levadura proveocaba la
fermentacién y quedd abandonada la clasificacién primitiva.

Las enzimas se clasifican actualmente en intracelulares,
cuando su actividad se lleva a efecto dentro de 1las c¢élulas
vivas, y extracelulares, cuando actian en la parte extericr. En
los animales superiores las enzimas de la digestién las secretan
érganos especiales dispuestos en el tubo digestivo, y esta forma
de digestidén es extracelular; en las plantas se realiza la
digestién en cualquier parte de las mismas y es fundamentalmente

intracelular.

El creciente conoc¢imiento de la actividad quimica de 1las
enzimas ha permitido trazar un sistema de clasificacidn que
distribuye todas las enzimas en cuatro categorias:

1) Enzimas gque catalizan la separacidén de agua (hidrolasas

e hidrasas).

2] Enzimas que catalizan la transferencia de electrones
loxidasas y dehidrogenasas).

3) Enzimas gque transportan un radical de una molécula a

otra (transferasas).

4) Enzimas que rompen o forman un eniace C~C sin
transferencia de grupo (desmolasas).

11




En la Tabla 1,
pertenecen a cada clasificacién(l).

TABLA 1.

ENZIMAS HIDROLITICAS

KOXERE

1. ESTERASAS.

1.- Lipasas
al Lipasa riefnica
bJ Lipasa pancredtica
.- Bterasa de la colima
3.~ Colesterasa
{.- tlorofilasa
5.« Lecitinasa a
6.~ Lecitinasa B
1.- Posfatasas
a} Nonofosfatasas
t Nocleotidasa
t glicerofosfatasa
* gplina fosfatasa
T Fitasy
b} Bexosa difosfatasa
¢} Adeposina trifosfatasa
4} Hexoquinasa [sintetizanmte)
§.- bectasa
.- tamasa
{6.~ Polingclactidasas
a} Ribooucleasa
b} Tiaenucleodepoliserasa

SUSTRATO

Esteres

Grasas

Grasas

Esteres de colina
Ssteres de colesterol
clorof1la

Lecitina

Lisolecitina y lecitina

Hucledtidos
Glicerofosfatos
Fosforilcoling

Fitatos
Tructosa-1,6-difosfato
Prifosfato de ademosina
AP + glucosa o frutosd
Pectina

Tanino

fcido nucleico de 1a levadura
heidos timonucleicos

12

se presenta una lista de las enzimas que

CLASIFICACION DE ENZIMAS

PRODICTOS FINALES
Acidos + alcoholes

Aeidos grasos + glicerina
Acidos grasos + giicerina
Colina + &cido

Colesterol + dcides gqrasos
tlorofila + fitel
Lsolecitina + dcido grasoe
Glicerofosfato + 4cido graso

Hucledeidos + M0,
Glicerina + WPy

Colina + H4P0;

Tsositel + H]PU;
Froctosa-§-fosfato + HaPOy
Menogina difosfato + HyP0y
ADP 1 Hexosa-§-fosfato
Acide péctico + NeOH
Glucosa + dcido gilico

Rucledtidos
Noededtidos



11, CARBORIDRASAS.

k.

Glacosidasas y sacaridasas
1.- 8-fractofuranosidasa
{1nvertasal
{Sucrasa)

a-Galackosidasas
a) Melibiasa
.- 8-Galactosidasas
a) Lactasa
.- Glucosidasas
a) Naltasa
bl Trehalasa
¢) Nelecitasy
8-Giucosidasas {emulsinal
a) celoblasa
bl Genciobiasa
¢} migdalasa
d} Prupasa
, ¢l salicinasa
Tioglucosidasas
al singrasa [+ una selfatasa)

s
.

[
[

i
v

[x]
]

o
'

7.= Bucleosidasas
al Purina nu¢leosidasa
b} pirisidins nycleosidasa

rolisacaridasas
1.~ Mrilasas

at g-Aw1lasd llicvante)

by B-amtiass |sacarificantel
1.- Fneiasa

3.- Celulasa
{,- Liquenasa
5.~ Citasas

a} Hexosanasa
b) Pentosanasas
6.~ Citinasa
7.- Protopectinasa
.- Pectimasa (pectolasa)

111, PROTEASAS.

1.~ Pepsiaa

2.~ Tripsing

3.~ quimotripsina
{.- papajna

5.~ Bronelina

6.~ Flcina

1.~ Catepsina

#.- Rening

Sacarosa
Rafinosd

Geaclanosa
kstaquiosa

Helibiosa
Lactosa

Naltosa
Yrebalosa
Melecitosa

Celobiosa
Gentiokloss
anigdalina
prunzeipa
Sallcina

sinigrina

Hucledsides purinicos
Nucledsidos pirinidinices

Alnidda
Almidon
Inulina
Celulosa
Liquenina

Hezgsamis

- Pentoganas

citina
pectinas nativas
fcido péetico y pectinas solubles

Proteinas nativas

prot. nativas,proteosas,peptonas
prot. nmativas,protecsas,peptonas
Proteinas nativas

proteinas nativas

proteinas nativas

Proteinas nativas

caseina
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Pructosa + qlucoss

Proctuosa + meliblosa
Fructoss + genciobiosa
Froctoss + trisacarido

Glucese + galactoss
Glycoss + galactasa

Glucosa
6lecosd
Glucosz + fructosa

Glucosa

Glucoss

Glucosa + peunasing
6lycosa + d-mandelonitrile
Glucoss + saligenina

Glucosa + alilisotiocianate +
T80

pentosa + hases purinicas
Pentosa 4 bases piridininicis

Degtrinas
Aaltosd
Fructosa
Celoblosa
Celobioga

Aziicares simples

Azdcares simples
1-acetilglucosaning

Pectinag solubles

Galactoss + cido galacturémice

Protecsas ¥ peptonas
polipéptidos ¥ aninodcldos
rolipéptidos y aminodcldos
polipéptidos y aminpdécidos
Polipéptidos y aningicidos
Polipéptides

Proteosas y peptodas
Paracaseing



»

1¥. PRPTIDASAS.

].- Polipeptrdasas
a} Asinopolipeptidasas
b} Carboxipeptidasas

i.- Dipeptidasa

3, Prolipeptidaszs
3} Prolipasa
b} prelidasa

§.- Bipuricasa (histoezima)

¥, MMIDASAS.

VI,

1.- Alapteinasa

1.~ Afparaginasa
3.« Glataminasa

§.- Histidasa

§.- breasa

6.- Benzamidasa {sistetizante}
MNTUASAS,

A, Mocleina desawinasas

1.- Adenasa
2,- Adenosipa desamipasa

1.~ pesawinasa del acido ademilico

4.~ Citidioa desamindsa
5.« Guanasa
.- Guanosina desaminasa

1.~ besamimass de dcide gusnilico

8. Otras aninasas
1.- Arginasa
2.~ Mspartasa
3.~ Casavanasa

polipéptidos

rolipéptides c/grupos amine libres
volipéptidos c/qrupes carboxiles
libres

Bipéptidos

péptidos de prolina

péptidos de prolina con el enlace
proling Co-NH péptide

péptidos de prolina con el enlace
N-C0 péptide

Acido hipirice

Alanteina
hspargina
Glutamna
Histidina

Urea
Aeido Denzoico + HHy

Adening
hdeaosing

heido adenilico
Citidime
Guanina
Guanesing
Actdo guanilico

Arginina
hcido aspirtice
Capavanina

14

péptidos v amlnodcidos
péptidos y a#lnodcidos
péptidos y aminodcides

Anndvdcidos
Prolina + péptidos
praling + péptidos

Prolina + péptidos

Acido benzoico + glicina

hekdo qlioxilico + urea

Keido aspirtico + Hily

Acido glutamico + W

heido gletdmico + dclde formico
4 Hh'3

CUZ + NH3

Benzanids

Hipoxanting + Ho,
Kiporantosing + Wi

Acido inosina-3-fosforice + A,
Uridina + Ry

Iantina + NHy

Iantosing + WAy

Aeide xantilico + BHy

oreltina + urea
Acido fumdrfco 4 by
Canalind 1 urea



|

ENIINRS OXIOANTES

1. QLIDASAS

A. Oxidasas férricas

.~ catalasa

2.~ Perpridasa

3.~ Citocroms oxidasa
§.~ Citocrome peroxidisa

. Oxidasas clpricas
1.- Tirosipasa (momofenc] oxidasal

Z.L Lacasa {polrfeno] oxidasa)

3.- Acido ascdrbico oxidasa

11. DESHIDRDGERRSAS

1.~ Fernento amarillo de Warbug
y Christian

2.~ Diakprasa |Flavoproteina Straud)

3.~ Yantinz oxidasz femzima
schardinger]

.- D-aninodcido ox1dasa

$.~ L-anlnoacido oxidasa

. Deshidrogenasas Qe contlemen
coenzimg [ 4 7 {cogpuestos de
nleotinaming)

1.~ Glucosa deshidrogenasa

2.~ Hexoxa-G-fosfato deshidrogenssa
3.- a-Glicerofostste deshidrogenasa

pisero 1
1.~ Aldehido fosfoglicémice
deshidropessss
5.« Lactico deshidrogenasa {aninall
6.~ {socitrico deshidrogenssa
1.~ Malico deshidrogenasa
8.~ Glutamico deshidrogenasa
9.~ Posfoglucénico deshidrogenass
10.- Alcohol deshidregenasa

perdxido de hidrdgeno

B,0, + gustrato arowdtico
Citocrodo £ reducido

H0, + citecrono € reducido

Hrosina
Catecol
p-Cresol

Fenol
H1droguinena
Firogaiol
Acido ascérbico

A. Havoproteinas {contienen riboflaviaa)

Coenzima 2 reducida

Coenzima 1 o 2 reduclda
Yantina hidratada

D-anipodeido
L-amintdcido

Glucosa
Hexoxa-6-fosfato
a-Glicerofosfato

Kidehida 3-fosfoqlicérice +
fosfate

keldo lictico

Acldo isocitrico

Acido milico

Keide qlutimico

Acido fosfogluconico
klcoholes

11,+ g-tidroxibutirico deshidrogemass Aeido B-hidroxibutirieo
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Aua + 0,

B,0 + sustrato oxidade
citocrulu ¢ oxidade

B0 + citoeroms ¢ oxidade

Dibidroxifepilalaning
o-Quinona

Homocatecol

Latecol

Quinona

Purpurogaling

heido dehidroascdrblco

Coenzina 2 oxidada

Coenzima oxjdada
heido drice

a-Cetodcido + My + Hy0,
a-Cetodeldo + HH, + Ha0,

heldo glucénico
Acido fosfohexdnice
heido 3 -fosfoglicérico

Acido 1,3-difosfoglicérico

keido pirdeico

heido a-cetoglutirico + Co,
Acido oxalacétice

Acide a-cetoclutirico + Ny
Acido fosfo-a-cetohexénico
Aldehidos o acetonas

Aeido acetoacético



C. Deshidrogenasas que transfieren

electrones 3l citocrone

f.- Succinico deshidrogenasa

1.- a-Glicerofosfato deshidrogenasa

niaefo 2
3.- Bornico deshidrogenasa
{.- Lictico dechidrogenasa
{de 13 levadura)

I11. OTRAS ENIIMAS OXIDANTES

t.- Ronoawina oxidasa, tiramina oxidasa
1.~ Diamina oxidasa (histaminasa)

3. Uricasa
.- Lociferasz
5.~ Dopa ox1dasa

6.+ Glucosa oxidasg {de los hongos)

1.- Lipozidasa
8.- Acidos grases oxidasa

I. DRSMOLASAS QUE REQUIEREW COCARBOIILASA

{TIANINA PIROPOSEATO)

1.~ Carboxilasa

2.~ a-Cetoglutdrico carboxilasa
3.~ Mrivico cetolasa

€.~ Pirdvice deshodrogenasa

k. Awinodcidos degcarboxilasas
1.- Tirosina descarborilasa
2.- Lisima descarboxilesa
3.~ Mginina descarboxilasa
§.- ornitina descarbozilasa

B. Tramsaminasas (transfersncia de
grupos amino desde 1-aminodcidos

¢ ur cetoicide}

1.- Glutdmico-aspirtico transasinasa

2.- Glutimico alanfna transaminasa
3.- Cisteico-aspirtico transaminass

fcido succinico
a-Glicerofosfato

Aceido Firaico
Acido ldctico

Konoaninas

IOELJETH

keido drico

lLuciferina
L-3,4-bihidres1fenilalanina
D-glucosa

Acidos grasos no satursdes
Ac1dos grasos

DESKOLASAS

Ac1do parivice

Acido a-cetoglutirico

Acido pirivice + acetaldehido
Aeido pirivice

1%, DR3KOLASAS QYE REQUIRREW TOSTATO DX PIRIDDIAL

tirosina
Lisina

Argining
orniting

Aclde glutdmicotacide oralacético

Acido glutimico + acide pirivice

Acido cisteico dcido oxal acético
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heido Fumdrico
Aldehido 3-fosfoglicérico

w0, + M
Acido pirivico

Aldeh{dos + HHs + Hy0,
Aldehidos + Ny + HID,
Alantoing + €0

Luciferina uxiéada + ;00 # luz
Nelanins

heido glucdnice + Hy0,
Perdgidos de dcidos grasos
Acido acetoacético

Acetaldehido + €0

Sexialdehido succ%ulcu 100,
Acetoina

keido tdctico + deido acdtico +
002

Tiranina + 00,
Cadaverina + £0;
Aguatina + O,
Pytrescing + (0,

heido a-cetoglutirics + &e.
ascbrbico

Acido a- cetoglutirico alarina
heido aspartice + ic.
B-sulfopirdvico



|

L11. OTRAS DESHOLASRS
1.~ hldolasa
2.+ Oralacétice

3.~ Carboligasa
1.+ Fosforilasa

1.- Glioxalasa [requiere glutatidnl

1.~ Fugarass
3,- Aconltasa

{.- Mdehido nutasa (resccién de

cappizzaro)

5.~ Acido lictico racemasa
§.- Carbénrco ashidrasz [contiene Ind

Fructosa-1,f-difosfate

heido oxalacético
hetde piravico
Slucpsa-1-fosfato

TRANSFERASAS

Glioxales
heido fusarico
keade citrice
Aldehidos + By0

heido 1- 6 d-ldctico
B,C04 & carbonatos
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vosfato de dibidrogiscetons +
aldehido fosfoglicérico

Acido pirbvico + €0,
piacetile 4 b,

Maidén o glucdgeno + RyPOy

¥idrenidcldos
ferde i-xdlico
feido 1-igocitrice
keido + aleohol

dcldo d)-ldctico
€0, + 0



1.7. CINETICA ENZIMATICA

Toda reaccidén enzimatica necesita una fijacidén previa al
sustrate{s) en la parte de la apoenzima dgque asegure la
especificidad en cuante a los sustrates. Después Iintervienen en
la reaccién propiamente dicha, gque es catalizada por los
elementos del sitic activo. Los mecanismos de vreaccldn gue
intervienen pueden diferir segin la naturaleza de la enzima.

El objeto de la cinética enzimatica es el estudio de las
enzimas en su funcionamiento. Se propone en particular,
establecer las relaciones que existen entre la velocidad de la
reacclén enzimdtica y las concentraciones del sustrato (8) y de
la enzima {E}, asi como la influencia de algunos factores tales

‘como: pH, Temperatura, Presencia de efectores y Eventualmente

actividad del agua.
1.8. ERZIMAS COMU CATALIZADCRES

Las reacciones catalizadas por enzimas conducen a cilerto
equilibrio aunque la reaccidn haya avanzado tanto hacia un lado
gue parezca una reaccién completa. La reaccidén puede efectuarse
en una u otra direccidn, segin las concentraclones manejadas. 5i
el producto de una reaccidn es excretado por la célula ¢ ésta lo
almacena en un compartimiento separado y asi lo elimina del
sistema, entonces la catdlisis enzimitica puede continuar en una
direccidn, bien sea la de descomposicién o de sintesis.
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1.9. APLICACIONES PRACTICAS DE LAS ENZIMAS COMO
CATALIZADORES

Las enzimas se usaron como <catalizadores de varias
reacciones muchos siglos antes de que fuese conoclda su
naturaleza quimica exacta. La descripecidén de los agentes gque
producen la fermentacién es anterior a nuestro conocimiento de la
existencia de las enzimas en las células vivas. Procesos tales
como la panificacién, fermentacién, la fabricaclén de cervezas,
alcohol y vinos se conocen desde la antigiledad. Tales procesos se
caracterizan usualmente por la velocidad de progresco baja de tal
forma gque no siempre han adoptado los avances tecnoldgices ¥y
cientificos en la misma extensién dque otras industrias méas
dinamicas e innovadoras, tal como la industria quimica‘ag’.

Las enzimas disponibles comercialmente pueden dividirse en
tres clases, en funcidn de establlidad, precio y pureza. Las
enzimas utilizadas a gran escala, como la glucosa 1lsomerasa, son
relativamente baratas y se suministran en grandes <¢antidades,
aunque con frecuencia se utilizan en una forma relativamente
impura para los estandares biogquimicos. Muchas enZimas
ampliamente usadas en cantidades menores, particularmente en
analisis clinicos, c¢omc la glucosa oxldasa y la colesterol
oxidasa, son razonablemente puras, aungue su ‘existencia es
pequefia comparada c¢on las enzimas industriales. También son més
caras por los elevados costeos de capital ¥ produccidén asociadas
con la necesldad de emplear una serie de técnicas de purificacién
de comparativamente baja capacidad y eficiencia. En tercer lugar,
las enzimas especializadas, producidas para emplearse en la
investigacién, cuya pureza es variable, son de muy limitada
disponibilidad, y usualmente extremadamente caras, lo cual hace
imposible las pruebas a gran escala.
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1.9.1. APLICACIONES INDUSTRIALEs{3%}

Exlsten una gran variedagd de enzimas disponibles
comercialmente gque difieren en la fuente biolégica, actividad,
pureza, formas fisicas, vy caracteristicas tales como pH vy
temperatura oOptima. En particular los fabricantes ofrecen un
nimerco conslderable de amilasas ¥y proteasas de <¢alidad vy
actividad consistente.

L.a presencia de enzimas contaminantes en algunos casos
pueden tener efectos henéficos.

i.9.1.1. INDUSTRIA DE LA PINTURA

Las enzimas protecliticas se usan para mejorar la
estabilidad de emulsificantes proteicos usados en pinturas
elaboradas a base de latex.

1.9.1.2. INDUSTRIA DE PRODUCTOS DE HUEVO

En la produccidéon de clara de huevo deshildratada, ésta,
antes de secarse por  aspersion, se trata c¢on enzimas
proteoliticas para reducir su viscosidad. También se usan para
digerir parcialmente a la yema de huevo para que al congelarse no
gelifique.

1.9.1.3. INDUSTRIA DE LA LECHE

Las enzimas proteoliticas se usan para estabilizar la leche
de la oxidacidén. Una de las aplicaciones mas antiguas de 1las
enzimas, todavia en uso, es el empleo de la renina para fabricar
queso. La enzima coagula la caseina de la leche y forma un
paracaseinato c¢Aalcice 1insoluble. El preparado comercial de
renina, rennet, se obtiene del cuajar de la ternera.
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Las sustancias conservadoras, como el &cido bdrico, dcido
benzoico y grandes cantidades de clorure sédico, se afladen a
veces a los preparados enzimaticos para evitar su descomposicidén
por los adentes bacterianos. La mayor parte de los millones de
librag de queso que $e producen actualmente en los Estados
unidos, se fabrican con rennet.

1.9.1.4. INDUSTRIA CERVECERA

La mayor cantidad de enzimas proteoliticas provenientes de
plantas se usa en la elaboracidén de cerveza. Tales enzimas son
afladidas al final del proceso de elaboracién, para hidrolizar
ciertos complejos tanino-proteina. Tales complejos si ge dejan en
la cerveza se hacen insclubles y producen turbidez cuando se
enfria. La enzima ideal para aquella operacién, es la que al
hidrolizar la proteina no lo hace totalnfente, sino solo hasta
polipéptides. Los polipéptidos son necesarios para la retencidén
de espuma Y para el sabor.

1.9.1.5. OTRAS INDUSTRIAs(3?)

La fabricacién de zumos de fruta, gue era una industria
insignificante, ha adgquiride en 20 afios bastante consideracidn.
Este auge se debe en parte a la habilidad de los productores para
clarificar los zumos mediante el uso de enzimas. Se afiade una
mezcla de enzimas pécticas al jugo para hidrolizar las sustancias
pécticas que enturbian al producto.

Todos los productos textiles contienen almidén u otro
apresto que se aplica a los hiles de estambre para darles
consistencia antes de tejerlos. Si los tejidos tienen que ser
blanqueados, estampados o tefiidos, hay que eliminar este apresto.
El almidén puede eliminarse mediante hidrélisis por amilasas.
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El métedo de hacer desaparecer el apresto mediante enzimas
es mas satisfactorio gque el emplec de acidos o &lcalis, ya dque
estos atacan la celulosa ¥y hacen menos resistentes los tejidos.

Se han preparado para este fin varlos productos
enzimaticos; estos preparados se hacen a partir de hongos,
bacterias, malta u otros materiales bioldgicos.

En la manufactura del cuerc hay dos fases que requieren la
intervencién de las enzimas. Las enzimas proteoliticas, gue se
preparan a base de pancreas o Bacillus mesentericus, se utilizan
para hidrolizar las proteinas de los foliculos pilosos, con 1lo
cual se dejan en libertad les-pelos, que pueden ser facilmente
eliminados. En una segunda fase, llamada rebajamiento, Yy como
preparacién para el curtido, se emplean productos proteoliticos
similares.

Lag enzimas se usan en el lavado en seco para quitar
manchas de cola, gelatina ¢ almidén. Las amilagas se emplean para
preparar un almidén parcialmente hidrolizado como superficie de
revestimiente del papel. La pepsina se usa para digerir la
gelatina en el procesoc de recuperacién de la plata de los rollos
fotograficos.

Los métodos que emplean microorganismos para producir
sustancias quimicas especificas son, en realidad, aplicaciones de
enzimas. Estos procesos producen Aacido 1lactico, Aacido acético,
scldo citrico, acido glucdnico, acido gilico, 1-sorbosa, acetona,
butanol, alcchol etilico y otros preductos.
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1.9.2. APLICACIONES MepIcas(3?)

Trastornos digestivos que obedecen a una insuficlencia de
enzimas han side tratados desde hace afios mediante una
terapéutica sustitutiva. La pepsina, papaina, bromellna y las
amilasas ayudan a la didestién en la boca y en el estémago. Las
enzimas pancreiticas pueden suministrarse en el interior de
capsulas que se digleren en el estémago ¥, en cambio, son
solubles en los jugos duodenales; por lo tanto, las enzimas no se
liberan hasta que se hallan en el lugar donde deben ejercer su

accion,

Las heridas engangrenadas y los procesos patolégicos tales
comoe Glceras por decilbito, forinculos, &ntrax y otros procesos
supurados de la plel! han side tratados eficazmente c¢on enzimas
protecliticas procedentes del pancreas del cerdo. Al parecer, las
enzimas digieren la materia proteolitica que impide la curacién
de dichas ulceras.

Para el tratamiento de la inanicién, en la India se ha
usade un hidrolizadoe estéril de carne con papaina, c¢olocado en
una solucién salina, gque contienen ademas glucosa y vitaminas.
Preparados semejantes de hidrolizades de proteinas se emplean
cada vez maés en casos de desnutricién, en ciertos tipos de
trastornos postoperatorios y en ciertas enfermedades del tubo
digestivo.
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1.9.3. APLICACIONES ANAL1TICAS(39)

En quimica analitica, y para la determinacién del almiddm,
se usan mezclas de amilasa y maltasa llamadas diastasas. El
método empleado calcula el aumento de azficares reductores gque
aparecen como consecuencia de la hidrélisls enzim&tica del
almidéon. Este método es5 mas especifico que otro que mide el
aumento de los azilcares reductores después de la hildrdlisis por
acido.

La uricasa, enzima que convierte el &cido drico en
alantoina, se usa para determinar el &cide urico en la sangre. La
ureasa se emplea también para la determinacién de la urea de la
sangre y de la orina; el amoniaco que se forma se determina, bien
por titulacién, bien por el color gue se forma en la solucidn de
Nessler.

La sacarosa Yy la rafinosa se determinan en las mezclas de
azQcares y en los productos azucarados por polarizacldén antes y
después de tratar la solucidén con sucrasa y melibilasa. La
actividad de la fosfatasa de la leche se aprovecha como indicio
de 1la efectividad de 1la pasteurizacidn. La temperatura de
inactivacidn v el tiempo necesarioc para destruir la actividad de
la fosfatasa es tal gue las bacterlas patdgenas mas resistentes
gque se encuentran en la leche quedarian destruldas antes de que
la enzima estuviese totalmente inactivada.

Ademas de las aplicaciones tradicionales antes mencionadas,
las enzimas proteoliticas tienen muchas otras aplicaciones.
Algunos ejemplos son los siguientes:

La Tabla 2, muestra una visidn mas clara acerca de las

principales fuentes de obtenciém, asi como de lasg aplicaciones
que se les da a las enzimas usadas mas cominmente.
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ENZINA (NONBRE YULGAR]

Celglasa

Ciclodextring gluxosil transferasa

Dextrazasa

Diacilrreductass

Epoxicoccinato hidrelasa

bemarasa

1-Galactosidass

B-Galactosidasa
[lactasal

§-Glucanasa

TABLA 2.

FUBNTE PRINCIPAL

Trichoderss reesel
Aspergillus piger oryzae
Phoesicis y veptii
Nucor miehel

Bacillus saceraps y segaterfua

Klebsiella aeragenes
Penicilliug funicolosux

y liacoiux

Fysariua y Flavobacterius sps

derobacter aetogenes

Kocardia fartaricus

8revibacteriux azsoniagenes

Aspergillus miger
Hortiersliz vipaces
Saccharomyces cerevicrae

Escherichia coli

Basillug sps

Aspergillus niger y orizae
Klebsiella fragilis f
saccharoayces fragilis y
factis, asi como Klupyerodyces
lactis y fragilis

. Racillus subtilis y circulans

Aspergilluvs niger y oryzae
pentcilliva edersonni
Saccharoayces cerevicize
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PRINCIPALES FUENTES DE OBTENCION DE ENZIMAS Y S5US
APLICACIONES PRACTICAS

PRINCIPALES APLICACIONRS

procesado de las frutes y
yerdaras

Formacidon de ciclodextrinas

Hidrélisie de log polisaci-
rides durante ls produccifn
de azicares y er ¢l procesado
de los alizentos

Etiginacién del dlacetilo de
13 cervezs, que le da un
arosa desagradable

Formacion de dcido tartérico

Produccidn de dcido méllce

Kidrolisis de oligosacéridos
en el refipnado del azicar y
en la produccidén de leche de
5073

Ridrélists de la lactoga de
ia leche y otras operaciones
del procegade de Iz leche,
especialaente en la kidroli-
gis del suerc y tamhién en la
elaboracién de productes
farnacéuticos

Ridrélisls de polisacéridos
en 1a elaboracitn de cerveza,
extraccidn del zumo de frutas
¥ otros productos a partir de
plantas, por ejemplo aromas



Glucosa 15omerasa

Glucosa oxidasa

Bistidipa amonio 11353
B-a-bidroxilasa

Inglinasa

Invertasi

Isongltulosa sintetasi

Lipasa/esterasa

Lackopetozidasa

Lipoxigenasa

Acido malico descarbixilasa

Aariaginasa

Xisipasa

Actinoplanes aissouriensts
gacillvs coagulans
Streptosyces albus, olivaceus
olivochronggenes y phaeachro-
fogenes ¥ Arthobacter sps

Aspergrllus wissouriensis

Penicillium glaucua, notatus
y chrysogeniuvs

gbrzopus arrhizus y otras
fuentes Bicrobianas

Kluyyeromyces fragilis
Aspergillus y Candida sps

Kiugyeroupces fragilis

Saccharomyees carls bergensis
¥ cerevisiae y candida sps

Srvinta rhaponticli
protaginobacter rubrua

Aspergillus niger J oryzae
Nacor pavanicus. pusilius
phigopus niveus, lypoliticd

Cylindraces, ternery, cabrito
cordero y pincreas de cerde

Harina de soya

Leyconostoc oencs

Aspergillus niger

gacillus cercus
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Isomerizacion de lz glucosa
en jarabes ricoe en fructosa

antioxidante, por ejedple en
lapg frutas ¢ ek la comserva -
cién de la albfmina y en el
control del coler es el vino,
y la Formacidn de dclde
glucdnico

produccion de acido urocdnico
11 a-hidroxtlacidén de proges-
terona dando lugar a la sin-
tegis de cortlsora, hidrecor-
tisona, prednisolona y
prednisona

Fabricacion de edulcorantes

produccidn de azdcar inver -
tida para reposteria y como
bumectaste, y en la elabera-
cifn de cervezz y en la mani-
factura de sugeddneos de miel

Porazclon de isomaltulosa

procesado de la lana y el

cuero, medificacion del aroma
de la santequilia y el queso,
sodificacifn de grasas y acel
tes, trataniento de residuos

gsterilizacion en frio de la
leche

slangqueado de pan y oxidado
de los aceites

produccién de bebidas

glininacion del sabor amargoe
de los zumos de citricos

glizinacién de I2 nisina
(antibidtico) de 12 leche



pectinasafpectip esterasa

renicilinasa

penicilin dmidasa
(acilasst

fenilalanioa amomio liasa

Fitasa

Froteasas de las plantas
lpapaina, ficina,
breselinal

proteasas animales
Ltripsina, quimoiripsing,etc.!

Proteasas micreblanas

proteasas microblanas

Proteasas microbianas

Proteasas aicrobianas

Aspergillus aiger,
gclraceus y oryade
Rhisopus oryzae
frychideraa reesei
pepicillivasiaplicissiue

Bacillus lichenforafs y cerus
Baciilus megateriua
Escherfchia coli
Basidiompceler

Achrogobacter sps

Levaduras

Aspergrllus frecron

Papayr latex

Flcus caricd
Browus sps

yaras, ovejas y cerdos

Aspergillus niger

Aspergrilys flavos

Aspergillns orpeae
{protesasa acida)
{proteasa neutra)

Aspergillus aellens
fadothia pardsitics
Kycor miehes ¥ pusillus
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gxtraceion v clarificacion de
1os zumps de frutas empleades
en las hebidas no alcohdlicas
v en el vino. Taablién en ia

extraccion de especiap y café

Eliginacién de amtibibtico de
13 leche

Formacitn de §cido g-anino-
penieilinico wediante 1a cin-
tesis de antibidticoes
senisintéticos

Forzaciép de fenilalanina

Elininacion del dc. fftlco de
log cereales

Produccién de extractos de
levaduras, cerveza resistente
2 12 congelacién, panaderfa,
cuero, textiles,farmacéuticos
y procesade de alimento para
animales v honbres incluyende
ol ablandaneinto de cirne

Industria farsacdutica y del
¢cuero, procesado de alimentos
especialuente 1a hldrélisis
de proteinas cosa la hidré -
lists de las proteinas del
suero de quese, la girtesis
de péptides, etc.

Queso, carne, pescado, cerea-
les, frutas, bebldas y pana-
derfa

Procesade de los allmentes

Hidrélisis protéica, espe --
cialmente en el precesado de
la carne v el pescade, en la
industria de ia cerveza y en
panaderia

Nasufactura del quese
[coagulacidn de la leche}



Proteasa microbianas

Proteasas nicroblanas

Proteasas microblapas

Pulglanasa

Coajo {quimosina)

kibonncleasas

~sulfhidril oxidasa

Tanasia

Tereclising

Triptoefasa

Iilanaea

Bactllus lrchenifornis
¥ sebtilrs alkaline
proteasss

Bacillds subtilis
proteasa neulra

Bacillus cereus

Klebsiella aerogenes y
gacrllus sps

cuarto estomago de termeras
lackantes o corderos

Penrcillrun citrinus
Aspergillys oryzae y
streptonyces griseus

suerc de leche

Aspergillus oryzae y miger

Bacillus protegiyticus

Streptosyces sps, Aspergillus
aiger y oryzae y sporotis-
chivs digorphesporiv
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petergentes e industria del
cuers, procesade de carne,
pescado ¥ derivades ldcteos

Profuccidn de bebidas y pan

Bebidas ¥ pan

Desranificacién del alaiddn
durznte la Fermacion de
jarabes de glucesa y en la
elaboracién de cervezas

coaqulacién de ta leche durap
te la aanufzetura del queso

roraacion de nucledtidos
ewplezdos como potenciadores
del sabor y aromatizantes

redoecitn del aroma y sabor a
quenado de la leche

Procegade de bebidag tales
coxo té ¥ cerveza

Produc. del edulcorante aspar
tama {icido aspirtico-éster
aetiifce de fenilalanina)
formacidn de triptofano

procesade de cereales, té,
café, cacae y chocolate



tozimar gtilizadas como sexclas complejis

Pectinasa, hemicelalasa y proteasas Aspergillus, Rhizopus y

Slucpsa pxidass ¥ catalasa

Apilasa, B-glucemisy, proteasa y
celuldsa

Nezclas de enzimas de Actinomyces,
Achromobacter y Pseudomonas sps

proteasas, amilasas y lipasas

tozinas y bacterias sezclados

frichoderads sps

Aspergilius niger

gacillus sobtilis

facilius sedtilis
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Procesado de frukag
{extraccidn v clarificeclén)

gapleo de antioxidantes como
bebidas suaves y en [a pro -
duccién de &cide glucénico ¥
pantequilla

Nanufactura de cerveza
Lisis de células
petergeates

trataniento de desechos
(productos de limpiezal



1.10. ENZIMAS INMOVILIZADAS

La gran especificidad en la accién de las enzimas y las
condiciones tan suaves en las cuales funcionan les confieren una
decidida ventaja sobre los catalizadores quimicos ordinarios. For
ello en numerosos sectores se han desarrcllade considerablemente
el uso de preparaciones enzimaticas. Peroc el alto costo de los
procedimientos de extraccién y de purificacidn de las
macromoléculas enzimiticas, su alta inestabilidad cuando estén en
solucién, son un obstdculo a su recuperacidn después de haber
sido utilizado este biocatalizador. En la practica, la mayor
parte de 1las operaciones industriales se realizan en forma
discontinua, en lotes, con la renovacién de la enzima al
principio de cada ciclo.

La inmovilizacién sobre un soporte insoluble gque a menudo
ge acompafia de un aumento en la estabilidad de la enzima,
facilita el desarrollo de reactores en continuo, gue funcionan
durante periodos largos, sin necesidad de renovar el catalizador.
Permiten también utilizar preparaciones mas puras, clerto es que
mAs caras, pero de especificidad en su accidén mhs estrecha, lo
que mejora la calidad de los productos que se cobtienen.

Para los enzimdlogos, la fijacidén sobre un soporte logra un
modelo cercano a las condiciones de la célula viviente, en donde
las enzimas se encuentran unidas a la membrana o a organelos
intracelulares.

En la actualidad, se han desarrollado numerosos métodos de
fijacién para mas de 100 enzimas, tanto en la etapa de
laboratorio comc en escala piloto ¥y se ha abierto un campe de
experimentacidn, para la inmovilizacién de células intactas,

vivas o muertas.
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1.11. FUENTES DE OBTENCION DE ENZIIMAS

Las enzimas gue se utilizan en los pProcesos
agroalimentarios son objeto de una reglamentaciér estricta, en lo
que concierne a su producciodn, su pureza guimica Y
microbiolégica. En su presentacién comercial, sea bajo la forma
ma&s o menos diluida, fijada sobre soportes inertes, o diluyentes
estan igualmente regliamentadas.

Las enzimas y biocatalizadores utilizados en las diversas
industrias (farmacéutica, textil, pieles, etc.), provienen de
varias fuentes las cuales son:

* Origen vegetal
* origen animal
* Origen microbianc

1.11.1. ORIGEN VEGETAL

Las enzimas proteoliticas se encuentran profusamente
distribuidas en muchos tipos de vegetales; los datos més
importantes que existen en la literatura bloquimica se refieren
principalmenmte a las proteasas del latex de diversas especies de
plantas.

Las enzimas de origen vegetal vy especlalmente las proteasas
son por orden de interés tecnoldgico descendente: la papaina
proveniente de una platta ecuatorial y tropical {Carica papaya),
la bromelina, extraida de la pifia (Ananas comosus Merr) y la
ficina, provenlente del higo (Ficus carica).
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Las dos ultimas proteasas intracelulares, tienen
propiedades similares a las de 1la papaina, y por ello se
denominan "papainasas”. Tales enzimas actian en un intervalo de
pH amplioc sobre las proteinas y péptidos sintéticos de estructura
adecuada. La papaina y la ficina hidrolizan la enzima amida de la
carbobenzoxl-L-metioninamida y la papaina hildroliza el acildo
carbobencil-L-glutamico-a-amida y 1la benzoilglicinamida; los
requerimientos especificos en lo gque se refiere al esqueleto
carbonade de estas enzimas semejan a los de la ¢ripsina vy
gquimotripsina. La papafna hidroliza no solo los enlaces amida vy
péptido, sino también los enlaces éster y los enlaces fioéster.

Para desarrollar la actividad proteolitica méxima frente a
los sustratos sintéticos, la papaina, ficina y bromelina, deben
activarse con diversas sustancias {(glutacidn, cisteina, H,S, HCN,
etc.). Las preparaciones crudas de estas enzimas se acompafian
slempre de cantidad suficiente del activador natural
{probablemente glutacién), necesario para gue ejerzan cilerta
actividad proteolitica, la adicién de una de las sustancias
parece ser que reaccionan directamente c¢on la papaina ilnactiva;
sin embargo, no se ha podide aclarar el mecanismo de esta
activacién directa. Parece gque los activadores actlan c¢omo
agentes reductores para la conversién de los grupos disulfuro de
la proteina enzimatica inactiva en grupos sulfhidrilo que se cree
gue son esenciales para la actividad enzimética.

Algunas de las proteinas intracelulares de 1los tejldos
animales también requieren la activacioén con compuestos
sulfhidrilo; probablemente intervienen mecanismog an&logos en la
activacidén tanto de las enzimas animales como de las vegetales.
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1.11.2. ORIGEN ANIMAL

Estas se extraen industrialmente de zonas especificas de
algunos animales entre los que destacan por su importancia las

siguientes:
* peshidrogenasa-CH Higado de caballo
* Aldolasa Misculo de conejo o rata
* a-pamilasa Pancreas de cerdo
* carboxilpeptidasa P&ncreas de bévido
* (atalasa Higado de bévido
* Fumarasa Corazén de cerdo

La anterior descripcién, corresponde a algunas enzimas
cristalinas.

La pepsina se produce industrialmente a partir de la mucosa
gastrica del cerdo donde se encuentra c¢omec precusor, el

pepsindgeno.

La preparacién industrial de la pepsina se puede hacer de
acuerdo a varios métodos; en general se practica la autodigestién
de mucosas gastricas raspadas y trituradas, en medio acuoso
acidificado con acido clorhidrico, en presencia de cloroformo.

1.11.3. ORIGEN MICROBIANO

Lag principales ventajas de las enzimas en la fermentacidn
con relacion a las enzimas en la extraccién son las siguientes:

* Una produccidn independiente de restricclones
estacionales o geograficas.

* La posibilidad de utilizacién de materias primas de fécil
adquisicién.
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* Los rendimientos en la produccidén se pueden aumentar en
proporcién importante al mejorar las capas microbianas ¥y aplicar

las optimas condiciones de fermentacidn,

Por otro lado, las enzimas de origen microbiano presentan

especificidades y propiedades diversas.

Estas ventajas predominan sobre los inconvenientes propios
de la industria de la fermentacién (fuertes inversiocnes, consumo
de energia, riesgos de contaminacién, etc.), en el transcurso de
los tltimos treinta ailos se han desarrollado un nimero importante
de fermentaciones productoras de enzimas.

La fundamentacién de la produccidén de enzimas microbianas
exocelulares, es muy simple: un microorganismoc se cultiva en un
medio apropiado, a partir del cual se extrae la enzima (para las
enzimas endocelulares es necesario un tratamiento previc de la
biomasa}. Los problemas radican en los detalles del proceso, va
que la produccién industrial de enzimag supone un cilerto nimero
de etapas. '

1.12. CARACTERISTICAS DE LAS ENZIMAS

Las enzimas a diferencia de la mayvoria de cualquier otra
sustancia, se caracterizan y se venden en funcidén de su actividad
mas que de su peso, de tal forma que la establlidad de las
preparaciones enzimaticas durante su almacenamiento es de
importancia capital. Las enzimas utilizadas en la industria, rara
vez son cristalinas, quimicamente puras o incluso solo proteinas.
Estas impurezas nco deben interferir em su actividad, aunqgue a
veces pueden catalizar la formacién de subproductos o pueden ser
téxicas. Una enzima 1util comercialmente en el procesado de
alimentos debe ser barata en relacién al costo global del
proceso, y activa en las condiciones fisicas prevalecientes en

las etapas del procesado tradicional.
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Por eso, es preferible comprar enzimas diferentes para
buscar una que sea activa en esas condiclones en vez de manipular
un proceso o productc establecido a fin de acomodar una enzima
potencialmente ftil. La enzima debe sger estable, muchas enzimas
utilizadas en la industria operan a temperaturas superiores a los
50°Cc, debe estar disponible en cantidades suficientes y debe ser
segura. Como el costo de aprobacidén por las autoridades es muy
elevade es mucho mas facil usar una enzima ya autorizada en la
industria alimentaria gque obtener un status legal para una nueva

enzima.

El empleo de enzimas es ventajosoc porque operan en
condiciones de pH, temperatura, etc., compatibles con la
retencién de la estructura deseada y otras propledades del
alimento, y minimiza los requerimientos de energia mediante el
procesado, mientras que las altas presiones Yy temperaturas
asociadas con el uso de catalizadores gquimicos podrian ser con
frecuencla perjudiciales para el producto final.

Frecuentemente 1los residuos de enzima remanente en el
producto final son muy pequefios, de forma que si el producto va
destinado a usos alimenticlos o© farmacéuticos, la enzima puede
clasificarse como auxiliar tecnoldégico, aunque en algunos casos
debe introducirse entre los aditivos alimenticios, especialmente
cuando sigue siendo activo durante el procesade posterior. Al
respecto, el empleo de enzimas inmovilizadas representa una
ventaja adicional, porque la enzima o la célula inmovilizada se
puede recuperar completamente de la mezcla de reaccién, ¥ puedén
utilizarse repetidamente sin gque se produzca la contaminacién del
producto final y sin necesidad de calentar el producto para la
consiguiente desnaturalizacidén de la enzima, procedimiento gque
siempre puede emplearse debido a la sensibilidad del producto
{enzima) a la temperatura.
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£s aconsejable utilizar mavores concentraciones de enzima
inmovilizada gue de enzima libre puesto que la primera puede
recuperarse y reutilizarse, resultando asi una disminucidén del
tiempo de reaccién y/o el tamafio del recipiente necesarlo para
llevar a cabo el proceso, y una virtual ausencia de enzima en el
producto final de forma gque solo sea necesario que sea aprobado
como auxiliar tecnoldégico ¥ no come un aditivo alimentario.

La inmovilizacién es una forma de mantener constantes las
condiciones de reaccién de una enzima. In vivo las
concentraciones de reactantes estédn camblando constantemente, ¥
con frecuencia la enzima estd siendo sintetizada y/o degradada
durante la reaccién. En experimentos discontinuecs de laboratorio
la concentracién del sustrato disminuye, la de los productos
aumenta v la enzima no estd en las condiciones del estado
estaclonario, $Sin embargo, las enzimas inmovilizadas pueden
mantenerse en condiciones de reaccidon esencialmente constantes
utilizando una enzima inmovilizada en un lecho de relleno o en
reactor tipo tanque con agitacién continua en el que el sustrato
fresco se estd alimentado continuamente a la enzima a una
velocidad constante b4 los productos gse van eliminando
continuamente.

1.13. LEGISLACION EN EL EMPLECQ DE LAS ENZIMAS

Tradicionalmente las enzZimas se han considerado seguras,
debido a su descripcién como extractos naturales, aunque tal
concepto se estd perdiendo.

El comité de Aditivos y Contaminantes Alimentarios (FAAC)
del Ministerio de Agricultura, Pesca ¥ Alimentacidén Inglés
clasificé las enzimas en 5 c¢lases, de A a E, en base a su
segquridad para ser usadas tantc en los alimentos como en su

manufactura.

36



Tal clasificacién toma en cuenta la naturaleza de la
enzima, incluyendo su actividad catalitica, inmunogenicidad ¥y
alergenicidad o efectos tdéxicos derivados de la enzima o de
cualquier contaminante que contenga derivados del c¢aldo de
fermentacion (HMSO, 1982). La definicién de cada clase se muestra
en la Tabla 3.

En esta revisién de las enzimas, el Ministerio de
Agricultura, Pesca Yy Alimentacién recomienda incluir algunas
enzimas en una lista de enzimas aceptables o provisionalmente
aceptables para usarse en alimentacién (Tabla 4), perc los datos
de las enzimas del grupo B deben revisarse a los 2 afios. Es de
esperar gque lag regulaciones deberan hacerse geglin los
lineamientos indicados por el Comité de Contaminacién y Aditivos
Alimentarios.
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GRUPO

TABLA 3. CARACTERISTICAS DE ENZIMAS SEGUN (FAAC)}

CARACTERISTICAS

Ssustanclas de las que los datos disponibles indican
que son aceptables para usarse en alimentacidn,

sustancias que por los datos disponibles pueden con
silderarse provisionalmente como aceptables para ser
usadas en alimentacidén, aunque requieren la obten -
cidén de mas informacién posterior dentro de un tiem

po dado para su revisidn.

Sustancias de las que los datos disponibles sugle -~
ren una posible toxicidad y gue por tanto no.pueden
usarse en alimentacidn hasta que no exista una evi-
dencia de su sequridad para establecer su aceptabi-
lidad.

Sustanclas para las que la informacidén disponible
indica una probable o definitiva toxicidad vy que no
deben ser utilizadas en alimentacidn.

Sustancias de las que se tienen datos inadecuados o
noe se conoce su toxicidad por lo que no es posible
expresar una opinidén sobre su aceptabilidad en el -
campo de la alimentacién.
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TABLA 4. CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS SEGUN EL MINISTERIO DE
AGRICULTURA, PESCA Y ALIMENTACION (1982)

FUENTE PREPARACION ENZIMATICA
{X) GRUFO A
Ananas comosus -Bromelaina
Ananas bracteat -Bromelaina
carica papaya -papaina
-Quimopapaina

Materlales comestibles ¢ tejidos
del estémago de ternera, cabrito
o cordero —Triacilglicerol lipasa

Tejido pancreitico poreino o bovino ~Triacilglicerol lipasa
~a-amilasa
-Tripsina

Mucosa gastrica porcina -Pepsina A
-Pepsina B
-Pepsina C

Abomasa de ternera, cabrite o cordero -Quimosina (cuajo)

pbomasa bovino adulto -Pepsina bovina A
-Pepsina bovina B
Higado bovino -Catalasa
{II} GRUPO B
Aaspergillus niger -a~Amilasa

~-exo-1,4-a-D-glucosidasa
{glucoamilasa), inmovilizada
¥ ho inmovilizada

~Celulasa

-g-D-galactosidasa (lactasa)

-ando~1,3(4)-3-D~glucanasa

~Glucosa oxidasa

-Catalasa

=Pectinesterasa

-Pectin liasa

~poligalactunorasa
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Aspergillus oryzae -a~amilasa
-Proteasa neutra

Bacillus coagulans -Glucosa isomerasa inmovilizada
¥ no inmovilizada

Bacillus licheniformis ~a-amilasa
=Serin proteasa

Bacillus subtilis -a-amilasa
-endo-1,3{4)-8~-D-glucanasa
(laminarinasa)
-Proteasa neutra

Endothia parasitica -Endotia carboxil proteasa
Klebsiella aerogenes -Pululanasa

Hucor miehel -Proteasa acida

Hucor pusillus -Proteasa 4cida

Penicillium emersonii -endo-1, 3(4)-B-D-glucanasa
Penicillium funiculosium -Dextranasa

Penicillium Iilacinum ~Dextranasa

Saccharomyces cerevislae -R-D-fructofuranosidasa (invextasa)
Streptomyces fradiae =-Serin proteasa

Streptomyces olivaceocus =Glucosa isomerasa inmovilizada
Trichoderma viride -Celulasa
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Las dextrenasas derivadas de Penfcillium funiculosom Y
Penicillium lilacinum también se permiten, aungue su uso esta
restringido a las primeras etapas del refinado del azfdcar.

Entre los conservadores de las enzimas permitidos, se
incluyen el &acido so6rbico, el SO, ¥ los metil, etil y propil
ésteres del 4-hidroxibenzoato. Obsérvese dque el Ministerio de
Agricultura, Pesca vy Alimentacidn clagifica los productos
alimentarios de accién enzimdtica en tres clases: aditivos,
potenciadores del sabor Y agentes de volumen.

1.14. CONTROL Y SEGURIDAD EN LAS ENZIMAS

Las enzimas crudas se consumen en grandes cantidades para
alimentos crudos, y las enzimas puras para la industria.

Existen tres grandes problemas:

A. Es impractice utilizar enzimas puras en forma
cristalina, vy, aungque las enzimas se utilizan en alimentos, las

impurezas no incluyen sustancias dafiinas como las mocotoxinas,

B. Las enzimas proteinicas naturales, como todas las

proteinas pueden causar reacciones de alergia.

C. Algunas enzimas tales como las enzimas
proteoliticas (bromelina vy papaina), pueden causar irritacién
después de una exposicidn frecuente.
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CAPITULO 2. LA CRIOGENIA

Los procesos criogénicos se refieren a la produccién vy
utilizacién de bajas temperaturas y han tenido un incremento muy
espectacular a partir de la sSegunda Guerra Mundial.

Los procesos criogénicos comprenden una tecnologia muy

variada de apoyo.
2.1. DEFINICION

La palabra <riocgénia, deriva del griego ‘“crios" dque
significa frio, y T"genea" que significa nacimlento. En 1la
practica, la criogenia se define como la ciencia dedicada a la
produccién de Dbajas temperaturas { en general por debajo de
-100°C). En la actualidad, cuando hablamos de cricgenia nos
referimos al frie originade por 1la aplicaclidén de gases
licuados (36},

Una definicén mas limitada, describe los procesos
criogénicos a temperaturas por abajo de -148,.15°C,

2.2. PROPIEDADES DE LOS FLUIDOS CRIOGENIcos!Z26)
2.2.1. NITROGEND (N,)

El Nitrdgeno en condiciones normales (20°C de temperatura y
1 kg/cm2 de presién), es un gas incoloro, incdoro e insipido, es
el principal componente del aire, donde se encuentra presente en
una proporcisén de 78.08% en volumen. A2 la presién atmosférica v a
temperaturas por debajo de -196°C es un liguido incoloro, inodoro
¥y caracterizado principalmente por su gran inercia quimica (no
ataca o reacciona con otros productos), lo que favorece
enormemente su utilizaciém en la elaboraciédn, envasado ¥y

conservacidén de los productos alimenticios,
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A presion ¥y temperatura normales, es un gas no inflamable e
inerte. En atmésferas de nitrégeno no es posible la respiracidén
de les seres vivos. Tampoco es posible la combustién de los
cuerpos en este tipo de gas. Por otra parte, el nitrégeno e€s un
elemento esencial para la vida, vya que forma parte de 1la
estructura proteinica de los animales y de las plantas.

El nitrégeno presenta muy poca solubilidad en agua y Otyos
liquidos. En la Tabla nuomerc 1, se presentan las caracteristicas
mAs importantes; en ella, el nitrdgeno se expansiona al pasar de
liquido a gas hasta 696.5 veces 35u volumen cediendo su calor
latente (47.74 Kcal/Kgl en el proceso.

Cuatro son sus cualidades principales gque han hecho del
nitrégeno licuado, el fluide criogénico por excelencia para los
procesos de refrigeracién y ultracongelacidn:

su inercia guimica {no ataca ni reaccicna con otros
cuerpos}.

- Su potencia frigorifica.

- No es toxico.

- Su bajo precio.
2.2.2. DIOXIDO DE CARBONO (CO,)

El diéxido de carbone o anhidrido carhénico es un gas, en
condiciones normales (20°C de temperatura y 1 kg/cm? de presidn).
Se encuentra presente en la atmésfera en una proporcién variable,
comprendida entre el 0.03% y el 0.06% en volumen. Es incoloro e
inodoro y con un sabor Acido. No es téxico ni tampoco flamable.
Sclo es téxico en concentraciones elevadas. Para Uusos
industriales se suministra licuado en botellas de acero a
temperatura ambiental. También se puede entregar en cisternas, en
estado liquido ¥ a baja temperatura {-14°¢C/=-27°C).
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Ccomercialmente tamblén se presenta como nileve carbdnica o
hielo seco, a una temperatura de =-78°C y a la presién
atmosférica, teniendo entonces una alta capacidad frigorifica

{150 Kcal/Kg}.

El CG, en estado gaseoso, es un 53% maAs pesado que el
aire, siendo mucho mas soluble en agua gque cotros gases tales como
el nitrégenc o el oxigeno. La solubilidad aumenta al bajar la
temperatura, propledad que se emplea en el envasado de cervezas Yy

bebidas carbdnicas en general.

El anhidride carbénico en estado 1liquido es también
inceoloro y existe a temperaturas comprendidas entre =-56.61°C ¥y
31°cC.

Con referencia al nitrdégeno hay gue destacar algunas
diferencias:

- El nitrégeno es menos dense que el aire, mientras que el
Co, es mas pesado gue el aire y se puede acumular en el fondo de
los depésitos © en las partes bajas de una instalacién cerrada.

-~ El nitrégeno tiene una temperatura de ebullicidn muy por
debajo de los -100°C, mientras 4gue el CO, la tilene por encima de

-78.5°C.

~ Bl nitrégenc es insipido y el anhijdrido c¢arbénico tiene
un sabor Aacido.
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2.2.3. OXIGENO (05)

El oxigeno es un gas en condiclones normales (20°C de
temperatura y 1 kg/cm? de presién), incoloro, inodoro e insipido.
Constituye el 20.94% del aire, no es tdéxico ¥y es poco soluble en
agua. Al contrario que el nitrégenc y el anhidride carbénico, el
oxigeno es quimicamente activo Yy se combina con muchos otros
elementos y compuestos en reacciones exotérmicas. Para que tenga
lugar la combustidén de los cuerpos, su presencia es
imprescindible.

El efecto del oxigeno sobre los alimentos es negativo en la
mayoria de los casos, ya dque produce su oxldacién ¥y da lugar a
fenomenos tales como enranciamiento de las grasas y aceltes. Por
ello, se tiende al envasado de los alimentos en atmésferas libres
de 0,. Sin embargo, el oxigeno, empleadndolo correctamente en la
industria alimentaria, puede ser benéfico en algunos casos tales
como:

Aceleracidén de precesos fermentativos.

Oxigenacién de aguas de piscifactorias.

Transporte de peces vivos,

Tratamiento de aguas residuales.
A la presién atmosférica y a temperaturas inferiores a

-183°¢, es un liguide inodoro , transparente ¥y con un ligero
color azul palido. Es méAs pesado que €l agua.
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2.2.4. ANHIDRIDO SULFURDSO {50,)

El didxide de azufre, ma&s <conocido cemo anhidride
sulfuroso, es un gas en condiciones normales (20°C de temperatura
¥ 1 kg/cm? de presién}.

Es toxico, no flamable vy tiene gran avidez por el agua. Es
muy irritante para ojos, garganta y vias respiratorias. El
anhidrido sulfuroso ren estade liquido puede provocar quemaduras
cutaneas.

Por el olfato se puede detectar su presencia en
concentraciones de mads de 3.5 ppm, en volumen. Cuando se llega a
una concentracidén de 20 ppm, produce tos e irritacidén de los
ojos.

En estado de gas es mas pesado que el aire, por 1o que hay
que tener cuidado con su manejo. En estado liguido es mas pesado
gue el agua,

En la industria alimentaria se utiliza como antiséptico, en
la c¢onservacidn de bebidas fermentadas v en el almacenamiento de
cereales.

2.2.5. PROTOXIDO DE NITROGENO (N20)
El protéxido de nitrégeno, llamado también hemidéxido de
nitrégeno es un gas en condiciones normales (20°C de temperatura

¥ 1 kg/cm?2 de pregion}. No es tdxico ni flamable.

Para aplicaciones industriales se entrega licuade, siendo
entonces un liquide de olor dulce, incecloro, no toéxiceo vy

anestésico.
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En estado gaseosc, su poder anestésico se deja notar cuando
su concentracién es superlor al 70% en volumen. Cuando se
encuentra en concentraclones muy altas se comporta como un gas
asfixiante por desplazamiento del oxigeno.

2.2.6. ARGON LIQUIDO (Ar)

El argén liquide es transparente, sin color ¥y con
propiedades similares a las del nitrégeno ligquido. Es inerte y no
as téxico. A 1 atmésfera de presidén el argdn liquido hierve a -
185.85°C y se congela a -189.85°C. El argén liquido saturado & 1
atmosfera es mas denso que el oxigenc, como debe esperarse ( 1394
kg/m3}, debido a que el argdén tiene un pesc molecular mayor que
el del oxigeno. La diferencla entre el punto de ebullicidn normal
y el punto de congelacién para el argdn es de tan sélo 4°C.

Bl argén estd presente en el aire atmosférico en una
concentracisén de 0.934% en volumen o 1.25% en peso.

2.2.7. NKEON LIQUIDO (Ne)

El neén es otro gas que se puede producir como un
subproducto en una planta de separacién de aire. El nedn liquido
es un liquido incoloro, transparente que hierve a 1 atmésfera a
-246°C y se congela a -248°C. El punto de ebullicién del neén
esta de alguna manera por encima del que tiene el hidrégeno
liquido. Pero dado el hecho de que el nedn es lnerte, tiene un
mayor calor de vaporizacién por unidad de volumen, Y tiene una
densidad mayor, lo cual hace gque sea un refrigerante atractivo

comparado con el hidrégeno.
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2.2.8. OTROS FLUIDOS CRIOGENICOS NO DERIVADOS DEL AIRE (26}

El flior 1liguide presenta un color ligeramente amarillo
cuyo puntce normal de ebullicidén es de -187.91°C. A -219.65°C v 1
kg/cm2, el fltor liquido se congela como un sélido amarillo, pero
abajo de un subepfriamiento a -227.55°C se transforma en un
gé6lide blanco. E1  floor ligquide es uno de los liquidos
criogénicos mas densos en su punto normal de ebullicién (1505
kg/m3). El1 flior se caracteriza quimicamente por su extrema
reactividad. E1 flGor reacciona con casi todas las sustancias
inorganicas. Si el flaor tiene contacto con hidrocarburos,
reaccionara hipergélicamente con mucho calor de reaceién, el cual
muchas veces es suficientemente altc gue el contenedor metalico
en gque se encuentra se enciende. Algunos metales como aceros
inoxidables de bajo carbdn y el monel, que son usados en sistemas
de fluor, desarrollan una pelicula protectora en la superficie al
ponerse en contacto con él flior gaseoso. Esta pelicula en 1la
superficie previene la propagacidén de la reaccilén fllor-metal en
todo el volumen del metal (contenedor metalicoj.

El fluor es altamente téxico. La razén de concentracién
fatal para animales es de 200 ppm-h; esto es, gque bpara una
exposicién de 1 hora, 200 ppm de flaor es fatal; para una
exposicién de 15 minutos, 800 ppm es fatal; y para una exposicién
de 4 horas, 50 ppm es fatal. La maxima concentracidén permitida
para la que el hombre puede estar expuesto se considere que debe
de ser de 1 ppm~h. La presencia de flior en el aire puede ser
detectado por su-olor picante e irritante en concentraciones tan
bajas como 1 a 3 ppm. Debido a su alta toxicidad, el flhor
liquido casi no es utilizado.

El metano es el principal componente del gas natural. Es un
liquido incoloro, gque hierve a 1 atmdsfera a -161.45°C. E1l metano
liguido tiene una densidad aproximada de uno y medio de la que
tiene el nitrdgenc liquido (424.2 kg/m?).
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El metano forma mezclas explosivas con el aire en

concentraciones que van de 5.8 a 13.3% en volumen) .

El hidrégeno liquido tiene un punto normal de ebullicidén de
-252,.85°C y una densidad en su punto normal de ebullicién de tan
sele 70.79 kg/m3. La densidad del hidrégeno liquido es de 1/14 de
la del agua, lo que significa que es el mas ligero de todos los
liquidos. E1 hidrégeno liquido es incdoro e incolore y sdélo no
puede mantener la combustién; sin embarge, en combinacién con el
oxigeno o aire, es bastante flamable. Trabajos experimentales han
demostrado gque mezclas hidrégeno-aire son explosivas en un
espacio sin confinar en un rango de 18 a 59% hidrégeno en

volumen.

El hello tiene 2 1sdétopos establesg Hey; que es el mas
comin, y Hej. El Hey liquido tiene un punto normal de ebullicidn
de -268.9°C y una densidad en este punto de 124 kg/m® o cercano
al 1/8 gue la del agua. El helio liquido no tiene punto de
congelacién a una presién de 1 kg/em2; de hecho, el helio no se
congela abajo de su propia presion de vaporizacidén aungue 1la
temperatura se reduzca al cero absoluto. A cero absoluto, el
helic 4 1liguido debera de ser comprimido a una presién de 24.97
kg/cm? antes de que se congele. El calor de vaporizacidén del Hey
ligquido en su puntc normal de ebullicién es 20.920 kJ/kg gque es
tan s6le 1/110 el del agua. $i blen el hello esté clasificado
COmo Un gas raro y como uno de los gases mas dificiles de licuar,
sus propledades tan inusuales han despertado tanto interés que el
helio ha sido objetoe de mucho mds estudiocs tedricos ¥
experimentales que cualguier otro fluido criogénico.

En la Tabla S, se presentan las caracteristicas fisicas
mas importantes de algunos fluidos criogénicos(ZG): v en la Tabla
6, las propiedades termcdinadmicas y de transporte de los fluidos
mas cominmente usados en la ingenieria criogénica.
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TABLA 5. CARACTERISTICAS FISICAS DE ALGUNOS FLUIDOS CRIOGENICOS

CONPOESTO NITROGENO
Simbolo quirico ¥y
Peso especiflce $.996
Peso moleculyr 28,0134
¥olonen de expansiom 6%6.5

tliquido-gas)

-Tenp, de ebuliicide -195.%
{a 1 kgfea?t, | °t)

Tewp. critica
lect

Densidad en estade 308,460
liquide kgfu3j

caler latente de 1.1
yaporizacién{fcat/iq)

Fuato triple
temperataora {°C) =210
presifn {Bar) 0.1253

D101EPO DI
CARBONO

il
1.562
[19.8°c)

136.1

-496.91
5.185

50

0xiGEND

1,185
32

861

-183

1.141

§0.44

-118.3
0. 00152

ANKTDRIDO
SYLIUROSO

50,
3,049
64.06

335

-10.01

1458

§1

=15.5
0.0167

PROTOIIDO
bE KITROG,

IizD

4.6t

662

-8.47

1,229

89,94

<9081
0.878



TABLR 6.

COMUNMENTE USADOS EN LA INGENIERIA CRIOGENICA

PROPIEDADES OF LIQUIDO

SATURADD & 1 ATH
PTG WOBRL X
DY EBVLLICION  °R
TROIIATIRA b |
CRITICA %
FRESION L]
CRITTICA A
TIPERATVRA DE K
wm mIsE %%
PRESION D2 iz
PUNTO TRIPLE  Ata
DINSTOAD kg/m?
b3
CRUOR WATENTE  M3/kg
Stu/1b
CALOR WIikg-°f
BSPECINICD sto/lba-p
VISCOSITAD WPa-5
Ibe/fe-%
OODOCTIVIDID  mi/p-*1
TER¥ICA Btu/b-ft-7
DONSTANTE
DISLECTRICA
VILOCTOAD DL /s
S0 ftfs

HELIO
1ED

kN
5.7

13t
5.58

0.117
113

8.9

3.68

B.45
3.65

L6l
1.10

1.62
0.0039

111
0.009%

i15
3%

HIDROGEN
Liguin

.21
3.3

3.2
9.1

1.3
12.98

139
5.1

1.0
0071

10.1%
(R H

443
190.%

9.68
.3

13.2
0.0319

118.%
0.0685

1,22

1153
3500

NESH

LiguIna

.6
{8.8

LN
1.9

.65
6.2

FL]
L2

3.3
0.427

1208

7.3

85.9
%3

1.83
0.4

130
0.314

m
0.65

1.188
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HITRAGENO
LiGUIDO

.38
i38.3

126.1
10

3.5
315

63.2
i1

1.8
0.121

01,3
5.4

193.3
8.1

.05
0.458

158
0.382

139.6
0.0807

1,44

858
2810

AIRE
LIQUIDO

8.8
"2

133
u

ER v
8.1

s

874
5.8

0
98.1

1.%
0.468

168
0.407

141

0.0815

1446

411
e

FLGOR

LIQUIDO

85,24
153.4

1.0
9.2

5,51
5.6

5.5
§6.4

0.1
0.08218

1507
5.1

166.3
{31

LM
N

il
0.542

(1]

0,435

143

et
LiguTno

81,28
1571

156.7
na

4.69
6.3

83.8
150.4

66.8
0.619

139
8.0

1619
9.5

1,13
0.1m

1]
0.640

22
04712

1.5

“
2180

PROPIEDADES TERMODINAMICAS Y DE TRANSPORTE DE FLUIDOS

oL1GERD
WIQVIDO

50.18
162.3

15,6
.3

5,08
fo

4
98.0

0.152
0.0015

14
na

m
.3

1,685
0,405

1%
0.460

1504
0,0873

111}

802
2960



2.3.

VENTAJAS DE LA CONGELACION CRIOGENICA CON NITRGGENC

LiQUIDO RESPECTO A LA CONGELACION CON CO, LIQUIDO

VENTAJAS

Hejor eficiencia
1.6 BTU/1b Vs. 1.2 BTU/1b

Ea mis frio {~195°C Vg -85°C)

Menor espacio para congelar
la misma produccidn

Confiabilidad en el suministro
de nitrdgeno ligquido vs depen-
dencia del CO, de amoniaco dis-
ponible, asi como de refinerias
de petrdlec

Menor inversidn

Henor tlempo de retencién para
congelar

Hejor calidad del producto

Mejor apariencia
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DESVENTAJAS

* hceptacidén comercial del €0,

¥ Costoe variables mds altos. El
costo del nitrégeno e mas alto
que el de la energia (de siste~-
temas mecanicos)

* Log costos totales de una unidad
de refrigeracién mecénica, son
menores que con nitrégeno iiqui-
do en rangos de por encima de
3000 a 4000 1b/h



TABLA 7.

ELENENTD DE
COMPARACTON

Temperatura
Reacciones
Capacidad frigo-
rifica

costo?

Maacenamiento

Segaridad

Sequridad

sequridad

Canslizacidn

Tineles de
congelacién

COMPARACION ENTRE LA CONGELACI
¥ ANHIDRIDO CARBONICO

NITROGEND

-195°%C

Inerte
12 Eriger.{1
{-1%6°¢]-(-20°C)

100

Alpacenaniento &
teaperatura anbiente

iperte. 2o el aire
esta presente (783}

Baja preside de
almacenaniento
13 kg/ent}

Henos pesade que
el aire

Sip atascos

Ficll reguiacidn

ANHIDRIDO
CARBONICO
-1%°¢

Al contacto con el agua
da écido carbénico

60 Erigor/kg

120
Alnacenaniento en frio
Gas toxic¢o, produce
asfixig

20 kg/cn?

Nis pesado que el alre
{peligre}

Atascos si sa produce
nieve carbbéoica

Dificiles de regular
{nieve carbdnica)

?gngR NITROGEND LIQUIDO

VENTAJAS PARA:

Ny: s rapidez de congelacion
P! |imerte!)
i, {rayor capacidad)

iy {menos costo)

) (més sequro y barato)
Hy (née seguro)

Ny [xenor presiém)

=

; 1aenos denso]

¥, {ein atasces)

=

g {nds ficil de reqular)

4 para el wisno precio de 1 litro de K, liguido v 1 kg de €0y, este dltine tendrd un costo como
fluido de congelacién del orden del 28 % wds, ya que el X, da 72 Real/l y el €0y da 60 Keal/kg,
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2.4, ‘TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DEL NITROGERO LIQUIDO

El almacenamiento, carga, distribucién vy descarga del
nitrégenc depende de su estado fisico, vya gea liquido o gaseoso,
pueste que el nitrdégenc es no corrosivo, no requiere de
materiales de construccidén especiales, excepte que deben ser
apropiados para usarlos a las temperaturas a las que se encuentra
el nitrégeno liquido.

gl diseiio de los recipientes y tuberias gque se utilizaran
en el servicio del nitrégeno liquido se deberdn basar en las
normas de la Sociedad Americana de Ingenieros Mecanicos {ASME)
que 1implica la presién y temperatura y en especificaciones de
ingenieria. con el nitrégeno liquido se presentan dos ventajas
que son: 1.- ocupa menos volumen ¥y 2.- es Menos costoso gque el
almacenamiento gaseoso de alta presidm.

Dependiendo de la cantidad de nitrégenc liquido requerido
por el usuario, este se almacena y distribuye en varlos tipos de
recipientes. Los recipientes cominmente usados son; termos

(garrafas), tanques y cilindros.

Dependiende del disefio del recipiente, las cantidades de
vaporizacién por dfa suelen ser altas (3.0% en relacidon al
volumen del recipiente} y relativamente bajas (0.4%) en relaciodn
al producto almacenado.

Los termos o garrafas son recipientes sin presién interior.
Consta de una tapa de poliuretanc colocada encima de la boca del
tubo del cuello, evitando que la humedad atmosférica se congele v
obstruya el tubo del cuello. La unidad de medida de capacidad
para el termo es el litro y se puede encontrar de 5 a 200 litros
de capacidad.
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2.5. CONDICIONES ESPECIALES DE ALMACENAMIENTO DE NITRGGENO
LTQUIDO PARA CONGBELACION

cuando se instalan tanques de almacenamiento y tuberia para
equipos de congelacién con nitrégeno liguido las consideraciones
mas importantes a tomar en cuenta deberdn ser la presién del
tanque de almacenamiento, diametro de tuberifa, trayectoria de la
tuberia y el aislamiento de la tuberia.

Al considerar la presién del tangque de almacenamiento,
habria que saber que el exceso en la presidén del mismoc generari:

* pperacién ineficilente del congelador debide a pérdidas
flash que ocurren en la valvula de contreol del congelador y en
las bogquillas de aspersién.

* peduccidn en la capacidad de refrigeracidédn por unidad de
LIN.

* Reduccidn en la capacidad de almacenamlento efectiva y de

entrega del productoe por unidad.

Pe acuerdo a datos histdricos de operacién de tangques, la
presidn de almacenamiento en los mismos no deberda ser menor de 10
psig ¥y no mayor a 20 psig.

En el dimensionamiento de la tuberia, se ve que el excesivo

dimensionamiento de la misma, provocara:
* Inversién inicial muy alta.

* pltas pérdidas de LIN debidas a altos burbujeos.

55




2.6. MANEJO DE LIQUIDOS CRIOGENICOS

2.6.1. SEGURIDAD EN LA UTILIZACION DE NITROGENO LIQUIDO Y
GASEOSO

cuando se maneja el nitrégeno liquido es necesario tener
conocimiento de los efectos gque produce el tener contacto con 8l
y la manera en gue uno se podria cuidar. De tal manera, deberan
usarse cuando se maneie nitrdégeno liquide ropas de algoddn, lana
poliester, etec. El equipo de proteccién personal incluye para la
cabeza vy los ojos, accesorios tales como anteojos de seguridad,
cascos y caretas. Las manos, los brazes, las pilernas y los pies
se protegen c¢on guantes no ajustados, Dbotas, zapatos ¥
vestimentas en general de algodSn, mascaras y guantes deberan de

ser de material impermeable.

El nitrdgeno, es un gdgas industrial de uso c¢orriente, Para
su empleo se necesita conocer sus principales propiedades y tomar

las precauciones que de ello se deriven.

A temperatura ambiente, el nitrdgenc gas es algo mas lilgero
que el aire. Sin embargo; a baja temperatura, es mas pesado que
el aire (el nitrdgeno a 0°C es ya mas pesade que el aire a 15°C).

105 riesgos que se pueden derivar de nitrdégeno son:

51 el nitrégeno ocupa el lugar del oxigeno en el aire, hay
riesgo de asfixia: una atmésfera con menos del 16% de oxigeno es

yva peligrosa.

El nitrégeno gas £fric procedente de 1la evaporacidén de

nitrégeno liquido tiende a acumularse en los puntos bajos.
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Si el nitrégeno liquido se introdujera en un volumen
cerrade, la presién gque alcanzarfa el gas vaporizade, por
calentamiento, seria del orden de 700 bares con peligro de

explosidén de las canalizaciones.

* La baja temperatura de nitrdgeno liquido puede provecar

quemaduras en la piel.

* pebido a esta temperatura, el aire se licda al contacto
con las paredes enfriadas con nitrégeno liquido ¥ hay
concentracidén en oxigeno; de ahi el gran riesgo de activacidn de

combustiones en las proximidades,

* La baja temperatura fragiliza a casi todos los
materiales; por ello, los materiales cominmente ysados para
temperaturas criogénicas son las aleaciones de aceroc .,

Las precauciones esenclales gque se deben tomar con el

nitrégeno son las siguientes:

* La implantacidén del almacenamiento de nitrégeno liqguido,
linea de trasiego y material a utilizar la realizan los
suministradores. El recipiente no debe situarse nunca por debajo

del nivel del suelo.

* Las zonas de almacenamiento o empleo del nitrégeno, deben
disponer de una buena ventilacidén, manteniendo el contenide de

oxigeno a mas del 18%.

* No penetrar Jjamas en un recinto gue contenga nitrégenc
sin tomar las precauciones previamente definidas ¥y respetarlas

rigurosamente.
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Preveer dispesitivos de seguridad contra las
sobrepresiones, en cada tramo de circulto de nitrdgenc ligquido
donde el liquido corre el riesgo de guedar aprisionadc entre dos

valvulas.

* EBn la manipulacién de nitrégeno liquido, es preciso

protegerse contra las proyecciones con gafas, guantes, etc.

* Utilizar solamente materiales dactiles a baija

temperatura.
* No utilizar canalizaciones desnudas.

* su aislamiento debe realizarse con materialesg
incombustibles.

En caso de fuga:

- Evacuar el local. cerrar la valvula de nitrégeno a la

salida del almacenamiento.

- abrir puertas y ventanas y ventilar el recinte.

~ Avisar al suministrador.

- No penetrar en ningan caso antes de tener la certeza de
que el contenide de oxigeno se ha elevado por encima del 18%. o
hacerlo tdnicamente con un aparato de respirar auténome y un arnés

de seguridad que permita a los compafieros sacar a la persona de .

esa atmésfera en c¢aso de desfallecimiento.
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En caso de asfixia:

— Después de llevar a la persona a una atmdésfera normal,
comenzar inmediatamente a efectuarle la respiracién artificial vy

llamar a los socorristas.
- 51 es necesario, administrar oxigeno con un respirador,
- Continuar asi hasta la llegada de Un médico.
En un recinto que haya contenide nitrégeno:

- Purgarlo cobn aire Yy penetrar ahi, tomandec las
precauciones definidas ¥ respetarlas rigurosamente.

En caso de proyveccién con nitrégeno liquido:

- En los ojos: Lavarlos con abundante agua durante, al

menos guince minutos. Llamar a un médico.

- En la plel: No frotar. Quitar o desgarrar la ropa 5i es
necesario. Descohgelar las zonas alcanzadas por calentamiento
moderado y progresivo {(con agua tibio o con el contacto con otra
parte caliente del cuerpol.

2.6.2. SEGURIDAD EN LA UTILIZACION DE DIOXIDO DE CARBONO

La utilizacién en fase gaseosa produce una vaporizacidén del
liquido, originando un enfriamiento importante.

La nieve carbénica compactada en pellets para ciertas
utilizaciones, o formada por expansién del CO0, a la presién
atmosférica, en caso de fuga, por ejemplo, estd a una temperatura
de -86°C,
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La nieve carbénica se puede cargar de electricidad
egtatica, La sublimacidnn de la nieve carbénica entrafia el
desprendimiento de un veolumen gaseoso importante (C¢.5 m® de gas

por kg de nieve}.
Estos son los riesgos posibles del COy:

- Altera la conciencia {efecto narcético) y la respiracién
a partir de un contenido del 2% en el aire. Por encima del 7% se
puede llegar rapidamente a la pérdida del conocimiento.

- Existe el riesgo de gue se acumule en los puntos bajos,
donde origina los peligros indicados arriba.

- En enfriamiento excesivo produce la formacién de nieve
carbénica en el interior de la botella y una fragilizacidén del
metal de la misma.

- §i el CO, liquido estuviera dentro de un espacio cerrado,
existiria riesgo de explosidén por aumento excesivo de presidn.

- E1 contacto de la nieve carbénica con una parte del
cuerpo, puede producir congelaciones en la piel,

-~ El rapildo .vaciado de una botella de €O, produce la
formacién de nleve carbénica y provoca con facilidad descargas
eléctricas en la atmésfera, creando un riesgo sl esta atmésfera
es explosiva.

- El1 desprendimiento gaseoso producido por el calentamiento

de la nieve carbdénica entrafia un aumento de presidtn si se produce
en un espacio cerrado.
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gQué hacer en caso de accidente:
En caso de fugas:

- Evacuar el local, cerrar la vé&lvula principal de

almacenamiento.
- abrir las puertas y ventilar enérgicamente.

- Debe aconsejarse la verificacién de contenido de CO,, que
debera ser inferior al 2%.

En caso de asfixia:

- La persona gque acuda en auxilio dg la victima debera ir
aquipada de una mascarilla respiratoria auténoma y de un cinturén
de seguridad gque permita, a un conmpafierc, sacarla de esta
atmosfera en caso de dificultad.

- La victima serda llevada rapidamente al aire libre.

- Se iniciaré inmediatamente la respiracién artificial.

- Se avisard a los bomberos, preciséndoles la causa del

accidente.
En casc de proyeccilones con €0, liquido:

- En los ojos: Lavarlos con abundante agua durante, al
menos guince minutos., Llamar a un médico.

~ Bn la piel: No frotar. Quitar o desgarrar la ropa si es
necesario. Descongelar las zonas alcanzadas por calentamiento
moderado y progresivo {con agua tibia & con el contacto con otra
parte caliente del cuerpo).
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CAPITULO 3. CARACTERISTICAS DE 1A PIRA

3.1. ASPECTOS GENERALES DEL FRUTO

La pifia es un fruto tropical de la familia Bromelldceas del
orden de las Farinisas género Anana. Originaria de Sudamérica, se
ha extendidc por el mundo tropical. Se consume su fruto en estado
fresco, aungue también se utiliza en grandes cantidades en la
industria conservera, para la produccidén de conservas, mermeladas
y bebidas refrescantes. La pifia estd constituida en su mayor
parte por agua, aproximadamente el 30% es rica en azGcares ¥y
contiene vitamina A, B vy €, sin omitir por supuestc a la
bromelina‘27),

Aunque la pifia se cultiva y se vende como fruta fresca, la
mayor parte de 1la cosecha mundial es procesada en productos
enlatados. Los subproductos del enlatado de la pifia son el azfcar
v el alimenhto para ganado. El azlcar se recupera por purificacién
en intercambiadores de iones del jugo prensado de los materiales
de desecho de las enlatadoras. El .residuo de la pulpa seca se
utiliza como =a2limento para ganado, como subproducto del jugo de
la pifia puede producirse alcohol y vinagre de pifia en lugar de
aztcar. Estos subproductos son de importancia considerable como
medio econdmico para aprovechar el material de desecho de las
enlatadoras(8).

Actualmente México ocupa el quinto lugar entre los
productores de pifia fresca y el tercer sitio entre los
productores de pifia 1ndustrializada(9). Son cuatro las variedades
cultivadas en el pais(a):

* Egpafiola roja. Se caracteriza por su alto contenido de

azQicar, pero como no reidne las condiciones para 8u
comercializacién, tiene menor demanda.
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* rabezona. Es una variedad de color casi blanco ¥
sumamente aromatico, caracteristicas gue la hacen apropiada para
la industria refresquera.

* psmeralda. Variedad de sabor exquisito y atractivo color,
pero poco resistente a las manilcbras comerciales; se consldera la
variedad de mejores caracteristicas para el consumo, pero dificll
para su translado lo que hace desecharla come producto de

exportacioén.

* Cayena lisa. Esta variedad reune especiales
caracteristicas incluyendo su resistencia para el manejo
comercial. Tiene gran demanda como fruta fresca y para la
industria, lo que justifica el lugar gue ocupa en relacién con
las demads variedades. ,

La industrializacién de la pifia es de gran importancia para
la economia del pais. El grade de eficiencia de una empresa
industrial esta determinado por los porcentajes de los diferentes
productos que se obtienen a partir de una cantidad bhase de

materia prima.

En el procesc del enlatado de la pifia se desechan grandes
cantidades de residuos. En ellos quedan comprendidos las
cédscaras, los corazones f£ibrosos, las partes obtenidas de la
limpieza de los c¢ilindros de piliia, los residuos de los extractos
de Jjugo, v las coronas.

con el despuntado de la fruta no sclamente se separa la
parte no utilizable, sino gque se corta clerta cantidad de pulpa
adicional, lo cual disminuye el rendimientc de pulpa aprovechable
en una proporcién del 1 al 1.5 por ciento!(8) .
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Las mesas de despuntado Yy rebanado, las bandas
transportadoras b4 muchas de las méquinas que por 1)
funcionamiento provocan escurrimiento de jugo, no tienen ningin
dispositivo gque les permita recogerlo. Las pérdidas debido a
este escurrimiento se calculan de 0.4 a 3.6 por clente en
promedio, un 2.25 por clente en pifia mondada a mano, y de 3.33
por ciento para la pifia mondada en ginacal7).

En los valores censignados se observa un aprovechamiento de
35 a 44 por clente de 1la pifia industrializada, no giendo
utilizado del 56 al 65 por ciento restante, lo cual representa en
realidad un desperdicio en la industria de la pifia. Las cédscaras,
puntas, corazones y los trozos obtenidos de-la limpleza de 1los
cilindros representa aproximadamente el 40 por clente del peso de
la pifia 1ndustrializada(7’.

3.2. APROVECHAMIENTO DE LOS DESECHOS DE PINA

El emplec de los desechos industriales de la pifia es muy
variade, tenléndose entre los mas importantes los sigulentes:

3.2.1. JARABE DE AZUCAR. La expresién continua de los
desechos de la pifia da como resultado un jugo impuro gque contiene
una considerable proporcidn de aztficares por lo que
convenientemente refinado puede sustituir en forma aceptable el
jarabe preparado con azicar comercial.

Extraccién 150 1/ton

s61idos insolubles (pulpa) 8 alds

s61idos solubles (azlcares y écidos) 8 ald %

Acldos presentes 87 % acido citrico
13 % 4cido malico

Azlicares sacarosa 66 %

glucosa 17 %

FUINTE: Datos proporcionados por los Departamentos de rroduccion ¥ Control de Calldad
de 1a planta de productos JUNEX. 5.A. de C.V., lalostoc, Bdo. de Kéxico.
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3.2.2, SALVADO DE PIfA. La operaclén de extracceidén del
jugo de los deshechos deja como residucs la cascara parclalmente
seca, que se puede unir con 1las peguefias cantidades residuales
del prensado de la pulpa durante la obtencién del jugo de primera
calidad para después ser deshidratados y dejar como producto una
harina de alto valor energético con:9

Agua 9.64 %
Proteinas 4.26 %
Azlicares totales 23.30 %
Materias grasas 0.88 %
celulosa 15.42 %
Extracto libre de nitrégeno 43,3% %
Cenizas 3.15 %

3.2.3. ACIDO CITRICO. El 4&cldo citrico contenido en el
jugo de la pifia puede precipitarse en forma de citrato de calclo
por la neutralizacién del &acido con lechada de cal y carbonato de
calcio, para después aplicar una serie de operaciones gque tienen
por objeto descomponer el citrato de acido citrico y obtener éste
en forma de cristales de alto grado de pureza (proceso Scheele}.
Este proceso deja como subproducte sulfato de calcio, proveniente
de la descomposiclén del citrato de caleio en Acido citrico.?

3.2.4. BROMELINA. El ijugo obtenido por expresién de los
desechos contlene aproximadamente 400 ppm por litro de la enzima
proteclitica denominada bromelina, 1a cual puede obtenerse
sometiendo el juge a un tratamiento especial con el objeto de
obtener un liguide limpio de residuos, realizando una extraccién
con etanol o acetona, para después separarla por centrifugacidén y
purificacién por cromatografia., El 1liquido obtenido en la otra
fase de la centrifugacién se somete a una destilacidén para
recuperar el disclvente.?
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3.2.5. VINAGRE. Los desechos pueden llevarse a fermentacidén
mediante la adicién de nutrientes especiales y levaduras
contenidas en 1los propios desechos durante aproximadamente 4
dias. De esta operacién se obtiene por escurrimiento y prensado
los mostos, que una vez desecados y clarificados sirven de base
para la preparacién de las mezclas normales de trabajo de los
generadores de viruta empleados en la elaboracién del vinagre.?

Para tener una visidén ma&s clara acerca de la situacién que
guarda 1la produccién de pifia en México, en la Tabla 8 se
presentan a log principales Estados de la Repiblica Mexicana
productores de pifia, ¥y el porcentaje que cada uno aporta a tal
produccién(g). Asi como también, 1las princilpales Asociaciones de
productores de Pifia a rivel nacional {Tabla 9)(46).

TABLA 8. PRINCIPALES ESTADQS PRODUCTORES DE PINA

ESTADO i % PRODUCCION
VERACRUZ 73.60
OAXACA 24.10
NAYARIT 2.10
QUINTANA ROC 0.06
JALISCO 0.1

¥ pugNTE: Reporte de la Asociacién Wacional de Fabricantes de conservas de USA.
Suscripcion 1PH, México 1991,
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TABLA 9. ASOCIACIONES DE PRODUCTORES DE PIRA

CHIAPAS

Asociacién Agricola Local
de Ocozocuautla

Av. Poniente No. 69
Qcozocuautla. Chis.

QAXACA

Asoclacién Agricola Local
“Loma Bonita”

Quintana Roo No. 27

Loma Bonita, OCax.

Asociaeldédn Agricola Local
"Loma Bonita No. 2"
Guerrero No. 28

Loma Benita, OQax.

Asociacién Agricola Local
"Loma Bonita No., 4"
Puebla Ko. 66

Loma Bonita, OCax.

Asociacién Agricola Local
"Gral. Lazaro Cardenas”

16 de Septiembre e Hidalgo
Loma Bonita, Oax.

Ascciacién Agricola Local
"alfredo V. Bonfil"
Apartado Postal No, 3
Loma Bonita, Oax.

Asociaclén Agricola Local
"Benito Juarez"

Agencia de Correos
Tuxtepec, Oax.

Unlén Agricola Regional de
productores de Pifa del
Estado de Oaxaca

Morelos ¥y 26 de Septiembre
Loma Bonita, 0Qax.
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TABASCO

Asociacién Agricola Local de
Franclsco Rueda

pomicillo Conocido, Fco, Rueda
Hulmangullo, Tab.

VERACRUZ

Asociacién Agricola Local
"san Antonio"

Lista de Correos
Chacaltianguis, Ver.

Asociacién Agricola Local
"Las Canteras"

Av. Flores Magén s/n
Vvilla Isla, Ver.

Asociacién Agricola Local
“La Esmeralda"

cultldhuac No, 5

Isla, Ver.

Asoclaclén Agricola Local
de villa Isla

Judrez Norte No. 50

villa Isla, Ver.

Asociaciédn Agricola Lecal
nyijla Mata de Pifia"
Juarez No. 41l

Isla, Ver.

Asociaclén Agricola Local
"Nueva Esperanza"

16 de Septiembre No., 2
villa Isla, Ver,

Asociacién Agricola Local
de Macayas

Apartado Postal No¢. 36
Isla, Ver.



VERACRUZ

Asociacién Agricola Local
"Mata Limones"

Mariano Matamoros No., 21
Isla, Ver.

Asoclacidn Agricola Local
Poblado el Palmar

Esq. Juarez y Ocampo
villa Isla, Ver.

Asociacién Agricola Local
"san Isidro"

pomicilio Conocido

Isla, Ver.

Asociacidén Agricola Local
del Ejido "La Unién"
Calle Hidalgo No. 26
villa Isla, Ver.

Asociacidn Agricela Leocal
de la Barranca
Martinez Moreno ¥HNo. 6

Juan Rodriguez Clara, Ver.

Asoclacidn Agricola Local
Ejido Nopalapan

Maurillo cortés Parra No.
Juan R. Clara, Ver.

Asocilacidén Agricola Local
"ras Palmas"

pomicilio Conccido

Isla, Ver.

Asoclacidn Agricola Local
de Rancho Alegre
Lista de Correos

Juan Rodriguez Clara, Ver.

Asoclacidn Agricola Local
"san Matias"
Morelos No. 48
Juan R. Clara, Ver.
Asociacién Agricola Local
"andrés Gomez Aleman”
Lista de Correos

Juanita, Ver,

16
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Asociacidén Agricola Local
wplaya Vicente"
Hidalgo No. 44
Playa Vicente, Ver.
Asociacién Agricola Local
"Lindavista"

Apartado Postal No. 19
villa Azueta, Ver.
asociacién Agricola Local
de Buena Vista

Apartado Postal No, 4
Estacién 1Isla, Ver.

Asociacién Agricola Local
"El Tesoro de Isla"

Av, Ranl sandoval No. 3
Isla, Ver.

Asociacldén Agriceola Local
de Juan Rodriguez Clara
Morelos No. 13

Juan R. Clara, Ver.

Asociacion Agricola lLocal
de Colonia Dominguez
Apartado Postal No. 3
Juan R. Clara, Ver.

Asociacidén Agricola Local
de la victoria

apartado Postal No. 10
rlaya Vicente, Ver.

Asociacidn Agricola Local
de el Otate

Apartado Postal No. 17
José Azueta, Ver.

unién de Produccién Agrope--
cuaria "Alberto Cinta”
pomicilio Conocide

villa Azueta, Ver,

Asociacidn Agricola Local
de Isla

Apartado No. 7

Isla, Ver,



Asoclacién Agriceola Local
colonia Edén de las Flores
2 de abril No.
ver.

Av,

Playa Vicente,

Asociacidén Agricola Local

de los Tigres
Av. Ferrocarril No.

36

21, Los Tigres
Juan Rodriguez C. Ver.

pifia, se presenta la siguiente ‘Tabla:

TABLA

10.

Asocaicién Agricola Local
"yigja San Isidro"
Francisco I. Madero No. 42
Isla, Ver

En cuanto a la produccidén, exportacidn e importacidén de 1la

PRODUCCION NACTONAL DE PIRA, IMPORTACIONES Y
EXPORTACIONES

ARO PRODUCCION {TON] IMPORTACION (KG) EXPORTACION (TON}
1980 623 000 - - ---

1981 473 000 - - - - -

1982 424 000 - - - - -

1983 430 000 - - - - -

1984 454 000 - - - - -

1985 320 000 - - - - -

1986 340 000 - - - -

1987 343 000 - - - = =

1988 318 o000 27 913 16 299

1589 435 000 66 432 9 928

1990 455 000 35 176 8 681

1991 299 000 3 450 g 817

1992 264 000 4 207 10 680

1993 281 000 15 685 8 ig4

FUENTE: Los datos se obtuvierom del Imstitute dacional de gstadistica Geograffs e Informéiics

| INBGI)
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PARTE 2

ANTECEDENTES



CAPITULO 1. IAS PROTEASAS

aproximadamente el 60% de las enzimas industriales més
importantes, son las proteasas. ciertas proteasas fueron usadas
por siglos en el procesamiento de 1la industria alimenticia ¥
algunos registros de los descubrimientos de esta actividad fueron
importantes. El cuajo obtenido a partir del cuarto estdmago de
las vacas no destetadas se usaron tradiclonalmente en la
produccién de queso. Similarmente la papaina se utilizé en el
ablandamiento de la carne. Estos antiguos descubrimientos
encausaron el desarrollo de varias aplicaciones alimentarias para
un extenso rango de proteasas disponibles en algunas fuentes,

principalmente microbianas.

Pe entre las enzimas mas importantes de origen vegetal, la
papaina es la fuente mas importante, siguiéndole la bromelina
{obtenida del jugo de pifia) y la ficina (obtenida del higo}(#2).
pPara satisfacer las diferentes necesidades, tales sustancilas
pueden usarse solas o combinadas; considerando los siguientes

puntos de interés:

i) La mezcla debe mostrar una actividad éptima en el pH ¥
temperatura adecuada al proceso.

2} Existe un gran nUmerc de proteasas ¥ peptidasas, las
cuales pueden dividirse en endotipos, que atacan la regidén
central de las cadenas proteinicas dando fragmentos
polipeptidicos v exotipos, que eliminan 1los aminoicidos
terminales. E1 balance entre estas formas es importante desde el
punto de vista del efecto requerido.

3) En algunos casos una vez gue la reaccldén ha progresado

lo suficiente, es necesario destruir las enzlmas. Para tal fin,

la enzima no debe ser estable al calor
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Entre las principales aplicaciones de las mezclas de
proteasas, se encuentran las siguientes:

A) CURTIDO. Este procesc gque tradicionalmente sigue al
pelado con cal, se llevaba a cabo con deyecciones de perro,
suplementadas a veces con gallinazas que, coho las anteriores,
contienen enzimas proteoliticas asi como una extensa flora
bacteriana para producir mas enzimas. El efecto consiste en
originar una degradacién parcial de 1z superficle de la piel, la
cual reblandece su textura, mejora su aspecto y produce una
distribucién mas uniforme del colorante. Aparte de lo
desagradable de su manejo, aguellos productos no son facilmente
estandarizados y por ello han sido desplazados en gran parte por
mezclas artificiales de enzimas(32),

B) MODIFICACION DE HARINAS. Clases apropiadas asi como las
condlcicones climaticas en los continentes americano y australiano
tienden a preoducir una bpreponderancia de trigos "fuertes" o
nduros", esto es, trigos cuva harina ee de elevado contenido de
gluten y fuerte elasticidad de masa himeda. sSon satisfactorias
como levadura de pan y productos esponjados con levadura, peroc no
para hojaldras y biscoches suficientemente esponjosos. Por el
contrario, los trigos ingleges son "blandos" e Inglaterra tiene
que importar mucha harina para su panificacildén. Es posible
modificar o mejorar trigos duros introduciendo una enzima
proteolitica, la cual degrada parte de la proteina; naturalmente
no reduce el nitrégeno analizable, pero modifica el caracter del
gluten para hacerlo mas parecido al de las harinas blandas. El
efecto puede considerarse como una menor tenacidad de la masa
panificable y un <onsiderable mejoramiento en los productos de

reposteria,.
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¢} APRESTO DE TEJIDOS. Aunque Jla seda natural es de
naturaleza proteinica, estd revestida por una pelicula, también
proteica, semiscluble gue puede complicar las operaciones de
hilado y teijido; tal dificultad desaparece haciéndola pasar por
una solucién de enzima proteolitica gue no solo facilita el
procesc de manufactura, slno gque conflere al tejido final una
mejor calidad. Asimismo, la seda y otras fibras estan engomadas
con gelatinas o cola en diversas fases de su elaboracién y su
desengomado, previo a su comerclalizacién, la facilitan estas
enzimas. Aquellas que se venden con este £in, poseen una
actividad o6ptima a unos 50°C y pH neutro, en contraste con las
empleadas en el curtido de pieles, gque deben tolerar las
condiciones de pH elevado por los restos de cal.

D) PRUEBA DE ENFRIAMIENTO DE C‘ERVEZ{L Hoy en dia son de
gran popularidad las cervezas c¢laras y brillantes, las cuales
retienen estas cualidades incluso después de un almacenamiento
prolongado en las inmediaciones del punto de congelacidén. Una de
las causas de su turbidez ocasional es la precipitacién parcial
de proteina, lo cual puede evitarse afiadiendo una pequefla
cantidad de enzima proteolitica, si bien a costa de algin dafioc en
el aterciopelado de 1la cerveza, a esta cualidad contribuyen en
gran parte proteinas y polipéptidos solubles.

E) EXTRACCION DE ACEITES A PARTIR DE RESIDUOS DE PESCADO.
La degradacién parcilal de los tejidos de pescado permite liberar
més fécilmente el aceite, circunstancia que puede aplicarse con
efecto particular y justificacldén econémica en la extracclidén de
aceites ricos en vitaminas a partir de higados de pescado; el
procesc puede llevarse a cabo entonces mas répldamente y a
temperatura mas baja, con mejor rendimiento ¥ contenido
vitaminico més elevado. Incluso es ventajoso con restos de
pescados vastos, pues resulta un aceite de mejor calidad siendo
el liquido mas facil de evaporar.

72



F) LIMPIEZA Y LAVADO DE ROFA. Actualmente se hace uso de
preparados enzimaticos para guitar manchas de alimentos en 1la
ropa antes de 1a limpieza en seco, y también para degradar los
residuos de sangre y exudados purulentos en sabanas de hospitales

antes de su lavado.

G} RECUPEMCi’ ON DE PLATA EN  RECORTES DE PELICULA
FOTOGRAFICA. Las proteasas pueden emplearse para licuar la
gelatina en recortes de peliculas fotograficas, destruyendo sus
propledades cololdales y permitiendo asi recuperar facllmente las
sales de plata.

H} ABLANDAMIENTO DE CARNE. 3Se han llevado a ¢abo numercsos
intentos con el fin de aplicar papaina y otras proteasas para
ablandar las fibras mas correosas de la carne; de esta manera se
espera que, por ejemplo, la carne de vaca “dura" pueda
transfermarse en tierna, cuyo valor comercial es superior, Entre
los métodos propuestos estan el tratamiento superficial, la
inyeccién arterial e intramuscular y, mas recientemente, Ia
inmersién del corte 1liofilizado en una seolucién enzimatica
dilufida. En general, la dificultad consiste en evitar una accidn
local excesiva mientras se mantiene el tratamiento eficaz en los
tejldos profundos, va que la velocidad de difusién de enzimas con
elevado peso molecular es inevitablemente muy pequefia. Por esta
razén, parece que sélo pueden cbtenerse resultados satisfactorios
con tejido liofilizado o muy finamente desmenuzado.
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CAPITULO 2. 1A BROMELINA

pesde fines del siglo pasado se supo que el jugo de la pifia
presentaba actividad proteclitica, més tarde se comprobé que tal
actividad era causada por una enzima a la que se le denomind
bromelina , debido a gque se encontraba presente en todas las
plantas de la familia de las bromeliaceas. Chittenden(11) en 1894
pudo precipitar dos enzimas del jugo de pifia, con cloruro de
sodio. Una de ellas insoluble en agua Y capaz de cuatar la leche
y otra soluble y con poder proteolitico. pesde entonces, se han:
hecho numerosos intentos por rescatar la proteasa de diversas

partes de estas plantas.

Fue hasta 1941 cuandoc Balls, Thompson ¥y Kies en su articule
"gromelin Properties and Comercial Producction“(z), sugirieron la
posibilidad de obtener la bromelina a nivel industrial a partir
del jugo de pifia de baja calidad, para poder competir con
material proteolitico barato. El juge de alto grado seria muy
caro para este propdésito. Por lo tanto, cCreyeron gue era
conveniente usar como materia prima desperdicio industrial. Sin
embargo, ellos consideraron que la mayor desventaja era tal vez
la cantidad de enzima presente en el jugo, ya que era pequefia.

En 1959, J. Ahujatl) sugirlé las ventajas v posibilidades
de utilizar el fruto dque se desperdicia en las plantas
empacadoras, per no llenar los requisitos de carécter técnico, al
igual que aquel gque no tenga aceptacién comercial. Por otra
parte, al trabajar con bromelina precipitada de jugo de plfia de
diferentes edades, reporté que durante el primer mes la
actividad es alta, disminuyvendo durante el segundo y tercer mes,
para gque en el cuarto mes nuavamente aumentara, mes en el cual

termina de madurar la pifia.
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Para aislar la enzima del juge, que se obtiene por prensado
del tejido del fruto, Balls ¥y colaboradores propusieron la
precipitacién de la enzima con alcohol etilico o con sulfato de
amonic; no obstante, de esta manera el producto sge obtiene
contaminado con el sulfato, lo cual no es conveniente debido a
que sus principales usos son en la industria alimenticia. Otro
iqconveniente del sulfato de amonio es la cantidad necesaria para
la precipitacién de la enzima presente en el jugo.

En 1957 Heinicke ¥y Gortner‘lg) reportaron el uso de acetona
como el precipitante mas conveniente si se trata de obtener
bromelina en grandes cantidades, es decir, a nivel industrial. La
precipitacién la efectuaron agregando dos volumenes de acetona a
dos volumenes de Jjugo, obtuvieron un precipitade que presentd
baja actividad proteolitica y poca estabilidad.

Este primer precipitado se descarto; entonces a la fase
iiquida se &gregdé un tercer volumen de acetona vy precipitéd la
principal fraccién enzimatica. Se colectd por centrifugacidn y se
secd. La acetona pudo recuperarse por destilacion del
sobrenadante. El1 usoc de acetona proporcioné resultades en 1los
extractos enzimaticos aceptablemente buencs, no asi la cantidad
obtenida, la cual por ser muy pequefia hacia que el proceso de

recuperacién fuera incosteable.

En 1965 Gortner ¥ Singleton(17} estudiaron la relacién
entre la actividad proteclitica en- pulpa ¥y 1la edad del fruto,
encontrando gque los primercs dias después de gque aparece la
fruta, no hay actividad, pero conforie el fruto se desarrolla la
actividad va aumentando; pero en las dltimas dos semanas a la que
se denomina “periodo final de maduracién" del periodo de
maduracién (la cual alcanza 120 dias después de que aparece el
fruto}, la actividad disminuye.
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Gortner vy Singleton explican que la disminucién en la
actividad en tal pericdo puede deberse a ia transformacién de la
bromelina en otra proteina con diferente papel metabdlico, como
por ejemplo productora de sabor.

En 1975 se desarrollé una tesis profesional en donde se
obtiene a la bromelina a partir del desperdicio de las plantas
empacadoras de piﬁa(32).

Han sido numercsos los estudlos ¥ variantes gque se le han
hecho a los procesos tradiconales para la obtencidn de bromelina;
todos con el objetc de cobtener los mejores rendimientos; algunas
de estas variantes han llegade a patentarse como en los

siquientes casos:

* gn 1891 Marcano (Bull, Pharm.} y en 1892 chittenden
{Trans. Conn. Acad. Sci), fuerén los primeros en aislar el fruto
bromelino(zs).

* En 1953 Murachl y otros colaboradores {(Biochemistry} vy
Ota, descubrieron gue el tallo de la pifia tiene un peso molecular
cercano a 33 D000 siendo probablemente la primera enzima
protecglitica de prigen vegetal establecida como una
glucoproteina(zs}.
* En 1960 Gibian y Bratfisch (To Schering AG}) purlficaron

la preparacion crudatza).

* En 1961 Heinicke (Science}, Patenté 1la obtencién de
bromelina a partir del jugo de pifia por precipitacién con acetona
y también con sulfato de amonio. El mismo descubridé bromelina en
el tejido del tallo de 1la piﬁa(zs).
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* En 1972 M. Funatsu y otros (Kodamsha, Tokio, Wiley, New
York), patentaron la estructura ¥ funcidén del tallo
bromelino(28),

% gEp 1972 Pinnan Scong, Lane Ta-Tung Road, Téinan, Talwuan,
Kiangsu, China. Péientaron un proceso practico y econémicc para
incrementar la produccién, la pureza ¥y la actividad de la
bromelina del tallo de la pifia, comprimiendc y extrayendo el
jugo del tallo tratado a Dbajas temperaturas, precipitandq la
bromelina fraccionadamente del judo clarificado con componentes
organicos, liberando 1la bromelina precipitada con compuestos de

oxigenoc enfriadostzg).

* Ep 1993 Baldini, Vera Lucia Signorelil; Iaderoza,
Marilene; Ferreira, Ercilia A. Henrigues; BSales Arlindo, Moreilra;
Draetta, Lacy dos Santus; Giacomelli, Eloys J. {Brazil). Colet.
Insti. Tecnol. Aliment {Ccampinas, Braz.}; encontraron el
contenido de bromelina en 16 cultivos de pifia, siendo la tipica
variedad de las Ananas bracteatus la de mayor recurso potencial
de bromelina; la Ananas comosus uve muy baja actividad
proteolitical28),

* En 1993 Ievleva, Elena V.; =Zamacheva, Alla V.; Mosolov
vladimir V.; Khuan, Fung Khoa; Nyan, Vo Khong {Institute of
Bicchemistry, Academy of Sclences, U.5.S5.R.; Institute of
Experimental Biology), patentaron un método de preparacion de
bromelina, en donde el jugo bromelino se obtuve sin el uso de
disclventes organicos; extrayéndola de la pifia con agua o
NaHCO3-NHy 0.03M (0.5-1.5:2)(28).

* En 1993 Huang Zhoulie; Lin, Shaoxlang; L1, Mingki (Dep.

Agric. Biol South china Agric. Univ., guangzhou, Peop, Rep
china), Zhiwu Ziyuan Yu Huanjing.
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pPatentaron una mejora tecnolégica para la produccion de
bromelina; los resultados indican- que el uso adecuado de A4cido
tanice concentrado de 0.08-0.1% influye en la calidad v

rendimiento. Enfriando la torta de la enzima abajo de -12°C ¥
secando la torta por medio de una desecacidén a vacio incrementa
{28)

l1a actividad enzimdtica

se encontré que 1000 upg/g de hiposulfito de sodio mds 62.35
yg/g de cisteina fueron un protector efectivo e incrementaron 1la
actividad en wun 32.57%. La actividad y calidad de 1la enzima
compleja, efectivamente mejord por lavado con una solucidn de
acido ascérbico, EDTA, NaCl, Zn(OAc)z(zs).

* En 1994 He, Tejian; Gao, Kongrong; Peng, zhiying (Dep.
rood Eng., South China Univ. Technol., Guangzhou, Peop. Rep.
China) patentaron el estudio sobre el talle cultivado y bromelina
en el tallo callus de las Ananas sativus(za).
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CAPITULO 3. CARACTERESTICAS Y PROPIEDADES DE LA ENZIMA QUE SE BUSCA
" BROWELINA *

3.1. CARACTERISTICASi

se desea mas que una enzima proteoliftica, catélisis e
hidrélisis de sustrato proteinico asi como una fuente de

sustratos sintéticos.

La caseina se usa cominmenete como un sustrato proteinico
y el ensayo se¢ realiza con una mezcla, aumentando la cantidad de
dcido triclorcacético, la solubilidad de los péptidos estéd en
funcion del tiempo. El1 métode tiene varias modificaciones para

emplearse.

A diferencia del tallo bromelino la enzima de la fruta es
una proteina acida, La enzima de la fruta también contilene
carbohidrato que no puede sear removido por procedimientos de
purificacion. El fruto bromelino es inhibide ©por sales
mercuriales y la actividad es reestablecida por la cisteina(3°’.

3.2. PROPIEDADES
3.2.1. PESO MOLECULAR

Murachi vy colaboradores(31) reportaron en 1964 gue por
ultracentifugacién puede purificarse la bromelina, obteniéndcla
como un componente de mayor actividad proteolitica de peso
molecular aproximadb a 33,000, Ota vy colaboradores(33) en 1964,
reportaron us peso molecular de la bromelina de 33,000, obtenido
mediante un analisis cuantitativo del grupo N-terminal.

79




Feinstein vy Whitaker{15’, también en 1964, reportaron los
pegsos moleculares de cinco componentes de la bromelina
comprendidos en un rango de 18,000 a 22,000 los cuales difieren
del peso molecular de 33,0600, reportado por Murachi y ota, debido
a la pérdida de un 45% de la molécula por autdlisis. Este
fragmento residual tuvo la misma composicidn de aminoacidos

reportada por Ota ¥ calaboradores.
3.2.2. SITIO ACTIVO

La bromelina al 1gual que otras proteasas tales como 1a
papaina y f£icina, dependen del grupo tiol de wun regiduo de
cisteina para su actividad enzimatica. Husain y Lowe(207 en 1970
estudiaron la secuencia de aminodcldos alrededor de ctsteina e
histidina en el sitio activo en bromelina, papaina y ficina,

encontrandolas muy semejantes.
3.2.3. GRUPOD PROSTETICO

B diferencia de la papaina ¥ ficina, la bromelina es una
glucoproteina que contiene un grupe prostético carbohidratado.
vasuda, Takahashi y Murach1{50), en 1970 reportaron su estructura

y composicidn.
3.2.4. ESTABILIDAD

caldwe11(5) en 1905 reporté 1la presencia de 2 enzimas
protecliticas en el jugo de la pifia, una de ellas activa en medio
alcalino, alge mas resistente a agentes tdéxicos ¥ en cantidad 2
veces mayor que la otra, la cual presentd actividad en medio
4cido y gque se destyuia por calentamiento a 65°C en solucidn
salina. En 1931 Eckert ¥y kruess! 19} estudiande diversas formas de
conservar la bromelina, reportaron su destruccidn a las
temperaturas comunes de pasteurizacién de 75¢ a 80°C.
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sin embargo, Balls, Thompson ¥y Kies‘z) en 1941 reportaron
que la enzima es estable cuando el calentamiento no es mayor de
60°C.

La estabilidad de 1a enzima a altas temperaturas varfa
segin el pH en gque se encuentre. 8i la enzima se calienta cuando
el medio es alcalino y hay desnaturalizacién, ésta es
parcialmente reversible; 1o cual se debe a que la enzima es
estable, aunque inerte a pH alcalino e inestable pero activa

cuando el medioc es &cido.

Respecto a la variacién de la actividad relacionada con el
tiempo, Balls, Thompson ¥ Kies encontraron que practicamente no
hay variacién después de conservar una solucién de enzima en
refrigeracién durante diez dias. En 1968 F. Monsalvas(zg),
reporté dque el juge de pifia puede conservarse en refrigeracidn
gin perder actividad proteolitica indefinidamente si se adiciona

con benzoato al 0.2%.
3.2.5. AUTODIGESTION

En preparaciones frescas de enzimas no se encuentran
compuestos tales como peptonas, leucina y tircsina. Al obtener
preparaciones de la enzima, éstas contienen proteinas asociadas a
1a bromelina. Si1 se deja una preparacidn en solucidén a 25°-26°C,
después de algunas horas comienzan a aparecer peptonas, leucina v
tirosina debido a la didestién de las proteinas asociadas. Cuando
&éstas se han digerido, se inicia la autodigestidén, la cual es més
lenta. por lo .tanto una preparacién de bromelina en solucidn,
mientras ma&s pura esté, mas réapidamente se presentarsd la

autodigestién cuando las condiciones las favorezcan(S).
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3.2.6. ACTIVIDAD SINTETICA

ademas de hidrolizar uniocnes peptidicas, las enzimas
proteoliticas también pueden sintetizarlas. En la bromelina
también se ha encontrado actividad sintética. Al igual que 1la
papaina, puede catalizar la unlén peptidica entre
carbobenzoglicina v anilina(3).

3.2.7. INHIBIDORES

Puesto que la bromelina necesita del grupo tiol de 1la
clsteina para su actividad y dicho grupo puede ser oxidado a
cistina, perdiendo con ello su actividad, es necesario el uso de
activadores, los cuales deberan reducir el grupo oxidadc a su

forma tiol.

Greenberg vy Winnick!18) en 1940 reportaron el uso de
cisteina, cianuro de sodio y éacido sulfhidrico como activadores
para bromelina. En la Tabla 11, se reporta la variacién en la
actividad de la bromelina al emplear diferentes activadores e
inhibidores{42),
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ACTIVACION -~ INHIBICION DE BROMELINA

TABLA 11.
INHIBIDOR ACTIVADOR
Ninguno 0.06 M cisteina
Ninguno 0.03 M cisteina
Ninguno 0.1 M NaCN
Ninguno 0.1 M H,5
Ninguno 0.5 M Nays
0.003 M Hy0; Ninguno
0.003 M HZD 0.1 M NaCH
0.01 M K;Fe CN)5 Ninguno
0.01 M K3Fe{CN)g 0.1 M NaCN
0.001 M EMNO,4 Ninguno
0.001 M KMNO,4 0.1 M NaCN
0.001 M I, Ninguno
0.001 M 12 ¢.03 M cisteina
0.02 M acido iodoacético Ninguno
0.02 M dcido iodoacético 0.1 M NacCh
0.03 M acido Maléico Ninguno
0.03 M acido Maléico 0.1 M NaCN
5 Mg Cu,0 Ninguno
5 Mg Cu,0 0.1 M HyS
0.01 N Agt o Hg++ Ninguno
1x10~4 N Ag+ Ninguno
2x10°5 N_Ag+ Ninguneo
0.67x1075 N Ag+ Ningune
0.01 N Ag+ D.1 M HZS
0.01 N Ag+ 0.5 M Na,8
¢.01 N Ag+ 0.1 M NaCN
0.001 N Ag+ o Hg++ 0.1 M H,5
0.001 N Ag+t+ 0.1 M NaCN

g3

ACTIVIDAD

2.28
2.04-2.16
2.15
1.18-1.25
1.10

1.04

0.84
0.60Q

1.90

0.16

1.18

0.00

0.26

0.01

0.00

1.08

2.18

.08

0.18
0.00-0.02
0.22

0.62

0.82
0.01-0.04
0.50
1.76-190
1.26-1.28
2.12



PARTE 3

MATERIAL Y PROCEDIMIENTO



CAPITULO 1. HETODOS TRADICIONALES DE PRODUCCICN DE BROMELINA

1.1. MEDIANTE EL MICROCRGANISMO BACILLUS SUBTIIIS(24)

El Bacillus subfilis, es una bacteria que se caracteriza
por produclr proteasas neutras y alcalinas; son bacilos delgados,
largos, mdviles, Gram positivos, que miden 0.8 por 2-5 micras vy
aparecen aislados © en cadenas, la temperatura $ptima para su
crecimiento es de 30 a 37°C, el pH éptimo es de 6-7.5, variedad
ATTC 6071, crece bien en la mayoria de los medios nutritivos
bhacterianos uysuales.

1.1.1. EQUIPO UTILIZADO
1.1.1.1. FERMENTADOR

Fermentador compacte a escala utilizado para cultivo de
microorganismos en fermentaciones intermitentes y continuas. La
{las) fermentacién (es) se efectlla en jarras de paredes gruesgas
con el objetoc de que resistan las temperaturas de esterilizacién.
consta de una placa estandar adecuada para las diferentes medidas
de la djarra {5, 7 y 14 1litros), para eliminar una posible
contaminacién., Los vasos del fermentador tienen dos flechas

impulsoras acopladas magnéticamente.

La agitacién se realiza por medio de impulsores con
agitadores planocs y cuatro baffles verticales, El medio de
cultivo es agitado en direccidn radial logréndose la dispersidn
uniforme de los constituyentes.

La velocidad de agitacidén se regula por medio de un sistema
de retroalimentacién electrénica para fluctuaciones normales de
voltaje vy cambios de viscosidad en el medio de cultivo, esta
agltacién se calibra por medio de un tacémetro que determina la

agltacidén deseada.
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1.1.1.2. INCUBADORA CON AGITACION

En esta incubadora se pueden combinar el crecimlento de
cultivos estatices y agitades bajo las mismas condiciones de
temperatura y medio ambiente. La vélocidad de agitacidn se
controla eléctricamente y se mantiene con una variacién
despreciable. Una vez fijada ia velocidad, esta permanece
constante despreciando la variacion de voltaje.

1.1.2. MEDIO DE MANTENIMIENTO
Agar nutritivo para conservacidin (Fisher) 20.0 ¢/1. El pH
se ajusta a 7.0 antes de esterilizarse slendo esta temperatura de

121°¢ durante 15 minutos. Se conserva en refrigeracidn a 4°¢,

1.1.3. MEDIO DE CRECIMIENTO

Dextresa 2 g/l
Extracto de levadura 2 g/l
Peptona 2 g/l
Fosfato de potasio moncbasico 1 g/1
Fosfato de potasio dibasico 3 g/1
sulfato de magnesio 0.1 g/l
Clorure de calcio 0.2 g/1
Agua destilada 1000 ml

El medio se esteriliza a 121°C durante 15 minutos
ajustandose el pH a 7 antes de esterilizarse y enfridndose a 37°C
antes de inccular.
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1.1.4. MEDIOS DE INDUCCION

MEDIO Ro. 1

Extracto de levadura 2 g/l
Ccaseina 10 g/l
Fosfato de potasio moncbisico 1 g/1
3

Fosfato de potasio dibasico g/l
sulfato de magnesio 0.1 g/l
Cloruro de calcio 0.2 g/l
Glucesa 20 g/l
Agua destilada- 1000 ml

MEDIO No. 2

Extracto de levadura 2 g/l
Harina de soya 10 g/l
Fosfato de potasic monobasico 1 g/l
Fosfato de potasio dibasico 3 g/l
sulfato de magnesio 0.1 g/l
Cloruro de calcio 0.2 g/l
Glucosa 20 a/1
Agua destilada 1000 ml

MEDIO No. 3

Extracto de levadura 2 g/l
Harina de sova 1¢ g/l
Fosfato de potasioc monobasico 1 g/l
Fosfato de potasio dibasico 3 g/1
sulfato de magnesio 0.1 g/1
Cloruro de calcic 0.2 g/}
Agua destilada 1000 ml

Estos tres medios se esterilizan a 121°C dutante 15

minutos, ajustandose el pH a 7.0 antes de esterilizarse.
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1.1.5. INDUCCION DE LA PROTEASA BROMELINA

En esta etapa la finalidad es la de orlentar al
microorganismo a que produzca la enzima deseada, para lo cual se
va variando gradualmente 1la fuente de nitrégeno (sustrato)
evitando asi la escasa produccién de bromelina o la inhibicidn
total de la misma por un camblo hrusco.

para conocer el medio en el cual la obtencién de la
bromelina es el adecuado se usan los tres medios diferentes
mencionados. Se preparan los tres medios ajustdndose el pH a 7.0,
esterilizande durante 15 minutos a 121°C y enfriando a 37ecC,

cada uno de los tres medios nutritives se inoculan con el
medio de crecimiento y se ponen a incubar & 37°C ¥y a una
velocidad de agitacidén de 200 rpm durante 2% hs, al término de
éstas se hacen las observaciones de control de pureza Yy las
determinaciones de actividad para seguir el proceso de adaptacidn

al nuevo sustrato.

Una vez que al microorganisme se le ha cambiado por
completo el sustrato se selecciona el medic conveniente
desarrollandose otras dos fermentaciones con este medio para que
se alcance la adaptacidén completa y no se presenten problemas en
la obtencién de la enzima en la fase final de este estudio.

1.1.6. OBTENCIGN DE LA PROTEASA BROMELINA

La obtencién de la proteasa, se efectta en un fermentador
de acero inoxidable. 5e preparan 3 1 del medio selecclonado, se
agregan 0.5 ml de antiespumante. Se utiliza la jarra de
fermentacién de 5 1 la cual cierra herméticamente, se esteriliza
y se enfria hasta alcanzar una temperatura de 37°C. Se monta la
jarra en el aparato de fermentacién y se conectan entradas vy
salidas de aire, agua y control de temperatura,
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Terminada ésta operacidén, se inocula el medio con 300 ml
del pie de cuba en condiciones asépticas y se pone en marcha el
aparto y sus controles para dar principlo a 1la fermentacidn.
purante el proceso se toman muestras cada hora para determinar la
actividad siguiendo las técnicas indicadas.

Al termino de las 24 hs se detlene la fermentacién y el
caldo se enfria a 0-5°C, se filtra a través de fibra de vidrio,
al filtrado se le agregan 3 volumenes de acetona fria (0°C); la
operacién es lenta y con agitacién. Se centrifuga obteniendc una
mezela de enzima bromelina en forma de un precipitade blanco, el
cual se suspende en una solucisén amortiguadora de fosfatos con un
pH de 7.0.

1.2. MEDIANTE LA PRECIPITACION DEL JUGO DE LA PINA(32)

Balls, Thompson v Kies, en base a la fase experimental,
recomendaren la preparacién de bromelina del tercer filtrado del
jugo comprimido. En este método la bromelina es precipitada con
alcohol, el alcohol se recupera, Yy el jugo residual debido a su
gran contenido de aziicar se utiliza en la fermentacién alcohélica
usual.

1.2.1. OBTENCION DE BROMELINA DEL FRUTCQ FRESCO DE LA PIfiA

Tres litros de jugo fresco se filtran y el pH se ajusta &
6.0 con sulfato de amonio. Ss adiciona sulfato de amonic hasta
saturar. La enzima cruda precipitada se filtra y lava con sulfato
de amonio 0.6 M. El precipitado se disuelve en un litro de
clanuro de sodico 0.02 M (pH 6.0} y la solucidén nuevamente se
satura con sulfato de amonio. El drenado del precipltado de nuevo
se precipita y redisuelve en 600 ml de cianurc de sodio 0.02 M.
Finalmente, la enzima se precipita con tres volimenes de acetona.
Esta se colecta y seca al vacio. Bl rendimiento es de 5 gramos de

enzima casi incoloral?2}.

88



CAPITULO 2. FASE EXPERINENTAL DE UNA UEVA HETODOLOGIA

2.1. MATERIAL Y PROCEDIMIENTO

Una de las finalidades de este trabajo de investigacidén es,
que ademas de obtener los méximes rendimientos en la obtencidén de
ia enzima bromelina, aprovechar al maximo todo el desperdicio
proveniente de la industrializacién de la pifia cuya cantidad es
significativa, pues esta comprobado que aproximadamente el 45%(7)
de ésta se considera desperdicio (cdscara ¥y tocén); por ello, se
tiene la necesidad de darle un uso provechoso a todo este
desperdicio, obteniendo de €&l " bromelina ". Por obtenerse a
nivel laboratorio, no se intenté obtener la materia prima de las
industrias procesadoras de pifia; pero si se tomd la precaucién de
tener las mismas condiciones en las cuales la materila prima
principal se obtendria. Cabe mencionar gque =se realizaron tres

corridas en las cuales las varlantes fueron las siguilentes:

a} Extraccién Gnicamente de la céscara
b} Extraccién anicamente del tocén
c) Extraccidén de cascara y tocdn juntos

En las tres corridas se usé etanol al 97% como medio de
extraccién y Acido pirogalico como agente precipitador para
después liberar la enzima con etanol.

cada una de las variantes se traté bajo las mismas
condiciones de congelacién y pulverizacién criogénica, habiléndose
desarrollado de la siguiente manera:

se pesaron cada una de las pifias utilizadas con el objeto
de determinar la cantidad considerada COmo desperdicic
{tnicamente la cascara vy tocoén sin incluir la cantidad de jugo
que se obtiene al realizar los cortes de la pifia),
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En cuanto al wanejo de la céascara de la pilfia, se pesaron
1000 g de ésta, se picarcn en cuadros de aproximadamente 0.5 cm,
se colocaron en un recipiente de unicel el cual contenia
nitrégeno liguide. Aproximadamente 5 minutos después la cascara
se encontraba completamente solidificada y a una temperatura de
aproximadamente -160°C; inmediatamente después se procedidéd a la
pulverizacién en una licuadora casera con vaso de aluminio, el
pulverizado se introdujo en un vaso de precipitado el cual
contenia 600 ml de etanol enfriado a -90°C, se agité durante 2 hs
y al finalizar este tiempo la mezc¢la se mantuvo en reposo por un
pericdo de 18 hs procediendo después a una filtracién a wvacio,
obteniendo un volumen de filtrado de 1000 ml {correspondiendo 600
ml, al etanol enfriadc y los 400 ml restantes corresponden al
juge que se obtuvo de la cascara)l, con un pH = 5.5. A este
filtrado se le agregdé el 0.G5 % {en base al peso de la céscara
empleada) de &acido pirogélico, se agltdé aproximadamente 1 h, se
dejo sedimentar y posteriormente se filtro a vacio (el filtrado
obtenide fue un poco mas clarc gue el primero), al filtrado
resultante ge adiciondé un 1 % mads de Acido pirogalico, se agitd
hasta haberse disuelto éste por completec y se le bajé la
temperatura hasta -45°C {obteniendo a esta temperatura una nieve
de color hueso}, para finalmente precipitar la enzima con 1000 ml
de etanol enfriade a ~80°C, teniendo una temperatura de mezcla
igual a -50°C, se aglté vigorosamente durante 15 minutos y se
procedié nuevamente a la filtracién a vacio hasta obtener una
torta seca de color casi blahco, la cual se hizo polve con ayuda
de un mertero.

En cuanto al manejo del tocén y caéscara-tocén el
procedimiente fue exactamente el mismo a excepcidén de la cantidad
de materia prima principalmente utilizada; pues el peso manejado
fué de 342 g vy 790 g respectivamente.
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Debe mencionarse gque para seleccilonar el volumen adecuado
de etanol para precipitar la enzima, se recurrié al estudio de un
trabajo encontrado para la " obtencidén de bromelina a partir del
desperdicio de la piﬁa(32) "  encontrandc que la cantidad de
etanol que brinda los mejores rendimientos ¥ calidad es tres
veces y media considerando la cantidad de jugo de pifia con el gue
se trabaja. Por otra parte debe aclararse dque aunque existen
estudios en que obtienen la enzima a partir de desperdicios de
pifia, en este trabajc las condiciones en las gque se trabajé
fueron totalmente diferentes empezande por el hecho de que en
éste, la materia prima se congela ¥y pulveriza con el objeto de no
trabajar unicamente con el ijugo obtenido de la materla prima,
sino también con el tejido fibroso.

Al producto seco obtenido se le determind su actividad
especifica de la siguiente manera:

2.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

REACTIVOS

caseina 1.2 g/dl: formada por 3 g de caseina grado reactive
en 250 ml de regulador de fosfato de potasioc ¢.03 M, PH 7.5, por

calentamiento en un bafic de agua hirviendo por 15 minutos. El PH
final es 7.2.

L-Cisteina 0.15 M preparada recientemente.

solucién de &cide tricloroacético: formado por 4.5 g de
acido tricloroacético, 7.5 g de acetato de sodio y con la adicidn
de 9.75 ml de acido acétice glacial y agua hasta un volumen final

de 250 ml.

Enzima: La concentracién de la solucién enzimédtica £ué
mayor de 20 pg/ml y menor que 110 pg/ml.
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El métode usado se basé en la digestién de la caseina,
reportada por Northop y Kunitz con el uso de activadores y
quelantes reportado por Minami, Doi ¥ Hata(35} .

En un tubo de ensaye de 1.8 x 18 cm se colocaron 5 ml de la
solucién de caseina y 0.2 ml de cisteina, adicionande agua ¥y
enzima para dar un volumen de & ml. Después de incubar a 35°C por
16 minutos, se adicionaron rapidamente 5 ml de la solucidén de
dcido tricloroacético agitandoe la mezcla perfectamente vy
dejandola reposar por 30 minutos a 35°C. El precipitado formado
se removid por filtracidén y al filtrade se le leyd la absorbancia

a 275 nm en contraste con el testigo.

La actividad especifica se define c¢omo la cantidad de
enzima gque da un incremento en la absorbancia a 275 nm
equivalente a 1 ng de tirosina por minuto a pH = 7.2 y a 35%C. La
actividad especifica se expresa como unidades de enzima por
miligramo de proteina!33),

2.3. DIAGRAMA ESQUEMATICO

En el siguiente Djiagrama, se muestra esqueméticamente el
procedimiento de obtencidn de bromelina en el laboratorio.
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DIAGRAMA ESQUEMATICO DE FLUJO FARA LA OBTENCION DE
BROMELINA EN EL-LABORATORIO

PIRAS
SPULPA
Ny g 1
CASCARA TOCON CASCARA~TOCON
Il 1L J
R
PICAR EN CUADROS DE 0.5 ¢m APROX.
L2
CONGELAR CON NITROGENO L1IQUIDO
¥
PULVERIZAR

ETANOL A -QOOC%

AGITAR DURBNTE 2 hs. Y REPOSAR 18

¥

[_FILTRAR A VACTO
1

MEDIR PH
ACIDO PIROGALICO

AGITAR 1/2 h Y REPOSAR 3

T

FILTRAR A VACIO

ACIDO PIROGALICO

ENFRIAR A -45°C

—

AGITAR 1/2 h

I ~a09°
JE'====== ETANOL A -80°C

AGITAR 20 min. Y REPOSAR 2 hs

/2

FILTRAR A VACIO

Rl

DETERMINAR ACTIVLIDAD

PRECIPITADO SECO

ESPECIFICA
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CAPITULO 3. PROPUESTA PARA EL DESARROLLO DE UR PROCESO CRIOGERICO 3
NIVEL PLANTA PIIOTO

3.1. DIAGRAMA ESQUEMATICO DE FLUJO PARA LA OBTENCION DE

BROMELINA

MATERIA PRIMA (CASCARA-TOCON)

i

[ﬁTOLVA DE ALIMENTACION CON ASPERSORES DE NITROGENC

~

l_FORRIENTE DE N, 3 MOLINO DE MARTILLOS

l

—

BAGAZO A &

TRATAMIENTO

I
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ETANOL

ALMACENAMIENTO "(:-—.__—z

24

TANQUE DE AGITACION |k ETANOL
A -900C
FILTRO PRENSA
|
- 9
AGITACION_J
il cENTREFUGA —SPRIMER PRECIPL
| TADO A DESECHOS
|
ENZIMA A
LIOFILIZADOR




3.2. DESCRIPCIGN DEL PROCESO

El procesc es de tipo batch y esta disefiado para producir
un kilogramo de bromelina al dia, trabajande 5 dias a la semana.
El procedimiento es el giguiente:

La materia prima (desperdicios de la industrializacién de
1a pifia} se recibe a granel cada tercer dia en un reciplente de
almacenamiento atmosférico (FB-110), una parte se introduce
inmediatamente a wuna balanza aditiva del tipo por lotes;
registrada la cantidad de materia prima a trabajar, ésta se
introduce manualmente por cubetas a la tolva de alimentacién
{FA-110) de la banda articulada, congelando ésta por medioc de una
corriente de nitrégeno liquide aplicada por dasbersores conforme
ia materia prima pasa a la banda articulada {Jr-110),
manteniéndose una temperatura de -160°C., La céscara y el tocén
totalmente congelados entran al molino de martillos {CM-110) v se
pulverizan por impactos repetidos contra los martillos rotatorios
el tiempo necesario hasta ser reducidos a un tamafio de particula
io suficientemente pequefio para pasar a través de un nimero de
malla 150 (diametro de particula 0.1 mm); durante el proceso de
molienda se asperja nitrégeno liguideo con el objeto de mantener
la materia prima a una temperatura de -160°C evitando con esto
que la materia absorba humedad (y no obtener el tamafio de
particula deseadc); esto por un lado, ¥ por el otro, gque por lo
mismo quede adherida a las paredes y martillos del molino l¢ cual
provocaria pérdidas considerables. Ya pulverizada la materia
prima, se transperta en un recipiente mévil previamente enfriado
con una corriente de nitrégeno (para evitar que el pulverizado se
descongele vy quede adherido a las paredes)} al tangque con
agitacioén (MA-110), el cual es previamente alimentade del
{FA-111) con una carga de etancl a -90°C,
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La razén de cargar primero el etanol y adiclonar después el
pulverizade, es con el objeto de permitir una mayor superficie de
contacto entre el pulverizado y el disolvente extractor; el

tiempo de agitacidn serd de 2 horas.

Transcurrido ese tiempo la agitacién se suspende ¥ la
mezcla permanece en reposo durante un periodo de 18 horas a una
temperatura de -90°C; agotado el tiempo, la mezcla se descarga
por gravedad hacia el filtro prensa de placas y marcos (FD-110);
agui el bagazo se colecta y se le da un tratamiento especial para
servir posteriormente como alimento para ganado. E1 liguido, se
bombea por medic de la bomba centrifuga {GA-002) hacia un segundo
tanque con agitacién (MA-111) y se le adiciona una ¢antidad de
4cido pirocgalico correspondiente al 0.05% en base al peso de la
cdscara y tocén que se estd procesando, la agitacidén dura 30
minutos v se deja reposar 3 horas manteniendo una temperatura de
-45°¢C, transcurride este tiempo la mezcla cae por gravedad hacla
l1a centrifuga de transportador helicoidal (¥FC-110), manteniéndose
aqui una temperatura de -45°C. Medla hora después el precipitado
sedimentado se desecha y el filtrado Se bombea por medic de la
bomba centrifiga (GAR-003) hacia el tangue con agiltacién
{MA-111), otra vez se adiciona &cido pirogdlico (ahora 1% en base
a la materia prima procesada), se agita 20 minutos mantenléndose
el filtradeo a -50°C.

posteriormente, se bombea hacia el (MA-111) por medio de la
bomba centrifuga {GA-001) etanol enfriado a -80°C de) tanque de
alimentacién (FA-111}, reanudando la agitacidén por 20 minutos mas
y al final de la cual ésta se suspende quedando la mezcla en
reposo durante 2 horas ¥y manteniendeo la temperatura a -50°C.
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pranscurridas las 2 horas la mezcla nuevamente cae POF
gravedad haclia la centrifuga de transportador helicoldal (F¢-110)
{este equipo se limpia inmediatamente despues de finalizada la
primera centrifugacién), manteniéndose aqui una temperatura de
-45°Cc ; siendo el tiempo de residencia en este equlpo, de
aproximadamente 1 hora. El filtrado se manda a una torre de
destilacién para asi recuperar el disolvente (etanocl}, ¥
finalmente 1la torta formada se liofiliza én el {MC-110),
obteniéndo asi un polvo completamente seco Y blance
caracteristico de la bromelina, el cual sera recolectado.
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3.4, LISTADC DE EQUIPO
3.4.1. RECIPIENTE DE ALMACENAMIENTO ATMOSFERICO

cantidad requerida: 1
servicio: Almacenamliento de la materia primé

DATOS DE PROCESOQ

papacidad de operacién: 450 kg
Producto: Cascara ¥y tocén de la pifia
presidén de operaciémn: Atmosférica
Temperatura de operacién: Ambiental

CONSTRUCCION

Voltmen: 1.57 m3

Longitud: 2 m

bidmetro: 1m

orientacidén: gje vertical

Mecanismo de descarga: Transportador de sélidos
Tiempo de residencia: 3 dias

MATERIALES

Cuerpo: Polimero o fibra de vidrio

99

{FB-110)



3.4.2. ALIMENTADOR (FA~110}

cantidad reguerida: 1
servicio: Alimentador para la banda transportadora

DATOS DE PROCESO

capacidad de operacidn: 160 kg
Producto: C&scara y tocdn de la pifia
presién de operacidén: Atmosférica

Temperatura de operacitn: =-160°C

CONSTRUCCION

Tipo: Tolva de flujo de embudo con aspersores
Longitud: 0.5 m

pidmetro superiocr: ¢.8 m

pidmetro inferior: 0.3 m

Tipe de flujo: Erratice

MATERIALES

Cuerpo: {SA-240 TP 304); Acero inoxidable aleac, Cr-Ni
{0.08 % C, 8 % Ni, 18 % Cr}

aislante: Espuma de poliuretanco
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3.4.3. BANDA TRANSPORTADORA (JT-110])

cantidad regquerida: 1
Servicic: Transportador de la materia prima

DATOS DE PROCESO

capacidad de operacloén: 160 kg/dia
Producto: Céascara y tocén de pifia
Presion de operacién: Atmosférica
Temperatura de operacidén: =~160°C
Tamaito maximo del terrdén: 25 cm

CONSTRUCCION

Tipo: articulada con faldones y aspersores
Longitud: 3 m

Anchura de la paila: 1.07 m.

Anchura entre faldones: 1.02 m.

velocidad de operacién: 3 m/min.

MATERIALES
rRodillos: (SA-240 TP 304); Acero 1noxidable aleac, Cr-nNi
{(0.08 % C, 8 % Ni, 18 % Cr)

Banda: {SA-240 TP 304); Acero inoxidable aleac, cr-Ni
(0.08 %2 C, 8 % Ni, 18 % cCr}
Cuerpo que cubre la banda: Aluminio

Alslante: Espuma de poliluretano
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3.4.4. MOLINO DE MARTILLOS (CM-110)

cantidad requerida: 1
Servicio: Pulverizador

DATOS DE PROCESO

capacidad de operacidén: 160 kg
producto: Cascara y tocon de la pifia
Presién de operacidn: Atmosférica
Temperatura de operacidén: -160°C

CONSTRUCCION

Tipo: Mikro pulverizer de alta velocidad con aspersores
Tamafho de guebrado: Trituracidén intermedia

Didmetro de particulas: 0.01 mm

Niumero de malla: 150

Diametro de rotor: 20.32 cm

Velocidad maxima: 9600 rpm

Potencia: 4 Hp

MATERIALES

Martillos: (sa-240 TP 304); Acero inoxidable aleac, Cr-Ni
{(0.08 % ¢, 8 % Ni, 18 % Cr)

Cuerpo: (SA-240 TP 304); Acero inoxidable aleac, Cr-Ni

(0.08 % C, 8 % Ni, 18 % Cr)
Aislante: Espuma de poliuretano
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3.4.%. TANQUE DE ALIMENTACION (FA-111}

Cnatidad requerida: 1
servicio: Alimentador para los tanques con agitacidém

CONDICIONES DE PROCESO

capacidad de opperacién: 300 1
Producto: Etanol quimicamente purc
Presién de operacién: Atmosférica
Temperatura de operacién maxima: -80°C
Temperatura de operacidén minima: -90°C

CONSTRUCCION

Tipo: recipiente vertical de alimentacidén
Longitud: 2.09 m.

Didmetro: 0.43 m.

Nimero de boquillas: 2

MATERIALES

Tapas y cuerpc del tanque: (SA-203-D) Acero al niquel (0.2
% C, 3.82 % Ni)

Aislante: Espuma de poliuretano
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3.4.6. TANQUES CON AGITACION (MA-110 Y MA-111}

cantidad reguerida: 2
gservicio: Mezclado uniforme

DATOS DE PROCESO

capacidad de operacidén: 0.30 m3 ambos
Producto: Cascara Y tocén pulverizados - etanol (MA-110}

Jugo de la cascara y tocdn - etanol (MA-~111]
Presidén de operacién: Atmosférica
Temperatura de operacidn: -90°C y -80°C respectivamente
CONSTRUCCION

tipo: Mezcladora de propela de entrada superior
Orientacién: Vertical

Didmetro: ©0.76 m

Longitud: 0.57 m

Tiempo de residencia: 2 h ¥ 0.5 h respectivamente
Velocidad de la hélice: 420 rpm y 350 rpm respectivamente
Diémetro de la hélice: ¢.2 m

potencia del motor: 1 Hp para ambos

MATERTALES

Cuerpo y agitador: {8a-203~-p} Acero al niquel (0.2 % C,
3.82 % Ni}

Aislante: Espuma de poliuretano
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3.4.7. FILTRO PRENSA {FD-110)

cantidad: 1
servicio: Separador

DATOS DE PROCESO

capacidad de operacidén: 0.200 m3

producto. Etanol-céascara vy tocdn pulverizados
Fase continua: Liguido

Fase dispersa: Sélido

Presion de operacién: Atmosférica
Temperatura de operacién: -80°C

ramapo de particula: ©.1 mn

CONSTRUCCION

Tipo: Placas y marcos
Longitud: 1 m
Anchura: 0.34 m

Area nominal: 2.05 m?2

MATERIAL

{SA-203-D) Acero al niquel (0.2 % C, 3.82 % Ni)
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3.4.8. CENTRiFUGA (FC-110)

cantidad requerida: I
serviclo: Separador

DATOS DE PROCESO

capacidad de operacién: 0.3 m?/h

productos: Primera fase: Sélideos indeseables ¥ etanol
segunda fase: Bromelina y etanol

Fase continua: Ligquido

Fase dispersa: 85délido

Presién de operacién: Atmosférica

Temperatura de operacidn: -45°C

CONSTRUCCION

Tipo: Transpertador helicoidal

Longitud: 76.2 cm

piametro del tazdn: 15.24 cm

Velocidad: 8000 rpm

Fuerza centrifuga maxima por gavedad: 5500 g
Potencia: 5 Hp

MATERIAL

cuerpo: (8A-516-70) Acerc al carbén grado fino (0.26 % C)
Aislante: Espuma de poliuretano
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3.4.9. BOMBAS CENTRIFUGAS (GA~001), (GA-002} Y (GA-003)

cantidad reguerida: 3
Servicio: Bombeo de liquidos y mezclas sé6lido - liquide

DATCS DE PROCESO

capacidad de operacidn: 42.25 gpm, 41.2 gpm, 41.7 gapm
respectivamente

Tipo de bomba: Centrifugas de fiuio axial y succidén simple
Tipo de impulsor: Semiabierto, cerrado, semiablerto

respectivamente

Tipo de carcasa: Voluta en espiral

Temperatura de bombeo: =-90°C, -80, -45 respectivamente

Presién de succidn: 0.79 kg/cm?, 0.83 kg/em?, 0.94 kg/cm2
respectivamente

Presién de descarga: 1.52 kg/fcm?, 1.58 kg/cm?, 1.62 kg/cem2
respectivamente i

presién diferencial: 0.73 kg/cm?, 0.74 kg/cmz, 0.68 kgfcm?
respectivamente

Potencia: 0.50 Hp, 0.25 Hp, 0.50 Hp respectivamente

MATERIALES

carcaza: ( SA-203-D) Acerc al niguel (3.82 % Ni, 0.2 % C1},
para GA-001 y GA-002; {SA~516~70) Bceroc al carbén
grado fino (0.26 % C), para GA-003

Cabeza de succién: Igual a carcaza

Impulsor: Igual a carcaza

Anillos de desgaste: Igual a carcaza

Difusores: Igual a cafcaza

Flecha: Igual a carcaza

camisa de flecha: Igual a carcaza

Prensa estopas Y partes pedquefias: Igual a carcaza
Soporte de valeros: Filerro

Aislante: Espuma de poliuretano
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PARTE 4

RESULTADOS Y ANALISIS DE

RESULTADOS



Los slguientes resultados fueron los obtenidos a nivel
laboratoric pudiendc considerarse a estos como representativos,
va que el tratamiento que se le dio al fruto fue una reproduccidn
de las condiciones que existen el las industrias procesadoras de

pifa.
4.1. APROVECHAMIENTO DEL FRUTO DE LA PINA

En la Tabla 12, se encuentran plasmadas las determinaciones
de laboratorio scobre el rendimiento de la pifia.

TABLA 12. APROVECHAMIENTO DEL FRUTQ DE PIRNA

T A M A & 0

CHICA MEDIANA GRANDE
Peso medic {kg) 1.585 2.205 3.230
Corona (%) 16.97¢ 12.970 9,121
Puntas {%) 6.255 6.325 8.195
Cascaras (%) 17.765 18.920 16,665
0jos (%) 8.250 8.345 9.325
Tocon (%) 9.270 7.960 8.730
Jugo escurrido (%} 5.055 3.990 5.985
Pulpa aprovechable (%) 36.435 41.490 41.975

De la Tabla anterior, se c¢oncluye gque en promedio el 60 %

del fruto de la pifia se desperdicia,
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4.2. CONTENIDO DE PROTEINAS Y ACTIVIDAD ESPRECIFICA

En la Tabla 13, se presentan los resultados obtenidos en
este trabkajo de investigaciQn referentes a la actividad
especifica de la enzima, asi como la cantidad de dugo obtenide
por kilogramc de materlia prima utilizada v se hace una
comparacién con los resultados obtenidos en un trabajo patentado
sobre la extraccién de bromelina a partir del tallo de la pifia,
trabajando en aeste Gltimo en un rango de temperaturas de 0° ¢ a
—20°C(41); mientras que el rango de temperaturas empleadas en
este trabajo fue de -45°C a -160°C.

PARLA 13. EXTRACCION DE BROMELINA CON ETANOL Y PIROCGALOL
{ACIDO PIROGALICO). REPOSC PREVIO A LA EXTRAC-
CION DE LA ENZIMA DE 20 HS.

PARTE DE DONDE  TEMPERATURA JUGo ENZIMA EN EL UNIDADES
SE EXTRAE LA kg DE MATERIA JUGO kg DE TALLO
ENZIMA
{°c) (m1} {BTUd/m1) (BTU/kg)

CASCARA -160 A -80 400 10.46 4184.0
TOCON -160 A -80 438 11.70 5124.6
CASCARA~TOCON -160 A -80 379 20.87 7909.7
TALLOP 0 A -20 476 13.92 6654.0

¢ pru: opidad de Tirosina Bromelina: es Ia cint‘dad de enzika que debe producir 1 ynol
de tirosina por minuto bajo las condicioges del emsaye 110 yen este case 35°C ¥
pi= 1.121.

b pates correspendientes 3 13 patente"Il considerando que el kieapo de reposo previe 4
1a extraccién de la emzima, es de i ds, .
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como puede observarse, los resultados obtenldog en esta
tesis son bastante aceptables y lo son ain mas considerando el
hecho de que la enzima se extrae de donde las industrias
procesadoras de pifia consideran desperdicio, vy no del tallo de la
pifia que es la parte en donde se encuentra presente la mayor
cantidad de enzima®32), para 1lograr tal efecto (resultados
aceptables del desperdicic de la pifia), debe considerarse la
influencia de las bajas temperaturas asi como tamblén que el
proceso de extraccién se hace a partir de la reduccién del tamafio
de la cascara y tocdén de la pifia , lograndose esto 1dltime por
medio de la pulverizacidn criogénica,

En la Tabla 14, se hace una comparacién entre los
resultados obtenidos en esta tesis y los resultados obtenldos en
una tesis elaborada en 1975(32) en donde en esta fultima, 1la
enzima es extraida del jugo obtenido del prensado de la cascara y
tocén de la pifia (también desperdicioc de la industrializacién de
la pifia), precipitando la enzima con etanol y trabajando a
temperaturas de 18°C a 20°C. También se comparan los resultados
con otras referencias encontradas.

La Tabla 15 muestra claramente gque les rendimientos

obtenidos en el laboratorio son en todos los casos superilores a
los encontrados en la literatura, a excepcldn de la patente(41).
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TABLA 14. BEXTRACCION DE BROMELINA BAJO DIFERENTES CONDICIONES
DE PROCESO

SETIRENCIA  PARTE DE DONDE  TIEMPO DE RANGO DE VOL. DE BIANOL  YOL. DE ETANOL PROTEIMA ACFIVEDAD
SE RACE LA BIT REPOSO  TEMPERAT PJLA BITRACCIGN P/LA PRECIPIT. BSPECIFICA
100 ul DE Jugo 100 &1 DE JUG0

{hs) tecl {1l (a1} a B0
100 2] 360 g DE PROT/min

NUEVO PROCESO CASCARM W -80 A -160 150 250 32t 11,95
DISARROLLAO  TCCON 20 -90 A -160 137 21 33.9 14,67
EA 1997070515} CASCARA-TOCBH 20 -40 A -i60 158 2% 3574 26.108
TESIS JUGO BE L&

DISROLLARY  CASCARA F 818 2 150 200 2.1 1.5
s

LITEWATURY  JUGO DE LA

708 NET0D0  PIRA .- - - 166 2.2
mapicionat 42!

TABLA 15. RENDIMIENTO DE BROMELINA OBTENIXDA EXPERIMENTALMENTE

PARTE DE DOUNDE SE RENDIMIENTO { %)
HACE LA EXTRACCION

CASCARA 188 134.6 75.14
TOCON 213 152.4 77.00
CASCARA-TOCON 221 158.3 118,90
REFERENCIAS

COMPARATIVAS

TESIS (1975) X

MET. TRADIC. X

PATENTE X
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PERK IN-ELMER LAMEBDA 2 UV/VIES SPECTROMETER
DATE: 97/04/18 FRIDAY TIME 18:33:353
METHOD NO. -+ 7 SCAN/MAN

SAMPLE ID: 001

OPERATOR [D: 220771

ABSORBANCE

0

)

0

THERSHOLD :  0.100

BATCH: 001
SAMPLE CYCLE WVAVELENGTH

001 18136 278.1nm (MAXD 0

240.6nm (MIND 0
002 18:37 278 . 1nm (MAXD 0

238.8nm (MIND 0
003 18:39 278.2nm (MAXD 0
004 18:40 277 .8nm (MAXD 0
005 18:42 278.5nm (MAXD g
006 18143 277 .8nm (MAXD 0
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DATA

643
010
696
013
650
.744

609
652

ABS
ABS
ABS
ABS
ABS
ABS

AES
ABS




PERKIN-EILMER LAMBDA 2 UV/VIS SPECTROMETER

DATE » 97/04/21 MONDAY TIME ! 19141:02
METHOD NE]. : 7 SCAN/MAN
SAMPLE [D: 00t
[IPERATOR [D: 220771
ABSORBANCE
1.0 0.9
t t t i f t
110 05
110 0.3
i | f ; f t
1.0 0.5
THERSHOLD = 0.100
BATCH: 001
SAMPLE CYCLE WAVELENGTH DATA
001 19143 276.2nm (MAXD 0.050 ABS
244 . 4nm (MIND 0.013 ABS
oo? 19: 45 276 . 2nrr (MAXD 0.060 ABS
244 . 4nm (MIND 0.020 ABS
003 19147 274 .6nm (MAXD J.144 ABS
244 .4nm (MIND 0.024 ABS
004 19149 276.2nm (MAX)D 0.150 ABS
244 .4nm (MIND 0.029 ABS
005 19191 276.2nm (MAX> -0.212 ABS
244 . 4nm (MIND 0.033 ABS
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El primer grafico muestra los espectros de absorcitn de la
enzima obtenida en el laboraterio {de las diferentes partes de la
pifia};asi, las muestras 001 y 002 son los espectros producidoes
por la enzima extraida del tocén de la pifia a los tiempos 0 ¥ 1
minutos respectivamente, en estas muestras se presentan ademas
del maximo, un minimo lo cual posiblemente se refiera a gque la
enzima extraida del tocdén es la que menos impurezas presenta. Las
muestras 003 v 004 corresponden al espectro de absorcidén de la
enzima extraida de la céascara y tocén a los tiempos 0 ¥y 1 minuto
respectivamente con una cantidad de impurezas. Finalmente las
muestras 005 y 006 corresponden al espectro de absorcldén de la
enzima extraida de ia cascara de la pifia también con clierta

cantidad de impurezas.

En el segundo graflce se muestra el espectro de absorcién
de la tirosina a diferentes concentraciocnes; la muestra 001
corresponde a una cantidad de tirosina de 200 wg ¥ es la curva
mas pegada a la ordenada, 1las muestras ¢02, 003, 004 y 005
corresponden a cantidades de tirosina de 400 npg, 800 ng, 1400 ng
y 1600 npg de tirosina respectivamente. Estas cantidades de
tirosina fueron disueltas en 10 ml de agua y las absorbancias
registradas, sirvieron de referencia para comparar la cantidad de
tirosina producida por la enzima obtenida en el laboratorio.

Haciéndo un andlisis entre el primero y el segundo grafico,
se observa que los maximos de las curvas estan comprendidos entre
una longitud de onda de 275 y 280 nm; 1o cual, considerando el
por ciento de error del espectrofotémetro empleado es valido el
incremento en la absorbancia dado por la formacién de tirosina,
demostrando este hecho la presencia de bromelina, cuya enzima ge
obtuvo en el laboratorio (primer gréafico), descartande la
posibilidad de haber obtenido otra sustancia que no fuera
bromelina, ya que hinguho de los compohentes presentes en la pifia
presenta incrementos de absorbancia en el rango trabajado de

longitudes de onda.
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Lo que también revela el primer grafico, es el hecho de que
la enzima obtenida trae consigo cierta cantidad de impurezas (a
excepcién de la enzima extraida del tocdédn] pues debe mencionarse
que é&sta no fue purificada por estar fuera de los objetivos del
proyecto. Elle no quiere decir gue los resultados no sean
validos, va gque la actividad especifica de cualquier sustancia
puede determinarse sin antes haber sido purificada, sin afectar

esto Gltimo los resultados.
4.3. ANALISIS DE RESULTADOS

Haciéndo un andlisis mé&s profunde, los resultados muestran
una gran ventaja al emplear bajas temperaturas en aquellos
procesos sensibles al calor; tal es el caso de la enzima vegetal
bromelina la cual por encima de los 60°C descompone y la cual fue
objeto de este estudio. Las observaciones hechas durante el
desarrollo de la fase experimental de este proceso, hacen pensar
que el uso de temperaturas inferiores a -50°C asi como Ila
reduccién del tamafic de las particulas de la materia prima
principal, son factores importantes en <c¢uanto al rendimiento
obtenido de la enzima vy su actividad. El1 razonamiento es el
siguiente: gl nitrégeno liquide es un fluide cricgénico
totalmente inerte; por medic de este, la céascara de la pifia se
congela (solidifica) por completo en minutos (aproximadamente 5},

alcanzando una temperatura final de ~160°C, bajeo estas
condiclones la materia prima se maneja con gran facilidad para
reducir su tamafic {(un polvo de aproximadamente 0.1 mm de

didmetro} en un corte periodo de tiempc. Esta accidén permite
romper por completo los tejidos de la cascara de la pifia, dentro
de los cuales se encuentra presente la bromelina y asi liberarla
totalmente. Por otro lado, el emplear etanol a -90°C como medio
de extraccién vy luego éste mismo a -80°C¢ como agente
precipitante, favorecen la precipitacién de la enzima vegetal
bromelina y no la de otros componentes presentes también en el
fruto de la piha.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El objetive planteado en este trabajo se alcanzé Y
comprebé, ya gue se desarrolld un proceso criogénico empleando
nitrégeno liguido para obtener & partir de los desechos de la
industrializacién de la pifa una cantidad ¥y actividad
considerables de la enzima vegetal bromelina , comparada con los
métodos tradicionales de obtencién de la misma, ¥y obteniendo més

de lo esperado.

El alcance de esta trabajo estuve limitade dGnica ¥
exclusivamente a la comprobacién de los maximos rendimienteos de
obtencidén de la enzima, para lo c¢ual se desarrollé una nueva
metodologia, en donde las caracteristicas principales de ésta son
el empleo de bajas temperaturas y la pulverizacién criogénica.

A partir de la experimentacidén a nivel laboratorio, se hace
una propuesta para desarrollar el proceso a nivel planta piloto;
por lo que se recomienda gque para la produccién de bromelina a
nivel industrial, debe llevarse a cabo un estudio de
prefactibilidad real el cual cuente con informacién veridica y
detallada de datos de mercado; estos deben contener datos de
importacién y exportacién de la bromelina asi como la demanda que
se tiene de ésta; pues debe mencionarse que los datos de mercade
obtenidos para la realizacion de este trabajo (los cuales no
estan incluidos y cuya fuente de informacién fué el INEGI) son
poco confiables; va gue en los datos de importacién y exportacién
estan reportados en general para las proteasas en las cualeg se
incluyen ficdina y bromelina. Por esta razon no se tlene una idea
clara de la demanda de la bromelina a nivel nacional.

consultando otra fuente de informacidén (SECOFI), se indica
que la bromelina no la producen en el pais ningin laboratorio

nacional o extranjero.
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ror lo tanto, para llevar a cabo el proceso a nivel
industrial es necesaric contar por lo mencs con la demanda real
de bromelina en el pais.

Por esta razén, no puede saberse que tan factible es el
proceso; pero lo que si esta por demds remarcar, es el hecho de
haber alcanzado satisfactoriamente el objetivo planteado en este
trabajo 1llevade a nivel laboratorio, pues los resultados
obtenidos se asemejan a lo obtenido y patentado en 1972(41); en
donde en este ultimec , la materia prima principal es de primera
calidad {(tallo de la pifia}.

Debe mencionarse gque a partir de este trabajo de
investigacién pueden salir otros méas. Por ejemple, el de la
purificacién de 1la enzima vegetal bromelina, un estudio de
factibilidad para la produccién de bromelina a nivel industrial,
el disefio de una planta para la produccidén de bromelina a nivel
industrial, etc.
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