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I 

 
 
 
 
 
 
 

RESUMEN 

 
 
 

El presente estudio se realizó con el objetivo de comparar la concentración y 

actividad enzimática de la bromelina extraída de la pulpa de la piña (Ananas 

comosus) variedad Perolera con dos diferentes grados de madurez, con el fin 

de proponer el mejor estado de maduración para la extracción de la enzima a 

nivel comercial. 

 
 
 
Se caracterizó la fruta  para cada estado de madurez (12 y 18 meses), 

encontrando que el peso y los grados Brix son características físico-químicas 

que marcan la diferencia entre un estado y otro, y que el ratio, en el caso de 

las piñas, no es una característica significativa para determinar su madurez. 

La extracción de la enzima cruda fue realizada mediante un buffer de fosfato, 

EDTA y cisteína, sometiendo la muestra a centrifugación (8000 rpm) por 30 

minutos a 4ºC; mientras que la purificación enzimática se realizó por un 

Sistema Bifásico Acuoso (SBA) en el que se obtuvo un índice de purificación 

de 2.16 y un porcentaje de recuperación de la actividad enzimática de 

130.21%. 



 

 

 

II 

La medición de la concentración proteica en el extracto crudo y purificado se 

realizó mediante el método de Bradford, obteniendo para la fruta de 12 

meses una concentración proteica promedio de 0.23 mg/ml en el extracto 

crudo y 0.14 mg/ml en el purificado, mientras que para la piña de 18 meses 

0.32 mg/ml en el extracto crudo y 0.2 mg/ml en purificado, encontrándose 

diferencia significativa entre las concentraciones proteicas en el extracto 

crudo y en el purificado de cada estado de madurez, con un 95% de 

confianza. 

 
 
 
La actividad enzimática fue medida mediante el método de Unidad de 

Tirosina y junto con las concentraciones proteicas de cada muestra, se 

calcularon las actividades específicas (Aesp) de cada estado de madurez. 

Con un 95% de confianza se encontró que existe diferencia significativa entre 

las Aesp de las piñas de 12 y 18 meses, teniendo valores de 184.62 TU/mg y 

65 TU/mg, respectivamente. 

 
 
 
Se pudo determinar  que el mejor estado fisiológico entre los dos periodos de 

tiempo estudiados fue el de 12 meses al presentar una mayor actividad 

específica, por lo que se procedió a liofilizarla para lograr su conservación y 

se obtuvo una actividad enzimática de bromelina liofilizada de 16.66 TU/ml, 

logrando conservar su actividad en un 68.75%.   
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INTRODUCCIÓN 

 
 
 

Las proteasas son enzimas de gran interés en la enzimología debido a que 

representan alternativas tecnológicas en procesos alimenticios, 

farmacéuticos, textiles, entre otros. La bromelina es una proteasa obtenida 

de la piña (Anannas comosus), que  actualmente se encuentra bajo estudios, 

la mayoría de éstos investigados y constatados a nivel médico y dentro del 

campo de las aplicaciones tecnológicas. Sin embargo, existe poca 

investigación  en cuanto a las características de la fuente de obtención de la 

enzima, como lo es la madurez de la fruta al momento de la extracción, que 

según la teoría  expuesta por Heinicke & Gortner (1996), la concentración de 

la enzima es mayor en los frutos maduros, mientras que Caygill & 

Etherington (1996) afirman que la actividad en la fruta verde es el doble de la 

madura, encontrándose que existe una relación inversa entre la actividad y 

concentración con respecto al tiempo de maduración de la fruta, sin existir 

estudios conjuntos de ambas teorías, posibles causas, ni la especificación de 

las variedades estudiadas en dichos comportamientos, lo que nos llevó al 

estudio comparativo de la concentración y la actividad enzimática de la 
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bromelina, para la comprobación de la teoría de la influencia de la madurez 

de la piña variedad Perolera,  cultivada en nuestro país. 

 
 
 
La variedad Perolera es la de mayor cultivo en el país y se consume solo a 

nivel nacional, por lo que este estudio no solo aportará el conocimiento de las 

mejores condiciones de extracción de la enzima con respecto al tiempo de 

maduración en nuestra variedad, sino que también permitirá crear un valor 

agregado a esta variedad de la fruta, sin descartar la idea del impulso de 

nuevas áreas en la matriz productiva, recordando siempre que el desarrollo 

de un país va de la mano de la investigación.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

¿Tiene diferencia significativa la concentración y actividad enzimática de la 

bromelina extraída de la  piña (Ananas comosus) variedad Perolera con dos 

grados de madurez, cultivada en el Ecuador?  

 

HIPÓTESIS DEL PROYECTO 

La concentración y la actividad de la enzima bromelina extraída de la pulpa 

de la piña (Ananas comosus) variedad Perolera, se ve afectada por el estado 

fisiológico de la piña. 

 

OBJETIVOS 

Objetivo General 

Comparar la concentración y actividad enzimática de la bromelina extraída de 

la pulpa de la piña (Ananas comosus) variedad Perolera, con dos diferentes 

grados de madurez, con el objetivo de proponer el mejor grado de madurez 

para la extracción de la enzima a nivel comercial. 

 
Objetivos Específicos 

 Caracterizar la piña de acuerdo a su grado de madurez, mediante 

análisis físico-químico. 
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 Extraer la enzima bromelina de la pulpa de la fruta Ananas comosus, 

de la variedad Perolera, con dos grados de madurez diferentes y 

purificar a través de un sistema bifásico acuoso, el extracto enzimático 

obtenido. 

 Medir la concentración proteica y la actividad enzimática del extracto 

crudo y de la enzima purificada mediante espectrofotometría, 

expresado en mg de enzima/ml de extracto y en TU/ml de enzima, 

respectivamente y realizar un contraste de hipótesis para determinar si 

el grado de madurez de la fruta tiene efecto sobre la concentración 

proteica y la actividad enzimática de la bromelina extraída. 

 Determinar el mejor estado de madurez para la extracción de la 

enzima de acuerdo a la actividad específica de cada estadio. 

 Establecer el porcentaje de pérdida de actividad enzimática de la 

bromelina liofilizada del mejor estado de madurez. 
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CAPÍTULO 1 
 
 
 
 

1. GENERALIDADES 
 
 
 
 
 

1.1. Materia prima 
 
 
 

1.1.1. Ananas comosus 
 
 
 

La piña cuyo nombre científico es Ananas comosus, 

pertenece a la familia de las Bromeliaceae en la cual se 

encuentran aproximadamente 50 géneros y unas 2000 

especies. La clasificación de las especies del género 

Ananas ha sido muy variada, sin embargo desde 1977 se 

considera que las especies de Ananas son A. monstrosus, 

A. ananassoides, A. nanus, A. parguazensis, A. lucidus, A. 

bracteatus, A. fritzmuelleri y A. comosus [1].  
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La Tabla 1 detalla la clasificación taxonómica de la piña. 

 
 
 

TABLA 1 

CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA DE LA PIÑA 

Categoría Grupo 

Reino Vegetal 
Phyllum Pteridofita 
Clase Angiosperma 

Subclase Monocotiledónea 
Orden Farinosae 
Familia Bromeliáceas 
Género Ananas 
Especie Comosus 

Fuente: Referencia [2] 

 
 
 
Todas las especies de Ananas son nativas de la cuenca 

amazónica, se ha señalado como el área de origen la 

cuenca superior del Paraná entre Brasil, Paraguay y 

Argentina; las selvas del curso superior del Amazonas, y las 

regiones semisecas de Brasil, Venezuela y Guyana, 

posteriormente se cultivó en Asia y África [3].  

 
 
 
La piña es una planta monocotiledónea herbácea perenne 

que mide 1 a 1.2 metros, se desarrolla a temperatura 
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óptima  promedio de 28ºC, con alta luminosidad, suelos 

aireados con  pH de 4.5 a 5 y vientos no mayores a 50 km/h 

[4]. 

 
 
 
La forma de la fruta puede ser oblonga o cónica, color 

verdoso amarillento, rojizo o amarillo anaranjado, según la 

variedad y el estado de madurez [5], y un peso promedio de 

0,5 a 2 kg cambiando de acuerdo a la variedad plantada, 

densidad y manejo del cultivo [6]. La corteza dura y cerosa 

del fruto está formada por los ojuelos o escudetes, los 

cuales llegan a tener un diámetro de 2.5 cm y al momento 

de la cosecha sus bordes se encuentran delineados por una 

tonalidad amarillo-verde [7]. 

 
 
 
Desde el punto de vista fisiológico, la piña es una fruta no 

climatérica, debido a que una vez cosechada su grado de 

madurez (ratio) no varía; sin embargo, el color de la cáscara 

puede cambiar [6]. 

 
 
 
Se puede considerar desde el punto de vista botánico que  

la piña no es un fruto verdadero, ya que al no formar 
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semillas no puede reproducirse sexualmente, es por esto 

que la propagación o reproducción de la piña se realiza por 

el método asexual utilizando los retoños que emergen de 

las diferentes partes de la planta, conocidos como coronas, 

hijos basales y yemas axilares. Cada planta produce una 

sola piña sobre su vástago central, la cual alcanza la 

madurez 18 o 22 meses después de ser plantada, pero 

puede cultivarse  en un periodo de tiempo comprendido de 

5 a 5.5 meses [6]. 

 
 
 

 
 

Figura 1.1. Retoños de la planta de piña 

Fuente: Referencia [8] 

 
 
 
La segunda cosecha se realiza 12 meses más tarde, en 

esta se recolectan solo los hijuelos que tengan una longitud 
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entre 25 y 30 cm [6]. La planta puede ser cosechada 

máximo dos veces, lo que en el periodo de tiempo de 

cosecha corresponde a dos años y medios, debido a que la 

cosecha se realiza cada 18 meses [7]. 

 
 
 

1.1.2. Distribución y variedades  de piñas que se cultivan en 

el país 

 
 
La distribución de la piña en el país fue obtenida por medio 

de los datos del censo económico nacional a través de  

ESPAC, Encuesta de Superficie y Producción Agropecuaria 

Continua del 2011. En la tabla 2 se muestra el resumen de 

la producción y venta de piña en toneladas métricas [9]. 

 
 
 
En el país las variedades cultivadas de Ananas comosus 

para la exportación son “Cayena Lisa” o “Hawaiana” y 

“Golden Sweet” o “súper dulce” conocida como MD2 [10]. 

En el mercado nacional, se consume la piña tipo “Perolera” 

o “Milagreña”, variedad originaria del Brasil [5].  
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TABLA 2 

PRODUCCIÓN TOTAL DE LA PIÑA ECUATORIANA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Encuesta de Superficie y Producción Agropecuaria 

Continua, ESPAC, 2011 [9] 

 
 
 
Cayena lisa: Las hojas son lisas a excepción de las 

espinas en la punta y en la base. Es la principal variedad 

destinada para la comercialización, el fruto es de pulpa 

amarillo y con un peso que oscila de 2 a 4 kg, de forma 

cilíndrica y un corazón pequeño [11]. La pulpa tiene 

tonalidades amarillas, es dulce, suavemente acidulada y 

ÁMBITO 
NÚMERO DE 

ÁRBOLES 
PRODUCCIÓN 

(Tm) 
VENTAS 

(Tm) 
TOTAL 

NACIONAL 
133.487,00 123 26 

Región Sierra 1.564,00 1 
 

Región Costa 2.665,00 2 
 

Región Oriente 129.258,00 120 26 
Cotopaxi 22 

  
Loja 1.542,00 1 

 
El Oro 1.392,00 1 

 
Esmeraldas 385 

  
Guayas 398 1 

 
Manabí 489 1 

 
Nororiente 25.399,00 24 

 
Centro-

Suroriente 
103.860,00 96 26 
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aromática [12]. Las principales zonas de producción son 

Hawai, Tailandia, Filipinas, oeste de África y Martinica [13]. 

 

 

 

Golden Sweet o MD2: Es una variedad de reciente 

introducción al país que por su presentación, aroma, etc. 

está catalogada como una fruta de lujo en los mercados 

externos [13]. Tiene buen tamaño, color atractivo y dorado 

en la cáscara, pulpa amarilla intensa, procede de Costa 

Rica y posee unas cualidades gustativas excelentes, muy 

dulces y cada vez más apreciadas en el mercado, se 

exporta a países como Estados Unidos y Canadá [12]. 

 
 
 
Perolera o Milagreña: Su fruto está destinado al consumo 

local en fresco. Esta variedad tiene corazón grueso y pulpa 

blanca, característica que la hace poco utilizada para la 

industrialización [5]. Posee hijos sin espinas, el fruto cuando 

madura es de color amarillo naranja, con ojos profundos, 

corona única y forma cilíndrica pesando alrededor de 2 Kg. 

Es una variedad muy apetecida por su sabor y calidad,  y es 

bastante resistente al transporte. Tiene contenido medio de 

fibra y forma cónica [14], además de tener bajo contenido 



 

 

 

12 

de azúcar (12 ºBrix) [15]. Ecuador posee condiciones 

geográficas favorables para el cultivo de la piña, pues 

posee un clima tropical seco y tropical húmedo [5]. 

 
 
 

1.1.3. Características físico-químicas y valor nutricional de la 

piña perolera 

 
 
La piña está clasificada como una fruta cuyo contenido en 

carbohidratos varía entre 10% y 15% y el contenido de 

ácido ascórbico es 12 mg/100 g de pulpa sin corazón. La 

contribución de la vitamina C a la actividad antioxidante total 

en la piña perolera es del 5.20%, también  se ha establecido 

la existencia de fenoles y polifenoles que  son antioxidantes 

muy poderosos. En la piña el contenido total fenólico es de 

94.3±1.5 mg/100 g de pulpa fresca y la actividad 

antioxidante total de 100 g de pulpa es equivalente a la de 

298 mg de Vitamina C [16], el cual es mayor al requerido 

por el ser humano, siendo la dosis más alta 90 mg por día 

para hombres adultos [17]. 
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En ciertos cultivos de Colombia se han realizados estudios 

en la piña perolera mostrando la presencia de ácido 

succínico, málico y cítrico, siendo este último el de mayor 

concentración en todos los casos [16]. 

 
 
 
En general, la composición química de la misma varía 

dependiendo de la época. Se cultiva en verano, con 

temperaturas elevadas, presentando mayor azúcar y menor  

acidez, comparadas con frutas fuera de época; presenta un 

66% de sacarosa y un 34% de azúcares reductores como 

glucosa y fructuosa, con una acidez de 0.79 a 1.11%. 

Contiene nitrógeno total en la cantidad de  500 mg/l, y en 

pequeñas porción de forma orgánica, como proteínas, 

péptidos, aminoácidos; cabe mencionar aquí la presencia 

de la bromelina, una enzima proteolítica que se encuentran 

mayoritariamente en el cilindro central [18]. 

 
 
 
En la Tabla 3 se puede apreciar las características físicas 

de la piña, variedad perolera. 
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TABLA 3 

COMPOSICIÓN FÍSICA DE LA PIÑA PEROLERA 

Peso (Kg.) 2.02 

Diámetro: 

Apical (cm) 

Medio (cm) 

Basal (cm) 

10.68 

14.28 

11.08 

Longitud (cm) 15.30 

Longitud Corona (cm) 16.28 

Profundidad ojos (cm) 1.23 

Diámetro Central (cm) 3.55 

Porcentaje Pulpa 61.89 

Porcentaje Corteza 34.05 

Porcentaje Jugo 49.60 

Sólidos Solubles (ºBrix) 13.25 

Acidez (%) 0.52 

SS/ATT 25.48 

Fibra (%) 0.56 

Color Pulpa Rosado Pálido 

Fuente: Primer simposio Internacional de Piñicultura. 

Memorias [14] 

 
 
 

1.2. Enzimas de la piña 
 
 
 
En la piña se han encontrado cuatro tipos representativos de 

endopeptidasas, las llamadas bromelina del tallo, del fruto, 
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ananaina y comasina, estas dos últimas representan apenas el 5% 

y el 1% de las proteínas totales del extracto crudo del tallo, 

respectivamente [19]. 

 
 
 
Las endopeptidasas son las enzimas que inician la digestión de las 

proteínas al hidrolizar las uniones internas de las cadenas 

polipeptídicas dando como resultados nuevos residuos N y C-

terminales, que llegan a ser los sustratos para las exopeptidadas. 

Estas enzimas son especialmente interesantes debido a que no son 

reemplazables por enzimas procedentes de microorganismos [20]. 

 
 
 

1.2.1. Bromelina 
 
 
 
Definición  
 
 
 
La bromelina es una enzima proteolítica proveniente de la 

piña, esta puede tener una afinidad hacia las cadenas 

polipetídicas dependiendo de su origen (tallo o fruto). El 

presente estudio está basado en la bromelina proveniente 

del fruto (EC 3.4.22.33), la cual presenta afinidad hacia los 

aminoácidos Bz-Phe-Val-Arg-|-NHMe, que difieren de los 

http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_EC
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aminoácidos presentes en la cadena target de la bromelina 

del tallo (Z-Arg-Arg-|-NHMe) [19]. 

 
 
 
En general se pude decir que las primeras características 

de esta enzima van a  estar dadas por su denominación EC 

3.4.22.33, EC son las siglas en inglés del organismo 

encargado de la clasificación de las enzimas (Enzyme 

Commissions), el primer digito nos dirá a qué familia 

pertenece siendo 3 el número de las hidrolasas, el número 

4 corresponde a la clase de las liasas, en el número 22 se 

han clasificado a las enzimas endopeptidasas cisteínicas, 

clasificación dada por su forma catalítica y el número 33 es 

específico para la bromelina del fruto [19].  

 
 
 
Propiedades y Funciones 
 
 
 
La bromelina del fruto es una cistein-proteasa de carácter 

ácido, se trata de una glucoproteína aparentemente 

homogénea [21], que hidroliza enlaces peptídicos, la cual se 

encuentra conformada por un residuo amino terminal, la 

valina y su carboxilo terminal, la glicina. La enzima se 

http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_EC
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encuentra constituida por los aminoácidos: Arginina, Ácido 

Aspártico, Serina, Prolina, Alanina, Valina, Glicina, 

Metionina y Glucosamina [15]. En la figura 1.2 se puede 

observar la estructura que presenta la bromelina. 

 
 
 

 
 

Figura 1.2. Estructura de la bromelina 

Fuente: Referencia [15] 

 
 
 
Las principales características físicas de la enzima se 

muestran en la Tabla 4. 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

18 

TABLA 4 

PROPIEDADES FÍSICAS DE LA BROMELINA DEL 

FRUTO 

Peso molecular 24 – 33 KDa 
Solubilidad Completa en agua 
pH óptimo 5 
Temperatura óptima 40 ºC 
Temperatura de inactivación 70 ºC 
Color Blanco 

Fuente: Referencia [15, 22, 23] 

 
 
 
Mecanismo de Acción  

 
 
 
Las cisteino-proteasas son catalizadores de hidrólisis de 

uniones peptídicas, amidas, ésteres y tiol-ésteres [19].  

 
 
 
Se ha propuesto un modelo conceptual donde se 

consideran los residuos de aminoácidos del sustrato (P) que 

se unen a subsitios del sitio activo de la enzima (S). Estos 

residuos se numeran a partir del enlace a ser clivado hacia 

el N-terminal como P1, P2, P3, etc., en tanto que los que se 

encuentran hacia el C-terminal se denominan P1', P2', P3', 

etc. Los subsitios de la proteasa que “acomodan” los 
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residuos del sustrato se numeran como S1, S2, S3 y S1', 

S2', S3', respectivamente, (Figura 1.3) [24].  

 
 
 

 

Figura 1.3. Esquema representativo de la interacción 

enzima-sustrato para los subsitios del sitio activo de una 

peptidasa 

Fuente: Referencia [24] 

 
 
 

Las características principales del mecanismo catalítico 

incluyen la formación de un intermediario covalente, la acil-

enzima, resultante del ataque nucleofílico que involucra a 

un residuo de cisteína, histidina y asparagina  formando lo 

que se conoce como una triada [19]. El grupo tiol de la 

cisteína actúa como nucleófilo, el mismo que se encuentra 

estabilizado a través de la formación de un par iónico con el 
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grupo vecino inmidazol de la histidina, siendo entonces el 

nucleófilo atacante el par iónico tiolato-imidazol [24]. 

 
 
 
Cuando se da la unión enzima-sustrato el ión imidazol 

ayuda a la protonación del residuo del aminoácido 

resultante como producto, haciendo más fácil la acilación, 

ahora el sustrato tiene un grupo carboxi terminal el cual se 

liberara del complejo enzima-sustrato por medio de una 

molécula de agua, produciendo la disociación de la enzima 

y los nuevos compuestos. En la Figura 1.4 se puede 

observar los pasos detallados del mecanismo de acción de 

la enzima. 

 
 
 
El papel de la asparagina dentro de la catálisis será el de 

redireccionar al imidazol de modo de colocarlo en posición 

óptima para cada una de las distintas etapas del 

mecanismo catalítico, además de ayudar en la 

estabilización del par tiolato-imidazol, manteniendo al anillo 

imidazólico en una orientación relativa favorable con 

respecto al residuo cisteínico [19]. 
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Figura 1.4. Mecanismo de acción catalítica de las cistein-

proteasas 

Fuente: Referencia [19] 

 
 
 
Finalmente, la actividad sobre la caseína como sustrato, 

dependerá del origen, ya que la bromelina del fruto (ácida) 

tiene una mejor actividad en comparación con la del tallo 

(básica) [21]. 
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1.3. Métodos de purificación enzimática 
 
 
 
Extracción Líquido – Líquido (Sistema bifásico acuoso) 
 
 
 
El proceso de extracción líquido-líquido consiste en la transferencia 

de una sustancia a partir de una mezcla líquida a otra fase líquida 

inmiscible (o parcialmente miscible) al ponerlos en contacto. Este 

proceso es ampliamente utilizado en las industrias químicas y 

farmacéuticas, en la recuperación de los antibióticos o ácidos 

orgánicos a partir de caldos de fermentación. Sin embargo, la 

aplicación en la purificación de proteínas es todavía limitado 

principalmente debido a la posibilidad de desnaturalización de la 

proteína en contacto con disolventes orgánicos, obteniéndose un 

producto inútil [25].  

 
 
 
Existen varias condiciones para la formación de los sistemas 

bifásicos de acuerdo a sus componentes, mismas que se pueden 

agrupar en dos grupos: el primero en el que el sistema se encuentra 

formado por dos polímeros y el segundo que está formado por un 

polímero y una sal; este último  presenta una menor viscosidad 

considerada como una ventaja. Los polímeros utilizados son 

polietilenglicol, dextrano, polivinilpirrolidona y hidroxipropildextrano, 
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los de mayor uso son el polietilenglicol y el dextrano debido a su 

baja toxicidad [26]. 

 
 
 
En la Figura 1.5 se puede observar la forma como se produce la 

partición de la molécula en el SBA, en el cual una vez realizado el 

proceso se distingue claramente la formación de dos fases: la fase 

top o fase superior, formada por la enzima y el polímero, y la fase 

bottom o fase inferior, formada por la sal y los compuestos 

precipitables. 

 
 
 

   

 

         

 

 

                                                    Mezcla                   SBA 

 
Figura 1.5. Distribución esquemática de la molécula en SBA 

Fuente: Referencia [26] 

 
 
 
Los fenómenos que se observan cuando el sistema no funciona 

adecuadamente y se ve afectada la partición de la molécula son el 

volumen de exclusión y el salting out [25]. 

 
 

Sustancia rica en 
PEG 

Sustancia rica en 
sal 
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Figura 1.6. Representación esquemática del comportamiento de 

partición de la biomolécula en SBA 

Fuente: Referencia [25]  

 
 
 
El volumen de exclusión se da debido al aumento del espacio 

ocupado por el polímero en la superficie, por su gran peso 

molecular  o  elevada concentración, obligando a la biomolécula a 

quedarse en la fase de la sal (fase bottom), debido a la falta de 

espacio en la parte superior. El efecto contrario se lo conoce como 

salting out donde una mayor concentración de sal obliga a la 

Partición de 
las 

biomoléculas 
en el SBA 

Efecto del 
volumen  de 
exclusión por 
el aumento 

de la 
concentración 
del polímero 

Efecto del 
volumen 

exclusión por el 
aumento del 

peso molecular 
del polímero 

 

Efecto de la 
sal 

Interacción del 
volumen de 
exclusión y 

efecto de la sal 
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biomolécula a particionarse hacia la fase de arriba. El efecto 

combinado del salting out y el volumen de exclusión produce el 

particionamiento de la biomolécula en la interfase del sistema, por lo 

que la concentración de la sal y del polímero son factores 

predominantes en la purificación de la biomolécula [25]. En la Figura 

1.6 se pueden observar los fenómenos antes mencionados. 

 
 
 
Dentro de los indicadores de la efectividad de purificación del 

sistema bifásico, se encuentran el factor de purificación y el 

porcentaje de recuperación de la actividad enzimática [26].  

 
 
 
El porcentaje de recuperación  de la actividad enzimática representa 

el aumento de la actividad del compuesto purificado con respecto al 

inicial y el factor de purificación representa la actividad por 

miligramos del extracto purificado en relación al crudo, por lo que 

sería el mejor indicador para la selección de las condiciones del 

sistema, debido a que considera la efectividad del mismo en base  a 

las dos características de mayor importancia, concentración y 

actividad. 
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1.4. Métodos de medición de concentración de proteína 
 

 

 

Los métodos para medir la concentración de proteínas totales 

pueden clasificarse en:  

 
 
 
Físicos 
 
 
 
Se basa en la propiedad intrínseca de las proteínas para absorber 

luz en el UV. Desarrollado en múltiples variantes, aunque la más 

recomendada es la de Scopes. Se basa en la propiedad de las 

proteínas de tener un máximo de absorción a 280 nm debido al 

contenido en los aminoácidos tirosina y triptófano [27]. Su principal 

limitación es que no todas las proteínas tienen la misma proporción 

de estos aminoácidos, lo que le resta exactitud [28].  

 
 
 
Químicos 
 
 
 
Reacción de Kjeldahl: Considerado históricamente como el 

método referencia [28]. 
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Reacción de Biuret: Se fundamenta en la formación  de un 

complejo, en medio alcalino, entre el Cu2+  y los enlaces peptídicos 

(absorbancia a 540 nm) [28]. La intensidad de coloración es 

directamente proporcional a la cantidad de enlaces peptídicos y la 

reacción es bastante específica, de manera que pocas sustancias 

interfieren. La sensibilidad del método es muy baja y sólo se 

recomienda para la cuantificación de proteínas en preparados muy 

concentrados [29]. 

 
 
 
Método de Lowry: Se basa en la reducción del reactivo de Folin-

Ciocalteau provocada por el complejo unión peptídico-Cu2+ en 

medio alcalino [28].  La formación del complejo coloreado entre el 

Cu2+  y los nitrógenos de los enlaces peptídicos se da por la 

reacción de Biuret, luego para resaltar el color formado en esta 

reacción y aumentar la sensibilidad, se hace reaccionar 

posteriormente con el reactivo de Folin-Ciocalteau que al ser 

reducido por los residuos de aminoácidos aromáticos tirosina y 

triptófano, da un color azulado [27].   

 
 
 
Método de BCA: El ácido bicinconínico, sal sódica, es un 

compuesto capaz de formar un complejo púrpura intenso con 
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inones Cu1+  en medio alcalino. Este reactivo forma la base de un 

método analítico capaz de monitorizar el ión cuproso producido en 

una reacción entre las proteínas con Cu2+ en medio alcalino 

(reacción de Biuret) [29]. 

 
 
 
Método de Bradford: Es una técnica sensible que consiste en la 

medición de la extinción provocada por el cambio en el espectro 

visible de un colorante (Coomasie Blue G-250)  cuando éste se une 

a las proteínas (absorbiendo así a 595 nm). Esta unión se realiza a  

través de grupos ionizados y se comprueba proporcionalidad con la 

concentración de  proteínas contenidas en la muestra [28]. El 

colorante cambia de color de marrón a azul al unirse a proteínas  

[26]. Este método es sensible (1-15 µg), simple, rápido, barato y 

pocas sustancias interfieren en su determinación. Entre las 

sustancias que interfieren están los detergentes y las soluciones 

básicas [29]. 

 
 
 
No existe un sistema totalmente satisfactorio para determinar la 

concentración proteica de una muestra. La elección de un método u 

otro se basa en la naturaleza de la proteína y del resto de 
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componentes de la muestra, y en la sensibilidad y precisión 

requeridos [27]. 

 
 
 
La determinación del contenido proteico de una muestra requiere la 

comparación del valor de su absorbancia con los obtenidos a partir 

de cantidades conocidas de proteínas, con los que se construye 

una curva de calibración [28]. 

 

 

 

El método utilizado en este estudio fue el de Bradford, debido a su 

rapidez, facilidad y mayor sensibilidad, además de permitirnos 

realizar una comparación entre estudios efectuados de 

concentración proteica de la piña (Ananas comosus). 

 
 
 

1.5. Métodos de medición de actividad enzimática 
 

 
 
La cantidad de enzima en una muestra puede ser expresada en 

moles, como la de cualquier otro compuesto químico, o puede ser 

cuantificada en términos de actividad enzimática. La actividad 

enzimática es una medida de la cantidad de enzima activa presente 

y del nivel de actividad de la misma, por lo que es una medida 
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dependiente de las condiciones de trabajo, mismas que se deben 

especificar cuando se dan los valores de actividad [30].  

 
 
 
Existen diferentes métodos para la determinación de la actividad de 

una enzima, el método aplicado está dado por el sustrato y 

mecanismo de acción que tenga la enzima. 

 
 
 
Las relaciones entre los ensayos no son fuertes, por lo que es difícil 

comparar directamente las actividades de las enzimas. La misma 

enzima puede mostrar diferentes resultados de actividad en 

condiciones de pH y temperatura óptimos dependiendo del sustrato. 

Los métodos usados son el ensayo de coágulo de la leche, el cual 

se basa en una determinación subjetiva del tiempo de coagulación, 

y aquellos métodos que proporcionan resultados utilizando un 

espectrofotómetro [31]. 

 
 
 

De acuerdo a Enzyme Development Corporation, los métodos de 

ensayo de actividad que pueden ser aplicados para determinar la 

actividad de la bromelina debido a su naturaleza cisteineo-proteasa 

son: 
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 Unidad de Digestión de Gelatina (GDU): Una Unidad de 

Digestión de Gelatina es la cantidad de enzima que liberará, 

después de 20 minutos de digestión a 45°C y pH 4.5 o 5.5, 1 

mg de nitrógeno amino de una solución estándar de gelatina 

[32]. 

 
 
 

 Unidad de Digestión de Tirosina (TU/ml): Se basa en 

degradación de la caseína a pH 6 y 40°C por 1 hora, 

teniendo como resultado L-tirosina la cual se lee a 280 nm en 

el espectrofotómetro, aunque este método se utiliza 

principalmente para papaína por ser una enzima cisteínica 

también es utilizada para medir la actividad proteolítica de la 

bromelina. Una Unidad de Tirosina es definida como la 

cantidad de enzima que actuando en un sustrato específico 

de caseína a condiciones específicas, produce 1 µg de 

tirosina por minuto [32]. 

 
 
 

 Unidad de Digestión de Caseína (CDU): Se basa en la 

degradación del sustrato de caseína a pH 7 y 37°C, teniendo 

como resultado L-tirosina en el medio degradado, 

aminoácido que puede ser identificado fácilmente a 280 nm 
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en el espectrofotómetro. Una Unidad de Caseína (CDU) es 

definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 

µg de L-tirosina luego de un minuto de digestión de caseína 

estándar como sustrato a pH 7 y 37°C [32]. 

 
 
 

 Unidad de Coagulación de Leche (MCU/mg): Se basa en 

la hidrólisis proteolítica de un sustrato de leche tamponada a 

40°C, la  actividad enzimática está relacionada con el tiempo 

requerido para coagular 25 ml de sustrato. La actividad 

enzimática se compara siempre con una enzima estándar. 

[32].  

 
 
 

 Método Analítico de Plantas Proteolíticas (Unidades de 

Papaína, UP): Este método es utilizado para enzimas como 

la papaína, bromelina y ficina, el ensayo se basa en una 

hidrólisis de caseína por 60 minutos a 40°C y pH 6. La 

Unidad de Papaína es el equivalente a 1 mg de tirosina por 

una hora bajo este ensayo [32].  

 
 
 

En los estudios de investigación realizados para determinación de la 

actividad enzimática de la bromelina, el método más utilizado es el 
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de Unidades de Tirosina, por lo que para efectos comparativos en el 

presente trabajo se usó el mismo procedimiento. 

 
 
 
Otra unidad comúnmente usada es la actividad específica, la cual 

se refiere a la actividad de una enzima por miligramo de proteína y 

suele expresarse en µmol/min mg o U/mg. La actividad específica 

nos permite tener una idea de la pureza de la enzima [30].  

 
 
 

1.6. Liofilización de enzimas 
 
 

 

La liofilización es un proceso de deshidratación de productos bajo 

baja presión (vacío) y moderada temperatura. En la liofilización no 

ocurre la evaporación del agua a partir del estado líquido - normal 

en procesos de secados - sino la sublimación del hielo. Por este 

motivo los productos deben permanecer obligatoriamente 

solidificados (congelados) durante el secado [33]. La aplicación de 

la liofilización constituye un efectivo sistema de preservación de 

elementos biológicos como células, enzimas, virus, levaduras, algas 

y alimentos en general. Todos estos materiales contienen 

sustancias volátiles que no se ven afectas por este proceso ya que 

se trabaja a bajas temperaturas, no existen daños por altas 
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temperaturas como en el secado, mantiene la estructura 

fisicoquímica del producto, y la rehidratación es completa y rápida 

[34]. 

 
 
 
El material resultante se presentará seco, pero con todas las 

características del producto original - forma, color, aroma, sabor y 

textura estarán preservados en el producto seco. Eso diferencia y 

destaca el proceso de liofilización de los otros utilizados en 

deshidrataciones [33]. 

 
 
 
La liofilización se basa en el desecado por medio de la sublimación 

del agua contenida en los productos, se logra congelando el 

producto y se remueve el hielo aplicando calor en condiciones de 

vacío, de esta manera el hielo se sublima evitando el paso por la 

fase líquida. Para que se de este proceso de sublimación es 

necesario que el cambio se produzca en condiciones de presión y 

temperatura menores a las del punto triple (punto en el que 

conviven los tres estados de la materia), ya que por debajo de éste 

no existe la fase líquida [34]. En la Figura 1.7 del diagrama de fase 

de los estados de la materia se puede observar la ubicación del 

punto triple. 
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Figura 1.7. Diagrama de Fase 

Fuente: Referencia [35] 

 
 
 
La liofilización consta de 4 procesos: 

 
 
 

1. Preparación: Se refiere al acondicionamiento de la muestra ya que 

en el proceso no se puede manipular [34]. 

 
 
 

2. Congelación: Se lleva a cabo en congeladores independientes 

para congelar el agua libre del producto a temperatura de -20°C 

[34]. Sin embargo, si  contienen ácidos fuertes, azúcares o grasas 

deberán ser congelados en médium ultra freezers (-40°C), ultra 
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freezer, hielo seco (-80°C) o hasta en nitrógeno líquido (-190°C) 

[33]. 

 
 
 
La congelación puede ser lenta o rápida dependiendo de lo que se 

vaya a liofilizar, una congelación rápida favorecerá a las sustancias 

liquidas ya que los cristales grandes ayudan a la formación de 

canales que favorecen el movimiento del vapor de agua, mientras 

que los cristales pequeños favorecen a las sustancias sólidas 

debido a que evitan la ruptura de membranas; muchas veces los 

cristales de menor tamaño dificultan el flujo del vapor de agua [33]. 

 
 
 

3. Desecación primaria: Consiste en la sublimación del solvente 

congelado en la mayoría de casos el agua, para lo que es necesario 

la reducción de la presión en la cámara junto con el aumento de la 

temperatura del equipo liofilizador, dándose la transferencia de calor 

por conducción  y  radiación. Al inicio de esta tercera etapa, el hielo 

sublima desde la superficie del producto y a medida que avanza el 

proceso, el nivel de sublimación retrocede dentro de él, teniendo 

entonces que pasar el vapor por capas ya secas para salir del 

producto. Este vapor, se recoge en la superficie del condensador, el 
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cual debe tener suficiente capacidad de enfriamiento para 

condensarlo todo, a una temperatura inferior a la del producto [34].  

 
 
 
En la figura 1.8 se observa la representación de la pérdida de agua 

que se da en la muestra, y por qué es necesario que se formen 

poros adecuados y permeables a los vapores. 

 
 

 

 
 

Figura 1.8. Superficie de sublimación (seca) profundizando en la 

pastilla congelada 

Fuente: Referencia [33] 

 
 
 

4. Desecación secundaria: Consiste en la eliminación del agua 

ligada por medio de la desorción, logrando que el porcentaje de 

humedad final sea menor al 2%. Sin embargo, en esta etapa la 

presión disminuye al mínimo, por lo que se realiza a la máxima 

capacidad de vacío que pueda alcanzar el equipo. Es importante, 
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finalmente, controlar el contenido final de humedad del producto, de 

manera que se pueda garantizar su estabilidad [34]. 

 
 
 

1.7. Aplicación de la Bromelina en la industria 
 
 
 

En la industria de alimentos la bromelina tiene aplicación en las 

cervecerías donde es utilizada para la clarificación y el enfriamiento 

de la cerveza [19, 21], en la industria del cuero se utiliza en el 

aprovechamiento de las virutas del cuero para la transformación a 

colágeno [19], en la industria cárnica se utiliza en el proceso de 

maceración de la carne para su tenderización [19, 37, 42], en el 

tratamiento de pescados y otros productos marinos como la 

producción de salsas de ostras [21]; en la fabricación de galletas 

para la eliminación del gluten [21]; como sustituto de los sulfitos 

empleados para impedir el pardeamiento de los jugos de frutos y del 

vino blanco [21]. 

 
 
 

La aplicación de la Bromelina está siendo ampliamente 

investigada   en el área de la medicina por sus innumerables 

ventajas en la salud, puede llegar a reducir tiempos de cicatrización, 

es usada en el tratamiento para la sinusitis,  tratamiento para 
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quemaduras de segundo y tercer grado; se ha demostrado 

mediante estudios en personas que sufrieron infartos de miocardio 

que inhibe la agregación de plaquetas [36]. 

 
 
 
Muestra varias acciones farmacológicas, se ha usado en 

enfermedades virales y en la formulación de vacunas, presenta 

propiedades antiinflamatorias, antitrombóticas y fibrinolíticas, se ha 

demostrado además la posible actividad antitumoral al inducir la 

diferenciación de células tumorales y atenuar el crecimiento del 

tumor  [37, 42]. Se demostró una marcada actividad antitumoral 

frente a cinco tumores trasplantables a ratones: leucemia P-388, 

carcinoma pulmonar de Lewis, sarcoma-37, tumor ascítico de 

Ehrlich y adenocarcinoma mamario-755, frente a este último se 

demostró por primera vez la actividad antitumoral de la bromelina 

[37]. 
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CAPÍTULO 2 
 
 
 
 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 
 
 

Para el desarrollo de este trabajo de investigación se realizaron pruebas 

experimentales en los laboratorios de Biología Molecular y Bioproductos 

del Centro de Investigaciones Biotecnológicas del Ecuador (CIBE), 

además de los laboratorios de Bromatología e Investigación y Desarrollo 

de Productos de la Carrera de Ingeniería en Alimentos, perteneciente a la 

Facultad de Ingeniería Mecánica y Ciencias de la Producción. 

 
 
 
Los datos recopilados fueron procesados mediante el software 

estadístico en español Minitab 15.0. 

 
 
 
 



 

 

 

41 

2.1. Materiales, Reactivos y Equipos 
 
 
 

Materia prima 
 
 
 
Se usó piñas las cuales fueron obtenidas de una hacienda ubicada 

en el sector El Congo vía El Empalme, provincia del Guayas, cuyo 

estado fisiológico de madurez  para el estudio fueron 12 y 18 

meses. 

 
 
 
Reactivos 
 
 
 
Para la medición de la acidez se utilizó, hidróxido de sodio a 0.1N y 

como indicador Fenoftaleina  Para la extracción de la enzima cruda 

se utilizó EDTA, fosfato disódicoanhídrido grado analítico y cisteína. 

En la purificación de la enzima se usó Polietilenglicol PEG 8000, 

fosfato de potasio monobásico y  fosfato de potasio dibásico. Para 

la medición de la concentración de proteína se utilizó reactivo de 

Bradford, además para la curva de calibración del método se usó 

albúmina sérica bovina. 
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En la medición de la actividad enzimática se utilizó caseína de leche 

bovina como sustrato, para la preparación de la enzima  y el 

sustrato se usó fosfato disódico anhídrido grado analítico, ácido 

cítrico monohidratado, L-cisteína para fines bioquímicos, EDTA 

grado analítico y ácido tricloroacético grado analítico. Para la curva 

de calibración del método se utilizó L-tirosina para fines bioquímicos 

y ácido clorhídrico 0.1 N grado analítico. 

 
 
 
Equipos 
 
 
 
La extracción del jugo de la pulpa de piña se realizó en un extractor. 

Para la medición de los sólidos solubles se utilizó un refractómetro 

digital marca Sper SCIENTIFIC. El pH se midió en un pHmetro 

marca Thermo SCIENTIFIC, Alemania. Para la extracción y 

purificación de la enzima se utilizó una centrífuga refrigerada marca 

ThermoFisher SCIENTIFIC, Alemania. Para el peso de los reactivos 

se usó una balanza analítica KERN, Alemania. Las mediciones de 

concentración y de actividad se llevaron a cabo en un 

espectrofotómetro de haz de luz simple marca SpectronicGenesis 5. 

El proceso de centrifugación para la medición de actividad 

enzimática se llevó a cabo en una micro centrífuga marca 

Eppendorf 5424, Alemania; para el baño María se utilizó un equipo 
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digital marca VWR SCIENTIFICS; además se utilizó micropipetas 

de 10, 100, 200 y 1000 ul con puntas desechables y tubos 

eppendorf de 2 ml. La agitación de los tubos para la medición de la 

concentración y el procedimiento del sistema bifásico acuoso, fue 

realizada en un vórtex marca Labnet VX100. El proceso de 

liofilización  se realizó en un liofilizador Freezone 4.5 marca 

Labconco, Brasil. La humedad de la enzima liofilizada se midió en 

una termobalanza marca Ohaus MB 45. 

 
 
 

2.2. Preparación de reactivos 
 
 
 

2.2.1. Buffer de extracción 
 
 
                

Las cantidades y los reactivos a utilizar en el buffer de 

extracción se presentan en la Tabla 5. 

 
 
 
El pH de la solución (pH=7) fue ajustado con ácido 

clorhídrico concentrado (2.15 ml), reactivo del Laboratorio 

de Bioproductos. 
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TABLA 5 

PESOS DE REACTIVOS EN BUFFER DE EXTRACCIÓN 

Reactivo Peso (g) 

Fosfato  disódico  anhídrido (Na2HPO4) 14.20 

L-Cisteína (C3H7NO2S) 2.5 

EDTA (C10H16N2O8) 0.58 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 

2.2.2. Reactivos del método de purificación-Sistema Bifásico 

Acuoso 

 
 

Preparación de la fase 1 (polímero 50% p/p) 
 
 
 

Se pesó 50 gramos del PEG 8000 y se disolvieron en 50 

gramos de agua destilada. 

 
 
 

Preparación de la fase 2 (sal fosfato 40% p/p) 
 
 
 

Se pesó 1.67 gramos de fosfato de potasio monobásico y 

38.33 gramos fosfato de potasio dibásico, se disolvieron en 

60 gramos de agua destilada. Se verificó que el pH de la 

solución sea de 9. 
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2.2.3. Reactivos para la medición de actividad 
 
 
 
Los reactivos para la medición enzimática se prepararon de 

acuerdo al Método de Unidad de Tirosina de la Enzyme 

Development Corporation (Ver Apéndice N). 

 
 
  

2.3. Metodología experimental 
 
 
 

2.3.1. Diseño de Experimento 
 
 
 
Determinación de las variables y niveles para la prueba 

experimental 

 
 
Para conocer la influencia de los grados de la madurez en 

la actividad y la concentración enzimática de la bromelina, 

se planteó un contraste de hipótesis. 
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H0: La concentración y la actividad de la enzima bromelina 

extraída de la pulpa de la piña (Ananas comosus) variedad 

Perolera, se ve afectada por el estado fisiológico de la piña. 

vs 

H1: ¬H0 

 
 
 
El experimento consta de una variable independiente que 

es la madurez de la piña, los niveles de dicha variable son 

dos: 12 y 18 meses de maduración. 

 
 
 
Las variables dependientes o variables de respuesta de los 

experimentos fueron la concentración y la actividad 

enzimática. 

 
 
 
Las variables fijas o controladas dentro del experimento 

fueron la temperatura, las concentraciones y el pH de los 

reactivos usados. 
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Determinación del tamaño muestral 
 
 
 
El  tamaño muestral  en la experimentación se determina 

con la finalidad de obtener  el número de muestras 

necesarias para que la data tenga suficiente soporte 

estadístico, y nos permita concluir con una menor 

probabilidad error. 

 
 
 
Para esto se realizó una prueba piloto tomando una 

muestra de cinco piñas totalmente aleatorizadas, donde se 

midió el parámetro menos sensible de la prueba siendo éste 

la concentración proteica del extracto crudo, obteniendo los 

datos que se muestran en la Tabla 6. 

 
 
 

TABLA 6 

DATOS DE LA PRUEBA PILOTO 

Absorbancia Concentración 

0.364 0.15 

0.432 0.18 

0.876 0.34 

0.980 0.39 

0.880 0.34 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 
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Los datos obtenidos fueron procesados estadísticamente 

para determinar la normalidad de los mismos. En el figura 

2.1 se observa que la prueba de normalidad da un valor P 

mayor a 0.1 (valor P=0.125) por lo tanto se confirma la 

distribución normal de los datos. 
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Figura 2.1. Resumen gráfico de la prueba piloto 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 

Una vez comprobada la normalidad de los datos se utilizó el 

método de Montgomery [38], el cual trata de reducir la 

probabilidad de cometer error tipo II (no rechazar H0 siendo 

falsa).  
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El método consiste en realizar un tanteo hasta conseguir un 

Beta (β) máximo de 0.20 utilizando la carta VII (ver 

Apéndice B), a la cual se ingresa con “Ɵ”, el cual es 

calculado mediante la Ecuación 1. 

 
 
 

                                                                     (Ec. 1) 

 
 
 
Donde, 

n: Tamaño de muestra del experimento   : Error muestral (i =1,…a) 

a: Tamaño muestral de la prueba     Varianza del error 

 
 
 
A fin de obtener una prueba con la potencia requerida se 

realizó el tanteo (ver Apéndice A), dando como resultado un 

n=4 con β=0.15. 

 
 
 
Se corroboró el tanteo del método de Montgomery con la 

prueba de potencia de Anova unidireccional del programa 
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estadístico Minitab 15, el cual dio como resultado los 

valores de n posibles para la prueba, los cuales fueron 4 

(β=0.19) y 5 (β=0.1), como se puede observar en la Figura 

2.2. 

 
 
 
Al ser posible realizar un muestreo de 4 o 5 piñas para cada 

tratamiento con un β que está dentro del valor permitido 

(β<0.20), se estableció que el valor conveniente para el 

tamaño muestral es n=4. 
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Figura 2.2. Prueba de Anova Unidireccional 

Fuente: Minitab 15 
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2.3.2. Medición de las características físico-químicas de la 

piña 

 
 
Para lograr establecer una relación entre el tiempo de 

cosecha y el estado de madurez de la piña, se caracterizó 

la fruta utilizando los parámetros y métodos de análisis 

descritos a continuación: 

 
 
 
Peso.- Método gravimétrico que consistió en tomar la 

lectura del peso de las piñas a partir de los valores 

indicados en la balanza.  

 
 
 
pH.- Se efectuó la lectura en el pHmetro, previo enjuague 

con agua destilada y calibración del mismo, para lo cual se 

usó el buffer pH 7 y 4. 

 
 
 
Grados Brix.- Se colocó una gota de la muestra en el 

refractómetro previa calibración del equipo con agua 

destilada, se realizó la lectura a 25°C y se expresó como 

grados Brix. 
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Acidez.- Se determinó por el método del AOAC 939.05 

(2000), el cual consistió en diluir la muestra con agua 

destilada en una relación 1:1, se realizó la determinación 

por titulación con una solución de hidróxido de sodio 0.1 N 

usando 4 gotas del indicador fenolftaleína. La acidez 

titulable se expresó en porcentaje de ácido cítrico, calculada 

por medio de la Ecuación 2. 

 
 
 

                                                    (Ec. 2) 

 
 
 
Donde:      : Volumen de NaOH      : Normalidad del NaOH         : Miliequivalente de ácido (ácido cítrico=0.064)  : Volumen de la muestra 

 
 
 
Ratio.- Se estableció el grado de madurez de la fruta en 

base a la cantidad de partes de azúcar (como porcentaje de 

sólidos solubles) en una parte ácida (como porcentaje total 

de ácido).  
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2.3.3. Método de extracción enzimática 
 

 

 

La extracción enzimática se realizó para obtener la enzima 

en condiciones adecuadas y evitar su posible oxidación, 

mediante el uso del buffer de extracción, de acuerdo al 

estudio realizado por Ketnawa y col (2011) [41]. 

 
 
 
1. Las muestras se obtuvieron de la pulpa de la piña una 

vez  pelada y cortada (Figura 2.3.a). 

 
 
 

2. El jugo de la pulpa se obtuvo con el extractor a 

temperatura ambiente (25±2ºC), como se ve en la figura 

2.3.b. 

 
 
 

3. Luego se adicionó el buffer de extracción a 4ºC (0.1M 

tampón fosfato, 15mM de cisteína y EDTA 2mM, pH 7) 

en una relación 1:1 (v/v). 

 
 
 

4. La mezcla fue filtrada a través de una malla para eliminar 

las fibras presentes. 
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5. El líquido recolectado se centrifugó a 8000 rpm por  30 

minutos a 4ºC. (Figura 2.3.c). 

 
 
 

6. El sobrenadante (extracto crudo) fue recolectado y 

almacenado a -18ºC para su posterior uso (Figura 2.3.d). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

Figura 2.3. Método de Extracción 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
 
 
 

a b 

c d 
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2.3.4. Método de purificación - Sistema Bifásico Acuoso 
 
 
 

El sistema fue preparado a partir de las soluciones PEG y 

fosfato, las concentraciones adecuadas de ambos reactivos 

en el sistema para obtener un mayor índice de purificación 

fueron determinadas a partir del estudio realizado por 

Quinde & Sánchez (2013). 

 
 
 
1. Se pesó en un tubo de centrífuga de 50 ml las cantidades 

requeridas para las fases del sistema (18% PEG 8000; 

16% de fosfato de potasio, 46% de agua destilada). Cada 

reactivo fue agregado tratando de no molestar al anterior. 

 
 
 

2. Se agitó en un vórtex por 45 segundos. 

 
 

 
3. Se agregó 20% del extracto crudo de enzima. 

 
 
 

4. Se agitó nuevamente el sistema por 20 segundos. 

 
 
 



 

 

 

56 

5. Inmediatamente se procedió a centrifugar a 8000 rpm por 

10 minutos. 

 
 
 

6. Después de 2 horas, la fase superior (fase top) se 

removió usando una jeringa, y con ayuda de otra jeringa 

se removió la fase inferior. 

 
 
 
7. Se colocó cada fase en tubos diferentes y se almacenó a 

4°C para su posterior utilización. 

 
 
 
En la Figura 2.4 se puede observar la separación de fases, 

pasadas las 2 horas luego de la centrifugación. 

 
 
 

 
 

Figura 2.4.Separación del Sistema Bifásico Acuoso 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 
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2.3.5. Determinación de la cantidad de proteína 
 
 
 

Para la determinación de la cantidad de proteína se utilizó el 

método descrito por Bradford en 1976, para lo cual fue 

necesario realizar una recta de calibración de la reacción 

(ver Apéndice H), misma que fue obtenida de la siguiente 

manera: 

 
 
 
1. Se colocaron en 6 tubos de ensayo los volúmenes de la 

solución patrón de albúmina de suero bovino (BSA 

1mg/ml) y de agua destilada mencionados en Tabla 7. 

 
 
 

TABLA 7 

VOLÚMENES DE LA SOLUCIÓN PATRÓN BSA Y AGUA 

DESTILADA 

Tubo 
(Nº) 

Solución patrón BSA 
(ul) 

Agua destilada 
(ul) 

1 0 300 
2 10 290 
3 20 280 
4 30 270 
5 40 260 
6 50 250 
7 60 240 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 



 

 

 

58 

2. A cada tubo se le añadió 3 ml de reactivo de Bradford. 

 
 
 

3. Las muestras fueron agitadas en el vórtex para 

homogenizarlas. 

 
 
 

4. Se esperó 10 minutos para que se estabilice el 

complejo  Bradford-proteínas.  

 
 
 

5. Se realizó la lectura de cada uno de los tubos siguiendo 

los pasos indicados en el apartado “Lectura del 

espectrofotómetro”. 

 
 
 

Preparación de la muestra 
 
 
 
Para la medición de la concentración en la muestra extraída 

de la pulpa de la piña, se realizó el siguiente procedimiento: 

 
 
 
1. Se colocó 300 ul del extracto de piña (extracto crudo, 

purificado o seco) en un tubo de ensayo junto con 3 ml 

de reactivo de Bradford (Figura 2.5.a). 
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2. Se agitó en el vórtex para homogenizar la muestra. 

 
 
 

3. Se esperó 10 minutos para que se estabilice el 

complejo Bradford-proteínas (Figura 2.5.b).  

 
 
 
El blanco se preparó con 300 ul del buffer de extracción, 

siguiendo el mismo procedimiento. 

 
 
 
Se realizó la lectura de cada uno de los tubos siguiendo los 

pasos indicados en el apartado “Lectura del 

espectrofotómetro”.  

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 2.5. Procedimiento de preparación de muestras 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

a 

b 
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Lectura del Espectrofotómetro 
 
 
 
La lectura del espectrofotómetro se realizó de acuerdo al 

siguiente procedimiento: 

 
 
 
1. Se seleccionó la opción “Set up list”.  

 
 
 

2. Se eligió la longitud de onda correspondiente a  595 nm 

(opción 3). 

 
 
 

3. Las muestras fueron colocadas en los vasos de cuarzo 

del espectrofotómetro como se muestra en la Figura 

2.6.a. 

 
 
 

4. Luego se colocaron los vasos de cuarzo dentro del 

espectrofotómetro, recordando que la parte más gruesa 

de los recipientes debe estar en los bordes del soporte 

(Figura 2.6.b). En la primera celda se colocó el  blanco y 

en las siguientes celdas las muestras objetivos. 
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5. Se tomó la lectura del blanco y se enceró con el botón 

“Autozero”. 

 
 
 

6. Se realizó la lectura de las respectivas absorbancias. 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.6. Procedimiento de lectura del espectofómetro 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 

2.3.6. Determinación de la actividad enzimática 
 
 
 
Se utilizó el Método Analítico de la Unidad de Tirosina 

(TU/ml),  procedimiento que se detalla en el Apéndice N, 

con algunas modificaciones. 

 
 
 

Para este método fue necesario elaborar una curva de 

calibración usando una solución madre de L-tirosina y ácido 

clorhídrico 0.1 N como diluyente.  

a b 
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La solución madre fue elaborada a partir de 100 mg de L-

tirosina diluidos con HCl 0.1 N en un matraz aforado de 1 

litro. 

 
 
 

Para las demás concentraciones de L-tirosina se diluyó 

diferentes volúmenes de la solución madre en HCl 0.1 N, de 

acuerdo a los valores indicados en la Tabla 8, para obtener 

las concentraciones finales de L-tirosina. 

 
 
 

TABLA 8 

CONCENTRACIONES USADAS PARA LA 

ELABORACIÓN DE LA CURVA DE TIROSINA 

Concentración 
Final 

(ug/ml) 

Dilución de la solución madre 
de L-Tirosina 

25 25 ml/100 ml 
50 50 ml/100 ml 
75 75 ml/100 ml 

100 - 
Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 
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Se realizó la lectura de las absorbancias a 280 nm para 

cada una de las soluciones de tirosina, usando HCl 0.1 N 

para iniciar el espectrofotómetro en cero. 

 
 
 
Se realizó la gráfica de absorbancia vs concentración (ver 

Apéndice K) para determinar la pendiente de la recta, la 

cual debió estar entre 0.0064 y 0.0076. 

 
 
 

Para la medición de la actividad enzimática se preparó una 

solución de caseína como sustrato, procedimiento de 

preparación detallado en el Apéndice N.  

 
 
 
La Figura 2.7 muestra el procedimiento seguido para la 

medición de la actividad enzimática. 

 
 
 
El proceso se realizó por duplicado, cada paso correspondió 

a dos pruebas de enzima y un blanco. 
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Figura 2.7. Medición de actividad enzimática 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
1. Se colocó 1 ml del sustrato de caseína en 3 tubos 

eppendorf de 2 ml rotulados, dos para enzima y uno 

para el blanco, como se observa en la Figura 2.7.a. 

 
 
 

2. Se equilibraron los tubos en baño María a 40ºC durante 

10 minutos (Figura 2.7.b). 
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3. Luego se colocó 0.4 ml de la enzima a cada tubo, 

excepto al del blanco, se cerraron los tubos y se 

invirtieron suavemente varias veces, para mezclarlos 

(Figura 2.7.c). 

 
 
 

4. Se colocaron los tubos en baño maría (40ºC) por 60 

minutos, para permitir que actúe la enzima (Figura 

2.7.d). 

 
 
 
5. Luego se añadió a cada tubo 0.6 ml de la solución de 

TCA, se agitó vigorosamente. Para el blanco se añadió 

luego del TCA, 0.4 ml de la solución de enzima (Figura 

2.7.e). 

 
 
 

6. Se regresaron los tubos al baño maría por 30 minutos, 

para completar la coagulación de la caseína precipitada 

(Figura 2.7.f). 
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7. Luego se procedió a centrifugar los tubos a 10000 rcf 

por 10 minutos, para lograr la separación de los sólidos 

suspendidos (Figura 2.7.g). 

 
 
 

8. El sobrenadante obtenido del centrifugado (Figura 

2.7.h), fue colocado en los vasos de cuarzo del 

espectofótometro (Figura 2.7.i), para así poder realizar la 

lectura de la absorbancia a 280 nm (Figura 2.7.j). Se 

corrigió el valor de absorbancia de cada muestra, 

sustrayendo el valor del blanco correspondiente. 

 
 
 

Para calcular la actividad enzimática se usó la Ecuación 3. 

 
 
                                                          (Ec. 3) 

 
 
 
Donde,      : Actividad enzimática expresada en unidades de 

tirosina (TU)      : Densidad óptica medida a 280 nm menos la 

densidad óptica del blanco 
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      : Volumen del sustrato, enzima y reactivo de 

terminación (TCA)         : Volumen de la enzima        : Duración de la hidrólisis en minutos           : Pendiente obtenida de la curva de tirosina   : Factor de dilución (usado cuando los valores de 

absorbancia dieron valores mayores a 1.5) 

 
 
 
El cálculo de la actividad enzimática específica se realizó 

mediante la Ecuación 4 (Chávez y col, 1990), que define la 

actividad enzimática por cantidad de proteína presente en el 

extracto [30]. 

 
 
 

                                                                (Ec. 4) 

 
 
 

Donde,     : Actividad enzimática específica expresada en TU/mg 

de proteína   : Actividad enzimática expresada en TU/ml    : Concentración de proteína en mg/ml 
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2.3.7. Liofilización enzimática 
 
 
 
Para realizar la liofilización fue necesario primero congelar 

la muestra a -80ºC. 

 
 
 
La Figura 2.8 muestra el equipo empleado en el proceso de 

liofilización. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Figura 2.8. Liofilizador 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
El procedimiento de liofilización se realizó de acuerdo al 

protocolo del equipo liofilizador Freezone 4.5 marca 

Labconco, Brasil. 
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Las condiciones del equipo  de liofilización se muestran en 

la Tabla 9. 

 
 

TABLA 9 

CONDICIONES DEL LIOFILIZADOR 

Temperatura (oC) - 40 
Presión (Pa) 133*10-3 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 
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CAPÍTULO 3 
 
 
 
 

3. ANÁLISIS DE RESULTADOS 
 
 
 
 
 

3.1. Análisis de las características de la piña de acuerdo al estado 

fisiológico 

 
 

Para el análisis de los resultados obtenidos de los parámetros 

físico-químicos como peso, pH, ºBrix, acidez y ratio, para 

caracterizar la piña de acuerdo a su estado fisiológico, se muestra a 

continuación la comparación de cada uno de ellos y se plantearon 

las hipótesis necesarias para establecer si existía o no diferencia 

significativa. 
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Peso 
 
 
 
En la Tabla 10 se observa los valores en kilogramos de los pesos 

que se obtuvieron para las diferentes piñas, teniendo un promedio 

de 1.45±0.2 Kg para la piña de 12 meses y para la piña de 18 

meses un promedio de 2.24±0.45 Kg. 

 
 
 

TABLA 10 

DATOS EXPERIMENTALES DEL PESO 

Madurez 
(meses) 

Peso 
(Kg) 

Promedio 
(kg) 

12 

1.60 

1.45±0.2 
1.17 
1.58 
1.46 

18 

2.34 

2.24±0.45 
1.61 
2.67 
2.32 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
Se planteó un contraste de hipótesis para determinar si existe o no 

diferencia significativa entre los valores de los pesos de la piña de 

acuerdo a su estado de madurez. 
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H0: El peso promedio de la piña de 12 meses es igual al peso 

promedio de la piña de 18 meses 

vs. 

H1: ¬H0 

 
 
 
Al presentar ambos grupos de datos una distribución normal (ver 

Apéndice C) se procedió a usar la prueba Two Sample T, 

asumiendo que las varianzas poblacionales son iguales (ver 

Apéndice C), mostrando los resultados de la prueba en la Tabla 11. 

 
 
 

TABLA 11 

RESULTADOS DE LA PRUEBA T E IC DE DOS MUESTRAS: 

PESO. MADUREZ 

T de dos muestras para Peso 

Madurez N Media 
Desviación 
Estándar 

Media del 
error 

estándar 
12 4 1,452 0,198 0,099 
18 4 2,235 0,447 0,22 

Diferencia = mu (12) - mu (18) 
Estimado de la diferencia:  -0,782 
IC de 95% para la diferencia:  (-1,461. -0,104) 
Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = -3,20   
Valor P = 0,033  GL = 4 
Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,0417 

Fuente: Minitab 15 
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Con un valor P menor a 0.1 (valor P = 0.033), se tiene suficiente 

evidencia estadística para rechazar H0 a favor de H1, es decir que 

existe diferencia significativa entre el peso promedio de la piña de 

12 meses y la de 18 meses, con un nivel de confianza del 95%. 

 
 
 
En la Figura 3.1 se puede observar la distribución de los datos 

mediante un diagrama de cajas, el cual muestra que los valores del 

peso de la piña de 18 meses son mayores que los valores de la 

piña de 12 meses, notándose además que los datos están más 

dispersos en el grupo de 18 meses. 
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Figura 3.1. Gráfica de Cajas de Peso 
Fuente: Minitab 15 
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pH 
 
 
 
En la Tabla 12 se observa los valores de pH que se obtuvieron para 

las diferentes muestras, teniendo un promedio de 4.14±0.04 para la 

piña de 12 meses y para la piña de 18 meses un promedio de 

4.19±0.04. 

 
 
 

TABLA 12 

DATOS EXPERIMENTALES DE pH 

Madurez 
(meses) 

pH Promedio 

12 

4.09 

4.14±0.044 
4.17 
4.13 
4.19 

18 

4.20 

4.19±0.039 
4.16 
4.17 
4.25 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
Se planteó un contraste de hipótesis para determinar si existe o no 

diferencia significativa entre los valores de pH de la piña de acuerdo 

a su estado de madurez. 
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H0: El pH promedio de la piña de 12 meses es igual al pH promedio 

de la piña de 18 meses 

vs. 

H1: ¬H0 

 
 
 
Al presentar ambos grupos de datos una distribución normal (ver 

Apéndice D) se procedió a usar la prueba Two Sample T, 

asumiendo que las varianzas poblacionales son iguales (ver 

Apéndice D), mostrando los resultados de la prueba en la Tabla 13. 

 
 
 

TABLA 13 

RESULTADOS DE LA PRUEBA T E IC DE DOS MUESTRAS: PH. 

MADUREZ 

T de dos muestras para pH 

Madurez N Media 
Desviación 
Estándar 

Media del 
error 

estándar 
12 4 4,1425 0,0441 0,022 
18 4 4,1925 0,0393 0,020 

Diferencia = mu (12) - mu (18) 
Estimado de la diferencia:  -0,0500 
IC de 95% para la diferencia:  (-0,1222. 0,0222) 
Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = -1,69   
Valor P = 0,141  GL = 6 
Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,0417 

Fuente: Minitab 15 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P = 0.141), se tiene suficiente 

evidencia estadística para no rechazar H0 a favor de H1, es decir 

que no existe diferencia significativa entre el pH promedio de la piña 

de 12 meses y la de 18 meses, con un nivel de confianza del 95%. 

 
 
 
En la Figura 3.2 se puede observar la distribución de los datos 

mediante un diagrama de cajas, el cual muestra que los valores de 

pH de la piña de 18 meses son más altos que los valores de la piña 

de 12 meses, sin embargo la diferencia que existe no es 

significativa.  

 
 
 

 

 
Figura 3.2. Gráfica de Cajas de pH 

Fuente: Minitab 15 
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Grados Brix 
 
 
 
La Tabla 14 muestra los valores de sólidos solubles expresados en 

grados Brix, que se obtuvieron en cada muestra, obteniendo un 

promedio de 8.64±0.26 °Brix para la piña de 12 meses y para la 

piña de 18 meses un promedio de 10.03±0.23 °Brix. 

 
 
 

TABLA 14 

DATOS EXPERIMENTALES DE GRADOS BRIX DE LA PIÑA 

Madurez 
(meses) 

°Brix Promedio 

12 

8.80 

8.64±0.26 
8.75 
8.25 
8.75 

18 

10.25 

10.03±0.23 
10.20 
9.85 
9.80 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
Al no presentar una distribución normal los datos de la piña de 12 

meses (ver Apéndice E), se procedió a usar la prueba Mann-

Whitney para realizar un contraste de hipótesis en el cual se 
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compararon las medianas de los grupos, para determinar si existía 

o no diferencia significativa entre ellas. 

 
 
 
H0: La mediana del °Brix de la piña de 12 meses es igual a la de 18 

meses 

vs. 

H1: ¬H0 

 
 
 

TABLA 15 

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE MANN-WHITNEY E IC: BRIX. 

MADUREZ 

Madurez N Mediana 
12 4 8,750 
18 4 10,025 

Estimación del punto para ETA1-ETA2 es -1,450 
97,0 El porcentaje IC es (-2,000.-1,000) 
W = 10,0 
Prueba de ETA1 = ETA2 vs. ETA1 no es = ETA2 es 
significativa en 0,0304 
La prueba es significativa en 0,0294 (ajustado por empates) 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 

En la Tabla 15 se observan los resultados de la prueba, la cual dio 

un valor P menor a 0.05 (valor P=0.0294) por lo tanto hay suficiente 
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evidencia estadística para rechazar H0  a favor de H1, es decir que 

la mediana del °Brix de las piñas de 12 y 18 meses no son iguales, 

con un nivel de confianza del 97%. 

 
 
 
Como se puede observar en la Figura 3.3, los datos de los grados 

Brix de las piñas de 12 y 18 meses se encuentran claramente 

distanciados, además se puede ver que en los datos del grupo de 

18 meses la data está distribuida más uniformemente, mientras que 

en el grupo de 12 meses los datos hasta la mediana (el 50%) se 

encuentran con una gran dispersión. 
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Figura 3.3. Gráfica de caja de Brix 

Fuente: Minitab 15 
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Un comportamiento similar de los valores de ºBrix se pudieron 

observar en el estudio de maduración de la piña realizado por 

Morales y col. (2001), en donde incrementaban los ºBrix al 

aumentar el tiempo de maduración de la fruta, además en la 

maduración de los frutos uno de los cambios más importante es la 

degradación de los carbohidratos poliméricos, como el almidón, el 

cual se convierte en su mayoría en azúcares simples (Wills y col., 

1990) [39]. 

 
 
 

Acidez 
 
 
 
En la Tabla 16 se presentan los datos de acidez calculados para 

cada uno de los estados de madurez de la piña, obteniendo un 

promedio de 0.59±0.047% para las piñas de 12 meses y 

0.63±0.03% en las piñas de 18 meses. 

 
 
 
Se realizó una prueba de hipótesis para determinar 

estadísticamente si existía o no diferencia significativa entre los 

promedios obtenidos de la acidez de la piña, dependiendo de su 

estado de madurez. 
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TABLA 16 

DATOS EXPERIMENTALES DE ACIDEZ DE LA PIÑA 

Madurez 
(meses) 

Acidez 
(% ácido cítrico) 

Promedio 
(% ácido cítrico) 

12 

0.6048 

0.59±0.047 
0.6016 
0.6400 
0.5280 

18 

0.6688 

0.63±0.03 
0.6368 
0.6176 
0.5984 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
H0: La acidez promedio de la piña de 12 meses es igual a la acidez 

promedio de la piña de 18 meses 

vs. 

H1: ¬H0 

 
 
 
Los datos presentan una distribución normal (ver Apéndice F) por lo 

tanto se procedió a usar la prueba Two Sample T asumiendo que 

las varianzas poblacionales son iguales (ver Apéndice F). 

 
 
 
En la Tabla 17 se muestran los resultados obtenidos de la prueba, 

en el que se observó que no existía suficiente evidencia estadística 
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para rechazar H0 a favor de H1, ya que el valor P fue mayor a 0.1 

(valor P=0.235), por lo tanto se concluye que no hay diferencia 

significativa entre la acidez de la piña de 12 meses y la piña de 18 

meses. 

 

TABLA 17 

RESULTADOS DE LA PRUEBA T E IC DE DOS MUESTRAS: 

ACIDEZ. MADUREZ 

T de dos muestras para Acidez 

Madurez N Media 
Desviación 
Estándar 

Media del 
error 

estándar 
12 4 0,5936      0,0471       0,024 
18 4 0,6304      0,0300       0,015 

Diferencia = mu (12) - mu (18) 
Estimado de la diferencia:  -0,0368 
IC de 95% para la diferencia:  (-0,1051. 0,0315) 
Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = -1,32 
Valor P = 0,235  GL = 6 
Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,0395 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
En la Figura 3.4, se puede observar la distribución de los datos, así 

como la ubicación de los promedios de la acidez, notando que la 

acidez de la piña de 18 meses es mayor que la de 12 meses, este 

comportamiento concuerda con lo observado en estudios realizados 

acerca del estado de madurez de la piña, en los cuales se 
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menciona que la piña no sigue el comportamiento habitual de 

demás frutas, ya que por lo general durante la maduración de las 

frutas sus ácidos orgánicos son convertidos en azúcares para 

permanecer como una reserva energética, por lo que habría de 

esperarse que el contenido de ácidos decline; sin embargo en la 

piña los ácidos alcanzan sus valores más elevados durante la 

maduración, comportamiento que se observa también en los 

plátanos (Morales y col., 2001) [39]. 
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Figura 3.4. Gráfica de caja de Acidez 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
Estadísticamente no podemos concluir que existe una diferencia 

significativa entre la acidez de la piña durante los 12 y 18 meses de 
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maduración, aunque los valores de acidez de la piña de 18 meses 

son mayores que la de 12. 

 
 
 
En un estudio realizado en Bolivia (Rojas, 1991) con la variedad de 

piña perolera, se observó que el porcentaje de acidez aumentaba 

conforme lo hacia la escala de madurez de la fruta [40], sin 

mencionar si la diferencia era estadísticamente significativa. 

 
 
 
Ratio 
 
 
 
En la Tabla 18 se puede observar los valores del ratio de la piña 

dependiendo del estado de madurez de la misma, la piña de 12 

meses tuvo un ratio promedio de 14.64±1.51, mientras que la piña 

de 18 meses tuvo un ratio promedio de 15.92±0.44. 

 
 
 
Para determinar si existía o no diferencia estadísticamente 

significativa entre los ratios de la piña dependiendo de su estado 

fisiológico, se estableció un contraste de hipótesis para el promedio 

de los ratios. 
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TABLA 18 

DATOS DEL RATIO DE LA PIÑA 

Madurez 
(meses) 

Ratio Promedio 

12 

14,55 

14.64±1.51 
14,54 
12,89 
16,57 

18 

15,33 

15.92±0.44 
16,02 
15,95 
16,38 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
H0: El ratio promedio de la piña de 12 meses es igual al ratio 

promedio de la piña de 18 meses 

vs. 

H1: ¬H0 

 
 
 
Al presentar los datos una distribución normal (ver Apéndice G), se 

procedió a usar la prueba Two Sample T, para muestras 

independientes asumiendo que las varianzas poblacionales son 

iguales (ver Apéndice G), mostrando los resultados de la prueba en 

la Tabla 19. 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.154), existe suficiente 

evidencia estadística para no rechazar H0 a favor de H1, es decir 

que en promedio el ratio de la piña de 12 meses es igual al ratio de 

la piña de 18 meses.  

 
 
 

TABLA 19 

RESULTADOS DE LA PRUEBA T E IC DE DOS MUESTRAS: 

RATIO. MADUREZ 

T de dos muestras para Ratio 

Madurez N Media 
Desviación 
Estándar 

Media del 
error 

estándar 
12 4 14,64 1,51 0,75 
18 4 15,917 0,437 0,22 

Diferencia = mu (12) - mu (18) 
Estimado de la diferencia:  -1,278 
IC de 95% para la diferencia:  (-3,197. 0,641) 
Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = -1,63 
Valor P = 0,154  GL = 6 
Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 1,1092 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
El valor del ratio establece un índice de madurez en la mayoría de 

las frutas, pero en el caso de la piña este valor no representa un 

verdadero indicador del estado de madurez, debido a que en las 

frutas tropicales ácidas, los ácidos orgánicos como el cítrico, málico, 
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succínico y propiónico se sintetizan en mayores cantidades hasta 

llegar al punto óptimo de sazón (Barrera, 2000) [40]. 

 
 
 
El comportamiento del ratio está estrechamente ligado con la 

conducta de los grados Brix y la acidez titulable del fruto, es por 

esto que en el grupo de datos de ambas frutas no se pudo observar 

una variación significativa, debido a que los valores de grados Brix y 

acidez aumentan con relación al tiempo, manteniendo la 

proporcionalidad de los datos. Además, la data de 12 meses 

presentó una variabilidad mayor a 1 (σ=1,51), por lo que se 

obtuvieron valores más cercanos al promedio de los datos de 18 

meses. 

 
 
 

3.2. Análisis de Concentración proteica 
 
 
 

3.2.1. Curva de calibración del método de Bradford 
 
 
 

Los datos obtenidos de la lectura del espectrofotómetro 

para la curva de calibración se muestran en la Tabla 20, con 

estos datos se graficó la curva de calibración (Figura 3.5), 



 

 

 

88 

de la cual se obtuvo la ecuación de la recta que nos 

permitió determinar la concentración de la enzima. 

 
 
 

TABLA 20 

RESULTADOS DE LA ABSORBANCIA PARA LA CURVA 

DE CALIBRACIÓN DEL MÉTODO DE BRADFORD 

Concentración 
(mg/ml) 

Absorbancia  

0.033 0.058 

0.067 0.132 
0.1 0.185 

0.167 0.387 
0.2 0.514 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 
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Figura 3.5. Curva de calibración del método de Bradford 

Fuente: Minitab15 
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La ecuación fue obtenida mediante análisis de regresión 

lineal (ver Apéndice H), el cual dio un valor de R2 de 98.4% 

y una pendiente de 2.72. 

 
 
 

3.2.2. Concentración proteica en extracto crudo 
 
 
 

Los datos de absorbancia para el extracto crudo se 

muestran en la Tabla 21, así como el valor de la 

concentración correspondiente a cada absorbancia, dando 

como resultado una concentración proteica promedio de 

0.23±0.24 mg/ml en la piña de 12 meses de maduración y 

0.32±0.29 mg/ml en la piña de 18 meses. 

 
 
 
Para establecer si existía o no una diferencia entre las 

concentraciones proteicas de acuerdo a los meses de 

maduración de la piña, se planteó un contraste de hipótesis 

para los promedios de la concentración. 
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TABLA 21 

VALORES DE CONCENTRACIÓN PROTEICA EC 

Madurez 
(meses) 

Absorbancia 
promedio 

Concentración 
(mg/ml) 

Promedio 
(mg/ml) 

12 

0.55 0.22 

0.23±0.24 
0.488 0.20 
0.573 0.23 
0.647 0.26 

18 

0.8815 0.34 

0.32±0.29 
0.6945 0.27 
0.84 0.33 

0.7935 0.31 
Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
H0: Las concentraciones proteicas promedios en la piña de 

12 y 18 meses son iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
 
 
Al presentar los datos una distribución normal (ver Apéndice 

I), se procedió a usar la prueba Two Sample T, para 

muestras independientes asumiendo que las varianzas 

poblacionales son iguales (ver Apéndice J), mostrando los 

resultados de la prueba en la Tabla 22. 
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Con un valor P menor a 0.05 (valor P=0.004), existe 

suficiente evidencia estadística para rechazar H0 a favor de 

H1, es decir que en promedio la concentración proteica de la 

piña de 12 meses no es igual a la concentración de la piña 

de 18 meses. Además, se observó que el intervalo de 

confianza de la diferencia tiene valores negativos, lo cual 

indica que el valor más alto en promedio es el de la piña de 

18 meses. 

 
 
 

TABLA 22 

RESULTADOS DE LA PRUEBA T E IC DE DOS 

MUESTRAS: CONCENTRACIÓN EC. MADUREZ 

T de dos muestras para Concentración EC 

Madurez N Media 
Desviación 
Estándar 

Media del 
error 

estándar 
12 4 0,2268 0,0240 0,012 
18 4 0,3143 0,0293 0,015 

Diferencia = mu (12) - mu (18) 
Estimado de la diferencia:  -0,0875 
IC de 95% para la diferencia:  (-0,1338. -0,0412 ) 
Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = -4,62 
Valor P = 0,004  GL = 6 
Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,0268 

Fuente: Minitab 15 
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En la Figura 3.6 del diagrama de cajas de las 

concentraciones proteicas del EC, se pudo observar que 

efectivamente los valores de 18 meses son más altos que 

los de 12 meses. 
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Figura 3.6. Gráfica de cajas de concentración EC 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
Los valores de concentración proteica obtenidos en el EC 

son comparables con la investigación publicada en la 

revista Food Science and Technology International 

(Ketnawa y col, 2011), en donde se realizaron estudios de 

extracción de bromelina usando el mismo método de 

extracción (buffer fosfato pH=7). Los resultados obtenidos 
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por Ketnawa muestran valores de concentración proteica 

entre 0.5 y 0.6 mg/ml [41], estos valores resultan mayores a 

los obtenidos en el presente trabajo debido a que el estudio 

fue realizado a partir de la cáscara de la piña, la cual 

muestra concentraciones proteicas mayores comparadas 

con la pulpa de la fruta, de acuerdo a las investigaciones de 

Gallardo y col [42]. 

 
 
 
Otro estudio realizado muestra valores para la 

concentración media del extracto crudo del fruto igual 0.524 

mg/ml [43], correspondiendo a valores similares a los 

obtenidos en el presente trabajo. 

 
 
 

3.2.3. Concentración de enzima purificada 
 
 
 

En la Tabla 23, se muestran los datos de absorbancia para 

la enzima purificada, además del valor correspondiente de 

la concentración, dando como resultado una concentración 

promedio de 0.14±0.038 mg/ml de bromelina proveniente de 

la piña de 12 meses de maduración y 0.2±0.016 mg/ml de 

bromelina de la piña de 18 meses. 
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Se realizó una prueba de hipótesis para establecer si existía 

o no una diferencia entre las concentraciones de bromelina 

purificada de acuerdo a los meses de maduración de la 

piña. 

 
 
 

TABLA 23 

VALORES DE CONCENTRACIÓN ENZIMÁTICA EP 

Madurez 
(meses) 

Absorbancia 
promedio 

Concentración 
(mg/ml) 

Promedio 
(mg/ml) 

12 

0.335 0.143 

0.14±0.038 0.340 0.144 
0.175 0.084 
0.420 0.174 

18 

0.536 0.216 

0.2±0.016 0.442 0.182 
0.510 0.207 
0.461 0.189 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
H0: Las concentraciones promedios de bromelina purificada 

en la piña de 12 y 18 meses son iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
 
 
Los datos presentan una distribución normal (ver Apéndice 

I), por lo tanto se procedió a usar la prueba Two Sample T, 



 

 

 

95 

para muestras independientes asumiendo que las varianzas 

poblacionales son iguales (ver Apéndice J), mostrando los 

resultados de la prueba en la Tabla 24. 

 
 
 

TABLA 24 

RESULTADOS DE LA PRUEBA T E IC DE DOS 

MUESTRAS: CONCENTRACIÓN EP. MADUREZ 

T de dos muestras para Concentración EP 

Madurez N Media 
Desviación 
Estándar 

Media del 
error 

estándar 
12 4 0,1362 0,0377 0,019 
18 4 0,1985 0,0157 0,0079 

Diferencia = mu (12) - mu (18) 
Estimado de la diferencia:  -0,0623 
IC de 95% para la diferencia: (-0,1122. -0,0123) 
Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T =   -3,05 
Valor P = 0,023  GL = 6 
Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,0289 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
Con un valor P menor a 0.05 (valor P=0.023), existe 

suficiente evidencia estadística para rechazar H0 a favor de 

H1, es decir que en promedio la concentración enzimática 

de bromelina purificada a partir de la piña de 12 meses no 

es igual a la concentración enzimática de bromelina 
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purificada de la piña de 18 meses. Se observa también 

mediante el intervalo de confianza de la diferencia, que el 

valor más alto es el de la piña de 18 meses, puesto que el 

intervalo de confianza de las diferencias presenta valores 

negativos. 

 
 
 
En la Figura 3.7 del diagrama de cajas de las 

concentraciones enzimáticas, se pudo observar que 

efectivamente los valores de 18 meses son más altos que 

los de 12 meses, además de presentar una variabilidad en 

los datos más pequeña. 
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Figura 3.7. Gráfica de cajas de Concentración Purificada 

Fuente: Minitab 15 
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La purificación parcial de la enzima a partir del extracto 

crudo de la piña logró recuperar concentraciones 

enzimáticas mayores a 0.1 mg/ml en ambos estados de 

madurez. El proceso de purificación de la enzima por medio 

del sistema bifásico acuoso permitió separar la fracción 

enzimática en la fase top y precipitar la parte no enzimática 

en la fase bottom.  

 
 
 
La disminución de los valores de concentración proteica en 

el proceso de purificación es un fenómeno que se observó 

en el estudio realizado por Gautam y col (2010) en donde 

se purificó bromelina a partir de precipitación con sulfato de 

amonio, diálisis e intercambio iónico, produciéndose una 

disminución de la concentración proteica de 1.1 mg/ml del 

extracto crudo de bromelina de fruta a valores de hasta 0.52 

mg/ml [44]. Masdor y Said (2011), realizaron la purificación 

de la bromelina a partir de cromatografía de intercambio 

catiónico, obteniendo una disminución de 0.132-0.164 

mg/ml de la concentración cruda a 0.09-0.115 mg/ml de 

enzima purificada, o de 0.172-0.322 mg/ml de extracto 

crudo a 0.07-0.112 mg/ml de enzima purificada [45]. Soares 

y col, purificaron la enzima a partir del extracto crudo con 
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una concentración de 0.201 mg/ml por precipitación con 

sulfato de amonio, logrando una concentración máxima de 

0.089 mg/ml; mientras que en la precipitación con etanol el 

máximo valor obtenido fue 0.084mg/ml [46]. 

 
 
 
Relación Concentración enzimática vs. Madurez 
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Figura 3.8. Gráfica de interacción entre Concentración 

Enzimática y Madurez 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
En la Figura 3.8 podemos observar la relación que existe 

entre la concentración enzimática de la bromelina en la 

pulpa de la piña y los meses de madurez de la fruta, 

teniendo un comportamiento similar al descrito por Heinicke 
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& Gortner citados en López y col (1996), quienes 

mencionan que la cantidad de bromelina en la pulpa de la 

piña aumenta cuando comienza su maduración. En estudios 

de Omar y col citados en López y col (1996), también se 

encontró que en las frutas maduras la bromelina es más 

abundante en comparación con las frutas inmaduras [21]. 

 
 
 

3.3. Análisis de actividad enzimática 
 
 
 

3.3.1. Curva de calibración del método de Unidad de Tirosina 
 
 
 

Para la elaboración de la curva de tirosina se tomaron los 

datos obtenidos de la lectura del espectrofotómetro, que se 

muestran en la Tabla 25. 

 
 
 
En la Figura 3.9 se muestra la curva de calibración, de la 

cual se obtuvo la ecuación de la recta que nos permitió 

determinar la pendiente para calcular la actividad 

enzimática. 
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TABLA 25 

DATOS DE ABSORBANCIA PARA LA CURVA DE 

CALIBRACIÓN DEL MÉTODO DE UNIDAD DE TIROSINA 

Concentración  
(ug/ml) 

Absorbancia 

25 0.172 
50 0.369 
75 0.571 

100 0.767 
Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 
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Figura 3.9. Curva de calibración del método de Tirosina 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 

La ecuación fue obtenida mediante análisis de regresión 

lineal (ver Apéndice K), el cual dio un valor de R2 de 100% y 

una pendiente de 0.795. 
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3.3.2. Actividad enzimática de enzima cruda 
 
 
 

En la Tabla 26 se muestran los datos de absorbancia 

correspondientes a la lectura de la actividad enzimática del 

extracto crudo, así como el valor correspondiente en TU/ml, 

dando como resultado una actividad enzimática promedio 

de 18.29±3.45 TU/ml en la piña de 12 meses de 

maduración y 10.06±2.82 TU/ml en la piña de 18 meses. 

 
 
 

TABLA 26 

VALORES DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA EC 

Madurez 
(meses) 

Absorbancia 
promedio 

Actividad 
enzimática 

(TU/ml) 

Promedio 
(TU/ml) 

12 

1,423 22,43 

18.29±3.45 
0,8875 13,99 
1,173 18,49 

1,1565 18,23 

18 

1,1515 18,15 

10.06±2.82 
0,572 9,02 

0,4515 7,12 
0,654 10,31 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 

Para establecer si existía o no una diferencia entre las 

actividades enzimáticas de acuerdo a los meses de 
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maduración de la piña, se planteó un contraste de hipótesis 

para sus promedios. 

 
 
 
H0: En promedio la actividad enzimática de la bromelina del 

extracto crudo de la piña de 12 meses es igual a la de 18 

meses 

vs. 

H1: ¬H0 

 
 
 
Al presentar los datos una distribución normal (ver Apéndice 

L), se procedió a usar la prueba Two Sample T, para 

muestras independientes asumiendo que las varianzas 

poblacionales son iguales (ver Apéndice M), mostrando los 

resultados de la prueba en la Tabla 27. 

 
 
 
Con un valor P menor a 0.05 (valor P=0.01), existe 

suficiente evidencia estadística para rechazar H0 a favor de 

H1, por lo que se concluye que en promedio, la actividad 

enzimática de la bromelina del extracto crudo de la piña de 

12 meses es diferente de la bromelina proveniente de la 
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piña de 18 meses de maduración, con un nivel de confianza 

del 95%. 

 
 
 

TABLA 27 

RESULTADOS DE LA PRUEBA T E IC DE DOS 

MUESTRAS: ACTIVIDAD EC. MADUREZ 

T de dos muestras para Actividad EC 

Madurez N Media 
Desviación 
Estándar 

Media del 
error 

estándar 
12 4 18,28 3,45 1,7 
18 4 10,06 2,82 1,4 

Diferencia = mu (12) - mu (18) 
Estimado de la diferencia:  8,22 
IC de 95% para la diferencia: (2,77. 13,67) 
Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T =   3,69 
Valor P = 0,010  GL = 6 
Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 3,1518 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
Tanto en el diagrama de cajas mostrado en la Figura 3.10 

como en el intervalo de confianza de la diferencia de 

medias de las actividades enzimáticas (Tabla 27), se 

observa que los valores de actividad de la piña de 12 meses 

son mayores comparados a los valores de la piña de 18 

meses. 
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Figura 3.10. Gráfica de cajas de Actividad Cruda 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
Los valores obtenidos de actividad de extracto crudo son 

comparables al valor encontrado en el estudio de Soares y 

col, en donde el extracto crudo muestra una actividad de 

16.25 TU/ml [45], además Hernández y col (2005) 

presentan valores de 14.65 TU/ml para el extracto crudo de 

enzima [46]. 

 
 
 

3.3.3. Actividad enzimática de enzima purificada 
 
 
 
En la Tabla 28 se muestran los datos de absorbancia 

correspondientes a la lectura de la actividad enzimática de 
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la enzima purificada, así como el valor correspondiente en 

TU/ml, dando como resultado una actividad promedio de 

24.23±7.63 TU/ml en la piña de 12 meses de maduración y 

13.00±3.18 TU/ml en la piña de 18 meses. 

 
 
 

TABLA 28 

VALORES DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA EP 

Madurez 
Absorbancia 

promedio 

Actividad 
enzimática 

(TU/ml) 

Promedio 
(TU/ml) 

12 

0.186 19.44 

24.23±7.63 
0.219 22.90 
0.338 35.38 
0.183 19.18 

18 

0.143 14.99 

13.00±3.18 
0.082 8.60 
0.149 15.62 
0.122 12.79 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
Para establecer si existía o no una diferencia entre las 

actividades enzimáticas de la bromelina purificada, de 

acuerdo a los meses de maduración de la piña, se planteó 

un contraste de hipótesis para los promedios de la misma. 
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H0: Las actividades enzimáticas promedios de la bromelina 

en extracto crudo de las piñas de 12 y 18 meses son 

iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
 
 
Al presentar los datos una distribución normal (ver Apéndice 

L), se procedió a usar la prueba Two Sample T, para 

muestras independientes asumiendo que las varianzas 

poblacionales son iguales (ver Apéndice M), mostrando los 

resultados de la prueba en la Tabla 29. 

 
 
 
Con un valor P menor a 0.05 (valor P=0.035), existe 

suficiente evidencia estadística para rechazar H0 a favor de 

H1, por lo que se concluye que en promedio, la actividad 

enzimática de la bromelina purificada proveniente de la piña 

de 12 meses es diferente de la bromelina de la piña de 18 

meses, con un nivel de confianza del 95%. 
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TABLA 29 

RESULTADOS DE LA PRUEBA T E IC DE DOS 

MUESTRAS: ACTIVIDAD EP. MADUREZ 

T de dos muestras para Actividad EP 

Madurez N Media 
Desviación 
Estándar 

Media del 
error 

estándar 
12 4 24,23 7,62 3,8 
18 4 13,00 3,18 1,6 

Diferencia = mu (12) - mu (18) 
Estimado de la diferencia: 11,23 
IC de 95% para la diferencia: (1,12. 21,33) 
Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T =   2,72 
Valor P = 0,035  GL = 6 
Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 5,8404 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 

En el diagrama de cajas mostrado en la Figura 3.11 y en el 

intervalo de confianza de la diferencia de medias de las 

actividades enzimáticas mostrado en la Tabla 29, se 

observa que la piña de 12 meses tiene valores de actividad 

enzimática mayores comparados a los valores de la piña de 

18 meses. 
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Figura 3.11. Gráfica de Cajas de Actividad Purificada 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
Además, como se puede observar en la Tabla 30, con el 

proceso de purificación enzimática se logró recuperar en 

promedio un 130.21% de actividad enzimática y se tuvo un 

factor de purificación de 2.16, el cual al ser un valor mayor a 

1 hace que el sistema usado resulte satisfactorio, sin 

embargo existen otras condiciones del SBA que podrían 

llegar a obtener mayores valores de purificación, como los 

observados en el estudio realizado en la Universidad Estatal 

de Campiñas por Diego de Freitas Coelho y col [47], y en el 

Central Food Technological Research Institute por Ravindra 

Babu y col [25], los cuales alcanzan valores de hasta 8.5 y 

4, respectivamente. 
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TABLA 30 

RESULTADOS DEL SISTEMA DE PURIFICACIÓN 

Madurez 
Factor de 

purificación 
Rendimiento de 

actividad enzimática 
12 2.32 131.26 % 
18 2.00 129.17 % 

Promedio 2.16 130.21 % 
Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 

 
 
 
Relación Actividad enzimática vs. Madurez 
 
 
 
La relación que existe entre la actividad enzimática de la 

bromelina proveniente de los dos meses de maduración se 

puede observar en la Figura 3.12. 

 
 
 
En el caso de la actividad enzimática se observó que este 

valor fue mayor en las frutas de 12 meses de maduración, 

teniendo aproximadamente el doble de actividad enzimática 

(24.23 TU/ml) en comparación con la fruta de 18 meses (13 

TU/ml), coincidiendo con lo expuesto por Caygill y 

Etherington citados por López (1996), quienes afirman que 

la fruta verde presenta aproximadamente el doble de la 

actividad que la fruta madura [21]. 
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Figura 3.12. Gráfica de interacción entre Actividad 

Purificada y Madurez 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
Marcillant citado por López (1996) también encontró en su 

estudio de la influencia de la madurez de la fruta en la 

actividad enzimática, que el fruto verde tiene mayor 

actividad que el fruto maduro, por lo que plantea la hipótesis 

de que durante la maduración de la fruta se estaría 

produciendo la síntesis de inhibidores de la enzima [21]. 

 
 
 
Partiendo del estudio realizado por Murwan y col (2010) 

acerca de la inhibición de la actividad proteolítica de la piña 

en presencia de ácido fítico y tanino, en donde se concluye 
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que la presencia de ambos compuestos produce la 

inhibición de la enzima [48], se puede pensar que al 

aumentar el estado fisiológico de la fruta se sintetizan estos 

nuevos compuestos, lo cual se observó en las diferencias 

significativas encontradas en características físico químicas 

como el peso y los grados Brix, produciéndose  una 

diferencia en su composición;  logrando concluir además, 

que no solo se produce la síntesis de los inhibidores de la 

enzima, sino también de otros compuestos posiblemente 

amortiguadores (buffers) que no permiten el cambio 

significativo de acidez y pH a pesar de la presencia de ácido 

fítico y taninos. 

 
 
 

3.4. Determinación y análisis del estadio con  mejor actividad 

proteolítica 

 
 
3.4.1. Relación Actividad específica vs. Madurez 

 
 
 
Como se puede observar en la Figura 3.13, no existe un 

comportamiento directamente proporcional entre la 

concentración y la actividad enzimática en función de la 

madurez de la fruta, por lo que se debió concluir en base a 
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la actividad específica, la cual relaciona ambas variables, 

indicando la actividad enzimática por cada miligramo de 

enzima presente (TU/mg). 
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Figura 3.13. Gráfica de relación de Actividad y 

Concentración vs Madurez 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 
En la Figura 3.14 se puede observar que el estadio con 

mayor actividad específica es el de 12 meses de 

maduración, presentando una actividad específica de 

184.61 TU/mg en comparación con el valor de 64.99 TU/mg 

que presenta la de 18 meses, lo que significa que por cada 

miligramo de enzima obtenida de la piña de 12 meses 

tendremos el doble de actividad con respecto a la actividad 
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enzimática de la fruta de 18 meses; por este motivo se 

seleccionó la piña de 12 meses para continuar con el 

proceso de liofilización y determinar las pérdidas post 

tratamiento. 
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Figura 3.14. Gráfica de interacción entre Actividad 

Específica y Madurez 

Fuente: Minitab 15 

 
 
 

3.4.2. Análisis de la pérdida de actividad enzimática por el 

proceso de liofilización 

 
 
Se comparó la actividad enzimática de la enzima purificada 

y la de la enzima purificada liofilizada para establecer la 
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pérdida de actividad luego del proceso de liofilización. La 

actividad enzimática del producto liofilizado fue 16.66 

TU/ml, mientras que en promedio la actividad enzimática de 

la enzima purificada fue 24.23 TU/ml, es decir que la 

liofilización produjo una pérdida del 31.24% en la actividad 

enzimática de la bromelina, por lo tanto la liofilización 

permite mantener aproximadamente un 68.75% de la 

actividad enzimática de la bromelina.  

 
 
 
En la Figura 3.15 se puede observar una gráfica 

comparativa de la actividad enzimática de los sistemas 

sometidos a estudio en el presente trabajo.   

 
 
 

 
 

Figura 3.15. Gráfica de comparación de actividades 

enzimáticas 

Elaborado por: Diana Coello & Juleen Hidalgo, 2013 
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De acuerdo al estudio realizado por Hernández y col (2004), 

el proceso de liofilización es el más recomendable para 

lograr la conservación del producto, ya que la enzima es 

capaz de mantener hasta en un 80% la actividad durante un 

año a -20ºC, lo que resulta satisfactorio teniendo en cuenta 

que se han informado pérdidas mayores al 40% durante ese 

tiempo [49].  
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CAPÍTULO 4 
 
 
 
 

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
 
 
 
 
Dentro de las características físico-químicas estudiadas para establecer la 

diferencia entre los meses de maduración de la piña, los grados Brix y el 

peso de la fruta fueron los indicadores más adecuados para diferenciar los 

estadios de madurez, concluyendo que el ratio no es, en el caso de la piña, 

un buen indicador de diferenciación de la madurez de la fruta. 

 
 
 
Con un 95% de confianza se evidenció que existe diferencia significativa 

entre la concentración de la bromelina extraída de la pulpa de la piña de 12 y 

18 meses de maduración, teniendo valores de 0.14±0.038 y 0.2±0.016 mg/ml 

de enzima correspondientemente, observándose mayor concentración  en la 

piña más madura, debido a su desarrollo fisiológico en el que aumenta la 

síntesis de sustancias  dentro de su composición, entre ella la enzima. 
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Existe suficiente evidencia estadística para concluir que la actividad 

enzimática de la bromelina de la piña de 12 meses es mayor a la actividad 

que presentó  la  de 18 meses, con los valores 24.23±7.63 y 13.00±3.18 

TU/ml respectivamente, notándose así que al aumentar el estado fisiológico 

de la fruta disminuye la actividad enzimática, debido a que se sintetizan 

sustancias inhibidoras como el ácido fítico y tanino; logrando concluir además 

que durante el desarrollo fisiológico de la fruta no solo se produce la síntesis 

de los inhibidores de la enzima, sino también de otros compuestos 

posiblemente amortiguadores (buffers) que no permiten el cambio 

significativo de acidez y pH a pesar de la presencia del ácido fítico. 

 
 
 
El sistema bifásico acuoso permitió la recuperación de la actividad enzimática 

en promedio de 30.21% y un índice de purificación de 2.16, con lo que 

podemos concluir que efectivamente existió una purificación enzimática, por 

lo cual se trabajó con los valores de actividad y concentración enzimática del 

extracto purificado para la determinación de las diferencias entre los grupos. 

 
 
 
Se determinó que el mejor estadio de madurez para la extracción y 

purificación de la enzima es el de 12 meses, debido a que presenta una 

actividad específica de 184.61 TU/mg, superior a la de 18 meses de  64.99 
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TU/mg, tomándose en cuenta este valor debido a que representa el índice de 

pureza de la enzima, al relacionar la actividad y la concentración enzimática. 

Finalmente se puede concluir que la madurez de la piña perolera ejerce un 

efecto sobre la concentración y la actividad enzimática encontrándose que, al 

aumentar la madurez aumenta la concentración y sin embargo disminuye la 

actividad de la bromelina de la pulpa. 

 
 
 
El porcentaje de pérdida de la actividad de la enzima liofilizada es de 31.24% 

notándose que se mantiene en más del 65% la actividad, determinando que 

la liofilización es un método de conservación poco severo para esta enzima. 

 
 
 
Se recomienda un estudio de distintos métodos de extracción para 

determinar el método de mayor índice de recuperación enzimática, además 

de un estudio del método de purificación enzimático con diferentes pesos 

moleculares del polietilenglicol. 

 
 
 
Se recomienda estudiar la composición de la piña en diferentes periodos de 

tiempo para determinar los posibles inhibidores de la actividad enzimática de 

la bromelina, generados durante el desarrollo fisiológico de la fruta. 
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Se recomienda un estudio comparativo entre posibles métodos de 

conservación de la enzima, para determinar si se puede conservar un 

porcentaje mayor de la actividad enzimática. 

  



 

 

 

 

APÉNDICE A 

DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO DE LA MUESTRA EN EXPERIMENTOS 

CON UN SOLO FACTOR 

 

Para poder realizar el tanteo de Montgomery es necesario dejar el valor de 

Ɵ2 en función de n, para lo cual es necesario calcular los demás valores de la 

Ec. 1, los cuales se muestran en la siguiente tabla. 

 

Muestra Concentración Error Cuadrado del Error 
1 0,15 -0,13 0,016 
2 0,18 -0,10 0,010 
3 0,34 0,06 0,004 
4 0,39 0,11 0,011 
5 0,34 0,06 0,004 

Promedio 0,28 

Suma cuadrática (   ) 0,05 

Varianza del error 0,011 
 

 

Una vez definido el valor de alfa (   0.05), y los grados de libertad del 

numerador   = a-1 ingresamos a la Carta VII (Apéndice B) correspondiente 

al valor de   =4, para poder determinar los posibles valores de β de acuerdo 

al n planteado. 

 



 

 

 

 

n Ɵ2 Ɵ   =a(n-1) β 1-β 
3 2.73 1.65 10 0.35 0.65 
4 3.64 1.91 15 0.15 0.85 
5 4.54 2.13 20 0.08 0.92 

 

De acuerdo al tanteo realizado se puede observar que el número de muestra 

adecuado para la experimentación es 4 para obtener un Beta igual a 0.15, ya 

que con n=3 el Beta es mayor a 0.2 y con n=5 el Beta tiene mayor seguridad, 

pero por facilidades de muestreo se establece el n=4. 

 

 

  



 

 

 

 

APÉNDICE B 

CARTA VII. CURVA DE OPERACIÓN CARACTERÍSTICA PARA EL 

ANÁLISIS DE VARIANZA DEL MODELO CON EFECTOS FIJOS 

 

 

 

  



 

 

 

 

APÉNDICE C 

COMPROBACIÓN DE LOS SUPUESTOS DE LOS DATOS DE PESO 

Comprobación de la normalidad de los datos 

H0: Los datos del peso de la piña de 12 meses presentan una distribución 

normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=>0.150) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos del peso de la piña de 12 meses presenta una distribución normal, con 

un nivel de confianza del 95%. 



 

 

 

 

H0: Los datos del peso de la piña de 18 meses presentan una distribución 

normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.137) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos del peso de la piña de 18 meses presenta una distribución normal, con 

un nivel de confianza del 95%. 

 

 

 



 

 

 

 

Comprobación del supuesto de varianzas poblacionales iguales 

H0: Las    del peso de la piña de 12 meses y la piña de 18 meses son 

iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
Prueba de varianzas iguales: Peso vs. Madurez 

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estándares 

Madurez N Inferior Desv.Est. Superior 

12 4 0,104177 0,198221 0,93877 

18 4 0,234664 0,446505 2,11464 

Prueba F (distribución normal) 

Estadística de prueba = 0,20. valor p = 0,215 

 

Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.215) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que las 

varianzas de los pesos de las piñas son iguales. 

 

  



 

 

 

 

APÉNDICE D 

COMPROBACIÓN DE LOS SUPUESTOS DE LOS DATOS DE pH 

Comprobación de la normalidad de los datos 

H0: Los datos del pH de la piña de 12 meses presentan una distribución 

normal 

vs. 

H1:¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.771) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos del pH de la piña de 12 meses presenta una distribución normal, con 

un nivel de confianza del 95%. 

 



 

 

 

 

H0: Los datos del pH de la piña de 18 meses presentan una distribución 

normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.348) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos del pH de la piña de 18 meses presenta una distribución normal, con 

un nivel de confianza del 95%. 

 

 



 

 

 

 

Comprobación del supuesto de varianzas poblacionales iguales 

H0: Las    del pH de la piña de 12 meses y la piña de 18 meses son iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
Prueba de varianzas iguales: pH vs. Madurez 

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estándares 

Madurez N Inferior Desv.Est. Superior 

12 4 0,0231583 0,0440643 0,208688 

18 4 0,0206355 0,0392641 0,185954 

Prueba F (distribución normal) 

Estadística de prueba = 1,26. valor p = 0,854 

 

Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.854) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que las 

varianzas de los pH de las piñas son iguales. 

 

  



 

 

 

 

APÉNDICE E 

COMPROBACIÓN DE LOS SUPUESTOS DE LOS DATOS DE ºBRIX 

Comprobación de la normalidad de los datos 

H0: Los datos de °Brix de la piña de 12 meses presentan una distribución 

normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P menor a 0.05 (valor P=0.022) existe suficiente evidencia 

estadística para rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de los grados Brix de la piña de 12 meses no presenta una distribución 

normal, con un nivel de confianza del 95%. 



 

 

 

 

H0: Los datos de °Brix de la piña de 18 meses presentan una distribución 

normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.168) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de los grados Brix de la piña de 18 meses presenta una distribución 

normal, con un nivel de confianza del 95%. 

 

 



 

 

 

 

Comprobación del supuesto de varianzas poblacionales iguales 

H0: Las    de °Brix de la piña de 12 meses y la piña de 18 meses son iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
Prueba de varianzas iguales: °Brix vs. Madurez 

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estándares 

Madurez N Inferior Desv.Est. Superior 

12 4 0,136333 0,259406    1,22854 

18 4 0,122317 0,232737 1,10224 

Prueba F (distribución normal) 

Estadística de prueba = 1,24. valor p = 0,863 

 

Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.863) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que las 

varianzas de los grados brix de las piñas son iguales. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

APÉNDICE F 

COMPROBACIÓN DE LOS SUPUESTOS DE LOS DATOS DE ACIDEZ 

Comprobación de la normalidad de los datos 

H0: Los datos de acidez de la piña de 12 meses presentan una distribución 

normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.275) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de la acidez de la piña de 12 meses presenta una distribución normal, 

con un nivel de confianza del 95%. 



 

 

 

 

H0: Los datos de acidez de la piña de 18 meses presentan una distribución 

normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.795) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de la acidez de la piña de 18 meses presenta una distribución normal, 

con un nivel de confianza del 95%. 

 

 



 

 

 

 

Comprobación del supuesto de varianzas poblacionales iguales 

H0: Las    de la acidez de la piña de 12 meses y la piña de 18 meses son 

iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
Prueba de varianzas iguales: Acidez vs. Madurez 

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estándares 

Madurez N Inferior Desv.Est. Superior 

12 4 0,0247361   0,0470665   0,222906 

18 4 0,0157765   0,0300187   0,142168 

Prueba F (distribución normal) 

Estadística de prueba = 2,46. valor p = 0,479 

 

Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.479) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que las 

varianzas de las acidez de las piñas son iguales. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

APÉNDICE G 

COMPROBACIÓN DE LOS SUPUESTOS DE LOS DATOS DE RATIO 

Comprobación de la normalidad de los datos 

H0: Los datos del ratio de la piña de 12 meses presentan una distribución 

normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.394) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos del ratio de la piña de 12 meses presenta una distribución normal, con 

un nivel de confianza del 95%. 



 

 

 

 

H0: Los datos del ratio de la piña de 18 meses presentan una distribución 

normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.444) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos del ratio de la piña de 18 meses presenta una distribución normal, con 

un nivel de confianza del 95%. 

 

 



 

 

 

 

Comprobación del supuesto de varianzas poblacionales iguales 

H0: Las    del ratio de la piña de 12 meses y la piña de 18 meses son iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
Prueba de varianzas iguales: Ratio vs. Madurez 

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estándares 

Madurez N Inferior Desv.Est. Superior 

12 4 0,791830     1,50665    7,13547 

18 4 0,229500     0,43668    2,06811 

Prueba F (distribución normal) 

Estadística de prueba = 11,90. valor p = 0,072 

 

Con un valor P entre 0.05 y 0.1 (valor P=0.072) no existe suficiente evidencia 

estadística para rechazar o no rechazar H0 a favor de H1, por lo que no se 

puede concluir con respecto a esta prueba y lo que se recomienda es realizar 

un nuevo muestreo y estudio para determinar si existe o no diferencia 

significativa. 

 

 

 



 

 

 

 

APÉNDICE H 

ANÁLISIS DE REGRESIÓN LINEAL PARA LA CURVA DE CALIBRACIÓN 

DEL MÉTODO DE BRADFORT 

Supuestos del modelo:                
    es constante 

Cov (       = 0  i   j 

Análisis de regresión: Absorbancia vs. Concentración  

La ecuación de regresión es 

Absorbancia = - 0,0527 + 2,72 Concentración 

Predictor Coef Coef. de EE T P 

Constante      - 0,0527 0,02580 -2,04 0,134 

Concentración   2,7167 0,1998 13,60 0,001 

S = 0,0276251   R-cuad. = 98,4%   R-cuad.(ajustado) = 97,9% 

 

Análisis de varianza 

Fuente GL SC MC F P 

Regresión         1 0,14105 0,14105 184,83 0,001 

Error residual    3 0,00229 0,00076   

Total             4 0,14334    

 



 

 

 

 

El valor P obtenido del Análisis de varianza (valor P=0,001), indica que la 

relación entre la concentración y la absorbancia es estadísticamente 

significativa con un nivel de confianza del 95% 

Además, el valor de R2del modelo de regresión muestra que la concentración 

explica el 98,4% de la variabilidad de la absorbancia, lo que significa que el 

modelo se  ajusta muy bien a los datos. 

 

Comprobación de los supuestos del modelo 
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Mediante la Gráfica de residuos se pudo comprobar que se cumplen los 

supuestos del modelo, tanto la normalidad del error y su media de cero, así 

como la falta de correlación de los datos al no haber una predominancia de 

residuos positivos o negativos. 



 

 

 

 

APÉNDICE I 

COMPROBACIÓN DE LA NORMALIDAD DE LOS DATOS DE 

CONCENTRACIÓN PROTEICA 

Extracto crudo – 12 meses 

H0: Los datos de concentración de enzima cruda de 12 meses presentan una 

distribución normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.769) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de la concentración proteica del extracto crudo de la piña de 12 meses 

presenta una distribución normal, con un nivel de confianza del 95%. 



 

 

 

 

Extracto crudo – 18 meses 

H0: Los datos de concentración de enzima cruda de 18 meses presentan una 

distribución normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.61) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de la concentración proteica del extracto crudo de la piña de 18 meses 

presenta una distribución normal, con un nivel de confianza del 95%. 

 

 



 

 

 

 

Enzima purificada – 12 meses 

H0: Los datos de concentración de enzima purificada de 12 meses presentan 

una distribución normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.262) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de la concentración proteica del extracto purificado de la piña de 12 

meses presenta una distribución normal, con un nivel de confianza del 95%. 

 

 



 

 

 

 

Enzima purificada – 18 meses 

H0: Los datos de concentración de enzima purificada de 18 meses presentan 

una distribución normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.544) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de la concentración proteica del extracto purificado de la piña de 18 

meses presenta una distribución normal, con un nivel de confianza del 95%. 

 

 



 

 

 

 

APÉNDICE J 

COMPROBACIÓN DEL SUPUESTO DE VARIANZAS POBLACIONALES 

IGUALES PARA LOS DATOS DE CONCENTRACIÓN PROTEICA 

Extracto crudo 

H0: Las    de las concentraciones proteicas del extracto crudo de la piña de 

12 meses y las de 18 meses son iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
Prueba de varianzas iguales: Concentraciones EC vs. Madurez 

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estándares 

Madurez N Inferior Desv.Est. Superior 

12 4 0,0126161 0,0240052 0,113688 

18 4 0,0153727 0,0292504 0,138529 

Prueba F (distribución normal) 

Estadística de prueba = 0,67. valor p = 0,753 

 

Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.753) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que las 

varianzas de las concentraciones proteicas del extracto crudo de la piña de 

12 meses y las de 18 meses son iguales, con un nivel de confianza del 95%. 

 



 

 

 

 

Enzima purificada 

H0: Las    de las concentraciones proteicas de la enzima purificada de la 

piña de 12 meses y las de 18 meses son iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
Prueba de varianzas iguales: Concentraciones EP vs. Madurez 

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estándares 

Madurez N Inferior Desv.Est. Superior 

12 4 0,0198062 0,0376862 0,178481 

18 4 0,0082598 0,0157162 0,074432 

Prueba F (distribución normal) 

Estadística de prueba = 5,75. valor p = 0,185 

 

Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.185) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que las 

varianzas de las concentraciones proteicas de la enzima purificada de la piña 

de 12 meses y las de 18 meses son iguales, con un nivel de confianza del 

95%. 

 

 

 

 



 

 

 

 

APÉNDICE K 

ANÁLISIS DE REGRESIÓN LINEAL PARA LA CURVA DE CALIBRACIÓN 

DEL MÉTODO DE UNIDAD DE TIROSINA 

Supuestos del modelo:                
     es constante 

Cov (       = 0  i   j 

Análisis de regresión: U Tirosina vs. Concentración  

La ecuación de regresión es 

U Tirosina = - 0,0270 + 0,00795 Concentración 

Predictor Coef Coef. de EE T P 

Constante      -0,027000      0,002174   -12,42   0,006 

Concentración   0,00794800    0,00003175   250,34   0,000 

S = 0,00177482   R-cuad. = 100,0%   R-cuad.(ajustado) = 100,0% 

 

Análisis de varianza 

Fuente GL SC MC F P 

Regresión         1 0,19741   0,19741   62669,35   0,000 

Error residual    2 0,00001   0,00000   

Total             3 0,19741    

 



 

 

 

 

El valor P obtenido del Análisis de varianza (valor P=0), indica que la relación 

entre la concentración de tirosina y absorbancia es estadísticamente 

significativa con un nivel de confianza del 95%. 

Además, el valor de R2 del modelo de regresión muestra que la 

concentración explica el 100% de la variabilidad de la absorbancia, lo que 

significa que el modelo se  ajusta muy bien a los datos. 

 

Comprobación de los supuestos del modelo 
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Mediante la Gráfica de residuos se pudo comprobar que se cumplen los 

supuestos del modelo, tanto la normalidad del error y su media de cero, así 

como la falta de correlación de los datos y la aleatoriedad del error. 

 

 



 

 

 

 

APÉNDICE L 

COMPROBACIÓN DE LA NORMALIDAD DE LOS DATOS DE ACTIVIDAD 

ENZIMÁTICA 

Extracto crudo – 12 meses 

H0: Los datos de la actividad enzimática del extracto crudo de la piña de 12 

meses presentan una distribución normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.497) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de la actividad enzimática del extracto crudo de la piña de 12 meses 

presenta una distribución normal, con un nivel de confianza del 95%. 



 

 

 

 

Extracto crudo – 18 meses 

H0: Los datos de la actividad enzimática del extracto crudo de la piña de 18 

meses presentan una distribución normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.671) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de la actividad enzimática del extracto crudo de la piña de 18 meses 

presenta una distribución normal, con un nivel de confianza del 95%. 

 

 



 

 

 

 

Enzima purificada – 12 meses 

H0: Los datos de la actividad enzimática de la enzima purificada extraída  de 

la piña de 12 meses presentan una distribución normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.05 (valor P=0.083) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de la actividad enzimática de la enzima purificada extraída de la piña 

de 12 meses presenta una distribución normal, con un nivel de confianza del 

95%. 

 



 

 

 

 

Enzima purificada – 18 meses 

H0: Los datos de la actividad enzimática de la enzima purificada extraída  de 

la piña de 18 meses presentan una distribución normal 

vs. 

H1: ¬H0 
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Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.329) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que los 

datos de la actividad enzimática de la enzima purificada extraída de la piña 

de 18 meses presenta una distribución normal, con un nivel de confianza del 

95%. 

 



 

 

 

 

APÉNDICE M 

COMPROBACIÓN DEL SUPUESTO DE VARIANZAS POBLACIONALES 

IGUALES PARA LOS DATOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

Extracto crudo 

H0: Las    de los datos de las actividades enzimáticas del extracto crudo de 

la piña de 12 meses y la de 18 meses son iguales 

vs. 

H1: ¬H0 

 
Prueba de varianzas iguales: Actividad EC vs. Madurez 

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estándares 

Madurez N Inferior Desv.Est. Superior 

12 4 1,81249 3,44871 16,3330 

18 4 1,48404 2,82376 13,3733 

Prueba F (distribución normal) 

Estadística de prueba = 1,49. valor p = 0,750 

 

Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.750) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que las 

varianzas de las actividades enzimáticas del extracto crudo de la piña de 12 

meses y las de 18 meses son iguales, con un nivel de confianza del 95%. 

 



 

 

 

 

Enzima purificada 

H0: Las    de los datos de las actividades enzimáticas de la enzima 

purificada extraída de la piña de 12 meses y la de 18 meses son iguales  

vs. 

H1: ¬H0 

 
Prueba de varianzas iguales: Actividades EP vs. Madurez 

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para desviaciones estándares 

Madurez N Inferior Desv.Est. Superior 

12 4 4,00715 7,62459 36,1099 

18 4 1,66914 3,17594 15,0412 

Prueba F (distribución normal) 

Estadística de prueba = 5,76.valor p = 0,184 

 

Con un valor P mayor a 0.1 (valor P=0.184) existe suficiente evidencia 

estadística para no rechazar H0 a favor de H1, por lo que se concluye que las 

varianzas de las actividades enzimáticas de la enzima purificada extraída de 

la piña de 12 meses y las de 18 meses son iguales, con un nivel de confianza 

del 95%. 

 

 

 

 



 

 

 

 

APÉNDICE N 
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