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RESUMEN

La bromelina es una enzima proteolitica presente en la pifia (Ananas comosus), con
aplicaciones en industrias farmacéuticas, alimentarias y biotecnolégicas. El estudio se
enfocd en la extraccion de bromelina de los residuos de pifia, como cascaras, corazén
y tallo, para valorizar estos subproductos y reducir el impacto ambiental. El método de
Bradford fue empleado para la cuantificaciébn de proteinas, debido a su simplicidad,

rapidez y bajo costo.

El proceso experimental incluyd el pretratamiento fisico-quimico de las muestras, la
extraccion de bromelina utilizando citrato de sodio, la purificacion mediante precipitacion
con sulfato de amonio, y la cuantificacion de la enzima mediante espectrofotometria UV-
visible. Ademés, se evaluo la actividad enzimética de la bromelina utilizando albdmina

de huevo como sustrato.

Los resultados denotaron que el tallo de la pifia presentd la mayor concentracion de
bromelina (2.0373 mg/L), seguido de las cascaras (1.7850 mg/L) y el coraz6n (1.6357
mg/L). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas, confirmando que el tallo
es la fuente mas eficiente para la extraccion de bromelina. En cuanto a la actividad
enzimatica, la cascara mostré la mayor capacidad de hidrdlisis de proteinas, alcanzando
Su punto maximo a los 30 minutos (0.1979 ppm), seguida del corazén (0.1838 ppm) vy el
tallo (0.1489 ppm). Sin embargo, la actividad enziméatica del tallo fue mas estable a lo
largo del tiempo, lo que sugiere ventajas en aplicaciones industriales que requieren una

actividad prolongada.

El estudio evidencia que el tallo de la pifia es la fuente mas rica en bromelina, pero las
cascaras y el corazén también pueden ser aprovechados como subproductos para la
extraccion de esta enzima, contribuyendo a la valorizacion de residuos agricolas y a la
reduccion del impacto ambiental. Se recomienda realizar estudios adicionales para
optimizar los pardmetros de extraccion y purificacion, asi como validar los resultados

con técnicas analiticas mas avanzadas.

Palabras clave: Bromelina, extraccion, actividad enzimética, Albimina Sérica Bovina (BSA),
método de Bradford.



ABSTRACT

Bromelain is a proteolytic enzyme present in pineapple (Ananas comosus), with
applications in pharmaceutical, food and biotechnological industries. The study focused
on the extraction of bromelain from pineapple residues, such as peels, core and stem,
to valorize these by-products and reduce the environmental impact. The Bradford

method was used for protein quantification, due to its simplicity, speed and low cost.

The experimental process included physicochemical pretreatment of the samples,
extraction of bromelain using sodium citrate, purification by precipitation with ammonium
sulfate, and quantification of the enzyme by UV-visible spectrophotometry. In addition,
the enzymatic activity of bromelain was evaluated using egg albumin as a substrate.

The results showed that the pineapple stem presented the highest bromelain
concentration (2.0373 mg/L), followed by the peels (1.7850 mg/L) and the core (1.6357
mg/L). These differences were statistically significant, confirming that the stem is the

most efficient source for bromelain extraction.

In terms of enzymatic activity, the peel showed the highest protein hydrolysis capacity,
reaching its peak at 30 minutes (0.1979 ppm), followed by the heart (0.1838 ppm) and
the stem (0.1489 ppm). However, the enzymatic activity of the stem was more stable

over time, suggesting advantages in industrial applications requiring prolonged activity.

The study shows that the pineapple stem is the richest source of bromelain, but the peels
and core can also be used as by-products for the extraction of this enzyme, contributing
to the valorization of agricultural residues and the reduction of environmental impact.
Further studies are recommended to optimize the extraction and purification parameters,
as well as to validate the results with more advanced analytical techniques.

Keywords: Bromelain, extraction, enzyme activity, Bovine Serum Albumin (BSA), Bradford's
method.
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INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus) es una de las frutas tropicales mas cultivadas y consumidas
a nivel mundial, no solo por su valor nutricional y su sabor caracteristico, sino también
por su potencial industrial debido a la presencia de enzimas proteoliticas como la
bromelina. Esta enzima, identificada por primera vez en 1891 por el quimico venezolano
Vicente Marcano, ha ganado relevancia en diversas industrias debido a su capacidad
para degradar proteinas, lo que la convierte en un componente clave en aplicaciones
farmacéuticas, alimentarias y biotecnoldgicas.'?La bromelina se encuentra
principalmente en el tallo de la pifia, aunque también estd presente en menor
concentracion en las cascaras y el corazén del fruto®. Sin embargo, la extraccion y
cuantificacion precisa de esta enzima siguen siendo un desafio, ya que su rendimiento
depende de factores como el método de extraccion, los pretratamientos aplicados y la
estabilidad enzimatica. *

En el contexto actual, donde la sostenibilidad y la valorizacién de residuos agricolas son
prioridades globales, el aprovechamiento de los subproductos de la pifia, como las
cascaras, el corazén vy el tallo, representa una oportunidad significativa para reducir el
impacto ambiental y generar productos de alto valor agregado. Segun datos de la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura®, se estima
que alrededor del 30-40% de la produccion mundial de pifia se convierte en residuos
durante su procesamiento, lo que genera un problema ambiental debido a la
acumulacién de desechos organicos. La extraccion de bromelina de estos residuos no
solo contribuiria a minimizar este impacto, sino que también permitiria obtener una

enzima con multiples aplicaciones industriales. #°

La bromelina es una mezcla de enzimas proteoliticas, principalmente cistein-proteasas,
gue actian rompiendo enlaces peptidicos en proteinas, lo que la hace til en procesos
como la clarificacién de bebidas, el ablandamiento de carnes y la fabricacion de
suplementos digestivos.  Ademas, sus propiedades antiinflamatorias, antitrombéticas y
anticancerigenas han sido ampliamente estudiadas, lo que ha impulsado su uso en la
industria farmacéutica. & Sin embargo, la eficiencia de la bromelina en estas aplicaciones
depende en gran medida de su pureza y actividad enzimética, lo que resalta la
importancia de desarrollar métodos de extraccion y cuantificacion precisos y eficientes.
Una de las metodologias que mas se utilizan en la contabilidad proteica, incluida la
bromelina, es el método de Bradford, basado en la formacién de un complejo
colorimétrico entre el azul de Coomassie G-250 y las proteinas.® Este método es

ampliamente preferido debido a su simplicidad, rapidez y bajo costo, aunque su
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precision puede verse afectada por la presencia de interferentes en matrices complejas,
como las extracciones de bromelina. ** Ademas, la combinacion de este método con
técnicas avanzadas, como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), ha

permitido obtener resultados mas confiables en la caracterizaciéon de enzimas.!

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo cuantificar la concentracién de
bromelina extraida de las cascaras, el corazén y el tallo de la pifia mediante el método
de Bradford, evaluar su actividad enzimética y comparar su rendimiento en funcién de
las fuentes de extraccion y las condiciones experimentales.'?'* La eleccién de estas
partes de la pifia se debe a su disponibilidad como residuos en la industria alimentaria
y a su potencial para ser valorizados en procesos industriales. Ademas, se busca
contribuir al desarrollo de técnicas confiables y accesibles para la caracterizacion y
aprovechamiento de la bromelina, promoviendo asi la sostenibilidad en el sector agricola

y agroindustrial.31®

La relevancia de este estudio radica en su enfoque integral, que no solo aborda la
cuantificacién de la bromelina, sino también la evaluacién de su actividad enzimatica y
la comparacion de su rendimiento en diferentes partes de la pifia. Esto permitira
identificar la materia prima mas adecuada para la extraccion de la enzima y establecer
un protocolo eficiente y reproducible para su obtencion.’®* Ademas, los resultados
obtenidos podrian ser utilizados como base para futuras investigaciones enfocadas en
la optimizacién de procesos de extraccion y purificacién de bromelina, asi como en su

aplicacion en diversas industrias.

Este trabajo de investigacién busca no solo generar datos confiables y actualizados
sobre la concentracién y actividad de la bromelina en diferentes partes de la pifia, sino
también promover el desarrollo de procesos industriales mas sostenibles y
econémicamente viables. La valorizacion de los residuos de pifia a través de la
extraccion de bromelina representa una solucién ecolégica y rentable, que contribuye a
la reduccion del impacto ambiental y al aprovechamiento integral de los recursos

agricolas.t’
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OBJETIVOS

Objetivo general

Cuantificar la concentracion de bromelina extraida de las cascaras, el corazon y el tallo
de la pifia mediante el método de Bradford, evaluar su actividad enzimatica y comparar

su rendimiento en funcion de las fuentes de extraccion y las condiciones experimentales.
Objetivos Especificos

e Aplicar tratamientos fisico-quimicos para extraer bromelina de la cascaras,
corazoén y tallo de la pifia (anand).

e Aplicar el método de Bradford para cuantificar la bromelina de las cascaras,
corazon y tallo de la pifia.

e Valorar la actividad enzimatica proteolitica adquirida de las cascaras, corona y
tallos de la pifia.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Pifia

1.1.1 Definicion. Fruto originario de zonas tropicales de la parte sur del continente
americano, paises como Brasil, Indonesia, Costa Rica, otros, consumida de forma fresca
0 procesarse de diversas maneras. Se encuentra dentro de los tres lugares productivos
de todas las variedades frutales producidas en las regiones tropicas, siendo el banano,
la naranja y el limén quienes ocupan los dos lugares lideres. ' En el mundo la demanda
de esta fruta sigue en aumento, siendo los potenciales productores paises como

Indonesia y Costa Rica que poseen un valor productivo por encima de los 120y 75 ha.*®

Su forma frutal se asemeja a un cilindro, con gran contenido de fibra y su gran
aromaticidad, suele ser cultivada en alturas superiores a los 0.8 kmy 1.2 km por encima
del nivel del mar. Exige un terreno con permeabilidad del viento, y una medida de pH de

5 — 5.2, es decir 4cido.?®

La pifia caracterizada por ser un fruto de la zona tropica del Ecuador, sus zonas
productivas pertenecen a la region costera del pais, siendo tales como la provincia del
Guayas, Sto. Domingo, El Oro, Esmeraldas y la provincia Manabita. La capacidad
productiva de la cada provincia se da en el orden mencionado, estas zonas poseen el
hébitat y recursos 6ptimos que necesita esta fruta para su desarrollo, provocando que

su calidad sea excelente y permita ser objeto de exportacion.?°

1.1.2 Taxonomia de la Pifia. La clasificacion taxonémica se presenta de forma detallada

en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacién taxondmica de la pifia

Reino Planta
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Lilopsida
Subclase Commelinidae
Orden Bromeliales
Familia Bromeliaceae
Subfamilia Bromelioideae
Género Ananas
Especies Comosus
Fuente: 8
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1.1.3 Morfologia de la Pifia. La pifia (Ananas Comosus) morfolégicamente esta

conformada por:

1.1.3.1 Raices. Posee una variedad como las de primer orden que vienen de la parte
embrionaria del grano, las esporadicas que emergen de las hojas o el tallo y las de
segundo orden que crecen de otras raices. Sus raices son breves, flacas y con
ramificaciones desarrolladas de la zona soporte del vastago, y crecen en el mismo
soporte. Tienen un despliegue de casi 2 metros, por lo general se encuentra a solo 0,3

metros del suelo.

1.1.4 Clasificaciéon. Por lo general estas variedades pertenecen a la generacion de
Ananas especialmente las comestibles, su clasificacién de acuerdo a lo manifestado en

la Tabla 2 es la forma siguiente:

Tabla 2. Clasificaciéon de la pifia

No. Especies

1 Ananas comosus (L.) Merril
Ananus comosus var. ananassoides (Baker)
Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.)
Ananas comosus var. Comosus
Ananas comosus var. erectifolius (LB Smith)
Ananas comosus var. parguazensis (Camargo y LB Smith)

2 Ananas macrodontes (Morren)

Fuente:?

1.1.5 Tipos de Pifias. En la actualidad esta fruta abarca alrededor de 56 tipos de

géneros y 3000 especies destacandose las A. Sativus, A. comosus, Y las A. lucidus.

Seguan el Il censo Agropecuario nacional en el afio 2000, en ecuador existe
aproximadamente 5.570 hectareas superficies dedicadas al cultivo de pifa. Las
principales variables cultivadas en Ecuador son la champaca, la extradulce o MD2 y la

Perolera o Milagrefia.?

1.1.5.1 Cayena Lisa O Hawaiana. Cayena lisa, también llamada “Champaca” o
“Hawaiana” (Figura 1), tiene su procedencia en Guyana. Dada a su apariencia tubular y

caracteristicas singulares como la parte comestible de color amarillo, que es
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fundamental en la produccién de alimentos enlatados y en la industria alimentaria

universal. 2

Figura 1. Pifa tipo Cayena Lisa o0 Hawaiana

Fuente: 2

1.1.5.2 Golden Sweet. Denominada por DOLE como “MD2” (Figura 2). Esta variedad de
pifia tiene una gran resistencia en cuanto a la proliferacibn de microorganismos,
aumentando su vida Util, apetecida en el continente europeo y americano.? En la region
de los Tsachilas se logra apreciar cantidades extensas de esta diversidad, la cual tiene

una gran salida a nivel mundial.?*

Figura 2. Pifia tipo Golden Sweet o0 MD2

Fuente:
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1.1.5.3 Perolera. También conocida como “Milagrefa” (Figura 3). Estas pifias logran
alcanzar un valor en su contenido Brix de 14-17 °, y un mayor contenido de nutrientes
que el resto. ?°Esta diversidad tiene su origen en el pais brasilero, siendo la mayor
variedad sembrada en el lugar, abarcando entre las 900 a 1.200 hectareas. 2*

Figura 3. Pifa tipo Perolera o Milagrefia

Fuente: 2

1.1.6. Condiciones de Cultivo. Las condiciones de cultivo son cruciales para el
sembrado de la pifia para que asi el fruto alcance su méaxima potencial de crecimiento y

calidad.

1.1.6.1 Suelo. El suelo necesario para el cultivo de la pifia debe contar con un gran
drenaje, siendo el suelo franco el- mas adecuado para el cultivo de la pifia, al ser una
combinacion de arena, limo y arcilla, componentes ideales para el cultivo, el pH que

debe presentar es de 5a 6. #/

1.1.6.2 Temperatura. El clima idoneo en produccion de este fruto es un ambiente calido
debido a que esta planta seda en temperaturas que varian entre de los 20 a 30 °C, la
temperatura éptima va desde los 24 a los 29 °C, si el rango de temperatura es mayor a
30° C el cultivo se vera totalmente afectado-®

1.1.6.3 Humedad. Segun Mufoz Nayely (2023) manifiesta que el cultivo de pifia
requiere que tenga un ambiente con una humedad relativa entre 70 y 90 °C. %/

1.1.6.4 Luminosidad. La luminosidad elevada puede ser un factor positivo para la pifia,
pero el uso excesivo de ella suele traer consecuencias, las hojas pueden cambiar el
color y el fruto puede quemarse, la baja luminosidad acostumbra a causar pérdidas

como la reduccién peso de la fruta a un 10 %. 28 La radiacion solar provoca un dafio
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exponencial a la planta durante su etapa florativa, decreciendo la calidad de la planta y

fruto, lo que es directamente proporcional a su valor comercial. %

1.1.6.5 Precipitacion. Segun el Grupo de Investigacion Agricultura y Desarrollo
Sustentable (2020) menciona que, las altitudes superiores 1,2 kilbmetros sobre el nivel
del mar pueden producir dafios criticos a los cultivos de pifia.*>° Es por ello por lo que la
altura es aquella que esta por debajo del valor descrito para poder asegurar el ataque
de insectos o enfermedades que degraden el estado de la fruta.®® Un suelo saturado
limita la accién de crecimiento vegetal, disminuyendo los azlcares contenidos en el
producto, un drenado correcto del suelo evita la acumulacion de aguas que sirven como

fuente de crecimiento y desarrollo de especies flingicas.?
1.1.7 Composicion Fisica y Quimica de la pifia

1.1.7.1 Parametros fisicos. Los pardmetros fisicos y quimicos de la pifia son una serie
de variables, las cuales estan ponderadas con una cantidad o valor, en una unidad
determinada para describir una magnitud fisica manifestada en la Tabla 3.

Tabla 3. Pardmetros Fisicoquimicos

Parametro fisicoquimico Valor
Grados Brix 10-17
Acidez titulable (% ac. citrico) 0.6-1.6
% de cenizas 0.3-0.4
% de agua 81-86
% de fibra 0.3-0.6
% de nitrégeno 0.045-0.115
Esteres (ppm) 1-250
Pigmentos (ppm de carotenos) 0.2-25
% en peso de glucosa 1-3
% en peso de fructosa 0.6-2.3
% en peso de sacarosa 5.9-12
% de almidon < 0.002
% de celulosa 0.43-0.54
% de hexosas 0.10-0.15
% de pentosas 0.33-0.43
Fuente: 3!
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1.1.7.2 Composicién quimica de la pifia. Su componente activo es duplicado al fin del
tiempo de madurez, generando productos con deficiencia de fuentes nutricionales.
Segun estudios realizados por laboratorios de Estados Unidos por cada 100 g de pifia
contienen 10% de azucar y 0,54 g de proteina, aunque la variedad Hawaiana posee un
2% mas de sacarosa que las demas variedades.*?

Después de la cosecha, el contenido de sacarosa aumenta hasta un 14,6% en los 5
dias siguientes, pero, tras este tiempo hasta el dia 15, comienza a disminuir su
contenido de sacarosa hasta llegar a un 10,57% y aparece la senescencia. Cuando
comienza la maduracion el contenido de proteasa aumenta, por lo general esto
comienza a partir del tercer o quinto dia.®® Una pifia empieza a degradar sus
componentes, nutrientes y eliminar su contenido de agua posterior a los 20 dias de
cosechada, puesto que las condiciones de ambiente no son las ideales. Se genera un
proceso de fermentacion acética, emanando olores fuertes, y derramando un lixiviado
de caracter acido, cambiando, el fisico de la pifia de un tomo verde amarillento a un tono
ambar, con piel corrugada o blanda, con interior viscoso o pegajoso, con olor
desagradable.®

1.1.8 Cascaras, corona y tallo de pifia como fuente de bromelina. Esta enzima se
encuentra en el vastago y en cantidades pequefias en los derivados de esta fruta. Las
caracteristicas biolégicas de los componentes presentes en la fruta ofrecen una nueva
oportunidad para desarrollar productos de valor afadido destinados para el consumo
humano.®* La produccién industrial se enfoca en extraer esta enzima proteolitica del
tallo, ya que se considera un derivado de su aprovechamiento. Sin embargo, este
proceso también puede darse aprovechando otras partes de la planta y el fruto, como

las hojas y la corteza o cascara.?*

La corona se encuentra en la superficie de la fruta y representa el tejido meristematico
de la planta. Al cosechar el fruto, se incluye la corona en la comercializacion. Tomando
en cuenta que este material se lo utiliza solo en las procesadoras de la localidad. En el
proceso de seleccion deben descartarse las coronas demasiado pequefias, las que
carezcan de cogollo y las que presenten varios brotes. La enzima separada del vastago
y del fruto se les consigna valores nuevos de enzimas: EC3.4.22.32 Y EC3.4.22.33,
respectivamente.! El fermento refinado de la fruta es un tiol proteasa de medio
acidulado, que pertenece a los miembros de la papaina. Refiriéndose a una
glicoproteina, normalmente uniforme, cuya composicion quimica queda reflejada en la

siguiente Tabla 4.
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La enzima proteolitica del vastago (Stem Bromelain) es, un prétido de caracteristicas
basicas con un aporte de carbohidratos de 1.46% y con una minima accién en la
fosfoproteina, la BAA (a-N-Benzoil-L-Arginin-amida) y la BAE (a-N-Benzoil-L-Arginin-
éster) que la bromelina del fruto. La enzima del vastago posee una clase sulfhidrilo, que
es primordial para la biocatdlisis. % Estas enzimas son superficialmente uniformes, se
ha logrado identificar un promedio de 7 partes activas para la enzima del vastago y de
dos a tres asignadas a la fruta.?

Tabla 4. Distribucién de la bromelina en la pifia

Parte de la planta Bromelina (100g de peso) Actividad (upg)

Tallo

Parte baja 0,25 138

Parte alta 0,16 1309

Tallo verde 0,14 51.44

Hojas 0,11 84,33
Fruto Verde

Corona 0,14 235,6

Cascaras 0,17 346,4

Pulpa 0,08 449,8
Fruto maduro

Corona 0,04 137,3

Cascaras 0,18 278,3

Pulpa 0,13 336,9

Fuente: !

1.2 Bromelina

El quimico venezolano Vicente Marcano identific6 por primera vez en 1891 en la pifia,
un complejo proteolitico, considerado el componente activo mas importante vy
ampliamente investigado de la fruta. La pifia ha sido objeto de investigacién a partir del
afo de 1884. La enzima proteolitica se compone de proteasas y minimas cantidades de
diferentes componentes. Una de ellas son las cisteino-proteasas, que necesitan un
grupo sulfhidrilo liberado para funcionar correctamente y son fundamentales en la
regulacion proteolitica del seno macromolecular en diversos procedimientos

somaticos.3*

Por otro lado, esta enzima es uno de los productos con mayor produccion global, debido

a su accién destructora de enlaces de péptidos. Su accion es a fin a las proteinas de la
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leche, la sangre y las que cumplen la funcién gelatinizante, ademas de ser catalizadoras

que acttan sobre otras proteinas. 3

Figura 4. Estructura de la enzima bromelina

OH
CH;

CHs

o

Fuente: 3

1.2.1 Peso molecular, pH Optimo, temperatura Optima, estabilidad. Esta enzima
pertenece al grupo de las glicoproteinas simples cuyo peso de molécula es 24,5 kDa.
Se la mantiene a una temperatura ideal de no mayor a 60 grados centigrados. Su
contenido de aminoacido es de 212, incluyendo los tipos reductores, siete cisteinas. La
bromelina que se encuentra en la zona del tallo tiene el nombre de bromelina de tallo,
cuya estabilidad se mantiene cuando alcanza una temperatura de almacenamiento

menor a 20 grados centigrados y con un pH desde 6 a 8,5. 24

1.2.2 Propiedades quimicas. La bromelina esta caracterizada por encontrase en la pifia
y ser muy utilizada en varias industrias, se compone de enzimas como bromelaina,
peroxidasa, fosfatasa acida, catalasa, y mas enzimas, como se muestra en la Tabla
5.3'Esta enzima se extrae de diversas partes de la pifia (tallo y fruto) por diversas
técnicas, su extracto presenta caracteristicas acuosas, mismas de las bromeliaceae.
Esta contiene inhibidores de proteinasas, que sometida a diversos procesos fisicos se
la puede transformar su estado de liquido a polvo sélido. Su actividad la conducen

diversos sustratos, generando variedad aminoacidos en la digestion proteica.*®
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Tabla 5. Composicién quimica de la pifia en su estado verde y madura

Componentes Fruta verde Fruta madura
Aminoacidos % %
Ac. Aspartico 29.8 29.8
Ac. Glutamico 232 23.4
Glicina 32.6 32.2
Alanina 23.8 24.4
Valina 19.8 20.1
Leucina 10 10
Isoleucina 16.4 16.2
Serina 32.2 32
Treonina 135 13.8
Cisteina 10 10
Metionina 6 5.8
Prolina 11.6 12
Fenilalanina 7.6 8
Tirosina 224 22.2
Lisina 7.8 8.3
Arginina 8.6 9.1
Amonio amida 43 43.4
Glucosamida 0.2 0.2
Carbohidrato 3.2 3.3
Fuente:®’

1.2.3 Mecanismo de accion y especificidad. Forman grupos dependiendo de los
desechos de los amino&cidos, donde se encuentran a la papaina y a la bromelina. Se
inhibe o inactiva por accion de los iones metalicos oxidantes y agentes reaccionantes
con tioles. A diferencia de la extraida del fruto, que es de caracter acido por su valor de
pH que va desde los 3 hasta los 8 bromelina de los frutos cuya accion enziméatica

proteolitica no se regula en sitios con potencial hidrégeno que van desde los 3y 8. *

El mecanismo de accion en la Figura 5, indica el accionar de la enzima bromelina frente
a una proteina, donde inicia con la accién de union entre el sustrato y la enzima, para
formar un complejo enzima/ sustrato, posteriormente, la enzima cambia de forma, para
finalmente formar complejos enzimas/productos que saldran del sitio activo de la

enzima. Contiene fuentes vitaminicas como los carotenoides, la vitamina B y el 4cido
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ascorbico, puesto que esta se logra activar al estar en contacto con la cisteina, tiosulfato
y el glutation. Esta enzima provoca una disolucion de fibrina, debido a la capacidad
hidrolizante que poseen las proteasas frente a las cadenas multipeptidicas, clasificadas

en 4 familias proteasas: serina, aspartico, cisteina y metalos.*®

‘Producws‘
5 [

Figura 5. Mecanismo de accion de la bromelina

La enzima cambia su forma
Sustra:o cuando se une el sustrato

Smo activo /

El'sustrato accede Complejo Complejo Los productos salen
alsitio activo del enzima  enzima/sustrato enzima/productos del sitio activo

::>

Fuente:®

1.2.4 Hidrdlisis de enlaces peptidicos. La bromelina es una combinacién de enzimas
gue descomponen proteinas al romper los enlaces que unen los aminoacidos. Este
proceso, conocido como hidrélisis, facilita la descomposicién de las proteinas en
péptidos mas pequefios y aminoacidos libres. Las enzimas de la bromelina son
selectivas y actian sobre enlaces especificos dependiendo de la estructura del sustrato
y la configuracion de la zona activa de la enzima proteolitica. Siendo esta fundamental
para diversas aplicaciones, como en tratamientos médicos para la limpieza de heridas

y en la mejora de la digestion de proteinas en alimentos.’

1.2.5 Sitio activo y sustratos especificos. El sitio activo de la bromelina, como en muchas
otras proteasas, lo forman una combinacién de aminoécidos, principalmente serina,
histidina y aspartato, esenciales para su funcionamiento. Esta estructura permite a la
enzima atacar y romper las uniones covalentes de los prétidos. La especificidad en la
bromelina identificadas en ciertos sustratos se debe a la forma y caracteristicas del sitio
activo y la naturaleza del sustrato mismo. La bromelina tiene una preferencia por ciertos
aminoacidos en los sitios donde corta, lo cual determina cuan eficientemente puede

descomponer las proteinas.*

1.2.6 Aplicaciones en diversas areas. Las proteasas se utilizan ahora ampliamente en
la industria farmacéutica, del cuero, de la gestion de residuos industriales, de la

cerveceria y de la industria alimentaria, y proporcionan beneficios econémicos.*
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1.2.6.1 Industria Alimentaria. La bromelina se usa en la industria de los alimentos por
sus propiedades proteoliticas, se usa para elaborar ablandadores de carnes por
hidrolizar proteinas, mejorar la textura de productos y elaborar bebidas funcionales
gracias a sus propiedades digestivas y antiinflamatorias.*?

1.2.6.2 Medicina. Esta enzima esta formada por diversos tiol-endopeptidasas en donde
sus caracteristicas son principalmente atribuidas a su estructura, las mismas que han
evidenciado funcionalidades 6ptimas para el sistema digestivo, destacando el control

del peso, también en la parte bucal, anticancerigenas, entre otros. &

La bromelina, tiene un gran valor medicinal en padecimientos del tracto respiratorio,
problemas en la piel, y para el tratamiento contra el cancer, su efectividad frente a
enfermedades relacionadas con el higado sigue en aumento investigativo por su

eficacia.*®

1.2.6.3 Belleza. En cosmética, tiene un efecto sobre el suavizado y blanqueamiento de
la piel, asi como sobre la eliminacién de las pecas. La bromelina puede actuar sobre las

células muertas del estrato cérneo para degradarlos y separarlos.*

1.2.6.4 Biotecnologia. En el campo biotecnolégico se considera que la bromelina
obtenida de los residuos de la pifia se considera potencia en agentes biolégicos para
desproteinizar los residuos de los carideos. Generandose una aplicacion tecnol6gica
gue reemplazaria las técnicas quimicas comunes que por ende utilizan reactivos
quimicos. Siendo una innovadora técnica que impulsara nuevas alternativas aplicadas

para los residuos de la pifia, reduciendo costos e impacto ambiental. ©
1.3 Extraccion y purificacién de proteinas

La creciente diversidad de aplicaciones de esta enzima ha generado un interés cada

vez mayor en establecer un método efectivo para su extraccion y purificacion. !

1.3.1 Extraccion. Se busca que la purificacion sea eficiente en términos de costos,
rapida, con un alto rendimiento y confiable. También debe facilitar la recuperacion

constante del producto, ofreciendo una elevada capacidad.*

El aislamiento de enzimas requiere tomar estrictas medidas de cuidado para evitar su
desnaturalizacion, lo que resultaria en la pérdida de su actividad segun lo indica (Primo,
2007). Inicialmente, se selecciona una fuente que puede ser microbiana, animal o
vegetal, y que contenga la enzima deseada. Luego, el material biolégico se degrada
mediante su trituracion (homogeneizacion) en un medio tamponado con un pH

apropiado, permitiendo la desintegracion de las células.
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Las enzimas pueden encontrarse en forma soluble o asociadas a particulas celulares.
En el caso de estas Ultimas, es necesario separarlas mediante centrifugacién y
posteriormente aislarlas. Por otro lado, las enzimas solubles pueden extraerse mediante
métodos como la precipitacion fraccionada con sulfato de amonio o solventes orgénicos,
ademas de técnicas cromatograficas para su purificacion. Esto permite obtener una

fraccion enzimatica mas pura y con mayor actividad.*®

Esta enzima es sensible a factores de estrés como la temperatura, la acidez que genera
un limite en su actividad y su tiempo Uutil, lo que reduce los beneficios que ofrece dicha

enzima.*’

1.3.2 Efecto del pH. Las proteinas suelen presentar multiples grupos ionizables con
diferentes valores de pK. En un pH caracteristico, donde las cargas positivas y negativas
de la proteina se equilibran completamente, se alcanza el punto conocido como
isoeléctrico. En esta condicién, la molécula no posee carga neta y permanece

estacionaria. 8

1.3.3 Extraccion con citrato de sodio. El citrato de sodio es una sal derivada del acido
citrico. Estad compuesta por un anion citrato C¢HsO-*" y tres cationes de sodio Na+. Su
férmula molecular es CsHsO7Nas, mientras que su formula desarrollada se representa
como NaOOC-CH,-C(COONa)(OH)-CH,-COONa. Este compuesto es la base
conjugada del acido citrico, ya que se forma al reemplazar, de manera teérica, cada
proton H+ de los grupos carboxilo ~COOH del 4cido citrico por un atomo de sodio Na+.%°

1.3.4 Purificacién. La precipitacion de proteinas implica la incorporacion de sales,
solventes polares 0 no polares, asi como las alteraciones de la temperatura y el pH.
Cuando estos factores afectan una disolucién de proteinas, la solubilidad de las mismas
puede disminuir hasta el punto de causar su precipitacion. La purificacion tiene como
fin, verificar la presencia de bromelina como el componente predominante en el extracto
y elegir un preparado semipurificado para su posible aplicacion. El creciente interés por
las proteinas en diversas aplicaciones ha impulsado el desarrollo de nuevas técnicas
para la obtencién y purificacion de estos compuestos, tanto en las frutas como en los

subproductos generados durante su procesamiento.*®
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1.4 Cuantificacion de proteinas

Se establecen distintas técnicas para cuantificar los prétidos. Basados generalmente en:
propiedades exclusivas de los prétidos para atraer la luz en el UV. También para formar

nuevos sustitutos quimicos o para unificar algunos colorantes.*

La cuantificacion de las proteinas es una herramienta importante para una amplia gama
de aplicaciones biolégicas. Los métodos a gran escala habituales incluyen los estudios

de Lowry, el de &cido-bicinconinico (BCA), Biuret y Coomassie Bradford.>!

1.4.1 Método de Bradford para la cuantificacion de prétidos. Este método fue resefiado,
tal y como lo dice su nombre, por Marion Mckinley Bradford, en 1976. Principalmente se
debe resaltar como un procedimiento de espectrometria, que abarca una serie de
procesos de laboratorio que hacen uso de radiaciones electromagnéticas mediante

analitos, objetivo base que se requiere disociar. 2

Ese método permite medir la cantidad de proteinas solubilizadas en muestras, tales
como lacteos, albumina, tejidos vegetal o animal, u otros fluidos.>® Es basado en el
talento que poseen los protidos para unificar algunos pigmentos que permitan su

posterior lectura en el equipo.®

1.4.1.1 Principio del método. Se cuantifican las uniones entre el colorante Azul
Comaassie G-250 con la proteina, de tal forma que se compare con otras cantidades de
proteinas BSA, su lectura se la realiza a través del uso de un equipo de absorbancia a
un valor de 595 nm, obteniendo valores para comparar y analizar mediante gréaficas

como el valor de absorbido y el valor concentrado.%®

1.4.1.2 Factores que afectan la formacién del complejo. Diversos factores pueden
afectar a la formacién del complejo proteico, los cuales van desde temperaturas altas,
modificadores de pH; concentraciones alteradas; concentracion de sal excesiva y
movimiento. La reaccién qgue mayor se manifiesta es la solubilidad de las proteinas que

tiende a disminuir o a volverse insoluble, perdiendo su actividad bioldgica.
1.4.1.3 Limitaciones de métodos tradicionales de cuantificacion de proteinas.

e Latoxicidad de algunos métodos ampliamente utilizados.

e Larepresentatividad de la muestra con multiples ingredientes.

¢ Ausencia de disposiciones para la homogeneizacion de la muestra.

¢ Las interferencias no conocidas de algunos alimentos formulados.

e Dificultad para tener métodos que cuantifiquen solo proteina por los altos

costos.>
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1.4.1.4 Interferencias. El método de Bradford es interferido al estar en presencia de
otros reactivos que reaccionan con el colorante. EI combinar multiples reactivos altera
el resultado de la prueba, siendo asi que se debe preparar las muestra patrén con la

solucién tampoén.®’
1.5 Determinacion de actividad Enziméatica

1.5.1 Actividad enzimatica. Las enzimas actlian como catalizadores. Su papel principal
es reducir la energia de activacion requerida para que se lleve a cabo una reaccion
guimica como se observa en la Figura 6. Esto lo consiguen al unirse a un sustrato y

mantenerlo en una posicion que facilita que la reaccion ocurra de manera mas

eficiente.58

Figura 6. Actividad Enzimatica

Energia de activacion
reaccién no catalizada

Energia de activacién
w reaccion catalizada

reactivos

Energia —»

" productos

Progreso de la reaccién——»

Fuente: %8

1.5.2 Factores que afectan la actividad enzimatica. La funcién de una enzima se refiere
a la velocidad con la que facilita la transformacién de un sustrato en un producto. Como
se muestra en la Figura 7, dicha funcién esta influenciada principalmente por las
condiciones en las que ocurre la reaccion, como la temperatura, el pH, la cantidad de

enzima presente y la concentracion del sustrato.>®

Figura 7. Factores que afectan la actividad enzimética

Maxima
actividad
enzimadatica

Velocidad de la reaceion >

Desnatura-
lizacién

Temperatura
optima_ |,

1 1 (] : 1

i0 20 30 L0 S0 [$19)

Temperatura (°C)

Fuente: %
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Cuando la concentracion del sustrato supera a la de la enzima, existe una relacion
proporcional entre la cantidad de enzima y su actividad. En numerosas reacciones
enziméaticas, el sustrato esta presente en cantidades mucho mayores que la enzima. Si
la concentracion de la enzima se mantiene fija, incrementar la cantidad de sustrato
acelerard la velocidad de la reaccion. Sin embargo, cuando el sustrato es abundante y
satura todas las moléculas de la enzima, la velocidad de la reaccion alcanza su punto

maximo, y afiadir mas sustrato no producird un aumento adicional en la velocidad.®®

1.5.3 Liofilizacién. El proceso de liofilizacion trata de someter una muestra a
congelamiento, para luego sublimarla y asi remover el hielo formado, posterior se
calienta la muestra con el aumento de temperatura a condiciones de vacio, para evitar

su paso por su forma liquida y asi eliminar su contenido de humedad.®°
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2. METODOLOGIA

2.1 Sujetos o unidades de analisis

Los sujetos de analisis para este trabajo de investigacion son las muestras de la pifa,
obtenidas de las bodegas de abasto ubicadas en el centro de la ciudad de Machala, en
la Figura 8 se detalla la ubicacion geografica de las bodegas de abasto (Av. Kleber

Franco Cruz y Calle Paez).

Figura 8. Ubicacion geografica del lugar de materia prima

Fuente: Google Maps

2.1.1 Poblacion. La poblacion de este estudio consistio en la variedad Cayena Lisa,
también conocida como Hawaiana. Esta seleccion busca representar las condiciones
tipicas de las pifias disponibles en esta zona central.

2.1.2 Ubicacion de la investigacion. La experimentacion se llevo a cabo en el lugar de
investigacion de la Facultad de Ciencias Quimicas y de la Salud de la Universidad
Técnica de Machala.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Materiales, equipos y reactivos. Los materiales, equipos y reactivos utilizados para
el desarrollo del presente trabajo investigativo, se detalla a continuacion en la Tabla 6.
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Tabla 6. Reactivos, equipos y materiales de laboratorio

Materiales de Equipos Reactivos

laboratorio

Mandil Extractor industrial Oster SBA  (bovine  serum
albumin) a 0,1-2 mg/ml
(p/v)

Mascarilla protectora, Balanza Analitica, Azul Comaassie Blue G-

NK95 Shimadzu Aux 200 250 (p/p)

Vasos de precipitacion  Agitador Orbital, INFORS Sulfato de Amonio 1:1

(25, 50, 100, 250, 500 ml) (p/v), Fisher scientific

Boeco

Espatula HT CELLTRON

Matraz Erlenmeyer (500 Ph-metro, OHAUS Fosfato de Amonio 1:1

y 1000 ml) Pyrex (p/v), Fisher

Tubos de ensayos de 10 STARTER 5000 Scientific

mi

Gradilla Espectrofotometro UV Agua desionizada (p/v)

visible

Embudos Citrato de Sodio (p/v),
Fisher chemical

Portaembudos

Pera de succion, JP

selecta

Pipetas graduadas,

Pyrex

Micropipeta, Infitek

Varillas de agitacion,
Fisher scientific

Papel filtro

Fuente: Elaboracion propia

2.2.2 Pre tratamiento Fisico. Para poder obtener un mayor contenido de bromelina en
la extraccion, se realiza un pre tratamiento de la materia prima (cascaras, corazon, tallo),
sometiendo a un lavado y una desinfeccién. Se lava con abundante agua, y se cepilla
detalladamente la fruta, posterior se afiaden 2 ml de vinagre a 1000 ml de agua y se
introduce la fruta durante un tiempo de 3 a 5 min para lograr una desinfeccion total,

finalmente se enjuaga con abundante agua.®!

Posterior a la desinfeccion de la materia prima se utiliza un extractor de jugo tipo
industrial marca Oster para su extraccion de liquidos de la materia prima, luego de la
extraccion de la muestra liquida se coloca las muestras en un ultrasonido por 10 min

para eliminar impurezas y tener una muestra éptima, Figura 9.
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Figura 9. Pre tratamiento de materia prima

Rcepcion de materia
prima

2 ml
de CH3COOH en > Lavado
1 L de agua

1 Kg _de C_ada > Pesado
materia prima.

Extraccion

20 kHz a
te'mperatura Sonificacion
ambiente durante
10 min
h 4
Filtracion
700 ml e/u Muestra

homogenizada

Fuente: Elaboracion propia

2.2.3 Extraccion. Para la extraccion de la bromelina se prepara una solucién buffer de
Citrato de Sodio, 12 g/L (p/v), y se mezcla con la dilucion de la muestra, se debe
corroborar que el pH se mantuviera en un rango de 7 - 8, lo cual permite que se precipite
la muestra en regiones de iguales cargas que se rechazan sobre la proteina, lo cual
genera la formacion de la proteina. Se centrifuga la muestra a 120 rpm durante 10min

para generar un mejor rendimiento en la generacion de fases.
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2.2.4 Purificacion. Precipitada la muestra se aflade a la fase acuosa Sulfato de amonio
en proporcion 1:1 (p/v), lo cual producird una extraccion directa, el control del pH es

importante, pues debe estar en un valor 7 de neutralidad.

Para la retro extraccion se mezclan la fase micelar resultante de la extraccion directa
con la micelar inversa obtenida de la fase acuosa fresca, se usa un buffer fosfato
(NaH2PO4) a una concentracion de 0.5 M, (p/v) en proporcién 1:1, se agitan las fases
durante un tiempo de 10 min a 400 rpm con la ayuda de una plancha de agitacion y un
agitador magnético manteniendo un pH a 7.

2.2.5 Método de Bradford. Para cuantificar bromelina por este medio se necesita de
ejecutar con la mayor precision posible una serie de pasos que permitan obtener un
mejor resultado, tal y como se manifiesta en la Figura 10, del diagrama de flujo del

método aplicado, los cuales se exponen a continuacion:

Se procede a preparar el reactivo de Bradford con 5 mg colorante Azul Comaassie Blue
G-250 estabilizandolo con 2,5 ml etanol, 5 mg de HzPO4 y completando con 50 mililitros
de H.0.

Para la muestra patrén se toma la albimina bovina, la cual se toman 20 mg de albumina
bovina y se la lleva a una disolucion con 1000 mililitros de H>O des ionizada o destilada,
y poder tener una solucién madre a 20ppm de concentracién. Para lo cual se toma 1
mililitro de la disolucion (muestra de céscara, corona o tallo) y se lo vierte directamente

a un tubo de ensayo con capacidad de 10 mililitros, y se agrega el reactivo de Bradford.

Posterior se afiaden 1 mililitro de solucién de Bradford, el mismo que se dej6é reposar
por 5 min a temperatura del aire que nos rodea, luego se ajusté el valor de la
absorbancia en el equipo con la solucion blanco reactivo. Medido el valor absorbido en
el equipo con una longitud de onda de 290 nm, de las diferentes muestras de menor a

mayor. Los valores resultantes se ajustaron a un método de regresion lineal.

Se realizaron 3 repeticiones por cada parte de la pifia, en el método de Bradford para

poder comparar los valores y obtener una mayor confiabilidad en los resultados.
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Figura 10. Diagrama de flujo de extraccion de bromelina por el método de Bradford

" . Cascaras
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prima Tallo
Buffer de
Extraccion »| Citrato de
Sodio
1g:100ml piv
Suliato de
Purificacion »  Amonioy
Fosfato de
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L J
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L J
Centrifugado Aplicacion del
10000 rpm |« reactivo de |—— 1"%lgaﬂm"1i£”
por 10 min Bradiord

Medicidon de
Absorbancia

Fuente: Elaboracion propia

2.2.5 Actividad Enzimética. Para medir la actividad enzimética de la bromelina extraida
se utiliza albumina de huevo o también conocida como ovoalbUmina, donde se utilizaron
5 huevos, de los cuales se obtuvo un peso de aproximadamente 160 g de clara de
huevo, las cuales se somete a liofilizacién para eliminar el contenido de agua y obtener
la proteina. Se realiza el mismo proceso de liofilizacién con las muestras (cascaras,
corazon, y tallo), una vez liofilizada la ovoalbumina se toma 1g de muestra y se diluye
en 10 ml de agua destilada y se agrega la muestra, se agita durante 10 min a 300 rpm

a temperatura ambiente.
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Finalmente se toman 1.5 ml de muestra con 1.5 ml de reactivo y se colocan en el
espectrofotdbmetro de UV visible para medir su absorbancia, la misma que debe partir
de un blanco el cual se debe basar en agua destilada con albumina, y posterior a la
medicion del blanco se colocan las muestras de las materias primas utilizadas por

triplicado para obtener una mayor confiabilidad en los resultados, a una absorbancia de
290 nm, Figura 11.

Figura 11. Actividad enzimética de la bromelina con ovoalbumina
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Aqgitadao
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Fuente: Elaboracion propia
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2.4 Variables de Investigacion
En esta seccion se tomaron las siguientes variables dependientes e independientes.
2.4.1 Variables dependientes.

e Concentracion de Bromelina cuantificada
¢ Método colorimétrico aplicado (Bradford)

e Actividad enzimética
2.4.2 Variables independientes.

¢ Materia prima utilizada (parte de la pifia utilizada para la extraccion)
2.5 Disefo experimental

El presente trabajo experimental aplicard un disefio con 2 variables, tales como:
Cantidad de Bromelina, y la actividad enziméatica, en cada una de las partes de la pifia,

con 3 repeticiones, cuyos niveles correspondientes se detallan en la siguiente Tabla 7.

Tabla 7. Disefio factorial — Muestras

Muestras Partes N° de repeticiones Descripcion

M1 Céscaras 3 Cantidad de Bromelina extraida
M2 Cascaras Actividad enzimatica

M3 Corazon 3 Cantidad de Bromelina extraida
M4 Corazén Actividad enzimética

M5 Tallo 3 Cantidad de Bromelina extraida
M6 Tallo Actividad enzimética

Fuente: Elaboracion propia

2.6 Analisis de datos

Las muestras del proceso de cuantificacion de bromelina (partes de la pifia) fueron
analizadas en el equipo espectrofotometro de UV visible, el cual mide la absorbancia
UV a una longitud de onda de 290 nm, utilizando 3 ml de la muestra con reactivo. Para
medir la actividad enzimatica se utilizé un 1,5 mg de ABS (Albumina Sérica Bovina), con
1,5 ml del reactivo de Bradford.Para medir la capacidad de desnaturalizadora de la
enzima frente a una proteina, se utiliz6 proteina animal (Albumina de huevo) con las
muestras obtenidas de cada parte de la pifia, a una absorbancia de 290 nm. Los datos
resultantes recolectados seran analizados mediante el programa Origin, ademas de este

software, se incluirdn analisis realizados en SPSS STADISTIC, y Excel.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Tratamientos Fisicoquimicos parala extraccién de Bromelina

Por balance de materia se obtiene la masa de la bromelina presente en las muestras

utilizadas, tal como se muestra en la Figura 12.

Figura 12. Balance de masa de la pifia

700 ml Buffer de 14 g Sulfato de
1000 g Cascara Na3C6H507 amonio
= 1
| |
! y
y
- 800 ml ) . Extraccion de N 1400 ml d T
Extraccion A Filtrado 700 ml de solucion C P : 1400 ml Solucién Purificacion o Cuantificacion
Solucion C Bromelina Solucion
—_— > b —
|
|
\
] L ]
. 14 g Fosfato de
200 g Residuos 100 g Residuos amonio

Fuente: Elaboracién propia

Se obtuvieron los siguientes datos:
Materia prima:

M1 (Céscara)= 1kg

M2 (Corazén)= 1kg

M3 (Tallo)= 1kg

Después de la extraccion se contabilizan las salidas de jugo y los residuos sélidos, para

esto se realiza un balance de masa de cada materia prima:
Ecuacion 1:

A=B+C )
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A = Alimento
B = Residuo
C = Producto

Al conocer el valor de la alimentacion y el valor del producto, se despeja la incognita de

B para obtener el valor del residuo:
Ecuacion 2:
B=A-C 2)
B=1000g-800g
B=200g por cada materia prima utilizada (Residuo)

Las cantidades obtenidas de las materias primas se utilizan para la siguiente fase como
alimento, es decir el producto resultante de una fase se convierte en la alimentacion de

la siguiente fase de filtracion, quedando:
Ecuacion 3:

B=A-C 3
Donde:

A= Alimentacion (producto obtenido de la extraccion)
B= Producto

C= Residuo (Filtrado)
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B = 800g - 100g
B = 700g de cada materia prima, posterior al filtrado.

Para calcular la cantidad de bromelina presente en cada muestra, se debe utilizar el

valor obtenido de la concentracion de bromelina en cada una de las materias primas:
Cascara = 1,785 mg/L

Corazon = 1,6357 mg/L

Tallo = 2,0373 mg/L

Estos valores indican que, en cada litro de muestra, existe una cantidad en mg de
bromelina, para conocer la masa presente de bromelina, es necesario hacer una
relacion entre los mg de la bromelina en cada litro de muestra con la masa o volumen

de la materia prima:

m
1,785 Tg - 1L

x »14L

1,785 T4 4 1 401

X = L
1L
X = 2.499 mg de Bromelina en cascara

De igual manera se realiza una relacion (regla de tres) entre los valores de la bromelina
obtenida en unidades de miligramos del corazon por cada litro de materia prima

obtenida.

mg

x »14L

16357 24 141

x = L
1L
X = 2,2899 mg de Bromelina en corazén

Relacién de bromelina obtenida del tallo por el volumen obtenido de materia prima de

tallo.

mg
2,0373 T - 1L
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x »14L

20373 ™ v 141,
L
1L

X =

X = 2,8522 mg de Bromelina en tallo

Los tratamientos previos realizados a la materia prima, cumplen con una funcion
incondicional, la cual es poder obtener un mayor rendimiento o un mejor resultado
esperado. Para lo cual es necesario obtener los valores de la absorbancia de cada una
de las muestras en las diferentes partes de la pifia, cuyos datos sirven para el célculo
de la concentracion de la enzima bromelina, los mismos que se encuentran expresados
en unidades nandmetros (nm) leidos en un espectrofotémetro de UV visible, con un haz
de luz de 290 nm, cada muestra se analiz6 por triplicado como se muestra en las Tablas
8,9y 10.

Tabla 8. Valores de Absorbancia en muestra de Céscaras de pifia

Repeticiones  Absorbancia Unidad

M1 2,376 Nm
M2 2,184 Nm
M3 2,424 Nm

Fuente: Elaboracioén propia

Tabla 9. Valores de Absorbancia en muestra de Corazon de pifia

Repeticiones  Absorbancia Unidad

M1 2,219 Nm
M2 2,086 Nm
M3 2,095 Nm

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 10. Valores de Absorbancia en muestra de Tallo de pifia

Repeticiones  Absorbancia Unidad

M1 2,698 Nm
M2 2,662 Nm
M3 2,611 Nm

Fuente: Elaboracion propia
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Obtenido el valor de las absorbancias de cada materia prima, se puede calcular la
concentracion mediante la aplicacion de la ecuacion de la recta, obtenida de la curva de
calibracion de la albumina sérica bovina, a un haz de luz de 290 nm, los valores se

expresan en unidades de absorbancia (nm) en la Tabla 11.

Tabla 11. Curva de calibracion de Albumina Sérica Bovina (BSA)

Concentracién (ppm) Absorbancia (hm)
0
0,51
10 0,91
15 1,27
20 1,65

Fuente: Elaboracion propia

Con los datos de la absorbancia de la albumina bovina se genera una curva de
calibracién, para poder obtener la ecuacién de la recta, la cual se utiliza para determinar
la concentracion de la bromelina en cada muestra, y su coeficiente de regresion lineal

(R"2), el cudl es cercano a la unidad tal y como se tiene en la Figura 13.

Figura 13. Curva de Calibracién de Albumina Sérica Bovina (BSA)
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Fuente: Elaboracion propia
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La muestra problema consiste en un extracto diluido con reactivo de Bradford, incubar

por 5 min a temperatura ambiente, obteniendo los datos revisados en la Tabla 11.

Obtenida la curva se utiliza la ecuacion de la recta donde se expresa la siguiente

ecuacion 4:
y = 0.0812x + 0.056 (4)
Donde:
X = Concentracion
Y = Absorbancia
Por lo cual se despeja x de la ecuacion 4, quedando asi:
x = (y % 0.0812)/0.056
x = (2.376 * 0.0812)/0.056
x = 1,8218 ppm (mg/L)

Tabla 12. Media y desviacién de la bromelina en cada tipo de sustrato

Sustratos C.Bromelina Media N Desv.

Céscaras  1,785000 1,7850 3 ,0973636
Corazén 1,635700 1,6357 3 ,0570024
Tallo 2,037267 2,037267 3 ,0335148
Total 1,819322 1,819322 9 ,1853676

Fuente: Elaboracién propia

Se observa que la mayor eficiencia de extraccion se obtuvo en el tallo (3.80%), seguido
de la cascara (3.33%), y finalmente el corazén (3.05%). Estas diferencias pueden
explicarse por la mayor concentracion de bromelina en el tallo, ya que esta parte de la

pifia es conocida por contener la mayor cantidad de la enzima.

La menor variabilidad en el tallo (DE = 0.05) sugiere que la extraccion de bromelina en
esta fraccidbn es mas consistente en comparacion con la cascara y el corazén. Es
necesario realizar un andlisis de varianza (ANOVA One Way) para determinar si las

diferencias entre los grupos son estadisticamente significativas.
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3.2 Concentracion de Bromelina

Para determinar si existian diferencias significativas en la concentracion de bromelina
entre los tres sustratos, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA One-Way) utilizando
el software SPSS, y los valores obtenidos en la Tabla 13 y Figura 14

Tabla 13. Concentracién de Bromelina en cada sustrato

Concentracién de Bromelina en ppm

Cascara Corazon Tallo

1,8218 1,7014 2,0687
1,6746 1,5994 2,0411
1,8586 1,6063 2,0020

Fuente: Elaboracién propia

Figura 14. Concentracién de bromelina (mg/ml)
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Fuente: Elaboracion propia

Los resultados del ANOVA mostraron que hubo diferencias significativas entre los
grupos, con un valor de F = 26.767 y un p-valor = 0.001, lo que indica que al menos uno

de los sustratos present6 una concentracion de bromelina significativamente diferente a
los otros expuestos en la Tabla 14.
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Tabla 14. Anova One Way de Concentracion de Bromelina

Suma de cuadrados Gl Mediacuadratica F Sig.
Entre grupos 247 2 124 26,767 ,001
Dentro de grupos ,028 6 ,005
Total 275 8

Fuente: Elaboracién propia

Para analizar en detalle qué pares de sustratos mostraron diferencias significativas, se
aplicé la prueba de Tukey (Tabla 15). Los resultados indicaron que la cascara y el tallo
presentaron una diferencia de medias significativa (p = 0,009), con una diferencia de -

,252266 ppm entre ambos, siendo el tallo significativamente mas concentrado en
bromelina. Ademas, el corazén y el tallo también mostraron una diferencia significativa
(p = 0,001) de 0,4015667 ppm, con el tallo mostrando una mayor concentracion. La
cascara y el corazén, aunque con una diferencia de medias de 0,14930 ppm, no

presentd una diferencia significativa (p = 0,080).

Tabla 15. indice de cristalinidad de peliculas

Prueba de Tukey
Variable dependiente: C.Bromelina
)] J) Diferencia de Desv. Sig. Intervalo de confianza
Sustratos Sustratos medias (I-J) Error al 95%
Limite Limite
inferior superior
Cascaras  Corazon ,1493000 ,05654821  ,080 -,020934  ,319534
Tallo -,2522667" ,0554821 ,009  -,422501 -,082032
Corazén Cascaras -,1493000 ,0554821 ,080 -,319534 ,020934
Tallo -,4015667" ,0554821  ,001 -571801  -,231332
Tallo Céscaras  ,2522667" ,0554821  ,009 ,082032 ,422501
Corazén ,4015667" ,0554821 ,001  ,231332 ,571801

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Fuente: Elaboracion propia
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Los resultados sugieren que el tallo presenta la mayor concentracion de bromelina,
seguida de la cascara, y finalmente el corazén. Estas diferencias significativas podrian
estar relacionadas con las caracteristicas propias de cada parte de la pifia, como la
distribucion de bromelina y otros factores bioldgicos.

Figura 15. Diagrama de Cajas y Bigotes de Concentracion de Bromelina vs Sustratos
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Fuente: Elaboracioén propia

En el diagrama de cajas (Figura 15), muestra la distribuciéon de los niveles de bromelina

en diferentes sustratos (cascara, corazon y tallo).

El diagrama de cajas muestra la mediana, el rango intercuartil (IQR), y los valores

atipicos (si los hubiera) de los datos de bromelina para cada uno de los sustratos.

La linea dentro de cada caja indica la mediana de los niveles de bromelina para cada

sustrato.

Esto indica que, en promedio, el tallo tiene los niveles mas altos de bromelina, seguido

por la cascara, y finalmente el corazon.

IQR, que se representa por la caja, muestra la dispersion de los datos. Cuanto mas

grande sea la caja, mayor es la variabilidad de los valores dentro de esa categoria.

La cascara tiene un IQR mas estrecho, lo que sugiere que sus niveles de bromelina son

mas consistentes.

El corazdn y el tallo muestran IQR mas amplios, lo que indica mas variabilidad en los

valores medidos.
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Los puntos fuera de las lineas horizontales (bigotes) indican posibles valores atipicos.

En este grafico no parecen haber valores extremos o atipicos significativos.

El tallo tiene los niveles mas altos de bromelina, seguido de la cdscara, y el corazén

presenta los valores mas bajos y consistentes.
3.3 Actividad Enzimética

Los resultados de la actividad enzimética se evidencian en la Figura 16, donde se
observa la actividad enzimatica de la cascara, la cual muestra un aumento notable
durante los 15 min iniciales, llegando a su punto maximo de hidrdélisis de la proteina
utilizada en los 15 min posteriores (30 min) con un valor de 0,1979 ppm (mg/L). Luego,
de llegar a este punto maximo de hidrdlisis se denota una disminucién minima, pero aun

obteniendo valores altos hasta los 30 min posteriores (60 min).

A diferencia de la cascara, los valores obtenidos de la bromelina obtenida del corazén
tienen una actividad enzimatica menor a la de la cascara, llegando a su maxima
capacidad de hidrélisis de proteina, cerca del min 30 con un valor de concentracion de

aproximado 0,1838 ppm (mg/L) y para finalmente decaer su actividad al minuto 60.

El tallo a diferencia de la cascara, y el corazén presenta una actividad enzimatica menor,
puesto que su hidrélisis de proteinas forma una curva poco pronunciada, es decir la
capacidad de hidrolizar proteinas es baja, se mantiene relativamente estable después
de los 3 minutos, sin presentar una caida tan marcada, y su actividad comienza a decaer

rapidamente posterior a los primeros 15 min transcurridos (0,1489 mg/L).

3.4 Cinéticade lareaccidon enziméatica

El aumento acelerado en el intervalo de 0 a 15 min manifiesta una hidrélisis de la
albumina de forma rapida, probablemente se trate de ciertas condiciones como el pH, y
la temperatura que permiten que este tipo de enzimas contengan una gran cantidad de

sustrato para efectuar la reaccion.

El valor maximo se encuentra en el intervalo de 15 a 30 min, el cual se evidencia la
degradacion de la albumina, para posterior alcanzar un punto de saturacidbn que
permiten medirlas en el ensayo, después de este punto, entre los 30 y 60 minutos, se
nota una disminucion en la actividad en la cidscara y el corazén, lo cual podria explicarse

por varios motivos:
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1. Una inactivacion parcial de la enzima, ya sea por desnaturalizacion debido a las
condiciones del medio o por autdlisis.

2. Una reduccién en la concentracion de albimina disponible, o que disminuye la
velocidad de la reaccion.

3. La formacién de productos de reaccion que podrian inhibir o alterar la actividad de la

enzima.

Figura 16. Actividad enziméatica de la bromelina
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Fuente: Elaboracién Propia

En el tallo se observa que la actividad enzimatica se mantiene bastante constante, lo
gue podria indicar que la enzima se desactiva de forma menos pronunciada o que,
desde el inicio, su actividad es mas baja. Esto explica que la disminucién en su actividad

no sea tan notable como en las otras partes.

Se realiz6 un Anova de una via para el analisis de los datos obtenidos de la actividad
enzimatica de cada una de las partes estudiadas de la pifia como se manifiesta en la

Tabla 16, donde se representa a cada tipo de sustrato con una letra diferente.

- 47 -



Tabla 16. Anova one way de la actividad enzimética de la bromelina

One-Way ANOVA on col(A) -> col(C):

Data Mean Variance N
A 0,287 1,30E-05 3
B 0,269 7,60E-05 3
C 0,21567 4,33E-06 3
F=132,7

p = 1,0805E-5

At the 0,05 level, the means are significantly different.

Fuente: Elaboracién propia

El valor de F es 132.7, lo que indica que la variabilidad entre las medias de los grupos
es mucho mayor que la variabilidad dentro de los grupos. Esto sugiere que hay

diferencias significativas entre las medias de los grupos.

El valor p es 1.0805E-5, que es mucho menor que el nivel de significancia de 0.05. Esto
significa el rechazo de la hipétesis nula. Dado que el valor p es menor que 0.05,
concluimos que hay diferencias significativas entre las medias de los tres grupos

(cascara, corazoén y tallo) al nivel de significancia del 5%.

La cascara (A) tiene la media mas alta (0.287), lo que sugiere que esta parte de la pifia

tiene un valor mas alto en la variable medida en comparacion con las otras partes.

El corazon (B) tiene una media intermedia (0.269), lo que indica que esta parte tiene un

valor intermedio en la variable medida.

El tallo (C) tiene la media mas baja (0.21567), lo que sugiere que esta parte de la pifia

tiene el valor mas bajo en la variable medida.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que el tallo de la pifia presenta la mayor
concentracion de bromelina (2.0373 mg/L), seguido de las cascaras (1.7850 mg/L) y el
corazén (1.6357 mg/L). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas, como
lo demuestra el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey, que confirmaron

que el tallo es la fuente mas eficiente para la extraccion de bromelina.

En cuanto a la actividad enzimatica, se observé que la cascara mostré la mayor
capacidad de hidrélisis de proteinas, alcanzando su punto maximo a los 30 minutos
(0.1979 ppm), seguida del corazén (0.1838 ppm) y el tallo (0.1489 ppm). Sin embargo,
la actividad enzimatica del tallo fue mas estable a lo largo del tiempo, lo que sugiere
que, aunque su capacidad de hidrdlisis inicial es menor, su estabilidad podria ser
ventajosa en aplicaciones industriales donde se requiera una actividad enzimatica

prolongada.

El método de Bradford demostré ser una técnica eficaz para la cuantificacion de
bromelina, aunque se observé que la presencia de interferentes y las condiciones
experimentales pueden afectar la precision de los resultados. La optimizacion del
proceso de extraccién, incluyendo el pretratamiento fisico-quimico de las muestras, fue

clave para maximizar el rendimiento de la enzima.

Esta investigacion aporta datos valiosos para la industria, ya que no solo identifica al
tallo como la fuente mas rica en bromelina, sino que también sugiere que las cascaras
y el coraz6n pueden ser aprovechados como subproductos para la extraccion de esta
enzima, contribuyendo asi a la valorizacion de residuos agricolas y a la reduccion del

impacto ambiental.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar estudios adicionales para optimizar los parametros de
extraccion, como el pH, la temperatura y el tiempo de centrifugacion, con el fin de
maximizar el rendimiento de bromelina y mejorar la eficiencia del proceso. Ademas, se
sugiere explorar métodos de purificacion mas avanzados, como la cromatografia, para
obtener una enzima de mayor pureza.

2. Dado que la actividad enzimatica de la bromelina varia segun la fuente de extraccion,
se recomienda realizar estudios de estabilidad a largo plazo para determinar cGmo
afectan factores como el almacenamiento, la temperatura y el pH a la actividad de la
enzima. Esto permitiria identificar las condiciones éptimas para su conservacion y
aplicacion industrial.

3. Validar los resultados obtenidos con el método de Bradford mediante técnicas
analiticas mas avanzadas, como la HPLC o la espectrometria de masas. Esto permitiria
confirmar la precision de los datos y reducir posibles errores asociados a interferencias
en la matriz.

4. Las varianzas dentro de cada grupo son relativamente bajas, lo que indica que los
datos dentro de cada grupo son bastante consistentes. Cada grupo tiene solo 3
observaciones, lo que puede limitar la generalizaciébn de los resultados. Seria

recomendable aumentar el tamafio de la muestra para obtener resultados mas robustos.
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ANEXOS

Anexo A. Recepcion de Materia prima

Fuente: Elaboracion propia

Anexo B. Extraccion y Filtracion de las materias primas

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo C. Aplicacion del Reactivo de Bradford

Fuente: Elaboracion propia

Anexo D. Centrifugado de las muestras

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo E. Liofilizado de Albumina de Huevo para medir eficiencia enzimatica de las

muestras

Fuente: Elaboracién propia

Anexo F. Andlisis de absorbancia de las muestras en el Espectrofotometro de UV

visible a 290nm

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo G. Absorbancia resultante de las muestras en el espectrofotémetro uv visible

Fuente: Elaboracién propia
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