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Determinacion de la actividad proteolitica de la enzima Bromelina
obtenida de la corteza de Ananas comosus, sobre extracto acuoso de

carne.

RESUMEN

La dureza de la carne es un inconveniente en la comercializacion y consumo
humano; por otro lado en Ecuador hay abundancia de Ananas comosus (pifia),
fruta tropical, de la familia Bromeliaceae, con actividad proteolitica debido a la
presencia de Bromelina, constituyendo una alternativa natural, como ablandador
de carnes de bovino. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), recomienda
consumir 500g /semana de carnes rojas y de acuerdo a la encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT), el consumo de carnes en el Ecuador es de
165¢g.per capita/dia, aproximadamente. Este trabajo, busca demostrar el efecto
proteolitico de la enzima Bromelina sobre las carnes de bovinos; se utilizé extracto
acuoso de carne como sustrato proteico y se afadié extracto etandlico de
Bromelina extraida mediante el método de precipitacién alcohdlica al 75, 90 y 95%,
y reconstituida con agua destilada, se llevd el complejo enzima-sustrato a bafio de
maria a 37°C, para la medicién enzimatica se realiz6 una curva de calibracion a
diferentes concentraciones y se cuantificé la actividad proteolitica de la enzima por
el método de Biuret a intervalos de 15, 30, 45 y 60 minutos por separado, hasta
la ruptura de los enlaces peptidicos, que liber6 aminoacidos asimilables de la
proteina de la carne. Se demostr6 la actividad proteolitica determinando el
contenido de proteinas por el método de Biuret, puesto que ésta reaccion se debe
a los enlaces peptidicos que son hidrolizados por la Bromelina y ayuda a que la
textura de la carne sea mas suave. Se concluye que la fraccién etanoica de
Bromelina al 75% presentd una mayor capacidad proteolitica 46.4% en

comparacion con las fracciones etandlicas al 90 y 95%.

Palabras claves: Bromelina, enzima proteolitica, enlace peptidico, actividad

proteolitica.



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
= CARRERA DE QUIMICA Y FARMACIA

P— UNIDAD DE TITULACION

ABSTRACT

Determination of the proteolytic activity of the enzyme Bromelain obtained

from the bark of Ananas comosus, on aqueous extract of meat.

The hardness of the meat is an inconvenience in the commercialization and human
consumption; On the other hand, in Ecuador there is abundance of Ananas
comosus (pineapple), tropical fruit, of the Bromeliaceae family, with proteolytic
activity due to the presence of Bromelain, constituting a natural alternative, as a
tenderizer of bovine meat. The World Health Organization (WHO) recommends
consuming 500g / week of red meat and according to the National Health and
Nutrition Survey (ENSANUT), the meat consumption in Ecuador is 165g.per capita
/ day, approximately. This work, seeks to demonstrate the proteolytic effect of the
Bromelain enzyme on bovine meat; aqueous extract of meat was used as a protein
substrate and ethanolic extract of Bromelain extracted by the 75, 90 and 95%
alcoholic precipitation method was added, and reconstituted with distilled water,
the enzyme-substrate complex was brought to 37 ° C, for the enzymatic
measurement, a calibration curve was made at different concentrations and the
proteolytic activity of the enzyme was quantified by the Biuret method at intervals
of 15, 30, 45 and 60 minutes separately, until the bonds rupture peptides, which
released assimilable amino acids from the protein of the meat. Proteolytic activity
was demonstrated by determining the protein content by the Biuret method, since
this reaction is due to the peptide bonds that are hydrolyzed by Bromelain and
helps the texture of the meat to be smoother. It is concluded that the ethanoic
fraction of Bromeline at 75% presented a greater proteolytic capacity 46.4%

compared to the ethanolic fractions at 90 and 95%.

Key words: Bromelain, proteolytic enzyme, peptide bond, proteolytic activity.



INTRODUCCION

Las enzimas pertenecientes al grupo de las proteasas catalizan la hidrolisis
de los enlaces peptidicos de las proteinas, por tanto, su uso en la industria

alimenticia tiene mucha importancia. (Reyes y Aguilar, 2011; Errasti, 2013)

La pifia es una fruta tropical que pertenece a la familia Bromeliaceae, es
rica en vitaminas como la A, B, C y su actividad proteolitica se debe a la Bromelina
que contiene grupos sulfidrilos que son de vital importancia en la catalisis; esta
enzima tiene una actividad proteolitica en un rango de pH de 3 a 8. Esta enzima
se utiliza como ablandador de carnes a través del tiempo y se ha demostrado que
estas se suavizan cuando entran en contacto con la enzima anteriormente

descrita. (Begofia, Sanchez y Gonzalez, 2016)

La dureza de la carne es un inconveniente en la comercializacion y
consumo, de alli que siempre se ha buscado alternativas para mejorar su textura
gue no sea coccién prolongada. Una de las alternativas es utilizar proteasas que
se encuentran en la pifia que tienen funcién semejante a la pepsina que ayuda a
romper los enlaces peptidicos liberando amino&cidos que son mas asimilables y
gue el organismo utiliza para la reparacion, formacion de tejidos y otras funciones

organicas. (Fito et al., 2014)

En Ecuador la gran produccion de pifia que es utilizada a gran escala en
la industria alimenticia, generan una cantidad de residuos como la corteza y tallos,
gue podrian convertirse en materia organica para la produccion de Bromelina. Es
conocido que esta fruta contiene cantidades apreciables de esta enzima en la
corteza, que se podrian utilizar para mejorar la textura de carnes debido a sus
propiedades proteoliticas. Con los antecedentes mencionados, presento este
trabajo de investigacion, que tiene como propdésito demostrar la accion proteolitica
de la Bromelina presente en la corteza de Anana comosus. (Magallanes, Salcedo
2013)



CAPITULO |

I. JUSTIFICACION

Laterneza en la carne se ve afectada por varios elementos tales como: pH,
temperatura y cantidad de enzimas presentes, lo que ayuda a la ruptura de los
filamentos musculares que se contraen en la rigidez cadavérica (Garibay, Quintero
y Lopez, 2004).

Uno de los principales problemas de la carne es la dureza debido a que
para la comercializacion de carnes, se faenan animales de avanzadas edades; no
todos los comercios pueden sacrificar animales jovenes sino que por
disponibilidad existen las vacas que han terminado su ciclo productivo y bordean
edades entre 8 y 9 afios 0 més, cuyo fin inmediato es el sacrificio para su posterior
aprovechamiento. (Marrasquin Briones, 2016)

No obstante la terneza en la carne es una de las caracteristicas mas
importantes para el consumidor, ya que es la cualidad de cortar y masticarse previo

a su deglucion. (Garibay, Quintero y Lopez, 2004).

En este trabajo de investigacion se busca una alternativa de origen natural,
como la extraccion de la Bromelina extraida de la corteza Ananas comosus (pifia),
ya que posee propiedades proteoliticas rompiendo los enlaces peptidicos

ayudando a mejorar la calidad y disminucion la dureza de la carne.
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Il. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢La enzima Bromelina obtenida de la corteza Ananas comosus (pifia)

tendra actividad proteolitica sobre el extracto acuoso de carnes de bovinos?

ll. HIPOTESIS

La actividad proteolitica que presenta la enzima Bromelina obtenida de la
corteza de Ananas comosus (pifia) produce significativamente la ruptura de los

enlaces peptidicos en el extracto acuoso de carne de bovino.

IV.OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

» Determinar la actividad proteolitica de la enzima Bromelina en un extracto

acuoso de carne de bovino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar la concentracion de proteinas totales en el extracto acuoso de

carne de bovino.

» Cuantificar la concentracion de proteina totales obtenida en el extracto de

la enzima Bromelina.

» Establecer el grado de actividad proteolitica de la enzima Bromelina en el

extracto acuoso de carne de bovino.
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V. VARIABLES DE LA INVESTIGACION

VARIABLE DEPENDIENTE

» Accion proteolitica sobre la carne de bovino.

VARIABLES INDEPENDIENTES

» Concentracion (mg/dl)

A\

Tiempo (minutos)
» Grado alcohdlico (%)

VI. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla I: Operacionalizacion de las variables: conceptualizacion e

indicadores
TIPO VARIABLES CONCEPTUALIZACION INDICADORES
o
.E—‘ Accién proteolitica Rypt_téra de enlaces
S sobre la carne de pépti 0s presentes en g/d|
@ bovi las proteinas de la carne
o ovino :
o de bovino
o
n
@ . Intervalos de 15, 30, min
S Tiempo 45,60 minutos
2
C -
L Concentraciones de la
@ Concentracién enzima de: 222,58; mg/dl
c

395,82; 336,85

Concentraciones de 75,

Grado alcohélico 90, 95

%

Elaborado por: Del Pezo (2018)
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CAPITULO I

REVISION BIBLIOGRAFICA

1. ANTECEDENTES

Gautam et al (2010), mencionan que la Bromelina fue aislada de los tallos
y los frutos de las plantas de pifia madura por extraccién con solucién de buffer
acuosa amortiguada. La purificacion de la enzima se llevd a cabo por
centrifugacion, técnica de precipitacion de sales, dialisis, cromatografia de
intercambio iénico y la estimacion por el método de Lowry, ademas, fue ensayada
por su actividad mediante la hidrélisis de la gelatina, representado mediante el uso
de unidad de digestiobn de gelatina. La homogeneidad de la Bromelina fue
confirmada por el analisis SDS-PAGE (sodio dodecilsulfato- poliacrilamida por
electroforesis en gel). Se encontr6 que la mejor actividad de la Bromelina de fruta.
Por otra parte, la cromatografia de intercambio idnico con dietilaminoetil celulosa
(DEAE), mantiene la integridad estructural de la Bromelina purificada y por lo tanto

el producto exhibe una mejor actividad proteolitica.

En la investigacion realizada por Hernandez et al., (2003), mencionan que
la Bromelina es una proteasa aislada de 6rganos de plantas de pifia con un amplio
espectro de acciones farmacolégicas y alimenticias. Disefiaron un procedimiento
de extraccién de Bromelina en el que utilizaron protectores del centro activo de la
enzima a un pH cercano al fisioldgico de la planta y alejado del 6ptimo. El
perfeccionamiento de la tecnologia demostré que se alcanzan rendimientos de
20,8 g de producto/kg de tallos y 3,9 g de proteinas/kg de tallos, con una actividad
especifica de 1,36 U/mg.

Por su parte Jiménez (2009) en su estudio determinaron que la Bromelina
actla con mayor especificidad en la proteina miosina que en la proteina actina

dando mayor ablandamiento en las carnes deshidratadas por congelacion.

13



Dalgo (2012) utilizando como sustratos proteinicos leche y extracto de
carne y utilizando el viscosimetro de Cannon-Fenske determinaron la viscosidad
al adicionar concentrados proteinicos de Bromelina, observando incremento de la
viscosidad del complejo enzima-sustrato directamente proporcional al tiempo de

exposicion de la enzima.

Marrasquin (2016) determin6 que la adicion de la mezcla de las enzimas
(Bromelina y papaina) obtuvieron un efecto de mejora en algunas de las
caracteristicas del corte de la carne bovina como: perfil de textura (dureza,
masticabilidad, elasticidad y cohevisidad), pH y la capacidad de retencion del agua
(CRA), estos ultimos parametros ayudan a alargar el tiempo de vida util de la

carne.

Montoya & Miano (2011) en su estudio de ablandamiento de carnes
concluyen que para obtener carnes de calidad parecida al lomo fino de la res, se
debe tratar a la carne con extracto de Bromelina 100% de corazén de pifia 'y de O
a 50 g/L de cloruro de sodio.

Clavijo, Portilla & Quijano (2012) en la extraccion de Bromelina obtuvieron
como resultado que, la acetona, a una concentracion de 75% v/v, es la mas eficaz
para la extraccion (243,2mg) que supera aproximadamente en 100mg a la
cantidad obtenida con el etanol al 50% v/v (146,0mg), ademas, la caseina resultd
ser un sustrato por el cual la Bromelina presenta gran afinidad enzima teniendo

mejores resultados actuando a temperatura ambiente y pH 6.

2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Enzimas

Las enzimas son proteinas especializadas en la catalisis de las reacciones
guimicas que tienen lugar en la célula. Son muy eficaces como catalizadores ya
gue son capaces de aumentar la velocidad de las reacciones quimicas hasta
alcanzar un equilibrio, y ademas, son altamente especificos ya que cada uno de

ellos induce la transformacion de un sélo tipo de sustancia y no de otras que se
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puedan encontrar en el medio de reaccion. (De Lera Satin, 2011)

Las reacciones catalizadas por enzimas siguen esta ley general. Sin

embargo, al ser proteinas, a partir de cierta temperatura, se empiezan a

desnaturalizar por el calor. La temperatura a la cual la actividad catalitica es

maxima se llama temperatura 6ptima. Por encima de esta temperatura, el aumento

de velocidad de la reaccion debido a la temperatura es contrarrestado por la

pérdida de actividad catalitica debida a la desnaturalizacion térmica, y la actividad

enziméatica decrece rdpidamente hasta anularse. (Villen — CONASI 2012)

2.1.1 Clasificacion de las enzimas

Tabla II; Clasificacion de las enzimas

Clasificacion De Las Enzimas De Acuerdo A Su Accién Catalitica

Oxidorreductasas

Transferasas

Hidrolasas

Liasas

Isomerasas

Ligasas

Catalizan reacciones de 6xido — reduccion, es decir,
transferencia de hidrogeno (H) o electrones (e-) de un

sustrato a otro.

Catalizan la transferencia de un grupo quimico (distinto

del hidrégeno) de un sustrato a otro.

Catalizan las reacciones de hidrolisis.

Catalizan reacciones de ruptura o soldadura de sustratos.

Catalizan la interconversion de isémeros.

Catalizan la uni6n de dos sustratos con hidrélisis

simultanea de un nucleétido trifosfato.

Fuente: Gonzalez Mafias Juan (2013)
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2.2 Enzima Bromelina

2.2.1 Descripcion

Es una enzima con accién proteolitica inicialmente encontrada en las hojas
y en el tallo de la planta de Ananas comosus. Posteriormente se constatdé su
presencia en el fruto de la misma planta y en otras especies pertenecientes a la

Familia Bromeliaceae. (L6pez, Diaz y Merino, 2009)

La enzima purificada del fruto es una cisteina proteasa de caracter acido,
perteneciente a la misma familia que la papaina, extraida de la papaya. Se trata
de una glicoproteina, aparentemente homogénea, que hidroliza enlaces
peptidicos, la cual se encuentra conformada por un residuo amino terminal, la
valina y su carboxilo terminal, la glicina, cuya composicién quimica queda reflejada
en la Tabla Ill. (Marrasquin, 2016)

2.2.2 Caracteristicas de la Bromelina

La Bromelina es una enzima que cataliza la hidrélisis de los enlaces
peptidico de la carne de ganado bovino, actlla sobre otras proteinas como la
caseina, la hemoglobina y la gelatina. El pH éptimo de actuacién de la enzima
sobre la caseina y la hemoglobina desnaturalizada es, respectivamente, de 8.3 y
8.0. (Errasti, 2013)

La accién de la Bromelina se produce precisamente en el estbmago y
el intestino. Su propiedad mas conocida es su capacidad de digerir proteinas de
los alimentos, contribuyendo a facilitar este proceso al estdmago y al pancreas.
(Errasti, 2013)

La enzima se inhiben por derivados mercuriales como el p-CMB (Acido p-
cloromercuribenzoico) lo que demuestra que los grupos —SH reactivos son
necesarios para la actividad. El agente nucleofilico es el &tomo de azufre de la
cisteina que formaria un intermediario covalente durante la reaccion. (Lopez, et
al., 2009)
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2.2.3 Composicion quimica de la Bromelina del fruto

Tabla lll: Composicidon quimica de la Bromelina del fruto

AMINOACIDO (1) FRUTA VERDE FRUTA MADURA
Ac. Aspértico 29.8 29.8
Ac. Glutamico 23.2 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 13.5 13.8
Cisteina 10 10
Metionina 6 5.8
Prolina 11.6 12
Fenilalanina 7.6 8
Tirosina 22.4 22.2
Tript6fano 5.6
Histidina 1.4 13
Lisina 7.8 8.3
Arginina 8.6 9.1
Amonio amida 43 43.4
Glucosamina 0.2 0.2
Carbohidratos (%) 3.2 3.3

Fuente: Lopez, et al. , 2009
(1) Num. de Residuos calculados por molécula de 35.7 Kda (kilo Dalton), tomando
como referencia un valor de 10 para la Leucina.
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Tabla IV: Distribucion de la Bromelina en la pifa, var. “Cayena Lisa”

PAEEAENQI_IZLA BROMELINA (1) ACTIVIDAD (2)
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
Piel 0.17 346.4
Pulpa 0.08 449.8
FRUTO MADURO
Corona 0.04 137.3
Piel 0.18 278.3
Pulpa 0.13 336.9

Fuente: Lopez, et al. , 2009
(1) Expresada en gramos de Bromelina por 100 gramos de peso fresco.
(2) Unidades proteoliticas por gramo de peso fresco (medida sobre la digestion de la
caseina)

2.2.4 Propiedades quimicas

El extracto acuoso crudo del tallo y el fruto de la pifia es una mezcla de
diferentes tiol endopeptidasas y otros componentes como fosfatasas, glucosidasa,
peroxidasas, celulasas, glicoproteinas, carbohidratos y varios inhibidores de la
proteasa. La bromelina del tallo es diferente de la del fruto cuyas actividades
enzimaticas comprenden un amplio espectro con un rango de pH de 5.5-8.0, con
diferentes sustratos tales como caseina, gelatina y tripéptidos cromogénicos.
(Pavan et al., 2012).

2.2.5 Propiedades fisicas

Las caracteristicas fisicas de Bromelina se describen en la Tabla V.
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Tabla V: Propiedades fisicas de la Bromelina

ORIGEN TALLO DE PINA
Peso molecular 33000 Da
Olor y sabor Caracteristico
Solubilidad En agua
pH 6ptimo 7
Actividad enzimatica 1200 GDU/gr [7]
Temperatura de inactivacion 70°C
Temperatura de almacenamiento 25°C

GDU (unidades de disolucion de gelatina)
Fuente: Pulido, 2007

Figura 1 Estructura de la Bromelina
Fuente: Pulido. (2007)

2.2.6 Usos

En la industria de alimentos, su mayor aplicacién es en el macerado o
ablandado de la carne, aclaramiento de la cerveza, productos de proteinas

solubilizadas e hidrolizadas y fabricacién de quesos, vinos, etc. (Pulido, 2007)

En la industria farmacéutica, resulta muy adecuada como activo en

medicamentos para la circulacion, debido a que este componente disuelve los
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coagulos que puedan formarse Yy fluidifica la sangre. Esto es una buena manera
de evitar problemas circulatorios como trombosis, ataques cardiacos, apoplejias y
al mismo tiempo disminuir la presion sanguinea elevada o hipertension. Esta
capacidad para digerir las proteinas puede utilizarse para eliminar
microorganismos y parasitos en el interior del cuerpo. (Pulido, 2007)

En la industria de curtiduria, se utiliza como suavizante de pieles y curtidos,
puesto que modifica la permeabilidad de las pieles y las hace mas suaves. Los
residuos de los tallos de pifia, como producto derivado del procesamiento para la
Bromelina, pueden ser usados como aditivo en alimentos animales y medio de
cultivo para plantas tales como orquideas, té, etc. La produccién industrial de la

Bromelina, se considera una especialidad. (Pulido, 2007).

2.3 Familia Bromeliaceae

2.3.1 Generalidades de la Familia Bromeliaceae

La familia Bromeliaceae esta constituida por casi 3700 especies incluidas
en 57 géneros. Tradicionalmente la familia ha sido subdividida en tres subfamilias:
Pitcairnioideae, Tillandsioideae y Bromelioideae. La subfamilia Pitcairnioideae
incluye a las bromelidceas mas ancestrales y muchas de sus especies recuerdan

a la familia de las gramineas (Poaceae), de la cual evolucionaron. (Errasti, 2013)

La mayoria son terrestres contando con un sistema extenso de raiz. La
subfamilia Tillandsioideae, formada mayoritariamente por especies epifitas, se ha
adaptado para sobrevivir en condiciones muy secas; las semillas tienen alas, lo
gue las hace susceptibles de ser dispersadas por el viento, y apéndices plumosos

gue les permite adherirse sobre superficies rugosas. (Errasti, 2013)

Bromelioideae es la subfamilia méas diversa. La mayoria de sus especies
también son epifitas, aunque algunas se han adaptado a las condiciones
terrestres. Estdn compuestas de un arreglo foliar espiralado denominado “roseta”,
donde las bases foliares se superponen parcialmente y pueden funcionar como un

reservorio hidrico. Generalmente tienen hojas espinosas y sus semillas son a
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menudo distribuidas por los pajaros y animales, que consumen sus frutos

carnosos. (Errasti, 2013)

2.4 Pifa

2.4.1 Descripcién

Ananas comosus, la pifia tropical o el anand o ananas o matzatli, es una
planta perenne de la familia de las bromeliaceas, nativa de América del Sur. Esta
especie, de escaso porte y con hojas duras y lanceoladas desde la cola hasta 1
metro de largo, fructifica una vez cada tres afios produciendo un uUnico fruto

fragante y dulce, muy apreciado en gastronomia. (CONABIO, 2009)

2.4.2 Caracteristicas de la pifia

La pifia es el segundo cultivo tropical de importancia mundial después del
banano, aportando mas del 20% del volumen mundial de frutos tropicales. Setenta
por ciento de la pifia producida en el mundo es consumida como fruta fresca por
el pais que la produce. Procedente de la familia de las Bromeliaceas, su origen se
remonta en forma muy primitiva en Brasil y Paraguay. Todas estas especies son
nativas de la cuenca amazdnica. Se ha sefialado como el area de origen entre
Brasil, Paraguay y Argentina, las selvas de las amazonas, Venezuela y Guyanas.

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, 2010)

2.4.3 Variedades de pifas

2.4.3.1 Cayenalisa

Cultivar mas sembrado a nivel mundial (elaboracién de rodajas). Fruto
ovoide de tamafio mediano (1,5-2,5 kg). Pulpa amarilla palida, blanda con
contenido variable de azlcares (de 13 a 19° brix) y acidez, dependiendo del clima.
Jugo de baja calidad por su pobre color, alto contenido de azucares y turbidez.

Hojas con espinas pequefas en su base y apice. Produce pocos hijos. Susceptible
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a perforadores de frutos, nematodos y Fusarium. Tolerante a Phytophthora sp.
(Parra, 2018)

2.4.3.2 Panare

Planta de hojas largas, de color verde rojizo, con espinas cortas. Fruto
pequefio (0,45 — 0,70 kg) de forma ovalada con cuello de botella; color externo
anaranjado. Ojos hexagonales prominentes, profundos con bracteas mucho mas
largas que los ojos. Pulpa amarilla, con 10° — 14° brix, de textura suave con poca

fibra y poco aroma. Produce de 2 a 4 hijos. (Parra, 2018)

2.4.3.3 Espafiolaroja

También conocida con los nombres de ‘Black Spanish’, ‘Key Largo’,
‘Cubana’, ‘Cumanesa’. Este cultivar o variedad ha sido ampliamente cultivado en
Venezuela y el Caribe. Su fruto es de tamafio mediano (1,2-2 kg), epicarpio (piel)
color naranja, y con forma de barril. Pulpa firme, pélida, aromatica y dulce, con
moderado contenido de azlcares (x12° brix) y baja acidez. Planta con hojas
espinosas o0 medianamente espinosas. Produce de 1 a 3 hijos. Tolerante a altas

temperaturas, sequia y Phytophthora sp., pero no a neméatodos. (Parra, 2018).

2.4.3.4 Perola

Principal cultivar en Brasil para mercado fresco. Fruto de pequeiio a
mediano (0,9- 1,6 kg), de forma ovoide (cuando pequefio) a cénico, de color verde
con un poco de amarillo en el centro de los ojos maduros. Pulpa blanda, blanca y
jugosa, de exquisito aroma y contenido de azucares (13-16° brix). Planta robusta,
erecta con hojas espinosas. Resistente a Phytophthora y tolerante a sequia y

nematodos. Susceptible a Fusarium (Parra, 2018)

2.4.3.5 Perolera

Cultivar importante en los Andes de Venezuela y Colombia. Otros
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nombres: ‘Tachirense’, ‘Capachera’, ‘Motilona’, ‘Lébrija’. Fruto grande (1,5 a 3 kg),
de color amarillo a anaranjado, con forma de cilindro irregular que se desarrolla en
un largo pedunculo (tendencia a caerse y por tanto se observan con frecuencia
guemaduras por el sol). Pulpa de amarillo palido a amarillo, firme y dulce (+ 12°
brix). Produce de 4 a 11 hijos. Hojas lisas por poseer piping. Resistente a
Fusarium. (Parra, 2018).

2.4.3.6 Burmanguesa

Tal vez sea una mutacién de "Perolera" fruto de color externo rojo a

morado, color interno amarillo intenso y ojos poco profundos. (Parra, 2018).

2.5 Proteinas

2.5.1 Descripcion

Las proteinas son macromoléculas formadas por una secuencia de
moléculas mas pequefias que se llaman aminoacidos. Cuando comemos un
alimento que contiene proteinas, nuestro organismo las descompone y las
despedaza en aminoacidos con los que luego elabora sus propias proteinas segun
sus necesidades. Por ejemplo, algunas de las moléculas mas importantes de
nuestro organismo como las enzimas, hormonas, anticuerpos, etc., son proteinas
gue nuestro cuerpo ha elaborado a partir de esos aminoacidos. En otras palabras,
estos aminoacidos son los "ladrillos" que nuestro organismo utiliza para construir
de acuerdo a diferentes finalidades. Aunque algunos de ellos podemos
sintetizarlos de manera enddgena, pero 10 de los aminoacidos que necesitamos
debemos ingerirlos a través de la alimentacién porque nuestro cuerpo no puede

fabricarlos. Estos son los llamados aminoacidos esenciales. (ESPN 2018)

2.5.2 Digestion de las proteinas

Las proteinas no pueden ser utilizadas tal y como se presentan en los

alimentos que se ingieren ya que, sin un proceso metabdlico, se expulsarian tal
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como entran. Para poder aprovecharlas como nutrientes y disponer de los
aminoacidos que el organismo necesita para construir sus propias proteinas, el
sistema digestivo ha de realizar complicados procesos que descompongan las
proteinas y los aminoacidos sean aprovechados en forma correcta. (Carvajal,
2013)

El primer paso para descomponer las proteinas ingeridas con los alimentos
se produce en el estbmago, gracias a una enzima llamada pepsina. Para trabajar
de manera eficaz, esta enzima necesita un entorno muy acido. Este entorno 4cido
se consigue gracias a unas glandulas gastricas que secretan 4cido clorhidrico,
gque acidifica el jugo gastrico permitiendo asi la descomposicién de las proteinas.
(Carvajal, 2013)

2.5.3 Absorcién de los aminoacidos

En el intestino delgado, las proteinas ya en forma de aminoacidos son
absorbidas por las vellosidades intestinales para llegar hasta los capilares
sanguineos. A través del sistema circulatorio, estos aminoacidos llegaran a las
células que los necesitan para fabricar los distintos tipos de proteinas especificas
de nuestro organismo. Cuando no masticamos bien o cuando ingerimos trozos de
alimentos demasiado grandes para que las enzimas y los jugos puedan
desmenuzarlas, estas proteinas no pueden ser metabolizadas ni utilizadas y
seguiran su transcurso por el intestino grueso y el ano hasta ser expulsadas en
las heces. (Lebn, 2004)

2.5.4 Proteinas de origen animal

Cuando se dice que las proteinas de origen animal tienen un alto valor
biol6gico, quiere decir que las proteinas animales (que tienen un ADN mas similar
al nuestro que los vegetales) contienen una cantidad de aminoacidos muy
parecida a la que nuestro organismo necesita para construir sus propias proteinas.
(ESPN 2018)
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Es decir, el organismo necesita una serie de aminoacidos para
construir sus proteinas endogenas. Pues bien, las proteinas contenidas en la
carne animal contienen todos los aminoacidos necesarios y en las cantidades
acertadas. Esto no quiere decir que esos mismos aminoacidos no los podamos
encontrar en el reino vegetal y en las cantidades necesarias. Lo que quiere decir
es que, para poder utilizar proteina vegetal de una manera 6ptima, es necesario
conocer bien los alimentos que las contienen y saber combinarlos
adecuadamente, mientras que comer carne es una forma mas rapida y practica
de conseguir la misma finalidad. (ESPN 2018)

2.6 Carne

La carne son tejidos animales que sirven como alimento, se deben obtener
en condiciones higiénicas. Los tejidos que se incluyen son el muscular (es el
principal), conectivo, cartilaginoso, adiposo e incluso en algunos casos la piel. Los
animales de abastos principales son mamiferos (ovino, bovino, porcino, conejos)
le siguen las aves (pollo, ganso, pavo), también se incluyen los animales de caza
tanto mamiferos como aves, y también se extiende el concepto de animal de
abastos a las avestruces y otras especies exoéticas como la serpiente o el lagarto.
(Aguilar et al., 2012)

Figura 2. Carne
Fuente: Aguilar et al., (2012)
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2.6.1 Composicion quimica:

2.6.1.1 Agua

La cantidad varia dependiendo de la especie, la edad, sexo y zona
anatomica del tejido. La variacion de la cantidad de agua esta directamente
relacionada con la variaciéon de la cantidad de grasa (lo mismo pasa en todos los
alimentos). La cantidad de agua en la carne oscila entre 60 y el 80% y esta
relacionada con la jugosidad y otros atributos sensoriales como la textura el color

o la dureza de la carne. (Aguilar et al., 2012)

2.6.1.2 Proteinas

Proteinas miofibrilares: Van a suponer hasta el 65-75% del total de las
proteinas del musculo. Las méas importantes van a ser la actina (principal
componente de los filamentos delegados) y la miosina (principal componente de
los elementos gruesos). La forma en la que nos las vamos a encontrar en la carne

es en forma de actino- miosina. (Aguilar et al., 2012)

Miosina: Supone el 50% aproximadamente de las proteinas miofibrilares.
La molécula estd compuesta por dos cadenas pesadas (meromiosina) y cuatro
cadenas ligeras. Las dos cadenas pesadas forman la con la y tienen una
estructura fibrilar, mientras que las cadenas ligeras forma en la cabeza y tienen
estructura globular. Las cadenas ligeras tienen un centro activo ATPasa. Las
cabezas son las que se van a unir y separar rapidamente a la actina. El punto

isoeléctrico de la miosina es de 5,3. (Aguilar et al., 2012)

Actina: Es la parte fundamental de los filamentos de legados, es una
proteina globular (tiene mucha prolina) que se denomina actina G. es capaz de
polimerizados para formar filamentos que se denominan actina F.2 filamentos de
actina F enrollados es la base de los filamentos delegados. Supone el 25% de las
proteinas miofibrilares y su punto isoeléctrico esta en torno a 4,7 (es el punto de
pH en el que la proteina presenta carga neutro lo cual es muy importante en cuanto

a la capacidad de retencion de agua de la carne). (Aguilar et al., 2012)
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Proteinas sarcopldsmicas: Suponen alrededor del 30-35% del total de
proteinas, se encuentran en el citoplasma de la fibra muscular. (Aguilar et al.,
2012)

Tabla VI Distribucién de las proteinas en el tejido muscular

TIPO DE BASE BASE
PROTEINA HUMEDA SECA

Contractiles o miofibrilares

Miosina 5.0% 25.0%
Actina 25% 125%
Tropomiosina 0.8 % 4.0 %
Troponina 0.8% 4.0 %
Actinina 0.3% 15%
Otras 0.6 % 3.0%
Total 10 % 50 %

Sarcoplasmicas o solubles

Enzimas 6.0 % 30.0 %
Mioglobina 0.6 % 3.0%
Otras 0.4 % 2.0%
Total 7.0% 35.0%

Fuente: (Aguilar et al., 2012)

2.6.1.3 Grasas.

El contenido en la carne va a ser muy variable siendo el parametro que
mas varia. Tal cantidad de grasa va a depender de la relaciéon grasa-agua. Todo
lo que hay en el agua, proteinas, sales etc. variara si aumenta o disminuye la
cantidad de grasa. Esta grasa se va a acumular en cuatro depdésitos: cavidad

toracica, abdominal y pélvica.
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> Zona subcutanea.

Y

Localizaciéon intramuscular

> Localizacién intermuscular.

La grasa de estos depdsitos va a ser una grasa neutra. Formada por
triglicéridos  principalmente. Ademés, también hay diacilglicéridos vy
monoacilglicéridos. Los triglicéridos son moléculas de glicina unidas por enlaces
ésteres a tres acidos grasos. También habra colesterol y ésteres de colesterol.
(Aguilar et al., 2012)

Dependiendo de la especie el porcentaje de grasa variara siendo en el
cordero de un 6,6% y en el cerdo de un 5,25%. El porcentaje de grasa en la vaca,
pollo, conejo, pavo esta entre 2-3,2%. La cantidad de lipidos neutros sera de 6,1%
del cordero y del 4,9% en el cerdo. En la vaca, pollo, conejo y pavo es inferior al
3%.(Aguilar et al., 2012)

Factores que influyen en la cantidad y composicién de la grasa.

El principal factor es el tipo de especie. Dentro de ella influird la raza, la
edad y el sexo. Mayor cantidad de grasa habra en las hembras y al castrar a los
machos se consiguen que tengan mas grasa. Dentro de los factores extrinsecos
influye la alimentacién. En los monogastricos como el cerdo, dependiendo de la
cantidad de grasa que consuma esa sera la que va a tener ya que no la transforma
en su estobmago. Sin embargo los rumiantes, la grasa se satura en el estbmago,
por ello va a ser una grasa mas saturada que la de los cerdos o de las aves.
(Aguilar et al., 2012)

2.6.1.4 Carbohidratos.

La cantidad apenas llega al 1% en la carne siendo el mas importante el
glucégeno. El glucégeno es un polimero de alfa-D-glucosa con enlaces (alfal-4) y
(alfa 1-6). Es la fuente de energia del musculo siendo parte del glucégeno

consumido en el rigor mortis. (Aguilar et al., 2012)
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Andlisis quimico aproximado de la mayoria de las carnes

Tabla VII Andlisis quimico aproximado de la mayoria de las carnes

Componentes Cantidad
Agua 70.0g
Proteinas 20.0g¢
Grasa 6.0g
Sustancias inorganicas no proteinicas 15¢
Hidratos de c_arbono y sustancias no 15¢
Nitrogenadas
Sales inorganicas 0.7¢

Fuente: Aguilar et al. , 2012

2.6.2 Valor nutritivo de la carne

2.6.2.1 Proteinas

Cuantitativamente la carne aporta muchas proteinas. Dentro de estas las
mas importantes seran las miofibrilares. La carne es capaz de aportar en 100 g
mas del 50% de la cantidad diaria recomendada de proteina. Ademas, van a ser
proteinas de un alto valor bioldgico lo cual dependera de la calidad en si de la
proteina, asi como de su digestibilidad. La carne va a aportar de manera
equilibrada aminoacidos esenciales (fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina,

metionina, treonina, triptéfano y valina). (Aguilar et al., 2012)

2.6.2.2 Grasa

Es el componente que mas varia. La carne aporta mucha energia en forma
de grasa siendo el lipido principal los triglicéridos. Cualitativamente la grasa de la
carne se considera saturada. Esta implicada en las enfermedades
cardiovasculares y desde el punto de vista cientifico a la hora del tratamiento

culinario, la carne de cerdo pierde gran cantidad de grasa. (Aguilar et al., 2012)

29



2.6.2.3 Minerales

La cantidad de minerales que aporta la carne es elevada a excepcion de
algunos elementos como el calcio. El hierro es muy abundante en la carne, asi
como en el higado y bazo. Ademas, este aporte se hace de forma orgéanica por lo
que es facilmente asimilable. Es una fuente muy buena de vitaminas del grupo B.
(Aguilar et al., 2012)

Composicion nutricional de las carnes

Tabla VIII: Composicion nutricional de las carnes por 100g

Producto Agua Prot. Grasas Cenizas kJ*

Carne de vacuno (magra) 75.0 22.3 1.8 1.2 485
Canal de vacuno 54.7 16.5 28.0 0.8 1351
Carne de cerdo (magra) 75.1 22.8 1.2 1.0 469
Canal de cerdo 41.1 11.2 47.0 0.6 1975
Carne de ternera (magra) 76.4 21.3 0.8 1.2 410
Carne de pollo 75.0 22.8 0.9 1.2 439

Carne de venado (ciervo) 75.7 21.4 1.3 1.2 431
Grasa de vaca (sub cuténea) 4.0 15 94.0 0.1 3573

Grasa de cerdo (tocino

7.7 2.9 88.7 0.7 3397
dorsal)

Fuente: FAO (2014)
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2.6.3 Textura de la carne

La textura de la carne se percibe como un conjunto de sensaciones tactiles
resultado de la interaccién de los sentidos con las propiedades fisicas y quimicas
de la carne. Entre ellas se incluyen la densidad, la dureza, la plasticidad, la
elasticidad, la consistencia, la cantidad de grasa, la humedad y el tamaiio de las
particulas de la carne. De todas ellas, la dureza es uno de los primeros criterios
determinantes de la calidad de la carne para el consumidor (Horcada & Polvillo,
2010)

2.6.4 Dureza de la carne

La dureza se puede definir como la capacidad de la carne para dejarse cortar y
masticar. A ella contribuyen principalmente tres tipos de proteinas musculares: las
del tejido conjuntivo (colageno, elastina y reticulina), las miofibrilares (actina y
miosina) y las sarcoplasmicas. Otros componentes como son el contenido de
grasa de infiltracién, la estructura del tejido conjuntivo, el tamafio de los haces
musculares, el estado de rigidez y la capacidad de retencién de agua también
afectan a la dureza de la carne. De entre ellas, la naturaleza y el contenido de
colageno son los factores que contribuyen en mayor medida a la dureza de la
carne. (Horcada & Polvillo, 2010)
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CAPITULO 1lI

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 METODOLOGIA

3.1.1Tipo de investigacion

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de Bioquimica de la Facultad
de Ciencias Quimicas (CC.QQ.) de la Universidad de Guayaquil (UG) y se utilizo
metodologia descriptiva, explicativa, hipotética, cuantitativa. En el presente
capitulo se describe la metodologia usada para la extraccion, determinacion de
proteina e hidrdlisis de la proteina de la Bromelina sobre el extracto acuoso de
carne; asi mismo se describe el diagrama de flujo de cada una de las operaciones

realizadas y los materiales utilizados en la investigacion.

Descriptiva: las Ananas comosus (pifia), seleccionadas para este estudio,
estaban en estado de madurez fisiol6gica y madurez de consumo; y la carne de

bovino estaba fresca.

Explicativa: Explica la descripcién de conceptos dirigidos a aclarar conceptos

fundamentales y procedimientos relacionados al tema de estudio.

Hipotético: Porque plantea la hipétesis de la actividad proteolitica de la enzima

Bromelina sobre el extracto acuoso de carne de bovino.

Cuantitativo: Se basa en la medicion de la concentracion de proteinas totales en
la enzima Bromelina; en el extracto acuoso de carne y en la cuantificacion de la
actividad proteolitica de la enzima Bromelina, sobre el extracto acuoso de carne

de bovino.
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3.1.2 Metodologia experimental

3.2 MATERIALES Y METODOS

Diagrama I: Obtencion de Bromelina
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3.2.1 Obtencién de Bromelina por precipitacion alcohdlica.

3.2.1.1Seleccidn de pifia

La materia prima seleccionada para el proceso de obtencion de Bromelina fue
Ananas comosus (pifia) de variedad Perolera originaria de la ciudad de Milagro,
Provincia del Guayas, en estado de maduracion verde (pintdn); se procedio a lavar
Su corteza con agua potable para la eliminacion de impurezas, entre otros

presentes en la corteza, posteriormente se lavd con agua destilada

3.2.1.2 Pelado y pesado de la corteza de pifia

Las pifas seleccionadas fueron peladas a mano con cuchillos domésticos,
separando la corteza, el tallo y la pulpa, posteriormente se procedié a pesar la
corteza de la pifia, obteniendo un peso de 226.78 gramos, para lo cual se utilizé
una balanza marca Scout Pro misma que esta ubicada en el laboratorio de
Bioquimica de la Facultad de CCQQ.

3.2.1.3 Licuado de la corteza de pifia

Para el licuado se procedio a dividir la corteza de pifia en dos partes, mismas que
previo al licuado se las cortaron en cuadros medianos, para facilitar la trituracion.
Se colocé la primera parte en la licuadora y se comenzé a licuar a velocidad alta,
una vez que la cascara estuvo completamente triturada se afiadié la segunda
parte, lo cual da lugar a una trituracibn homogénea de la cdscara de pifia. La

licuadora utilizada para este proceso fue una de marca Osterizer afio 2015.

3.2.1.4 Medicién del volumen obtenido de la corteza licuada

Una vez obtenida la corteza licuada de una forma homogénea se midi6 el volumen

en una probeta, dando como resultado 100 ml.
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3.2.1.5 Adicion de Etanol

Se adicioné a la corteza de pifia licuada, Etanol de 95%, en relacién de 1.5
en 1 (150ml). La disolucion se realizé en un vaso de precipitacion de capacidad
de 250 ml.

3.2.1.6 Enfriamiento/reposo

Después de afadir el Etanol de 95 %, se homogeniz6 la suspensién y se
llevé a enfriamiento a -5 °C en un periodo de 7 dias, en una refrigeradora marca

Durex, que se encuentra en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de CCQQ.

3.2.1.7 Centrifugacion

Transcurrido los 7 dias de refrigeracion, se retird la muestra de la nevera 'y
se la dej6 hasta que alcance temperatura ambiente. Luego se procedié a
centrifugar a 4500 rpm durante 25 minutos, utilizando una centrifuga marca
Fanem. Una vez concluido el proceso de centrifugacién se colocaron los tubos de
ensayos en una gradilla y fueron llevados a refrigeracion y se los dejé en reposo
durante 72 horas a temperatura de 8 a 10 °C; una vez concluido el tiempo de
reposo se retira la gradilla de la nevera y se deja que alcance temperatura
ambiente, para luego realizar una segunda centrifugacion a 4500 rpm durante 20

minutos, descartandose el liquido sobrenadante.

3.2.1.8 Precipitado proteinico obtenido

El precipitado obtenido de los tubos se los colocé en un vidrio reloj
previamente pesado y se volvid a pesar para obtener los g de precipitado. La
balanza utilizada es digital marca Scout Pro. Se obtuvo 5,3 g, este precipitado se
dejo secar a temperatura ambiente por 72 horas, se volvio a pesar obteniéndose
2,18 g; el mismo procedimiento se aplico para la obtencion de Bromelina utilizando

etanol de 90 % y 75 %. , obteniendo 2,90 gy 2,08 g respectivamente.
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El precipitado proteico de Bromelina se lo reconstituyé en 10 ml de agua
destilada.

3.3 Cuantificacién de proteinas totales.

Para determinar la concentracion de proteinas se hicieron las curvas

estandar respectivas.

3.3.1 Curva estandar por el método de Biuret

Fundamento: En medio alcalino regulado, los enlaces peptidicos de las proteinas
reaccionan con los iones cupricos del reactivo, dando un complejo de color azul-
violaceo cuya intensidad medida fotométricamente a 540 nm, es proporcional a la

concentracion de proteinas totales de la muestra.

Para la curva estandar para proteinas por el método de Biuret se utilizé el

estandar de Albumina Sérica Bovina (BSA) de concentracién 5,5 g/dl.

Procedimiento

Previo al lavado y secado de los tubos de ensayos, se midi6 lo siguiente.

Tubos 1 2 3 4 5 6 Volumen
BSA 20 50 100 150 200 0 ul
Sb’sg"oi/z‘a 980 950 900 850 800 1000 ul
Mezclar
I_Ei.u ?:t 3 3 3 3 3 3 ml

Mezclar, reposo 10 minutos.
Leer las absorbancias a 540 nm frente al blanco

Cada concentracion se hizo por duplicado.
Con las absorbancias y las concentraciones se construyo la
curva estandar.
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Gréfico I. Curva estandar de calibracion para proteinas totales método de Biuret

3.3.2 Curva estandar para proteinas por el método de Lowry

Fundamento: El método de Lowry (1951) es un método colorimétrico de
valoracion cuantitativa de las proteinas. A la muestra se afiade un reactivo que
forma un complejo coloreado con las proteinas; la intensidad de color es relativo
dependiendo de la concentracién de proteinas, de acuerdo a la ley de Lambert-
Beer A= ¢.l.c. Este método esta constituido por dos fases: 1) Los iones Cu?* en
medio alcalino, se adhieren a las proteinas constituyendo complejos con los
atomos de Nitrégeno de las conexiones peptidicas. Estos complejos Cu?*-
proteina tienen un color azul claro. Ademas, provocan el fraccionamiento de la
estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose los restos fendlicos de
Tirosina que van a participar en la segunda etapa de la reacciéon. El Cu?*
permanece en solucién alcalina en forma de su complejo con Tartrato. 2) La
reduccion, ademas en medio béasico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los
grupos fendlicos de los restos de Tirosina, que se encuentran e en la mayoria de
las proteinas, interviniendo el cobre como catalizador. El primordial constituyente
del reactivo de Folin-Ciocalteau es el &cido fosfomolibdotingstico, de color
amarillo, que al ser reducido por los grupos fendlicos forma un complejo de color

azul intenso.
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Procedimiento

Para la curva estdndar para proteinas por el método de Lowry, se utilizd el
estandar de Albumina Sérica Bovina (BSA) de concentracion 50 mg/dl.

Tubos 1 2 3 4 5 6 volumen
BSA 100 200 300 400 500 0 ul
H20(D) 400 300 200 100 0 500 ul
R. Lowry 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 mi

Mezclar, reposo a temperatura ambiente 10 minutos

R. Folin 250 250 250 250 20 250 ul
Mezclar, reposo a temperatura ambiente 30 minutos.
Leer las absorbancias a 700 nm frente al blanco

Con las absorbancias obtenidas y la concentracion de cada dilucion se
construyo la curva estandar.
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Grafico Il: Curva estandar de calibracién para proteinas totales método de Lowry
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Diagrama Il: Determinacién de proteina en Bromelina
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Elaborado por: Del Pezo (2018)



3.3 Procedimiento para la determinacién de proteinas en la Bromelina

obtenida por el método de Lowry.

Se midi6 en un tubo de ensayo 0,5 ml de Bromelina en solucion (agua destilada),
se adicion6 2,5 ml de reactivo de Lowry (Carbonato de Sodio al 2 % en Hidroxido
de Sodio 0,1 N, mas Tartrato de Sodio y Potasio y Sulfato de Cobre).

Se dej6 en reposo 10 minutos, luego se adicion6 250 microlitros (ul) de reactivo
de Folin diluido 1:2 en agua destilada y se dej6 en reposo a temperatura ambiente

por 30 minutos.

Se realiz6 la lectura de las absorbancias a 700 nm, frente al blanco.

Las concentraciones de proteinas se calcularon en base a la curva estandar

realizada.
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Diagrama lll. Obtencidn de proteina de carne
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Elaborado por: Del Pezo (2018)
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3.4 Procedimiento de preparacién del extracto de proteinas.

Para la extraccion de proteina de carne, se seleccion6 carne de bistec (falda),
adquirida en una tienda de la ciudadela Santa Monica — sur de Guayaquil, un corte
muy comun de diario consumo y que forma parte de la dieta de los guayaquilefios.

Se procedio a pesar 100 gramos de la carne en la balanza marca Scout Pro,
ubicada en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de CC.QQ.

Se llevé la carne a un mortero de porcelana, se agregé 10 ml de agua destilada y
con la ayuda de un pilon de porcelana, ejerciendo presién con movimientos
suaves, se extrajo el jugo de la carne. Una vez concluido este proceso, se separd
el liquido obtenido y se lo colocé en un tubo de ensayo. Se obtuvo un volumen de

25 ml de extracto acuoso de carne de bovino.

3.4.1 Determinacion de proteina por el método de Biuret

En un tubo de ensayo se midié 1 ml de extracto acuoso de carne, se adiciond 3
ml de reactivo de Biuret, se mezcld, se dejo en reposo a temperatura ambiente por
10 minutos y se leyeron las absorbancias a 540 nm, frente al blanco, en el
espectrofotbmetro marca Sequoia — Turner Model 390, ubicado en el Laboratorio
de Bioquimica de la Facultad de CC.QQ.

Se calculé las concentraciones de proteinas en base a la curva estandar realizada
(Gréfico I).
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Diagrama IV Hidrélisis de proteina
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3.5 Hidrolisis del extracto acuoso de carne de bovino por la enzima

Bromelina.

Se colocé 1 ml de extracto de carne (proteina que no estd hidrolizada),
por cada uno de los 8 tubos de ensayos y se afiadié 0,5 ml de extracto acuoso
de Bromelina, en cada tubo. Se dejé incubar en bafio de Maria a 37 °C, durante
15 — 30 - 45 y 60 minutos (2 tubos por tiempo).

Concluido el tiempo, se determiné la concentracion de proteinas por el

método de Biuret

La reaccidon de Biuret con las proteinas es en base a los enlaces
peptidicos en la proteina sin hidrolizar, por tanto, la reaccién es proporcional a la

concentracion de proteinas y a la integridad de los enlaces peptidicos.

La enzima Bromelina rompi6é los enlaces peptidicos; por tanto, el
complejo coloreado de la reaccién de Biuret, se debilito conforme a la ruptura de
los enlaces peptidicos, por lo que el color violeta intenso se volvié mas palido,
propiedad que se utilizé para calcular la concentracién de proteina hidrolizada,
que fue medida con el espectrofotdmetro en mencién. La absorbancia fue menor
gue la proteina sin la enzima Bromelina, demostrando la ruptura de los enlaces

peptidicos.
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Resultado de proteinas por Biuret

Se realiz6 una curva estandar de calibracion para la determinacién de
proteinas totales por el método de Biuret, usando 6 concentraciones diferentes
(de 0 a 11 g/ dl); rangos que generaron la ecuacién de la recta que se encuentra
en el grafico I; la misma que se uso para la determinacion de la concentracion de
proteinas totales en la carne de bovino a partir de las absorbancias obtenidas de

las muestras de extracto de carne.

Tabla IX. Determinacién de proteinas totales en extracto de carne

MUESTRA ABSORBANCIA/MUESTRA CONCENTRACION (g/dl)
Extracto de carne 1.060 17.67
Extracto de carne 1.046 17.43
Extracto de carne 1.038 17.30
Extracto de carne 1.187 19.78
X=18.04

Elaborado por: Del Pezo (2018)
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4.2 Resultado de proteinas por Lowry

Se realiz6 una curva estandar de calibracion para la determinacion de
proteinas totales por el método de Lowry, usando 6 concentraciones diferentes
(de 0 a 50 mg/ dl); rangos que generaron la ecuacion de la recta que se encuentra
en el grafico Il; la misma que se uso6 para la determinacion de la concentracion de
proteinas totales en la Bromelina a partir de las absorbancias obtenidas de las

muestras de extracto acuoso de Bromelina.

Tabla X. Determinacién de proteinas totales en la Bromelina, método de
Lowry

MUESTRA ABSORBANCIA CONC.
mg/dl
Tubo N° 1 Extraccion con Etanol
al 95% 1,55 228,5
o .,
Tubo N° 2 Extraccion con Etanol al 1,53 2255
95%
(o] 1A
Tubo N° 3 Extraccion con Etanol 1,45 213.75
al 95%
Media 222,58

Elaborado por: Del Pezo (2018)

Tabla XI. Determinacion de proteinas totales por el método de Lowry en los
tres extractos

Extraccion con Etanol 95% Extraccion con Etanol 90 %  Extraccion con Etanol 75 %

Absorbancia Conc. mg/dl Absorbancia Conc. mg/dl Absorbancia Conc. mg/dl

1,55 228,5 2,77 408,35 2,32 342
1,53 225,5 2,60 383,29 2,25 331,69
1,45 213,75

X=151 X=22258 X =269 X=39582 X =229 X = 336,85
Elaborado por: Del Pezo (2018)
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Grafico Ill: Concentracién de Bromelina extraida con Etanol de 95%, 90% y 75%

Tabla XlI. Determinacién de la actividad proteolitica de la enzima Bromelina

15 minutos 30 minutos 45 minutos 60 minutos
Abs C. g/l Abs C. g/di Abs C g/di Abs C. g/di
1,06 17,60 1,02 17 0,798 13,30 0,703 11,71
1,07 17,63 1,02 17 0,802 13,36 0,698 11,26

X=107X=1762 X=1,02 X=17,00 X=0,80 X=13,33 X=0,70 X=1149

Elaborado por: Del Pezo (2018)

Esta determinacion se realizé con la enzima Bromelina extraida con Etanol

de 95 %, considerando que el tiempo es un factor determinante en la actividad de

la enzima.
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Grafico IV. Tiempo de exposicién vs concentracion obtenida

Tabla Xlll: Determinacién de la actividad proteolitica de la Bromelina en tres

extractos. (1 hora)

Extracciéon con Etanol 95% Extraccion con Etanol 90 % Extracciéon con Etanol 75 %

Absorbancia Conc.mg/dl Absorbancia Conc. mg/dl Absorbancia Conc. mg/dl

0,676 11,26 0,658 10,80 0,596 9,78
0.670 11,16 0,647 10,62 0,580 9,52

X =10,68 X=11,21 X =0,65 X=10,71 X=0,59 X =9,65

Elaborado por: Del Pezo (2018)

La Bromelina obtenida con Etanol de 75 %, tuvo mejor rendimiento,
hidroliz6 mayor cantidad de enlaces peptidicos, liberando mayor niumero de

aminoacidos
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Tabla IV: Porcentaje de proteina hidrolizada

% Proteinas sin

% Proteinas

Proteinas totales g% hidrolizar hidrolizadas
Ex. carne sin 18 100 0
Bromelina
Ex. méséBSrc())/rJl. Etanol 11,21 62.27 37.73
Ex. mésgaorc())/ron. Etanol 10,71 59,50 40,5
Ex. més7I35rc())/r0n. Etanol 9.65 53.6 46,4

Elaborado por: Del Pezo (2018)

Para poder establecer los porcentajes de hidrolisis se realizé un calculo de

porcentaje tomando como referencia el valor de proteinas del extracto de carne

de bovino (18 g), este valor corresponde al 100 % de la proteinas sin hidrolizar,

luego se relaciona con el remanente de proteina sin hidrolizar en los extractos

sometidos a la accion de la Bromelina, la diferencia constituye la proteina que se

hidrolizo; logrando establecer que el porcentaje de hidrolisis fue mayor con la

Bromelina obtenida a concentracion alcohdlica de 75 %. (46,4 g %)
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Gréfico V Porcentaje de proteinas hidrolizadas y sin hidrolizar
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4.3 Discusién

Bromelina, enzima con accion proteolitica, es utilizada en la industria alimenticia

como ablandador de carnes y en la industria farmacéutica como digestivo.

En la revision del articulo publicado en Journal List. Biotechnol Res int.v2012
sobre las propiedades terapéutica y aplicacion de Bromelina, in vitro e in vivo,
evidencian que esta enzima, tiene actividades fibrinoliticas, antiedematosas,
antitromboticas y antiinflamatorias. No se menciona actividades proteoliticas.
Ademas, Bromelina es considerablemente absorbible en el organismo humano,
sin perder su actividad proteolitica y sin producir ninglin efecto secundario

importante (Pavan et al., 2012).

Segun el articulo de la Revista CYTA Jounal Food, hace referencia que la enzima
Bromelina no solo es utilizada en la industria alimentaria como ablandador de
carnes, en el tratamiento de pescado y otros productos marinos como la
produccién de salsa de ostras sino también en la produccién de galletas para
eliminar el gluten, se la utiliza como sustituto de los sulfitos para impedir el
pardeamiento enzimaticos de los jugos de frutas y las propiedades terapéuticas
como digestivo en tratamiento como la dispepsia, infecciones, edemas post

operatorios y cancer.

De acuerdo a la literatura consultada, no se encontro trabajos similares realizado
por otros autores, relacionado al uso de Etanol, como medio de extraccion de la
enzima Bromelina de la Ananas comosus , para uso como ablandador de carne
La extraccion en el presente trabajo se lo realiz6 con Etanol al 95,90y 75 %. La
disolucién de la enzima Bromelina, se realizd con agua destilada; no se utilizé
agentes protectores de los grupos sulfidrilos (SH) presentes en los centros
activos de la enzima, necesarios para la actividad catalitica; lo que hace suponer
gue la actividad de la enzima puede perderse con el tiempo por la oxidacién de
estos grupos al pasar a la forma disulfuro (S-S). Los agentes protectores de los
grupos (SH) son reactivos como el (3 mercaptoetanol o el Sulfuro de Sodio que

evita la oxidacién de los grupos sulfidrilos (SH) y de esta forma la enzima
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mantiene su poder catalitico més tiempo. Debe mencionarse que muchas enzimas

deben su actividad a la integridad de los grupos sulfidrilos (SH)

Se logré obtener la enzima que ejercié la actividad proteolitica sobre el extracto

acuoso de carne, segun se muestra en Resultados.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Segun los trabajos de investigacion revisados, la pifia contiene en todas
sus partes, pulpa, tallo y corteza la enzima llamada Bromelina que es una proteasa

y que tiene funcion de hidrolizar los enlaces peptidicos de las proteinas.

Los objetivos planteados en este trabajo fue determinar la actividad

proteolitica de la enzima Bromelina, obtenida de la corteza de la pifia.

Segun los resultados se concluye lo siguiente:

» La concentracion de proteinas totales, por el método de Biuret en el

extracto acuoso de carne de bovino, fue de 18.04 g.

» La concentracién de proteinas totales por el método de Lowry, fue de
222,58 mg/dl de la enzima Bromelina obtenida con Etanol de 95 %; de
395,82 mg/dl con Etanol de 90 % y de 336,85 mg/dl, con etanol de 75 %.

» Hubo mayor actividad enzimatica con el extracto de Bromelina extraida con
etanol de 75%, hidrolizando un mayor numero de enlaces peptidicos y por

tanto disminuye la dureza de la carne.

> Después de la accion proteolitica de la Bromelina en los extractos acuosos
de la carne, quedd un remanente de proteinas totales de 11,21g (con
Etanol al 95%); 10,71 g (con Etanol al 90%) y 9,66 g (con Etanol al 75%)
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» La actividad proteolitica de la Bromelina es: 37,73 % con el (extracto
enzimatico de Bromelina obtenido con Etanol (eeB) 95%); de 40,05 % con
(eeB al 90%); y 46,4 % con (eeB al 75%). En consecuencia la terneza de

carne bovina sera mejor, con el eeB al 75%.

» Después de la accion proteolitica de la Bromelina extraida con Etanol de
95%, la concentracion de proteinas fue de 17.63 g (15 minutos); de 17 g
(30 minutos); de 13,36 g (45 minutos) y 11,26 g (60 minutos), en relacién
con los 18 g de proteinas del extracto acuoso de carne. En consecuencia,

a mayor tiempo mayor actividad proteolitica de la enzima Bromelina.

5.2 RECOMENDACIONES

» Se recomienda realizar estudios bioquimicos a concentraciones no
estudiadas de etanol para valorar la accion proteolitica de la enzima

Bromelina y otras enzimas de origen vegetal.

» Realizar estudios sobre la cinética de la enzima Bromelina y obtener los
parametros como la constante de Michaelis — Menten (Km) y velocidad

maxima.

» Probar otros procedimientos de extraccion que mejoren el rendimiento de

la enzima.
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ANEXOS

Anexo |: Obtencion de la enzima Bromelina a partir de la corteza Ananas

comosus (pifia) variedad Perolera

Seleccién de la pifa Pelado de la pifia

Separacion de la corteza Picado de la corteza
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Triturado de la corteza Filtrado del triturado

Medir volumen Agregar Etanol
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Anexo Il: Obtencion del extracto acuoso de carne de bovino

Triturado de la carne Extracto acuoso de carne

Anexo lll: Determinacién de proteinas totales en el extracto acuoso de
carne por el método de Biuret

Extracto acuoso de carne Reaccion positiva

58



Anexo |V: Determinacién de proteinas totales en el extracto acuoso de

Bromelina por el método de Lowry

Extracto acuoso de Bromelina Reaccion positiva para Bromelina

Anexo V: Determinacion de la actividad enzimatica de la Bromelina sobre el

extracto acuoso de carne por el método de Biuret.

Extracto de carne con Bromelina Incubar en bafio Maria 37°C

59



Complejo enzima - sustrato Hidrdlisis en 15 minutos

Hidrolisis en 30 minutos Hidrolisis en 45y 60 minutos
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Anexo VI. Calculo para la determinacion de proteinas totales por el método

de Biuret

Curva estandar para proteinas totales método de Biuret

Abs Abs 2 ~ Abs [mg/dl] BSA
0 0 0 0
0,058 0,065 0,0615 10
0,13 0,128 0,129 20
0,224 0,21 0,217 30
0,273 0,269 0,271 40
0,341 0,337 0,339 50
> 1,0175 150
m= 0,0069
R= 0,99851652

Curva estandar para proteinas totales método de

/'

y = 0,0601x - 0,0004
R2 = 0,9999

Absorbancia

Biuret

Concentracion [mg/dl]

10 12
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Anexo VII. Célculo para la determinacién de proteinas totales por el método

de Lowry

Curva estandar para proteinas totales método de Lowry

Abs Abs 2 = Abs [mg/dl] BSA
0 0 0 0
0,058 0,065 0,0615 10
0,13 0,128 0,129 20
0,224 0,21 0,217 30
0,273 0,269 0,271 40
0,341 0,337 0,339 50
> 1,0175 150
m= 0,0069
R= 0,99851652

CURVA ESTANDAR PARA PROTEINAS TOTALES METODO DE
LOWRY

@
'O 05
c
M 02
0
’5 0,15 y=0,0069%-0,0027
_‘5‘ 01 R? = 0,997
<

0,05

0 10 20 30 40 50 60

Concentracion [mg/dl]
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GLOSARIO

Actividad enzimatica: Medida de la cantidad de enzima activa presente y del
nivel de actividad de la misma, por lo que la medida de la actividad es dependiente
de las condiciones, que deben ser especificadas cuando se dan valores

de actividad.

Aminoéacidos: Molécula organica con un grupo amino (-NH.) y un grupo
carboxilo (-COOH).

Apoplejia: Hemorragia dentro de un 6rgano o una pérdida de la circulacion
sanguinea que se dirige hacia un 6rgano, por un coagulo de sangre que tapona

un vaso Sanguineo.

Catalisis: Proceso por el cual se aumenta la velocidad de una reaccion quimica,
debido a la participacion de una sustancia llamada catalizador y aquellas que

desactivan la catalisis son denominados inhibidores.

Enlaces peptidicos: Enlace quimico que se establece entre el grupo carboxilo de

un aminoacido y el grupo amino de otro aminoacido.

Hidrolisis: Descomposicion de sustancias organicas e inorganicas complejas en

otras mas sencillas por accién de agua.

Péptidos: Tipo de moléculas formadas por la union de varios aminoacidos

mediante enlaces peptidicos.

Proteolisis: Degradacion de proteinas ya sea mediante enzimas especificas,

llamadas peptidasas, o por medio de degradacion intracelular.

Sustrato: Molécula sobre la cual actla una enzima.

Terneza: Dificultad o la facilidad con la que una carne se puede cortar o masticar.
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ABREVIATURAS

BSA: Albumina Sérica Bovina.

CC.QQ.: Facultad de Ciencias Quimicas.

CRA: Capacidad de Retencion del Agua.

DEAE: Dietilaminoetil.

EeB: Extracto Enzimatico de Bromelina obtenido con Etanol.

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion.

GDU: Unidades de Disolucién de Gelatina.

Km: Constante de Michaelis — Menten.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

SDS-PAGE: Sodio Dodecilsulfato- Poliacrilamida por Electroforesis en Gel.

UG: Universidad de Guayaquil.

64



