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RESUMEN

La papaya es una fruta tropical de gran demanda a nivel mundial ya que de este
fruto se obtienen varios beneficios al consumirla, como a nivel industrial. En el
campo de la Biotecnologia en los ultimos afios se han realizado investigaciones
sobre este fruto especialmente de la extraccion de su latex que contiene varias
enzimas, una de ellas es la papaina que tiene varias aplicaciones especialmente

de uso comercial.

Para este estudio se probd el efecto de 3 grados de maduracion de la papaya:
verde, pintona y madura; y su efecto en la actividad enzimatica de la enzima
papaina. Se trabajo con 10 papayas como fuente de analisis para cada uno de los
tres grados de maduracion de la fruta, se recolecté el latex extraido de estas 10
papayas y se procedio al proceso de concentracion; posteriormente se obtiene un
concentrado en polvo donde se encuentra la enzima. Con este concentrado se
realizaron las pruebas de viscosidad en leche para las dos observaciones que se
evaluaron. Por tanto se trabajo con tres grados de maduracion de la papaya
(verde, pintona y madura) cada uno por duplicado, dando un total de seis
muestras.

Se selecciond la fruta para los tres grados de maduracion, para la extraccion del
latex se realiza pequefias incisiones a la piel de los frutos hasta obtener una leche
blanquecina, recogerla y secarla en una incubadora a 40°C por 3 a 4 horas y
media, dependiendo la cantidad de latex extraido; de esta manera se logra

concentrar la enzima y se la conserva en congelacion.

La evaluacion de la actividad enzimética se efectu6 mediante determinaciones de
viscosidad de leche obtenida por disolucion de leche en polvo afiadida a la misma
10ml de la solucion de 0,1g de la enzima disuelta en 100ml de acido acético; con
estos valores de viscosidad se realizaron curvas de Tiempo (s) vs. Viscosidad
(mPa*s), en los que se realizd una regresion exponencial obteniendo las

respuestas experimentales que fueron los valores de corte con el eje y.

En el andlisis estadistico efectuado se demuestra que la mejor muestra es la P1
que corresponde a papayas verdes, es decir, que tiene mayor actividad enzimatica

con relacion a los otros grados de maduracién de papayas.






CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 TEMA DE INVESTIGACION

“Extraccién, concentracién y cuantificacion de la actividad enzimatica de

la papaina a partir de la papaya (Carica papaya)”.

1.2PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.2.1 Contextualizacion

1.2.1.1 Macro

Realizada la revision bibliografica se obtuvo variedad de informacion con

referencia al tema de investigacion.

La biotecnologia consiste en la manipulaciéon de organismos vivos o de
productos de organismos vivos con el fin de obtener productos
deseables para el uso humano. (DORAN, P. 1995).

La generacion de tecnologias modernas surgid6 hace 30 afios

aproximadamente y constantemente ocurren nuevos descubrimientos



que facilitan cada vez mas el estudio y utilizacion de materia organica.
(Izquierdo, J.1995).

La industria biotecnologica ha crecido de US$ 8 billones en 1992 a US$
27.6 billones en el 2001, lo cual es un crecimiento sin precedentes de 3
veces. Las aplicaciones de la biotecnologia incluyen actualmente el
desarrollo de nuevos farmacos y proteinas recombinantes, la
produccion de vacunas; de agroquimicos como biofertilizantes y
biopesticidas; de nutracéuticos y cosméticos; produccion de cultivos
transgénicos, de enzimas industriales; y la produccién de
biocombustibles. En el ambito mundial, la mayor inversion de la
biotecnologia se ha centrado en las aplicaciones biofarmacéuticas.
(Roca, W. 2003).

La papaina es una enzima que se extrae de la papaya, con capacidad
de digerir las proteinas de los alimentos. Sus aplicaciones son en
distintas areas. Hoy se utiliza en la industria alimenticia como ablandador
de carnes y también en la clarificacion de cervezas y otras bebidas.

(Tecnoparque, 2010).

Son tantos los usos de la papaya que incluso en algunos paises de Asia,
Africa y Oceania destinan el fruto a la obtencion de latex; mientras que
sus aplicaciones alcanzan la industria textil, papelera y de cuero, asi

como la depuracion de residuos liquidos. (Tecnoparque, 2010).

Esta enzima es requerida en areas como la farmacéutica y la cosmética,
donde se utiliza en la fabricaciéon de cremas desmanchadoras de la piel,

gue consumen aproximadamente un 10% de la produccion mundial. Por



otra parte, la papaina es uno de los componentes utilizados por
laboratorios oftalmolégicos para fabricar tabletas enziméticas para la
limpieza de lentes de contacto. Paralelamente, se comienzan a descubrir
otras aplicaciones de la papaina en negocios como la industria textil para
macerar las fibras de lana y algodon, papelera, curtido de cuero, asi
como en procesos de depuracion de residuos liquidos y en investigacion

de quimica analitica. (Rossi, L. 2007).

También forma parte de suplementos dietarios, debido a su capacidad
de favorecer el proceso digestivo, y de procesos de depuracion de
aguas. El mercado mundial de la papaina se encuentra en miles de
toneladas, siendo el movimiento de divisas en varios cientos de millones

de ddlares (Tecnoparque, 2010).

1.2.1.2 Meso

A nivel del Ecuador se realiza investigacion con la intencién de contribuir
con el campo de la biotecnologia, lamentablemente no existen los
recursos necesarios que se quisieran tener, ademas de aparatos de alta
tecnologia con los cuales el pais no cuenta; sin embargo se realizan

investigaciones como se describe en la Figura 1 y Figura 2.
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Total de grupos: 25

Figura 1. Area general de investigacion en biotecnologia en el Ecuador.

Fuente: Estudio de las capacidades biotecnolégicas e institucionales para
el aprovechamiento de la biodiversidad en los paises de la Comunidad

Andina.
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O Cultivos agricolas y forestales
H Animal

O Biofarmacéutica

O Biopesticidas, biofertilizantes
B Enzimas industriales

O Nutracéutica

Numero de grupos: 26

Figura 2. Sector de investigacion y aplicacion biotecnolégica por los

grupos identificados en el Ecuador.

Fuente: Estudio de las capacidades biotecnoldgicas e institucionales para

el aprovechamiento de la biodiversidad en los paises de la Comunidad

Andina.

Segun datos del FUNDACYT, el mayor porcentaje de inversion en la
ciencia y tecnologia viene de parte de las universidades seguido por las

instituciones publicas, hay muy poca o nula inversiéon por parte del sector

privado como indica la Tabla 1.




Tabla 1. Gasto en Ciencia y Tecnologia por naturaleza de la Institucion en

Ecuador.

Naturaleza de la Institucion 1996 1998 2000

Universidades 23.60 25.90 45.80
Empresas 5.70 5.00

Instituciones privadas no comerciales  34.90 31.10 20.70

Instituciones publicas 35.90 38.00 33.60
Total 100.00 100.00 100.00
% en relacion al PBI 0.18 0.22 0.19

Fuente: FUNDACYT.

Se han efectuado investigaciones en babaco (Carica pentagona) en la
cual se realiza trabajos de post-cosecha: duracién post-cosecha del fruto
mediante control de gases atmosféricos, temperatura y humedad
relativa; desarrollo de productos como jugos concentrados, y aislamiento
y uso de las enzimas proteoliticas del latex. Esta investigacién es en
colaboracion con CIRAD (Francia) y Suecia (Universidad de Upsala). Es
financiado por el Banco Mundial y la participacion de productores y

procesadores del producto. (Roca, W. 2003).

Asi mismo, el mayor gasto en investigacion y desarrollo esta en el sector
de la agricultura, silvicultura y pesca (44% en el afio 1998).
(FUNDACYT).



Segun datos del 1l Censo Nacional Agropecuario, en Ecuador se
siembran 3,917 ha de papaya, de las cuales 1,608 ha se las cultivd bajo
el sistema de monocultivo en 1,543 Unidades de produccion
Agropecuaria (UPAs), mientras que 2.309 ha correspondieron a cultivos
asociados en 1,664 UPAs.

La papaya por ser un cultivo natural de los tropicos y subtrépicos se
adapta a una amplia variedad de climas y zonas donde se la siembre,
aunque prefiere las zonas calidas y con alta irradiacién solar. A nivel
nacional, Santo Domingo de los Tsachilas es la provincia que mas
produce papaya en monocultivo (30%) con una produccion de 316 ha,
distribuidas en 131 UPAs. Guayas es la segunda mayor productora de
papaya bajo el mismo sistema, con una superficie cosechada de 231 ha
repartidas en 373 UPAs. En el caso de estar asociada, la provincia de
Esmeraldas es la que mas area posee (17%), seguida de Morona
Santiago (16%), Manabi (14%) y Guayas (11%). (Wendt, J. 2002).

1.2.1.3 Micro

Tanto dentro de la Provincia de Tungurahua como en la ciudad de
Ambato no se registra ningun tipo de investigacion, datos estadisticos o
informacion bibliogréfica sobre la tematica de extraccion, concentracion
y actividad de enzimas; sin embargo dentro de la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos de la Universidad Técnica de Ambato se quiere
realizar esta investigacion para obtener nuevas metodologias,
informacion, valores coherentes sobre la actividad enzimatica que
pueda ayudar a futuras generaciones, abriendo un gran campo de

investigacion a la carrera de Ingenieria Bioquimica.



1.2.2 Anélisis Critico

1.2.2.1 Arbol de problema

. , Ocupacion de
No existencia
) ) Altos costos dela componentes
informacion S .
- adquisicion de la alternativos a las
suficiente sobre . :
) enzima enzimas naturales
enzimas : :
en las industrias

t

Desperdicio de
materia prima
existente en el pais
para esta industria

f f

f

Escasa industria nacional de produccion de enzimas naturales.

A

[ |

. Poco uso que se les Pocas carreras
Importaciéon de . : o :
Falta de . da a las enzimas universitarias afines
. R enzimas naturales .
investigacion . naturales en la a la tecnologia de
desde otros paises : : . .
industria nacional enzimas

Figura 3. Arbol de problema.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.

Problema: Escasa industria nacional de produccion de enzimas
naturales.

Causa: Importaciéon de enzimas naturales desde otros paises.

Efecto: Altos costos de la adquisicidon de la enzima.

Este estudio permite contribuir a que exista mas informacion sobre la
actividad enzimatica de la papaina, ya que no se ha realizado
investigacién sobre estas tematicas dentro de la Facultad de Ciencia e

Ingenieria en Alimentos (FCIAL) y en el pais en general.




Ejecutar las metodologias de diversos autores y adaptarlas a las
condiciones que ofrecen los laboratorios de la FCIAL, los cuales
permitiran obtener los resultados deseados relacionados con la

extraccion, concentracion y la actividad enzimatica de la papaina.

1.2.3Prognosis

De acuerdo al analisis critico realizado en el presente estudio de
investigacién, en el caso de no desarrollar dicho trabajo no se podra
obtener la informaciébn sobre extraccion de esta enzima y de su
concentracion que es un punto muy importante dentro de la Biotecnologia,
también no se conoceria sobre la medicion de la actividad enzimatica de
la papaina la cual es la que se desea obtener y analizarla, ademas de
aportar con nuevas metodologias las cuales podrian ayudar a nuevos
procesos de investigacion que son de suma importancia en el dentro de la
FCIAL.

1.2.4Formulacion del problema

El presente tema de investigacion trata de contribuir con el conocimiento
sobre la extraccion, concentracion y cuantificacion de la actividad
enzimatica de la papaina la cual es una enzima que se encuentra y se
extrae del fruto de la papaya (Carica papaya), ya que existe una
problematica que es el desconocimiento sobre extraccidn de enzimas
naturales y su tratamiento, sus aplicaciones que pueden ser en varias
aéreas como en alimentos, farmacéutica, cervecera, cosmética. En

Ecuador no existe este tipo de informacion por lo cual es de importancia



investigar y obtener resultados veraces los cuales ayuden a proximas

investigaciones.

Es por estos motivos que existe la necesidad de la extraccién de este tipo
de enzimas ya que son de gran utilidad comercial, ademas de abrir
nuevos campos dentro de la Biotecnologia que pueden ser aplicados

dentro de la carrera de Ingenieria Bioquimica.

1.2.5Preguntas Directrices

¢, Como se puede adaptar un método de extraccion de papaina?
¢, Cuanto de latex se extrae de las papayas?
¢ Como se puede adaptar un método de concentracion de papaina?

¢En qué momento se debe analizar la actividad enzimética de la

papaina?

¢La viscosidad es un método factible para medir la actividad de la

enzima papaina?

¢, Como determinar la cantidad de la enzima a ser utilizada en los

andlisis?

1.2.6 Delimitacién

e Campo: Biotecnologia

e Area: Ingenieria de las Enzimas
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e Aspecto: Actividad enzimatica

e Delimitacién Temporal: El trabajo de investigacion se realizara
desde Noviembre 2010 - Abril 2011.

e Delimitacién Espacial: Laboratorios de la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos, Universidad Técnica de Ambato.

1.3 JUSTIFICACION

El presente proyecto cubre un requisito basico para obtener el titulo de

Ingeniera Bioquimica.

Esta investigacién es de interés puesto que las enzimas son de gran
utilidad en diferentes areas como la alimentaria, textil, cosmética,
cervecera. Por consiguiente este estudio plantea la determinacion de
diferentes propiedades y caracteristicas de la papaina con el fin de que
los lectores de este trabajo tengan una vision clara del uso que se le

puede dar a esta enzima.

Es de importancia puesto que al no existir suficiente informacion sobre
este tipo de enzimas vegetales en el pais se contribuye con informacién
de tipo cientifico-técnica, la cual puede ser utilizada como una fuente

bibliografica para futuras investigaciones.

La investigacion es original ya que es un tema novedoso, poco explorado
y brinda una gran cantidad de conocimientos cientificos, los cuales son

faciles de comprender y desarrollar.

El proyecto a investigarse es absolutamente factible puesto que existe el

material bibliografico necesario que es una guia para la experimentacion y
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andlisis de los resultados, toda la disposicion por parte del investigador
para desarrollar de la mejor manera la investigacion y resolver el
problema planteado, los recursos tecnolégicos con los que cuenta la
Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos se adecuara segun las
necesidades de la investigacion, ya que no se cuenta con una tecnologia

de dltima generacion.

Esto brinda una iniciativa para que futuros egresados deseen seguir
investigando y desarrollando nuevas tematicas sobre obtencién enzimas
vegetales las cuales brindan un futuro muy promisorio dentro del area de

la Ingenieria Bioquimica.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

e Obtener papaina concentrada y evaluar su actividad enzimatica.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Adaptar un método de extraccién de papaina.
e Obtener un concentrado de papaina mediante el proceso de
secado.

e Analizar la actividad enziméatica de la papaina.

12



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE INVESTIGACION

La papaina se vende en forma liquida y pulverizada. Comunmente se
importa como materia prima y es procesada de acuerdo a las
especificaciones del usuario final. La fuerza de la papaina se mide en
Unidades de Tirosina (TU). De acuerdo a uno de los distribuidores en
Inglaterra, la papaina liquida de 70-75 TU se usa comunmente en las
cerveceras. Sin embargo, algunos compradores requieren fuerzas de
hasta 500-700 TU. Uno de los problemas mas grandes para los
compradores de papaina es la baja actividad enzimatica, causada por
almacenar el latex por mas de un dia mientras se acumula suficiente

stock para comenzar el proceso. (Fernandez, J. 2005).

Segun (Barahona. 1983) en el continente Americano los paises de
Estados Unidos, México y Chile son los mayores productores de la
enzima papaina extraida del fruto papaya.

La industrializacion de frutas en nuestro pais esta limitada hacia la
exportacion de jugos, concentrados, conservas y mermeladas, sin
considerar otros principios activos que contienen las frutas como
subproductos, sean estos proteicos o enzimaticos los cuales pueden ser

usados como colorantes, clarificantes, saborizantes y coadyuvantes de
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ciertas reacciones quimicas en la elaboracion de otros productos (Aguirre,
E).

La papaya al pertenecer a la familia de las caricaceas contiene en su
composicidon papaina que es una enzima proteolitica utilizada en la

industria cervecera y en la industria carnica (Barahona. 1983).

La papaina bruta, contiene un poco de agua, glacidos, acidos organicos y
una mezcla de enzimas, dénde destacan las denominadas proteasas que
actian rompiendo los enlaces peptidicos en cualquier lugar de la cadena
peptidica en la que se hallen situados (endopeptidasas).También contiene
pequefias cantidades de otros enzimas: papaya peptidasa A, lipasa y
lisozima (enzima que rompe las paredes de las células bacterianas).
(Chévez, 1998).

2.1.1 FUNDAMENTACION TEORICO-CIENTIFICA

2.1.1.1 Papaya

La papaya se obtiene del arbol conocido como papayo, originario de las
zonas tropicales de México y Centroamérica. Se cultiva en terrenos de
muy distinta naturaleza, pero es fundamental que éstos sean ricos en

materia organica y que contengan una humedad abundante.

La papaya fue descrita por primera vez en 1526 por el cronista espafol
Oviedo, quien la encontr6 en las costas de Panama y Colombia. Esta fue
cultivada rapidamente en los tropicos, ya que su distribucion,
indudablemente es auxiliada por la abundancia de semillas de

relativamente amplia viabilidad. Este fruto se ha adaptado en diversas
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regiones tropicales, particularmente en areas con suelos fértiles y lluvia

abundante. (Plan Rector del Sistema Producto Papaya, 2005).

La historia de la dispersion de la papaya, a grandes rasgos, inicia
aproximadamente en 1500, cuando los espafoles llevaron semillas a
Panama y Republica Dominicana. En el siglo correspondiente, marinos y
portugueses las llevaron a Filipinas, Malasia y la India. Para 1600
aproximadamente, estaban cultivando papayas en regiones célidas de
Sur y Centro América, Sur de México, las Antillas, Bahamas, Bermudas y
Florida. En ese siglo la semilla de papaya fue transportada de la India a
Napoles, Italia. A Hawai llegd entre 1800 y 1820. Hasta 1900, la semilla
de papaya fue llevada a Florida, probablemente de Bahamas. La variedad
Solo se cultiva en Hawai desde 1911, originaria de Barbados y Jamaica.
En 1978 se introdujeron a México las primeras semillas de la variedad
Maradol. (CONAFRUT, 2009).

En la actualidad el papayo se cultiva en forma comercial no solo en las
regiones de América, sino también en Africa, Asia, Australia, Filipinas, y
en los Estados Unidos (Hawai y Florida). (Plan Rector del Sistema
Producto Papaya, 2005).

2.1.1.1.1 Requerimientos Climéticos

El papayo es una planta tropical, puede cultivarse desde el nivel del mar
hasta los 1000 m.s.n.m., pero los frutos de mejor calidad y los
rendimientos mas altos se obtienen en altitudes por debajo de los 800

metros.
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A continuacion segun el articulo Plan Rector del Sistema Producto
Papaya realizado en 2005 se analizan los factores climaticos mas
importantes que influyen de manera decisiva en el desarrollo de este
cultivo, asi como las caracteristicas principales que debe tener un suelo

para que el cultivo produzca de manera exitosa.

2.1.1.1.2 Temperatura

Es el factor climatico limitante, que permite que este frutal se desarrolle o
no. El rango de temperatura es entre 22° y 30°C, pero su 6ptima es entre
23° y 26°C, temperaturas bajas inhiben su crecimiento y temperaturas
altas, le provocan abscision floral y bajas en la produccién. Caniculas y
sequias especialmente en la floracion ocasionan su caida y la planta llega

a suspender su crecimiento.

2.1.1.1.3 Humedad

El agua es el contribuyente principal de la planta; alrededor del 85% esta
compuesta por agua. La papaya, tanto en el proceso de germinacion,
vivero y primeros meses después de plantada, necesita para su
crecimiento y desarrollo una gran cantidad de agua, por lo cual en esta
fase se deben realizar riegos semanales. En la época seca y cuando la
lluvia no es adecuada, se debe recurrir al riego para mantener las plantas

con un buen desarrollo.

2.1.1.1.4 Luz
La papaya necesita abundante luz debido a su gran actividad
fotosintética. Es imposible desarrollar plantaciones con restricciones de

luz, pues las plantas serian alargadas y amarillas, sintomatologia esta de
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desnutricion, lo que trae como consecuencia un inadecuado desarrollo de

las plantas.

2.1.1.1.5 Suelos
Las principales caracteristicas que debe reunir un suelo para este cultivo
son las siguientes:

e Suelto y humedo.

e Con buen drenaje.

e Alto contenido de materia orgénica.

e Un pH que fluctie entre seis y siete.

e Suelos fértiles y profundos.

El suelo también puede ser mejorado, por lo cual no es de los factores

mas preocupantes cuando se planifica una plantacion.

2.1.1.1.6 Propiedades Medicinales

Los pediatras recomiendan el consumo de la fruta de papaya, en la dieta
del infante desde los primeros meses y el consumo en forma de jugos, a

partir de los 30 dias de nacido.

La papaya contiene una enzima llamada papaina, la cual ayuda a la
digestién de proteinas en el cuerpo. La papaya puede usarse para el

tratamiento de la diarrea, alergias, fiebre del heno e indigestion.

Dentro de otras propiedades de la papaya estan:
e Protege al cuerpo de la oxidacién, por lo tanto previene el

cancer
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e Ayuda a regular los niveles de colesterol

e Fomenta la absorcion de hierro

¢ Ayuda a la elaboracién y mantenimiento del colageno, proteina,
que es la base

e Parala unién de los tejidos

e Ayuda a aliviar la respiracion asmatica

e Ayuda a la recuperacion rapida por padecimientos de
neumonia, mononucleosis,

e Hepatitis y otras infecciones virales

Sin embargo el licopeno cumple con otras funciones especificas:

e Fortalece el sistema inmunoldgico

e Promueve la fertilidad, esencial para embarazos satisfactorios y
lactancia

e Necesario para la sintesis de proteinas

e Puede prevenir cancer del estdbmago, colon, recto, vejiga,
pechos, boca, eséfago, cérvix y pulmones

e Esencial para la sanidad de los ojos

e Requerido para la formacion de huesos y el desarrollo

¢ Reduce la oxidacion y dafio de las células nerviosas que ocurre
como resultado de golpes

e Mejora la actividad de la muerte natural de las células,
destruyendo a los

e Agentes invasores.

El licopeno, es el pigmento que le imprime el color rojo a la pulpa de la

papaya. Los cultivares hawaianos contienen entre 21 — 40 partes por
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millon. En los cultivares criollos de pulpa amarilla, los pigmentos (cripto
xantinas) estan presentes en una concentracion de 8.1 partes por millon.

La intensidad del color depende de la concentracion del pigmento, la cual
variard de una localidad a otra. En las pulpas rojas los carotenos
contienen un 10 % de los pigmentos, mientras que en pulpas anaranjadas
alcanzan un 30 %. La pulpa contiene muy pocos acidos organicos (0.099
%) y estos acidos son una mezcla de 50 % de acido citrico y 50 % de

acido maélico.

Tabla 2. Composicién Nutricional.

Componentes Contenido de 100 g de parie
comestible

Calorias 23 - 25
Carbohidratos 6.17-6.75¢
Ceniza 31-66¢
Fibra cruda 0.50-1.30¢g
Grasa total 0.50 - 0.96 g
Humedad 85.9-926¢
Proteina 0.34-0.81¢g
Acido ascérbico 35.50-71.30 mg
Calcio 12.90 - 40.80 mg
Fésforo 5.30 - 22.00 mg
Hierro 0.25-0.78 mg
Lisina 15-16 mg
Etionina 1mg
Niacina 227 - 555 mg
Riboflavina 0.24 - 0.58 mg
Tiamina 0.21 -0.36 mg
Triptofan 4-5mg
Vitamina A 700 1IU

Fuente: Profiagro.
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También tiene una pequefia dosis de azucares, nada de grasa o
colesterol.

Media papaya puede satisfacer las necesidades diarias de vitamina C de
una persona adulta, al tiempo que aporta pequefias dosis de Ca y Fe al

organismo.

Al igual que otras frutas que tienen pigmentacion anaranjada, la papaya
es una gran fuente de p-caroteno, un poderoso antioxidante. (ROSI, L.
2007)

2.1.1.2 La Papaya en el Contexto Mundial

A nivel mundial se dedican 50.22 millones de hectareas al cultivo de
frutas, de éstas 382 mil hectareas son de papaya; es decir, se destina a
su produccion el 0.76 por ciento de la superficie total fruticola.

Superficie cultivada con frutas a nivel mundial

19.39%

40.21%

14.97%

0.76%; gg9, 7 20% 10.48%

O Bananos y Platanos @ Uvas [0 Manzanas [0 Naranjas @ Mangos @ Papayas @ Otras

Figura 4. Superficie cultivada con frutas a nivel mundial.

Fuente: FAO, FAOSTAT.
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De acuerdo a los reportes de la FAO, durante el periodo de 1993 al 2003,

la superficie cultivada con papaya en el mundo ha tenido un incremento

del 43.2%, un comportamiento muy superior al que se observa en la

superficie global destinada a la fruticultura, cuyo promedio de crecimiento
fue del 13%.

Con respecto a la produccion mundial se pas6é de 3,942 miles de

toneladas obtenidas en el afio 1993 a 6,342 miles de toneladas en el afio

2003, es decir, se logré un incremento del 61 por ciento.

En

mundiales de papaya.

la siguiente tabla se demuestran

Tabla 3. Principales Exportadores Mundiales de Papaya.

los principales exportadores

Valor 2006 | Valor 2005 | Valor 2004 | Valor 2003 | Valor 2002
Posicion | Exportadores | en miles de | en miles de | en miles de | en miles de | en miles de
uss uss usSs Uss Uuss
1 México 63,021 63,153 72,722 44,122 28,989
2 Brasil 30,331 30,638 26,563 29,214 21,624
Estados
Unidos de 17,126 17,302 15,917 14,243 13,604
3 Ameérica
4 Malasia 13,960 15,518 21,893 26,528 26,300
5 Francia 3,484 3,282 2,806 1,214 2,153
6 Bélgica 2,296 2,579 3,006 693 1,054
7 Ecuador 2,242 1,902 2,057 1,051 200
8 Costa Rica 1,612 1,082 482 375 337
Costa de
9 Marfil 1,489 896 673
10 Fiji 1,421 604 634 663 316
11 Alemania 1,334 2,063 2,022 910 550
12 China 727 981 726 748 139
13 Colombia 309 207 319 279 470
14 Hong Kong 183 78 792 545 2,996

Fuente: TRADEMAP.
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México se ubica como el quinto pais a nivel mundial con mayor superficie
establecida, antecedido por Nigeria, la India, Indonesia y Brasil. Sin
embargo, hablando en términos productivos, es Brasil quién en el afio
2003 obtuvo el mayor volumen de produccién con un 25% del total
mundial, seguido por México que para ese afio produjo el 15% del total

mundial.

Tabla 4. Paises con mayor producciéon de papaya en el afio 2003.

Aiio 2003
Pais Superficie Produccion  Porcentaje de
cultivada (Ton) la produccion
(Ha) mundial
Nigeria 91,000 755,000 12
India 70,000 700,000 11
Indonesia 37,000 491,389 8
Brasil 36,000 1,600,000 25
México 26,327 955,694 15
Peru 13.000 170,000 3
Congo 12,488 210,305 3
Venezuela 11.480 175,137 3
Etiopia 11,127 230,540 4
Tailandia 10,500 125.000 2
Otros 62,813 929,053 15
Total 381,735 6,342,118 100

Fuente: FAO, FAOSTAT.

Los paises que lograron mayores rendimientos por hectarea en el afio
2003 son Belice (44.7 Ton/Ha), Brasil (44.4 Ton/Ha), Costa Rica (37.7
Ton/Ha) y México (36.3 Ton/Ha).
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Promedios de Rendimiento 1993-2003
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0 Belice B Brasil O CostaRica O Meéxico B Guatemala B China
H EUA O Colombia M Panama H Jamaica O Puerto Rico

Figura 5. Promedios de Rendimiento 1993-2003.
Fuente: FAO, FAOSTAT

Los reportes de las bases estadisticas de la FAO reflejan que hasta el afio
2002 ochenta y siete paises aportaban papayas al mercado de
exportaciéon mundial. EI mercado de exportacion de papaya en el mundo
en ese afo fue de un valor por 130.8 millones de délares. México,
Malasia, Brasil, Belice y los Estados Unidos fueron los paises
exportadores mas fuertes; cuya suma de sus exportaciones significo el
83% del total mundial.
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PRODUCCION MUNDIAL

2006
Posicidén

1 Brasil 1,573,819
2 Meéxico 805,672
3 India 783,383
4 Nigeria 759,000
5 Indonesia 548.657
6 Etiopia 259,174
7 Congo. Republica Dem del 217,900
8 Pern 171,055
9 Filipinas 157,269
19 Ecuador 42,796

Total I 4560484 [

Figura 6. Produccion Mundial de Papaya.
Fuente: FAO

Como podemos ver en el 2006 Brasil tuvo una produccion de 1573.819,
México con 805.672, India 783.383, Nigeria 759,000. y Ecuador en este
afio del 2006 se ubico en el puesto 19, y asi sucesivamente. Brasil
produce el 24% a nivel mundial, México con el 12%, India con el 12%,
Nigeria con el 12% y Ecuador con el 1%.

2.1.1.3 Papaya en Ecuador

Segun (Guananga y colaboradores, 2009), Ecuador exporta 69 tipos de
frutas, categorizadas en diferentes partidas arancelarias, principales frutas
ademas del banano: mango, pifia, maracuyd, papaya, melén, guayaba,

limoén, frutillas, entre otras.

El ingreso de las frutas ecuatorianas a los mercados internacionales, ha

sido una dura tarea, debido a la falta de tecnologia, financiamiento,
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promocion, infraestructura y conocimientos técnicos para sembrar,
mantener, comercializar y distribuir las cosechas; muchas empresas
ecuatorianas  pierden  competitividad internacional, debido al
desconocimiento de como poder cumplir con las exigencias y normativas
de los mercados demandantes de frutas; por lo tanto es necesario
implementar metodologias eficientes, que busquen mejorar los procesos

gue forman parte del sector productor de frutas.

A pesar de este entorno, nuestro pais cuenta con algunos sectores cuyos
productos tienen potencial para ingresar en los mercados internacionales,
uno de ellos es el sector productor de papaya, el mismo que para
incrementar la cuota de mercado ya lograda, debera suprimir dificultades
relacionadas a la distribucién, transportacion y formacion de canales de

comercializacion.

Para Ecuador el ingreso a un proceso de apertura comercial en lo que
respecta a los productos no tradicionales tales como la papaya ha
significado un crecimiento de saldos netos positivos de la balanza

comercial agropecuaria.

Los diferentes tipos de climas permiten el cultivo de una amplia variedad
de productos agricolas, siendo una gran ventaja y oportunidad de

desarrollo de la agroindustria en el pais.

La papaya en Ecuador es un producto de mucha tradicién, aunque su
cultivo a gran escala para la exportacion no ha alcanzado aun gran nivel.
La papaya de variedad criolla tiene una amplia tradicion de cultivo en los
pequefios productores, actualmente la papaya hawaiana solo sunrise, es

la variedad principal que se destina para la exportacion.
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El cultivo de papaya en Ecuador se esta desarrollando aceleradamente,
especialmente en las zonas de Santo Domingo, via Quevedo, Guayas,
Santa Elena, entre las zonas mas relevantes, siendo una de las razones
de la expansién de este cultivo es su alto consumo como fruta y las

oportunidades de exportacion que se le estan abriendo.

Guayas provincia que se destaca principalmente por su desarrollo
productivo y econdémico, su desarrollo agricola es amplio, ligado a la
vanguardia tecnologica y conocimientos técnicos que dia a dia son

adquiridos.

Santa Elena es una provincia novel que se encuentra ubicada a 120km de
la ciudad de Guayaquil, que antes pertenecié a la provincia del Guayas,
ha sido agricola por mucho tiempo, pero en los Ultimos afios pocos
sectores han recibido el apoyo econdémico, tecnoldgico, educativo y social
que le permita mantener esta tradicion ancestral. (Guananga Yy

colaboradores, 2009).

2.1.1.3.1 Agroecologia

Segun (Guananga y colaboradores, 2009), en Ecuador existen
extensiones considerables con aptitud para la produccién de papaya, en
las zonas tropicales y subtropicales de clima y suelo, algunas de las

cuales ya se esta desarrollando el cultivo.

e Clima: Calido, humedo, subtropical ;

e Temperatura: 23-28 ¢

¢ Heliofania(luminosidad):1500 horas anuales;
e Humedad:90% a 100%
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Pluviosidad:900-1000 mm;
Altitud:0-600 msnm;
Formacion ecolégica: Bosque seco humedo(bs-h) y muy

hamedo premontano; bosque seco(bs) y humedo tropical(bh-t)

2.1.1.3.2 Definicion de problemas actuales

La exportacion de la papaya ecuatoriana es un reto dificil para
muchos productores debido a las nuevas tendencias
comerciales, cambios cientificos, tecnolégicos de la agricultura
y altas exigencias de los mercados internacionales en lo que
respecta a requerimientos técnicos y sanitarios de los paises
importadores de esta fruta, a pesar de contar con productos de
gran peso, el pais no ha logrado implementar reales
estrategias comerciales que le permitan aprovechar de su
condicion de lider en estos mercados, la promocién de
exportacion de la papaya ha sido en algunos casos dispersa y
limitada.

Generalmente se cumplen muchos de los requerimientos,
exigidos por los mercados internacionales, pero aun asi es
necesario hacer de cada actividad relacionada con la
exportacion de papaya, verdaderos procesos eficaces y
eficientes.

Uno de los procesos, cuya deficiencia, incide en mayor
magnitud en los resultados comerciales con los mercados
internacionales ya establecidos, es el logistico; ya que de la
agilidad y fiabilidad de las cadenas de abastecimientos y
comercializacion dependen en gran medida el desarrollo y

crecimiento de las exportaciones de esta fruta no tradicional en
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el Ecuador.- por lo tanto nuestro estudio se centrara en las
Provincias del Guayas y Santa Elena, que aportan entre el 50 %
y el 70% de su produccion a las exportaciones ecuatorianas de
la papaya.

e [Ecuador junto con otros paises de la América tropical, poseen
dentro de sus territorios recursos naturales vegetales, diferentes
especies, fruticolas propias de la region como son las
cucurbitdceas, sapotadeas etc. Las mismas que han sido
tomadas poca atencion por parte de los inversionistas agricolas,
pero debido a la creciente y gran aceptacion que tienen en los
mercados internacionales, pasaran a formar partes de los
principales rubros de exportacion de productos no tradicionales
en el Ecuador. (Guananga y colaboradores, 2009).

2.1.1.4 Enzimas

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que catalizan
reacciones quimicas, siempre que sean termodinamicamente posibles.
Una enzima hace que una reaccién quimica que es energéticamente
posible pero que transcurre a una velocidad muy baja, sea cinéticamente
favorable, es decir, transcurra a mayor velocidad que sin la presencia de
la enzima. En estas reacciones, las enzimas actian sobre
unas moléculas denominadas sustratos, las cuales se convierten en
moléculas diferentes denominadas productos. Casi todos los procesos en
las células necesitan enzimas para que ocurran a unas tasas
significativas. A las reacciones mediadas por enzimas se las

denomina reacciones enzimaticas.
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Debido a que las enzimas son extremadamente selectivas con sus
sustratos y su velocidad crece s6lo con algunas reacciones, el conjunto
de enzimas sintetizadas en una célula determina el tipo

de metabolismo que tendra cada célula. (Gacesa, P.1990).

Como todos los catalizadores, las enzimas funcionan disminuyendo
la energia de activacion de una reaccion. Las enzimas no alteran el
balance energético de las reacciones en que intervienen, ni modifican, por
lo tanto, el equilibrio de la reaccién, pero consiguen acelerar el proceso
incluso millones de veces. Una reaccion que se produce bajo el control de
una enzima, o de un catalizador en general, alcanza el equilibrio mucho

mas de prisa que la correspondiente reaccidn no catalizada.

Al igual que ocurre con otros catalizadores, las enzimas no son
consumidas por las reacciones que catalizan, ni alteran su equilibrio
quimico. Sin embargo, las enzimas difieren de otros catalizadores por ser
mas especificas. Las enzimas catalizan alrededor de 4.000 reacciones
bioquimicas distintas. No todos los catalizadores bioquimicos son
proteinas, pues algunas moléculas de ARN son capaces de catalizar

reacciones.

La actividad de las enzimas puede ser afectada por otras moléculas.
Los inhibidores enzimaticos son moléculas que disminuyen o impiden la
actividad de las enzimas, mientras que los activadores son moléculas que
incrementan dicha actividad. Asimismo, gran cantidad de enzimas
requieren de cofactores para su actividad. Muchas drogas o farmacos son
moléculas inhibidoras. Igualmente, la actividad es afectada por la
temperatura, el pH, la concentracion de la propia enzima y del sustrato, y

otros factores fisico-quimicos. (Carrera, J. 2003).
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2.1.1.4.1 Tipos de Enzimas

El nombre de una enzima suele derivarse del sustrato o de la reaccion
quimica que cataliza, con la palabra terminada en-asa. Por
ejemplo, lactasa proviene de su sustrato lactosa; alcohol
deshidrogenasa proviene de la reaccion que cataliza que consiste en
"deshidrogenar" el alcohol; ADN polimerasa proviene también de la

reaccion que cataliza que consiste en polimerizar el ADN.

La Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular ha
desarrollado una nomenclatura para identificar a las enzimas basadas en
los denominados Numeros EC. De este modo, cada enzima queda
registrada por una secuencia de cuatro numeros precedidos por las letras
"EC". El primer ndmero clasifica a la enzima segin su mecanismo de

accion.

Tabla 5. Clasificacion de las enzimas existentes en la actualidad.

Grupo Accion Ejemplos
EC1. Catalizan reacciones de Dehidrogenasas
Oxidoreductasas oxidorreduccion. Tras la accion

. . Aminooxidasa
catélica quedan modificados en su

grado de oxidacion por lo que debe Deaminasas
ser transformados antes de volver a
Catalasas
actuar de nuevo.
EC2. Transfieren Transaldolasas

grupos activos (obtenidos de la
Transferasas _ ] Transcetolasas
ruptura de ciertas moléculas) a

otras sustancias receptoras. Suelen
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actuar en procesos de
interconversiones de azucares, de

aminoacidos, etc

Transaminasas

EC3. Verifican reacciones de hidrélisis Glucosidasas
. con la consiguiente obtencion de _
Hidrolasas Lipasas
monomeros a partir de polimeros.
Suele ser de tipo digestivo, por lo Peptidasas
gue normalmente actian en primer
Esterasas
lugar
Fosfatasas
ECA4. Actuan sobre determinadas Isomerasas de
moléculas obteniendo de ellas sus {
Isomerasas azucar
isdbmeros de funcion o de posicion. _
Epimerasas
Suelen actuar en procesos de
interconversion Mutasas
ECS. Realizan la degradacién o sintesis Aldolasas
: (entonces se llaman sintetasas) de .
Liasas _ Decarboxilasas
los enlaces denominados fuertes
sin ir acoplados a sustancias de
alto valor energético.
EC6. Realizan la degradacién o sintesis Carboxilasas
. de los enlaces fuertes mediante el ) )
Ligasas Peptidosintetasas

acoplamiento a sustancias ricas en
energia como los nucleosidos del
ATP

Fuente: Rodwell y colaboradores. (2006).
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2.1.1.4.2 Papaina

Es una proteina de 212 aminoacidos, que se encuentran enrollados en 2
partes separadas por un puente que tiene un lugar activo con un grupo tiol
(SH) libre.

Es una enzima de baja especificidad que hidroliza tanto las proteinas
como los péptidos de pequefio tamafio, amidas y ésteres.
Preferentemente actia sobre los aminoacidos bésicos, Leu, Gly, Arg, Lis
y Phe; su ecuacién es (EC 3.4.22.2). (Taboas, S. 2002).

La papaina que se extrae de la papaya es una enzima proteolitica, es
decir, con capacidad para digerir las proteinas de los alimentos. Similar a

la pepsina, una enzima que esta en nuestro jugo gastrico.

Esta enzima se consigue por la extraccion del latex, que es un liquido
blanco obtenido mediante cortes en los frutos inmaduros a la superficie de
la papaya. Luego, en laboratorio, se separa la enzima y se purifica hasta

alcanzar un nivel 6ptimo de calidad para la comercializacion y uso.
Las enzimas papaina y quimopapaina son las principales proteasas del

latex (10 y 45% de la proteina soluble), el cual contiene también lisozima
(20%). (Carrera, J. 2002).
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Figura 7. Estructura de la enzima Papaina.
Fuente: Enzimas Proteoliticas, 2009.

Asni75

Figura 8. Cys25, His159 y Asn175 forman la triada catalitica.
Fuente: Enzimas Proteoliticas, 2009.
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2.1.1.4.2.1 Usos

Al ganado vacuno que se sacrificara se le inyecta la papaina media hora
antes, para suavizar aun mas la carne que normalmente es suave; la
carne tratada con papaina nunca se debe comer medio cocida, debe ser
cocinada suficientemente para inactivar la enzima; la lengua, higado y
rifones de animales inyectados se deben comer rapidamente después de
cocinarlos por ser alimentos altamente perecederos. En la industria se
utiliza para rasurar las pieles antes de la coloracion y sirve como elemento
adjunto en el proceso del caucho. Es aplicada en el higado de los atunes
antes de la extraccion del aceite que de esta forma es enriguecido en
vitaminas A y D,. Se le encuentra en las pastas de dientes, cosméticos y
detergentes, asi como en farmacos para auxiliar la digestion. (Morton, J.F.
1987).

Las enzimas importantes para ablandar carne son proteasas de origen
vegetal o de microorganismos (Bacillus subtilis y Aspergillus oryzae). Las
enzimas se inyectan antes del sacrificio al animal o se trata la carne con
las enzimas antes de cocerla, con lo que se logra un franco

ablandamiento sin provocar una protedlisis importante. (Cabra, J.1997).

La papaina actia atacando por proteolisis las fibras musculares y los
compuestos del tejido conectivo tales como el colageno y la elastina,
logrando asi un relajamiento en los enlaces peptidicos de las proteinas.
(ROSI, L. 2007).

La enzima es muy apreciada en la industria cosmética se aprovecha su

poder desmanchador y cicatrizante.

34



En la industria farmacéutica resalta su ultima utilizacion en medicinas para
la digestion, disolver membranas en difteria y reducir la hinchazon, fiebre

y adhesiones post cirugia.

2.1.1.5 Viscosidad

En los liquidos, el pequefio rozamiento existente entre capas adyacentes
se denomina viscosidad. Es su pequefia magnitud la que le confiere al
fluido sus peculiares caracteristicas; asi, por ejemplo, si arrastramos la
superficie de un liquido con la palma de la mano, las capas inferiores no
se moveran o lo hardn mucho mas lentamente que la superficie ya que
son arrastradas por efecto de la pequefia resistencia tangencial, mientras

gue las capas superiores fluyen con facilidad.

Cabe sefialar que la viscosidad soOlo se manifiesta en fluidos en
movimiento, ya que cuando el fluido esta en reposo adopta una forma tal
en la que no actuan las fuerzas tangenciales que no puede resistir. Es por
ello por lo que llenado un recipiente con un liquido, la superficie del mismo
permanece plana, es decir, perpendicular a la Unica fuerza que actia en
ese momento, la gravedad, sin existir por tanto componente tangencial

alguna.

Si la viscosidad fuera muy grande, el rozamiento entre capas adyacentes
lo seria también, lo que significa que éstas no podrian moverse unas
respecto de otras o lo harian muy poco, es decir, estariamos ante un

sélido. Si por el contrario la viscosidad fuera cero, estariamos ante
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un superfluido que presenta propiedades notables como escapar de los

recipientes aunque no estén llenos.

Las unidades de la viscosidad en el Sl son Pas. Asi, para conocer el
comportamiento viscoso de un liquido es necesario determinar el esfuerzo
de corte y la rapidez de deformacion. Estas cantidades dependen del area
de contacto, de la fuerza necesaria para mover la placa superior a una
velocidad constante v y del espaciamiento entre las placas. En este
analisis se considera que se mantienen las mismas condiciones

termodinamicas de presion, volumen y temperatura. (Méndez, A.2009).

2.1.1.5.1 Viscosidad Absoluta o Dinamica

Es la fuerza tangencial por unidad de area, de los planos paralelos por
una unidad de distancia, cuando el espacio que los separa esta lleno con
un fluido y uno de los planos se traslada con velocidad en su propio plano
con respecto al otro también denominado viscosidad dinamica; coeficiente

de viscosidad.

La unidad de viscosidad dindmica en el sistema internacional (Sl) es el
pascal segundo (Pa.s) o también newton segundo por metro cuadrado
(N.s/m?), o sea kilogramo por metro segundo (kg/ms): Esta unidad se
conoce también con el nombre de poiseuille (Pl) en Francia, pero debe
tenerse en cuenta que no es la misma que el poise (P) descrita a

continuacion:
El poise es la unidad correspondiente en el sistema CGS de unidades y

tiene dimensiones de dina segundo por centimetro cuadrado o de gramos

por centimetro cuadrado. El submdltiplo el centipoise (cP), 107 poises, es
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la unidad mas utilizada para expresar la viscosidad dinamica dado que la
mayoria de los fluidos poseen baja viscosidad. La relacion entre el pascal

segundo y el centipoise es:

1Pa.s = 1 N.s/m? = 1 kg/(m.s) = 10° cP
1cP = 10" Pa.s

2.1.1.5.2 Viscosidad Cinematica

Es la razén de viscosidad a densidad de masa. En el sistema
internacional (SI) la unidad de viscosidad cinematica es el metro cuadrado
por segundo (m?/s). La unidad CGS correspondiente es el stoke (St), con
dimensiones de centimetro cuadrado por segundo y el centistoke (cSt),
1072 stokes, que es el submuiltiplo mas utilizado. (Viscosidad. 2008).

1m?/s = 10° cSt
1¢St = 10° m?/s

2.1.1.5.3 Viscosimetro

El viscosimetro es un instrumento para medir la viscosidad de un fluido.
Los viscosimetros definen las propiedades viscosas de un fluido a
temperaturas ambiente o a distintas temperaturas segun sea el equipo;
comunmente en la forma de un tubo capilar calibrado, a través del cual un

liquido pasa a una temperatura controlada, en un tiempo especifico.
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2.1.1.5.3.1 Viscosimetro de tubo capilar

Consiste en dos recipientes conectados por un tubo largo de diametro
pequefio conocido como tubo capilar. Conforme al fluido fluye a través del
tubo con una velocidad constante. El sistema pierde energia, ocasionando
una caida de presién. La magnitud de la caida de presién esta

relacionada con la viscosidad del fluido. (Viscosidad. 2008).

2.1.1.5.3.2 Viscosimetro de Oswald-Cannon-Fenske

En esencial el viscosimetro es un tubo “U” una de sus ramas es un tubo
capilar fino conectado a un deposito superior. El tubo se mantiene en
posicion vertical y se coloca una cantidad conocida del fluido él depdsito
para que luego fluya por gravedad a través de un capilar. Los
procedimientos exactos para llevar a cabo estas pruebas estandar dado
en los estandar de la American Society For Testing and Materials.
(Viscosidad. 2008).

2.1.1.5.3.3 Viscosimetro de caida libre

Consiste en varios tubos llenos con liquido “estandares” de viscosidades
conocidas con una esfera de acero en cada tubo. El tiempo necesario
para que la esfera recorra la longitud total del tubo depende de la
viscosidad del liquido. Si se coloca la muestra en un tubo analogo es
posible aproximar el valor de la viscosidad por comparacion con los otros
tubos. (Viscosidad. 2008).
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2.2 FUNDAMENTACION FILOSOFICA

El perfil de investigacion cientifica tiene un fundamento de caracter
académico—cientifico, con clara predisposicion dialéctica en la que

predomina el andlisis, la sintesis, la induccién y la deduccion.

El andlisis porque permite desglosar las partes del tema investigativo y
someterlo al crisol de la ciencia. El sintético por cuanto se abstrae el
conocimiento para poder llegar a generalizaciones. Es inductivo porque
vamos de lo particular a lo general en el proceso de investigacion. Es
deductivo por cuanto en algunas etapas de la investigacién se ha iniciado

de lo general a lo particular.

La investigacion realizada, esta colocado en un paradigma positivista, el
cual indica que la realidad es Unica, puede ser fragmentada para su
analisis y las partes pueden ser manipuladas independientemente. De
acuerdo con la concepcion dialéctica del conocimiento existen multiples
realidades construidas por cada persona, por lo tanto, el estudio de una
parte esta influenciada por el estudio de las otras partes de esa realidad.

Este enfoque considera que es posible establecer leyes generales, que
son permanentes independientemente del tiempo. En la concepcion
dialéctica del conocimiento no podemos admitir la posibilidad de hacer
generalizaciones. Hay que trabajar con hipétesis de trabajo limitadas a un

tiempo y a un espacio especifico.
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2.3FUNDAMENTACION LEGAL

El tema de investigacion esta enmarcado en un campo nuevo en el pais
por lo que no existe condiciones legales para este tipo de enzima. A nivel
internacional existen reglamentaciones a las que no se puede acceder por
motivos econdmicos.

2.4CATEGORIAS FUNDAMENTALES

2.4.1 Diagrama de flujo para la extracciéon de la enzima

EXTRACCION DE LA
ENZIMA

v

LAVAR

v

CORTAR

v

EXTRAER

Figura 9. Diagrama de Procesos de extraccion de la enzima.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.

En la Figura 9, se describe el proceso de extraccidén de la enzima a partir

de la fruta, las etapas se detallan a continuacion:
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Lavar: Se lavo la fruta a utilizarse de una manera exhaustiva, hasta que

quede libre de cualquier impureza fisica.

Cortar: Se realizd el corte longitudinal de cuatro a seis incisiones
longitudinales de 2mm con un cuchillo de acero inoxidable.

Extraer: Se extrajo el latex del corte anterior y se lo recogié en una

capsula de porcelana previamente registrando su peso.

2.4.2 Diagrama de flujo para la fase de concentraciéon de la enzima

papaina

CONCENTRACION

v

PESAR
40°C ]
SECAR

v

MOLER
-4°C a -10°C - 4
ALMACENAR

Figura 10. Diagrama de Procesos de la concentracion de la enzima.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.
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En la Figura 10, se describe el proceso de concentracion de la enzima, las

etapas se describen a continuacion:

Pesar: El latex colocado en la capsula de porcelana fue pesado en una

balanza analitica.

Secar: Para el secado del latex extraido se utilizé una incubadora, a la
temperatura de 40°C para evitar la desnaturalizacion de la enzima, el
tiempo de duracién de este proceso es de 3 a 4 horas y media
dependiendo de la cantidad de latex que se vaya a secar. En el momento
en el que el latex no se pegue y este en forma granulada, esto quiere

decir que el proceso de secado ha finalizado.

Moler: Con un pistilo se procedié a moler los granulos de latex secos

hasta que se pulvericen.

Almacenar: Se coloc6 el polvo en un recipiente de vidrio oscuro bien
sellado. Se almacend el recipiente en el congelador de -4°C a -10°C, para

una mejor conservacion de la enzima.
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2.4.2 Diagrama de flujo para la determinacion de la viscosidad

DETERMINACION DE LA
VISCOSIDAD
15.5g Leche en polvo 5 30°C
108ml Agua SOLUCION 1 g Agitacion constante
A
0.1g Enzima . o
100ml Acido Acético SOLUCION 2 —»  Agitacion constante
108ml solucion 1 < 20°C
10ml solucién 2 ] SOLUCION 3 g Agitacion constante

Cada 2 minutos
10 ml solucién 3 o MEDIR > 20°C
Viscosimetro de Cannon

REPORTAR LOS DATOS

Figura 11. Diagrama de Procesos de la determinacion de la viscosidad.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.

En la Figura 11, se describe el proceso de determinacion de la viscosidad
para determinar la actividad de la enzima, las etapas se describen a

continuacion.
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Preparar el equipo: Se utilizd un viscosimetro de Cannon, manteniendo

la temperatura en 20°C en un bafio maria.

Preparar solucion 1: Se pes6 15.5g de leche en polvo y se mezclé con
108 ml de agua a 30°C.

Preparar solucién 2: Se pes6 0.1g de la enzima papaina y se mezclé

con 100 ml de &cido acético (vinagre, HEINZ al 5%).

Preparar solucion 3: A la solucién 1 se baj6 la temperatura a 20°C y se
le afiadi® 10 ml de la solucibn 2. A esta solucidbn se la mantuvo en

constante movimiento y con la temperatura en 20°C.
Medir: Cada 2 minutos se sacaron 10ml de la solucién 3 y se realiz6 la

medicion utilizando el equipo descrito anteriormente. Los datos se fueron

reportando hasta que se obtuvieron valores constantes.
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2.4.4 Red de inclusién

Superordinacion

Cultivos de
papaya en
Ecuador

Tipo de
papaya

Estado de
maduracioén
de la papaya

Supraordinacion

RN

Actividad
enzimatica de la
papaina
Cinética
enzimatica

Tecnologia
de enzimas

A

Variable independiente

Figura 12. Inclusiones Conceptuales.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.
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2.5 HIPOTESIS

Ho: La madurez del fruto no influye sobre la actividad enzimatica de la

papaina.

Hi: La madurez del fruto influye sobre la actividad enzimética de la

papaina.

2.6 SENALAMIENTO DE VARIABLES

Variable Independiente: Grado de maduracion de la papaya.

Variable Dependiente: Actividad enzimatica de la papaina.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1 MODALIDAD BASICA DE LA INVESTIGACION

El presente tema de investigacion tiene un enfoque constructivista con un
criterio de juicio critico y propositivo, es constructivista porque los
conocimientos y la investigacién es fruto de la revision bibliografica del

autor.

Tiene juicio critico porque refleja el nivel de conocimiento adquirido en los
diferentes semestres que oferta la FCIAL y es propositivo porque se

registra una solucion al problema investigado.

El tema de investigacion tiene un sustento bibliografico—-documental y de
campo; es bibliografico porque se consultara libros, textos, revistas,
folletos, internet. Es documental porque se revisard archivos vy
documentos que facilitaran el desarrollo de la investigacion. Es de campo
porque el perfil se elaborara en el lugar en el cual se produce el objeto de

estudio.
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3.2NIVELES O TIPO DE INVESTIGACION

El trabajo de investigacion tiene los siguientes niveles: Exploratorio,
Descriptivo, Correlacional o Asociacion de Variables; es exploratorio
porque permite desarrollar temas nuevos o poco conocidos; es descriptivo
porque desarrolla ampliamente criterios y contenidos. Y es correlacional o
asociacion de variables porque permite confrontar a la variable
independiente con la variable dependiente, puesto que su objetivo global
es valorar el comportamiento de una de las variables en funcion de las

otras y su grado de relacion entre si; ademas que nos permite:

e Analisis de correlacién de variables.

e Medicion cuantitativa de resultados.

3.3 POBLACION Y MUESTRA

De acuerdo al problema de investigacion planteado “Escasa industria
nacional de produccion de enzimas naturales”, en funcion de establecer la
relacion entre: grado de maduracibn de la papaya y la actividad
enzimatica de la papaina, se considera apropiado aplicar un Disefio de Un

Factor Completamente Aleatorizado.

Se realizaron los experimentos para determinar la actividad enzimatica
mediante la determinacion de viscosidad obtenida por disolucion de leche
en polvo con la enzima afiadida a esta. Se traté de probar el efecto de los

3 grados de maduracién de la papaya:

48



P 1= verde
P 2= pintona
P 3= madura

Se trabajé con 10 papayas como fuente de analisis para cada uno de los
tres grados de maduracion de la fruta, se recolectd el latex extraido de
estas 10 papayas y se procedi6 al proceso de concentracion;
posteriormente se obtiene un concentrado en polvo donde se encuentra la
enzima. Con este concentrado se realizaron las pruebas de viscosidad en
leche para las dos observaciones que se evaluaron. Por tanto se trabajo
con tres grados de maduracion de la papaya (verde, pintona y madura)

cada uno por duplicado, dando un total de seis muestras.
Con este analisis se llegé a cuantificar la actividad enzimatica de la

enzima papaina, que es la respuesta experimental.

3.3.1 Unidad Experimental

Papayas para cada indice de maduracion.

3.3.2 Respuesta experimental

Durante el proceso de determinacién de la viscosidad.

Se toman las muestras de leche cada 2 minutos, se mide el tiempo de
elucién de las muestras, se registran los datos y se va realizando una

curva de tiempo vs viscosidad.
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La respuesta experimental con la que se trabajo es el valor del corte en el
eje “y” de la regresion exponencial realizada con los valores del tiempo y
de la viscosidad, que se obtuvieron luego de los experimentos con cada
una de las soluciones de las enzimas para cada grado de maduraciéon de

la papaya.

3.3.3 Analisis Funcional
Se realizdé analisis de varianza y prueba de comparacion mdultiple de
Tukey (5% significancia) para verificar que existe diferencia significativa

del analisis anteriormente planteado.
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3.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.4.1. Variable Independiente

Tabla 6. indice de maduracion de la papaya.

Conceptualizacion | Dimensiones Indicadores | items Téc-
Bésicos Instrumentos
La papaya es un | Variedad de Papaya | Verde ¢El indice | Internet
fruta rica  en | nacional ) de Libros
. . - ) Pintona » .
contenido de | Clima: Calido, huamedo, maduracion | Revistas
papaina que es | subtropical ; Madura de la
una enzima | Temperatura: 23-28 °C papaya
proteolitica, que | Heliofania(luminosidad):1500 afecta a la
dependiendo del | horas anuales. cantidad de
indice de | Humedad:90% a 100% latex
maduracion esta | Pluviosidad: 900-1000 mm. extraido?
fruta no se | Altitud: 0-600 msnm. _
_ . o ¢El tipo de
conoce cambios | Formacion ecologica:
- , papaya
en la actividad | Bosque seco humedo (bs-h) N
o ] utilizada
enzimatica. y muy humedo premontano; )
] influye en la
bosque seco (bs) y humedo o
_ actividad
tropical (bh-t). o
enzimética?

Elaborado por: Cristina Villavicencio.
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3.4.2. Variable Dependiente.

Tabla 7. Actividad Enzimatica de la papaina.

Conceptualizacion | Dimensiones | Indicadores | items Téc-
Bésicos Instrumentos
Analizar la | Papaina Viscosidad | ¢Qué es la
. . Método de
actividad papaina?
L coagulacion
enzimatica de la ) 9
] ¢COmMo  se | ge |eche (Balls
papaina.
da l2 | and Hoover)
actividad con
enzimatica? | modificaciones
2Qué es la segun las
viscosidad? necesidades

del estudio.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.
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3.5 PLAN DE RECOLECCION DE INFORMACION

Las técnicas utilizadas para la recoleccion de la informacion seran la
observacion directa puesto que estard en contacto con el objeto de
estudio en escenarios y ambientes debidamente preparados y equipados
para realizar la investigacion que conduzca a la comprobacion o rechazo

de las hipoétesis planteadas.

3.6 PLAN DE PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

3.6.1 Procedimiento

e Estudio profundo y analisis de la informacion recolectada.
e Obtencion de datos por duplicado para evaluar la confiabilidad de

los andlisis.

e Para el procesamiento de datos se utilizd el paquete informatico
EXCEL.

e Para el caso del disefio experimental y para realizar las
correspondientes pruebas de comparacion mdltiple, analisis de

varianza se utilizo el paquete estadistico InfoStat.

e Los resultados son presentados e interpretados en tablas, cuadros,
graficos para la mejor comprension y entendimiento mediante el
empleo del programa EXCEL. Las conclusiones se interpretan de

acuerdo a los resultados obtenidos en la parte experimental.
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CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

En el Anexo A se presentan las tablas que contienen los datos
experimentales de los pesos de el latex que se obtuvieron durante el
proceso de extraccion de la enzima papaina. También se puede apreciar
los valores totales obtenidos en gramos (g) y porcentaje de los
rendimientos de materia seca y humedad para cada grado de maduracién

de la papaya.

Ademas se encontraran los datos experimentales de las determinaciones
de viscosidad de la leche sin la enzima, de la leche mas la enzima

afadida y los gréficos que se obtienen después de procesar los datos.

En el Anexo B se presenta el andlisis estadistico efectuado con los datos
obtenidos de la determinacién de la viscosidad.
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4.2INTERPRETACION DE DATOS

4.2.1 Materia prima

La materia prima utilizada fueron papayas variedad nacional, que se las
adquirié de un proveedor en la Provincia del Tungurahua, ciudad de Am-
bato sector centro Mercado Central; las papayas con las que se trabajo
son de origen de la Provincia del Guayas, las mismas que fueron

seleccionadas segun su grado de maduracion.

4.2.2 Respuestas Experimentales
4.2.2.1 Extraccion del latex

Se extrajo el latex de los frutos realizando incisiones de 1 a 2mm de

espesor a la cascara.

Al analizar la Tabla A-1, del Anexo A, se observa los pesos de la enzima
obtenida después del proceso de la primera extraccion del latex de la fruta

para cada indice de maduracion.

Para la papaya verde se obtiene un valor de 3,5477 g de latex seco
extraido utilizando 4 papayas, un porcentaje de humedad de 25,23% y un
rendimiento de materia seca de 74,77% en un tiempo de secado de 4

horas con 25 minutos.

Para la papaya pintona se obtiene un valor de 1,5329 g de latex seco
extraido utilizando 3 papayas, un porcentaje de humedad de 34,19% y un
rendimiento de materia seca de 65,807% en un tiempo de secado de 3

horas con 30 minutos.

55



Para la papaya madura se obtiene un valor de 0,0637 g de latex seco
extraido utilizando 2 papayas, un porcentaje de humedad de 90,67% y un
rendimiento de materia seca de 65,807% en un tiempo de secado de 3

horas.

Al analizar la Tabla A-2, del Anexo A, se observa los pesos de la enzima
obtenida después del proceso de la segunda extraccién del latex de la

fruta para cada indice de maduracion.

Para la papaya verde se obtiene un valor de 3,0465 g de latex seco
extraido 3 papayas, un porcentaje de humedad de 20,821% y un
rendimiento de materia seca de 79,179% en un tiempo de secado de 4

horas con 10 minutos.

Para la papaya pintona se obtiene un valor de 1,5183 g de latex seco
extraido utilizando 3 papayas, un porcentaje de humedad de 34,497% y
un rendimiento de materia seca de 65,503% en un tiempo de secado de 3

horas con 30 minutos.

Para la papaya madura se obtiene un valor de 0,0537 g de latex seco
extraido 2 papayas, un porcentaje de humedad de 87,911% y un
rendimiento de materia seca de 12,089% en un tiempo de secado de 3

horas.

Al analizar la Tabla A-3, del Anexo A, se observa los pesos de la enzima
obtenida después del proceso de la tercera extraccion del latex de la fruta

para cada indice de maduracion.

Para la papaya verde se obtiene un valor de 2,5865 g de latex seco
extraido 3 papayas, un porcentaje de humedad de 26,260% y un
rendimiento de materia seca de 73,740% en un tiempo de secado de 4

horas con 10 minutos.
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Para la papaya pintona se obtiene un valor de 1,3091 g de latex seco
extraido utilizando 2 papayas, un porcentaje de humedad de 39,723% y
un rendimiento de materia seca de 60,277% en un tiempo de secado de 3

horas con 30 minutos.

Para la papaya madura se obtiene un valor de 0,1484 g de latex seco
extraido utilizando 2 papayas, un porcentaje de humedad de 76,70% y un
rendimiento de materia seca de 23,30% en un tiempo de secado de 3

horas con 30 minutos.

Al analizar la Tabla A-4, del Anexo A, se observa los pesos de la enzima
obtenida después del proceso de la cuarta extraccion del latex de la fruta

para el indice de maduracion pintona y madura.

Para la papaya pintona se obtiene un valor de 1,6197 g de latex seco
extraido utilizando 2 papayas, un porcentaje de humedad de 39,070% y un
rendimiento de de materia seca 60,930% en un tiempo de secado de 3

horas con 30 minutos.

Para la papaya madura se obtiene un valor de 0,1966 g de latex seco
extraido utilizando 2 papayas, un porcentaje de humedad de 70,432% y
un rendimiento de materia seca de 29,568% en un tiempo de secado de 3

horas con 30 minutos.

Al analizar la Tabla A-5, del Anexo A, se observa los pesos de la enzima
obtenida después del proceso de la quinta extraccion del latex de la fruta

para la papaya madura.

Para la papaya madura se obtiene un valor de 0,1863 g de latex seco
extraido utilizando 2 papayas, un porcentaje de humedad de 67,555% y
un rendimiento de materia seca de 32,445% en un tiempo de secado de 3

horas con 30 minutos.
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La Tabla A-6, demuestra el total de gramos obtenidos de la extraccion de
latex seco para cada grado de maduracion de la fruta; para la verde se
obtuvo 9,1807 g de la enzima, para la pintona se obtuvo 5,9800 g de la
enzima, para la madura 0,6487 g de la enzima. Ademas del rendimiento

general de materia seca y la humedad expresado en porcentaje.

4.2.2.2 Determinacion de la viscosidad

En el Anexo A, Tablas A-7, A-8, A-10, A-11, A-13, A-14; se detallan el
valor de k, que es la constante del viscosimetro calculado con agua
destilada, que es de 1.381x10°; esta se obtiene mediante la aplicacion de

la formula:

Donde: U es la viscosidad, 6 es la densidad y t es el tiempo de escurrido
del liquido a través del viscosimetro. Para este célculo se utilizaron
valores bibliogréficos de la viscosidad y densidad del agua a 20°C que
son 1.020mPa*s y 998kg/m? respectivamente; y el valor de t que se

obtuvo experimentalmente que es de 74 segundos.

Estas tablas también nos indican los valores del tiempo de escurrido de la
leche obtenida a partir de la dilucion de leche en polvo sin la adicion de la
solucion de enzima y también los valores cada 2 minutos de esta leche

pero afadida la enzima, a 20°C.

Los valores de viscosidad para cada tiempo de muestra se obtienen

aplicando la formula:
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u=0o-t-k

Donde: & es la densidad de la leche, t es el tiempo de escurrido a través
del viscosimetro y k es la constante de éste.

El valor de densidad de la leche se obtuvo en un lactodensimetro
dandonos un valor de 1027.94kg/m?®. Teniendo estos datos se calculé la
viscosidad para cada tiempo observando una curva caracteristica, en
donde se tiene una fase lenta de accion de la enzima, que es la fase
inicial, que puede darse por la ambientacién de la enzima al sustrato,
luego tenemos la fase exponencial en donde vemos la mayor actividad de
la enzima papaina sobre los enlaces de la proteina de la leche en donde
se marca una clara tendencia a aumentar la viscosidad, y al final tenemos
la fase asintética que es cuando la enzima mantiene un valor casi

constante, que se podria dar por la saturacién de la enzima.

Las tablas A-9, A-12 y A-15 muestran los valores antes descritos pero en

un promedio por cada grado de maduracion.

4.2.2.3 Actividad Enzimética

En el Anexo C, Gréficos C-1, C-2, C-4, C-5, C-7, C-8; se demuestran las
curvas de tiempo expresado en segundos (S) vs. la viscosidad expresada
en milipascales por segundo (mPa* s) para cada réplica de los grados de
maduracién evaluados. Los Graficos C-3, C-6, C-9; son los promedios de
las observaciones de los tiempos expresado en segundos vs. las
viscosidades expresada en milipascales por segundo (mPa*s) para cada

grado de madurez de la papaya.
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En todos los Graficos antes nombrados se observa que existe una fase
en la que los datos obtenidos van ascendiendo, esto se debe a la
reaccion que va teniendo la enzima sobre la leche haciéndola mas
viscosa mientras paso el tiempo, aqui es donde se manifiesta la mayor
actividad de la enzima,; hasta que llega a la fase que los datos se vuelven
constantes donde se puede decir que la enzima a dejado de actuar ya no
se demuestra ninguna actividad enzimatica. Esto se debe porque la
solucion de leche con la enzima ha llegado a un punto de saturacion en el
cual ya no se puede dar mayor actividad, esto puede ocurrir debido a que
se rompieron todos los enlaces de la proteina de la leche y la enzima no
tiene mas sustrato donde seguir actuando. Ademas nos indican los

graficos la ecuacion exponencial para cada réplica y su R2.

El Anexo B, Tabla B-1 indica el arreglo experimental de los grados de
maduraciéon de las papayas Yy las observaciones con la respuesta
experimental que para la investigacion es el valor del corte en el eje y
tomado de la ecuacion de la regresion exponencial que en este caso es la
viscosidad, Anexo C, Graficos C-1, Graficos C-2, Graficos C-4, Gréficos
C-5, Graficos C-7, Gréficos C-8, lo que indica que existe actividad
enzimatica. Con esta estructura se ingresan los datos al paquete

estadistico InfoStat.

La Tabla B-2 sefiala el andlisis de varianza que nos indica que la variable
es la respuesta experimental; N es el nimero de muestras 6; R?
coeficiente de determinacion que indica el grado de ajuste de la recta de
regresion a los valores de la muestra, es decir, mide la proporcién de la
variacion en Y que explica la variacién independiente X en el modelo de
regresion, su valor varia de 0 a 1, un valor cercano a 0 indica que no hay

relacion lineal entre las variables y un valor cercano a 1 indica un ajuste
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lineal perfecto, el valor obtenido de R? es de 0,99; CV que es coeficiente
de variacion se calcula como el cociente entre la desviacion tipica y la

media (a veces este cociente se expresa en tanto por ciento

multiplicandolo por 100) — ; el valor que se obtenga debe

ser menor que el 10% ya que se trabaja en condiciones de laboratorio,
ademas que es el grado de precision del analisis mientras mas cercano a

cero es mejor; en este caso se obtiene un valor de 0,43%.

En la Tabla B-3 se reporta los resultados del analisis de varianza el cual
indica que existe diferencia significativa entre los grados de maduracion
de las papayas utilizadas para el analisis de la actividad enzimética de la
papaina, es decir que la actividad de la enzima si depende segun el grado
de madurez de la papaya puesto que el p-valor es menor al F calculado.
Para el andlisis de las observaciones no existe una diferencia
significativa, lo cual es de esperarse ya que para cada observacién se
trabajo con iguales condiciones.

En el Anexo B, Tabla B-4 se aplico la prueba de Tukey al 5% para los
grados de maduracion de las papayas, para constatar que existe
diferencia significativa, ocupando el P1l(papaya verde) el primer nivel A
siendo la mejor muestra del experimento; el P2 (papaya pintona) y el P3
(papaya madura) ocupan el mismo nivel B en la prueba; el Anexo C,
Grafico C-19 nos indica que la mejor muestra es P1 que pertenece a las
papayas verdes. Esto se explica como una alteracion de la actividad

enzimatica de la papaina conforme la papaya siga madurandose.

La Tabla B-5 indica el arreglo experimental de los grados de maduracion

de las papayas y las observaciones con la respuesta experimental que en
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este caso es el exponente de la regresion exponencial. Con esta
estructura se ingresan los datos al paquete estadistico InfoStat.

La Tabla B-6 sefiala el analisis de varianza realizado a la respuesta
experimental en este caso el exponente de la regresion exponencial; N es
el nimero de muestras 6; R? coeficiente de determinacién que indica el
grado de ajuste de la recta de regresion a los valores de la muestra, es
decir, mide la proporcion de la variacion en Y que explica la variacion
independiente X en el modelo de regresion, su valor varia de 0 a 1, un
valor cercano a 0 indica que no hay relacion lineal entre las variables y un
valor cercano a 1 indica un ajuste lineal perfecto, el valor obtenido de R?
es de 1 por lo que la linealizaciéon es perfecta; CV que es coeficiente de
variacion se calcula como el cociente entre la desviacion tipica y la media

(a veces este cociente se expresa en tanto por ciento multiplicandolo por

100) —_— ; el valor que se obtenga debe ser menor que el

10% ya que se trabaja en condiciones de laboratorio, en este caso se
obtiene un valor de 2,58%.

En la Tabla B-7 se reporta los resultados del andlisis de varianza el cual
indica que existe diferencia significativa entre los grados de maduracién
de las papayas utilizados para establecer la formacion de la curva, es
decir que la actividad de la enzima si depende segun el grado de madurez

de la papaya puesto que el p-valor es menor al F calculado.

En la Tabla B-8 se aplicé la prueba de Tukey al 5% para los grados de
maduracion de las papayas existiendo diferencia significativa, ocupando
el P1 el primer nivel A siendo esta la mejor muestra; el P2 y el P3 ocupan

el mismo nivel B en la prueba que corresponden a papayas pintonas y
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maduras; el Anexo C, Gréfico C-20 nos indica que la muestra con el que
se trabajé es el P1 que pertenece a las papayas verdes. Esto se explica
como una alteracion de la actividad enzimatica de la papaina conforme la

papaya siga madurandose.

4. 3 VERIFICACION DE HIPOTESIS

Se ha rechazado la hipoétesis nula que sefiala que la madurez del fruto no

influye sobre la actividad enzimética de la papaina.

En consecuencia, se acepta la hipotesis alternativa, es decir que la

madurez del fruto influye sobre la actividad enzimética de la papaina.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1CONCLUSIONES

Se logr6 obtener la enzima papaina concentrada y evaluar su
actividad enzimatica. Para este estudio se considerd como variable
el grado de madurez de la papaya: verde, pintona y madura.
Después de realizar los andlisis de viscosidad se determind que la
actividad enzimatica de la papaina varia para los diferentes grados
de madurez de la fruta, obteniendo asi el resultado de que mayor
actividad tiene es el P1, que corresponde al grado de maduracion
de papayas verdes y donde menos actividad enzimética se registra
en las papayas pintonas P 2 y papayas maduras P 3.

El grado de maduracién de la papaya permitié que actie la enzima
papaina de mejor manera al ser extraido el latex de papayas
verdes en comparacion a papayas pintonas o maduras. Ademas en
las papayas verdes existe mayor cantidad de latex lo que facilita al

momento de extraer la enzima.

Se adaptdé un método de extraccion de papaina adecuando las
condiciones del laboratorio a los requerimientos necesarios de la
metodologia utilizada. Se acondicioné el Laboratorio de Andlisis de

los Alimentos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos
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para la extraccion de la enzima papaina, ya que la facultad no
cuenta con un laboratorio especifico para extraccion de enzimas
naturales, de tal manera que se logré contar con los materiales
adecuados para el desarrollo de la investigacion; ademas se
trabajo teniendo en cuenta siempre los mismos pardmetros de la
extraccion para tener un margen de error bajo y obtener una
enzima bajo las mismas condiciones en todos los casos y asi
obtener un producto lo méas parecido al de otras investigaciones

realizadas con esta metodologia.

Se obtuvo un concentrado de papaina mediante el proceso de
secado. En un incubadora se realiz6 el proceso de secado a 40°C
del latex extraido de las papayas para cada grado de maduracion,
el tiempo de secado varia segun la cantidad de enzima extraida
gue se vaya a secar pero normalmente va de 3 horas a 4 horas y
media; segun el método planteado se utiliza una estufa para secar
el latex pero se prefirio utilizar una incubadora para su secado ya
que se tiene un mayor control de la temperatura para asi poder
evitar una desnaturalizacién de la enzima si llegara a temperaturas
mas altas.

Segun los analisis realizados se demuestra que la enzima obtenida
Si se encuentra concentrada en este extracto ya que al entrar en
contacto con la solucién de leche comienza a actuar al instante, es
por ese motivo que se tuvo que sacar las muestras y ponerlas en
refrigeracion cada 2 minutos para posteriormente ir determinando

la viscosidad y la enzima no siga actuando sobre el sustrato.
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Se analiz6 la actividad enzimatica que presenta la enzima papaina
de acuerdo al grado de madurez de la papaya, mediante
determinacion de la viscosidad de la solucion de la leche con la
adicion de la enzima, se siguié la metodologia de la coagulacion de
la leche (Balls and Hoover) con sus variaciones ya que en este
caso no se tomo los tiempos de coagulacion de la leche sino la
viscosidad que va aumentando mientras va actuando la enzima. La
papaina por ser una enzima proteolitica actla sobre la proteina de
la leche rompiendo sus enlaces, provocando que se formen
moléculas méas grandes por lo que va adquiriendo mayor
viscosidad. Se realiz6 con una sola concentracién de la enzima
0,1g disueltos en 100ml de acido acético, la concentracion de la
enzima debe ser baja para poder reportar diferentes valores de
viscosidad, ya que al realizar las pruebas preliminares se probo
con concentraciones mas altas de enzima y los datos no tenian
ningun tipo de variaciébn, es decir, que la papaina actuaba
rapidamente sobre la leche llegando a un estado asintdtico de

inmediato en el cual no se puede medir la actividad.

5. 2 RECOMENDACIONES

Se recomienda lavar muy bien las papayas antes de comenzar la
extraccibn ya que estas tienen tierra, impurezas que podrian

afectar al producto final.
Se recomienda en el momento de la extraccion del latex mantener

la limpieza del lugar del trabajo para evitar que el latex se llegue a

contaminar.
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Es recomendable mantener las condiciones de secado vy
temperatura homogéneas para que no exista variacion en los

resultados.

Es importante también secar muy bien el viscosimetro después de
lavarlo ya que el agua puede entrar en contacto con la muestra y

variar los valores que se desean obtener.

Después de cierto tiempo de utilizar el viscosimetro, este llega a
un punto en que se tapona porque las moléculas que intentan
pasar por el capilar son muy grandes, es en este momento donde
se recomienda utilizar la solucion sulfocrbmica que es un
compuesto que va limpiando las paredes del viscosimetro puesto
que va digiriendo todos los compuestos organicos.

Se recomienda que las papayas verdes en el momento de su
recoleccion se las realice con el tallo del que cuelgan, ya que de
esta manera se conserva mejor el latex hasta su extraccion y se

evita pérdida del mismo.
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CAPITULO VI
PROPUESTA
6.1 DATOS INFORMATIVOS

Titulo: “Método para cuantificar la actividad enzimatica de la papaina,
basado en cambios de viscosidad de la leche obtenida por disolucién

de leche en polvo”.

e Institucion ejecutora: Universidad Técnica de Ambato — Facultad

de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

e Beneficiarios: Sector de la investigacion cientifica, ONG’S
(Organizaciones no Gubernamentales), pequefias empresas del
sector alimenticio, Estudiantes de la Carrera de Ingenieria

Bioquimica.

e Ubicacion: Ambato — Ecuador

e Tiempo estimado para la ejecuciéon: 8 meses
Inicio: Junio 2011

Final: Febrero 2012
e Equipo técnico responsable: Egda. Cristina Villavicencio, Ing.

Juan De Dios Alvarado M.Sc.
e Costo: $440,00
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6.2 ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

La papaina se vende en forma liquida y pulverizada. Cominmente se
importa como materia prima y es procesada de acuerdo a las
especificaciones del usuario final. La fuerza de la papaina se mide en
Unidades de Tirosina (TU). De acuerdo a uno de los distribuidores en
Inglaterra, la papaina liquida de 70-75 TU se usa comunmente en las
cerveceras. Sin embargo, algunos compradores requieren fuerzas de
hasta 500-700 TU. Uno de los problemas mas grandes para los
compradores de papaina es la baja actividad enzimética, causada por
almacenar el latex por mas de un dia mientras se acumula suficiente

stock para comenzar el proceso. (Fernandez, J. 2005).

Segun (Barahona. 1983) en el continente Americano los paises de
Estados Unidos, México y Chile son los mayores productores de la

enzima papaina extraida del fruto papaya.

La industrializacion de frutas en nuestro pais estad limitada hacia la
exportacion de jugos, concentrados, conservas y mermeladas, sin
considerar otros principios activos que contienen las frutas como
subproductos, sean estos proteicos 0 enzimaticos los cuales pueden ser
usados como colorantes, clarificantes, saborizantes y coadyuvantes de
ciertas reacciones quimicas en la elaboracion de otros productos (Aguirre,
E).

La papaya al pertenecer a la familia de las caricaceas contiene en su
composicion papaina que es una enzima proteolitica utilizada en la

industria cervecera y en la industria carnica (Barahona. 1983).
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La papaina bruta, contiene un poco de agua, glacidos, acidos organicos y
una mezcla de enzimas, donde destacan las denominadas proteasas que
actuan rompiendo los enlaces peptidicos en cualquier lugar de la cadena
peptidica en la que se hallen situados (endopeptidasas).También contiene
pequefias cantidades de otros enzimas: papaya peptidasa A, lipasa y
lisozima (enzima que rompe las paredes de las células bacterianas).
(Chavez, 1998).

6.3JUSTIFICACION

Esta investigacion tiene una gran importancia basicamente porque no se
han realizado estudios sobre este tema a nivel de la provincia y muy
probablemente a nivel nacional. Lo que se intenta con esta investigacion
es realizar trabajos de forma cientifica cuyos datos serian de gran ayuda
para la comunidad estudiantil de las carreras relacionadas de una u otra

forma con la tecnologia de enzimas.

Esta investigacion es original porque es un tema poco explorado y brinda
una gran cantidad de conocimientos cientificos, ya que se emplean
métodos de extraccion, concentracion, viscosidad. La investigacion es
absolutamente factible puesto que existe el material bibliografico
necesario que es una guia para la experimentacion y analisis de los
resultados, ademas muy accesible ya que su presupuesto es de bajo nivel

econdmico.

70



6.40BJETIVOS

6.4.1 Objetivo General

e Proponer un método para cuantificar la actividad enzimatica de
la enzima papaina, basada en cambios de viscosidad de la

leche.

6.4.2 Objetivos Especificos

e Extraer la enzima papaina a partir del latex de papayas verdes.

e Analizar la actividad enzimatica de la papaina y su
comportamiento en la viscosidad de la leche, obtenida por
disolucion de leche en polvo.

e Determinar la concentracibn adecuada de enzima papaina y

evaluar los cambios de viscosidad de la leche.

6.5ANALISIS DE FACTIBILIDAD

El proyecto de investigacion es de tipo tecnoldgico, ya que con ello se
puede implementar nuevas técnicas para la cuantificacion de la actividad
enzimatica de la papaina. El analisis de factibilidad es ademas de caracter
socioldgico, puesto que contribuye con investigaciones y estudios que se
pueden realizar con los datos expuestos en éste y serian de gran ayuda
para los estudiantes de Carreras especializadas en Tecnologia de

Enzimas o afines.
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Tabla 8. Costos de la investigacion.

CONCEPTO VALOR (USD) TOTAL (USD)

Graduando 120,00 120,00

Tutor 50,00 50,00

Materiales, equipos y 150,00 150,00

reactivos

Publicaciones 80,00 80,00
Subtotal 400,00
10% de imprevistos 40,00
Total 440,00

Elaborado por: Cristina Villavicencio.

Costo total estimado: $ 440,00
Aporte de Universidad (FCIAL): $ 000,00
Aporte Otros: $ 000,00

6.6 FUNDAMENTACION

Cinética enzimética es el area de la bioquimica relacionada con la
determinacidén cuantitativa de las velocidades de las reacciones que
catalizan y el estudio sistematico de los factores que afectan dichas
velocidades.

La cinética enzimatica estudia la velocidad de las reacciones catalizadas
por enzimas. Estos estudios proporcionan informacion directa acerca del
mecanismo de la reaccion catalitica y de la especifidad del enzima. La
velocidad de una reaccion catalizada por un enzima puede medirse con
relativa facilidad, ya que en muchos casos no es necesario purificar o

aislar el enzima. La medida se realiza siempre en las condiciones
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Optimas de pH, temperatura, presencia de cofactores, etc, y se utilizan

concentraciones saturantes de sustrato.
Importancia:

+ Permite a los cientificos reconstruir el niumero y el orden de los
pasos mediante los cuales las Enzimas transforman los Sustratos
en Productos.

 Representa la forma principal de identificar posibles agentes
terapéuticos que selectivamente incrementan o inhiben la velocidad

de los procesos catalizados por enzimas.

La papaina que se extrae de la papaya es una enzima proteolitica, es
decir, con capacidad para digerir las proteinas de los alimentos. Similar a

la pepsina, una enzima que esta en nuestro jugo gastrico.

Esta enzima se consigue por la extraccién del latex, que es un liquido
blanco obtenido mediante cortes en los frutos inmaduros a la superficie de
la papaya. Luego, en laboratorio, se separa la enzima y se purifica hasta
alcanzar un nivel éptimo de calidad para la comercializacion y uso.
(Taboas, S. 2002).

La papaina es muy apreciada en la industria cosmética se aprovecha su
poder desmanchador y cicatrizante. En la industria farmacéutica resalta
su ultima utilizacion en medicinas para la digestion, disolver membranas

en difteria y reducir la hinchazon, fiebre y adhesiones post cirugia.

La viscosidad es la propiedad mas importante de los fluidos, y por tanto
esta requiere la mayor consideracion en el estudio del flujo de fluidos.

Esta es la resistencia que ejercen los fluidos al ser deformado cuando
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este se aplica un minimo de esfuerzo cortante. La viscosidad de un fluido
depende de su temperatura. Es por eso que en los liquidos a mayor
temperatura la viscosidad disminuye mientras que en los gases sucede

todo lo contrario.

La resistencia de un fluido al corte depende de su cohesion y de su
rapidez de la transferencia de la cantidad del movimiento molecular. Un
liquido, cuyas moléculas dejan espacios entre ellas mucho mas cerradas
que las de un gas, tienen fuerzas cohesivas mucho mayor que un gas. La
cohesion parece ser la causa predominante de la viscosidad en un
liquido; y ya que la cohesion decrece con la temperatura, la viscosidad

decrece también. (Viscosidad, 2008).

La viscosidad es una metodologia utilizada en este estudio para obtener
valores de actividad enzimatica tal como se realizd en el estudio de la
extraccidon, concentracion y cuantificacion de la actividad enzimatica de la
papaina, en donde se obtuvieron conclusiones como, que de la papaya en
grado de maduracion verde se obtiene la enzima papaina que tiene una
actividad enzimatica mayor a la que se obtiene de papayas pintonas y/o

maduras.

La regresion lineal de la parte exponencial se puede ver en el Anexo C,
Gréfico C-10, Grafico C-11, Grafico C-12, Gréfico C-13, Grafico C-14,
Gréfico C-15, Gréfico C-16, Gréfico C-17, Gréfico C-18; en donde el
valor de la pendiente de las ecuaciones, corresponde al valor de la
velocidad de reaccion de la enzima sobre la leche expresado en
(mPa*s/s); lo que indica que por medio de esta metodologia se puede
evaluar la actividad enzimatica de la papaina sobre la proteina de la

leche.
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Las ecuaciones de la regresion lineal se muestran a continuacién en la
Tabla 9, en donde ademéas tenemos los valores de R? para cada grado de

madurez de la papaya.

Tabla 9. Ecuaciones de la regresion lineal.

Grado de Observaciones ECUACION R?
Maduracion

Verde 1 y=0,000862x+2,531175 | 0,992369

Verde 2 y=0,000938x+2,490612 | 0,988368
Pintona 1 y=0,000545x+2,448020 | 0,992426
Pintona 2 y=0,000511x+2,456132 | 0,998977
Madura 1 y=0,000515x+2,413541 | 0,981276
Madura 2 y=0,000507x+2,445992 | 0,989555

Elaborado por: Cristina Villavicencio.

En la Tabla 10 se muestran el andlisis de varianza para los valores de la
pendiente de la regresion lineal, cabe sefialar que la pendiente determina
la velocidad de reaccion de la enzima sobre la leche, obteniendo una
diferencia significativa entre el grado de maduracion y luego de realizado
el andlisis de Tukey expuesto en la Tabla 11 sabemos que la velocidad de
reaccion es mayor en el P1 que corresponde al grado de maduracion

verde de la papaya.
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Tabla 10. Andlisis de varianza para los valores de la pendiente de la

regresion lineal.

F.V. SC GL CM F p-valor
Grado de
Maduracion 1,9E-07 2 9,7E-08 58,49 0,0168
Observaciones| 1,9E-10 1 1,9E-10 0,12 0,7653
Error 3,3E-09 2 1,7E-09
Total 2,0E-07 5
Tabla 11. Prueba comparativa de Tukey al 5%.
Grado de
Maduracion | Medias N E.E.
P1 9,0E-04 2 2,9E-05 |A
P3 5,3E-04 2 2,9E-05 B
P2 5,1E-04 2 2,9E-05 B

Conociendo todo lo anterior expuesto podemos deducir que el método de

la viscosidad para cuantificar la actividad enzimética de las enzimas

proteoliticas es valedero y aplicable a los recursos existentes en los

laboratorios.
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6.7 METODOLOGIA

Para la parte de extraccion y concentracion se seguira la metodologia

planteada en el Anexo D-1, Anexo D-2.

Para la determinacién de la viscosidad de la dilucion de la leche en polvo
se seguira el Anexo D-3.

Se utilizar4 la papaya nacional con un grado de maduracion: verde, ya
que de estas papayas se extrae mayor cantidad de latex, existe mayor

actividad enzimatica y la velocidad de reaccién es mejor.

Tabla 12. Modelo Operativo (Plan de accion).

Fases Metas Actividades | Responsables | Recursos | Presupuesto | Tiempo
Cuantificar la
- L . Humanos
1. Formulacion actividad Revision . PO 2
S G Investigador Técnicos $90
de la propuesta | enzimatica de bibliografica -y meses
g Econdmicos
la papaina
2. Desarrollo Cronograma Humanos
e Pruebas . P 2
preliminar de la de la S Investigador Técnicos $ 120
preliminares A meses
propuesta propuesta Econdmicos
Aplicacion de
3. . L la Humanos
- Ejecucion de S . P 3
Implementacion determinacion Investigador Tecnicos $ 150
la propuesta e meses
de la propuesta de Econdmicos
Viscosidad
Célculos HUMANoS
4. Evaluacion | Comprobacion | estadisticos y . P 1
P Investigador Técnicos $ 80
de la propuesta del proceso analisis de -y meses
Econdmicos
resultados

Elaborado por: Cristina Villavicencio.
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6.8 ADMINISTRACION
La ejecucion de la propuesta estara coordinada por los responsables del

proyecto Egda. Cristina Villavicencio, Ing. Juan De Dios Alvarado M.Sc.

Tabla 13. Administracion de la Propuesta.

Indicadores | Situacion Resultados Actividades Responsables
a mejorar actual esperados P
Extraer la enzima
papaina a partir del
latex de papayas
verdes.
Obtencién de ) .
3 Analizar la actividad
Método la enzima N
enzimatica de la
para papainay )
. papaina y su
cuantificar cuantificar la amient
. Falta de o comportamiento en
la actividad | - actividad o Investigador:
enzimatica | informacion o la viscosidad de la o
enzimatica . Egda. Cristina
de la sobre _ leche, obtenida por S _
por medio de | - Villavicencio,
. actividad disolucion de leche
enzima o la en polvo Ing. Juan De
" enzimatica L, :
papaina, determinacion Dios Alvarado
de enzimas .
basada en de diferentes _ M.Sc.
cambios de naturales valores de Determinar la
; ; . . concentracion
viscosidad viscosidad de
de la leche la leche adecuada de

enzima papaina y
evaluar los cambios
de viscosidad de la

leche.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.
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6.9PREVISION DE LA EVALUACION

Tabla 14. Prevision de la Evaluacion.

Preguntas Basicas

Explicacién

¢, Quiénes solicitan evaluar?

Sector de la investigacion cientifica

ONG’S (Organizaciones no
Gubernamentales)

Estudiantes de la Carrera de Ingenieria
Bioquimica

Pequeriias empresas de productos

alimenticios

¢ Por qué evaluar?

Novedad de la investigacion en el pais
Corregir errores tecnologicos

¢ Para qué evaluar?

Determinar la metodologia adecuada de
extraccién, concentracion 'y  actividad
enzimatica

¢, Qué evaluar?

Metodologia utilizada.
Materias primas.
Resultados obtenidos
Producto terminado

¢, Quién evalta?

Tutor
Calificadores

¢,Cuando evaluar?

Todo el tiempo desde las pruebas
preliminares, hasta la obtencién de datos de
actividad enzimética

., Cémo evaluar?

Mediante instrumentos de evaluacion

¢Con qué evaluar?

Experimentacion.
Datos publicados en bibliografia

Elaborado por: Cristina Villavicencio.
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ANEXO A

RESPUESTAS
EXPERIMENTALES






Tabla A-1. Primera extraccion del latex.

Papaya Latex humedo (g) Latex seco (Q) Humedad (g) Materia Seca (%) Humedad (%)
Verde 4,7447 3,5477 1,197 74,772 25,228
Pintona 2,3294 1,5329 0,7965 65,807 34,193
Madura 0,6828 0,0637 0,6191 9,329 90,671

Fuente: Laboratorio de Andlisis de los Alimentos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado: Cristina Villavicencio.

Tabla A-2. Segunda extraccion del latex.

Papaya Latex humedo (g) Latex seco (Q) Humedad (g) Materia Seca (%) Humedad (%)
Verde 3,8476 3,0465 0,8011 79,179 20,821
Pintona 2,3179 1,5183 0,7996 65,503 34,497
Madura 0,4442 0,0537 0,3905 12,089 87,911

Fuente: Laboratorio de Analisis de los Alimentos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en

Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.




Tabla A-3. Tercera extraccion del latex.

Papaya Latex humedo (g) Latex seco (Q) Humedad (g) Materia Seca (%) Humedad (%)
Verde 3,5076 2,5865 0,9211 73,740 26,260
Pintona 2,1718 1,3091 0,8627 60,277 39,723
Madura 0,6369 0,1484 0,4885 23,300 76,700

Fuente: Laboratorio de Andlisis de los Alimentos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.

Tabla A-4. Cuarta extraccion del latex.

Papaya Latex humedo (g) Latex seco (g9) Humedad (g) Materia Seca (%) Humedad (%)
Pintona 2,6583 1,6197 1,0386 60,930 39,070
Madura 0,6649 0,1966 0,4683 29,568 70,432

Fuente: Laboratorio de Analisis de los Alimentos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.




Tabla A-5. Quinta extraccion del latex.

Papaya

Latex humedo (Q)

Latex seco (Q)

Humedad (Q)

Materia Seca (%)

Humedad (%)

Madura

0,5742

0,1863

0,3879

32,445

67,555

Fuente: Laboratorio de Analisis de los Alimentos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.

Tabla A-6. Total de gramos extraidos de latex seco, su porcentaje de rendimiento de materia seca y de humedad.

Papaya Latex humedo (g) Latex seco (g9) Humedad (g) Materia Seca (%) Humedad (%)
Verde 12,100 9,1807 2,919 75,874 24,126
Pintona 7,148 5,9800 1,168 83,660 16,340
Madura 2,320 0,6487 1,672 27,959 72,041

Fuente: Laboratorio de Andlisis de los Alimentos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.




Tabla A-7. Determinacion de la viscosidad de la leche con la adicion de la enzima papaina extraida de la papaya verde muestra
P1, observacion 1.

T=|20°C
muestra | t muestra (min) | t muestra (s) tl t2 t(s) 5 (kg/m®) K K (mPa*s)
Agua - -- 1,14 1,14 74 998 1,381E-05 1,020
leche 0' 0 0 2,54 2,54 174 1027,94 1,381E-05 2,470
leche 2' 2 120 -- -- 185 1027,94 1,381E-05 2,627
leche 4' 4 240 -- -- 192 1027,94 1,381E-05 2,726
leche 6' 6 360 -- -- 200 1027,94 1,381E-05 2,839
leche 8' 8 480 -- -- 209 1027,94 1,381E-05 2,967
leche 10" 10 600 -- -- 216 1027,94 1,381E-05 3,067
leche 12" 12 720 -- -- 223 1027,94 1,381E-05 3,166
leche 14' 14 840 -- -- 227 1027,94 1,381E-05 3,223
leche 16' 16 960 -- -- 231 1027,94 1,381E-05 3,280
leche 18' 18 1080 -- -- 232 1027,94 1,381E-05 3,294
leche 20' 20 1200 -- -- 232 1027,94 1,381E-05 3,294

Fuente: Laboratorio de Fisico Quimica de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.



Tabla A-8. Determinacién de la viscosidad de la leche con la adicion de la enzima papaina extraida de la papaya verde muestra
P1, observacion 2.

T=|20°C

Muestra | t muestra (min) | t muestra (S) tl t2 t(s) 5 (kg/m®) K u (mPa*s)

Agua -- -- 1,14 1,14 74 998 1,381E-05 1,020
leche 0' 0 0 2,54 2,54 174 1027,94 1,381E-05 2,470
leche 2' 2 120 -- -- 183 1027,94 1,381E-05 2,598
leche 4' 4 240 -- -- 190 1027,94 1,381E-05 2,697
leche 6' 6 360 -- -- 199 1027,94 1,381E-05 2,825
leche 8' 8 480 -- -- 208 1027,94 1,381E-05 2,953
leche 10" 10 600 -- -- 218 1027,94 1,381E-05 3,095
leche 12" 12 720 - -- 224 1027,94 1,381E-05 3,180
leche 14' 14 840 -- -- 228 1027,94 1,381E-05 3,237
leche 16' 16 960 -- -- 231 1027,94 1,381E-05 3,280
leche 18' 18 1080 -- -- 231 1027,94 1,381E-05 3,280
leche 20' 20 1200 -- -- 232 1027,94 1,381E-05 3,294

Fuente: Laboratorio de Fisico Quimica de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.
Elaborado por: Cristina Villavicencio.



Tabla A-9. Promedio de la viscosidad de la muestra P1.

Promedio Papaya Verde

T=|20°C

Muestra t muestra (min) t muestra (s) t(s) K 5 (kg/m®) u (mPa*s)

Agua -- -- 74 1,381E-05 998 1,020
leche O' 0 0 174,00 1,381E-05 1027,94 2,470
leche 2' 2 120 184,00 1,381E-05 1027,94 2,612
leche 4' 4 240 191,00 1,381E-05 1027,94 2,712
leche 6' 6 360 199,50 1,381E-05 1027,94 2,832
leche 8' 8 480 208,50 1,381E-05 1027,94 2,960
leche 10' 10 600 217,00 1,381E-05 1027,94 3,081
leche 12' 12 720 223,50 1,381E-05 1027,94 3,173
leche 14' 14 840 227,50 1,381E-05 1027,94 3,230
leche 16' 16 960 231,00 1,381E-05 1027,94 3,280
leche 18' 18 1080 231,50 1,381E-05 1027,94 3,287
leche 20' 20 1200 232,00 1,381E-05 1027,94 3,294

Fuente: Laboratorio de Fisico Quimica de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.
Elaborado por: Cristina Villavicencio.



Tabla A-10. Determinacion de la viscosidad de la leche con la adicidn de la enzima papaina extraida de la papaya pintona muestra

P2, observacion 1.

T=|20°C
muestra |t muestra (min) |t muestra (S) t1l t2 t(s) 5 (kg/m®) K K (mPa*s)
Agua -- -- 1,14 1,14 74 998 1,381E-05 1,020
leche 0’ 0 0 2,54 2,54 174 1027,94 1,381E-05 2,470
leche 2' 2 120 -- -- 174 1027,94 1,381E-05 2,470
leche 4' 4 240 -- -- 176 1027,94 1,381E-05 2,499
leche 6' 6 360 -- -- 180 1027,94 1,381E-05 2,556
leche 8' 8 480 -- -- 184 1027,94 1,381E-05 2,612
leche 10' 10 600 -- -- 190 1027,94 1,381E-05 2,697
leche 12' 12 720 -- -- 193 1027,94 1,381E-05 2,740
leche 14' 14 840 -- -- 197 1027,94 1,381E-05 2,797
leche 16' 16 960 -- -- 202 1027,94 1,381E-05 2,868
leche 18' 18 1080 -- -- 203 1027,94 1,381E-05 2,882
leche 20' 20 1200 -- -- 203 1027,94 1,381E-05 2,882

Fuente: Laboratorio de Fisico Quimica de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.
Elaborado por: Cristina Villavicencio.




Tabla A-11. Determinacion de la viscosidad de la leche con la adicion de la enzima papaina extraida de la papaya pintona muestra

P2, observacion 2.

T=|20°C
t muestra

muestra |t muestra (min) (s) tl t2 t(s) 5 (kg/m®) K i (mPa*s)

Agua -- -- 1,14 1,14 74 998 1,381E-05 1,020
leche O’ 0 0 2,54 2,54 174 1027,94 1,381E-05 2,470
leche 2' 2 120 -- -- 174 1027,94 1,381E-05 2,470
leche 4' 4 240 -- -- 177 1027,94 1,381E-05 2,513
leche 6' 6 360 -- -- 181 1027,94 1,381E-05 2,570
leche 8 8 480 -- -- 185 1027,94 1,381E-05 2,627
leche 10' 10 600 -- -- 189 1027,94 1,381E-05 2,683
leche 12' 12 720 -- -- 193 1027,94 1,381E-05 2,740
leche 14 14 840 -- -- 197 1027,94 1,381E-05 2,797
leche 16' 16 960 -- -- 202 1027,94 1,381E-05 2,868
leche 18 18 1080 -- -- 202 1027,94 1,381E-05 2,868
leche 20’ 20 1200 -- -- 203 1027,94 1,381E-05 2,882

Fuente: Laboratorio de Fisico Quimica de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.




Tabla A-12. Promedio de la viscosidad de la muestra P2.

Promedio Papaya Pintona

T=]20°C

muestra t muestra (min) t muestra (s) t(s) d (kg/m3) K u (mPa*s)

agua -- -- 74 998 1,381E-05 1,020
leche 0' 0 0 174,00 1027,94 1,381E-05 2,470
leche 2' 2 120 174,00 1027,94 1,381E-05 2,470
leche 4' 4 240 176,50 1027,94 1,381E-05 2,506
leche 6' 6 360 180,50 1027,94 1,381E-05 2,563
leche 8' 8 480 184,50 1027,94 1,381E-05 2,619
leche 10' 10 600 189,50 1027,94 1,381E-05 2,690
leche 12' 12 720 193,00 1027,94 1,381E-05 2,740
leche 14' 14 840 197,00 1027,94 1,381E-05 2,797
leche 16' 16 960 202,00 1027,94 1,381E-05 2,868
leche 18' 18 1080 202,50 1027,94 1,381E-05 2,875
leche 20' 20 1200 203,00 1027,94 1,381E-05 2,882

Fuente: Laboratorio de Fisico Quimica de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.




Tabla A-13. Determinacién de la viscosidad de la leche con la adicidén de la enzima papaina extraida de la papaya madura muestra
P3, observacion 1.

T=]20°C
t muestra

muestra |t muestra (min) (s) t(s) 5 (kg/m®) k U (mPa*s)

Agua -- -- 74 998 1,381E-05 1,020
leche O’ 0 0 174 1027,94 1,381E-05 2,470
leche 2' 2 120 176 1027,94 1,381E-05 2,499
leche 4' 4 240 178 1027,94 1,381E-05 2,527
leche 6' 6 360 181 1027,94 1,381E-05 2,570
leche 8' 8 480 187 1027,94 | 1,381E-05 2,655
leche 10’ 10 600 193 1027,94 1,381E-05 2,740
leche 12 12 720 197 1027,94 1,381E-05 2,797
leche 14' 14 840 200 1027,94 | 1,381E-05 2,839
leche 16' 16 960 201 1027,94 1,381E-05 2,854
leche 18 18 1080 201 1027,94 1,381E-05 2,854

Fuente: Laboratorio de Fisico Quimica de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.




Tabla A-14. Determinacion de la viscosidad de la leche con la adicidn de la enzima papaina extraida de la papaya madura muestra

P3, observacion 2.

T=|20°C
t muestra | tmuestra

muestra (min) (s) tl t2 t(s) 5 (kg/m?®) K U (mPa*s)

agua -- -- 1,14 1,14 74 998 1,381E-05 1,020
leche 0' 0 0 2,54 2,54 174 1027,94 1,381E-05 2,470
leche 2' 2 120 -- -- 178 1027,94 1,381E-05 2,527
leche 4' 4 240 -- -- 180 1027,94 1,381E-05 2,556
leche 6' 6 360 -- -- 184 1027,94 1,381E-05 2,612
leche 8' 8 480 -- -- 189 1027,94 1,381E-05 2,683
leche 10' 10 600 -- -- 194 1027,94 1,381E-05 2,754
leche 12 12 720 -- -- 199 1027,94 1,381E-05 2,825
leche 14' 14 840 -- -- 202 1027,94 1,381E-05 2,868
leche 16' 16 960 -- -- 204 1027,94 1,381E-05 2,896
leche 18 18 1080 -- -- 205 1027,94 1,381E-05 2,910

Fuente: Laboratorio de Fisico Quimica de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.




Tabla A-15. Promedio de la viscosidad de la muestra P3.

Promedio Papaya Madura

T=120°C

muestra t muestra (min) t muestra (s) t(s) 5 (kg/m?3) Kk U (mPa*s)

agua -- -- 74 998 1,381E-05 1,020
leche 0' 0 0 174,00 1058,7782 1,381E-05 2,544
leche 2' 2 120 177,00 1058,7782 1,381E-05 2,588
leche 4' 4 240 179,00 1058,7782 1,381E-05 2,618
leche 6' 6 360 182,50 1058,7782 1,381E-05 2,669
leche 8' 8 480 188,00 1058,7782 1,381E-05 2,749
leche 10' 10 600 193,50 1058,7782 1,381E-05 2,830
leche 12' 12 720 198,00 1058,7782 1,381E-05 2,895
leche 14’ 14 840 201,00 1058,7782 1,381E-05 2,939
leche 16' 16 960 202,50 1058,7782 1,381E-05 2,961
leche 18 18 1080 203,00 1058,7782 1,381E-05 2,969

Fuente: Laboratorio de Fisico Quimica de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.

Elaborado por: Cristina Villavicencio.




ANEXO B

ANALISIS ESTADISTICOS



Tabla B-1. Valores de la interseccion en el eje y en la regresion
exponencial que se ingresa en el programa estadistico InfoStat.

Grados de
Maduracion Observaciones| Respuesta
P1 1 2,576490
P1 2 2,562420
P2 1 2,439088
P2 2 2,446424
P3 1 2,459665
P3 2 2,475100

Tabla B-2. Andlisis de Varianza para los valores de la interseccion.

Variable N R? CV

Respuesta 6 0,99 0,43

Tabla B-3. Cuadro de analisis de varianza para los valores de la
interseccion.

F.V. SC GL CM F p-valor
Grados de
Maduracién 0,02 2 0,01 77,70 0,0127
Observaciones| 1,2E-05 1 1,2E-05 0,11 0,7755
Error 2,3E-04 2 1,2E-04
Total 0,02 5




Tabla B-4. Prueba comparativa de Tukey al 5% para los grados de
maduracion de la papaya.

Grados de

Maduracion | Medias N E.E.
P1 2,57 2 0,01 A
P2 2,47 2 0,01 B
P3 2,44 2 0,01 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Tabla B-5. Valores del exponente de la regresion exponencial a ingresar

al programa estadistico InfoStat.

Grados de

Maduracién Observaciones| Respuesta
P1 1 0,000244
P1 5 0,000250
P2 1 0,000154
P2 5 0,000150
P3 1 0,000156
p3 ’ 0,000165

Tabla B-6. Andlisis de Varianza para los valores del exponente.

Variable N R? CcV

Respuesta 6 1 2,58




Tabla B-7. Cuadro de analisis de varianza para los valores del exponente.

F.V. SC GL CM F p-valor
Grados de
Maduracion 1,1E-08 2 5,5E-09 238,55 0,0042
Observaciones| 2,0E-11 1 2,0E-11 0,87 0,4493
Error 4,6E-11 2 2,3E-11
Total 1,1E-08 5

Tabla B-8. Prueba comparativa de Tukey al 5% para los grados de

maduracion de la papaya.

Grados de
Maduracion | Medias N E.E.
P1 1,5E-04 2 3,4E-06 |A
P3 1,6E-04 2 3,4E-06
P2 2,5E-04 2 3,4E-06 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)



ANEXO C

GRAFICOS DE LOS DATOS
EXPERIMENTALES



Gréafico C-1. Tiempo (s) vs. Viscosidad (mPa*s), para la muestra P1
(papaya verde) observacion 1.
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Grafico C-2. Tiempo (s) vs. Viscosidad (mPa*s), para la muestra P1
(papaya verde) observacion 2.
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Gréafico C-3. Tiempo (s) vs. Viscosidad (mPa*s), para el promedio de la
muestra P1 (papaya verde).
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Gréfico C-4. Tiempo (s) vs. Viscosidad (mPa*s), para la muestra P2
(papaya pintona) observacion 1.
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Gréafico C-5. Tiempo (s) vs. Viscosidad (mPa*s), para la muestra P2
(papaya pintona) observacion 2.
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Grafico C-6.Tiempo (s) vs. Viscosidad (mPa*s), para el promedio de la
muestra P2 (papaya pintona).

3,000

2,900
’/‘/ 3
2,800

v <
[
a /
£ 2,700
]
5 /
T 2,600
S /
v
2 2,500 'S
> o %

2,400

2,300

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

y = 2,442759¢0000152x

Tiempo (s)
R%=0,974044




Gréafico C-7. Tiempo (s) vs. Viscosidad (mPa*s), para la muestra P3

(papaya madura) observacion 1.

3,000
2,900
o 2,800
(%
= 2 2
T 2,700 /
T
[7]
o
2 2,600
= *
2 2
2,500
2,400
0 200 400 600 800 1000 1200
= 0,000156:
Tiempo (s) y =2,459665¢€ X
R2=0,956766

Grafico C-8. Tiempo (s) vs. Viscosidad (mPa*s), para la muestra P3

(papaya madura) observacion 2.
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Gréafico C-9. Tiempo (s) vs. Viscosidad (mPa*s), para el promedio de la
muestra P3 (papaya madura).
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Gréfico C-10. Regresion lineal de la parte exponencial del Anexo C,

Gréfico C-1 para papaya verde.
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Gréfico C-11. Regresion lineal de la parte exponencial del Anexo C,

Gréfico C-2 para papaya verde.
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Gréfico C-12. Regresion lineal de la parte exponencial del Anexo C,

Gréfico C-3 para papaya verde.
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Gréfico C-13. Regresion lineal de la parte exponencial del Anexo C,

Gréfico C-4 para papaya pintona.
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Gréfico C-14. Regresion lineal de la parte exponencial del Anexo C,

Grafico C-5 para papaya pintona.
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Gréfico C-15. Regresion lineal de la parte exponencial del Anexo C,

Gréfico C-6 para papaya pintona.
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Grafico C-16. Regresion lineal de la parte exponencial del Anexo C,

Gréfico C-7 para papaya madura.
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Gréfico C-17. Regresion lineal de la parte exponencial del Anexo C,

Gréfico C-8 para papaya madura.
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Gréfico C-18. Regresion lineal de la parte exponencial del Anexo C,

Grafico C-9 para papaya madura.
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Gréafico C-19. Grafico de barras del analisis estadistico de la prueba de
Tukey al 5% del Anexo B- 4.
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Grafico C-20. Gréfico de barras del andlisis estadistico de la prueba de

Tukey al 5% del Anexo B- 8.
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ANEXO D

METODOS UTILIZADOS
PARA LOS ANALISIS



ANEXO D - 1.

EXTRACCION DE LA ENZIMA

Fundamento:

El latex que se extrae de la superficie de las papayas se encuentra la
enzima papaina, que tiene la capacidad de digerir las proteinas de los
alimentos.

La papaina, se caracteriza por ser un polvo amorfo, granuloso de color
blanco, grisaceo o parduzco; ligeramente higroscopico e insoluble en

agua.

Materiales y equipos:

Bisturi

Cépsulas de porcelana
Alcohol

Balanza analitica
Papel toalla

Agua destilada

Procedimiento:

e Limpiar y desinfectar el area de trabajo y los utensilios a utilizar
para el proceso de extraccion del latex.

e Lavar las frutas las papayas que van a ser utilizadas para el
proceso, secarlas bien con papel toalla para evitar

contaminaciones.



e El fruto puede recibir varias incisiones repetidamente, hasta que la

aparicion del latex comience a disminuir.

e Todas las incisiones deben ser hechas verticalmente y no mas de 6

sangrias deben hacerse a un fruto al mismo tiempo, de 1 a 2 mm

de espesor cada incision.

Referencia:

Barahona, J. (1983). Proyecto de Produccion de fruta y latex de papaya.



ANEXO D -3
DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD

Fundamento:

En los liquidos, el pequefio rozamiento existente entre capas adyacentes
se denomina viscosidad. Es su pequefia magnitud la que le confiere al
fluido sus peculiares caracteristicas.

Se utiliza el método de coagulacion de leche (Balls and Hoover) con sus

adecuaciones.

Método de Balls y Hoover es conocido como el método de coagulacién de
la leche, es, sin duda, uno de los métodos mas expeditos para determinar
actividad enzimatica de una proteinasa. Se toma como indice de actividad
proteolitica, el tiempo necesario para que una cantidad conocida de
enzima coagule un determinado volumen de solucién de leche. La
actividad se expresa en términos de unidades de leche coagulada por g
de preparado enzimatico. La unidad de leche coagulada se la define coma
la cantidad en peso de un preparado enzimatico necesario para coagular
5 ml de solucién de leche estandar por minuto, cuando la temperatura es
de 40°C y el pH 6. La principal desventaja de este método radica en el
hecho de no medir la proteolisis total, es decir, la hidrélisis de un substrato
de proteina, pero, por el contrario, mide la actividad de la coagulacién de
la leche. Afortunadamente, sin embargo, la coagulacién de la leche
parece ser una propiedad caracteristica de los componentes proteoliticos
de este grupo de enzimas y puede ser usada con seguridad en la

medicion proteolitica. (Balls y Hoover).

Materiales y equipos:

e Viscosimetro Cannon
e Agua destilada

e Leche en polvo



Acido acético

Enzima extraida
Agitador magnético
Plancha de agitacion
Cronémetro
Termometro

Vasos de precipitacion
Probetas

Pipetas

Pera

Procedimiento:

Pesar 15,5 gramos de leche en polvo.

Colocar 108 mililitros de agua en un vaso de precipitacion.

Diluir la leche en el agua y calentarla a 30°C en un bafio de agua y
mantener esta temperatura, en una cocineta eléctrica.

Pesar 0,1 g de latex seco gramos y afiadir a 100 ml de acido
acetico.

A una cantidad determinada de leche (108 ml), agregar 10ml la
solucién de latex seco diluido en acido acético.

Mezclar el contenido a fondo y controlar el tiempo

Medir la viscosidad con el viscosimetro de Cannon

Referencia:

Aguirre, E. Extraccion y Estudio Comparativo de las Enzimas
Proteoliticas del Fruto Toronche (Carica-Stipulata) y de la Papaya
(Carica-Papaya) y su Aplicacion en la Industria Alimenticia.

Balls y Hoover, Determinacion de Actividad de Enzimas
Proteoliticas. Biblioteca Digital de la Universidad de Chile.
Disponible en:
http://mazinger.sisib.uchile.cl/repositorio/lb/ciencias_quimicas_y_far
maceuticas/schmidth02/parte08/08.html



ANEXO E

FOTOGRAFIAS



Fotografia E-2. Materia prima: papayas pintonas.



Fotografia E-4. Lavado de la materia prima.



Fotografia E-6. Extraccion del latex.



Fotografia E-8. Secado de latex a 40°C.



Fotografia E-9. Latex seco, papaya verde primera extraccion.

Fotografia E-10. Latex seco, papaya verde segunda extraccion.



Fotografia E-11. Latex seco molido convertido en polvo.



Fotografia E-12. Conservacion de la enzima.



Fotografia E-13. Pesado de la leche en polvo.

Fotografia E-14. Pesado de la enzima.



Fotografia E-15. Disolucién de la enzima en acido acético.

Fotografia E-16. Disolucion de la leche en polvo en agua a 30°C.



Fotografia E-17.
Determinacion de la
viscosidad.




ANEXO D- 2

CONCENTRACION DE LA ENZIMA

Fundamento:

El secado es una operacion unitaria fisica regida por la transferencia
simultdnea. 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.

Materiales y equipos:

e Estufa

e Capsulas de porcelana
e Balanza analitica

e Pistilo

e Recipientes

e Papel aluminio

e Refrigeradora

Procedimiento:

e Prender la estufa a una temperatura de 40 °C.
e Pesar la capsula de porcelana.

e Una vez el latex extraido en la capsula de porcelana, colocarlo en
la estufa por aproximadamente 3 a 4 horas y media dependiendo

de la cantidad de latex.

e Chequear cada determinado tiempo el latex dentro de la estufa.



e En el momento en el que el latex no se pegue y este en forma
granulada, esto quiere decir que el proceso de secado ha
finalizado.

e Pesar la cipsula de porcelana con el latex ya seco.

e Con un pistilo moler el latex hasta que los granulos secos se
pulvericen.

e Colocar el polvo en un recipiente de vidrio oscuro bien sellado y
cubrirlo con papel aluminio.

e Colocar el recipiente en la refrigeradora, para un mejor

mantenimiento de la enzima.

Referencia:

Aguirre, E. Extraccion y Estudio Comparativo de las Enzimas Proteoliticas
del Fruto Toronche (Carica-Stipulata) y de la Papaya (Carica-Papaya) y su

Aplicacién en la Industria Alimenticia.



