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RESUMEN

Se extrajo la enzima proteolitica localizada en el eje de inflorescencia y
exocarpo de la piia (Ananas comosus). Estos son desechos de su proceso de

manufactura y se aplican a la industria panificadora.

Todos los objetivos se realizaron con el eje de inflorescencia y exocarpo
de la pifia (Ananas comosus). Debido a que se elaboré una comparacion entre

la enzima extraida de cada segmento de la pifia.

Se evaluo la solubilidad de la bromelina en dos solventes diferentes:
acetona y etanol. Estos se utilizaron a dos distintas concentraciones a 75 % v/v
y 50 % v/v. Se peso el precipitado obtenido, para evaluar cual de los dos
solventes fue el més eficiente en la extraccion. Se llego a la conclusion que el
mejor solvente para la extraccion es la acetona al 50 % con la cual se obtuvo un
rendimiento de eje de inflorescencia de 0,39 mg/mL y de exocarpo de 0,333

mg/mL.

Se realiz6 una cuantificacion de proteinas en cada muestra por medio del
método de Biuret. Se realizaron varias soluciones usando como patron una
soluciéon estandar de albumina. A estas soluciones se les midio la absorbancia
para construir una curva de calibracion de proteinas totales y determinar la
concentracion de proteinas en cualquier muestra incégnita. Se midio el
absorbancia en una muestra de eje de inflorescencia y exocarpo en las cuales

se obtuvo una concentracién de 0,335 mg/mL y 0,382 mg/mL respectivamente.
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También se evalud la actividad enzimatica usando la caseina como
sustrato. Se utilizaron disoluciones de caseina y disoluciones buffer de fosfatos
las cuales se mezclaran con el extracto. Se adicion6 TCA para detener la
reaccion y determinar la actividad enzimatica del extracto. Se encontraron las
actividades enzimaticas tanto del eje de inflorescencia como del exocarpo de la
pifia las cuales fueron de 1 420,187 CDU y 1 269,103 CDU respectivamente.

Se determind la pureza de la enzima extraida por medio de las proteinas
totales y la actividad enzimética encontrada anteriormente dando asi una
actividad especifica del eje de inflorescencia de 475,76 CDU/mg y del exocarpo
de 0,127 CDU/mg.

Se utilizé la enzima extraida con el objetivo de preparar pan francés y de
manteca y determinar, por medio de pruebas organolépticas, cual es la reaccion
gue tiene la masa en presencia de esta enzima. Se obtuvieron las mejores
caracteristicas del pan de francés al 1 % y del pan de manteca al 0.5 % de

concentracion de enzima extraida.

XVI



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad enzimética de la bromelina en el eje de inflorescencia
y exocarpo del fruto de la pifia (Ananas comosus) provenientes de un sistema
de manufactura de rodajas de mesocarpo enlatado, para posible aplicaciéon en

la industria panificadora.

Objetivos especificos

1. Evaluar la solubilidad de la enzima proteolitica en dos diferentes

solventes (etanol y acetona).

2. Determinar la concentracion de la enzima proteolitica en la fraccion

soluble del eje de inflorescencia y del exocarpo del fruto.

3. Evaluar la actividad enzimatica en la fraccidn soluble del eje de

inflorescencia y del exocarpo del fruto por medio espectrofotométrico.
4. Determinar la pureza de la enzima proteolitica extraida en la fraccion
soluble del eje de inflorescencia y del exocarpo del fruto utilizando la

actividad enzimatica y la cantidad de proteinas totales.

5. Evaluar las caracteristicas fisicas y gustativas del pan con la enzima

extraida por medio de pruebas organolépticas.
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Hipotesis

Cientifica

Es posible extraer la enzima proteolitica existente en el eje de
inflorescencia y en el exocarpo de la pifia (Ananas comosus) para lograr una
ruptura en la estructura del gluten y asi ser utilizada en la industria panificadora

para mejorar la plasticidad de la masa.

Estadistica

o Hipotesis de Investigacion (H;):

Hi, 1  La solubilidad de la enzima proteolitica encontrada es igual en los
dos tipos de solvente.

Hi, 2 La concentracién de la enzima proteolitica varia significativamente
dependiendo de la parte del fruto de la pifia de la cual se extrae.

Hi, 3 La actividad enzimatica varia dependiendo de la parte del fruto de
la pifia que se extrae.

Hi, 4 La adicion de la enzima proteolitica presenta una gran mejora en

las propiedades organolépticas del pan.
o Hipotesis nula (Ho):
Ho, 1 La solubilidad de la enzima proteolitica encontrada en la pifia
(Ananas comosus) no es igual, en los dos tipos de solvente.

Ho, 2 La concentracion de la enzima proteolitica no cambia

dependiendo de la parte del fruto de la pifia que se extrae.
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Ho, 3 La actividad enzimatica no varia dependiendo de la parte del
fruto de la pifia que se extrae.
Ho, 4 La adicion de la enzima proteolitica no presenta mejora en las

propiedades organolépticas del pan.
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INTRODUCCION

La pifia es un cultivo de mucha importancia entre las frutas tropicales
ocupa un lugar preferencial. En los ultimos afios la exportacidon y produccion de
la pifia han crecido de una manera acelerada, debido al incremento de las areas
de siembra en Guatemala. La pifia es una planta con gran contenido nutricional,

siendo un beneficio para el consumidor.

La demanda de productos procesados de pifia, en los ultimos tiempos,
ha crecido significativamente en Guatemala, asi como los desechos industriales
gue son subproductos de estos procesos de manufactura. En la actualidad se
han hecho estudios acerca de las propiedades de estos subproductos, para
elaborar nuevos productos aprovechables y asi cerrar el ciclo de produccién de

la pifia.

Las proteasas son enzimas proteoliticas que cumplen un papel
importante en reacciones propias del metabolismo humano; estas actian
rompiendo los enlaces peptidicos de las proteinas para liberar los aminoacidos.
Pueden romper todas las proteinas a menos que sean parte de una célula viva.

La pifia es una fuente importante de una proteasa llamada bromelina.
Esta puede ser extraida de varias partes de la pifia, tales como: el tallo,
exocarpo, eje de inflorescencia y la pulpa. La bromelina es una enzima que
puede utilizarse para la elaboracion de muchos productos, en diversas

industrias tales como las de alimentos, farmacéuticas, entre otras.
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El desarrollo de este trabajo de investigacion se basa en la industria
panificadora, debido a que la bromelina es una proteasa que rompe la
estructura del gluten en la harina, y logra una mayor plasticidad en la masa.
Esto da como resultado un pan mucho mas agradable para el consumidor

debido a que cambia la textura y el sabor.
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1. MARCO CONCEPTUAL

1.1. Antecedentes

A nivel mundial en los ultimos afios se han hecho muchos trabajos de
investigacién con respecto al tema propuesto para este proyecto. Carvajal y
otros en el 2010, indica que la pifia se utiliz6 como planta medicinal en varias
culturas. La bromelina es una cisteino-proteasa extraida de plantas de la familia
Bromeliaceae. Como resultado de su investigacion mencionan que el preparado
obtenido por intercambio i6nico es un producto heterogéneo en actividad
proteolitica, que cuenta con una actividad especifica alta. Esta identificacion
demuestra un control de preparados enzimaticos, indicando su potencial para

usos industriales.

En el 2010 Gautam y otros, mencionan a la bromelina como la principal
proteina aislada a nivel industrial de la pifia (Ananas comosus). El estudio tenia
como objetivo comparar la cantidad y cantidad de bromelina presente en el tallo
y fruta de la planta. La bromelina se extrajo por medio de una solucién de buffer
acuosa amortiguadora, la purificacién se realiz6 por medio de centrifugacion,

técnica de precipitacion de sales, didlisis y cromatografia de intercambio iénico.

La actividad enzimatica que presentaba la bromelina fue probada por
medio del método de hidrolisis en la gelatina. Llegaron a la conclusion que la
cromatografia de intercambio i6nico con dietilaminoetil celulosa mantiene la
integridad estructural de la bromelina purificada. También se encontré que la

mayor actividad enzimatica fue encontrada en el fruto de la pifia.



Maria Elena Ramos, en la investigacion sobre la obtencion de bromelina
a partir de desechos agroindustriales de la pifia, indica como resultado que se
realizaron varios tratamientos, observando mayor actividad enzimatica de la
bromelina extrayéndola con acetona y el jugo de la cascara. Establecieron que
en la corona hay muy poca cantidad de enzima y muy poca actividad

enzimaética.

Dispusieron que la generacion de hidrolizados proteicos se podrian hacer
in situ, o realizando extracciones a través de un proceso tecnologico con

precipitaciones con disolventes como acetona y vinagre.

En el articulo publicado por la Universidad de Ciego de Aguila se
encuentra una forma alternativa de extraccion de bromelina. La innovacion es
que utilizan valores de pH &cido que minimizan la autoprotedlisis y utilizan

protectores de grupos SH centro activo de la enzima.

Lamsal B.P, en su articulo, cambi6 las propiedades de la harina de soya
por medio de bromelina al 2 % y 4 % de grados de hidrolisis. Se determinaron
solubilidades en agua, deformaciones y viscosidades aparente de hidrolizados.
Se utilizaron rangos de pH entre 3-7 y mejoraron los resultados de la hidrolisis.
Los resultados sugieren que la hidrolisis producida por la bromelina es limitada
en la harina de soya.



1.2. Justificacion

Guatemala es un pais en el cual la industria de la pifia es muy importante.
El pais cuenta con 6 524 fincas, las cuales albergan en total una superficie
cultivada de 12 524 manzanas cuadradas; en las cuales se producen 8,11
millones de quintales de pifa cultivada.

Del total de fincas cultivadoras de pifia el 54 % estan ubicadas en Alta
Verapaz, 11 % en Suchitepéquez 8 % en El Progreso e Izabal 7 % en Escuintla
6 % en Quiché 5 % en Petén y Unicamente, 1 % en Quetzaltenango. Sin
embargo, aunque la mayor concentracién de fincas este en Alta Verapaz, eso
no quiere decir que es el departamento con mayor producciéon. Quetzaltenango

es el de mayor produccién.

En la actualidad existen 15 empresas exportadoras de pifia o de
derivados y preparados de la pifia, indicando que es un fruto con mucha

demanda en el pais.

Este trabajo de investigacion es de interés debido a que estas
empresas productoras de derivados y preparados de la pifia tienen muchos
desechos industriales, los cuales son una pérdida econdmica para la empresa
asi como una fuente de contaminacion industrial. Se desea cerrar la cadena
productiva de la pifia para maximizar el rendimiento productivo de la pifia en la

industria.

El eje de inflorescencia y la cascara de la pifia son los dos desechos
industriales mas predominantes en esta industria. Estos tienen muchas
caracteristicas que pueden ser explotadas para utilizarlas como un subproducto

de estos procesos industriales.



Estos dos desechos tienen muchas propiedades entre las cuales esta la
bromelina, siendo una enzima conocida por sus varias aplicaciones en varias
industrias. Se utiliza como ablandador de carnes, suplemento alimenticio y

como aditivo en la industria panificadora.

En la industria panificadora se utilizan muchos aditivos. Quimicos y a
veces son muy caros, lo cual disminuye las utilidades del producto. Por lo tanto

se quiere proponer una alternativa natural y econémica.

Esta investigacion pretende estudiar métodos de extraccion de la enzima
en los dos desechos y evaluar cual de las dos es mas viable para una posible
utilizacién en la industria panificadora. Se determinara la concentracion de la
enzima y su actividad enzimética en el eje de inflorescencia y la cascara

evaluando cudl es mejor procesar en la industria.

1.3. Determinacion del problema

Lo primordial para empezar a desarrollar un trabajo de investigacion es

determinar el objeto de estudio.

1.3.1. Definicién

¢Es posible evaluar la actividad enzimatica en los diferentes segmentos
del fruto de la pifia (Ananas comosus) provenientes de un sistema de
manufactura de rodajas de mesocarpo enlatado para obtener una posible

aplicacion en la industria panificadora?



1.3.2. Limitacion y alcance

En esta seccion se explican todas las limitaciones y alcances que tiene

este trabajo de investigacion.

1.3.2.1. Limitacién

Se contara con limitaciones tanto econémicas como materiales.

Los recursos materiales y econoémicos, el espacio fisico, cristaleria,
reactivos y andlisis quimicos seran facilitados por el laboratorio de Analisis
Fisicoquimicos de la seccidon de Quimica Industrial del Centro de

Investigaciones de Ingenieria.

En cuanto a la materia prima, ejes de inflorescencia y cascara de la pifia

seran facilitados por la empresa de Alimentos Montesol, S. A.

1.3.2.2. Alcance

Se tendra una alternativa para disminuir la contaminacioén a nivel industrial,
debido a que se utilizara los desechos obtenidos en la manufactura de la pifia
en almibar para obtener nuevos subproductos. En este caso se tendra la
posibilidad de aislar la bromelina, siendo una enzima proteolitica muy buena y

gue se desperdicia con los desechos de la pifia.

Al aislarla se aplicard en la industria panificadora, pues es una de las
industrias mas grandes, mas adelante, ayudara al desarrollo de una nueva

formulacién para obtener un producto mas saludable y de mejor calidad.






2. MARCO TEORICO

2.1. Pifia

La pifia pertenece a la familia de las Bromiliaceae. Es una planta
procedente de las zonas tropicales y subtropicales de Brasil y Paraguay, las
cuales son las regiones del mundo climaticamente aptas para su cultivo

comercial.

En Guatemala, la altura y altitud apropiada para el cultivo de la pifia esta
entre un intervalo de 1-1 000 pies sobre el nivel del mar. La temperatura ideal
para este cultivo esta entre 21-27 °C , a esta temperatura la concentracién de
acido en la pifia se reduce, lo cual es beneficioso, ya que si la temperatura es
menor a los 21 °C la fruta tiende a tener una gran cantidad de acido y se vuelve

baja en azlcares.

Se ha identificado cerca de 40 variedades de pifia, pero Unicamente tres
son de importancia comercial a nivel mundial, estas son: Smooth Cayenne,
Queen y Red Spanish. La primera es la mas difundida tanto en fruta fresca
como en conserva. Es importante mencionar la variedad “Del Monte Gold” de
reciente introduccion a los mercados (mayo de 1996). Esta variedad cuadriplica
la cantidad de azucar de la pifia tradicional (15 a 18 grados brix en promedio),
tiene la misma cantidad de vitamina C que la naranja y su desarrollo se realiza

en menor tiempo.



2.1.1. Caracteristicas de la pifia

La variedad a utilizar serd cayena lisa. Las hojas tienen bordes lisos, el
fruto es alargado y cilindrico con un peso promedio de 2,4 Kg. Contiene poco
contenido de fibra y alto porcentaje de jugo, la cascara es lisa y contiene una

pulpa blanco-amarillenta.

Para el proceso de enlatado de la pifia se clasifican por medio de su

tiempo de maduracion. Estas se pueden clasificar de la siguiente forma:

Figura 1. Calibre de maduracion de la pifia

Calibre de

Maduracion

Fuente: V. Massey. Maduracion de la pifia.
http://vmasseyors.blogspot.com/2011/12/pina-tropical-ananas-escala.htm.

Consulta: 4 de mayo de 2014.

Se recomienda utilizar el fruto a % de maduracion debido a que en ese
punto contiene los mayores niveles de azuUcares, por lo tanto se puede

aprovechar mucho mas las caracteristicas del fruto.


http://vmasseyors.blogspot.com/2011/12/pina-tropical-ananas-escala.htm

Tabla l. Caracteristicas de la pifia Cayena Lisa

| CARACTERISTICA|| CayenaLisa H

| Peso (K ) H 197 H
Diametro: 968
Apical (cm) 13.13
Medio (cm) 1043
Basal (cm)
Longitud (cm) 16.58
Longitud Corona 1.68
(cm)
Profundidad ojos 095
(cm)
Diametro Central 333
(cm)
Porcentaje Pulpa H 65.93 H
Porcentaje Corteza 31.88
Porcentaje Jugo 50.13
Solidos Solubles 15.95
(%Brix)
| Acidez (%) H 058 H
|ssia | 2750 H
| Fibra (%) H 049 H
Color Pulpa Amarillo
Brillante

Fuente: PRONAGRO. Parametros de comercializacion de la pifia.
http://pronagro.sag.gob.hn/assets/display-anything/gallery/1/513/PARAMETROS-DE-
COMERCIALIZACION-DE-LA-PINA-MD2.pdf /. Consulta: 6 de mayo de 2014.



2.1.2. Propiedades

La pifia posee minerales como potasio, magnesio, calcio, hierro y sodio,
asi como vitaminas A, C y acido fdlico, y aunque los contenidos de estos
nutrientes no son en realidad tan espectaculares como ocurre en otros frutos, si

es muy destacable su principal activo: la bromelina.

Tabla Il. Beneficios nutricionales de la pifia

Contenido Unidad Valor

Energia Kcal 45.00
Proteina Q 0.50
Carbohidratos q 11.50
Fibra g 1.20
Calcio mg 1200
Hierro mg 0.50
Magnesio mg 14.00
Sodio mg 3.00
Potasio mg 260.00
Fostoro mg 11.00
Vitamina E mg 0.10
Niacina mg 0.30
Acido Félico Mg 11.00
Vitamina C mg 2000
Vitamina A T} 13.00

Fuente: V. Massey. Propiedades de la pifia.
http://vmasseyors.blogspot.com/2011/12/pina-tropical-ananas-escala.htm.

Consulta: 4 de mayo de 2014.
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2.2. Enzima

Estan compuestas por cadenas de L- aminoacidos unidos
covalentemente en una secuencia definida llamada estructura primaria, y
enrollados en una estructura zwitterionica. También tienen un centro activo,
formado por aminoacidos, que son los responsables de la unién con el sustrato

y catalizan la reaccién caracteristica de cada enzima.

Las enzimas son proteinas altamente especializadas. Su principal
funcion es la catalisis o regulacion de la velocidad de las reacciones quimicas

gue se llevan a cabo en todos los seres vivos.

2.2.1. Reaccidén

En las reacciones catalizadas por una enzima (E) se utilizan varios
términos: los reactivos son denominadas sustratos (S). La sustancia sobre la
que actlia la enzima es modificado quimicamente y se convierte en uno 0 mas

productos (P).
E+S—>[ES|>E+P
El sustrato se une al sitio activo de la enzima y se forma un complejo
enzima-sustrato. El sustrato por accion de la enzima se transforma en un
producto y es liberado del sitio activo.
Mediante el incremento de la concentracion del sustrato, la velocidad de la

reaccion tendera a aumentar, ya que habra mas probabilidad de formacion de

complejos enzima-sustrato, esto ocurrira hasta que no haya mas enzimas
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disponibles para formar complejos enzima-sustrato. Esto indica que las enzimas
son un factor limitante en la reaccion.
Las enzimas actian como catalizadores y disminuyen la energia de

activacion al permitir que gran parte de las moléculas actien al mismo tiempo.

Figura 2. Energia de activacion respecto al uso de enzimas
................................ R s RSN
Energia { A4 ., Sinenzima Energia de activacidn
total i 9 \ / sin enzima
Energia 305, 14 KJ ’ \ ¥ 292,6K)
A
/ \
/ \
) con enzima -
a : \
_______ . /
~ T N
I et a 5 . ‘ Id. con enzima
: " y A
N ) " ! Energia neta
: Nt L 928G
\ i\
A desarrollo de la reaccion B

Fuente: ITESCAM. Enzimas proteoliticas.
www.itescam.edu.mx/principal/sylabus/fpdb/recursos/46007.PDF.
Consulta: 10 de abril de 2014.

2.2.2. Propiedades
Las enzimas tienen la capacidad de acelerar las reacciones quimicas sin

modificar las reacciones, son especificas y solo actlan en ciertos tipos de

reacciones.
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El sustrato se une a un sitio en la superficie de la enzima, denominado

sitio activo, que es en donde toma lugar la catalisis.
2.2.3. Clasificacion
Se clasifican en 6 grupos diferentes dependiendo del tipo de reaccion
que catalicen: 6xido-redactadas, transfer asas, hidrolasas, liasas, isomerasas y

ligasas.

Oxido-reductasas: catalizan las reacciones de Oxido-reduccion que

implican oxigenacion, como las C — H — C — OH. También en todas en
las que se da una eliminacién o adicion de atomos de hidrogeno

equivalentes, asi como CH(OH) —» C = 0.

o Transferasas: son las responsables de la transferencia de una molécula
a otra de diversos grupos, tales como: aldehido, cetona, acilo, azlcar,

fosforilo, entre otras.
o Hidrolasa: los grupos hidrolizables son muy extensos e incluyen ésteres,
amidas, péptidos y otras funciones que contienen grupos C — N,

anhidridos, glicésidos, y otros.

o Liasas: son las encargadas en catalizar las reacciones de adicion o

formacion de dobles enlaces, talescomo C =C,C=0yC =N.

o Isomerasas: catalizan diversos tipos de isomerizaciones incluyendo la

racemizacion.

13



o Ligasas: estas enzimas son nombradas frecuentemente sintetasas miden

la formacion de enlaces C —0,C—S yC — N.

Las proteasas son enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las
proteinas. Para hacerlo usan la molécula de agua y por lo tanto se clasifican

como hidrolasas.

2.3. Bromelina

La enzima llamada bromelina se obtiene del jugo, pulpa, tallo o cascara
de la pifia (Ananas comosus). Es una glicoproteina del grupo de las cistein
proteasas. Esta enzima actla preferentemente sobre los aminoacidos basicos y
aromaticos de las proteinas. El pH Optimo varia en el rango de 5-8. Es una
proteina constituida por aminoacidos que se encuentran enrollados en dos
partes separadas por un puente que tiene un lugar activo con un grupo tiol (SH)

libre.

Figura 3. Estructura de la bromelina

Fuente: PULIDO A. Propiedades de la bromelina.
www.itzamna.bnct.ipn.mx8080/dspace/bistream/123456789/7327/1/.pdf
Consulta: 5 de abril de 2014.
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Tabla 111. Concentraciones de bromelina en los segmentos de la pifia

PARTE DE BROMELINA (1) ACTIVIDAD (2)
LA PLANTA

TALLO

Parte Baja 0.25 138
Parte Alta 0.16 1309
Tallo verde 0.14 51.44
HOJAS 0.11 8433
FRUTO

VERDE

Corona 0.14 235.6
Fiel 0.17 346.4
Pulpa 0.08 449.8
FRUTO

MADURO

Corona 0.04 137.3
Picl 0.18 2783
Pulpa 0.13 336.9

Fuente: PULIDO A. Propiedades de la bromelina.
www.itzamna.bnct.ipn.mx8080/dspace/bistream/123456789/7327/1/.pdf
Consulta: 5 de abril de 2014.

2.3.1. Propiedades

La bromelina es una enzima glicoproteina que tiene un oligosacarido por
molécula, el cual esta unido por covalencia a la cadena peptidica. La enzima
localizada en el tallo tiene un grupo sulfhidrilo reactivo por molécula, el cual es
esencial para que se dé la catdlisis enzimatica. Los principales aminoacidos
contenidos en la bromelina son: arginina, acido aspartico, serina, alanina,

valina, glicina, metionina, amonio y glucosamina.
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Tabla IV. Propiedades fisicas de la bromelina

PROFIEDADES TALLO DE PINA
Peso molecular 33000 Da
Color Blanco
Estado Polvo
Olor y sabor Caracteristico
Solubilidad En agua
pH optimo 7
Temperatura de inactivacion 70°C -~

Fuente: PULIDO A. Propiedades de la bromelina
www.itzamna.bnct.ipn.mx8080/dspace/bistream/123456789/7327/1/.pdf
Consulta: 5 de abril de 2014.

2.3.2. Aplicaciones de la bromelina

En alimentacién se utiliza como ablandador de carnes, en el tratamiento
de pescados y otros productos marinos como la produccién de salsa de ostras,
en la fabricacion de galletas (para la eliminacién del gluten), ademas del
sustituto de los sulfitos empleados para impedir el pardeamiento de los jugos de

frutos y del vino blanco, para la clarificacidon de la cerveza.

En la industria farmacéutica se emplea como digestivo en el tratamiento
de dispepsias, como antiinflamatorio y como antiedematoso. También en
tratamientos contra las infecciones, celulitis, la forunculosis, la ulcerosis, los

edemas postoperatorios y también en tratamientos contra el cancer.

En el laboratorio se usa en la fabricacion de peptonas, que formaran parte
de medios de cultivo, en la produccion de aminoacidos y péptidos y en el

estudio de la composicion de las proteinas.
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La bromelina es una enzima extraida fundamentalmente de los residuos
de las plantaciones de pifia. Es interesante destacar que también puede ser
exprimida con altos rendimientos de los residuos en las fabricas de enlatado de
pifia, contemplando esta extraccion como una actividad paralela para la

obtencién de un subproducto de alto valor afiadido.

2.3.3. Aditivos alimentarios

De acuerdo con el Comité de Proteccién de Alimentos y Nutricion, los
aditivos alimentarios se definen como una sustancia o mezcla de sustancias,
gue no siendo un alimento basico, se encuentran presentes en ellos, como
resultado de cualquier aspecto de produccion, procesamiento, almacenado o

empacado. Este término excluye contaminantes.

Desde tiempos prehistéricos, los productos quimicos han sido afiadidos a
los alimentos para llevar a cabo funciones especiales. Aunque los alimentos no
poseen aditivos originalmente son procesados y convertidos en una gran

variedad de productos, incrementando la variedad y su uso.

Hoy en dia se encuentran mas de 2 500 aditivos que intencionalmente
agregados a las comidas para inhibir un efecto. El uso de estos aditivos es bien
aceptado, pero con controversias. Ya que algunos de ellos tienen beneficios

potenciales y riesgosos.

2.3.4. Antioxidantes

Los mecanismos de las reacciones de oxidacion son las que promueven el
decrecimiento de la calidad de los productos alimentarios, como pasa con la

quimica de oxidacion de los lipidos.
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La oxidacion de lipidos se realiza en forma multietapas, con mdltiples
factores de proceso. En alimentos, las variables relacionadas incluyen la de los
acidos grasos, susceptibilidad, estructura molecular y, estado fisico de los
lipidos, iniciacion de reacciones de peroxido de hidrégeno (ROOH) y la

descomposicion catalitica (metales).

2.3.5. Acido asco6rbico

Es un sélido cristalino que se descompone alrededor de 160 °C. Es un
antioxidante natural, extremadamente insoluble en grasas. Fue probado por
primera vez como antioxidante para mejorar la durabilidad de la mayonesa.
Funciona sinérgicamente con la mayoria de los antioxidantes de origen fendlico,

pero no con el acido galico.

El acido ascérbico tiene estatus GRAS (generalmente reconocido como
seguro) como uso de preservantes (segun la 2.1 CFR 182.3013) y no existen

restricciones en los niveles de uso para este agente.

Los reportes sugieren que los niveles mas bajos son de 100 ppm para
efectos como antioxidante, usualmente descritos; la concentraciones mas altas
son con 2 000 ppm. El pH 6ptimo de actividad es alrededor de 3-4, con una
solubilidad en agua de 33 g/ml.

El 4cido ascorbico ha sido utilizado como agente antipardeamiento por
mas de 50 décadas y sigue siendo el mas utilizado frecuentemente como
alternativa a los sulfitos. A eso se debe el uso cotidiano del limon en las
cocinas, durante la preparacion de comidas. Alrededor de 3,5 mg de &cido
ascorbico es necesario para evitar la oxidacién en un centimetro cubico de un

producto enlatado.

18



2.3.6. Antimicrobianos

Los seres humanos tienen que estar atentos a preservar los productos
alimenticios de microorganismos perjudiciales desde tiempos prehistoricos.
Procesos como de calentamiento, deshidratacion, fermentacion y refrigeracion,
han sido usados para prolongar la vida de anaquel de los productos

alimenticios.

Algunos preservantes quimicos de comida, como la sal, nitritos y sulfitos
han sido utilizados por muchos afios. Sin embargo, algunos tienen un uso
frecuente hasta ahora. Una de las razones por la que se incrementd su uso es

el cambio en la forma de producir y comercializar.

Hoy en dia, los consumidores esperan los alimentos estén disponibles por
afios y que se encuentren libres de enfermedades patdgenas y con una vida

razonable de anaquel.

Existen algunas mejoras realizadas usando un empaque y sistemas de
procesamiento para preservar alimentos sin quimicos. En el presente los
preservantes antimicrobianos en las comidas juegan un papel significante en la

proteccioén de los alimentos.
2.3.7. Acido citrico
El acido citrico es un popular acidulante, por su versatilidad y flexibilidad,
es utilizado en muchos procesos de fermentacion. Tanto el acido citrico como

su sal son comunmente usados como componentes organicos en los alimentos

e industria farmacéutica.
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También es de amplia importancia en la industria metalUrgica e industrias
quimicas. Tanto el &cido citrico tiene tres grupos COOH que dan el caracter

acido.

El &cido citrico es uno de los mas importantes. La produccion global es
estimada alrededor de 620 000 toneladas métricas por afio y representa el 60 %

de toda la comida utilizada alrededor del mundo.

La produccion entera de &cido citrico es llevada a cabo por fermentacion.
Los pKs del &cido citrico son pK1l = 3,14, pK2 = 4,77, pK3= 6,39, y es

fuertemente disociado adentro de las células de los microorganismos.

2.4. Solvente

Los solventes son compuestos organicos basados en el elemento quimico
carbono. Estas sustancias que expelen vapores a temperatura ambiente
(solventes volatiles como la nafta o la acetona) o que son en si mismas gases
(butano, propano) pueden ser inhalados a través de la boca o nariz generando

un efecto psicoactivo.

24.1. Disolventes polares: son los solventes en los cuales las
moléculas tienen una distribucion de la nube electronica
asimétrica; por lo tanto, la molécula presenta un polo
positivo y otro negativo, separados por una cierta distancia,

indicando que hay un dipolo permanente.

24.1.1. Disolventes polares préticos: son los

solventes que contienen un enlace del O-H o
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del N-H, asi como agua (H-O-H), etanol (CH3-
CH2-OH) y acido acético (CH3-C(=O)OH).

2.4.1.2. Disolventes polares  aproticos: son
disolventes polares que no tiene enlaces O-H
0 N-H. Este tipo de disolvente que no dan ni
aceptan protones. La acetona (CH3-C(=0)-

CH3) es un ejemplo.

2.4.2. Disolventes apolares: son disolventes de tipo orgénico y
cuyas moléculas tienen una distribucion de la nube
electronica simétrica; por lo tanto, estas sustancias carecen
de polo positivo y negativo en sus moléculas, y no pueden

considerarse dipolos permanentes.

2.5. Actividad enziméatica

Puede ser expresada en moles, como las de cualquier compuesto

qguimico, o pueden ser cuantificadas en términos de su actividad enzimatica.

La actividad enzimatica es la medida de la cantidad de enzima activa
presente en una muestra, al igual que el nivel de actividad de la misma, por lo

cual es muy dependiente de las condiciones de medicidn.

2.6. Espectrofotometria

Es uno de los métodos de analisis mas usados, y se basa en la relacion
gue existe entre la absorcion de luz por parte de un compuesto y su

concentracion. Cuando se hace incidir luz monocromatica (de una sola longitud
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de onda) sobre un medio homogéneo, una parte de la luz incidente es
absorbida por el medio y otra transmitida, como consecuencia de la intensidad
del rayo de luz sea atenuada desde P, a P, siendo P, la intensidad de la luz
incidente y P la intensidad del rayo de luz transmitido. Dependiendo del
compuesto y el tipo de absorcion a medir, la muestra puede estar en fase
liguida, sélida o gaseosa. En las regiones visibles y ultravioleta del espectro
electromagnético, la muestra es generalmente disuelta para formar una
solucion. Cada sustancia tiene su propio espectro de absorcion, el cual es una
curva que muestra la cantidad de energia radiante absorbida. Absorbancia por
la sustancia en cada longitud de onda del espectro electromagnético, es una
determinada longitud de onda de la energia radiante, cada sustancia absorbe

una cantidad de radiacidén que es distinta a la que absorbe otro compuesto.

Figura 4. Espectro de absorcion de dos compuestos distintos

Absorbancia (A)

Longitud de Onda {nm)

Fuente: L. Pecsok ,Robert y Shields ,L. Donal. Métodos modernos de analisis quimicos.

Espectro de absorcién. p. 34.

2.6.1. Transmitancia
A medida que un haz de luz atraviesa un medio absorbente, la cantidad de

luz absorbida en cualquier volumen es proporcional a la intensidad de luz

incidente multiplicado por el coeficiente de absorcién. Consecuentemente, la
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intensidad de un haz incidente decae exponencialmente a medida que pasa a

través del absorbente.

La transmitancia puede ser expresada como la intensidad de la radiacion

incidente.

2.6.2. Absorbancia

Medida de la atenuacion de una radiacién al atravesar una sustancia, que
se expresa como el logaritmo de la relaciéon entre la intensidad saliente y la

entrante.

2.6.3. Ley de Lambert — Beer

Dentro de un fotdbmetro se utiliza un haz de luz enfocado de manera
precisa para penetrar el elemento del procesado. Una célula fotoeléctrica de
silicio mide la intensidad resultante de luz. La alteracion de la intensidad de la

luz, causada por la absorcion y difusién esta explicada en la Ley Lambert-Beer.

La Ley Lambert-Beer es un medio matematico de expresar como la
materia absorbe la luz. Esta ley afirma que la cantidad de luz que sale de una
muestra es disminuida por tres fendmenos fisicos: La cantidad de material de
absorcion en su trayectoria (concentracién). La distancia que la luz debe

atravesar a través de la muestra (distancia de la trayectoria 6ptica).

La probabilidad de que el foton de esa amplitud particular de onda sea

absorbido por el material (absorbancia o coeficiente de extincion).
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3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Variables

Al estudiar y analizar la informacién encontrada con respecto a esta
investigacion se identificaron varias variables dependientes e independientes

gue se tendran que controlar a lo largo de esta investigacion.

Tabla V. Variables independientes
Num. Variable Dimensional | Constante Variable Descripcion

Concentracion de Concentracion de los distintos

1 % V/V X
solvente solventes
Temperatura del proceso de
2 Temperatura °C X
extraccion

Concentracion de Concentracién de albumina para

3 solucién de mg/mL X | determinar concentracién de la
albumina proteina
Volumen del Volumen del reactivo para

4 mL X

reactivo de Biuret reaccionar con la albdmina
5 Tiempo min X Tiempo de incubacidn

Concentracion de Concentracién de caseina para

%p/p | X
6 caseina determinar actividad enzimatica
Volumen de Volumen para realizar pruebas
mL X

7 bromelina organolépticas

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VI. Variables dependientes
NUm Variable Dimensional | Descripcion
. Precipitado
Precipitado _
' mg | obtenido de la
1 obtenido y
extraccion
Absorbancia Absorbancia
5 de las obtenida de
soluciones las soluciones
Concentracion
Concentracién de bromelina
_ mg/mL )
3 de bromelina obtenida en
cada solucién
o Actividad
Actividad o
o CDU | enziméatica de
4 enzimatica .
cada solucién
Fuente: elaboracion propia.
3.2. Delimitacion del campo de estudio

Es la especificacion de las areas de las cuales forma parte el proyecto de

investigacion asi como el lugar y condiciones en las cuales se ejecutara.

o Campo: ingenieria quimica
. Area : bioquimica
o Industria: tecnologia de los alimentos
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3.3.

Proceso: evaluar la actividad enzimatica de la bromelina en el eje de
inflorescencia y exocarpo del fruto de la pifia (ananas comosus) para
aplicacion en la industria panificadora.

Ubicacion: el exocarpo y el eje de inflorescencia de la pifia (ananas
comosus) de la variedad Cayena Lisa se adquirirdn de los desechos
industriales de la empresa Alimentos Montesol S. A la cual est4 ubicada
en el kilbmetro 1,5 carretera a Barcenas, Villa Nueva, Guatemala. La
harina se adquirira de una venta de suplementos para panificacion en la
zona 2. Todos los analisis fisicos y quimicos seran realizados en el
laboratorio de andlisis Fisicoquimicos del Centro de Investigaciones de la
Facultad de Ingenieria de la Universidad de San Carlos de Guatemala,

Ciudad Universitaria, zona 12, Guatemala.

La preparacion de las muestras de pan para el panel de degustacion se
realizara en una panaderia local ubicada en Residenciales San Angel 3,
zona 2 de la ciudad capital.

Recursos humanos disponibles

Son todas las personas que contribuiran para el desarrollo y cumplimiento

de los objetivos establecidos en el trabajo de investigacion, aportando su

desempeiio y todos sus conocimientos para obtener resultados exitosos.

Investigador: Br. Edna Marina Dardon Juarez.
Asesor: Inga. Qca. Hilda Piedad Palma de Matrtini.

Coasesora: Licda. Ingrid Lorena Benitez Pacheco.

27



3.4. Recursos materiales disponibles

Conjunto de recursos materiales tangibles necesarios para llegar a cumplir

todos los objetivos propuestos en la investigacion.

o Materias primas
o Eje de Inflorescencia de la pifia
o Cascara de la pifia
o Harina
o Reactivos
o) Agua desmineralizada

o) Etanol 50 %y 70 % viv
o Acetona 50 % y 70 % viv

o Acido citrico
o Reactivo de Biuret
o Albumina sérica bovina
o Caseina
o Acido acético 1 M
o Solucion de buffer fosfato pH 6
. Equipo de medicion
o Quimico
. Potenciometro portatil, HAC-LPV-2550T.97.002
= Espectrofotometro Genesys 10UV
o Masico
. Balanza analitica, WPS 750/C/1, RADWAG
o) Volumétrico
" Balon aforado — 100 mL
. Balon aforado — 10 mL
" Pipeta volumétrica 10 mL
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. Probeta -100 mL
. Probeta — 500 mL
" Micropipeta 1000 pL
o Térmico
" Termometro
Equipo auxiliar
o Mecanico
. Extractor de jugo centrifugo, Black & Becker 120 V
. Centifugadora Champion S-50D
o Vidrio

Beaker — 50 mL

Beaker — 100 mL
Beaker — 200 mL
Beaker — 400 mL

Embudo de vidrio

. Vidrio reloj
o Metélico
. Espatula para laboratorio de acero inoxidable
. Cuchara para laboratorio de acero inoxidable
o Plastico
" Agitador magnético
" Colador

= Piseta 500 mL
= Hielera 45,4 L ,Rubbermaid

" Tubos plasticos para centrifugadora de 50 mL

Térmico

o Eléctrico
. Plancha de calentamiento, Fisher Scientific, 11-100-49SH
" Refrigerador
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. Consumibles

o Guantes descartables de latex

o Hielo

o Papel absorbente en rollo de secado
3.5. Técnica cuantitativa y cualitativa

Debido a la naturaleza de la investigacibn se utilizard una técnica
cualitativa y una cuantitativa para llegar al cumplimiento de todos los objetivos

establecidos.
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3.5.1. Técnica cuantitativa

Se utilizé esta técnica debido a que se manejaran resultados numéricos
gue deben de ser tratados con el cuidado pertinente para llegar al cumplimiento

de los objetivos adecuadamente.
Figura 5. Técnica cuantitativa

Inicio

Estudio de las bibliografias
consultadas

A

Disefio experimental

A

Adquisicion de materia prima

v L v
Preparacionde Tratamiento de la Preparacionde
reactivos a utilizar materia prima equipos a utilizar
v v

Andlisis fisicos Andlisis quimicos

|

Procesamiento de
resultados

Fin

Fuente: elaboracion propia, con programa Visio 2013.
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3.5.2. Técnica cualitativa

Para el siguiente procedimiento se realizaran técnicas cualitativas las
cuales seran utiles para manejar todos los resultados de las pruebas

cualitativas.

Técnica cualitativa

Inicio

Estudio de las bibliografias
consultadas

Figura 6.

A 4

Disefio experimental

A 4

Adquisicién de materia prima

v

Preparacion de
reactivos a Utilizar

v

Tratamiento de la
materia prima

v

Preparacion de
equipos a utilizar

v

Anélisis fisicos

v

Fuente: elaboracion propia, con programa Visio 2013.

Anélisis quimicos

l

Pruebas
organolepticas

l

Procesamiento de
resultados
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3.6. Recoleccién y ordenamiento de la informacion
Se realizaran varios procedimientos y se recolectaran todos los datos
obtenidos para tener una base de datos mas ordenados y resultados mas
veridicos.
3.6.1. Objetivo 1
Se realiz6 la extraccion de la enzima proteolitica por medio de dos
solventes: acetona y etanol. Se determind cual solvente es mas eficaz por

medio del peso obtenido de precipitado al terminar la extraccion.

Para llevar a cabo este objetivo se realizo el siguiente procedimiento:

o Extraer el jugo del eje de inflorescencia y del exocarpo de la pifia.

o Filtrar el jugo obtenido.

o Preparar 500 mL de soluciones de etanol y acetona al 75 % v/ivy 50 %
Viv.

o Preparar una solucion de acido ascérbico en acetona y una de &cido

ascorbico en etanol, con una relacion de 0,03 (volumen de preservante

con respecto al volumen de jugo).

o Llevar las soluciones de etanol, acetona y el jugo a una temperatura de
5-10 °C.

o Centrifugar a 4 000 rpm por 20 minutos el jugo.

o Mezclar las soluciones con el jugo en una proporcion de 1:1.

o Centrifugar la mezcla a 4 000 rpm por 20 minutos.

o Dejar reposar la mezcla en tubos para centrifugadora durante 50 horas

manteniendo una temperatura entre 5-10 °C.

o Centrifugar a 4 000 rpm por 25 minutos.
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o Se elimina el sobrenadante y los precipitados se transfieren a vidrio reloj.

o Secar las muestras a 40 °C durante 48 horas.
o Dejarlas enfriar en la desecadora durante 10 minutos.
. Pesar las muestras secas.

3.6.2. Objetivo 2
Para llevar a cabo este objetivo se realiz6 una curva de calibracién de
proteinas totales. Esta fue construida con cantidades conocidas de solucién de

albumina sérica bovina.

Con esta curva se determind la cantidad de proteina en una muestra

incognita.
Para llevar a cabo este objetivo se realiz6 el siguiente procedimiento:
o Se prepararon los siguientes reactivos:
o Albumina sérica bovina:
Se tenia una solucién estandar de albumina de 300 mg/mL, por
lo tanto se hicieron 10 soluciones para realizar la curva, las
cuales fueron de: 0,1 mg/mL, 0,20 mg/mL, 0,30 mg/mL, 0,40

mg/mL, 0,50 mg/mL, 0,60 mg/mL , 0,70 mg/mL, 0,80 mg/mL,
0,90 mg/mL, 1,0 mg/mL.

34



(@]

Reactivo de Biuret:

Se prepararon 250 mL del reactivo de Biuret el cual se realizo

de la siguiente manera:

" Disolucion A: 4,79 g de CuSO, en 27,7 mL de agua

destilada caliente.

. Disolucion B: 4,80 g de citrato sédico y 27,77 g de Na,COs3

anhidro en 222,22 mL de agua destilada caliente.

Se mezclan ambas soluciones y se colocan en un matraz

cubierto para evitar la accion de la luz.
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o Se necesitaran 12 tubos para realizar cada muestra, las proporciones de

cada solucion se presentan en la siguiente tabla:

Tabla VIl.  Concentraciones para método de Biuret
NUm. Agua Muestra Solucion Reactivo de
Tubo destilada proteica estandar Biuret

1 05mL | e | 2mL
2 | 05mL | e 2mL
3 | | 0,1 mg/mL 2mL
4 | | e 0,20 mg/mL 2mL
5 | | 0,30 mg/mL 2mL
6 | | e 0,40 mg/mL 2mL
A B N 0,50 mg/mL 2mL
8 | e | e 0,60 mg/mL 2mL
9 | e | e 0,70 mg/mL 2mL
10 | e | e 0,80 mg/mL 2mL
11 | e | e 0,90 mg/mL 2mL
12 | e | e 1,0 mg/mL 2mL

Fuente: elaboracion propia.

El reactivo de Biuret debe agregarse al mismo tiempo en todas las

soluciones debido a que al momento de agregarlo empieza la reaccion.

1. Se movieron muy bien los tubos en una agitadora durante 10 a 30
segundos.
Se dejaron incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.

3. Se midio la absorbancia de cada solucion en el espectrofotometro para

realizar la curva de calibracion.
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3.6.3. Objetivo 3

Para determinar la actividad enzimatica se realiz6 el siguiente

procedimiento y soluciones:

. Caseina

Se realizé una solucion de caseina al 2 % p/p de la siguiente manera:

o) Se pesaron 2 gramos caseina y se disuelve en 50 mL de agua
destilada.
o Se agreg6é gota a gota una solucion amoniacal hasta que la

caseina quede completamente disuelta.

o) Se puso a evaporar la solucion amoniacal a bafio de maria.
o Se afor6 a 100 mL.

o Precipitante de proteina
o Se prepar6 una solucion de 0,1 M de &cido tricloroacético.
o Se preparo una solucion de 0,2 M de acetato de sodio.
o Se preparo una solucion de 0,1 M de 4cido acético.
¢ Se afora a 500 mL.

o Diluyente de la enzima

o Se preparo una solucion de 0,03 M de L- Cisteina HCL * H,O
o Se preparo una solucion de 0,006 M de EDTA
o Llevar la solucién a un pH de 4,5 con NaOH a 1 N

o Aforar a un volumen de 2000 mL.
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Solucién estandar de tirosina

Se preparo una solucion 50 pum/mL en una solucion de 0,1 N HCL.

Procedimiento

Se disuelve la bromelina sélida en el diluyente de enzima (esta solucion
se debe de utilizar antes de los 30 minutos de ser preparada).

Se agregaron 5 mL de la solucién de caseina en cada tubo de ensayo.
Se coloca en bafio de maria y se lleva a 37 °C por aproximadamente 10
minutos.

Se le agrega 1 mL de la solucién de enzima.

Se mezcla por 10 segundos.

Se regresa, por otros 10 minutos, al bafio maria a 37 °C.

Se agrega 5 mL del precipitante de proteina para frenar la reaccion.

Para hacer el blanco, inmediatamente después de agregar el precipitante
de proteina se agrega 1 mL de solucién de enzima.

Se agitan vigorosamente y se regresan al bafio de maria por 30 minutos.
Luego se dejan enfriar a temperatura ambiente.

Se filtra dos veces al vacio cada muestra.

Se midieron las absorbancias de cada muestra en el espectrofotometro.

Se midieron las absorbancias de la solucién de tirosina.

3.6.4. Objetivo 4

Para determinar la pureza de la enzima proteolitica se determino la

actividad enzimatica especifica, la cual es el niumero de unidades de enzima por

miligramo de proteina. La pureza se determind con el cociente de la actividad

enzimatica y la cantidad total de proteinas.
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3.6.5. Objetivo 5

Se utilizaron las siguientes formulaciones para la fabricacion del pan con

la enzima para determinar la influencia de la bromelina.

Tabla VIIl.  Formulacién para pan francés
Ingredientes Porcentaje % [ Gramo | Libras | Onzas | % Relativo
Agua 53 240,6 0 8,5 31,64 %
Harina dura sol 100 454,0 1 0,0 59,70 %
Levadura fresca 2,50 11,4 0 0,4 1,49 %
Margarina industrial olmeca 10 45,4 0 1,6 5,97 %
Sal 2 9,1 0 0,3 1,19 %
Fuente: elaboracion propia.
Tabla IX. Formulacion para pan de manteca
Ingredientes | Porcentaje % [ Gramo | Libras | Onzas | % Relativo
Agua 32 145,3 0 51 16,12 %
Azucar 20 90,8 0 3,2 10,08 %
Harina suave 100 454,0 1 0,0 50,38 %
Huevos 20 90,8 0 3,2 10,08 %
Levadura 3 13,6 0 0,5 1,51 %
Manteca 20 90,8 0 3,2 10,08 %
Polvo de hornear 25 11,4 0 0,4 1,26 %
Sal 1 4,5 0 0,2 0,50 %

39

Fuente: elaboracion propia.




Tabla X. Porcentajes de bromelina para prueba organoléptica

Tipo de Pan Porcentaje de bromelina extraida
Francés 0,5% 1% 15%
Manteca 0,5% 1% 1,5%
Fuente: elaboracion propia.
3.7. Tabulacidn, ordenamiento y procesamiento de la informacién

Se presentan los cuadros que se utilizaron para la toma de dato de todos
los procedimientos realizados.

3.7.1. Objetivo 1
Los datos obtenidos seran tabulados de la siguiente manera:

Tabla XI. Toma de datos de extraccion con agua

Extraccién con etanol Extracciéon con acetona

75 % viv

50 % viv

75 % viv

50 % v/v

Masa de
precipitado +

agua

Masa de
precipitado +

agua

Masa de
precipitado +

agua

Masa de
precipitado +

agua

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XII.

Toma de datos de extraccion sin agua

Extraccion con etanol

Extraccion con acetona

75 % viv

50 % viv

75 % viv

50 % viv

Masa de

precipitado seco

Masa de

precipitado seco

Masa de

precipitado seco

Masa de

precipitado seco

Fuente: elaboracion propia.
3.7.2. Objetivo 2
Los datos seran presentados de la siguiente manera:

Tabla XIll. Toma de datos de determinacién de concentracién

Tubo NUm. | Concentracion de solucion estandar (mg/mL) | Absorbancia

0,05 mg/mL

0,10 mg/mL

0,15 mg/mL

0,20 mg/mL

0,25 mg/mL

0 N| O O & W N| B

0,30 mg/mL

Fuente: elaboracion propia.
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3.7.3. Objetivo 3

Los datos obtenidos se manejaran de la siguiente forma:

Tabla XIV. Toma de datos para actividad enzimatica bromelina estandar

Muestra | Absorbancia

Blanco
1
2
3

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XV. Toma de datos para actividad enzimética bromelina extraida
eje de inflorescencia

Muestra | Absorbancia

Blanco
1
2
3

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XVI. Toma de datos para actividad enzimética bromelina extraida

en el exocarpo

Muestra | Absorbancia

Blanco
1
2
3

Fuente: elaboracion propia.

3.7.4. Objetivo 4

Se tabularan los datos de la siguiente manera:

Tabla XVII. Toma de datos para determinacion de pureza

Datos Valor

Actividad enziméatica

Proteinas totales

Fuente: elaboracion propia.
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3.7.5. Objetivo 5

Los datos obtenidos se tabularan de la siguiente manera:

Figura 7. Encuesta para prueba organoléptica

Evaluacion sensorial

Tesis titulada: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICAEN LOS DIFERENTE 8 SEGMENTO 5 DEL FRUTO DE LAPIQAI{\.NANAS COMOSU §)
PROVENIENTES DE UN SISTEMADE MANUFACTURADE RODAJAS DE MESOCARPO ENLATADO PARA POSIBLE APLICACION EN LAINDUSTRIA
PANIFICADORA

Edad(afios): [ 25-35 |  35-45 | 4555 55-65 Codige: [ ]

Género: | M | F |

Instrucciones: Marcar con una X la ponderacion preferente

Propiedades del pan :

Mo me agrada ni Meagrada

Color Mo me agrada Meagrada| Meagrada mucho
desagrada levemente
No me agrada ni Meagrada

Olor Mo me agrada e e Meagrada| Meagrada mucho
desagrada levemente
Mo me agrada ni Meagrada

Sabor Mo me agrada g g Meagrada| Meagrada mucho
desagrada levemente
Mo me agrada ni Me agrada

Textura Mo me agrada Meagrada| Meagrada mucho
desagrada levemente

Fuente: elaboracion propia.
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3.8. Analisis estadistico

Es necesario para demostrar la relacion entre las variables a manejar y la

influencia que tienen sobre los resultados obtenidos.

Se utilizé el andlisis de varianza de dos factores.

Este método se basa en el andlisis de varianza de los resultados
obtenidos en una investigacion de dos factores. Se utilizaron varias repeticiones
en un disefio totalmente aleatorio. Se realizaron “n” repeticiones de tratamientos

determinadas por a veces del factor “a” y b veces del factor “b”.

Tabla XVIII. Tratamientos del analisis estadistico

Repeticiones

Tratamientos 1 5 3 5 Totales media
1 Z(ijx) | Z(ijx) | Z(ijx) | Z(ijx) Tj Yi
2 Z(ijx) | Z(ijx) | Z(ijx) | Z(ijx) Tj Yi
a Z(ijx) | Z(ijx) | Z(ijx) | Z(ijx) Tj Yi

Totales T T T )=
Media Vi Yi Yi Yi Z yi = Z Yj

Fuente: WALPOLE, Ronald E. Probabilidad y estadistica para ingenieros. p. 509.
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4. RESULTADOS

4.1. Objetivo 1

Se realizaron las extracciones con los solventes indicados en cada

proporcion y se graficaron los rendimientos obtenidos.

Figura 8. Rendimientos solventes al 50 %

__ 050

—
%, 0.40
£ 030 -

[=]

_S 0.20 - B Acetona 50 %
€ 010 - B Etanol 50 %
£ 0.

3
g 0.00 -
Eje de Exocarpo
inflorescencia
Fuente: elaboracion propia.
Figura 9. Rendimientos con solventes al 70 %

__0.400

E

= 0.300

E

e 0.200 - B Acetona 70 %
c

-g 0.100 - B Etanol 70 %
S 0.000 -

& Eje de Exocarpo

inflorescencia

Fuente: elaboracion propia.
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4.2. Objetivo 2

Se realizd una curva de calibracion con las diferentes concentraciones de

disoluciones para determinar la concentracion de proteina.

Figura 10. Curva de calibracién

Ll 01 0z 03 04 05 06 07 ik 039 10

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XIX. Expresion matemética para la curva de determinacion de la

concentracion de proteina

Linea Ecuacién Intervalo (mg/mL) R?

— | Y =0,333x+0,000067 0-1 0,9977

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XX. Concentracion en las distintas fracciones solubles

Segmento de Contenido
Absorbancia
la pifia (mg/mL)
Eje de
0,113 0,342

inflorescencia

Exocarpo 0,127 0,381

Fuente: elaboracion propia.

4.3. Objetivo 3

Se determiné por el método de coagulacién de caseina la actividad
enzimatica del extracto tanto del eje de inflorescencia como de la cdscara.

Figura 11. Comparacion de la actividad enzimética de los diferentes

segmentos de la pifia

1550

1500

1450

1400 -
M Tedrica

1350 -
M Eje de inflorescencia

1300 -
W Exocarpo

1250 -

Unidad de digestion de Caseina
(CDU)

1200 -

1150 -

Segmento de la piia

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXI. Actividad enzimatica de los diferentes segmentos de la pifia

Segmento de Actividad
Absorbancia
la pifia (CDU)
Eje de
0,542 1420,1876
inflorescencia
Exocarpo 0,489 1269,1038
Teérica | — ---——--- 1500

Fuente: elaboracion propia.

4.4. Objetivo 4

Se determind la actividad enzimatica especifica por medio de la

concentracion de proteinas y la actividad enziméatica para determinar la pureza.

Tabla XXII. Actividad especifica enzimética de los diferentes segmentos

de la pifia
Segmento de Actividad especifica
la pifia (CDU/mg)
Eje de
475,762846
inflorescencia
Exocarpo 484,7976516

Fuente: elaboracion propia.
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4.5. Objetivo 5

Se realizaron graficas de barras para comparar cada una de las

caracteristicas del pan elaborado.

Figura 12. Comparacion de porcentajes con respecto al color del pan
de francés y de manteca realizados a las distintas concentraciones de

enzima de las pruebas organolépticas

50.0
45.0
40.0
35.0 m frances 0,5 %
% 30.0 M Frances 1 %
S
§ 25.0 - M Frances 1,5 %
S 20.0 - B Manteca 0,5 %
15.0 ~ B Manteca 1%
10.0 - ¥ Manteca 1,5 %
5.0 -
0.0 -
tipo de pan

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 13. Comparacion de porcentajes con respecto al olor del pan de
francés y de manteca realizados a las distintas concentraciones de enzima

de las pruebas organolépticas

45
40
35 M Frances 0,5 %
2 30 - M Frances 1 %
8 o5 |
S M Frances 1,5 %
2 20 A
S 15 B Manteca 0,5 %
10 - B Mantecal%
5 ™ Manteca 1,5 %
0 -
Tipo de pan
Fuente: elaboracion propia.
Figura 14. Comparacién de porcentajes con respecto al sabor del pan

de francés y de manteca realizados a las distintas concentraciones de

enzima de las pruebas organolépticas

60
50 M Frances 0,5 %
@ 40 M Frances 1 %
©
25: 30 - ® Frances 1,5 %
E 20 - B Manteca 0,5 %
. 0,
10 - Manteca 1%
0 ® Manteca 1,5 %
Tipo de pan

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 15. Comparacion de porcentajes con respecto a la textura del
pan de francés y de manteca realizados a las distintas concentraciones de

enzima de las pruebas organolépticas

60.0

50.0

M Frances 0,5 %

D
o
o

M Frances 1 %

® Frances 1,5 %

Porcentaje
w
o
o
1

B Manteca 0,5 %

20.0 -
® Manteca 1%
10.0 - = Manteca 1,5 %
0.0 -

Tipo de pan

Fuente: elaboracién propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

La presente investigacion consistio en la evaluacion de la actividad
enzimatica en los diferentes segmentos del fruto de la pifia. Estos, provenientes
de un sistema de manufactura de rodajas de mesocarpo enlatado para posible
aplicacion en la industria panificadora.

Para llegar a cumplir el objetivo de esta investigacion se realizaron
diferentes pruebas asi como la extraccion de la enzima proveniente del fruto.
Estos fueron la determinacion de proteina en el extracto, la comparacion de la
actividad enzimatica del eje de inflorescencia y el exocarpo del fruto, la
determinacién de la actividad especifica de cada segmento y por ultimo la

elaboracién de pan con distintas concentraciones de enzima extraida.

El objetivo 1 fue la evaluacion de la solubilidad de la enzima proteolitica en
dos diferentes solventes. Para esto se utilizaron etanol y acetona como
solventes a dos distintas concentraciones las cuales fueron 50 % y 70 %,
durante todo el procedimiento se usaron cada una de las concentraciones
primero en una proporcion de jugo- solvente de 1:1 y 1:0.5. En la figura 8 se
puede observar la comparacion de los rendimientos obtenidos con los dos tipos
de solvente al 50 % tanto en el exocarpo asi como en el eje de inflorescencia de
la pifia. La grafica de barras representa los rendimientos de cada segmento. En
esta grafica se puede observar que en las concentraciones al 50 % la enzima
es mas insoluble en etanol que en acetona debido a que se obtuvo una mayor
recuperacion en ella. Para el eje de inflorescencia se obtuvo un rendimiento de

0,385 mg/mL y del exocarpo es de 0,333 mg/mL.
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En la figura 9 se presentan los resultados obtenidos de la extraccion de los
dos solventes a la concentracion de 70 %. En esta gréafica se representan los
rendimientos obtenidos, en este caso a una concentracibn mas grande la
acetona siendo el solvente mas eficiente debido a que se obtienen los
rendimientos del eje de inflorescencia de 0,291 mg/mL y del exocarpo de 0,263
mg/mL. Pero aun se puede observar que la acetona generé mayores

rendimientos por lo tanto es el mejor solvente para extraer la enzima.

El objetivo 2 fue la determinacion de la concentraciébn de la enzima
proteolitica en la fraccion soluble del eje de inflorescencia y del exocarpo del
fruto. Para realizar este objetivo se realizaron 10 soluciones de un estandar de
albumina, las cuales sirvieron para realizar una curva de calibracion y obtener la
concentracion de la muestra extraida. En la figura 10 se presenta la curva
construida con las soluciones preparadas y las absorbancias correspondientes
para cada una de las concentraciones realizadas. Se logré una curva con una
ecuacion: y = 0,333x + 0,000067. Esta ecuacion se obtuvo por medio del
método de minimos cuadrados, que muestra la mejor linea recta que pasa por
todos los puntos obtenidos en el procedimiento experimental. Con la curva
construida ya fue posible encontrar la concentracién de proteina contenida en
cada muestra, se prepararon las muestras tanto del eje de inflorescencia como
del exocarpo a una concentracion de 1 mg/mL y se les midi6 la absorbancia con
el espectrofotobmetro. Para obtener las concentraciones. En la tabla XX se
presentan los resultados obtenidos gracias a la curva de calibracién, se puede
observar que para el eje de inflorescencia se obtuvo una absorbancia de 0,113
lo cual da una concentracion de 0,342 mg/mL, y del exocarpo una absorbancia
de 0,127 con una concentracion de 0,381 mg/mL. Por lo tanto se observa que

se obtiene una mayor concentracion en el exocarpo de la pifia.
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El objetivo 3 fue la evaluaciéon de la actividad enzimatica en la fraccién
soluble del eje de inflorescencia y del exocarpo del fruto. Para lograr este
objetivo se realizaron varias soluciones, una solucion de caseina la cual se
utilizé como substrato logrando la medicidn de la actividad enzimatica, también
se realiz6 una solucion TCA la cual es una solucién de acido tricloroacetico que
sirve para precipitar las proteinas. Ademas se realiz6 la solucién de enzima y
una solucion estandar de tirosina, siendo un producto de la degradacion del
proceso de hidrolisis enzimatica de la caseina y la enzima, se mezclaron y se
dejaron a una temperatura de 37 °C. Se midieron las absorbancias a 280 nm de

cada muestra.

En la figura 11 se muestra una comparacion de las actividades
enzimaticas tanto de la bromelina estandar, el eje de inflorescencia y el
exocarpo de la pifia. Se observa que se obtuvo una mayor actividad del eje de

inflorescencia que en el exocarpo.

En la tabla XXI se presentan las absorbancias obtenidas de cada una de
las muestras. Se presentan las absorbancias del eje de inflorescencia que es de
0,542 dando una actividad enzimatica de 1420,1876 CDU y la del exocarpo es
una absorbancia de 0,489 dando una actividad enzimatica de 1269,1038 CDU.

Estos datos representan que la actividad enzimatica del eje de

inflorescencia es mayor que la del exocarpo.

En el objetivo 4 se determind la pureza de la enzima proteolitica extraida
en la fraccion soluble del eje de inflorescencia y del exocarpo del fruto. La
pureza se determind por medio de la actividad enzimatica especifica, debido al
cociente de la actividad enzimatica y la concentracion de proteina determinada.

En la tabla XXIl se presentan las actividades especificas de cada uno de los
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segmentos de la pifia. Se logré una actividad especifica del eje de
inflorescencia de 475,7628 CDU/mg y del exocarpo de 484,7972 CDU/mg,

dando una mayor pureza para el exocarpo de la pifia.

En el objetivo 5 se evaluaron las caracteristicas del pan con la enzima

extraida por medio de las pruebas organolépticas.

Para el cumplimiento de este objetivo se formuld una libra de cada tipo de
pan con las diferentes concentraciones. Se realizaron varias muestras para que
el panel de degustacion pudiera dar su opinion respecto a las propiedades del

mismo.

Se evaluaron 4 caracteristicas: color, olor, sabor y textura. El panel de
degustacion fue de 30 personas, se les dio una muestra con un codigo y asi

fueron ellos calificando cada una de las caracteristicas.

En la figura 12 se pueden observar los resultados de la primera
caracteristica del pan: el color. En esta grafica se puede observar que con
respecto al pan francés se obtiene un porcentaje de 36,7 % al 1 % de
concentracion el cual es el mas alto, para el pan de manteca se observé un
43,3 % al utilizar una concentracion al 0,5 %. Al realizar el pan con la bromelina
extraida se observd una coloracién levemente amarillenta generada por la

coloracion de la enzima.

En la figura 13 se muestran los resultados del olor. Para el pan francés se
obtuvo un porcentaje de 33,3 % con un porcentaje de enzima del 1 %, y para el
pan de manteca se obtuvo un 40 % para el porcentaje de 0,5 %. Se obtuvo un
leve olor a pifia en el pan elaborado. La intensidad depende del porcentaje de

enzima empleado en cada formulacion.
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El sabor se represent6 en la figura 14, con respecto al pan de francés y
obtuvo un porcentaje de 46,7 %. Cuando se utiliza un porcentaje de 1 % de
enzima y un porcentaje de 53,3 % con lo que respecta al pan de manteca se
usa un 0,5 % de enzima. En el pan elaborado se obtuvo un leve sabor a pifia lo
cual endulza un poco el pan, por lo que hace que la utilizacion de la enzima sea

mas apropiada para el pan de manteca.

La figura 15 muestra la calificaciéon de la textura del pan. Para el pan
francés se obtiene un 53,6 % al utilizar una concentracion del 1 % de enzima, y
para el pan de manteca se obtuvo un porcentaje del 50 % al utilizar una
concentracion del 0,5 % de bromelina. Con respecto a la textura se obtuvo un

mayor volumen de masa y una textura mas esponjosa del pan.
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6. CONCLUSIONES

La solubilidad de la enzima es menor en acetona debido a que se obtuvo
mas precipitado tanto en el eje de inflorescencia como en el exocarpo a

las dos concentraciones.

La concentracion de la enzima proteolitica, en la fraccion soluble del eje

de inflorescencia, es menor a la obtenida en el exocarpo del fruto.

La actividad enzimatica evaluada, en la fracciébn soluble del eje de

inflorescencia, es mayor a la de la fraccion soluble del exocarpo del fruto.

La pureza de la enzima, en la fraccion soluble del eje de inflorescencia,
es mayor a la de la fraccion soluble del exocarpo del fruto.

Las pruebas organolépticas del pan francés con la enzima extraida
fueron mas beneficiosas al utilizar el 1 % de concentracion de enzima, y
del pan de manteca fueron mejores al utilizar el 0,5 % de concentracion

de enzima.
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7.  RECOMENDACIONES

Utilizar concentraciones altas de solventes para determinar la

concentracion de solvente apropiado obteniendo mayor rendimiento.

Usar mas solventes proéticos y aproticos para determinar con cual se

obtiene un mayor rendimiento.

Emplear otros segmentos de la pifia para la extraccion, tales como la

corona.
Seria conveniente, en el proceso de extraccion, dejar reposar los tubos
después del segundo centrifugado 7 dias completos, para intentar

obtener un mayor rendimiento.

Realizar una curva de calibracion de proteina con otros métodos para

determinacién de proteinas tales como el de Bradford y BCA.

Utilizar otro tipo de sustrato para determinar la actividad enziméatica.

Realizar las pruebas organolépticas con pan de yemas y pan de pita.

Utilizar la enzima para otras aplicaciones, tales como ablandador de

carne o para medicamentos.
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APENDICES

1. Muestra de calculo
o Determinacion de la densidad del jugo
m .« 7
p== [Ecuacion # 1]
Donde:

p = densidad (g/mL)
m= masa (Q)

v=volumen (v)
Ejemplo: determinacion de la densidad del eje de inflorescencia

10,169 g

= 1,01 L
p 10 mL ,0169 g/m
o Determinacion del precipitado obtenido
Mg = (m, —my) [Ecuacion # 2]

Donde:
M; = peso de precipitado obtenido luego del secado (g)

mo= peso del precipitado secado + Peso del vidrio reloj (g)
m,= peso del vidrio reloj ()
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Ejemplo: determinacion del precipitado obtenido en la extraccion

M; = (37,5279 — 37,437g) = 0,089 g

° Determinacién del rendimiento de extraccion
Mf .,
R = - [Ecuacion # 3]
Donde:

R= rendimiento de extraccion (mg/mL)
M; = peso de precipitado obtenido luego del secado (g)

Vi= volumen inicial (mL)

Ejemplo: determinacion del rendimiento de la extraccion

_ 89mg mg
180mL " mL
o Célculo del determinante para encontrar la mejor recta
2 .
D= 204) X xl| [Ecuacion # 4]
Xx; n

Donde:

D = determinante
X = concentracién (mg/mL)

n = ndmero de datos
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Ejemplo: célculo del determinante

3,85 55|

b= ‘ 55 10|~ 20
o Célculo de la pendiente para encontrar la mejor recta
m = [2X in| =D [Ecuacion # 5]
XY n
Donde:
m = pendiente
yi = absorbancias
D = determinante
Xj = concentracion (mg/mL)
n = ndmero de datos
Ejemplo: célculo de la pendiente
1,283 55| . _
m= |1,833 10!l ° 8,25 = 0,333
o Célculo de la ordenada al origen para encontrar la mejor recta
T(x)? Xxyi »
b= ' YH =D Ecuacion # 6
XX Vi [ :
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Donde:

b = ordenada al origen
yi = absorbancias
D = determinante

X; = concentracion (mg/mL)

Ejemplo: célculo de la ordenada al origen

3,85 1,1283| _
b= 55 1833 |° 8,25 = 0,000067
o Determinacion del contenido de proteina

y = 0,333x + 0,000067

Donde:

y= absorbancia

X = concentracién (mg/mL)

[Ecuacion # 7]

Ejemplo: determinacién del contenido de proteina en el eje de inflorescencia

_011-0,000067 _ .
X = 0,333 = 0,342mg/m

° Determinacion de la actividad enzimatica

Ac = Am~4b

= —XSOXEde
A¢ 10
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Donde:

Ac= actividad enziméatica (CDU)

An= absorbancia de la muestra

Ap= absorbancia del blanco

A; = absorbancia de la tirosina estandar

Fd = factor de dilucion

Ejemplo: determinacion de la actividad enzimética para el eje de inflorescencia

ac= Y220 o 2222 = 14201876 CDU
= X 50 X — X =
¢ 0,364 10" % '
o Determinacion de la pureza de la enzima extraida
A, = e [Ecuacién # 9]

Pt

Donde:

Ae = actividad especifica (CDU/mgQ)
A= actividad enzimatica (CDU)
Pt = proteinas totales (mg)

Ejemplo: determinacién de la pureza de la enzima del eje de inflorescencia

_1420,1876

_ — 475,762 CDU
e 0,342 /mg
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2. Datos calculados

Tabla XXIII. Pesos obtenidos de la extraccion con solvente acetona
Peso vidrio reloj+ Peso vidrio reloj + | Recuperado vidrio
Extraccidn | Solvente | Porcentaje
precipitado + agua precipitado reloj (g)
38,319 37,757 0,049
Centro | Acetona 50 % 38,732 37,526 0,089
10,811 35,174 0,052
39,258 38,285 0,06
Cascara | Acetona
50 % 44,535 44,149 0,03
18,548 18,073 0,043
Centro | Acetona 70 % 45,041 44,163 0,07
42,429 42,025 0,044
74,302 73,631 0,052
Cascara | Acetona 70 % 37,219 37,002 0,052
41,104 40,58 0,038

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXIV.

Rendimientos obtenidos de la extraccién con acetona

Rendimiento Promedio Rendimiento Promedio de rendimiento
Extraccidn | Solvente | Porcentaje
(%) (%) mg/mL mg/mL
0,047 0,48
Centro Acetona 50 % 0,033 0,038 0,34 0,39
0,033 0,34
0,027 0,28
Céascara | Acetona 50 % 185,436 0,032 0,27 0,33
0,044 0,46
0,0234 0,24
Centro Acetona 70 % 0,0382 0,029 0,39 0,29
0,024 0,24
0,028 0,29
Céscara | Acetona 70 % 0,028 0,026 0,29 0,26
0,0204 0,21
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXV. Pesos obtenidos de la extraccion con solvente etanol
Tara vidrio Peso vidrio reloj+ Peso vidrio reloj Recuperado
Extraccién | Solvente | Porcentaje
reloj precipitado + agua + precipitado vidrio reloj (g)
38,223 0 38,309 0,086
Centro Etanol 50 %
35,12 36,118 35,181 0,061
44,09 44,953 44,14 0,05
Céscara Etanol 50 %
37,702 39,315 37,784 0,082
95,027 95,778 95,081 0,054
Centro Etanol 70 %
73,576 73,625 73,608 0,032
33,109 33,364 33,132 0,023
Cascara Etanol 70 % 36,931 37,124 36,951 0,02
40,54 40,559 40,59 0,05

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXVI. Rendimientos obtenidos de la extraccién de la enzima con

solvente acetona a las 2 concentraciones

promedio de
Rendimiento | Promedios | rendimiento
Extraccion | Solvente | Porcentaje rendimiento
(%) (%) mg/mL
mg/mL
0,026 0,27
Centro Etanol 50 % 0,048 0,035 0,49 0,35
0,028 0,29
0,032 0,33
Céscara Etanol 50 % 0 0,024 0,00 0,25
0,016 0,17
0,030 0,3
Centro Etanol 70 % 0,019 0,022 0,19 0,22
0,017 0,18
0,012 0,13
Cascara Etanol 70 % 0,011 0,017 0,11 0,17
0,027 0,28

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXVII.  Calculos para determinar minimos cuadrados

Xi Yi xiYi Xi? di= yi-mXi-b di

0,1| 0,03 0,0033 | 0,01 -3.67E-03 1,35E-05

0,2 | 0,067 | 0,0133 | 0,04 9,33E-04 8,70E-07

0,3 | 0,100 0,03 0,09 9,33E-04 8,70E-07

0,4 | 0,133 0,053 | 0,16 9,33E-04 8,70E-07

0,5 | 0,167 0,083 0,25 1,93E-03 3,74E-06

0,6 0,2 0,12 0,36 1,93E-03 3,72E-06

0,7 | 0,233 0,163 0,49 1,93E-03 3,72E-06

0,8 | 0,267 0,213 0,64 2,93E-03 8,58E-06

0,9 0,3 0,27 0,81 2,93E-03 8,58E-06

1 0,33 0,33 1 -6,67E-05 4,44E-09

Suma | 55| 1,83 1,283 3,85 1,07E-02 4,44E-05

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XXVIII. Absorbancias utilizadas para la curva de calibracién

mg/mL | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | PROMEDIO
0,1 0 0 0 0
0,2 0,048 0,048 0,046 0,047
0,3 0,103 0,1 0,104 0,102
0,4 0,139 0,136 0,14 0,138
0,5 0,19 0,15 0,21 0,183
0,6 0,226 0,228 0,23 0,228
0,7 0,268 0,265 0,269 0267
0.8 0,306 0,303 0,308 0,305667
0,9 0,349 0,353 0,351 0,351
1 0,387 0,389 0,391 0,389

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXIX.

concentracién de enzima

Absorbancias obtenidas para la determinacion de la

Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | promedio | contenido
Centro 0,1 0,12 0,11 0,11 0,335
Cascara 0,12 0,13 0,13 0,13 0,382
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XXX. Absorbancias obtenidas para la actividad enzimética
Absorbancia 1 | Absorbancia 2 Absorbancia 3 | Promedio
Eje de
0,553 0,529 0,544 0,542
inflorescencia
Exocarpo 0,497 0,483 0,486 0,489
Tirosina 0,365 0,362 0,364 0,364
Blanco ( Eje de
0,116 0,119 0,122 0,119
inflorescencia)
Blanco Exocarpo 0,108 0,111 0,114 0,111

Tabla XXXI.

las encuestas realizadas para la prueba organoléptica

Fuente: elaboracion propia.

Numeracién utilizada para el manejo de las categorias de

No me
Me agrada Me agrada
No me agrada agrada ni Me agrada
levemente mucho
desagrada
1 2 3 4 5

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXII. Cdédigos utilizados para las muestras encuestadas en las

pruebas organolépticas

Muestra Cédigos
Francés 0,5 % F1
Francés 1 % F2
Francés 1,5 % F3

Manteca 0,5 % M1

Manteca 1 % M2

Manteca 1,5 % M3

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXIIl.  Tabulacion de la prueba organoléptica del pan francés al

0,5 % de concentracién de enzima

. DATOS DE LA POBLACION VALORACION DEL PAN
Num. | CODIGO
EDAD GENERO M/F | COLOR | OLOR | SABOR | TEXTURA
1 F1 35-45 F 3 4 4 4
2 F1 35-45 F 2 5 4 5
3 F1 35-45 F 4 4 4 5
4 F1 35-45 F 3 5 4 5
5 F1 25-35 F 5 4 5 5
6 F1 25-35 F 3 4 5 4
7 F1 35-45 F 4 4 5 4
8 F1 35-45 F 2 4 5 4
9 F1 55-65 F 4 4 5 5
10 F1 25-35 F 4 4 5 5
11 F1 25-35 F 4 4 5 5
12 F1 35-45 F 4 4 5 5
13 F1 35-45 M 3 5 5 5
14 F1 35-45 F 4 3 5 5
15 F1 55-65 F 2 4 4 5
16 F1 35-45 F 3 5 4 5
17 F1 25-35 F 5 4 4 5
18 F1 35-45 F 3 4 5 4
19 F1 55-65 M 3 4 4 5
20 F1 45-55 M 4 5 4 5
21 F1 35-45 M 2 4 4 4
22 F1 35-45 F 3 4 4 5
23 F1 25-35 F 4 5 5 4
24 F1 25-35 F 5 4 5 5
25 F1 45-55 F 3 4 4 5
26 F1 35-45 F 3 5 4 5
27 F1 35-45 F 4 5 4 4
28 F1 35-45 F 5 4 5 4
29 F1 35-45 F 4 4 4 4
30 F1 35-45 F 4 5 4 5

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXIV. Tabulacién de la prueba organoléptica del pan francés al

1 % de concentracién de enzima

] DATOS DE LA POBLACION VALORACION DEL PAN
Num. | CODIGO
EDAD | GENEROM/F | COLOR | OLOR | SABOR | TEXTURA
1 F2 35-45 F 3 5 3 4
2 F2 35-45 F 5 4 3 3
3 F2 35-45 F 4 4 3 4
4 F2 35-45 F 4 4 4 4
5 F2 25-35 F 4 5 4 4
6 F2 25-35 F 4 5 4 4
7 F2 35-45 F 3 5 4 5
8 F2 35-45 F 3 3 4 5
9 F2 55 - 65 F 3 4 5 5
10 F2 25-35 F 5 4 5 3
11 F2 25-35 F 5 4 5 3
12 F2 35-45 F 5 4 5 3
13 F2 35-45 M 5 4 5 3
14 F2 35-45 F 5 5 4 5
15 F2 55 - 65 F 3 5 3 5
16 F2 35-45 F 4 5 4 5
17 F2 25-35 F 4 5 3 5
18 F2 35-45 F 4 3 5 4
19 F2 55 - 65 M 3 3 4 4
20 F2 45-55 M 3 3 4 4
21 F2 35-45 M 4 3 4 4
22 F2 35-45 F 4 4 4 5
23 F2 25-35 F 5 4 4 5
24 F2 25-35 F 5 4 4 5
25 F2 45-55 F 5 4 4 3
26 F2 35-45 F 5 4 5 3
27 F2 35-45 F 3 4 5 5
28 F2 35-45 F 4 5 5 4
29 F2 35-45 F 4 5 4 4
30 F2 35-45 F 5 3 3 4

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXV. Tabulacién de la prueba organoléptica del pan francés al

1,5 % de concentracion de enzima

] DATOS DE LA POBLACION VALORACION DEL PAN
Num. | CODIGO
EDAD | GENEROM/F | COLOR | OLOR | SABOR | TEXTURA
1 F3 35-45 F 3 4 5 4
2 F3 35-45 F 4 4 5 3
3 F3 35-45 F 4 5 5 4
4 F3 35-45 F 4 3 5 3
5 F3 25-35 F 4 4 4 5
6 F3 25-35 F 3 5 4 4
7 F3 35-45 F 5 3 4 3
8 F3 35-45 F 5 4 4 5
9 F3 55 - 65 F 5 3 3 4
10 F3 25-35 F 4 3 3 3
11 F3 25-35 F 3 4 3 3
12 F3 35-45 F 3 3 3 4
13 F3 35-45 M 3 3 5 5
14 F3 35-45 F 4 4 4 5
15 F3 55- 65 F 5 4 3 4
16 F3 35-45 F 4 5 5 3
17 F3 25-35 F 5 5 4 4
18 F3 35-45 F 3 5 3 5
19 F3 55- 65 M 5 5 5 4
20 F3 45-55 M 4 4 4 3
21 F3 35-45 M 4 4 3 4
22 F3 35-45 F 3 4 4 4
23 F3 25-35 F 4 4 5 5
24 F3 25-35 F 5 3 4 5
25 F3 45-55 F 4 3 3 5
26 F3 35-45 F 4 3 3 4
27 F3 35-45 F 3 3 5 3
28 F3 35-45 F 4 4 4 4
29 F3 35-45 F 5 5 4 5
30 F3 35-45 F 3 5 3 5

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXVI.  Tabulacién de la prueba organoléptica del pan de manteca

al 0,5 % de concentracion de enzima

] DATOS DE LA POBLACION VALORACION DEL PAN
Nam. | CODIGO
EDAD | GENERO M/F | COLOR | OLOR | SABOR | TEXTURA
1 M1 | 35-45 F 3 5 4 3
2 M1 | 35-45 F 4 5 4 4
3 M1 | 35-45 F 3 4 5 4
4 M1 | 35-45 F 4 4 5 4
5 M1 | 25-35 F 4 4 5 5
6 M1 | 25-35 F 4 4 4 5
7 M1 | 35-45 F 4 3 4 5
8 M1 | 35-45 F 5 3 4 3
9 M1 | 55-65 F 5 3 4 3
10 M1 | 25-35 F 4 4 3 3
11 M1 | 25-35 F 3 5 3 4
12 M1 | 35-45 F 3 5 3 4
13 M1 | 35-45 M 3 4 4 5
14 M1 | 35-45 F 3 3 4 5
15 M1 | 55-65 F 4 3 3 3
16 M1 | 35-45 F 4 4 5 3
17 M1 | 25-35 F 5 5 4 4
18 M1 | 35-45 F 5 5 3 5
19 M1 | 55-65 M 5 5 4 5
20 M1 45-55 M 5 4 5 5
21 M1 | 35-45 M 4 4 4 4
22 M1 | 35-45 F 4 3 5 3
23 M1 | 25-35 F 4 3 4 3
24 M1 | 25-35 F 3 5 4 4
25 M1 45-55 F 3 5 5 5
26 M1 | 35-45 F 3 4 4 5
27 M1 | 35-45 F 4 4 4 4
28 M1 | 35-45 F 5 3 5 4
29 M1 | 35-45 F 5 3 4 3
30 M1 | 35-45 F 4 4 3 3

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXVII. Tabulacién de la prueba organoléptica del pan de manteca

al 1 % de concentraciéon de enzima

] DATOS DE LA POBLACION VALORACION DEL PAN
Nuam. | CODIGO
EDAD | GENEROM/F | COLOR | OLOR | SABOR | TEXTURA
1 M2 | 35-45 F 3 4 5 5
2 M2 | 35-45 F 4 4 5 3
3 M2 | 35-45 F 4 5 4 5
4 M2 | 35-45 F 4 5 4 5
5 M2 | 25-35 F 5 4 4 4
6 M2 | 25-35 F 3 3 3 4
7 M2 | 35-45 F 4 3 3 4
3 M2 | 35-45 F 4 4 3 4
9 M2 | 55-65 F 3 5 3 3
10 M2 | 25-35 F 3 3 5 3
11 M2 | 25-35 F 4 4 5 3
12 M2 | 35-45 F 4 5 4 5
13 M2 | 35-45 M 5 4 3 5
14 M2 | 35-45 F 3 3 3 3
15 M2 | 55-65 F 4 5 3 4
16 M2 | 35-45 F 4 3 5 4
17 M2 | 25-35 F 5 4 4 3
18 M2 | 35-45 F 3 4 4 3
19 M2 | 55-65 M 4 4 4 4
20 M2 45-55 M 3 5 5 5
21 M2 | 35-45 M 4 5 5 5
22 M2 | 35-45 F 4 5 3 3
23 M2 | 25-35 F 3 4 3 3
24 M2 | 25-35 F 3 4 5 4
25 M2 45-55 F 3 3 4 4
26 M2 | 35-45 F 5 3 4 4
27 M2 | 35-45 F 5 3 4 4
28 M2 | 35-45 F 3 5 5 3
29 M2 | 35-45 F 4 5 5 3
30 M2 | 35-45 F 4 3 5 3

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XXXVIII. Tabulacion de la prueba organoléptica del pan

de manteca al 1,5 % de concentracion de enzima

] DATOS DE LA POBLACION VALORACION DEL PAN
Num. | CODIGO
EDAD | GENEROM/F | COLOR | OLOR | SABOR | TEXTURA
1 M3 | 35-45 F 4 5 4 5
2 M3 | 35-45 F 3 4 4 4
3 M3 | 35-45 F 3 4 3 4
4 M3 | 35-45 F 3 3 3 3
5 M3 | 25-35 F 4 3 3 3
6 M3 | 25-35 F 5 4 4 4
7 M3 | 35-45 F 5 4 5 5
8 M3 | 35-45 F 4 3 5 4
9 M3 | 55-65 F 4 5 5 5
10 M3 | 25-35 F 3 4 5 4
11 M3 | 25-35 F 3 3 4 4
12 M3 | 35-45 F 3 3 4 3
13 M3 | 35-45 M 5 5 5 3
14 M3 | 35-45 F 5 5 3 5
15 M3 | 55-65 F 5 5 4 5
16 M3 | 35-45 F 5 4 5 5
17 M3 | 25-35 F 4 4 4 5
18 M3 | 35-45 F 4 3 4 3
19 M3 | 55-65 M 3 3 3 4
20 M3 45-55 M 3 3 3 4
21 M3 | 35-45 M 5 3 4 3
22 M3 | 35-45 F 5 5 4 3
23 M3 | 25-35 F 5 5 5 3
24 M3 | 25-35 F 5 5 5 5
25 M3 45-55 F 4 5 5 5
26 M3 | 35-45 F 4 4 4 5
27 M3 | 35-45 F 3 4 4 3
28 M3 | 35-45 F 3 4 3 3
29 M3 | 35-45 F 3 4 3 4
30 M3 | 35-45 F 3 3 3 5

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 16. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica

con respecto al color en la muestra de pan francés al 0,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
Figura 17. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al color en la muestra de pan francés al 1 %
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 18. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al color en la muestra de pan francés al 1,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
Figura 19. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica

con respecto al color en la muestra de pan de manteca al 0,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 20. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al color en la muestra de pan de manteca al 1 %
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Fuente: elaboracion propia.
Figura 21. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica

con respecto al color en la muestra de pan de manteca al 1,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 22. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al olor en la muestra de pan de francés al 0,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
Figura 23. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al olor en la muestra de pan de francés al 1 %
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 24. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al olor en la muestra de pan de francés al 1,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
Figura 25. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al olor en la muestra de pan de manteca al 0,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 26. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al olor en la muestra de pan de manteca al 1 %
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Fuente: elaboracion propia.
Figura 27. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica

con respecto al olor en la muestra de pan de manteca al 1,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 28. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al sabor en la muestra de pan de francés al 0,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
Figura 29. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica

con respecto al sabor en la muestra de pan de francés al 1 %
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Figura 30. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al sabor en la muestra de pan de francés al 1,5 %

N
o

m No me agrada

w
(¥}

w
o

B No me agrada ni
desagrada

N
w

 Me agrada levemente

Porcentaje
N
o

15
10 B Me agrada
5
0 B Me agrada mucho
Categoria
Fuente: elaboracion propia.
Figura 31. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica

con respecto al sabor en la muestra de pan de manteca al 0,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 32. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto al sabor en la muestra de pan de manteca al 1 %
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Fuente: elaboracion propia.
Figura 33. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica

con respecto al sabor en la muestra de pan de francés al 1,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 34. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica
con respecto a la textura en la muestra de pan de francés al 0,5 %
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Fuente: elaboracion propia.
Figura 35. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica

con respecto a la textura en la muestra de pan de francés al 1 %

S
o

B No me agrada

w
w

w
o

B No me agrada ni
desagrada

N
(6]

 Me agrada levemente

Porcentaje
N
o

15
10 B Me agrada
5
m Me agrada mucho
0

Categoria

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 36. Porcentajes obtenidos en la prueba organoléptica

con respecto a la textura en la muestra de pan de francés al 1,5 %
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3. Analisis estadistico

Se presentan todos los datos calculados para el analisis estadistico de

cada uno de los procedimientos realizados.

Tabla XXXIX. Anadlisis de varianza del rendimiento de extraccién en el

eje de inflorescencia

Fuentesde | Gradosde | Sumade | Cuadrados
variacién libertad cuadrados medios Fo
Tratamientos 2 0,0015 0,00073 3,059
Error 9 0,0022 0,00024
Total 11 0,0036 0,00098

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XL. Analisis de varianza del rendimiento de extraccién en el

exocarpo
Fuentes de | Gradosde | Sumade | Cuadrados
variacién libertad cuadrados medios Fo
Tratamientos 2 0,00051 0,00025 0,503
Error 9 0,0045 0,00051
Total 11 0,0051 0,00076

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XLI. Anédlisis de varianza de la actividad enziméatica

Fuentes de Grados de Suma de | Cuadrados
Fo
variacién libertad cuadrados medios
Tratamientos 2 0,00042 0,00021 7,03
Error 3 0,00027 2,96E-05
Total 5 0,00068 0,00024
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XLIl.  Analisis de varianza de la actividad enzimatica
Fuentes de Grados de Sumade | Cuadrados
Fo
variacion libertad cuadrados medios
Tratamientos 2 0,0043 0,0021 47,682
Error 3 0,00040 4,47E-05
Total 5 0,0047 0,0022

Fuente: elaboracion propia.
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4. Diagrama de requisitos académicos
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Fuente: elaboracion propia.
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Fuente: elaboracion propia.
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Evaluacion de la
actividad enzimatica en
los diferentes segmentos
del fruto de la pifia
(Ananas Comosus)
provenientes de un
sistema de manufactura
de rodajas de mesocarpo
enlatado para poder
obtener una posible
aplicacion en la industria

panificadora






