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RESUMEN
En la Cuenca del Papaloapan, la disposicidn de los residuos sélidos agroindustriales de pifia
presenta un gran problema a resolver debido a los enormes volimenes generados (101792
toneladas en 2019). Dar valor a los desechos de la comercializacion de la pifia,
convirtiéndolos en insumos en la produccidn de enzimas, es solo una parte del engranaje
de la economia circular a esta agroindustria. Para que la produccién industrial de enzimas
sea técnica y econdmicamente factible, es importante contar con informacién del
comportamiento en el tiempo de algunas propiedades fisicoquimicas y bioquimicas de
distintos residuos de la pifia. Por ello y como prospeccién, el presente trabajo muestra los
resultados del seguimiento de la variacion de concentracion proteica, actividad
proteolitica de las enzimas cisteinicas, concentracién de sélidos disueltos y potencial de
hidrégeno de los extractos de cuatro residuos de frutos de pifia de la variedad Cayena Lisa
en dos etapas de maduracidn, durante los meses de mayor produccién: mayo, junio, julio
y agosto. Ademas, se dio seguimiento a los cambios cuantitativos en los parametros
mencionados a los quince y treinta dias de almacenamiento a 4 °C. Como resultado, se
registrd una excelente correlacidon de la concentracién proteica (170 mg/100 mL) y la
actividad enzimatica en el mes de mayo (221.80 UDC/100 mL) en promedio para todos los
residuos sin importar el grado de maduracidn. En las correlaciones por residuos, la cascara
y la corona, obtuvieron buenas correlaciones (0.8—1.0); mientras que el corazén vy la pulpa
presentaron correlaciones de 1.0 en ambas etapas de maduracion. El efecto del
almacenamiento registré una pequeia disminucidn en concentracién de proteina y
actividad proteolitica en un 5% maximo, influyendo muy poco en los meses, los residuos y

grado de maduracién.



ABSTRACT
The Papaloapan river Basin, the disposal and solid waste management of pineapple agroindustrial
represents a major issue to solve due to the enormous quantity generated (101792 tons in 2019).
Give a value to waste pineapple, turning it into raw materials in the enzymes production, is just
one part of the circular economy gear of this agribusiness. To be technically and economically
feasible the industrial enzyme production, it is important to have data about the behavior over
time of some physicochemical and biochemical properties of the different pineapple wastes.
Then, as prospecting, the present work shows the monitoring variations in protein concentration,
proteolytic activity of cysteinic enzymes, concentration of dissolved solids and hydrogen
potential, of four different pineapple wastes variety Smooth Cayenne in two stages of fruit
ripening during the months of greatest production: May, June, July and August. In addition, the
guantitative changes in the mentioned parameters were monitoring after to storage fifteen and
thirty days at 4 °C. As result, excellents correlations between protein concentration (170 mg/100
mL) and enzyme activity was recorded in May (221.80 UDC/100 mL) on average for all wastes
regardless ripening. Correlations by each wastes: peel and crown obtained good correlations (0.8
— 1.0), while core and pulp presented correlations of 1.0 in both ripening degree. The storage
effect registered a little decrease in protein quantity and proteolytic activity in 5% maximum,

influencing very little in the months, kind of wastes, and ripening degree.



1. INTRODUCCION
La cuenca del Papaloapan se encuentra ubicada en el sureste del pais abarcando tres estados:
norte de Oaxaca, sur de Puebla y centro de Veracruz. Cuenta con tierras fértiles y un clima célido-
humedo, factores idoneos para el desarrollo del sector primario, particularmente la agricultura,
ganaderia y pesca. En esta regidn se han establecido agroindustrias que aprovechan la produccién

primaria como la industria azucarera, papelera, cervecera y procesadoras de pifia (EMM, 2018).

Tal como la conocemos, la pifia (Ananas comosus L.) es una fruta tropical popular que es
procesada para la obtencion de pulpa, jugos y peptidasas. La pulpa y jugo de pifia constituyen
aproximadamente el 30% del peso total de la fruta, el resto del material vegetal se desecha como
residuos que contienen corona, cdscara, corazén, tallo y recortes. Estos residuos de pifia
representan la materia prima en procesos para la obtencién de productos con valor agregado
como: Jacido citrico, antioxidantes, biopolimeros, celulosa, ensilados, etanol, fertilizantes,
metano, papel, tejidos y bromelina (Nga H.N. Do et al., 2020). Por su tamafio, peso, color amarillo
palido, suavidad de la pulpa y contenido de azucares, los cultivares de Cayena Lisa son los mas

solicitados para consumirla fresca y para industrializarla (Arshad et al., 2014).

La produccion de pifia en México se ha caracterizado por una concentracion territorial, no sélo
en los estados de Oaxaca y Veracruz sino ademas en una region especifica, la Cuenca del rio
Papaloapan, que constituyen el 80% de la produccién nacional. En dicha zona se encuentran los
principales municipios pifieros del pais que, si bien pertenecen a estados diferentes, muestran
gran similitud de factores climatoldgicos, topograficos e hidroldgicos y, sobre todo, una relativa
homogeneidad en aspectos relacionados con las modalidades de cultivo, produccién y
comercializacién de pifia. La region productora del Papaloapan comprende nueve municipios
como los principales productores de piiia. Para el estado de Veracruz, los municipios de Isla, Juan
Rodriguez Clara, José Azueta, Chacaltianguis, Medellin, Alvarado y Tlalixcoyan. Para Oaxaca, los
municipios de Loma Bonita y San Juan Bautista Tuxtepec contribuyen con el 99% de la produccion
del estado y 13.97% de la produccion nacional (SIAP, 2020). Derivado de dicha actividad, en la
region de la Cuenca del Papaloapan se generan 582 mil toneladas anuales de residuos
provenientes del procesamiento del enlatado de pifia y por ello, existe la posibilidad del

procesamiento in situ de los residuos agroindustriales de la pifa para la comercializaciéon de



diversos productos, entre ellos, peptidasas (Doukani K., 2015; Servicio de Informacion

Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2020).

El incremento global en la produccion industrial de enzimas provenientes de frutas tropicales
posibilita la comercializacion de la pifia. En 2019, el 24% del mercado internacional de enzimas
fueron peptidasas. Las peptidasas son enzimas del grupo de las hidrolasas que catalizan la ruptura
de enlaces peptidicos mediante hidrolisis (Brix y Stocker, 2013). Bromelina, es el nombre
comunmente utilizado para una familia de enzimas proteoliticas pertenecientes a las peptidasas,
particularmente a las endopeptidasas cisteinicas, que tienen amplia especificidad en la escisién
de proteinas y que son obtenidas de la planta de pifa. Se conocen cuatro endopeptidasas
cisteinicas de la planta: bromelina de fruto, bromelina de tallo, ananaina y comosaina (Rowan y
Buttle, 1994). Dado que la bromelina es de origen natural, diferentes origenes del material
biolégico pueden exhibir variabilidad en su actividad proteolitica o actividad fisiolégica. Por
ejemplo, se ha estudiado la actividad proteolitica de las peptidasas en residuos de diferentes
cultivares de pifia, como la Espafiola Roja, Morris, Nang Lae, Phu Lae y N36, encontrando
resultados diferentes segun el cultivar (Hajar et al., 2012; Kentawa et al., 2012; Misran et al.,

2019).

La maduracién de la fruta se caracteriza por cambios fisioldgicos, bioquimicos y morfolégicos, que
determinan las caracteristicas cualitativas de cualquier cultivar y, finalmente, su depreciacién
durante la senescencia. Misran et al. (2019) informaron que los caracteres fisicos, quimicos y
sensoriales de la pifia muestran una diferencia significativa en varias etapas de maduracién. El
crecimiento y desarrollo de la fruta implican cambios que incluyen su morfologia, anatomia,
fisiologia y bioquimica. Cuando una fruta madura, los cambios asociados incluyen cambios en la

textura de la cdscara, la composicion del jugo y el sabor.

Como prospeccidn, el presente trabajo muestra los resultados del seguimiento de Ia
cuantificacion de la concentracién proteica, actividad proteolitica de las enzimas cisteinicas y
parametros fisicoquimicos de los extractos de residuos de plantas de pifa de la variedad Cayena
Lisa en dos etapas de crecimiento, a modo de considerar la posible comercializacion de los
residuos agricolas y agroindustriales de plantas completas de piia, cultivar utilizado en México

para su enlatado.



2. ANTECEDENTES
La pifia es conocida en México desde tiempos prehispdnicos y es un cultivo de mucho interés e
importancia. El cultivar Cayena Lisa, el mas cultivado en todo el mundo, se introdujo en Hawai a
principios del siglo XX. Entre 2010y 2017, la demanda internacional tuvo una tendencia creciente
anual de hasta un 26.5%, debido a que es considerada por los consumidores americanos y
europeos como una de las mas finas frutas tropicales por su excelente sabor y sus propiedades
culinarias (Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], 2019;
SIAP, 2020). En 2019, la produccién mundial de piia fue de 27 millones de toneladas, el 24% de
la produccidén total de frutas tropicales. En ese mismo afio, México se posiciond en el noveno

lugar en la clasificacién mundial en produccidén de pifia, con 1 041 000 toneladas (SIAP, 2020).

La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER, 2021) registré que México produjo en 2020
1 209 000 toneladas de pifia, cifra que implicéd un crecimiento de 16.1 % en comparacién con el
afio previo. De acuerdo con cifras reportadas por el SIAP, (2020) la pifia fue el fruto que mas crecid
en el campo mexicano en 2019, a pesar del incremento en la produccién de pifia a nivel nacional,
el pais continta ubicado en el noveno productor a nivel mundial. El 80% de esta produccidn se
cultiva en la zona de la Cuenca del Papaloapan, en el sur de Veracruz y el norte de Oaxaca. La
presencia de mas de 3000 pifieros en esta regién representa una complejidad para los
cronogramas de siembra y cosecha, asi como para la comercializacidn. A pesar de la cercania con
el mayor consumidor de pifia en el mundo, México solo exporta alrededor del 5.9% de su
produccidn total, mientras que el mercado nacional de frescos consume el 80%, y el resto se

destina a la industria de alimentos enlatados.

La produccion de pifia en el pais se ha caracterizado por una evidente concentracion territorial,
en los estados de Oaxaca y Veracruz sino ademas en una regidn especifica, la cuenca del rio
Papaloapan. En dicha zona se encuentran los principales municipios pifieros del pais que, si bien
pertenecen a estados diferentes, muestran gran similitud de factores climatolégicos, topograficos
e hidroldgicos vy, sobre todo, una relativa homogeneidad en aspectos relacionados con las
modalidades de cultivo, produccion y comercializacidn de pifia. Derivado de dicha actividad, en la
region de la Cuenca del Papaloapan se generan 582 mil toneladas anuales de residuos

provenientes del procesamiento del enlatado de pifa, por ello el procesamiento in situ de los



residuos agroindustriales de la pifia para la comercializacion de diversos productos podria resultar

factible (Doukani K., 2015; SIAP, 2020).

2.1 Ananas comosus (L.) Merr.

La pifia es el fruto de una planta monocotiledénea, Ananas comosus (L.) Merr., que pertenece a
la familia Bromeliaceae. En esta familia, existen cerca de 50 géneros y alrededor de 200 especies,
la mayoria son plantas xerdfitas epifitas altamente eficientes en el aprovechamiento del agua.
Todos los tipos comerciales de pifia pertenecen al género Ananas y en particular, a la especie
comestible comosus (D’Eeckenbrugge et al., 2011). La Tabla 1 muestra la informacion taxonémica

de la pifia, asi como sus variedades y algunos cultivares conocidos en México.

Tabla 1. Informacién taxonémica de Ananas comosus (L.) Merr.

Taxonomia
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae Zingiberidae
Orden: Bromeliales
Familia: Bromeliaceae
Género: Ananas
Especie: Comosus
Variedad: erectifolius (domesticada, fibras y como ornamento)

bracteatus (domesticada, cercos vivos y como ornamento),
bracteatus (domesticada, cercos vivos y como ornamento),
ananassoides (silvestre)
parguazensis (silvestre)

Cultivares de

Cayena Lisa
Ananas comosus Champaka
var. comosus Perola

Fuente: (ITIS, 2021)

La pifa es una planta herbdcea, perenne, alégama y autoincompatible que se caracteriza
principalmente por una reproduccion asexual a través de hijuelos. La planta adulta llega a medir
entre 1.0 m de altura y 2.0 m de ancho, dependiendo de la longitud de la hoja. El sistema radical
es superficial y depende esencialmente de las caracteristicas fisicas del suelo. El tallo es corto,
presenta entrenudos y yemas para el desarrollo de retofos y raices; mide de 20 a 40 cm de
longitud y tiene un didmetro de 3.5 a 6.5 cm. Las hojas tienen forma de espadas dentadas con

una espina en el dpice y pueden llegar a alcanzar hasta un metro de largo. Una vez desarrollado



el eje floral se forma el fruto entre la roseta de las hojas. Como se observa en la Figura 1 las
principales partes que componen a una planta de pifia madura en la que destacan las raices, el
tallo, las hojas, el fruto, ademas de los hijuelos conocidos como gallos y clavos. El pedinculo es la
prolongacion del tallo que se desarrolla cuando la planta completa su crecimiento vegetativo, se
manifiesta por el engrosamiento en el tallo en el meristemo terminal en donde se desarrolla la
inflorescencia que finalmente origina al fruto. La floracién puede ser inducida de manera artificial,
mediante la aplicacién directa o indirecta de etileno, para asegurar la uniformidad del cultivo. Las
flores de pifia son de color lavanda (var. Cayena Lisa y Champaka) o amarillas (var. MD-2); son
hermafroditas y trimeras, con tres sépalos, tres pétalos, seis estambres en dos espirales y un
pistilo tricarpelar. Los carpelos junto con sus bracteas adheridas a un eje central (el corazén) se
hacen carnosos y se unen para formar la fruta compuesta de la piiia, la cual madura en cinco
meses. En la parte superior del fruto se localiza la corona, la cual se desarrolla mientras dura la
formacidn del fruto. Después entra en estado de letargo y solo reanuda su desarrollo cuando se

separa el fruto y se establece en algin medio de cultivo (Wali, 2019).

Figura 1. Planta de pifia y sus partes (PNGWING, 2022).



2.1.1 Variedades
La pifia es una especie tropical de mucha demanda que posee diferentes variedades o clones,
puede ser clasificada tomando en consideracién la superficie sembrada, el volumen de

produccidn, el valor y la participacién de este fruto en los mercados mundiales y en México.

2.1.1.1 Cayena Lisa
El cultivar Cayena Lisa fue recolectado por primera vez en 1 819 en la Guayana Francesa, luego el
cultivo se extendié rdpidamente a todas las regiones tropicales y subtropicales, hoy en dia se
cultiva ampliamente en todo el mundo. La planta es mediana mide entre 80 a 100 cm, sus hojas
pueden llegar a ser de 100 cm de largo y 6 cm de ancho y presentar espinas en la parte superior
y algunas en la base. La propagacién vegetativa es normalmente por brotes que son bastante
limitados en la produccién. El ciclo de produccién de Cayena Lisa es mads largo que la mayoria de
cultivares y esto se complica en climas frios. El fruto es ovalado y grueso que mide en promedio
30 cm de largo y 15 cm de didametro. La pulpa comestible se rodea de bracteas verdes que pasan
a anaranjadas al madurar, formando la piel del fruto. En el extremo superior las bracteas se
transforman en una corona de hojas. La pulpa, amarilla o blanca, es carnosa, aromatica, jugosa y
dulce. En su interior hay un tronco fibroso duro que va desde la corona al pediculo conocido como
corazdn. El peso promedio del fruto comercial es de 3.0 kg. El cultivar ha sido la columna vertebral
de la industria mundial de la pifia durante mas de un siglo y ha sido utilizado con frecuencia como
padre para la cria de nuevas variedades (Bartholomew et al., 2003; Quiroa Robles, 2015; Sun et
al., 2016). La composicion de la parte comestible del fruto de la pifia Cayena presenta variaciones
relacionadas con el manejo de la plantacién, ambiente y grado de madurez. Tiene un contenido
de 14 a 19% de solidos totales, de ellos los azucares: sacarosa, glucosa y fructuosa son los
principales componentes, con valores de 11 a 17° Brix; en conjunto, los carbohidratos
representan hasta el 85% de los sdlidos totales y la fibra del 2 al 3%. De los acidos organicos, el
citrico es el mas abundante, con cantidades que varian entre 0.4 a 1.2%. La pulpa se caracteriza
por la presencia de bajas cantidades de cenizas y compuestos nitrogenados en 0.01%. Del 25 al
30% de los compuestos nitrogenados corresponden a proteasas, de las cuales el 80% presentan

actividad proteolitica.



2.1.1.2 Espafola Roja
El fruto es de tamafio mediano entre 1.2 a 2 kg, de color naranja y forma de barril. La pulpa es
firme, pdlida y dulce, con un contenido de azicar moderado de alrededor de 12 °Brix, pero baja
acidez. La planta es de tamafio mediano, con hojas de color verde oscuro espinosas. Las bracteas
florales son de intenso rojo brillante. Es vigorosa y tolerante a la alta temperatura, la sequia,

pardeamiento interno y Phytophthora sp. pero no a nematodos (Bartholomew et al., 2003).

2.1.1.3 Perola
El fruto es pequefio a mediano (0.9 - 1.6 kg), ovoide cuando es pequefio y conica al madurar, es
verde con un color amarillo iluminado en el centro de los ojos maduros. La pulpa es blanca, suave
y jugosa con un exquisito aroma. Su azucar de 13 a 16 °Brix y el contenido de acido ascorbico es
alto. La planta es de tamafio mediano y vigorosa, con hojas verde oscuro, erguidas y espinosas.
Es una variedad muy resistente, mostrando resistencia a Phytophthora sp. y nematodos

(Bartholomew et al., 2003).

2.1.1.4 Hibrido MD-2
El hibrido MD-2, también llamado pifia miel, golden sweet o extra sweet, fue desarrollado por la
empresa Del Monte Fresh Produce Incorporated en Hawai a partir de un cruce efectuado entre
los hibridos del PRI 58-1184 y 59-443 para el mercado de fruta fresca. MD-2 da un fruto grande
(1.3 a2.5kg), con grandes ojos planos y un intenso color amarillo anaranjado. La pulpa es amarillo
claro, dulce, compacta y fibrosa. Tiene un alto contenido en azucar (15 a 17 °Brix) y acido
ascoérbico, pero mas bajo en acidez total que Cayena Lisa. El nucleo es blando, comestible y
delgado. Las hojas son de color verde amarillo con una punta de color rojizo y son en su mayoria
sin espinas. Es susceptible a la pudricién del nucleo y a Phytophthora sp. (Bartholomew et al.,

2003).

2.1.2 Grado de madurez

La apariencia de la fruta es la primera impresién que se percibe y el componente mas importante
para la aceptacidon y compra del producto en fresco. Lépez Camelo (2003) menciona que una
caracteristica importante para el consumo de frutas es el color, debido a que puede ser senal de
gran calidad o bien un indicativo de que la fruta esta lista para ser sometida a diferentes procesos

dependiendo de la demanda. Garcia et al. (2011) indican que hay diversos métodos para la



evaluacion en la calidad del fruto de pifia que se basan en técnicas de medicion del color, las

cuales ayudan a evaluar el fruto sin ocasionar dafios y poder predecir los estados de maduracion.

En México, la Norma Mexicana NMX-FF-028-SCFI-2008 establece las especificaciones minimas de
calidad que debe cumplir la pifia en sus distintas variedades para ser comercializadas en estado
fresco en el territorio nacional, después de su acondicionamiento. En esta norma, el fruto se
clasifica por grados de calidad y por color. La clasificacidon por grado de calidad se describe como:
extra, primera y segunda. La clasificacion por color se realiza independientemente del grado de
calidad (Tabla 2 y Figura 2). El codigo de color es util para los productores y empresas enlatadoras
ya que el cédigo G5 es el valor indicado para la comercializacién de la fruta en “fresco”, mientras
gue el cédigo G2 es el valor generalmente utilizado en la comercializacidon de la fruta para su

enlatado.

Garcia Tain et al., (2011) y Garciduefias Paz, (2013) han estudiado ampliamente el proceso de
maduracion de la pifia, en donde influye el manejo de la plantacidn, el ambiente y la variedad.
Bartolomé et al., (1995) informaron que a medida que la fruta madura se vuelve menos firme y

mas aromatica.

Tabla 2. Clasificacion del grado de madurez por color de la cdscara.

Cadigo de color

Intervalo de color en cascara Nombre comercial

NMX-FF-028-SCFI-2008

Inicio de color amarillo GO Sazona
1% al 12% G1 “de 0jo”
13% al 37% G2 % de color
38% al 62% G3 % de madurez
63% al 87% G4 % de madurez
88% al 100% G5 Madura
100% inicia el color anaranjado G6 Sobre madura

Fuente: NMX-FF-028-SCFI-2008



Figura 2. Codigos de color segin NMX-FF-028-SCFI-2008.

2.1.3 Composicidn quimica

La composicidon quimica de la pifia para la parte comestible del fruto dependera del grado de
madurez, involucrando a dos elementos principales como lo son la acidez y el contenido de
azucares, aunque también influye el manejo de la plantacién, las condiciones ambientales y la

variedad.

El aumento en la acidez de la fruta se denota durante el crecimiento de la pifia y conforme esta
va madurando, la acidez ird disminuyendo. Los acidos orgdnicos presentes en el fruto juegan un
papel importante en la estabilizacién del potencial de hidrdgeno de la savia celular y ademas
participan en la fotosintesis, la sintesis de fenoles, el metabolismo de aminoacidos, lipidos y de
las sustancias aromaticas (Sun et al., 2016). A diferencia de los acidos en la fruta, la dulzura
depende de la concentracion de azlcar que se sintetice y acumule en la pulpa durante el
crecimiento del fruto (Dorey et al., 2016). La calidad de la fruta se basa en el contenido de azucar
gue posee, ademas que es de importancia para la sintesis de pigmentos, aminoacidos, vitaminas,

sustancias aromaticas y otros compuestos nutricionales (Sanchez et al., 2015; Sun et al., 2016).

Sun et al. (2016) analizaron diferentes cultivares de pifia tradicionales e informaron que la
fructosa, glucosa y sacarosa forman parte de los principales azlcares solubles de la fruta, asi
mismo mencionan que los principales acidos organicos de la fruta son el acido citrico y el acido
malico. La Tabla muestra la composicidn de azucares solubles y diferentes acidos organicos para

el cultivar Cayena Lisa.



Tabla 3. Composicion de azlcares y acidos orgdnicos para Cayena Lisa.

Cultivar Cayena Lisa (mg/g de peso fresco)
Fructosa 21.03
Glucosa 24.25
Sacarosa 64.76

AzUcar total 110.05
Acido citrico 4.44
Acido malico 1.61
Acido quinico 1.02
Otros acidos organicos 7.07

Fuente: Sun et al. (2016)

La composicién nutricional de la pifia es bien conocida, debido a que la calidad gustativa también
depende de la proporcién de componentes que la pulpa posea. La Tabla 4 muestra en términos

generales la composicidn nutricional de la pifia.

Tabla 4. Contenido nutricional del fruto de pifia.

Nutrientes Valor/100 g Unidad
Energia 57.00 kcal
Proteina 0.71 g
Lipidos totales (grasas) 0.00 g
Carbohidratos, por diferencia 12.86 g
Fibra dietética total 1.40 g
Azlcares 10.00 g
Calcio 14.00 mg
Hierro 0.26 mg
Sodio 0.00 mg
Vitamina C 34.30 mg
Vitamina A 71.00 Iu*
Acidos grasos, saturados totales 0.00 g
Acidos grasos, trans total 0.00 g
Colesterol 0.00 mg

Fuente: (USDA, 2020)
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2.1.4 Actividad proteolitica de endopeptidasas cisteinicas en Ananas comosus

El Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-
IUBMB, 2021) ha recomendado usar el término peptidasa para referirse a enzimas que
descomponen a las proteinas, mediante la ruptura del enlace peptidico, en unidades mas
pequeiias, como péptidos o aminodcidos, sin embargo, aun persiste la denominacion enzima

proteolitica, proteasa o proteinasa.

La bromelina del fruto (EC 3.4.22.33) es la peptidasa de mayor presencia (31 kDa) en el jugo del
fruto de la pifia, posee una intensa actividad proteolitica que es capaz de no modificarse cuando
se encuentra en intervalos de pH entre 3 y 8 a temperaturas maximas de 50 °C. EC 3.4.22.33 estd
constituida por una secuencia de aminodcidos plegados en dos partes separadas por un puente
que posee un sitio activo con un grupo tiol libre. La bromelina del tallo (EC 3.4.22.32) es la
peptidasa mayoritaria presente en un 90% en los extractos del tallo de la pifia (23.8 kDa) y es
estable hasta los 60 °C en un intervalo amplio de pH de 3 a 9. La pifia contiene, ademas, otras
endopeptidasas en menor cantidad como lo son, la ananaina (EC 3.4.22.31) y la comosaina. La
ananaina tiene un peso molecular de 23.4 kDa e hidroliza proteinas con amplia especificidad para
enlaces peptidicos a una temperatura dptima de 25°C, es estable en un intervalo de pHde 3 a 7.
La comosaina por su parte, es la glicoproteina menos abundante en el extracto de tallo de pifia
de 24.5 kDa de peso y representa menos del 1% de las proteinas totales. Otras peptidasas
similares se encuentran también presentes en la cdscara, corazén, corona y hojas de la planta de

pifia (Arshad et al., 2014).

Dado que la bromelina es de origen natural, diferentes origenes del material biolégico pueden
exhibir variabilidad en su actividad proteolitica o actividad fisiolégica. Misran et al. (2019)
obtuvieron la actividad proteolitica mas alta en la cdscara del fruto de la variedad Morris, 229.64
+ 0.54 UDC/mL obteniendo 0.3 g de bromelina por 100 g de residuo. Nadzirah et al. (2012)
obtuvieron 1.0 g de bromelina en polvo a partir de 100 g de corona del fruto de pifia y con
actividad proteolitica de 529.77 * 5.74 CDU/mg en pifia de la variedad N36. En el extracto de
corona de pifna de los cultivares Phu Lea y Nang Lea, Ketnawa et al. (2012) encontraron la mayor
cantidad de proteina 220 mg de proteina/100 g de residuo y la mas alta actividad proteica (322.73

+1.67 UDC/mL). La Tabla 5 resume estos resultados.



Tabla 5. Concentracién y actividad de proteasas en variedades de Ananas comosus.

Concentracion de proteasas Actividad proteolitica

Variedad
mg proteasa / 100 g de residuo CDU/mL
300
Morris 229.64 £ 0.54
en cdscara
1000
N36 529.77 £5.74
en corona
220
Phu Lea 322.73£1.67
en corona
220
Nang Lea 322.73 £ 1.67

en corona

Fuente: Ketnawa et al. (2012), Misran et al. (2019), Nadzirah et al. (2012).

2.1.5 Requerimientos climaticos

Las caracteristicas geograficas adecuadas para la produccidn de piiia son distintas, ya que puede
ser cultivada en una amplia variedad de suelos. Sin embargo, es indispensable contar con una
altitud menor a los 800 metros sobre el nivel del mar, lluvias de 1000 a 1500 mm, temperatura
promedio anual entre 25y 30 °C con una éptima de 27 °C. Los suelos con buen drenaje, aireacion,
alta cantidad de materia organica y un pH acido (4.5-5.5) son adecuados para el cultivo de pifia
(Uriza Avila et al., 2018). En general los hijuelos, gallos o las coronas, se pueden usar como
material de siembra y se necesita un periodo de 18 a 24 meses para la cosecha. La pifia se puede
cosechar durante todo el aiio (Sun et al., 2016), pero los meses de junio, julio y agosto son los
meses donde se produce aproximadamente 351 toneladas anuales, representando el 33.7% de la

produccién nacional (SIAP, 2020).

2.2 Residuos agroindustriales de pifia en la Cuenca del Papaloapan
En nuestro pais, diversas regiones productoras de pifia mantienen sus cultivares con los
genotipos: Cayena Lisa, MD-2, Criollas, Champaka y pifias ornamentales (Uriza Avila et al., 2018).

La Tabla 6, muestra la variacién de los genotipos de pifia en México.



Tabla 6. Genotipos de pifia comercial en México.

. Produccion
Genotipos

(%)
Cayena Lisa 60
MD-2 30
Criollas 4
Champaka <1
Ornamentales 0.005
Otros <5

Durante todo el afio, el pais produce pifia de la variedad Cayena Lisa de manera estable, sin
embargo, durante los meses de junio hasta agosto se produce el 33.7% del total nacional, unas
351 mil toneladas de frutos, esto es: en la cuarta parte del afio se produce la tercera parte de la
produccién anual (SIAP, 2020). En esta regién, una planta completa de pifia adulta del cultivar
Cayena Lisa pesa en promedio 8.0 kg, considerando las principales estructuras como son el tallo,

las hojas, las raices, el pedunculo, el fruto y los vastagos (Figura 1).

Para el mismo cultivar, el fruto entero pesa en promedio 3.0 kg, de los cuales el 30% corresponde
a la pulpa la cual se aprovecha en el proceso del enlatado de pifia en almibar o en jugo, siendo el
resto desechado como residuos agroindustriales que contienen céscara, corazén, corona, talloy
recortes. Si a estos residuos se les agregan los residuos agricolas, que son las otras partes de la
planta que deben ser retiradas en la plantacién como clavos, gallos, hojas, tallos y raices, los
residuos representan el 89 % de la planta entera (8.0 kg aproximadamente) y el 70% del fruto
(Uriza Avila et al., 2018). Esto es, por cada lata de pifia en rebanadas se generan 7.1 kg de residuos
totales por planta, cuando se renueva todo el acahual, o bien, 2.1 kg de residuos generados por

cada fruto (Tabla 7).



Tabla 7.

Residuos en Cayena Lisa

Partes de la planta

Pulpa

Residuos

Total

Peso promedio

Fruto Planta
kg (%) kg (%)
0.9 0.9
(30%) (11.25%)
2.1 7.1
(70%) (88.75%)
cdscara, corona, clavos, hojas,
corazon gallos, tallos
3.0 8.0
(100%) (100%)

En la Tabla 8 se presentan las cantidades en toneladas de residuos generados en 2020 a partir del

fruto de pifa en la zona de la Cuenca del Papaloapan, 582 000 toneladas anuales,

aproximadamente (SIAP, 2020).

Tabla 8. Residuos agroindustriales generados en el cultivo de pifia en México.

Produccién en toneladas
(%)
Pifia cosechada
Pifia para industrializacion
Residuos del fruto

Residuos de la planta

México
(100%)
104000
208200

728700

2467170

Veracruz
(66.0%)
686784
137357

480749
1627678

Oaxaca Loma Bonita

(14.0%) (12.0%)
145417 124643

29083 24929
101792 87250
344638 295404

Tuxtepec
(2.0%)
20774

4155

14542
49234

2.4 Aprovechamiento de los residuos agroindustriales

Fuente: SIAP, (2020)

En afos recientes, la generacién de residuos a partir de pifia ha propiciado un impacto ambiental

negativo que afecta al sector agricola mexicano. Por ello, este sector considera alternativas que

aprovechen la biomasa generada a partir de pifa.

Banerjee et al. (2018) sefialan que la baja valorizacidon de los residuos de pifa se debe a la poca

comprension de su valor econdmico que éstos podrian proporcionar. Los residuos de pifia

representan materia prima que se convierte en productos de valor agregado como: ensilados,

papel, tejidos, biopolimeros, celulosa y la hemicelulosa, fertilizantes, metano, etanol, acido

citrico, compuestos antioxidantes y enzimas proteoliticas. Las proteasas provenientes de la pifia
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tienen aplicacion en la industria alimentaria, como ablandador de carne, hidrolizan proteinas
solubles de la cerveza, en las industrias vinicola, cosmética y farmacéutica. En el area clinica se
han visto exitosamente aplicadas como fitoterapéuticos (Arshad et al., 2014; Banerjee et al.,

2018; Sanchez Hernandez et al., 2015; Uriza Avila et al., 2018).

Dado que la mayoria de estos subproductos no tienen un destino especifico, pueden desecharse
de manera inadecuada causando problemas ambientales. En consecuencia, es de vital
importancia reutilizar los subproductos industriales para mejorar la economia del proceso y su

sostenibilidad (Selani et al., 2014).

Los extractos obtenidos a partir de los residuos de Ananas comosus son una combinacion de
diferentes cisteino-endopeptidasas y una mezcla compleja de fosfatasas, glucosidasas,
peroxidasas, celulasas, inhibidores, glicoproteinas y carbohidratos (Errasti, 2013). Maurer (2001)
informé que elevadas cantidades de endopeptidasas cisteinicas pueden presentar un extenso uso
como por ejemplo la aceleracidn de la cicatrizacion en heridas, el empleo en terapia de trastornos

inflamatorios, aditivos para quimioterapia, entre otras (Salas et al., 2008).

2.3 Area de estudio

La ciudad de Loma Bonita esta localizada al norte del estado de Oaxaca, en la region de la Cuenca
del Papaloapan, en las coordenadas 95° 52' 50” longitud oeste y 18° 06' 25” latitud norte (Figura
3), auna altura de 30 metros sobre el nivel del mar. Limita al norte con los municipios de Otatitlan,
Tlacojalpan y Chacaltianguis y al este con los municipios de José Azueta y Playa Vicente,
pertenecientes al estado de Veracruz, al sur con los municipios oaxaquefios de Santiago Jocotepec
y San Juan Lalana (Distrito de Choapam) y al oeste con los municipios de San Juan Bautista
Tuxtepec y Santiago Jocotepec. Es cabecera del municipio con el mismo nombre al que
pertenecen 164 localidades de tipo rural distribuidas en una superficie de 588.15 km? (INIM,
2020). Su posicion dentro de la llanura costera del Golfo le confiere un relieve plano con pequefios
lomerios aledafios que poseen una decena de metros de altura en promedio. Su altitud y la
relativa cercania a la linea de costa condicionan que posea un clima calido himedo con lluvias en
verano, con una temperatura media anual de 25°C y un total acumulado de precipitacion media
anual de 1.90 mm. El mes mas cdlido es mayo, con una temperatura media de 34.7°C; por su
parte, enero posee la temperatura menor del afo con 16.6°C como media. El mes mas humedo

es septiembre con un promedio pluvial acumulado de 363.70 mm, mientras que el mas seco es



marzo con 25.5 mm de valor promediado (SMN, 2021). Su geologia, en un 83%, esta constituida
con un lecho rocoso sedimentario, compuesto mayormente por conglomerado en un 61.5% y
arenisca en un 21.6%; el resto esta dividido por lutita y caliza. El suelo es en su mayoria luvisol
(51%), seguido por cambisol (24%) y vertisol (13%). Estd rodeada por diferentes corrientes
perennes: los rios Obispo, Mangle, Playa Vicente, Tecomate Mixtan, Sesecapan, El Carrizo, El
Limoén y La Virgen. Dos principales lagos se ubican de manera opuesta en los extremos de la

ciudad: la Laguna Cujuliapan al noreste y la Laguna Virginia al suroeste.

Figura 3. Mapa -de Loma Bonita, Oaxaca (SNIM, 2020).



3. JUSTIFICACION
En la Cuenca del Papaloapan, el manejo de los residuos solidos agroindustriales de pifia ha
representado un gran problema debido a que se generan mdas de 100 mil toneladas anuales.
Valorizar los desechos de la comercializacion de la pifia como insumos para la produccién de

enzimas, seria solo una parte del engranaje de la economia circular a esta agroindustria.

Para que la produccion industrial de enzimas sea técnica y econdmicamente factible, es
importante contar con informaciéon del comportamiento en el tiempo de algunas propiedades

fisicoquimicas y bioquimicas de distintos residuos de la piia.

Del seguimiento de la variacién de concentracion proteica, actividad proteolitica de las enzimas
cisteinicas, grados Brix y potencial de hidrégeno de los extractos de cuatro residuos de frutos de
pifia de la variedad Cayena Lisa en dos etapas de maduracién, durante los meses de mayor
produccién de pifa en la Cuenca del Papaloapan (mayo, junio, julio y agosto), se podrd
correlacionar los pardmetros bioquimicos y fisicoquimicos. Resultados con buenas correlaciones
entre la concentracion de proteina y la actividad proteolitica de las mismas podran contribuir en
la toma de decisiones en inversion de infraestructura en la industria de produccién de peptidasas

y por ende a un mayor desarrollo en el sector agricola de la regidn.



4. HIPOTESIS
Existen variaciones significativas en la actividad proteolitica y la concentracién de proteinas
asociadas a las dos etapas de maduracion de los extractos obtenidos de pulpay residuos (cdscara,
corazon, corona) durante los meses de mayor produccién (mayo, junio, julio y agosto) generados

por la industrializacion del cultivar Cayena Lisa de Ananas comosus (L.) Merr.



5. OBIJETIVOS
5.1 Objetivo general

Establecer la correlacién en la variacidon de la actividad proteolitica, concentracidon proteica,
concentracion de sdlidos disueltos y potencial de hidrégeno de cuatro residuos agroindustriales

de Ananas comosus (L.) Merr. variedad Cayena Lisa en dos grados de maduracién.

5.2 Objetivos especificos

1. Establecer el diseiio del experimento: factores y variables respuesta

2. Obtener extractos de muestras de plantas completas de pina en dos etapas de
maduracion del cultivar Cayena Lisa provenientes de una plantacién de Loma Bonita
Oaxaca durante los meses de mayo, junio, julio y agosto.

3. Cuantificar cada mes la concentracion de proteina, actividad proteolitica, grados Brix y
potencial de hidrégeno de los extractos frescos de los residuos cascara, corazén, corona 'y
pulpa del cultivar Cayena Lisa de Ananas comosus en dos etapas de maduracién.

4. Cuantificar concentracion de proteina, actividad proteolitica, grados Brix y potencial de
hidrégeno de los extractos almacenados a 4 °C de los residuos a los 15 y 30 dias.

5. Realizar analisis de correlacién entre dos variables respuesta.



6. METODOLOGIA

6.1 Materialesy equipo

Los reactivos utilizados: azul de Coomassie G-250, acido fosfdrico al 88%, etanol absoluto,
albumina de suero bovino (BSA), caseina, cisteina, L-tirosina, acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), disolucion tampdn de potasio y acido tricloroacético (TCA), fueron grado analitico marca
Aldrich. Para todas las disoluciones amortiguadoras, suspensiones y medios de reaccion se utilizo
agua destilada, desionizada y esterilizada. Para ello se utilizé una destiladora marca Felisa modelo
FE-393, una desionizadora con un sistema de dos cartuchos marca Barnstead modelo B-pure con
resistividad de 1.0 MQ/cm, COT menor a 5 ppb, libre de particulas con didmetro menor a 0.22

mm y una autoclave eléctrica vertical, modelo GL311 CAT 3060.

La temperatura se midid con un termémetro bimetalico digital con intervalo de temperatura entre
-40y 250 £ 0.1 °C marca Hanna, modelo HI98501. El pH se ajustd con un potenciometro de mesa
marca Hanna Instruments modelo HI 2211 ORP Meter, equipado con un electrodo de vidrio y
calibrado con disoluciones amortiguadoras estandar comercial de pH 4, 7 y 10. Para la
determinaciéon del porcentaje de sélidos disueltos (°Brix) en extractos de Ananas comosus var.
Cayena Lisa se utilizé un refractdmetro éptico marca Atago Master-M. La centrifugacion de las
muestras fue realizada en una centrifuga refrigerada marca Thermo Scientific modelo Megafuge
16R. Antes de la utilizacidn de las pipetas automaticas (Eppendorf Research plus) se comprobdé el
volumen nominal y el volumen minimo de cada pipeta, ademads de calibrar por peso. El
seguimiento de las reacciones y las curvas de calibracion se realizaron en un espectrofotémetro

ultravioleta-visible, marca Thermo Scientific modelo Genesys 10S.

6.2 Muestreoy tratamiento del material vegetal

La recoleccién del material vegetal de Ananas comosus (L). Merr del cultivar Cayena Lisa en dos
diferentes estados de madurez fisioldgica (grado 2 y grado 5), libres de dafios se realizé en horas
de la mafiana durante los meses de mayo, junio, julio y agosto en una plantacion de la Cuenca del
Papaloapan (Figura 4) en el municipio de Loma Bonita, Oaxaca, México (coordenadas: 18° 4’ 0.4”
N, 95° 53’ 32.4” Q). Para cada etapa de maduracion se obtuvo una muestra compuesta por 5

frutos durante cada mes proveniente de un disefio de muestreo aleatorio de campo.



Figura 4. Plantacidon de pifia en Loma Bonita (18° 4’ 0.4” N, 95° 53’ 32.4” Q).

El material vegetal fresco fue revisado de forma visual directamente en campo, de tal modo que
las plantas no mostraran alguna enfermedad o plaga. Posteriormente, el fruto fue trasladado al
laboratorio donde fue separado del resto del material vegetal, lavado a chorro de agua para
remover el suelo y secado al aire. Ya limpio y seco, se procedid a pelar manualmente cada réplica
del fruto de pifia. De cada etapa de maduracion se obtuvieron los diferentes residuos: cascara,
corazén y corona (Figura 5). Los resultados fueron contrastados utilizando la pulpa como

respuesta positiva maxima.



Figura 5. Material vegetal de Ananas comosus. A) fruto (G5) y B) residuos y pulpa.

6.3 Disefio experimental

El disefio de experimentos (DOE) ayuda a investigar los efectos de las variables de entrada
(también conocidas como factores) sobre variables de salida (respuestas) al mismo tiempo. Estos
experimentos consisten en una serie de experimentos, o pruebas, en las que se realizan cambios
intencionales en las variables de entrada. En cada corrida se recolectan datos. El DOE se utiliza
para identificar las condiciones del proceso y los componentes del producto que afectan la
calidad, para luego determinar la configuracién de factores que optimiza los resultados. La
ventaja de la implementacion del disefio de experimentos en el desarrollo de un proceso radica
en la posibilidad de evaluar simultdneamente distintas variables de entrada, o “factores”, como
la concentracidn de los reactivos, catalizador, pH, temperatura y otros promotores que pueden
afectar al producto para determinar las condiciones en las que las variables de salida, o

“respuestas”, alcancen un valor éptimo.

En un estudio de disefio de experimentos, los factores de interés varian sistematicamente de su
valor mas bajo al mas alto y se ejecutan todas las combinaciones de factores posibles en el mismo

conjunto de experimentos.

Como ejemplo, en un disefio de experimentos de tres factores con dos niveles (Figura 6), los

valores pueden representarse en un cubo donde las esquinas muestran las ocho condiciones de



comprobacién. En un diseno factorial completo, las condiciones de comprobacion resultantes se
calculan segun la férmula 2%, de manera particular 23 = 8, lo que lleva a ocho resultados distintos.
En la misma Figura puede observarse un ejemplo esquematico de un disefio factorial completo

que da lugar a ocho resultados de comprobacién distintos y posiblemente a un valor éptimo.

Factores Respuesta

Variable xI1 | Variable x2 | Variable x3 | Variable y

x11(-1) | xa1 (-1) | %31 (-1) | y1

x12(+1) | %21 (-1) | xa1(-1) | v2

Nivel alto X11(-1) | x22 (+1) | xa1(-1) |3
A

x11(-1) | x21 (-1) | X32(+1) | ya

Variable 3 X12 (+1) X22 (+1) X31 (-1) Ys
Nivel bajo
X12 (+1) X21 (-1) X32 (+1) Yo
Variable 2
Nivel bajo Nivel alto x11(-1) | x22 (+1) | xa2(-1) |7
Nivel alto €———————Nivel bajo x12 (+1) X22 (+1) X3z (+1) Vs
Variable 1

Figura 6. Disefio factorial 2*

Los datos obtenidos de un estudio mediante disefio de experimentos se emplean para crear
funciones matemadticas que describan mejor la relacién entre los factores y las respuestas
medidas. Estas ecuaciones pueden ser de primer, segundo u orden mayor, dependiendo de la

reaccion de las respuestas ante los cambios en los factores.

En un modelo matematico donde y es la variable de respuesta, x, son los factores de entrada y 8,
los coeficientes de funcidn, la variable respuesta y puede representarse con respecto a una o dos
variables de entrada (X) para crear la superficie de respuesta en dos o tres dimensiones, mediante

la expresion:

y = BotPBaxa+PaXzHPaXat+Pr1Xi?+PaoaXo?+PasXs?+P12XiXoHP1sX1XsHP2sXoXs+e



en donde: fo es un valor constante, el término (B1x:+62x2+83x3) corresponde a los efectos
principales de los factores, (B11X12+B22%22+f33%3 a la curvatura, (B12xix2+B13x1x3+B23x2x3) a las

interacciones entre factores y e al error del disefio.
6.4.1 Relacion entre las variables de entrada y salida.

Para el estudio prospectivo de la variacion de endopeptidasas cisteinicas en residuos
agroindustriales de Ananas comosus en una plantacion de Loma Bonita, Oaxaca, se aplicé un
disefio experimental tipo 2%, El disefio experimental consta de 3 factores o variables
independientes: el periodo de muestreo, el grado de madurezy el tipo de residuo con tres réplicas
(Tabla 9). La variable x1, que es el grado de madurez (G2 o pifias verdes en su valor minimo y G5
o pifias maduras en su valor maximo), la variable x;, que es el tipo de residuo (corazén, corona,
cascara, pulpa), y la variable x3, el periodo de muestreo (mayo, junio, julio y agosto). El primer
factor a dos niveles, mientras dos factores se consideraron a 4 niveles. El nimero de variables
respuesta quedaria 2% x 4% por triplicado, es decir 27 x 4% x 3=96 resultados en un dia de muestreo.

Lo mismo a los 15 y 30 dias de la preservacion de la muestra a 4 °C.

Tabla 9. Factores y variables respuesta.

Variables de entrada (factores) Variables respuesta Constantes
Grado de madurez Residuo Meses Réplicas
Cs cascara Mayo
1 pH
] Plantacion
G2 Cr corona Junio Brix
2 Concentracion de proteinas
Hora de muestreo
G5 Cz corazén Julio Actividad proteolitica

Pu pulpa Agosto
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La Tabla 10 muestra las etiquetas de cada experimento realizado el dia del muestreo (tiempo

cero, to). En el Anexo Il se presentan los resultados de los 288 experimentos a los tiempos to, tisy

t30, esto es, el dia del muestreo, y a los 15 y 30 dias de almacenamiento a 4°C.

Tabla 10. Etiquetas utilizadas para la identificacidon de las muestras.

TYOLNddVZEAN| 2Y0LNddVZBAN| €40LNddVZBAN| INJOLNddVZEAN

% TYOLNddOZBAN| 240LNddIZBAN| €Y0LNddIZBAN| INOLNddDOZEAN
W TH0LNdaDZBAN| 240LNdg9ZBAN| €YOLNdEDTZBAN| INOLNdEDTZEAIN
THOLNdHJZBAN| 2¥0LNdHdZBAN| €YOLNdHAZBAN| NOLNdHAZEAN
TH0LZDdVZBAN|  2¥0LZDdVZBAN|  €4012DdVZBAN|  INdOLZDdVZBAN

" T¥0120dDZ8AN|  280120dDZBAN|  €40120dDZ8AN|  Nd012DdDZ3AN
O T4012089¢3AN|  7¥012099Z3AN| €4012089Z8AN|  INd0LZD89ZBAIN

~ THOLZOHdZBAN|  7¥012DHdZBAN|  €401ZOHJZBAN| INdOLZOHJZEAN
52 THOLIDJVZBAN|  2HOLIDdVZBAN|  €YOLIDAVZEAN|  INOLIDdVZEAN
N THOLIDdOZBAN|  Z40LDdIZ3AN|  €40L1DdIZAN|  INOLIDdIZAN
nu TYOLID99Z3AN|  240L4099Z3AN|  €401409923AN|  INJOLIDEDTAN
TYOLIOHdZBAN|  2HOLIDHJZBAN| E€YOLIOHTZBAN| INOLIDHJZEAN
TH01SDdVZBAN|  2HOLSOdVZBAN|  €YOLSDJVZBAN|  INOLSOdVZEAIN

. THO1SDdOZBAN|  2¥0LSDdIZBAN|  €YOLSDIZBAN| INJOLSDdIZEAN
B T¥0L5099¢3AN| 24015089Z3AN|  €4015089Z3AN|  INdOLSDEDZIAN
TYOLSOHAZBAN| 240LSOHJZ3AN| €401SOHAZSAN|  INdOLSDdZBAN
THOLNddVSSAIN|  2HOLNddVSSAIN| €401nddVSSAN|  INOLNddVSSAIN

. TY01NddISSAN|  2401NddISSAN|  €401NddISSAN|  INdOLNddDSSAN
W THOLNdEOSBAN| 2¥0LNdE9SBAN| EYOLNAEDSSAN| INOLNdEDSBAIN
THOLNdHJSBAN| 2¥0LNdHASBAN|  €YOLNdHJSSAN| INOLNdHASSAN
TY0LZDdVSSAIN|  240L12DdVSSAIN|  €4012DdVSSAN|  INdOLZOdVSSAIN

. TH012DdISSAIN|  2¥0120dDSBAN|  €Y0LZDdISSAN|  INOLZDdISBAN
& TH012089S8AN|  7¥01208958AN|  €4012D9DSBAN|  INAOLZDEDSBAIN

= THOLZOHJSBAN|  Z¥0LZOHASBAN|  €40L1ZOHJSSAN|  INdOLZOHJSSAN
O THOLIDdVSSAN|  2H0LIDdVSBAN| €HOLIDAVSBAN | INOLIDYSBAN
N THYOLIDdOSBAN|  ZHOLDdISBAN|  €HOLIDAISSAN|  INOLIDAISSAN
G THOLDEOSSAN|  2Y0L1089S8AN|  €40L4089S8AN|  INdOLIDEDSSAN
TYOLIOHASBAN|  2HOLIDHJSBAN|  EYOLIOHASSAN|  INJOLIDHJSSAIN
THOLSDdVSBAN|  2HOLSOdVSBAN|  €YOLSOJVSSAN|  INOLSIOdVSSAIN

N THOLSOdISBAN|  Z40LsDdDSBAN|  €¥01SDdISBAN|  INDOLSIISSAN
4 TH0LSD89SBAN|  2¥0LSOE9SBAN|  €YOLSIEDSSAN|  INAOLSDEDSBAIN
THOLSOHASBAN|  ZYOLSOHASBAN|  €YOLSOHJSBAN|  INdOLSOHASSAN
seoljday - ~ o OId3noYd

*Cascara (Cs), Corona (Cr), Corazon (Cz) y Pulpa (Pu).
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6.4 Preparacion de extracto crudo

La Unidn Estatal de Productores de Pina en Loma Bonita, Oaxaca proporciond mensualmente diez
plantas completas de pifia (5 plantas grado de madurez G2 y 5 grado G5), visualmente sanas y
libres de plagas. Las plantas fueron llevadas al taller de alimentos en la Universidad del
Papaloapan (UNPA) campus Tuxtepec, donde fueron lavadas y secadas. Cada fruto fue cortado

en diferentes partes para la obtencién de los residuos: cascara (Cs), corona (Cr), corazén (Cz) y

pulpa (Pu).

Cada residuo de la pifia se cortd en trozos pequeiios para formar por separado muestras
completas, de las cuales se tomaron 100 g de cada residuo y se procedié a moler utilizando un
extractor de jugo doméstico marca Oster para obtener los extractos crudos. La mezcla resultante
se filtré a través de una malla y mediante una probeta se midié el volumen de cada extracto
obtenido. Posteriormente se tomaron alicuotas de cada extracto crudo (2 mL) por triplicado y se
centrifugaron a 10000 g durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido de cada muestra se

recogiod, registré y se utilizé para los experimentos ya mencionados en diferentes tiempos:
a) el dia de la recolecta del fruto (tiempo de almacenamiento cero a 25 °C, to)
b) a los quince dias (15 dias de almacenamiento a 4°C, tis)

c) a los treinta dias (30 dias de almacenamiento a 4°C, t3o)

6.5 Variables de respuesta

6.5.1 Potencial de hidrégeno

El potencial de hidrégeno de cada muestra se midié por triplicado considerando la norma
mexicana NMX-F-317-S-1978, la cual establece la serie de pasos que debe seguirse para una
correcta medicién del pH. Por ello se realizd, previo a cada periodo de andlisis, la calibracion del
potenciometro HI 2211 ORP Meter, marca Hanna Instruments con las disoluciones reguladoras

de pH 4, 7y 10.

La preparacion de las muestras debe ser una etapa esencial en el proceso analitico para que el
procedimiento sea correcto, por ello, antes de medir el pH de cada muestra se removié la porcién

solida de cada extracto mediante centrifugacién a 5000 g en tubos de 15 mL durante 8 min a
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temperatura ambiente. Posteriormente, el procedimiento para registrar el pH de cada muestra
se realizé de la siguiente manera: el electrodo fue sumergido en el sobrenadante de cada
extracto. En cada cambio de muestra el electrodo fue lavado con agua destilada, desionizada y

esteéril.

6.5.2 Sdlidos solubles totales

Para la determinacion de sélidos disueltos (°Brix) de la pifia var. Cayena Lisa se utilizé la NMX-F-
103-1982. Esta Norma Mexicana establece el método refractométrico para la determinacién de
los grados Brix en alimentos. Los grados Brix, indican el por ciento de sdlidos disueltos en un

producto derivado de las frutas o de un liquido azucarado.

La calibracién del refractometro dptico marca Atago Master-M, se realizd afiadiendo 40 uL de
agua a temperatura ambiente a través del prisma, se colocé el refractdmetro en una posicién en
donde la luz natural o artificial pudiera utilizarse para la iluminacion, y se verifico la exactitud del
refractdmetro en donde el indice de refraccion del agua a esta temperatura es cero,

posteriormente se limpié cuidadosamente con etanol al 96 % v/v.

Para cargar el refractémetro se utilizaron 40 pL del sobrenadante de cada muestra, fueron
colocados de manera que cubrieran perfectamente el prisma y se esperd un minuto para poder

obtener el resultado de la muestra. Los resultados se expresaron en grados Brix.
El prisma del refractémetro se limpid después de medir cada muestra.

6.5.3 Concentracion de proteinas

La cuantificacion de proteinas totales se realiz6 mediante el método de Bradford utilizando
albumina sérica bovina (BSA) con una concentracién de 0.5 mg/mL como estandar (Bradford,
1976). De los extractos obtenidos para cada residuo se tomaron 2 mL de cada muestra por
triplicado, se procedié a centrifugar a 10000 g, durante 20 min a 4 °C para posteriormente utilizar
25 ulL del sobrenadante de cada muestra y mezclar con 1 mL del reactivo de Bradford que fue

preparado del siguiente modo:

Se mezclé 10 mg de azul de Comassie G-250 con 10 mL de acido fosférico al 88% y 4.7 mL de
etanol absoluto, se aforo con agua hasta 100 mL, filtrar y guardo en la oscuridad, posteriormente
se registré la absorbancia a longitud de onda de 595 nm en un espectrofotémetro UV-Vis frente

al blanco.
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Antes de medir las absorbancias a 595 nm en un espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis) se dejé
que las muestras se incubaran a temperatura ambiente durante 15 minutos. Y se determiné la
concentracion de proteina de cada muestra utilizando la curva estandar. La absorbancia de las
muestras debe registrarse antes del limite de tiempo de 60 minutos y dentro de 10 minutos el

uno del otro. La curva de calibracidn de concentracién de proteina BSA se muestra en el Anexo I.

6.5.4 Actividad proteolitica

La actividad proteolitica de los extractos enzimaticos crudos se determiné mediante el método
modificado por Kentnawa et al., (2012) utilizando caseina y L-tirosina (concentracién de 0.4
mg/mL) como sustrato y estandar, respectivamente. El sobrenadante de los extractos crudos para
cada muestra (1.0 mL) se mezcld con 1.0 mL de la disolucién (1% p/v de caseina, cisteina 0.03 M,
EDTA 0.006 M, en una disolucidon tampdn de fosfato de potasio 0.05 M a pH 7.0). La reaccidn se
llevé a cabo a 37 °C durante 10 min y se detuvo adicionando 3 mL de acido tricloroacético (TCA)
al 5% p/v. La mezcla de reaccién se centrifugd a 8000 g durante 10 min. Se midieron las
absorbancias de los espectros ultravioleta del sobrenadante obtenido a 275 nm indicada por los
péptidos solubles. El ensayo esta fundamentado en la hidrélisis proteolitica de la caseina por la

enzima. Las endopeptidasas cisteinicas hidrolizan la caseina para liberar L-tirosina.

Una unidad de actividad enzimatica esta definida como la cantidad de enzima que libera un
producto equivalente a 1 pg de tirosina/min/mL en las condiciones de ensayo estandar y se
expresa como unidades digestoras de caseina por mililitro (UDC/mL). La curva de calibracion de

actividad de las peptidasas se muestra en el Anexo I.

6.6 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software estadistico Minitab 19. Las diferencias entre
las muestras para el potencial de hidrogeno, sdlidos solubles totales, concentracidn proteica y
actividad enzimatica se determinaron mediante andlisis de varianza seguido de la prueba Tukey

(p<0.05 se considerd estadisticamente significativo).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Peso de residuo fresco

De los residuos de cada etapa de maduracion, las cascaras fueron las de mayor proporcion (32%
p/p), especialmente las cascaras de G5 (0.978 kg), seguido del corazéon (19% p/p) y la corona
(12.0% p/p) para G5, a diferencia de G2 en donde la corona presenta 20% (p/p) mayor volumen
en comparacion con el corazén que presenta el 17% (p/p) debido a que en esta etapa la planta

alin esta en proceso de crecimiento (Bartolomé et al., 1995; Uriza Avila et al., 2018).

Cada residuo fue pesado por separado (Anexo Il). Los valores promedio de residuo se presentan

en la Tabla 11.

Tabla 11. Peso promedio de pulpa y residuos durante los 4 meses de muestreo.

G5 peso promedio G2 peso promedio

Residuo kg % plp Kg % plp
Céscara 0.978+0.01 32 0.843+0.05 31
Corona 0.358+0.03 12 0.543+0.02 20
Corazén 0.586+0.01 19 0.462+0.03 17
Pulpa 1.124+0.05 37 0.899+0.01 33
Total: 3.048 100 2.748 100

La pulpa de la fruta mostroé la mayor proporcidén en peso en ambas etapas de maduracion del 33-
37% (p/p). Sin embargo, el peso total de los residuos (cdscara, corona y corazén) representan el

63% (p/p) para G5y el 68% (p/p) para G2 del total de la fruta.

El andlisis de medias de los pesos, muestra que en junio hubo una cantidad significativamente

mayor de residuos para ambas etapas de maduracién (Figura 7).
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Figura 7. Pesos totales de residuos y pulpa en cada mes de recolecta.

7.2 Variables respuesta: pH, °Brix, concentracion de proteinas y actividad de peptidasas
Con el fin de evaluar el comportamiento fisicoquimico postcosecha de la pifia cv. Cayena Lisa se
obtuvieron los parametros, potencial de hidrégeno (pH) y sélidos disueltos totales (°Brix) durante

los meses de mayo, junio, julio y agosto en los residuos de pifias verdes (G2) y maduras (G5).

7.2.1 Efectos principales en sélidos disueltos.
El contenido de sdlidos solubles totales (°Brix) obtenidos el mismo dia de la colecta (to) se
muestran en la Tabla 12 junto con otros cultivares de Ananas comosus (Ketnawa et al., 2012;

Nadzirah et al. 2012; Misran et al., 2019) con fines de comparacion.

Tabla 12. Sélidos disueltos (°Brix) en variedades de Ananas comosus.

° Brix
Variedad
Cascara Corona Corazén Otro
Morris® 5.73 3.60 4.09 3.99 (pulpa)
N36¢ 2.55
Phu Lea® 4.43 6.27 3.43 2.63 (tallo)
Nang Lea? 4.33 3.0 4.73 3.0 (tallo)
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Cayena Lisa® - - - 11 a 17 (pulpa)

Cayena Lisa 9.1 (11.0 max.) 7.1(9.1 max.) 9.0 (11.0 max.) 10.5+2.0 (pulpa)
en este trabajo

Fuente: *Ketnawa et al. (2012), "Misran et al. (2019), “Nadzirah et al. (2012), “Torres et al. (2018).

Los resultados obtenidos para Ananas comosus cv. Cayena Lisa (11-17 °Brix) son diferentes a los
cultivares de pifia, Nang Lae, Phu Lae, N36 y la variedad Morris en donde el intervalo de °Brix
descrito en la literatura va desde 2.55 para cascara hasta 6.27 para corona (Ketnawa, et al., 2012;
Misran et al. 2019). Cabe sefialar que todos los residuos analizados del cultivar Cayena Lisa de
Loma Bonita Oaxaca, poseen en promedio, una concentracion de sélidos solubles totales (SST)de
9.0 para cada uno de los residuos; de manera particular, en junio la pulpa presenté el menor valor
de °Brix (5.0) en pifias verdes, mientras que para los meses de julio y agosto la pulpa presenté

valores de 14.0 °Brix en pifas G2 (Figura 8).
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Figura 8. °Brix en residuos el dia de la colecta en el periodo mayo-agosto.
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En torno al factor mes se notd que durante junio el residuo cascara alcanzo niveles de 6.82 °Brix

para G2y 11 °Brix en G5, mientras que durante el mes de agosto el mismo residuo obtuvo valores

de 9 °Brix (G2) y 9.1 °Brix (G5), dicho efecto pudo ser inducido por las condiciones climatoldgicas

que se presentaron durante los meses de recolecta como se puede observar en la Tabla 13.

Tabla 13. Comparacidn de temperatura medias mensuales durante el 2019.

Tmax Tmin Precipitacion
Meses

(°C) (°C) (mm)
Mayo 38.4 26 2.3
Junio 35.6 25.3 171.7
Julio 34.3 24 211.8
Agosto 35.3 24.9 154.9

Fuente: Soto et al., (2019)

Soto et al., (2019) concluyen en su investigacidn que la variabilidad climatica que se experimentd

durante el 2019 se deberia de considerar en la toma de decisiones en cuanto al cultivo de pifia de

la regidn ya que la temporalidad de plantacidn, fertilizacion y fumigacién, asi como la planeacién

de la cosecha puede estar modificdndose a través del tiempo y afectar a los cultivos de pina.
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El analisis de efectos principales del DOE de la variable de entrada °Brix presenta diferencias
significativas con los cuatro meses de muestreo. De igual forma con el factor madurez. Mientras
que, en el caso de los residuos, el corazon y la cdscara no presentan diferencias significativas

(Figura 9, Anexo ll).

Medias aj ustadas

Meses Madurez Residuos
i

10

Media de °Brix
['-]
L .

Maye  Junio JUlio  Agosto G2 G5 Cascara Corona Corazon Pulpa

Figura 9. Efectos principales para °Brix

La evaluacidn de los niveles de °Brix con respecto al factor madurez nos demuestra que no hay
diferencia significativa entre G2 y G5, mientras que, en el caso de los residuos, el corazéon y la

cascara no presentan diferencias significativas (Figura 9, Anexo ll).

7.2.2 Efectos principales para potencial de hidrégeno
Los niveles del potencial de hidrogeno obtenidos en el presente trabajo reflejan que la pifia
Cayena lisa de Loma Bonita, Oaxaca tiene un valor promedio de 4.64 y 4.82 para G2 y G5

respectivamente. Dichos datos son similares a los de otros autores en comparacion con las pifias

de G2 (Tabla 14).
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Tabla 14. Comparacidn de valores de pH en diferentes variedades de piiia.

pH
Variedad
Cascara Corona Corazon Otro
Morris® 4.04 4.09 3.89 3.92 (pulpa)
N36¢ 3.94 - - -
Phu Lea® 4.01 4.80 4.09 4.64 (tallo)
Nang Lea? 4.02 5.19 4.27 4.76 (tallo)
Cayena Lisa G2 3.91 5.08 4.98 4.61 (pulpa)
en este trabajo

Cayena Lisa G5 4.20 5.35 4.48 5.26 (pulpa)

en este trabajo

Fuente: ?Ketnawa et al. (2012), ®Misran et al. (2019), “Nadzirah et al. (2012).

Las pifias Cayena Lisa en G5 muestran un incremento de +0.48 unidades a diferencia de las pifias

variedad Morris, N36 y de los cultivares Phu Lea y Nang Lea en donde se consideraron pifas

maduras para cada experimento.

En general, el valor de pH fue mayor para todos los residuos en G5 versus G2 durante los cuatro

meses; excepto el residuo corazon en julio y agosto. La cdscara fue el residuo que presentd niveles

de pH por debajo de 5.0 para ambas etapas de maduracién (Figura 10).
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Figura 10. Valores de pH de los residuos el dia de la colecta durante el periodo mayo-agosto.
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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El analisis de efectos principales del DOE de la variable de entrada pH en la comparacién Tukey
presenta diferencias significativas en la serie de tiempo: mayo, junio, julio y agosto. Sin embargo,
mayo/ julio y junio/agosto no son significativamente diferentes. En la comparacion con los

factores madurez y residuos, el valor de pH es significativamente diferente (Figura 11).
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Figura 11. Efectos principales para pH



7.2.3 Efectos principales en concentracién de proteinas

El andlisis de efectos principales del DOE para la concentracidn de proteinas en la comparacién
Tukey no presenta diferencias significativas en la serie de meses: mayo/ junio y julio/agosto,
mientras que en los meses junio/julio si hay diferencias significativas. En la comparacion con el
factor madurez, la concentracién de proteinas no es significativamente diferente; mientras que
en el factor residuo, el corazén es significativamente diferente y la cascara.
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Figura 12. Efectos principales para concentracién de proteinas.
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7.2.4 Efectos principales en actividad enzimatica

Los efectos principales para la actividad enzimatica en la comparacién Tukey, todos los meses
presentan diferencias significativas, al igual que el factor residuo. En la comparacion con el factor

madurez, la actividad enzimatica no es significativamente diferente (Figura 12).

Medias ajustadas
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Figura 12. Efectos principales para actividad enzimatica.

7.2.5 Efecto del tiempo de almacenamiento en las variables respuesta
Para registrar el comportamiento de las variables respuesta durante un periodo de
almacenamiento de treinta dias, cada una de las 96 muestras de los extractos fueron almacenadas
a4 °C. Alos 15 y 30 dias de almacenamiento, los extractos fueron llevados a temperatura
ambiente para registrar los valores de °Brix, pH, concentracion de proteinas y actividad
enzimatica de cada extracto. El comportamiento de las medias ajustadas de cada variable de
respuesta, incluyendo todos los factores se resume en la Tabla 15. En ella se observa el
incremento de valor medio de °Brix de 9 a 10. Efecto que pudiera considerarse de gran valor para
el procesamiento de los residuos. Por otra parte, los valores de las variables de respuesta: pH,
concentracion de proteinas y actividad enzimatica tuvieron un descenso claro durante el
almacenamiento. El pH tuvo un cambio de una unidad de 4.8 a 3.8; el valor de la concentracion

de proteinas disminuyd de 80 a 40 mg/mL (medias ajustadas); y la actividad enzimatica varié 50

unidades al cambiar su valor de 200 a 150 DCU/mL (medias ajustadas).
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Tabla 15. Efectos principales considerando 30 dias de almacenamiento

Variable Efectos principales el dia de muestreo (dia 0) y a los 15 y 30 dias de
respuesta almacenamiento
° Brix
pH

Concentracion de
proteinas

(mg/mL)

Actividad
enzimatica

(cDu/mL)
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7.3 Andlisis de correlacién entre variables de respuesta.
La correlacion determina el grado de asociacidn entre dos variables y explica el impacto que tiene

el cambio de una variable en el cambio de la otra. La correlacién sigue los siguientes supuestos:

a) X'y Y son variables aleatorias, por lo que designarlas como dependiente e independiente
dara el mismo resultado.

b) La poblacién bivariada es normal.

c) La relacién entre Xy y es lineal.

La correlacion estd determinada por el coeficiente de correlacion (r= grado de asociacion) y se

calcula con la formula:

ic1 (i = D) Wik — )

\/zi‘;z’f(xi 2 \lzi‘*‘zmm gy

?"k =

La direccién de la relacidn entre dos variables es determinada por el signo positivo o negativo de

r (Murray R. Spiegel y Larry J. Stephens, 2016; Pita Fernandez y Pértega Diaz, 2001)

Después de realizar el anadlisis descriptivo de las variables se procedié a hacer el andlisis de
correlacién entre las variables de estudio que son la concentracion proteica y la actividad

proteolitica, en los tres tiempos distintos examinados.

Los valores de correlacién de Pearson entre las variables respuesta concentracion de proteina y
actividad proteolitica al tiempo cero durante el mes de mayo fueron entre 0.9788 — 1.0 para todos

los residuos en ambos estados de maduracién (Tabla 16). EIl mismo comportamiento se observo
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en julio para G5 (r=0.9957). Sin embargo, tendencias negativas para G5 se observaron en junio

(r=-0.9126) y agosto (r=-0.7141) (Figura 14, Anexo V).
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Figura 13. Correlaciones al tp en el periodo mayo-agosto.

En la Tabla 16 se muestran los coeficientes de correlacién obtenidos para el mes de mayo en los

tres diferentes tiempos de almacenamiento en ambos grados de maduracion.
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Tabla 16. Correlacion de Pearson de concentracidon proteica vs actividad proteolitica (mayo to).

Mayo
Correlacién de Cs G5 Cr G5 Cz G5 Pu G5 Cs G2 CrG2 CzG2 Pu G2
Pearson
r 0.9967 0.9788 1° 1° 0.9976° 0.9807 1c 1°

Los valores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p <0.05).

Como se puede observar en la Tabla 16 para el mes de mayo la actividad proteolitica esta muy
relacionada a la concentracién proteica sin importar el grado de maduracién, esto quiere decir

que al final obtendremos rendimiento similar en ambas etapas.

En las correlaciones por residuos de concentracién proteica versus actividad proteolitica, la
cascara Cs y la corona Cr, obtuvieron correlaciones entre 0.8 — 1.0; mientras que para el corazén

Cz y la pulpa Pu, se presentaron correlaciones de r=1.0 en ambos grados de maduracién.

Figura 14. Correlacidn de Actividad proteolitica y concentracion de proteinas del mes de mayo.

La Figura 15, muestra que, en mayo, los 30 dias de almacenamiento influyen muy poco para todos
los residuos y en ambos grados de madurez. Este mismo comportamiento ocurre durante cada

mes sin importar el grado de maduracién.
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Los resultados obtenidos de los tres meses restantes al tiempo inicial presentan correlaciones
muy distintas al mes de mayo como se puede observar en la Figura 14. La causa probable de estos
cambios pudieran ser los factores climaticos que se presentaron durante cada mes, ya que
durante el mes de mayo la precipitacién de lluvias para la identidad federativa de Oaxaca fue de
96.9mm a diferencia de los meses de junio (155.8mm.), julio (145.2mm.) y agosto (162.7mm.),
otro factor importante al cual el cultivo de pifia estuvo expuesto fue la temperatura maxima

promedio que fue de 34.9°C, 31.9°C, 30.8°Cy 31.7°C respectivamente (CONAGUA, 2019).
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8. CONCLUSIONES
Durante el almacenamiento, los residuos incrementaron el valor de °Brix. Particularmente en
julio, el residuo corazén de pifias G5 tuvo incremento desde 7.2 el dia del muestreo hasta 12.3 a
los 30 dias de almacenamiento. EI mismo residuo el mismo mes para pifias G2 tuvo incremento

desde 11.0 el dia de la colecta tp, hasta 14.0 al tiempo t3o.

La correlacidn total de concentracidn de proteinas y actividad proteolitica durante el mes de mayo
para los cuatro residuos (Cs, Cr, Cz, Pu), dos niveles de maduracién (G2 y G5) y treinta dias de
almacenamiento a4 °C (ty, t15y t30) fue de r=+0.9358. Los valores de correlacién el dia de la colecta
(to) se encuentran en el intervalo de +0.9788+1.0 para todos los residuos en los dos niveles de
maduracion. Estos datos son de suma importancia para la toma de decisiones de un productor de
pifia ya que podrian determinar de acuerdo al grado de maduracién a qué sector sera mas factible

vender su producto.

La concentracion de proteinas al todemostré que el residuo corazéon durante los meses de mayo
(139.25mg/ 100 mL), junio (138 mg/100mL) y julio (108.81 mg/100mL) obtuvo los valores mas
altos con respecto a las pinas de G5, mientras que para pifias de G2 el residuo corona expreso

concentraciones altas a partir del mes de junio con 182.00 mg/100mL.

Durante la evaluacién de los extractos de residuos y pulpa que fueron almacenados a 4°C se
observé cdmo existe una disminucion de la concentracién proteica con respecto al tiempo, dado
es el caso del residuo céscara en G5 que comienza con valores de 109.85mg/100mL y decae hasta
79.74mg/100mL al tso. La evaluacidén de las concentraciones proteicas de acuerdo al factor
madurez indica que no existen diferencias significativas entre G2 y G5, por lo tanto, se considera
que el residuo corazdén para el mes de mayo es el indicado para obtener altas concentraciones de

proteinas (139.25mg/ 100 mL) del cultivar cayena lisa en Loma Bonita.

La actividad enzimatica disminuyd en los meses de junio (52.91 UDC/100 mlL) y julio
(107.02UDC/100mL) respecto a la actividad presentada en el mes inicial de mayo (221.80
UDC/100mL), se esperaria que el mes que tuvo mayor concentracion proteica sea aquel que
tuviera mayor cantidad de actividad, sin embargo, esto no ocurre siempre ya que para el mes de
agostos se presentd la mejor actividad enzimatica con un valor promedio de 280.90 UDC/100mL.

Por otra parte, el grado de madurez no influye de manera significativa de acuerdo a la actividad
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enzimatica dado que para G2 se obtuvieron valores promedios de 168.80 UDC/100mL y para G5
162.51 UDC/100 mL. Mientras tanto para los residuos se pudo observar que la cascara
(383.72mg/100mL) predominé sobre la corona (184.68 mg/100mL) en pifia de G2 para el mes de

agosto.
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Anexos

Anexo |. Curvas de calibracion

Figura 15. Curva de calibracién con BSA

Figura 16. Curva de calibracion con L-Tirosina
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Anexo |l. Resultados de experimentos por meses y tiempos
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Tabla 19. Resultados del mes de mayo al tiempo treinta.
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Tabla 20. Resultados del mes de junio al tiempo cero.

€L°LE €L°LE EYAVAS [/ZAVAS
~ ocsct voadt 7414 [4ET4
M 00°S 00°S 00's 00's
66’V 00°S 00's 00's
€8L°¢¢ €8L°¢¢ €08°eC 6/L°€C
~ L66°LTT 0S0°8TT 0S0°8TT €0'8T1
% 00'8 0¢'s 0¢'8 [
ocy ¢y ocy ocy
t [4Z470" [4Z4 71 8eC’v0T IZ40
~ v€0°¢8T 066'18T 066'18T 00°¢8T
% 009 109 109 109
66t L6V 00°S 66t
€€0'991 €€07991 L¥0799T 0951
~ eCl LEYT JX4 774" ErdZat
m 89 089 089 189
° 66'¢ 00 07 00V
.m T€'89 T€'89 T€'89 T€°89
M n e0viT e0vit €6°€0T 99'0TT
m 0¢'8 0¢'8 ov'8 LT8
66'S 86'S 009 66'S
€8L°¢Y S8L°¢h €8L°¢CY 8L'Cy
n EVL8ET TOV'8ET TSL'8¢ET €9°8¢1
% 01’8 01’8 00'8 L0'8
10°9 0TS 0T's L0°S
c 6//1°S8 6/L°S8 6/L°S8 8/4°G8
n veriL 0ET'1L WT'1L ET'1L
% 06°S 009 009 L6'S
009 66'S 86'S 66'S
T19°201 S19°401 €¢9°/01 ¢9°L0T
n 99¢°€L T/E°¢L CLEEL LEEL
m 00°L 0T’L 00, €0’L
009 66t 86’7 [43S]
Ssedlday — ~ ™ OId3INOYd

55



iempo quince.

Tabla 21. Resultados del mes de junio al t
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Tabla 22. Resultados del mes de junio al tiempo treinta.
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Tabla 23. Resultados del mes de julio al tiempo cero.
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Tabla 24. Resultados del mes de julio al tiempo quince.
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Tabla 25. Resultados del mes de julio al tiempo treinta.
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Tabla 26. Resultados del mes de agosto al tiempo cero.
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iempo quince.

Tabla 27. Resultados del mes de agosto al t
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Tabla 28. Resultados del mes de agosto al tiempo treinta.
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Anexo lll. Comparaciones de Tukey
Potencial de hidrégeno
Tabla 29. Comparaciones por parejas de Tukey: Mes

Mes N Media Agrupacion
Junio 72 4.57000 A

Agosto 72 4.55347 A

Mayo 72 4.15083 B
Julio 72 3.96542 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 30. Comparaciones por parejas de Tukey: Madurez

Madurez N Media Agrupacion
G5 144 4.42271 A
G2 144 4.19715 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 31. Comparaciones por parejas de Tukey: Residuo

Residuo N Media Agrupacion

Corona 72 478236 A

Pulpa 72 4.48069 B

Corazoén 72 4.20431 C
Céscara 72 3.77236 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 32. Comparaciones por parejas de Tukey: Tiempo

Tiempo N Media Agrupacion

Dia 0 96 4.74385 A
Dia 15 96 4.35698 B
Dia 30 96 3.82896 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Grados Brix

Tabla 33. Comparaciones por parejas de Tukey: Mes

Mes N Media Agrupacion
Julio 72 11.1901 A

Mayo 72 10.3497 B

Agosto 72 9.0493 C
Junio 72 7.4760 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 34. Comparaciones por parejas de Tukey: Madurez

Madurez N Media Agrupacion
G5 144 9.91820 A
G2 144 9.11437 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Tabla 35. Comparaciones por parejas de Tukey: Residuo

Residuo N Media Agrupacion

Pulpa 72 10.5521 A

Corazén 72 10.0358 B
Cascara 72 9.7071 B
Corona 72 7.7701 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

Tabla 36. Comparaciones por parejas de Tukey: Tiempo

Tiempo N Media Agrupacion

Dia 30 96 9.99532 A
Dia 15 96 9.57104 B
Dia 0 96 8.98250 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Concentracién de proteinas

Tabla 37. Comparaciones por parejas de Tukey: Mes

Mes N Media Agrupacion
Mayo 72 83.1433 A

Junio 72 77.2282 A

Julio 72 38.3019 B
Agosto 72 30.5284 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 38. Comparaciones por parejas de Tukey: Madurez

Madurez N Media Agrupacién
G2 144 58.7873 A
G5 144 55.8136 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 39. Comparaciones por parejas de Tukey: Residuo

Residuo N Media Agrupacién
Corazén 72 65.5309 A

Pulpa 72 64.3086 A
Corona 72 50.2475 B
Cascara 72 49.1147 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 40. Comparaciones por parejas de Tukey: Tiempo

Tiempo N Media Agrupacion

Dia 0 96 75.6838 A
Dia 15 96 57.1209 B
Dia 30 96 39.0966 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Actividad proteolitica

Tabla 41. Comparaciones por parejas de Tukey: Mes

Mes N Media Agrupacion
Agosto 72 280.902 A

Mayo 72 221.809 B

Julio 72 107.024 C
Junio 72 52.910 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 42. Comparaciones por parejas de Tukey: Madurez

Madurez N Maedia Agrupacion
G2 144 168.807 A
G5 144 162.515 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 43. Comparaciones por parejas de Tukey: Residuo

Residuo N Media Agrupacion
Cascara 72 200.996 A

Pulpa 72 183.805 B
Corazoén 72 164.596 C
Corona 72 113.247 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 44. Comparaciones por parejas de Tukey: Tiempo

Tiempo N Media Agrupacion

Dia 0 96 199.785 A
Dia 15 96 161.159 B
Dia 30 96 136.040 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Anexo |V. Graficas de resultados

A continuacidn, se muestran las graficas de barras de los resultados obtenidos alrededor de

los 4 meses de muestreo en los tres diferentes tiempos analizados.
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Grados brix
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Correlaciones de concentracion de proteinas y actividad proteolitica para cada mes.
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BIOCROMOSEN RESIDUOS, DE CULTIVO INITERO DE Aumscwobu L.
MERE

[BIOCHROMES FRCM IN MERO CULTURE VASTES OF~ dnonra «asm L MERE]

XiIUT-uz-GiLEro Nelda XanatiiP, He-noi Lepaz Arjoenl. VilaLoboi Amador Quiquel. Agiiero Padilla Rosa
Ejd!. SandwaiCervante Ir-ai Pach

"Tnsrruto de Qiimirn Apheada, LnirerjiLid. del Paualoanan ccmptu TuxiepEC “Univeindad Peiteceica
Maropoliraca d.e Puebla. Puebla, Pue. mjCirruiro Central 200, Col. Parque Industrial. TiEttepec. Om. CP. 5S30.
Te] +52 2S7175 924D. ' '

-i-Aljtor cari MnesjKdideDcia (galan® thonuaLl.conij
Palabras Clare: coimmfiM. :?ifiarrojo,. /manantia magnifka nuclear, prpfriwmim’c Iii masa:

Los biocromos o pigmento: naturales son snstancias coloridas producidas por organismo:.
Un pigmento e; un matenal que cambia el rolen' de la luz que refleja o transmite como
resultado de la absorcién selectiva de la luz se-gun su longitud de onda y son utilizados para
tj-f.ir plasticos, textiles, cosméticos. alimento: y otros productos. La industria estd en
blsqueda continua de innovaciones sustentables y de bajo costo en la produccion de
pigmentos «ene puede ser aprovechando las caracteristicas de algunos bongos, levaduras y
bacterias. Ciertos hongos como 1l/otutck purpurar; r.enau la capacidad de producu’
pigmentos como metabolitos secundenos. Algunos productores de- cultivos & w/ro hau
aislado e identificado hongos productores de biocromos para su aprovechamiento comercial.
Por otra pane, las fermentadones en estado sélido, son metodologias exitosas para la
produccion de biocromos asociados a las diversas fases del crecimiento microbiano y que
pueden ser escalados a nivel piloto o industrial. Ademas es posible que estos biocromos
puedan ser producidos mediante fermentacion liquida. El objetivo del trabajo fiie producir e
identificar los pigmento: producidos por cepas ja caracterizada: de hongos aislados en
residuos de cultivo de tejido rn vifr;> de Juanas contaras L Merr. iniciando cou la seleccion
de colonias productoras de pigmento. Para la fermentacion liquida el inoculo se sembré en
reactores batch de 2 L, cc-n medio MS al 25. 50. 75 y 100%. Las fermentaciones se realizaren:
a) con agitacion controlada y a temperatura de 27 y 35 T?, b) a 22. 27 y 35 aC y fotoperiodos
connotados. La fermentacion solida se realiz6 bajo las mismas condiciones dadas
anteriormente utilizando medio MS en Fhytagel™. La mejor produccién de pigmento: se
logro an medio sélido a 22 “C, con MS al 50% en Phytagel. Postendrmente se obtuvo el
extracto del biocromo tras adicionar 200 mL de acetato de etilo. 1 g de NaCl. y agitar en
voitex. centrifugar a 5000 rpmpor 10 miz. a 4 aC. Posteriormente se tomo el sobrenadante y
concentr6 cou a presion reducida en iotoevaporador. La elucidacion estructural de los
biocromos presente: en las muestras se realizé a partir de espectrometria: mJj<uroja FTIR

por AIR (Perkin Elmer Spectra 100). resonancia magnética nuclear' eu CDC13 (Valian a 400
MHz para 'H) y masas (Water Synapt Si G2 HDM5).

74



