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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue determinar las variables 6ptimas del proceso para la
obtencién de la papaina a partir del latex de papaya, es decir, la concentracion
adecuada de agente micro encapsulante, el tiempo preciso de centrifugaciony
el tiempo 6ptimo de secado para obtener papaina cruda con alta actividad
proteolitica.

En lainvestigacion se trabajo con frutos verdes de papaya de la variedad criolla,
de la cual se extrajeron cantidades significativas de latex en placas Petri y para
su adecuada conservacion se agregaron: citrato de sodio, bisulfito de sodio,
benzoato de sodio y EDTA, que actian como amortiguadores de pH, agente
antimicrobianoy antioxidante, preservante y agente quelante, respectivamente,
manteniendo la muestra a unatemperatura de 4°C. Una vez acondicionado el
latex, se sometié a micro encapsulacion seguido de centrifugacion y secado. Se
utilizaron concentraciones de 10/90 y 30/70 w/iv de agente micro
encapsulante/latex, con tiempos de centrifugadode 50 y 70 min, y el secado a
60°C durante 3 y 4 horas para cada muestra. Para medir la efectividad de la
actividad proteolitica de la papaina se utilizé el método analitico de la unidad de
tirosina (TU). Los resultados muestran que las variables optimas de operacién
con mayor actividad proteolitica de 868.36 TU/mg fueron: concentracion de
10/90 w/v de agente encapsulante, tiempo de centrifugacion de 50 minutos, y
con 4 horas de secado. Esto significa que hidroliz6 mayor concentracién de
cisteina en Tirosina, por tanto, la obtencién de papaina es la de mejor calidad.

Palabras claves: Latex, papaina, micro encapsulacion, actividad proteolitica.



ABSTRACT

The objective of thisthesis was to determine the optimal variables of the process
to obtain papain from papaya latex, that is, the appropriate concentration of micro
encapsulating agent, the precise centrifugation time and the optimal drying time
to obtain raw papain with high proteolytic activity.

The research worked with green papaya fruits of the Creole variety, from which
significant amounts of latex were extracted in Petri dishes and for their proper
conservation were added: sodium citrate, sodium bisulfite, sodiu m benzoate and
EDTA, which actas pH buffers, antimicrobial and antioxidant agent, preservative
and chelating agent, respectively, keeping the sample at a temperature of 4 ° C.
Once the latex was conditioned, it was subjected to micro encapsulationfollowed
by centrifugation and drying. Concentrations of 10/90 and 30/70 w / v of micro
encapsulatingagent/latex were used, with centrifugation times of 50 and 70 min,
and drying at 60 ° C for 3 and 4 hours for each sample. To measure the
effectiveness of the proteolytic activity of papain, the analytical method of the
tyrosine unit(TU) was used. The results showthatthe optimal operating variables
with the highestproteolytic activity of 868.36 TU / mg were: concentration of 10/90
w / v of encapsulating agent, centrifugation time of 50 minutes, and with 4 hours
of drying. This means that it hydrolyzed a higher concentration of cysteine in
Tyrosine, therefore, obtaining papain is the best quality.

Keywords: Latex, papain, micro encapsulation, proteolytic activity



INTRODUCCION

La Papainaes unaenzimaproteolitica que se encuentraen el latex de la papaya
(El latex se encuentra en mayor proporcion en el frutoy en menor proporcion en
las hojas y el tallo); esta enzima tiene el poder de digerir proteinas o los
elementos proteicos como la carne, clara de huevo, leche, etc. Su accion es
semejante a las dos enzimas del jugo gastrico del hombre: pepsinay tripsina, y
es por ello que posee una gran cantidad de aplicaciones en la industria tales
como: cervecera, carnica, farmacéutica, lactea, panificacion, laboratorios
bacteriolégicos, industria del papel, etc. (Garcia, 2005, p. 12).

La extraccion de enzimas a nivel industrial, es poco explorada, generalmente no
existen empresas dedicadas a esta actividad, por el poco avance tecnologico,
limitado interésy bajo conocimiento detecnologias. Debidoaello, desde el punto
de vista de la Ingenieria existen alternativas para uso de la papaya verde como
materia prima para la obtencion de diversos derivados como es el producto de
enzimadenominado papaina.

Para esta investigacién se trabajo seleccionando frutos verdes de papaya de la
variedad criolla, se realizdla extraccion dellatex con los instrumentos adecuados
para evitar contaminarlas muestras, seguidamente se acondiciond las mismas
y se procedid a determinar las variables 6ptimas (tiempo de centrifugacion del
latex, concentracion de agente encapsulante y tiempo de secado en estufa) para
la obtencion de la papaina cruda. La medicién de la efectividad de la actividad

proteolitica se realizd6 mediante el método analitico de la unidad de tirosina (TU).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la realidad probleméatica

En el Perd existe gran produccion de papaya (Carica papaya L.)
perteneciente a la familiade las caricaceas, el cual es uno de los cultivos
con mayor tradicién a nivel nacional con importante demanda comercial,
por lo que favorece el desarrollo del sector agrario, pero para la produccion
nacional presenta retos importantes en cuanto al aprovechamiento
completo de las propiedades que sus cultivos puedan tener ya que gran
parte de la produccion se encuentra destinada para su consumo de forma
directa por sus caracteristicas organolépticas o por sus propiedades
funcionales ya conocidas.

En nuestro pais la disponibilidad de papayas es abundante, existen
diversas regiones como Huanuco, Amazonas, Ucayali, donde las
condiciones climatoldgicas favorecen el cultivo de la papaya. La necesidad
de recoleccién del latex propicia la demanda de mano de obra, lo que crea
mas fuentes de trabajo para la poblacion (Quino etal., 2008, p. 206).

Por otro lado, la extraccion de enzimas a nivel industrial, es poco explorada,
pues en su gran mayoria no existen empresas dedicadas a esta actividad,
por el poco avance tecnolégico, limitado interés y bajo conocimiento de
tecnologias en la aplicacion de extraccion de enzimas naturales como la
papaina a partir del latex de papaya verde, tanto de empresa como
agricultor.

Por ende cabe indicar que debido a su estacionalidad en los meses de
cosecha (Enero - Mayo y de Octubre - Diciembre), y que mayormente se
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deriva a consumo directo, la oferta rebasa la demanda generando
sobreproduccion trayendo como consecuencia el deterioro de la fruta,
acarreando plagas como la mosca de la fruta, residuos soélidos
contaminantes (contaminacion ambiental), trayendo asi inconvenientes
para el campo, que las industria que requiere el uso de enzimas, importen

dicha materia prima, tal como se indicaen lafigura 1.

Figural

Caracterizacion del Problema

CULTIVOS DE PAPAYA

EN EL PERU
ESCASO
\4
APROVECHAMIENTO DE
CONSUMO DIRECTO , mportacién
(EXCLUSIVO) TECNOLOGIAS de Enzimas
ENZIMATICAS (PAPAINA)

A4
LA OFERTA SUPERA LA
DEMANDA

—» Deterioro de la fruta

SOBREPRODUCCION » Plaga dela moscade fruta

L—» Residuos sélidos contaminantes

De no adoptarse medidas correctivas es decir mantener la situacion actual, la

sobreproduccién no se controlaria, generando plaga de mosca de la fruta,
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residuos solidos contaminantes, lo cual provocaria diversas enfermedades; y por
otro lado la industria peruana importaria mas papaina.
Desde el punto de vista de la ingenieria existen alternativas para uso de la
papaya verde como materia prima para la obtencion de la enzima denominada
papaina. Si bien en el Perl no se produce dicha enzima, sin embargo, la
informacién bibliograficarevisadaindicaque es posible la produccién de papaina
a partir del latex de papaya con multiples aplicacionesy en algunos paises sirve
como insumo de enzima en:

v Ablandamiento de carnes

v Clarificacion de la cerveza

v Productos farmacéuticos
En el presente trabajo de investigacion el propédsito fue determinar las
condiciones de operacion para la obtencion de la papaina a partir de la materia
prima nacional cuyos contenidos y propiedades fisicoquimicas no difieren
necesariamente al de otros paises. Por tanto, las condiciones de operacién son
diferentes de las condiciones obtenidas en otros espacios, de esta manera el
proyecto es originalen la medida queno es unaréplica de trabajos ya realizados.

El proceso para la obtencién de la papaina se ilustraen lafigura 2.

13



Figura 2

Propuesta Técnica: Diagrama de Proceso

Extraccion del latex

|

Adicién de preservantes

l

Almacenamiento

|

Micro encapsulacion

'

Centrifugacion

|

Secado en estufa

|

Papaina Cruda

|

Analisis de |la actividad
proteolitica
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Como se apreciael insumo principal es el latex proveniente del fruto de la papaya

verde por lo que se va caracterizar dicho insumo en diferentes etapas:

v

v

v

v

Extraccion del latex
Adicion de preservantes
Almacenamiento
Microencapsulacion
Centrifugado

Secado

Papaina cruda

Andlisis de la actividad proteolitica

Que permite obtenerlas condicionesadecuadas paraobtener papainacrudaque

actla como enzima para diversos usos.

Por lo tanto, para el presente proyecto la variable independiente corresponde a

la determinacién de las condiciones adecuadas de la obtencion de la papainaa

partir del latex de papaya (tiempo de centrifugaciony concentracién del agente

micro encapsulante), y la variable dependiente es el producto, la papaina.

Los componentes principales de las condiciones adecuadas de operaciéon son

las siguientes:

v

Definirlas condiciones de extraccion del latex.

v' Definirlas condiciones de operacién (tiempo de centrifugacion y

concentracion agente encapsulante)

v’ Caracterizar el producto (papaina).
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1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema General
¢,Cudlesson las variables éptimas para la obtencion de papaina a partir del latex
de papaya?
1.2.2. Problemas especificos
¢,Cudl es el tiempo de centrifugado 6ptimo para el latex de papaya?
¢, Cuél es la concentraciéon del agente encapsulante 6ptimo para la obtencion de
la papaina?
¢,Cual seria el tiempo de secado adecuado para la obtencién de papaina cruda?
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General
Determinar las variables éptimas del proceso para la obtencion de la papainaa
partir del latex de papaya.
1.3.2. Objetivos especificos
e Determinar el tiempo de centrifugado optimo para el latex de papaya.
e Determinar la concentracion del agente encapsulante éptimo para la
obtencion de papaina.
e Determinar el tiempo de secado adecuado para la obtencion de
papaina cruda.
1.4. Limitantes de lainvestigacién
1.4.1. Teodrico
Es un tema novedoso, poco explorado industrialmente y brinda una gran
cantidad de conocimientos cientificos,los cuales son faciles de comprender

y desarrollar, es absolutamente factible puesto que existe el material
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bibliografico necesario que es unaguia para la experimentacion y analisis
de los resultados, por lo que no es limitante para la investigacion realizada.
1.4.2. Temporal
La investigacion se dio inicio en el afio 2019 y se ha ido retroalimentando
durante este periodo, ha representado un reto realizar la investigacion en
condiciones adversas, sin embargo, se han ido superando.
1.4.3. Espacial
El trabajo de investigacion serealizé con éxito a nivel laboratorio, utilizando
la papaya verde de producciéon nacional como materia prima para la
obtencion de la papaina. La investigacion es tecnoldgica porque se puede

escalar la produccion a nivel industrial.
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II. MARCOTEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes Internacionales
Kurey Yugcha (2012). En la tesis “Estudio del proceso de secado del latex
de papaya, deshidratado por aspersién”. Estudiaron el deshidratado del
latex de papaya, midiendo temperaturas o6ptimas, con la finalidad de
obtener papaina cruda con elevada actividad proteolitica, para la cual
usaron el proceso de secado por aspersion,teniendo en cuentalainfluencia
de la temperatura sobre la actividad proteolitica de la enzima. Para facilitar
la etapa del secado los autores realizaron un encapsulado con unasolucién
de goma arabiga a una temperatura de 120 °C los cuales dieron como

resultado una elevada actividad proteolitica.

Arana y Quijano (2012). En la tesis, “Extraccién, caracterizacion y
comparacién del latex obtenido en secado por aspersion, de tres
variedades de papaya”, cuyo objetivo fue comparar la papaina cruda
obtenida en diferentes variedades de papaya cultivadas en el Ecuador, con
el fin de proponer la mejor materia prima para su extraccién a nivel
comercial, usaron el método de caracterizacion y determinacién de
rendimiento de latex obtenido de las variedades de papaya. En la
investigacion encontraron diferencias significativas en el rendimiento del
latex en cuanto a variedad de papaya, siendo el latex de la variedad Criolla

el de mayor rendimiento, mientras que la variedad de Golden presenté
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valores muy bajos, resultados que permitié a los investigadores determinar

con qué variedad de papaya trabajar.

Garcia y Roldan (2005). En la tesis, “Ensayo de actividad de la enzima
papaina inmovilizada y su aplicacion en aguas residuales en la industia
alimenticia”, estudiaron la elaboracién de ensayos en la cual inmovilizaron
la papaina utilizando como soporte agar, permitiendo que la mezcla sea
gelatinosaeinsolubleen agua, utilizandose luego en laaplicacion de aguas
residuales; para lo cual realizaron mediciones de la actividad proteolitica
tanto de la enzimainmovilizada como la enzima libre, mediante el método
modificado de Kunitz,en dicho ensayo determinaron que el inmovilizado,
es una técnica que permiti6 aumentar la estabilidad de la enzima,
permitiendounaféacilrecuperacion de la enzimay asi ser reutilizada, lo cual

permitié una distribucién uniforme en el reactor.

Villavicencio (2011). En su tesis “Extraccion, concentracion y cuantificacion
de la actividad enzimética de la papaina a partir de la papaya (carica
papaya)”’, el autor plasmo el estudio de la extraccion de la enzima papaina,
tomando en cuenta, parametros de grado de maduracién de la fruta,
temperatura de secado, pardmetros que son necesarios para obtener
papaina con mayor grado de actividad enzimatica; para lograr resultados
probé el efecto de 3 grados de maduracién de la papaya: verde, pintonay
madura, y la evaluacién de la actividad enzimética, lo efectué mediante

determinaciones de viscosidad del latex obtenido. Finalmente, los analisis
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estadisticos demostraron que la muestra extraida de papaya verde, fuela

mas Optima.

Garzon etal. (2012). En el articulo, “Papaina extraida a partir de la cascara
de la papayuela perteneciente ala especie (carica papaya L), por medio de
microondas con aplicacién en el ablandamiento de la carne bovina”, los
autores relataron la extraccion de la papaina mediante microondas, dicho
método es realizado con la finalidad de mejorar la eficienciade la enzima,
para su posterior uso en el ablandamiento de la carne bovina; verificando
su efectividad mediante el andlisis de perfil de textura (TPA) a distintos

tiempos.

2.1.2. Antecedentes Nacionales
Cuchupomay Orozco (2020). En la tesis, “Efecto de la concentracién del
etanol en el rendimiento de extraccion de papaina a partir de gualacongo
(Vasconcellea pubescences)’, cuyo objetivo fue evaluar el efecto de la
concentracion del etanol en elrendimiento de extraccion de papaina a partir
de gualacongo (Vasconcellea pubescences), la metodologia se encontrd
orientado al proceso de extraccién de papaina empleando solvente etanol
a diferentes concentraciones (76°GL, 86°GL y 96°GL) , para luego
deshidratar y triturar el extracto, los valores que obtuvieron fueron
evaluados estadisticamente (rendimiento), obteniendo como resultado que
la concentracién de etanol con 96°GL presenté el mayor rendimiento

6,29%; ademas lograron caracterizar el concentrado enzimatico, del cual a
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partir de los siguientes resultados lograron concluir: 6,82% de humedad y
93,18% de materia seca lo que les indic6 que es posible emplear al etanol

como solvente para la extraccion de papainadel gualacongo.

Rodriguez (2019). En su tesis, “Inmovilizacion enzimatica de Papaina en
soporte esferularde quitosanoy determinacioén comparativa de su actividad
enzimatica sobre la caseina”, estudié comparativamente la actividad
enzimatica en soportes semisoélidos de quitosano, respecto de la actividad
enzimatica en sistemas en solucion, el cual desarroll6 una metodologia de
preparacién de esférulas de quitosano en las que inmovilizé la enzima
papaina, teniendo como conclusion que aun cuando las concentraciones
de papainainmovilizada son menores respecto de las concentraciones en

solucioén, la actividad enziméaticainmovilizada es menor en 10 PU/mg.

Altamirano (2019). En su tesis, “Efecto in vitro del gel de papaina e
hipoclorito de sodio sobre la fuerza de adhesion de brackets metalicos
cementados en esmalte dental humano”, comparoé el efecto in vitro del gel
de papaina e hipoclorito de sodio al 5% sobre la fuerza de adhesion de
brackets metalicos cementados en esmalte dental humano, en dicho
estudio la autora acondicioné 3 muestras, muestra A sin ningdn
acondicionamiento, muestra B pre-acondicionado con hipoclorito de sodio
al 5% , muestra C preacondicionado con gel de papaina Brix 3000 , para
medir los resultados utilizé la prueba no paramétrica Kruskal Wallis y luego

el test de Duncan, éstas pruebas dieron como resultado que el gel de
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papaina Brix 3000 aumentd en mayor medida la fuerza de adhesién que el

hipoclorito de sodio al 5%.

Garcia (2019). En la tesis, “Evaluacion del contenido de papaina,
determinacion del sexo y metodologia para la propagacion in vitro de tres
especies de Carica”, tuvo como objetivo determinar la cantidad de papaina
usando la técnica de micropropagacion in vitro de carica papaya, carica.
pubescens, carica pentagonay contenido de fenoles totales en plantas de
carica papaya como indicadordel sexo, como parte del proceso el latex fue
extraido a partir de 12 frutos inmaduros de cada una de las especies en
estudio, Garcia obtuvo papaina cruda y papaina pura. Como resultado
obtuvo 16,50 g de papaina pura de carica papaya; 13,40 y 8,90 para carica
pubescens y carica pentdgona, respectivamente; si bien difieren
cuantitativamente en el contenido de este metabolito secundario, ambas

son buenas portadoras.

Chauca (2018). En su tesis, “Mejoramiento de la textura de la carne de
vacuno con el uso de la enzima proteolitica (Papaina)”, tuvo como objetivo
demostrar si existen diferencias significativas respecto al factor de calidad,
esto es dureza de la carne de vacuno en el corte asado de pejerrey; para
cumplir con el objetivo elabor6 un sazonador-ablandador en base a
papaina el cual es aplicado espolvoreado al corte asado de pejerrey y
manteniendo en reposo por 30 minutos para posteriormente someterlo a

coccion, asi mismo preparé otra muestra de carne con el mismo corte y el
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mismo procedimiento pero sin el sazonador preparado; el resultado fue
medido por la percepcion sensorial de un determinado nimero de personas
de Lima Metropolitana, en la que arrojé un valor de significancia del 5% en
cuanto a dureza de la carne donde la carne sazonada con papaina

presenté mejores resultados y aceptabilidad de los consumidores.

Chavez (2018), En su tesis, “Efecto del latex de papaya a diferentes
concentraciones en el reblandecimiento del calculo supragingival de
pacientes de la consulta privada. Arequipa, 2016”, determino6 el efecto del
latex de papaya sobre el calculo supragingival o tartaro dental, extrajo el
latex de papaya de frutos verdes entre 1 a 3 meses de edad, esto lo llevo
a diluir a diferentes concentraciones 2%, 4%, 6%, 8%, ademas una
concentracién de latex puro, lo cual lo distribuyé en cinco grupos de 15
muestras cada uno, el tamafio de los grupos fue determinado mediante
férmula especifica para el tipo de estudio, para los cuales agreg6 0,08 g de
tartaro dental. Los resultados determinaron que el latex de papaya al 2%
produjo un promedio de reblandecimiento parcial de los calculos a los
9:59”y un reblandecimiento total de los mismos alos 19:06""; el latex de
papaya al 4% un promedio de reblandecimiento parcial a los 5:19” y un
reblandecimiento total a los 9":73"". El latex de papaya al 6% un promedio
de reblandecimiento parcial a los 3:23" y un reblandecimiento total a los
77:10. El latex de papaya al 8% un promedio de reblandecimiento parcial a

los 2":52" y un reblandecimiento total a los 6:99”". El efecto del latex puro
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de papaya un promedio de reblandecimiento parcial a los 7°:77y un

reblandecimiento total a los 15:81"".

Pintadoy Salvatierra (2017). En la tesis, “Efecto de la concentracién de la
papaina sobre la dureza de la carne de alpaca (vicugna pacos)”, evaluaron
el efecto de la concentracion de la papaina sobre la dureza de la carne de
alpaca (vicugna pacos), para tal estudio utilizaron dos métodos, inmersion
e inyeccion, atemperaturas de 23°, 35°y 40°, utilizando como instrumento
un penetrometro; los autores utilizaron distintas muestras de carne y
papaina a diferentes concentraciones (0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8%) para los
resultados analizaron la varianza simple para la fuerza de penetraciony
comparan los valores medios de la fuerza de penetracion para las
diferentes concentraciones aplicadas de papainateniendo como resultado
gue el mejor método fue el de inyeccién aunaconcentracion de0.2% a una

temperatura de 35°C con unafuerza de penetracion de 0.464kg.m/s?.

Herrera y Ruiz (2014). En la tesis, “Efecto del tiempo de congelacién y
temperatura de liofilizado de latex del fruto papayita de monte (Carica
Pubescens)sobre su actividad proteolitica en leche de vaca”, emplearon
un experimento factorial del tipo 3A x 3B bajo un DCA con dos repeticiones
para determinar la mayor cantidad de UTP (Unidades tripticas de
Papaina), las cuales efectuaron el analisis de varianza y la prueba de
comparaciéon multiple TUKEY al 95% de confianza, donde la mayor

cantidad de UTP (0.0149 UTP/g muestra-min) del latex del fruto papayita
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de monte que obtuvieron empleando unatemperatura de liofilizado a 55°C
y 12 h de tiempo de congelado con éstas condiciones, el tiempo de secado

fue en 3h 40 minutos.

Porras (2012). En su tesis “Microencapsulacion de pulpa de carambola
(Averrhoa carambola L.) mediante secado por liofilizacién”, presenté como
objetivo caracterizar la materia prima utilizada para la obtencion de un
producto liofilizado en polvo, estudié el efecto de la temperatura de
congelacion en las variables de calidad de un polvo de carambola, el cual
logr6 micro encapsular la pulpa de carambola mediante secado por
liofilizacion y medir la efectividad de dos agentes micro encapsulantes (
goma arabiga y maltodextrina), obteniendo como resultado que la goma
arabiga y la maltodextrina disminuyd la higroscopicidad de los productos,
también evitd el oscurecimiento de las microcidpsulas durante el
almacenamiento, la menor variacion total de color corresponde a las

microcapsulas con goma arabiga 21,00 unidades.

Quinoetal. (2008). En el articulo de investigacién, “Disefio paraun proceso
experimental para la produccion de papaina liofilizada”, la metodologia les
permitié describir el disefio de un proceso tecnoldgico parala obtencion de
papaina refinaday purificada a partir del latex fresco del fruto verde de
carica papaya. En la que el latex fresco del fruto es re-suspendidaen buffer
con agentes protectores de la actividad de la enzima, cuya concentracion

y condiciones de aplicacion fueron halladas de manera experimental, el
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2.2.

2.2.1.

2.2.2.

extracto fue centrifugado para separar materia insoluble y la solucion
clarificada fue sometida a precipitacion con sulfato de amonio para obtener
enzima insoluble. En el estudio concluyen que el proceso permitid
recuperar el 80% de la proteina y el 65% de la actividad original y que el

producto obtenido fue un polvo blanco refinado y muy soluble en agua.

Bases tedricas
Papaya
La papaya pertenece a la familia de las Caricaceasy al géneroy especie
Carica papaya L. Es una planta herbacea originaria de América Central,
gue se ha introducido en todos los paises de clima calido del mundo.
Puede permanecer en produccion durante muchos afios, aunque en la
practica no se mantiene mas de tres o cuatro afios. Es muy cultivada por
su fruto comestible y por ser fuente de un producto industrial como lo es
la papaina, enzima que se encuentraen su latex (Kurey Yugcha, 2012,
p.3).
Produccién de papayaen el Peru
Segun larevista AgenciaAgraria de Noticias, el 100% de la produccién se
destinara al mercado interno, siendo Lima el principal destino, con el 60%
del total (Agraria.pe). Este afio (2015), la produccién nacional de papaya
ascenderia a 480 mil toneladas (12 mil hectareas (Has) cuyo rendimiento
promedio es de 40 toneladas por Ha), informo el especialista en frutalesy
consultor agrario, Ing. William Daga Avalos; Detall6 que del total de

hectareas que existen en Peru, el 80% de los cultivos se ubican en Ucayali
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(Aguaytia'y Pucallpa), mientras que el resto estan instalados en Cuscoy
la sierra de Ayacucho, asimismo, dijo que el 100% de la produccion se
destinara al mercado interno, siendo Lima el principal destino, con el 60%
del total, ademas sefial6 que la principal variedad de papaya cultivada en
nuestro pais es la denominada “criolla”(Le6n, 2015, p.1).
2.2.3. Léatex
El latex es un fluido lechoso compuesto por un suero liquido que contiene
en suspension o en solucién, unamezcla compleja de componentes. Los
botanicosdesignan el latex como el citoplasma de los laticiferos (las células
vivas especializadas que lo contienen) por lo tanto, éste presenta una
variedad de organelas celulares, como nucleos, mitocondrias, ribosomas,
plastidios, vacuolas, aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico y
moléculas organicas como enzimas, terpenos, alcaloides, vitaminas,
carbohidratos, lipidos y aminoacidos libres. Los laticiferos se encuentran
bajo presién positiva, por lo cual, unaincisién sobre éstos, resulta en una
rapida emision del latex hacia el exterior, tal como muestra la figura 3

(Aranay Quijano, 2012, pp.20-21).
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Figura 3

Latex Exudado de Papaya

Fuente: Arana y Quijano (2012)

Segun Mejiay Vega (2010), el latex de la papaya contiene una mezcla de
enzimas: Quimiopapaina, Papaina y Lisozima en las composiciones que
se muestran en la tabla 1.

Tablal

Composicion del latex de papaya

ENZIMA PRESENTE EN CONCENTRACION

EL LATEX
Papaina 10%
Quimiopapaina 45%
Lisozima 20%

Fuente: Mejia y Vega (2010)
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2.2.4. Clasificacion de enzimas

En 1956, la IUBMB (International Union of Biochemistry) brindd

recomendaciones sobre ladenominaciony clasificacion de enzimas. Esto

consiste en nombrar e identificar la enzima sistematicamente con un

numero EC; este codigo es una descripcion de cuatro niveles que se

utiliza para clasificar las enzimas en funcion de la transformacion quimica

general de los sustratos en productos. El primer nivel corresponde a seis

clases diferentes segun el tipo de reaccion quimica que se efectue, estas

son:

a.

EC 1 Oxidorreductasas, que catalizan reacciones en las que el
sustrato dona uno o mas electrones a un aceptor de electrones,

oxidandose en el proceso.

. EC 2 Transferasas, catalizan las reacciones en las que un grupo

guimico se transfiere de un sustrato donante hacia un sustrato

aceptor.

. EC 3 Hidrolasas, catalizan reacciones en las que un enlace en un

sustrato se hidroliza para producir dos fragmentos.

. EC 4 Liasas, catalizan reacciones no hidroliticas en las que se

eliminaun grupo quimico de un sustrato que deja un enlace.

. EC 5 Isomerasas, catalizan reacciones de un producto de un solo

sustrato que pueden considerarse como reacciones de
isomerizacion.
EC 6 Ligasas, que permiten catalizar la unién de dos o mas

moléculas acopladas a la hidrdlisis de ATP o una molécula analoga.
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Estas enzimas también se denominan sintetasas, un nombre que ya
estaba en usoantes de la creacion de la Comision de Enzimas (EC).
Estas clases EC se dividen en subclases y sub-subclases (segundo y
tercer nivel, respectivamente) de acuerdo con unavariedad de criterios,
como el enlace quimico formado, el centro de reaccion, el grupo quimico
transferido y el cofactor utilizado para la catélisis. El nivel final de
clasificacion define la especificidad sobre el sustrato. Por ejemplo, la
papainaes unahidrolasa (EC 3), en particularunapeptidasa (EC 3.4) que
actta sobre el aminoécido (EC 3.4.22) cisteina (EC 3.4.22.2) (Rodriguez,
2019).
2.2.5. Lapapaina
La papaina es una proteasa sulfhidrica (tiol proteasa) que tiene la
capacidad de hidrolizar los enlaces peptidicos donde los residuos de
aminoacidos aroméaticos del grupo carbonil son: arginina, lisina o glutamina.
Es analoga en funciones a la pepsina la cual es una enzima que se
encuentraen el estbmago humano y descompone las proteinas (Kimmel y
Smith, 1954).
Es una enzima proteolitica que se encuentraen el latex de la papaya, la
cual tiene el poder de digerir los elementos proteicos y es por ello que
posee unagran cantidad de aplicaciones en la industria. La papaina esta
clasificada como unaenzima hidrolasa y proteasa tiélica y existe como un
monomero consistente de 212 aminoacidos, en donde estan presentes

todos los aminoacidos comunes excepto la metionina (Mejia y Vega, 2010).
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La papaina degrada o hidroliza las proteinas hasta aminoacidos. Su
actividad enzimética optima a pH 5-8 se ha estudiado sobre diversos
sustratos, siendo de los mas accesibles experimentalmente los
relacionados con la caseina 37. Ademas, es unaenzima termoestable, ya
qgue las proteinas presentes en el latex seco protegen la papaina de la
desnaturalizacion por el calor (Rodriguez, 2019, p. 22), en la figura 4 se

muestra la estructura de la papaina.

Figura 4

Estructura tridimensional de la papaina

Fuente: Cuchupoma y Orozco (2020)

a. Propiedades de la papaina
Es un polvo blanco o blanco-grisaceo, tiene un olor &cido pungente
y algo agresivo, es ligeramente higroscépico moderadamente

soluble en agua y glicerol y practicamente insoluble en la mayoria
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de los solventes organicos; su temperatura 6ptima es de 65°C y su
rango de pH 6ptimo esta entre 5-7. Tiene un punto isoeléctrico de
9.6 (Kimmel y Smith 1954), en la tabla 2 se muestra las propiedades
fisicas de la papaina.

Tabla?2

Propiedades Fisicas de la Papaina

Propiedad Valor
Punto Isoeléctrico pH 8.75
Constante de sedimentacion 2.42+0.04 seg.
Constante de difusion 10.27+0.13x107 cm? seg!
Peso Molecular 23,350 Daltons
Coeficiente de Extincion 25.0
Rotacion Optica (pH 5.7, 25°C) -66.7

Fuente: Mejia y Vega (2010)

b. Composicion de la papaina
La papaina existe como un monoOmero consistente de 212
aminoacidos, es una proteina simple conteniendo solamente
aminoacidosy desprovista de carbohidratos. Todos los aminoéacidos
usuales estan presentes excepto de la metionina (Mejia y Vega,

2010), tal como se muestra en la tabla 3.
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Tabla3

Composicion de la Papaina.

Aminoécido % de Proteina
Acido Aspartico 11.32
Treonina 3.89
Serina 591
Acido Glutamico 12.43
Prolina 5.11
Glicina 8.60
Alanina 6.08
Valina 8.43
Isoleucina 6.05
Leucina 6.10
Tirosina 14.71
Fenilamina 3.16
Histidina 0.85
Lisina 5.67
Arginina 7.75
Triptéfano 4.68

Fuente: Mejia y Vega (2010)



c. Tiposde papaina
Papaina cruda. - Es aquella papaina que ha sido obtenida luego de
pasar proceso de acondicionamiento, secado y caracterizacion, la
cual esta constituida por una mezcla de enzimas proteoliticas,
papaina propiamente dicha, quimopapainay en menor proporcion
papaya proteinasa (Quino et al., 2008).
La papainacruda es exportada de distintos paises a Estados Unidos,
en donde es sometida a procesos de purificacion con lafinalidad de
aumentarsu actividad, remover impurezas, estandarizaday aplicada
a procesos industriales, el latex (papaina cruda) es cotizado con un
valor promedio aproximado de US$35/kg, mientras que la papaina
purificada puede llegar a costar US$160/100 g o mas para las
preparaciones muy purificadas (Quino etal., 2008).
Papaina refinada. - Este producto es biol6gicamente estable y
completamente libre de materia extrafia, y tiene una actividad
proteolitica mas alta que las anteriores (800-1000 unidades
tirosina/mg y mas).
Generalmente es obtenida a través de un proceso de secado por
aspersion al vacio (método de Boudart); a grandes rasgos la
secuencia de operaciones que sigue este latex es:
homogeneizacion, clarificacion, filtracion sobre placas clarificantes,
concentracion, filtracion esterilizante y atomizacion. La relacion de
latex fresco a papaina que se vende refinadaes de 6:1 0 7:1. Es la

papaina mas purificada que se vende actualmente en el mercado
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internacional (Mejia y Vega, 2010), en la figura 5 se puede apreciar

la estructura de la papainarefinada.

Figura5

Estructura de papaina refinada a 1,65 A de resolucion

Fuente: Rodriguez (2019)

d. Usos dela papaina
La industriade la papaina se encuentraen la etapa de crecimiento
rapido ya que se le estan encontrando nuevos usos cada dia, los
cuales amplian el mercado que este producto posee, aungque no
existen datos de la tasa de crecimiento del mercado, podemos decir
gue principalmente en el area alimenticiaes donde se han producido
los mayores aumentos de la demanda de papaina, tal como se

muestra en la tabla 4. No podemos dejar el lado del area
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farmacéutica, que es donde se le ha encontrado los nuevos usos

gue estd aumentando el tamafio de mercado (Fernandez, 2005).

Tabla4

Usos y consumos de papaina en el mundo

LOCALIZACION CONSUMO
. Usos
GEOGRAFICA (TON)
Clarificador de cerveza 120
Europa Industria de punta 20
Otros usos 20
Clarificador de cerveza 180
Ablandador de carnes 160
USA
Industria de punta 30
Otros usos 30
Clarificador de cerveza 80
Japon Industria de punta 40
Otros usos 20
_ . Clarificador de cerveza 100
Latinoameéricay
) Ablandador de carnes 100
otros paises
Otros usos 20

Fuente: Fernandez (2005)

Fernandez (2005), describi6 que los distintos tipos de mercados

son los siguientes:

Bebidas alcohdlicas: Las bebidas alcohdlicas generalmente son
enfriadas antes de su uso, esto tiende a tener el aspecto turbio

debido a la formacién de fenoles proteicos-polihidricos complejos
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durante la elaboracion de la cerveza y el enfriamiento. La dificultad
es superada debido al empleo de papaina, que degrada estos
complejos a pequefias particulas que son demasiado pequefias
para enturbiar la cerveza. En USA el 80% de las cervezas son
hechas con propiedades anticongelantes a través del uso de

papaina.

Industria de la carne: La papaina se usa para ternerizar la carne

en diferentes procesos.

Industria Fotografica: La papaina se usa en preparativos para la
recuperacion de plata de peliculas gastadas en laboratorios de

tratamiento fotograficos.

Industria Lactea: Es consumida en la fabricacion de queso, con la

gue se obtienen productos de excelente calidad y cremosos.

Industria Dermatolégica: Se usa en ciertas cremas faciales,

limpiadorasy de lifting y también se usaen pasta de dientes.

Industria del Curtido de Cueros: La papaina se usa para alisar los

cuerosy para la remocion del pelo.

Industria de Cereales: Se usapara enriquecer las proteinas de los

cereales y de alimentos con alto contenido proteico. (p.16)
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2.2.6. Microencapsulacion

Es unade las formas de acondicionarla muestra para facilitar la operacion
del secado por aspersion, es por tal motivo que a continuacion se detalla

mejor acerca de esta técnica.

La microencapsulacion es un método de inmovilizacion mediante retencién
fisica, que permite atrapar sustancias tales como enzimas, células o
biomoléculas en una matriz o sistema de pared (Kure y Yugcha, 2012,

p.22).

La tecnologia de microencapsulacion de embalaje corresponde al que se
aplica a capas delgadas de polimero en las gotas de soélidos, liquidos o
materiales gaseosos, las particulas de forma que se llama microesferas
gue pueden liberarsu contenido bajo condiciones especificasy la velocidad

(Porras, 2012, p.9).

Las microcapsulas estan compuestas por dos partes: el nucleo o centro
activo y por la corteza que lo envuelve. La corteza es una membrana
semipermeable, delgada y fuerte alrededor de su centro (Kure y Yugcha,

2012, p.22), ver figura 6.
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Figura 6

Partes de una micro capsula

GEL PERMEABLE

Fuente: Kure y Yugcha (2012)

El material encapsulado puede ser conocido como nucleo, fase internao
de relleno, mientras que el encapsulante se puede llamar Shell,
revestimiento, material de la pared o membrana (Porras, 2012, p.9), ver
figura?7.

Figura 7

Estructura general de una Microcapsula

Cubierta

Material activo

Fuente: Porras (2012)
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a. Métodos de encapsulacion
La eleccion del método de encapsulacion depende de una serie de
factores como el tamafio de particula requerido, las propiedades
fisicas y quimicas del nacleoy la pared, la aplicacion del producto
final deseado, mecanismos de liberacién, la escala y el costo de
produccion (Porras, 2012, pp. 11-12).
Varios métodos se emplean para encapsular, entre los que
destacan:
Métodos fisicos: Secado por aspersion, extrusion estacionaria,
boquilla sumergida, extrusion centrifuga, boquillas vibrantes,
bandeja de recubrimiento, liofilizacion, enfriamiento tras aspersion,
recubrimiento con lecho fluidizado, entre otras.
Métodos quimicos: Polimerizacion interfacial, inclusién molecular,
polimerizacién en situ.
Métodos fisicoquimicos: Coacervacion simple, coacervacion
compleja, atrapamiento en liposomas, lipoesferas, evaporacion de

solvente.

2.2.7. Goma arabiga
La goma arabiga (GA) es un biopolimero obtenido del exudado del &rbol
acacia, de la familia Leguminosae, originaria de Egipto, es extraida y
pulverizada con procesos limpios, a partir de diversas especies de acacia,
predominando las especies Senegal y Seyal. La estructura quimica de la
GA corresponde a un complejo polisacérido que contiene pequefias

cantidades de material nitrogenado. La GA o complejo proteico-
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2.2.8.

2.2.9.

arabinogalactano, por sus caracteristicas estructurales presenta un
caracter amfilico, lo que le permite absorber en superficies lipofilicas,
actuar como coloide protector, por ende, como un buen agente formador
de peliculas; adicionalmente, presenta baja viscosidad y comportamiento

newtoniano a concentraciones inferiores al 35% (Porras, 2012, pp.31-32).

Propiedades de lagoma arédbiga

La goma arabiga, se ha utlizado principalmente como agente
encapsulante para la microencapsulacion en el secado por atomizacion
debido a su excelente capacidad emulsificante y baja viscosidad en
soluciones acuosas, contribuye a la estabilidad de alimentos
deshidratados. El alto peso molecular de la goma arabiga, en
comparacién con el de los solutos presentes en las frutas, hace que su
incorporacion aumente el peso molecular promedio del sistema, lo que se
puede relacionar con un aumento en la temperatura de transicion vitrea
del producto de fruta en polvo, mejorando su estabilidad. Ademas,
proporciona buenaretencion de sustancias volatiles y confiere proteccion
efectiva frente a la oxidacion. Sin embargo, su aplicacion en la industria
alimentaria es limitada en comparacion con las maltodextrinas debido a

que es menos soluble a temperatura ambiente (Porras, 2012, p.32).

Centrifugacion
La centrifugacién es un método por el cual se pueden separar sélidos de

liguidos de diferente densidad mediante una fuerza centrifuga. Una
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centrifuga es un aparato que aplica unafuerza centrifuga sostenida (esto
es, unafuerza producida por rotacion). Las centrifugas son instrumentos
gue permiten someter a las muestras a intensas fuerzas que producen la
sedimentacion en poco tiempo de las particulas que tienen una densidad
mayor que la del medio que las rodea La base fisica de la separacion es
la accion de la fuerza centrifuga sobre las particulas en rotacion, que
aumenta con el radio del campo rotacional y con la velocidad de rotacion

(Mercado, 2017, parr. 1).

2.2.10. Secado

El secado es una operacion unitaria fisica regida por la transferencia
simultanea. Su objetivo es reducir el contenido de agua. En algunas
ocasiones es el punto final para conseguir un producto listo para el
envasado. El término secado indica la disminucion de la humedad del
producto a secarse (Villavicencio, 2011, pérr.1).

Segun la revista informacién tecnoldgica, volumen 9 de 1998, el latex
mantenido en frasco cerrado en refrigerador a una temperatura de 5°C
pierde actividad en mas de un 20% despuésde dos dias de su recoleccion
y al cabo de una semana se contamina. Es por ese motivo que unade las
mejores técnicas recomendadas para su conservacion luego de la

extraccion es el secado (Kurey Yugcha, 2012, p.17).
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2.2.11. Actividad enzimatica
La actividad enzimatica es una medida de la cantidad de enzima activa
presente y del nivel de actividad de la misma. La actividad enziméatica se
expresa habitualmente en micro moles (umol) de sustrato convertido en
producto por minuto, en determinadas condiciones de ensayo
especificadas. Una unidad estandar de actividad enzimatica (U) es aquella
actividad que cataliza la transformacion de 1 pmol min-1 de sustrato. La
actividad especifica de una preparacion enzimatica se define como el
numero de unidades de enzima por miligramo de proteina (umol min-1 mg

proteina-1 o U/mg de proteina) (Arana y Quijano, pp. 41-42).

2.2.12. Factores que afectan la actividad enzimatica

Existen diferentes causas por las que la actividad enzimatica de la papaina

se ve afectada, las cuales pueden provenir tanto del medio en el que se

encuentra como de las caracteristicas de su propia constitucion, estas
pueden ser:

a) Oxidacion quimica: La presencia de agentes oxidantes como: yodo,
oxigeno, peroxido de hidrégeno y metales pesados inactivan la enzima.
Esto se debe a que los sulfhidrilos que participan en la accién catalitica
de la enzima, se activan en estado reducidoy se inactivan al oxidarse.
Existen otros reactivos que retardan la oxidacion que son el sulfito de
sodio o de potasio, el dioxido de azufre, el bisulfito de sodio, potasio o

amonio, el acido tioglicolicoy el acido ascérbico.
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b)

d)

f)

También para evitar la oxidacion quimicadel latex es recomendable que
las incisiones se realicen con materiales no corrosivos: acero
inoxidable, vidrio, plastico y que los recipientes de recoleccién sean de
plastico o lona.

Coagulacion: Por ser de origen proteico y por la presencia de peptona
y albuminoides en el latex fresco, este se coagula después de su
extraccion.

Cambios de pH: La papaina conserva su actividad proteolitica en un
margen que abarca desde pH 3 hasta pH 12, mostrando un 6ptimo de
actividad entre pH 5 y 6. Existen diversos amortiguadores utilizados en
la manipulacion del latex los mas comunes son: el citrato de sodio y
potasio, fosfato de sodio y potasio.

Oxidacion porluz: La papaina presenta sensibilidad a la luz ultravioleta,
y se potencia su oxidacion cuando es combinada con presencia de
oxigeno.

Desarrollo microbiano: Por ser de origen proteico y la dificultad de su
recoleccién, existe la posibilidad de que sufra una contaminacion
microbiana que produzca deterioro del latex. Se suelen utilizar agentes
gue retardan el desarrollo de microorganismos como son los sulfitos y
bisulfitos de sodio y potasio, el fenol, el paranitrofenol, los benzoatos, el
resorcinol, y el etilfenol.

Hora de recoleccion: La recoleccion del latex debe de realizarse en las
primeras horas de la mafiana, ya que es en esta etapa del dia cuando

menor accion de la luz se aprecia, lo cual evita que el latex sufra

44



deterioros por causa de la acciéon de la luz ultravioleta. No obstante, no
existe diferencia significativa en la actividad proteolitica de la papaina,

al realizarse las extracciones del latex entre 5:30 y las 14 horas del dia.

2.2.13. Medicién de la actividad enzimatica
El parAmetro de control de calidad de la papaina es la medicion de su
actividad proteolitica; se expresa como el incremento en la velocidad de
reaccion de la conversion de un sustrato en producto por intervencion del
enzima. Esta accién catalitica se la puede medir también en referenciaala
digestion de un péptido o proteina y la extension de tal digestion es medida
de diferentes formas; existen tres:

v' Métodos que se encargan de la medicién de los residuos de un
péptido no digerido por el enzima.

v' Métodos que miden los grupos amino liberados en la catalisis.

v' Métodos que miden la rotacién 6ptica de los residuos digeridos, el
tiempo de coagulacién de una muestra de leche, el color producido
por un reactivo en los residuosdigeridosy elaumentode los sélidos
solubles en el medio de reaccion.

Dentro de este contexto, se detallardn los resultados de un estudio
realizado por G. Glibota en el cualtrabaja con algunossustratos y concluye
lo siguiente:
a) Método colorimétrico. - Consiste en la hidrdlisis del sustrato sintético
BAPA (benzoil arginina p-nitro anilina) hasta obtener el producto p - nitro

anilinaque tiene coloracion amarilla. EI cambio de color y su intensidad
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b)

d)

estan en funciéon de la actividad proteolitica de la enzima. Los digeridos
se miden en un espectrofotdmetro a 410nm. El tiempo de reaccién es de
6 horas a 25°C. Este método dio resultados muy bajos y se recomienda
esta técnica para un ensayo con tripsina —enzima proteolitica- pues con
esta enzima los resultados son més confiables.

Método titulo métrico. - Esta técnica utiliza otro sustrato sintético: BAEE
(N-a-benzoil-L-argininaetil éster). Se titula con NaOH 0.015N, al producto
de reaccion a pH constante de 6.2 y temperatura de 25°C. Este método
permitié obtener resultados proporcionales ala concentracion de enzima,
asi como un ajuste regresional en la grafica de calibracion de la actividad
es exacto, sin embargo, su costo es elevado.

Método de hidrdlisis con caseina. - Se lleva a cabo una reaccion con
caseinay al final de la misma se hace precipitar con acido tricloroacético
(TCA) al 30%. Luego se realizan las lecturas del sobrenadante formado
en el espectrofotometro a 280nm. Este método no permitié obtener una
curva aceptable salvo a bajas concentraciones.

Método analitico de la unidad de tirosina. - EI método de medicién de la
unidad de tirosina fue desarrollado por la empresa estadounidense
Enzyme Development Corporation. Esta basado en la facultad que tiene
la papaina para hidrolizar la cisteina, y formar como productos
aminodcidos de tirosina, basandose en las condiciones especiales de pH

y temperatura para efectuarla reaccion (Kurey Yugcha, 2012, p.63).
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2.3. Conceptual

Se conocen tres variedades de papaya cultivadas en Pera éstas son: Criolla
normal, Maragol y Tingo Maria. La variedad criolla tiene un mayor rendimiento
de latex que la variedad maragol en un 47.13% aproximadamente. (Arana y
Quijano, 2012, p.135). En la seleccion de la papaya, se debe considerar la edad,
comprendida entre 2 y 3 meses de plantacién y su color tiene que ser verde
oscuro. La papaya pertenece a un grupo de especies de plantas|laticiferas, estas
contienen células ramificadas e interconectadas que forman una matriz de tubos
complejos dispersos en los tejidos de las plantas, que secretan una sustancia
conocida como “latex”.

Existen diversos métodos para la extraccion del latex de papaya, normalmente
se recomienda implementar prototipos de facil y rapida recoleccion de manera
mas 6ptima, sin afectar las propiedades del latex a extraer.

Para laincision de la fruta debe utilizarse materiales como navajas inoxidables o
materiales de plastico, y la recoleccion debe realizarse por la mafiana (entre 5
am y 9 am) con incisiones verticales, para evitar oxidacion del latex por la luz
UV, el latex exudado debe recogerse con un embudo grande y recolectarse en
recipientes de plastico, es importante que para todo el proceso de recoleccion
se realice con el uso de guantes de latex, ello debido a la naturaleza &cida de la
materia prima.

La papaina es un compuesto facilmente alterable por agentes tales como: el
oxigeno, la luz solar, la temperatura; debido a esto se debe conservar el latex

afladiendo preservantes como citrato de sodio, bisulfito de sodio, benzoato de
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sodio, cisteinay EDTA y mantener la muestra a 4°C. (Arana y Quijano, 2012,
p.136).

Los pasos siguientes para la obtencién de papaina es la centrifugacion de la
muestra obteniendo dos fases, en donde en la fase sobrenadante se encuentra
la enzima papaina, la cual se inmovilizada por retencion fisica, inclusion de
membranas y micro encapsulacién con goma arabiga a dos concentraciones
diferentes.

La micro encapsulacion es un método de inmovilizacion mediante retencion
fisica, que permite atrapar sustancias tales como enzimas, células o
biomoléculas en una matriz o sistema de pared (Kurey Yugcha, 2012, p.22) con
el fin de evaluar la efectividad de la enzima mediante el método analitico de la
unidad de tirosina (TU) esto indicala cantidad de tirosina liberada partiendo de

un sustrato de caseina.

2.4. Definicion de términos basicos

Actividad enzimética: La actividad enziméatica es una medida de la cantidad de

enzimaactiva presente y del nivel de actividad de la misma.

Andlisis quimico: Determinacién de la composicion quimica de una sustancia.

La centrifugacion: Es un conocido método fisico de separacion, por la cual la

fuerza de gravedad se sustituye por una fuerza de conduccién mas alta,

mediante la aplicacién de fuerza centrifuga.
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Enzimas: Son biocatalizadores, agentes de origen biolégico que aceleran la
velocidad a la cual ocurren las reacciones quimicas al disminuir los
requerimientos de energia de activacion necesaria para dichas reacciones

(Cornish-Bowden, 1995).

Las enzimas digestivas: son todas aquellasenzimasque participan del
proceso digestivo realizando la degradacion de los polimeros organicos

en monomeros para su posterior absorcion.

Latex: Ellatex es un liquido espeso, generalmente blanco que circula dentro de
ciertos vegetales. Se produce en los tubos laticiferos, que son células o grupos
de ellas especializadas y muy alargadas, ubicados por debajo de la epidermis

(Jiménez, 2002).

Las proteasas: Son enzimas que provocan la hidrélisis o digestion de otras
proteinas en fragmentos mas pequefios y en ciertas condiciones pueden ser
usadas para la sintesis de nuevos Compuestos de interés farmacéutico

(Chaiwut, Kanasawud etal., 2007).

Papaina: La papaina es una enzima proteolitica que se extrae del latex del fruto

llamado papaya.
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Papaya: Fruto del papayo, generalmente de forma oblonga, hueco y que
encierra las semillas en su concavidad, conocido por su elevada composicion

proteico.

Preservantes: Son sustancias que se utilizan para conservar propiedades

iniciales de alimentos y evitar su deterioro.

Proteinas: Son moléculas formadas por una o varias cadenas de aminoacidos.

Secado: Es un método fisico que permite extraer la humedad o hacer que se

evapore de un cuerpo mojado mediante accion del aire o calor que se le aplica.

Variable: Es una caracteristica, atributo, propiedad o cualidad que puede estar

0 no presente en los individuos, grupos o sociedades; puede presentarse en

matices o modalidades diferentes o en grados, magnitudes o medidas distintas.

Optimo: Se refiere a caracteristicas muy buenas, que no puede ser mejor.

Determinacion: Acciony efecto de determinar o determinarse, referido a algo

gue debe encontrarse.

50



lIl. HIPOTESISY VARIABLES

3.1. Hipotesis.
Para la presente investigacion se considerd que las variables dependientes
son unafuncion de la determinacion de las condiciones adecuadas para la
obtencion de la papaina a partir del latex de papaya.
3.1.1. Hipétesis General.
Las variables 6ptimas para la obtencién de la papaina a partir del latex de
papaya son tiempo de centrifugado, concentracion del agente
encapsulante y tiempo de secado; las cuales son significativas para el
proceso.
3.1.2. Hipdtesis Especificas.
e El tiempo de centrifugado Optimo varia entre (50-70) min para la
separacion del liquido sobrenadante del latex.
e La concentraciéon del agente encapsulante 6ptimo, varia entre (10/90,
30/70) p/v para la obtencion de la papaina.
¢ Eltiempo de secado optimo varia entre (3-4) horas para la obtencion de

la papaina.

3.2. Definicién conceptual de variables.
Variables 6ptimas para la obtencidon de papaina cruda a partir del latex de
papaya.

v' Tiempo de centrifugacion medido en minutos.

v' Concentracion del agente encapsulante respecto al latex,

expresado en W/V.
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v' Tiempo de secado del latex medido en horas.

v' X1=Tiempo de centrifugacion medido en minutos.

v’ X2=Concentraciéon del agente encapsulante expresado en W/V.

v' X3=Tiempo de secado medido en horas.
A. Variables dependientes
F(x) = Papaina cruda a partir del latex de papaya.
B. Variablesindependientes
X1= Tiempo de centrifugacion.
X2= Concentracion del agente encapsulante.

X3=Tiempo de secado
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3.2.1. Operacionalizacion de variables.
La tabla 5 muestra la operacionalizacion de variables.
Tabla5

Operacionalizacion de Variables

VARIABLES INDICADORES METODO DIMENSIONES

Dependiente:

. Efectividadde la  Método analitico
Y1 = Papainacrudaa

' ] papaina (Unidades delaunidadde TU/mg
partir del latex de papaya. o o
de Tirosina TU) Tirosina (TU)
Independiente:
X1 = Tiempo de _ ) _
. y tiempo Cronometro minutos
centrifugacion.
X2 = Concentracion del _ _
concentracion Balanza analitica WY
agente encapsulante.
X3 = Tiempo de secado. tiempo Cronometro horas
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IV. DISENO METODOLOGICO

4.1. Tipoy disefio de investigacion.

4.1.1. Tipodeinvestigacion.

El presente trabajo de investigacion es experimental y explicativa y se
encuentra ubicado en la linea de investigacion prioritaria en el area de
Ingenieriay Tecnologia en la sub area Biotecnologialndustrialy en la linea
de investigacion de Biotecnologia Industrial por cuanto trata de interpretar

el fendmeno, buscando los efectos y las causales que lo originan.

4.1.2. Disefio de investigacion.

El presente trabajo de investigacion segun el propésito de estudio es
experimental y por lo tanto de acuerdo a la cronologia de las observaciones
es prospectivo porque, se tiene control de las variables independientes
para ver su efecto en la variable dependiente. Ademas, segun el namero

de mediciones es longitudinal.

El método de investigacién sigue la secuencia:

1. Investigacion bibliografica sobre la obtencién de la papaina, la cual se
harecopilado, revisado, seleccionado, disgregado, analizado y criticado
las informaciones sobre la obtencion de la papaina.

2. Anélisis del proceso de obtencién o la tecnologia, la investigacion
experimental de acuerdo al tipo y disefio de investigacion, en donde se
caracterizo las variables independientes donde se realiza una variacion

en la concentracion en peso y volumen del agente encapsulante en la
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

micro encapsulacion en latoma de dos tiempos de centrifugacion en dos

tiempos de secado en estufa.

Método de investigacion.
Debido al enfoquey a la necesidad de contar con datos estadisticos que
provienen de la poblacion bajo estudio el campo es experimental,
deductivo, observacional, analitico puesto que plantea una hipétesis y
buscadarle respuesta a través de sucesos experimentales.
Poblacién y muestra.
4.3.1. Poblacién
No aplica para tal investigacion.
4.3.2. Muestra
En la presente investigacion se usé 19mL de muestra el latex de papaya
verde como unidad de analisis.
Lugar de estudio y periodo desarrollado.
Esta investigacion se desarrollé en el Laboratorio Green Lab ubicado en el
distrito de los Olivos, Lima, durante el 01 de abril del 2020 al 05 de abril del
2021.
Técnicas e instrumentos para la recoleccion de la informacién.

45.1. Técnicas.

El presente trabajo de investigacion utiliz6 la técnica deductivo,
observacional y cuantitativo de evaluacion y determinacion del latex de

papaya utilizando instrumentos de medicién adecuado.
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Técnica experimental y observacional para la determinacion de los
parametros del proceso de obtencién de la papaina a nivel de laboratorio
utilizando secado por estufa.
4.6. Andlisis y procesamiento de datos.
4.6.1. Disefio Experimental
Se rige de acuerdo al disefio experimental puro, donde se caracterizan
por un alto grado de control de las variables que pueden interveniren la
validez interna de la hipotesis de investigacion y porque efectian
asignacion aleatoria de los sujetos a los grupos (experimental y control)
participantes en la investigacion.
4.6.2. Procedimiento experimental
A continuacion, se describe el procedimiento experimental:
Extraccion de latex:
El fruto debe tener entre 2 y 3 meses de plantacion y debe ser de color
verde oscuro. Previamente desinfectarla superficie del fruto con solucién
de 5ppm de hipoclorito de sodio y secar con papel toalla para evitar
contaminar las muestras a extraer, manipular con guantes al realizar
incisionesverticales con una profundidad entre 2 y 3 mm, con materiales
no corrosivos (acero inoxidable, vidrio, plastico); y colectarlo en envases
oscuros o ambar de plastico, almacenar a unatemperatura de 4°C, ver

figura 8.
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Figura 8

Lavado, desinfeccion del fruto y extraccion del latex

Adicién de preservantes:

Pesar 23.4077 g de muestra de latex de papaya y adicionar 0.4% de
bisulfito de sodio (agente antioxidante o retardante de la oxidacion
guimica y agente microbiano) a temperatura ambiente, también
adicionamos 4% de citrato de sodio (amortiguador de pH), y por ultimo
EDTA 0.2% (agente quelante), en esta etapa es importante no exponer
por tiempos prolongados la muestra para evitar la contaminacién de la

misma. Se obtuvo un volumen de 152mL.

Almacenamiento:
La muestra se mantuvo refrigerada a una temperatura de 4°C en un
recipiente oscuro o ambar totalmente cerrado para evitar la oxidacion de

la muestra.
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Micro encapsulacién:

Aplicamos la siguiente técnica: usamos como agente encapsulante la
goma arabiga (solucién diluida con agua destilada a 70°C con un
agitador magnético) para solucion de latex centrifugado con una
proporcién de 10/90 y 30/70 expresadas en w/v, como se muestra en la
figura 9; realizamos esta experiencia para cada tiempo de centrifugado

respectivamente.

Figura 9

Acondicionamiento.

Centrifugacion:

Se realizo 8 experiencias de 40 mL cada muestra, centrifugamos a 2000
rpm para 50 y 70 minutos,luego se procedi6 afiltrar la muestra 'y separar
el sobrenadante (citosol, se concentra la mayor cantidad de papaina).

Ver figura 10.
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Figura 10

Centrifugacién

Secado en estufa:

Una vez realizado el paso anterior, se procedié a secar la muestra
usandounaestufaa60°C paratiempos de 3hy 4h para cada experiencia
obtenida en el paso anterior, logrando obtener asi 8 experiencias.

El producto en polvo obtenido es la papaina cruda, se pesan

almacenéndolas en un lugar en refrigeracion y protegidos de la luz.

Anélisis de actividad proteolitica:
Se deben realizar los siguientes pasos para determinar la actividad
proteolitica. Ver anexo 2. La exactitud de los parametros de prueba son
las siguientes:
e Rango:Las lecturas de absorbanciadespuésde la correccion con
el  blanco deben ser de entre 0.150 y 0.700 y pueden usarse

para encontrar la actividad aproximada de muestras
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desconocidas. Sin embargo, la prueba final debe caer dentro del
rango de 0.200 a 0.500.
e Pruebas duplicadas a diferentes niveles de enzimas no deberan

variar por mas del 3%.

A. Bases de disefio

Estudiarla obtencion de la papaina a partir del latex de papaya en forma
experimental. Las variables cuantitativas a controlar son tiempo de
centrifugacion, concentracién del agente encapsulante y tiempo de
secado.

Para este caso se usara el disefio factorial 2,donde 2™ es el numero de
experiencias que deben realizarse para distintos valores de las “n”
variables. Por lo tanto, se tiene un disefio de dos variables con modelo
23 = 8 experiencias que deben realizarse para obtener las variables de la

obtencion de la papaina, tal como se observa en la tabla 6 y tabla 7.
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Tabla6

Variablesy niveles para el disefio experimental

Variables Niveles

Tiempo de centrifugacion (min) 50 70

Concentracion  del agente

encapsulante (w/v) 10-90 30-70
Tiempo de secado, (h) 3 4
Tabla7
Disefio experimental 23=8
Numero de Notacion de Vector de
experiencias variables Respuestas

Actividad Proteolitica

1 -+
2 -
3 - -
4 --
5 +-
6 + -
7 ++
8 ++

En la figura 11, se muestra el disefio factorial de las experiencias realizadas.



Figura 11

Disefio factorial
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. Equipo de laboratorio empleado en la Investigacion

Los equipos usados en la investigacién fueron:

- Equipo de centrifugacién marca JANETZKIT25 (Ver Anexo 3 - Figura
22)

- Estufamarca MEMMER UF260 (Ver Anexo 3 - Figura 23)

- Bafotermostatico marca LAUDA AQUALINE AL 25 (Ver Anexo 3 -
Figura 24)

- BalanzaAnalitica de precision marca Sartorius (Ver Anexo 3 - Figura
25)

- Agitador magnético auto mixer, marca FISHERSCIENTIFIC (Ver
Anexo 3 - Figura 26).

- Potenciometro, marca ORION (Ver Anexo 3 - Figura 27)

- Espectrofotometro UV, marca ORION (Ver Anexo 3 - Figura 28)

En lafigura 12 se muestra las etapas del proceso experimental.

63



Figura 12

Disefio experimental

Extraccion del latex

-Citrato de sodio 4% ‘
-EDTA0.2% ‘

Almacenamiento (4°C)

'

Zonasometidaa . -z
{ experimentacion } Micro en capsulamon

{ Zona_sometid_a}a} Centrifugacion B
experimentacion (2000rpm. (50.70) min) Fasesolida
Zonasometidaa Secado en estufa (60°c,
experimentacion (3’4) horas)

V

Papaina Cruda

'

Analisis de la actividad
proteolitica

C. Control de prueba (las condiciones de operacion)
Se realizo larecoleccion de los frutos de papayas verdes. En latabla 8 se

muestra los pesos de cada unoy el latex obtenido de cada uno de ellos.
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Tabla8

Peso de latex obtenido por cada fruto de papaya

Peso Frutos de

N° bapaya (kg) Peso latex obtenido (g)
1 17 19.232
2 0.83 9.521
3 0.79 6.324
4 1.15 12.988

Luego de la recoleccion del latex, se procedio al acondicionamiento de
las muestras, agentes acondicionantes con sus respectivos pesos, se

muestran en la tabla 9.

Tabla9

Agentes acondicionantes agregados a la muestra

Agentes acondicionantes Peso (9)
Peso muestra de latex (g) 48.0650
Peso EDTA (0,2% muestra) 0.0961
Peso Bisulfito (0,4% muestra) 0.1923
Peso Citrato (4% muestra) 1.9226

La distribucion de muestras se realiz6 para 8 experiencias de la
siguiente manera:

Peso total de la muestra (g) = MT + MA
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Peso total de la muestra = 50.276 +101.644 = 15192 g
Donde:
o MT: Muestra acondicionada (latex+ agentes Acondicionantes)

o MA: Masa de agua adicionada parala dilucion

Peso total muestra(g)

Peso por cada muestra (g) = N° n
muestras

151.92
=18.99 = 19.00

Peso por cada muestra (g) =

A continuacién, se muestra la relacién Peso/ volumen del agente encapsulante

por volumen de solucién, veren la tabla 10.

Tabla 10

Relacion Peso/ Volumen (agente encapsulante/muestra)

PROPORCION CQS,E'C'JSNTE MUESTRA
WV o ACONDICIONADA (ml)
10/90 211 18.99
30/70 8.14 18.99

En latabla 11 se muestra la distribucion y medida de variables
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Tablal11l

Distribuciény medida de variables

., . Tiempo
Concentracion Peso agente Tiempo de
MUESTRAS de agente encapsulante centrifugado d
) © (min) i
(W (hr)
M1 10/90 2.11 50 3
M2 10/90 2.11 50 4
M3 30/70 8.14 50 3
M4 30/70 8.14 50 4
M5 10/90 2.11 70 3
M6 10/90 2.11 70 4
M7 30/70 8.14 70 3
M8 30/70 8.14 70 4
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados descriptivos.
Se midio las absorbancias de las 8 muestras, en el laboratorio Green Lab
con el equipo espectrofotometro UV marca ORION los cuales se muestran
en la tabla 12 (segun numero de muestra).

Tabla12

Lectura de absorbancias

\° ABSORBANCIA
MUESTRAS g aANCO MUESTRA DELTA

M1 2.699 3.337 0.638
M2 2.455 3.174 0.719
M3 2.604 3.189 0.585
M4 2.466 3.128 0.662
M5 2527 3.065 0.538
M6 2.435 3.071 0.636
M7 2537 3.062 0525
M8 2.400 3.019 0.619

Curva Patrén de Tirosina
Para determinar la actividad enzimatica se realiza una curva patron de
Tirosina, los valores obtenidos de absorbanciade acuerdoa las diferentes

concentraciones de tirosina se muestran a continuacion en latabla 13.

68



Tabla 13

Curva de Tirosina (Curva Patrén)

Curvade Tirosina(Curva Patron)

Concentracion (ug/ml) A?sg??xia Q)t;?gg?;;((;g
Blanco 0.515 0
25 0.68 0.165
50 0.864 0.349
75 1.032 0.517
100 1.197 0.682

Graficamos los datos de las absorbancias obtenidas respecto a las

concentraciones de Tirosina (ug/ml), realizamos un ajuste de datos para

obtener la ecuacién de recta, que mostramos en la figura 13:

Figura 13

Curva de Tirosina (Curva Patron)
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R?=0.9999
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En el trabajo de investigacion se obtuvieron resultados experimentales los

cuales seran mencionados en latabla 14:

A continuacion, se presenta un ejemplo del calculo de la actividad

proteolitica para cada muestra, usando la siguiente formula:

TU
mg

D.F 20

D x

TU 1
— =0.638 x ———

0.01x47 60 X 0.0069

4 x %x pendiente

mg
E = 770.53
myg
Tabla 14
Actividad proteolitica
U ens | SDELTA | CONCENTRACON  proreoimca
corregida (TU/mgq)
M1 0.638 0.638 770.53
M2 0.719 0.719 868.36
M3 0.585 0.585 706.52
M4 0.662 0.662 799.52
M5 0.538 0.538 649.76
M6 0.636 0.636 768.12
M7 0.525 0.525 634.06
M8 0.619 0.619 747.58
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5.2. Resultados inferenciales.
Utilizamos el programa MINITAB en donde se trataron los valores de
actividad proteolitica y las variables obteniendo las siguientes tablas y
figuras.

Tabla 15

Coeficientes codificados

EE del Valor Valor

Término Efecto Coef. FIv
coef. T p
Constante 743.06 6.59 112.78 0.000
Tiempo secado 105.68 52.84 6.59 8.02 0.001 1.00
Tiempo
centrifugado -86.35 -43.18 6.59 -6.55 0.003 1.00
Concentracion 4227 2114 6.59 321  0.033 1.00
agente
Tabla 16
Resumen de modelo
R-cuadrado

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) (pred.)

18.6347 96.71% 94.24% 86.84%
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Tablal7

Andlisis de varianza

GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp

Modelo 3 40823 13607.6 39.19 0.002
Lineal 3 40823 13607.6 39.19 0.002
Tiempo secado 1 22335 22335.5 64.32 0.001

Tiempo centrifugado 1 14914 14913.5 42.95 0.003

Concentracibnagente 1 3574 3573.9 10.29 0.033
Error 4 1389 347.3
Total 7 42212

Segun las tablas mostradas anteriormente obtenemos la siguiente ecuacion:

Ecuacion de regresion en unidades no codificadas

ACT.PROTEOLITICA = 668,2 + 105,7 Ts — 4,318 Tc — 7,01 Ca

Donde:

v' Ts: Tiempo de secado
v' Tc: Tiempo de centrifugado

v' Ca: Concentracion agente encapsulante



Tabla 18

Estructura de alias

Factor Nombre

A Tiempo secado

B Tiempo centrifugado
C Concentracion agente
Alias

I

A

B

C

Figura 14

Gréafica normal de efectos estandarizados
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Figura 15

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
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Figura 17

Gréfico de contorno 2
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Figura 19

Gréfico de contorno 4
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Grafico de contorno 5
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Figura 21

Gréfico de contorno 6

Grafica de contorno de Act. Proteol vs. Concentracion agente; Tiempo ¢
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5.3. Otro tipo de resultados estadisticos de acuerdo a la naturaleza del
problemay la Hipotesis.
No es el caso de aplicacion al presente trabajo porque las variables se han
determinado de manera experimental y no mediante la recurrencia de

simulacién de modelos matematicos.
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Contrastacion y demostracion de la hipotesis con los resultados.
v Hipétesis Especificas:

Obtenemos superficies de contorno, se obtiene mayor rendimiento de
actividad proteolitica cuando el tiempo de centrifugado se acerca mas al
valor de 50miny el tiempo de secado se acerca mas al valor de 4 horas
como se puede ver en el FIGURA 15, 16, 17, 18, 19 y 20 de acuerdo a
estos resultados obtenidos realizamos las pruebas de hipoétesis
planteadas.

v" En referencia a los coeficientes
H,: Todos los coeficientes son igual a cero.
H; : Algun coeficiente es diferente de cero
Realizando el analisis de coeficientes codificados (TABLA 15) se observa
gue los valores de P de todos los coeficientesson menores a 0.05 de esta
manera rechazamos H,, y aceptamos la H;, esto es los coeficientes del
modelo son significativos.

Para reforzar esta conclusion también se puede ver que en la TABLA 16,
Elvalordel R? ajustadoy el valor del R? predictivo tiene valores de 96.71%
y 94.24% respectivamente.

Nos permite concluir que existe un buen ajuste entre los datos
experimentales y el modelo calculado por el software MINITAB, de esta

manera podemos tener confianza en su capacidad predictiva.
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v' La validez del modelo es representada en el valor P igual a 0.002

corresponde a la tabla de Analisis de varianza (TABLA 17) ANOVA

El valor “R” del modelo 0,9671 indica una correlacion significativa entre
los factores y la respuesta. El modelo es atil para realizar predicciones, a
un nivel de significancia es 0.05.

Hipodtesis General:

De acuerdo al modelo obtenido y el diagrama de Pareto que muestra en
la figura 14 la variable de tiempo de secado, hasido la mas significativa,
seguido del tiempo de centrifugaciony finalmente la concentracion de

agente encapsulante.

6.2. Contrastacion de los resultados con otros estudios similares.

Al revisar la informacion, se pudo verificar que los parametros usados en otras

tesis, fueron de gran ayuda ya que permitié tener un mayor analisis de las

variables.

En la tesis de Kure y Yugcha, acondicionaron las muestras con agente
encapsulante (goma arabiga) a unaconcentracién de 25% P/V, parametro
gue tomamos de referencia para realizar variaciones en nuesta
investigacion de 10% P/V (10/90) y 30% (30/70), los autores en su
investigacion, variando temperatura de secado, obtuvieron una actividad
proteolitica de 672.92 + 32.54 TU/mg, mientras que en la nuestra se
obtuvo una actividad proteolitica de 868.36 TU/mg.

En latesis de Aranay Quijano, comparan la papaina cruda obtenida de

diferentes variedades de papaya como maradol, criollay Golden donde la

79



variedad criolla es la de mayor rendimiento con 2.036 + 0.69g de latex/ kg
frutalo cual tomamos como referencia para escoger la variedad criolla en
nuestra investigacion con el objetivo de obtener una alta actividad
proteolitica, Arana y Quijano en su investigacion, usaron el secado por
aspersion, en la cual obtuvieron una actividad proteolitica de 531.30 +
27.3 TU/mg.

En la tabla 19 mostramos la contrastacion de los parametros usados en las

investigaciones descritas lineas arriba, como primer item se encuentrala tesis

de nuestra autoria siguiendo con las otras investigaciones.
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Tabla 19

Contrastacion de resultados con trabajos anteriores

PARAMETROS USADOS

TIEMPO  METODO , ACTIVIDAD
TESIS AUTORES TIEMPO DE CONCENTRACION AGENTE )
T° SECADO DE DE PROTEOLITICA
CENTRIFUGADO AGENTE ENCAPSULANTE
SECADO SECADO OBTENIDA
“Determinacion de las variables 6ptimas
parala obtencion de la papainacrudaa VITE Y PEREZ Secado por . 10/90 WN o
) ) 60 °C 4 horas 50 min Goma arabiga 838.36 TU/mg
partir del latex de papaya (carica papaya (2021) estufa (agente/muestra)
Ly
. o 130°C
“Extraccidn, caracterizaciony )
o 3 ) (entrada aire)
comparacion de latex obtenido, en secado ARANA Y No se Secado por ) 25/75 WV . 531.30+27.3
. ) 30°C o N 60 min Goma arabiga
por aspersion de tres variedades de QUIJANO (2012) (entradad indica aspersion (agente/muestra) TU/mg
entradade
papaya (carica papayal.)”
muestra)
“Estudio del proceso de secado del latex
) ) KURE Y YUGCHA 120°C Secado por o 25/75 WV o 672.92+ 32.54
de papaya (carica papayal.) deshidratado ) o No indica Goma arabiga
(2012) (entrada aire) aspersion (agente/muestra) TU7mg

por aspersion”
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6.3. Responsabilidad de ética de acuerdo a los reglamentos vigentes.

A efectos de cumplir con los criterios de evaluacion de la experiencia curricular
de desarrollo de tesis, nosotras Bach. Jaquelyne Pérez Diaz y Bach. Alicia
Milagros Vite Codarlupo, nos responsabilizamos por la informacion emitida en el
presente informe final de investigacion, de acuerdo al Codigo de Etica de la
Investigacion de la UNAC, emitido en la resolucion de Consejo Universitario N°

260-2019-CU.
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CONCLUSIONES

v' Las variables 6ptimas para la obtencién de la papaina a partir del latex de
papaya son: tiempo de centrifugado, concentraciéon del agente
encapsulante y tiempo de secado, las cuales mediante tratamiento de
datos en el programa MINITAB se demostré que, si son significativas para
el proceso, obteniendo una actividad proteolitica de 868.36 TU/mg.

v' En la etapa de centrifugacién del latex, el tiempo de centrifugado 6éptimo
es cercano a 50min para la separacion del liguido sobrenadante del latex.

v' En la etapa de micro encapsulacion, la concentracion del agente
encapsulante éptimo es cercano al valor de 10/90 W/V (2.11 g agente)
para la obtencion de la papaina.

v' En laetapa de secado, el tiempo de secado éptimo es el que se aproxima

mas al valor de 4horas para la obtencion de la papaina.
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RECOMENDACIONES

v' Se recomienda no exponer el latex a los rayos solares, ya que podria
oxidarse y perderia sus propiedades fundamentales para obtener una
papaina con alta actividad proteolitica.

v' Se propone realizar un estudio utilizando el secado por liofilizacién de la
enzima, para la obtencién de papaina refinada, en un rango mas reducido
a las variables optimas obtenidas, para la comparacion de la actividad
proteolitica.

v' Realizar un estudio para la implementacién de una planta piloto de
procesadora de papaina cruda, con fin de lograr la produccién a escala

comercial ahorrando divisas y la generacion de puestos de trabajos.
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ANEXOS

ANEXO A. Matriz de Consistencia

DETERMINACION DE LAS VARIABLES OPTIMAS PARA LA OBTENCION DE LA PAPAINA CRUDAA PARTIR DEL LATEX DE PAPAYA (Caricapapaya L.)

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES METODO DIMENSIONES
General General General Dependiente

¢Cuéles son las variables | Determinar las variables | Las variables Optimas para la | Obtencion de papaina
6ptimas parala obtencién de | 6ptimasdel proceso para la | obtencion de la papaina a partir | crudaa partir dellatex de | Y1: Efectividad de la Método analitico TU/mg
la papaina a partir del latex | obtencién de la papaina a | del latex de papaya son tiempo | papaya. papaina (Unidades de launidad de
de papaya? partir del latex de papaya. de centrifugado, concentracion de Tirosina TU) Tirosina (TU)

delagente encapsulante y tiempo

de secado; las cuales son

significativas para el proceso.

Especifico Especifico Especifico Independiente
+ ;Cudl es el tiempo de | » Determinarel tempo de | <« El tiempo de centrifugado * Tiempo de | X1:
centrifugado éptimo para el | centrifugado 6ptimo parael | Optimo varia entre (50 - 70) min centrifugacién del | Tiempo -Cronémetro Minutos
latex? latex. para la separacion del liquido latex.
sobrenadante del latex.
+ ;Cual es la concentracion | Determinar la
del agente encapsulant | concentracion del agente » La concentracion del agente * Concentracion del | X2: -Relacién WV WN
Optimo para la obtenciénde | encapsulante 6ptimo para | encapsulante 6ptimo varia entre agente encapsulant | Concentracion
la papaina? la obtencién de papaina. (10/90, 30/70) piv para la (goma arabica).
obtencion de la papaina.
* ;Cual seria el tempo de | < Determinareltiempode

secado adecuado para la | secadoadecuadoparala * El tiempo de secado * Tiempo de secado
obtencion de  papaina obtencidén de papaina optimo varia entre (3-4) horas X3: -Cronémetro Horas
cruda? cruda. parala obtencién de la papaina. Tiempo
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ANEXO B. Método analitico de la unidad de tirosina (TU)

METODO ANALITICO DE LA UNIDAD DE TIROSINA (TU)

Para efectos de mejor comprension se ha considerado realizar una division de

las diferentes etapas, las cuales corresponden a las siguientes: Preparacion de

los reactivos y ejecucion del analisis:

. Preparaciéon de reactivos:

1.1.

Sustrato de caseina

1) Anadiraproximadamente 800ml de aguaen un vaso de 2000ml y

2)

3)

4)

5)

herviren una placa con agitacion magnética.

En un vaso precipitado colocar 1.775 g de fosfato disédico
anhidrido con 100ml de agua destilada y agitar hasta disolver,
luego trasvasar a un matraz aforado de 250 ml disolver y enrazar
en agua destilada.

En un vaso de precipitado de 400 ml. Agregar 2.5 g de caseina
Sigma aldrich en 125 ml de la solucion de fosfato disddico
previamente preparada. Usar unabarra agitadora y un mezclador.
Cubrirla solucién con papel aluminio.

Colocar el sustrato de caseina en un bafio de agua hirviendoy
agitar de manera constante por 30 minutos. Asegurarse que el
agua no alcance el borde del vaso. Procurar colocar la cantidad
suficiente de agua para que el vaso este estable y no derrame su

contenido.
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6)

7

8)

9)

1.2.

Quitar el vaso de precipitado del agua hirviendo y enfriar a
temperatura ambiente en un bafio de agua fria con agitacion
constante.

En un vaso precipitado disolver 1.05 g de &acido citrico
monohidratado en 50ml de agua destilada transferir a un matraz
aforado de 100 ml y enrazar en agua destilada.

Ajustar el pH de la solucién de caseina (el pH original debe ser
cerca de 7.2) a 6.0 con la solucion de acido citrico, agregandolo
lentamente para evitar la destruccion de las proteinas (usar
aproximadamente 35 ml de acido).

Transferir la caseina a un matraz aforado de 250 ml y enrazar con
agua destilada.

Solucién bufer de Cisteina-Versene:

El siguiente procedimiento muestra el método de preparacion para dos

litros de bafer, volumen que variard segun las cantidades a utilizar.

1)

2)

3)

4)

5)

Colocar en un agitador magnético un vaso de precipitado de 1000
ml 0 mas.

Anadir aproximadamente 400 ml de agua destilada.

Agregar cuantitativamente:3,55 g de fosfato de sodio dibéasico
anhidrido 3,05 g de L-cisteina 7,00 g de EDTA.

Agitar todos los ingredientes hasta disolverlos.

Ajustar el pH del bafer a 6.0 con acido citrico monohidratado

previamente preparado.
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6) Transferirel bufera un matraz aforadode 500 ml y enrazaren agua
destilada.

7) Repetir el procedimiento anterior si necesita mas bufer.

1.3. Solucién de terminacion (TCA): Acido tricloroacético (30%)
Se requieren 18 ml para cada muestra.

1) Disolver 30 g de acido tricloroacético en un vaso de precipitacion
en 50 ml agua destilada, agitar y transferir a un matraz aforado de
100 ml. Diluiren mas agua.

ll.  Anélisis de la actividad enzimatica
2.1. Preparaciéon dela enzima

1) Disolver unacantidad apropiada de la enzimaen la solucion bufer
de Cisteina-Versene.

2) Usar el mismo bufer si requiere diluciones seriadas. La enzima
diluida debe ser usada en un lapso de 30 minutos.

3) La concentracion de la dilucion final deberd corresponder a una
absorbanciade aproximadamente 0.2600y a unaconcentracionde
entre 2.5 y 6.5 TU/ml (se recomienda utilizar concentraciones del
orden de 0.0005g/ml de bufer para realizar el analisis de papaina).

4) Calculoparala preparacion de la enzima:La Ec. 1 nosindicacomo

calcularla cantidad de enzima en gramos.

0.2600 x curva de tirosina
Peso de la muestra (g) = — .. EC1
TU/g (objetivo)

2.2. Evaluacién dela enzima:
Cada juego de pruebas consiste de 2 pruebas de enzimasy un blanco.

Proceda de la siguiente forma:
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1) Transferir 10.0 ml del sustrato de caseina en 3 tubos de 25 ml
etiquetados, dos para cada enzimay uno para el blanco.

2) Equilibrarlostubos a 40° C por aproximadamente 10 minutos.

3) Al tiempo cero iniciarel cronémetro y afiadir4.0 ml de la solucion
de la enzima al primer tubo. Cerrar el tubo e invertir suavemente
varias veces. Ponerel tubo en un bafio de agua a 40° C. Continuar
la adicidon de laenzima a cada tubo, excepto al blanco, a intervalos
suficientes (se recomienda 1 minuto).

4) Después de exactamente 60 minutos afiadir rApidamente a cada
tubo con la preparacion de la enzima 6.0 ml de la solucion TCA.
Agitar vigorosamente y regresar los tubos al bafio de agua por 30
minutos a 40° C para completar la coagulacién de la caseina
precipitada.

5) Para preparar el blanco afiadir 6.0 ml de solucién TCA al sustrato
de caseina seguido por 4.0 ml de enzima. Agitar vigorosamente y
regresar el tubo al bafio de agua por 30 minutos a 40° C para
completar la coagulacién de la caseina precipitada.

6) Al final de los 30 minutos remover cada tubo del bafio de agua y
permitir que se enfrien a temperatura ambiente.

7) Una vez frios filtrar a través de papel filtro Whatman #1 o
equivalente (los tubos pueden ser agitados antes de filtrarlos para
despegar la proteina precipitada). Filtrar de nuevo a través del

mismo papel filtro.
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8) Leer la absorbancia de los filtrados en unacubeta de 1 cm a 280
nm usando aire para iniciar el espectrofotdmetro en cero. Corregir
el valor de A280 de cada enzima sustrayendo la lectura del blanco
de cada muestra.

2.3. Lacurvadetirosina

1) Disolver 100 mg de L-tirosina en &cido clorhidrico 0.10 N (HCL)
luego ahiquediluira 1 L en un matraz aforado.

2) Preparar las siguientes soluciones usando HCI 0.10N como
diluyente. En la siguiente tabla se muestra la cantidad de tirosina

para preparar las soluciones a diferentes concentraciones:

., Dilucion de la Solucion
Concentracion L
Final (ug/ml) Madre de Tirosina
He (ml/ml)
25 25/100
50 50/100
75 75/100

3) Determinar espectrofotométricamente a 280 nm en una cubeta de
1cm laabsorbancia de las soluciones de tirosina a 25.0, 50.0, 75.0
y 100.0 pg de tirosina por ml. Use HCI 0.1N para iniciar el
instrumento en cero.

4) Graficar la absorbancia contra la concentracion de tirosina.

5) Determinar la pendiente en términos de absorbancia por ug de
tirosina (la pendiente debe caer entre 0.0064 y 0.0076).

2.4. Calculos
Definiciéon de unidad: Una unidad de potencia puede ser definida como

la unidad que al actuar sobre el sustrato de caseina bajo las
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condicionesespecificas produce un microgramo de tirosinapor minuto.
El ndmero de TU/g en una mezcla de digestion o contenida en la

cantidad preparada de enzima se calculacomo se indicaen la Ec.2:

TU D.F 20 1

_ = xX—

— Ec.2
mg 4 x60xpendiente ¢

1

D.F =
Concentracion final de la enzima (mg/ml)

Ec.3

Donde:

v 0.D. = Densidad optica de la prueba menos la densidad
Optica del blanco

v' D.F. = Factor de dilucion de la solucion de enzima
(1/concentracion final de la enzima)

v' 4 =Volumen de la solucién de enzima inyectada

v' 20 = Volumen total del sustrato, enzima y reactivo de
terminacion (TCA)

v" 60 = Duracién de la hidrdlisis en minutos

v' Pendiente = Pendiente obtenida de la curva de tirosina (ver
la curva de tirosina).

El nimero de TU por gramo de una preparacion de enzimaes

la actividad TU de la preparacion.

Por lo tanto:

o Absorbancia x factor de la curva de tirosina
Actividad UT = — - Ec.. 4
Concentracion final de la enzima (mg/ml)
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2.5. Exactitud de los parametros de prueba:
Rango: Las lecturas de absorbancia después de la correccién
con el blancodeben serde entre 0.150y 0.700 y pueden usarse
para encontrar la actividad aproximada de muestras
desconocidas. Sin embargo, la prueba final debe caer dentro
del rango de 0.200 a 0.500. Pruebas duplicadas a diferentes

niveles de enzimas no deberan variar por mas del 3%.
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ANEXO C. Equipos de laboratorio utilizados

Figura 22

Equipo de centrifugacion JANETZKIT25

Figura 23

Estufa marca MEMMER UF260




Figura 24

Bafio termostatico marca LAUDA AQUALINE AL 25

| 1
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‘m.u; GL-09-01 | 1

Figura 25

Balanza analitica de precisiéon marca SARTORIUS
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‘ ——— e
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Figura 26

Agitador magnético auto mixer, marca FISHERSCIENTIFIC

Figura 27

Potenciémetro, marca ORION
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Figura 28

Espectrofotémetro UV, marca ORION AQUAMATE
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ANEXOD. Evidencia fotografica de la experimentacion

Figura 29

Lavado de materia prima

Figura 30

Exudado y recoleccion de latex

e

gar
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Figura 31

Soliicion de latex acondicionada

Figura 32

Muestras acondicionadas con agente micro encapsulante
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Figura 33

Centrifugacion de muestras

Figura 34

Muestras listas para ingresar a la estufa en la etapa de secado
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Figura 35

Muestras para lecturas de absorbancia
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