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RESUMEN

La presente investigacion fue realizada en la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo
y tuvo como objetivo principal evaluar el efecto de la concentracion del etanol en el
rendimiento de extraccibn de papaina a partir de gualacongo (Vasconcellea
pubescens). Con el propoésito de tener una alternativa a la demanda de papaina para
el ablandamiento de carnes entre otros usos.

Los frutos de gualacongo se obtuvieron del caserio Raime perteneciente a la
provincia de Cutervo - Cajamarca. Los frutos fueron caracterizados biométrica y
fisicoquimicamente, posteriormente se hizo el proceso de extraccion de papaina con
el empleo del solvente etanol a diferentes concentraciones (76°GL, 86°GL y 96°GL),
posteriormente se deshidrato y triturd el extracto y se evaluaron estadisticamente los
resultados (rendimiento), obteniéndose como respuesta que la concentracion de
etanol con 96°GL presentd el mayor rendimiento 6,29%. Asi mismo se caracterizo el
concentrado enzimético, presentando 6,82% de humedad y 93,18% de materia seca.
Finalmente se concluye que es posible emplear al etanol como solvente para la

extraccion de papaina del gualacongo.

Palabras clave: gualacongo, extraccion, papaina, enzima.



ABSTRACT

The present research was carried out at the National University of Pedro Ruiz Gallo
and its main objective was to evaluate the effect of ethanol concentration on the
extraction yield of papain from gualacongo (Vasconcellea pubescens). With the
purpose of having an alternative to the demand of papain for the softening of meat
among other uses.

Gualacongo fruits were obtained from the Raime farmhouse belonging to the
province of Cutervo - Cajamarca. The fruits were characterized biometrically and
physicochemically, later the process of extraction of papain was done with the use of
the ethanol solvent at different concentrations (76 ° GL, 86 ° GL and 96 ° GL), later
the extract was dehydrated and crushed and evaluated statistically the results (yield),
obtaining in response that the concentration of ethanol with 96 ° GL presented the
highest yield 6.29%. Likewise, the enzyme concentrate was characterized,
presenting 6.82% humidity and 93.18% dry matter. Finally, it is concluded that it is

possible to use ethanol as a solvent for the extraction of papain from the gualacongo.

Keywords: gualacongo, extraction, papain, enzyme.
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INTRODUCCION

El uso mundial de aditivos en la industria alimentaria va en aumento cada vez mas,
ya que permite prolongar el tiempo de vida atil de los alimentos lo que hace que
exista mayor aprovechamiento de los mismos, de igual forma los aditivos permiten

realizar determinados tratamientos tecnoldgicos que sin ellos seria imposible.

Las enzimas son biocatalizadores, agentes de origen biolégico que aceleran la
velocidad a la cual ocurren las reacciones quimicas al disminuir los requerimientos
de energia de activacion necesaria para dichas reacciones (Cornish, 1995). Las
enzimas no se consumen en el proceso, por lo que una molécula de enzima sigue

actuando.

La catélisis enzimatica, como se denomina a la accion de las enzimas es eficiente,
altamente especifica, puede llevarse a cabo en condiciones relativamente suaves
como temperatura ambiente y pH neutro y permite un control muy preciso de la
reaccion. Por ello, la aplicacion de las enzimas a la industria se constituye en uno de
los primeros procesos biotecnolégicos de la quimica moderna (Roberts y Turner,

1995).

Las enzimas han encontrado un gran numero de aplicaciones en la industria, una de
las clases de enzimas con mayor amplitud de aplicacion son las proteasas. Las
proteasas son enzimas que provocan la hidrolisis o digestion de otras proteinas en
fragmentos mas pequefios y en ciertas condiciones pueden ser usadas para la
sintesis de nuevos compuestos de interés farmacéutico (Chaiwut y Kanasawud,
2007). Una de las proteasas cuyo uso se encuentra muy difundido es la papaina, en
realidad una mezcla de papaina y quimopapaina, que es extraida generalmente del

latex de los frutos verdes de la Carica papaya.
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El Perd es un pais que cuenta con una gran biodiversidad en frutos los cuales no
han sido estudiados hasta la actualidad, tal es el caso del gualacongo, fruto silvestre
que crece en la provincia de Cutervo pero que por desconocimiento de los
pobladores no tiene aprovechamiento alguno. Este fruto posee a parte de sus
propiedades organolépticas, importantes propiedades quimicas, una de ellas, la
papaina (que posee un latex que tiene 8 veces mas actividad proteolitica que el latex
de la papaya), aditivo usado en la industria alimentaria para el ablandamiento en
carnes (Quino, Bernal y Yacono, 2008), asi también cerca del 80% de la cerveza
producida en los Estados Unidos es tratado con papaina, la cual digiere los
fragmentos de proteina que pueden precipitar, gracias a esta accion la cerveza se

mantiene transparente cuando se enfria (Duke y DuCellier, 1993).

En concordancia con lo expuesto se plantea la presente investigacion que busca
obtener un mayor rendimiento en la obtencién de la papaina mediante el método de

extraccidon con etanol a partir de gualacongo; planteando los siguientes objetivos:

% Evaluar el efecto de la concentracion del etanol en el rendimiento de extraccion
de papaina a partir de gualacongo (Vasconcellea pubescens)

% Caracterizar biométricamente al gualacongo

% Determinar las caracteristicas fisico quimicas de la pulpa de gualacongo

« Determinar la concentracion adecuada de etanol para obtener un mayor
rendimiento en la extraccion de papaina a partir de gualacongo.

« Determinar el porcentaje de humedad y materia seca al extracto de papaina

obtenido.
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I. MARCO TEORICO
1.1. El gualacongo (Vasconcellea pubescens)
1.1.1 Generalidades

La familia Caricaceae comprende 6 géneros y mas de 50 especies (entre 30 y 60
segun distintos autores), distribuidas a través del trépico desde el nivel del mar hasta
los 3500 m. de altura. En Ameérica se encuentran cinco de los seis géneros, con
excepciéon de Cylicomorpha (Africa). La especie econdmicamente mas importante y
distintiva de la familia es la papaya comun (Carica papaya L.) que pertenece al
género Carica el cual es monotipico. Puede encontrarse con los nhombres comunes
de papaya, papayo, mamon, lechosa, entre otros. Se la puede hallar en floracién y
fructificacion durante casi todo el afio. Se distribuye ampliamente en América
tropical, incluyendo México, Sudamérica y las Antillas. Desde hace varias décadas,
la papaya ha sido la fuente mas importante de papaina natural con fines industriales,

sin poder ser reemplazada en la actualidad por ningun otro sustituto sintético.

El presente trabajo tratara sobre el género Vasconcellea, menos conocido, pero
también perteneciente a la familia de las Caricaceas, el cual contempla especies
nativas que pueden ser encontradas desde México hasta el norte de Argentina en
alturas comprendidas entre los 1700 a 3500 msnm. Cuenta con 21 especies y un

hibrido natural.

El género Vasconcellea se consideraba anteriormente una seccion del género
Carica, el cual fue rehabilitado por Badillo (1971) sobre la base de caracteres
morfologicos y genéticos. Los estudios de divergencia genética entre ambos géneros
fluctan entre 73% y 77% (Kyndt, Romeijn, Van, Romero, Gheysen y Goetghebeur,

2005). Cuenta con 21 especies de Caricaceae, lo que lo convierte en el mayor de los
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seis géneros de la familia. Se encuentra con mas frecuencia a lo largo de los Andes
en América del Sur desde el nivel del mar hasta cerca de los 3500 m, con una
concentracion de especies en Ecuador, donde se pueden hallar 16 de las 21

especies (Kyndt et al., 2005).

Reino: Plantae

Divisién: Espermatofitas
Subdivisién:
Angiospermas/Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Brassicales
Familia: Caricaceae
¥
4 A4 A 4 A 4 h 4 hd
Género Genero Género Género Género Género
Carica Vasconcellea Jacaratia Jarilla Horovitzi Cylicamarpha
| : :
¥
Especie Especie Especie
Carica Vasconcellea Vasconcellea
Papaya L Pubescens A. Stipulata V.M.
DC Badillo

Figura 1 Clasificacién taxondmica de las especies de Vasconcelleas estudiadas en el presente

trabajo, Recuperado de Espinosa (2016)

Por otra parte, los demas miembros del género Vasconcellea son consumidos
tradicionalmente, aunque en minima escala en el sur de Ecuador como en otras
regiones andinas compartiendo los nombres comunes de papayo de altura, papayo

de monte, chihualcan, chamburo, siglalon, entre otros (Badillo, 1971).
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Probablemente ellas hayan sido obtenidas de los bosques andinos y puestas en
cultivo en los huertos familiares, pues presentan un agradable aroma y alto grado de
fragancia (mayor a la del babaco) por su alta concentraciéon de terpenos en sus

frutos.

V. pubescens y V. stipulata tienen frutos que en estado maduro se consumen crudos
0 cocidos en forma de mermeladas y bebidas; ademas, como se ha mencionado,
sus hojas y latex se usan en medicina tradicional para diversas afecciones (Acosta,

1992).

Como miembros de la familia Caricaceae, las especies del género Vasconcellea
también son una buena fuente de enzimas proteoliticas. La droga vegetal de estas
especies es el latex circulante, el cual contiene altas cantidades de papaina y otras
enzimas proteoliticas que constituyen principios activos de estas plantas

(Walraevens, Jaziri, Van, Schnek, Kleinschmidt y Looze, 1993).

1.1.2 Clasificacién taxonémica del gualacongo

Segun Castilla (2016), la clasificacion taxondémica del gualacongo se expresa a

continuacion:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Dilleniidae

Orden: Violales
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Familia: Caricaceae
Género: Carica
Especie Carica pubescens

Nombre comun: Es conocida como la "Papaya de los Andes", "Papaya de Altura”,

"Papaya Arequipefa" o “Papaya Andina”.

1.1.3 Distribucion

Esta planta pertenece al género Carica, originario de América tropical y subtropical,
compuesto por mas de 40 especies nativas, entre las que se destaca la papaya
(Carica papaya) por ser la mas conocida y distribuida en las zonas tropicales. La
papayuela (Carica pubescens L) es una especie frutal nativa de América tropical que

se cultiva en altitudes entre 2400 y 2800 m. (Duque y Morales, 2005).

Es una planta originaria de las alturas de Colombia, Ecuador, Bolivia y Peru
(Arequipa, Apurimac, Cusco, Huanuco y Junin) crece entre los 2,000 y 3,000

m.s.n.m. (Chavez, 2013).

Se distribuye desde Panama hasta Chile y Argentina alrededor de los pueblos

montafiosos (Duque y Morales, 2005).

La especie andina Carica pubescens L se cultiva con éxito en las huertas caseras

debido a sus cualidades ornamentales (Duque y Morales, 2005).

1.1.4 Descripcion

La papayuela (Carica pubescens L Lenne & Koch) tiene una apariencia similar a la

de la papaya (Carica papaya).
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Es una planta arborescente que alcanza hasta 10 m de alto. Tiene hojas grandes
que se distinguen de las de la papaya por su forma y por la presencia de una
pubescencia que cubre las hojas y las flores. El fruto es muy aromatico, de color
amarillo claro, oblongo-eliptico, truncado en la base y agudo en el apice, de 7 a 11
cm de largo y 5 a 6 cm de diametro, con cinco costillas muy pronunciadas. La pulpa,
ligeramente amarilla, constituye cerca del 60 % del peso total de la fruta y contiene
numerosas semillas en la cavidad central cubiertas por una membrana dulce,

transparente y gelatinosa. (Duque y Morales, 2005).

Antes de alcanzar la madurez, el fruto exuda un latex, al que se le han atribuido
propiedades medicinales para el tratamiento de la micosis y otras enfermedades de
la piel. Generalmente, no se consume al natural, sino procesada en forma de jugos o

conservas (Duque y Morales, 2005).

Figura 2 Papayita de monte, recuperado de la Tesis: Obtencion de un filtrante de papayita de monte

(Carica pubescens) utilizando dos técnicas de secado y diferentes partes del fruto, Atalaya (2017)
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1.1.5 Componentes no enzimaticos del gualacongo

Los frutos de V. pubescens han sido mas estudiados que los de V. stipulata en
cuanto a sus componentes. Bernal y Correa (1990) analizaron la composicion
nutricional de la pulpa de, V. pubescens la cual corresponde al 45% del peso de la

fruta en fresco. Los hallazgos derivados de este analisis se resumen en la siguiente

tabla:

Tabla 1

Componentes fisico-quimicos de la pulpa del fruto de V. pubescens

Componente Cantidad
Agua 93,549
Proteinas 0,79
Grasas 0,19
Carbohidratos 399
Fibra 129
Ceniza 0,69
Calcio 10 mg
Fésforo 11 mg
Hierro 0,3 mg
Vitamina A 100 U.1.
Tiamina 0,03 mg
Riboflavina 0,03 mg
Niacina 0,06 mg
Acido Ascérbico 70 mg
Energia 16 Kcal.

Nota. Bernal y Correa (1990)

Simirgiotis, Caligari y Schmeda (2009) aislaron glicésidos de rutina y manghaslina de
los frutos de V. pubescens cultivados en Chile, mediante fraccionamiento selectivo
usando el ensayo de radicales libres DPPH. Ademas, 19 compuestos fendlicos

fueron identificados por primera vez en los frutos mediante HPLC, UV vy
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espectrometria de masas. Diez de estos compuestos se caracterizaron
tentativamente como glicosidos del acido hidroxicinamico y nueve como derivados
de glicésidos de quercetina. Varias de estas sustancias de bajo peso molecular se
estan investigando en la actualidad por sus propiedades antioxidantes y algunas de
ellas han demostrado efectos fitomedicinales muy notables en el aparato

cardiovascular (Rangel, Pastor, Aguilera y Gil 2015).

En V. pubescens, Noriega, Calero, Larenas, Maldonado y Vita (2014) detectaron un
total de 38 compuestos volatiles en sus frutos. Se identificaron a 20 de ellos, lo que
equivale al 92,65 %. Los compuestos mas abundantes identificados fueron: etil-
hexanoato con el 44,211 %,; etil-butanoato con el 12,352 %; 1-octanol 9,142 % vy el

linalol con el 6,529 %.

Puede concluirse que los frutos presentan también cantidades interesantes de
metabolitos primarios y secundarios de accion medicinal, sin embargo, la principal
droga vegetal de la familia Caricaceae la constituye el latex, por la gran cantidad que

poseen estas especies vegetales.

1.1.6 Capacidad antioxidante de extractos de Vasconcellea pubescens

En general, los componentes de las plantas tienen capacidad antioxidante debido a
Su naturaleza unos en menor 0 mayor grado que otros debido a las diferentes rutas
metabodlicas como parte de su defensa, adaptacion o algun otro factor importante
para su permanencia y perpetuacion. El fruto de papaya de monte ha destacado por
su aroma fuerte y agradable ademas de la alta cantidad de papaina que presenta a
diferencia de otras Caricaceas. El aroma caracteristico viene determinado por los

compuestos volatiles que presenta, los cuales han sido identificados de diversas
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maneras. Dietrich, Beuerle, Withopf, Schreier, Brunerie, Bicchi y Schwab (1997), en
un estudio realizado para identificar compuestos relacionados con el aroma de
diversos frutos identificaron 6°-O-malonilatado p-D-glucopiranosidos de alcohol
benzil, 2-feniletanol y geraniol en la corteza del fruto. Varios alcoholes, aldehidos,
cetonas y glucosidos de etil y butil 3-hidroxibutanoatos han sido identificados en
extractos de la pulpa de Vasconcellea pubescens de muestras colectadas en Chile
(Idstein, Keller, Schreier, 1985) y Colombia (Krajewski, Duque y Schrejer, 1997,
Morales y Duque, 1987); sin embargo, en las especies en Chile se ha encontrado
adicionalmente otros compuestos volatiles como metil cis-hex-3-enoato, isopentil
acetato, metil 3-hidroxihexanoato etil nicotinoato y otros, lo que significa que las
variaciones climatologicas y geograficas puede generar ligeras diferencias en las
rutas metabdlicas de los compuestos implicados en el aroma de la fruta. Otra
variacion importante en cuanto a la producciéon de metabolitos secundarios en
Vasconcellea pubescens esta relacionada al grado de madurez del fruto, pues a
medida que madura la piel cambia desde un color verde a amarillo producto de la
produccion de pigmentos carotenoides y el aroma se intensifica, asumiendo que
podria deberse al incremento de produccion de etileno como pasa en otros frutos,
donde se ha determinado que muchos ésteres derivados de las vias metabdlicas de
los acidos grasos y aminoacidos varian en funciéon de la produccién de etileno
(Balbontin, 2007). Con el desarrollo de nuevas técnicas para la identificacion de
compuestos organicos Simirgiotis et al. (2009) han identificado 19 compuestos
fendlicos en extracto metanolico de pulpa del fruto de papaya de monte, todos ellos
mediante una afinidad al DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhidrazil), lo que quiere decir
que tienen capacidad antioxidante destacando la rutina quercetin glucosido y

mangaslina. Muchos de los compuestos mencionados anteriormente tienen
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capacidad antioxidante, sin embargo, no hay una concentracion definitiva de cada
uno de ellos que garantice una capacidad antioxidante determinada soélo una

referencial.

Diferentes metodologias han sido empleadas para evaluar la capacidad antioxidante
de frutas in vitro, tales como FRAP (Poder antioxidante de reducir el ion férrico),
ABTS (Neutralizacion del cation radical 2,2’ Azinobis-3-etil- benzotiazolina-6-acido
sulfénico), DPPH y ORAC (Capacidad de absorcion de radicales oxigeno) que son
los més usados. Es recomendable que al menos dos (o incluso todas) de éstas
evaluaciones sean combinadas para obtener un perfil antioxidante mas certero del
producto en estudio (Pérez y Jara, 2008) dado que distintos compuestos con
capacidad antioxidante tienen distintos tipos de afinidad por las especies reactivas

del oxigeno (EROs).

Utilizando extracto metandlico de la pulpa del fruto se ha determinado un porcentaje
de inhibicion de DPPH entre 32% a 82% (Bosmediano y Coronel, 2014), el DPPH es
un radical oxidante frecuentemente usado para la evaluacion antioxidante mediante
su inhibiciébn. Se menciond anteriormente que la variacién geografica influye en la
produccion de metabolitos secundarios, por lo que deberia también influir en la
capacidad antioxidante, esto fue encontrado por Laily y Suranto (2012) donde
evaluaron extractos metandlicos del fruto de papaya de monte cultivados a 2400 m.,
1900 m. y 1400 m. sobre el nivel del mar, obteniendo capacidad antioxidante con
IC50 (capacidad de inhibir el 50% de los radicales oxidantes) de 0,983 mg/100 ml,
1,2945 mg/100 ml y 5,326 mg/100 ml respectivamente. Extractos etandlicos y de la
fraccidbn n-hexano de hojas de la planta han mostrado actividad antioxidante con el
DPPH IC50 en valor de 30.8 ppm y 157,134 ppm respectivamente en comparacion

con la vitamina C que es de 2.9 ppm (Indranila y Ulfah, 2015; Mu’awwanah y Ulfah,
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2015). En un estudio para evaluar la capacidad antioxidante de bioactivos de frutas
nativas peruanas, Repo y Encina (2008) determinaron que el fruto de V. pubescens
tiene mayor cantidad de compuestos fendlicos que Solanum betaceum, Opuntia
ficus-indica y Physalis peruviana, este Gltimo presenté ademas similar concentracion
de vitamina C, pero el grado de capacidad antioxidante fue mayor evaluando con el
método DPPH y ABTS. La identificacion de los diferentes compuestos de Carica
pubescens y la evidencia que su fruto ha demostrado mayor capacidad antioxidante
gue otras especies importantes en este aspecto (como P. peruviana por ejemplo),
hace suponer que esta especie es un candidato para generar proteccion contra el
dafio reproductivo inducido por ciclofosfamida principalmente atenuando la
sobreproduccion de EROs y asi disminuyendo el estrés oxidativo en el ambiente

celular.

Tabla 2

Capacidad antioxidante y contenido de compuestos bioactivos

Componente Cantidad
DPPH (g trolox/g de tejido) 1936
ABTS (g trolox/g de tejido) 2141
Fenoles totales (mg acido géalico/100g de muestra) 167
Vitamina C (mg acido ascoérbico/100g de muestra) 31.41

Nota. Repo y Encina (2008)
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1.1.7 Usos

Por su alto contenido de papaina, esta fruta tiene gran aceptacion en los mercados
internacionales para uso en la industria farmacéutica y en la de alimentos como
ablandador de carne; estas consideraciones sugieren su cultivo como una alternativa

de desarrollo en las zonas mas deprimidas de los Andes. (Duque y Morales, 2005)

Es un alimento natural, cuyo fruto es apreciado por su olor caracteristico y
agradable, posee altos beneficios por sus cualidades nutritivas, presencia de

enzimas, proteinas y vitaminas A, By C y minerales. (Chavez, 2013)

1.2. Extractos vegetales

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por
tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua,
etanol o éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla de principios
activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de una

planta fresca o seca (Lizcano y Vergara, 2008).

Para aprovechar las substancias activas de una planta, se recurre frecuentemente a
los extractos. El proceso de extraccidn consiste en incorporar las substancias activas
de una planta a un solvente, que generalmente suele ser agua o alcohol; se puede
realizar en frio o en caliente, y el producto resultante puede ser una solucién
concentrada o espesa en funcidén de la sustancia de origen, 0 espesarse por propio

interés en base a la aplicacion que se le vaya a dar (Gonzales, 2004).



26

1.2.1 Proceso de extraccion

Los procesos de extraccion mas simples empleados se dividen de acuerdo al

disolvente utilizado en:

X/
L X4

X/
L X4

Extraccion con agua: infusion, destilacion por arrastre con vapor de agua y
decoccion (Gonzales, 2004).
Extraccion con solventes organicos: maceracion, lixiviacion o percolacion,

extraccidn Soxhlet, digestion y por fluido supercritico (Gonzales, 2004).

1.2.2 Caracteristicas de los extractos

Estudios realizados por Corpas y Barrero entre 1988 y 1991, permitieron

fundamentar las siguientes caracteristicas especificas de los extractos (Gonzales,

2004):

Los extractos bien preparados son de color mas o menos oscuros; cuando han
sido preparados al vacio, son ligeramente mas claros.

Algunos son de color café amarillento, otros rojizos; los extractos provenientes
de hojas son verdosos debido a la clorofila.

Su aspecto debe ser liso, fino y homogéneo.

Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima que les ha
dado su origen. Cuando son mal preparados, adquieren olor a caramelo o
confitura poco conocida.

La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacién directa con el tipo

de preparacion al cual fueron sometidos.
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Los extractos acuosos son completamente solubles en agua y producen una
solucion transparente, algunas veces ligeramente turbia, debido a que han sido

preparados con mucha anterioridad.

Los extractos alcohdlicos son parcialmente solubles en agua y algunas veces son
totalmente insolubles, especialmente los extractos que han sido preparados con
alcohol fuerte tienen un excelente indice de disolucion, en el mismo titulo

alcoholimétrico del alcohol con el cual han sido preparados.

Los extractos alcohdlicos preparados con hojas, dan soluciones coloreadas de

verde, pues la eliminacion de la clorofila no puede ser total (Gonzales, 2004).

1.2.3 Meétodos de extraccion

Deben obedecer a la informacién de la naturaleza quimica de las sustancias,
presentes en la planta y al propésito de la investigacion. En el caso de busqueda de
sustancias para la comprobaciéon de actividad biolégica, la extraccion del material
vegetal debe hacerse en agua o con solucién disoténica (0.9 % NacCl).
Frecuentemente se usa la extraccién con solventes organicos de bajo punto de
ebulliciébn (alcohol, acetato de etilo) y de baja reactividad. Algunas veces es
conveniente desengrasar el material vegetal con éter de petréleo (extracto etéreo) o
hexano. El alcohol es generalmente mas eficaz para recuperar la mayoria de los
metabolitos secundarios. Los extractos son evaporados bajo presion reducida o

liofilizados, en el caso de extraccién con agua (Gonzales, 2004).

Los métodos de extraccion se basan en las diferentes solubilidades de los diversos

compuestos encontrados en el material vegetal, asi , para sustancias de baja
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polaridad ( lipidos) se utilizan como solventes el éter de petroleo y cloroformo; para
sustancias de mediana y alta polaridad el acetato de etilo, el etanol y la acetona .
Las extracciones pueden hacerse por “extraccién continua en soxhlet”, en la cual el
material seco se sitla en una camara central y el solvente se hace evaporar en
caliente, en un recipiente inferior, el vapor del solvente asciende al condensador y
gotea sobre el material vegetal. Por “reflujo”, el material vegetal y el solvente se
colocan en un balon el cual tiene acoplado un refrigerante, se calienta, el solvente
evaporado se condensa y vuelve a mezclarse con el material vegetal. Y por
“maceracion en frio®“, el material se mezcla con el solvente triturado continuamente

en frio (Arévalo, 1996).

METODOS
EXTRACTIVOS

3 J 3

Mecanica Destilacion Gases Disolvente

| | ¢

4 ¥
Expresion COo2 Discontinua Continua
Calor Butano Maceracion Percolacion

1 Digestion Soxhlet

Incisiones
Infusién
Incisiones

Figura 3 Clasificacién de métodos de extraccion, Recuperado de Chavez (2013)
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1.3. Enzimas proteoliticas

Las enzimas son proteinas que actian como poderosos catalizadores, moléculas
que aceleran una reaccion quimica al reducir su energia de activaciéon. Su
caracteristica mas llamativa es su elevada especificidad de sustrato, asi como su

especificidad de accion.

Las enzimas proteoliticas son llamadas también proteasas, proteinasas o peptidasas
y se clasifican en grupos o clases por su accidn especifica. Es asi que las enzimas
proteoliticas forman parte de un grupo mayor llamado hidrolasas, pues catalizan
reacciones de hidrélisis. Este grupo enzimético permite escindir moléculas de alto
peso molecular, con enlaces peptidicos, ésteres o glicosidicos, mediante una

reaccion con moléculas de H-0.

Las hidrolasas forman parte de procesos metabdlicos importantes en los vegetales,
hallandose en ellos en forma de proteasas, pectinasas, xilanasas, esterasas,
poligalacturonidasas y celulasas. De estas, las proteasas o enzimas proteoliticas son
las que posiblemente tienen en la actualidad un mayor interés comercial e
investigativo, pues constituyen las dos terceras partes de las enzimas que se
comercializan en el mundo (Barrett, Rawlings y Woessner, 2004). La mayor parte se
origina de fuentes microbianas, sin embargo, la papaina, bromelina y ficina siguen
siendo obtenidas directamente de la papaya, pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) e
higo (Ficus carica L.) respectivamente, y se usan en un gran namero de procesos
industriales en los cuales no tienen todavia un reemplazo. Obregdn (2008) afirma
que en actualidad existe un gran niamero de proteasas vegetales que todavia no han

sido aisladas ni caracterizadas.
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1.3.1 Clasificacion de las enzimas proteoliticas

Las peptidasas se dividen en dos grandes grupos segun la ubicacion de los enlaces
hidrolizados: las endopeptidasas, las cuales rompen uniones peptidicas en distintos
puntos al interior de las proteinas y las exopeptidasas, las cuales remueven
aminoacidos desde los extremos amino o carboxilo (Obregdn, 2008). La clasificacion
en clanes se basa en la molécula que utiliza la enzima para hidrolizar el enlace
peptidico, las mismas que pueden ser: los aminoacidos Serina, Cisteina y Treonina
(en las serin, cistein y treonin proteasas) o una molécula de agua (en las aspatrtil,

metalo- y glutamil peptidasas).

Una de las mejores fuentes de referencia acerca de las enzimas proteoliticas y las
proteinas que las inhiben es la base de datos MEROPS, la cual describe y clasifica
cada una de las peptidasas. Bajo este sistema de clasificacion se ha establecido una
nomenclatura basada en la estructura jerarquica de cada peptidasa. Ademas, se les
ha asignado una familia en base a las similitudes estructurales que presentan en
relacion a la secuencia de sus aminoacidos. Las familias que se cree que son
homélogas se han agrupado juntas en un clan (Rawlings, Morton, Kok, Kong, Barret,

2008).

Las peptidasas cisteinicas son las proteasas mas extensamente estudiadas.
Ejemplo de ellas en los vegetales, ademas de la papaina, son la ficina, la bromelina
y la actinidina. En el reino animal también se encuentran presentes, tales como las
calpainas citosolicas en los mamiferos y proteasas de parasitos encontrados en el

género Trypanosoma.
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1.3.2 Usos medicinales de las enzimas proteoliticas

Las enzimas proteoliticas encontradas en las plantas han sido utilizadas con fines
culinarios y medicinales desde tiempos inmemoriales por varias poblaciones
alrededor de mundo. Por ejemplo, la ficina del higo se utiliza en Sudamérica como
antiparasitario y mucolitico en preparaciones fitoterapicas de uso popular. La
bromelina obtenida de la pifia al igual que la papaina han sido utilizadas
tradicionalmente para tratar inflamaciones y traumatismos, asi como coadyuvante en

enfermedades respiratorias.

El consumo estas enzimas como suplemento alimentario es cada vez mas frecuente
debido a la evidencia cientifica que aumenta progresivamente, y respalda muchos
de los usos tradicionales. Esto ha resultado en un aumento en la comercializacién

internacional de capsulas y preparados nutricionales de venta libre.

Las propiedades antiparasitarias de estas proteasas vegetales han sido investigadas
en multiples ocasiones, dado su uso tradicional con este propésito en diferentes
culturas. Mansur, et al. (2014) plantea que se produce por desintegracién de las
cubiertas externas o tegumentos de los pardsitos intestinales del tipo vermes. A
pesar de que también se encuentra muy utilizado en la medicina tradicional para
prevenir y tratar las amebiasis, no se han realizado todavia suficientes estudios que

respalden su eficacia.

Distintos autores concuerdan en que las enzimas proteoliticas vegetales tienen
potentes efectos laxantes y digestivos provocados por la propia protedlisis, la cual
produce irritacion leve de las paredes intestinales y descomposiciéon de los alimentos
de origen proteinico que se encuentran en el lumen intestinal. Su efecto tiene

relacion con la dosis, pues si se utiliza en escasa cantidad, actia como un digestivo
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suave facilitando la ingesta de comidas copiosas, mientras que si se utiliza en

grandes dosis, su efecto es laxante.

Existen cada vez mas evidencias de su uso seguro y prometedor también en otras
enfermedades. Por ejemplo, se ha encontrado que su uso en preparados topicos o
unglentos cicatrizantes, mejora la curacion de heridas y evita la hiperqueratinizacion
de las mismas (Pieper y Caliri, 2003). Hay evidencia de que el consumo de papaina
mejora el drenaje de liquidos y evita la inflamacion en pacientes postquirtrgicos. En
este sentido, la papaina mejora el flujo linfatico para prevenir el edema vy evitar las
adherencias internas por sus propiedades fibrinoliticas (Hellebrekers, Trimbos,

Trimbos, Emeis y Kooistra, 2000).

En cuanto al sistema respiratorio, las enzimas vegetales se utilizan de manera
tradicional, asi como en medicina convencional para fluidificar el mucus depositado
en las vias respiratorias, facilitando la expulsion del mismo de senos paranasales,

laringe, trdquea y bronquios (Pfizer, 2016)

Se cree gue su mecanismo de accion se basa en la hidrdlisis de diferentes enlaces
peptidicos involucrados en procesos patologicos. Por este motivo, en la actualidad,
el uso de enzimas o consumo de plantas que las contengan ha sido estudiado
farmacol6gicamente en diversas afecciones de tipo cronico-degenerativo con un

gran impacto social.

Los pacientes que padecen enfermedades reumaticas han reportado un alivio muy
importante de su sintomatologia, posiblemente asociada a la degradacion de

proteinas proinflamatorias endoégenas (Leipner, Iten y Saller, 2001).

Desser, et al. (2001) hallaron en su investigacion que la terapia con enzimas

proteoliticas por via oral reduce considerablemente los niveles de TGF- betal,
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citocina que se encontrd elevada previamente en pacientes con artritis reumatoide,

osteomielofibrosis y herpes zoster.

Sin duda, la hipétesis mas interesante, pero todavia en vias de estudio, es el posible
efecto anticancerigeno de las enzimas proteoliticas vegetales. Esto se explica
porque los tumores se hallan cubiertos por una matriz extracelular conformada por
proteoglicanos, acido hialurénico, colageno, elastina, laminina y otras proteinas
estructurales que restringen la difusion de las drogas antineoplasicas. En el estudio
de Parodi, et al. (2014), las enzimas proteoliticas aumentaron la difusiéon de
nanoparticulas de silica en tumores in vivo e in vitro. Asi mismo, teéricamente este
mecanismo facilitaria el combate del sistema inmune a los tumores mejorando su

acceso al tejido maligno.

1.3.3 Papaina

La papaina es una de las enzimas proteoliticas extraidas del fruto inmaduro de la
papaya (Carica papaya L.) y otros miembros de la familia Caricaceae. Es una
proteina que pertenece a la familia de las cistein-proteasas y esta compuesta de 212
aminoacidos que se encuentran enrollados en dos partes separadas por un puente,
el cual tiene un lugar activo con un grupo tiol (SH) libre del cual depende su actividad
proteolitica. 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 basicos Leucina, Glicina, asi como sobre Arginina, Lisina y

Fenilalanina (Wong, 1995).
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Figura 4 Estructura tridimensional de la papaina, Recuperado de Botanishcher Garten (2016)

La papaina, al provocar la ruptura de multiples enlaces en proteinas animales y
vegetales, tiene importantes usos industriales. En el mercado gastronémico se la
utiliza como ablandador de carnes y para evitar la formacion de sedimentos
proteicos en la cerveza (clarificador). Sus propiedades la hacen irremplazable por

algun otro sustituto sintético. (Banchon, 2005).

En la cosmética se la usa como agente exfoliante quimico (peeling) que remueve las

capas superficiales de la piel.

1.3.3.1 Caracteristicas fisicoquimicas de la papaina

% Activadores: Es activada por el aminoacido cisteina, el tiosulfato y el glutation.
Es inhibida o inactivada por iones metalicos (Zn, Cd, Fe, Pb), oxidantes (H20x,
radicales libres, etc.) y por agentes que reaccionan con los tioles (acido

ascorbico).
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Su actividad proteolitica puede ser medida de distintas maneras. Una de las
unidades mas usadas es: PU/U/USP= unidades de papaina, cantidad de enzima
que libera el equivalente a 1 pg de tirosina por hora bajo condiciones de
laboratorio.

Actividad optima: Esta enzima presenta su mejor actividad en un pH de 5,0 a 7,0
y a una temperatura de 65°C.

Peso molecular: de 23,406 Da

Solubilidad y estabilidad en soluciones: papaina es soluble en agua a 10 mg/ml.
Inmediatamente antes de realizar su valoracion sobre su actividad proteolitica, la
enzima debe ser diluida en un buffer que contenga 5mM L-cisteina. Los agentes
estabilizantes incluyen EDTA, cisteina y dimercaptopropanol. Como las
soluciones de papaina son estables en diferentes rangos de temperatura, la
estabilidad depende del pH circundante. Las soluciones son inestables en un
medio acido. Con un pH menor a 2,8 las soluciones pierden una parte
significativa de su actividad. La pérdida de la actividad de la enzima en una
solucion es de alrededor de 12% por dia, probablemente como resultado de
autolisis y/u oxidacién. Las soluciones de papaina son estables frente a varios
agentes desnaturalizantes, por ejemplo, su actividad completa se mantiene
después de la recristalizacion en metanol al 70% y en soluciones de urea 8 M.
Sin embargo, hay una pérdida significativa de su actividad cuando la papaina es
expuesta a acido tricloroacético al 10% o a clorhidrato de guanidina a 6M

(Mundo y Serrano, 2012; Sigma-Aldrich, 2015)
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1.3.3.2 Biodisponibilidad de la papaina

La biodisponibilidad oral y la efectividad de las enzimas proteoliticas tales como
tripsina, quimotripsina, papaina y bromelina han sido discutida desde su introduccion
al mercado como suplementos con actividad anti-inflamatoria, anti-edematosa e

inmunoestimulante.

Una de las mayores razones para esta controversia tiene relacion con la
suceptibilidad de las enzimas proteoliticas en el medio gastrico. Sin embargo, a
pesar de que en muchos casos si existe una degradacién ante un pH tan bajo como
el encontrado en el estbmago, existen proteinasas que son estables aln dentro de

este entorno.

Actualmente, dentro del proceso de estudio de la biodisponibilidad oral de estas
enzimas vegetales persiste el debate, pues existen reales dificultades en su
valoracion in vivo. En sangre las enzimas proteoliticas se unen a antiproteinasas y
por lo tanto son dificiles de cuantificar con pruebas inmunoldgicas y enzimaticas que
tienden a subestimarse; lo contrario sucede con los métodos radioquimicos, en los
cuales su contenido tiende a sobreestimarse. No obstante, la cuantificacion como un
parametro objetivo es fundamental para cualquier estudio de biodisponibilidad.
Independientemente de estas dificultades analiticas, hoy en dia se acepta que las
enzimas proteoliticas cuando son administradas oralmente al ser humano pueden
ser detectadas en el plasma sanguineo y la linfa intactas como moléculas de alto
peso molecular y proteinas fisioldgicamente activas. (Kolac, Streichhan y Lehr.
1996). Lo mismo sucede con péptidos y moléculas grandes de proteinas, varias
investigaciones han confirmado que pasan a través de la barrera mucosa del tracto

gastrointestinal (Lorkowski, 2012).
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Usando monocapas de células Caco-2 como modelo, se hicieron algunos progresos
para comprender mejor el mecanismo por el cual las moléculas grandes atraviesan
la barrera intestinal. Las enzimas proteoliticas tripsina, quimotripsina, papaina y
bromelina administradas sin recubrimiento entérico disminuyeron la resistencia
eléctrica transepitelial y al mismo tiempo aumentaron el transporte de marcadores
fluorescentes que normalmente no son transportados a través de la monocapa de
células Caco-2. Los resultados sugieren que las enzimas proteoliticas son capaces
de aumentar la permeabilidad de la mucosa y del epitelio, y por lo tanto, facilitar su
propia absorcion por un mecanismo de difusion paracelular auto-mejorada. (Kolac, et
al. 1996). Este mecanismo de transporte paracelular resulta de la concentracién sub-
nanomolar de moléculas de proteasa que se encuentran libres transitoriamente o en

un complejo con anti-proteasas en concentraciones mas altas. (Lorkowski, 2012).

Los datos de investigaciones farmacocinéticas revelan linealidad de dosis para los
niveles plasmaticos maximos de proteasas y una alta variabilidad interindividual. Se
ha encontrado que la absorcion sigue una farmacocinética inusual en todos sus
pasos, incluyendo la eliminacion, debido una velocidad lenta de absorcién y una
rapida unién al 100% a anti-proteasas. El empleo oral de proteasas conduce a un
aumento de la actividad proteolitica en suero y un aumento de las concentraciones
plasmaticas de las correspondientes anti-proteasas. Su actividad biolégica se
determina por su actividad proteolitica como proteasas libres en péptidos
solubles/proteinas o receptores de membrana celular (por ejemplo, receptores de la
proteasa activada) y su actividad se establece mediante el complejo formado con
anti-proteasas especificas y/o inespecificas. Los complejos anti-proteasa durante las
reacciones inmunes y las lesiones corporales se asocian frecuentemente con

diferentes citoquinas y factores de crecimiento que luego se eliminan de los fluidos
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corporales y los tejidos mediante endocitosis mediada por receptores en los

hepatocitos y células sanguineas. (Lorkowski, 2012).

1.3.3.3 Panoramade la produccién de papaina en el mundo

Como se menciond anteriormente, la papaina se utiliza en muchas industrias para
diversos usos. Algunos de los usuarios finales son fabricas de cerveza, productos
farmacéuticos y medicinales, alimentos, cuero, detergentes, procesamiento de carne
y pescado, etc. La mayoria de estas industrias estan creciendo en todo el mundo. La
papaina de buena calidad o altamente purificada tiene una gran demanda de
exportaciones también. A pesar de poder obtener buenas cantidades de papaina en
la region y la gran demanda que existe, alin no se presenta un repunte de esta
industria en Sudamérica y, por lo tanto, existen buenas perspectivas para las nuevas
empresas productoras. Las principales empresas distribuidoras se encuentran en
Europa y EEUU, y redistribuyen la enzima a otros paises como articulo final
procesado o como parte de un producto terminado. EI nimero de compafiias
involucradas en la compra primaria es relativamente pequefio y todas tienen sus
proveedores particulares. La mayor parte de consumidores de papaina lo hacen en

grandes cantidades, tanto a nivel nacional como internacional. (Fernandez, 2005).

La enzima tiene una gran demanda en el mercado internacional, esencialmente en el
Reino Unido, EE.UU., Europa y los paises del Golfo. El mercado de alimentos y
farmacéutico de la papaina muestra un buen potencial de expansién en el futuro el
mismo que esta creciendo en un 3% a 5 % anual. (Krishnaiah, Awang, Rosalam y
Buhri, 2002). Se calcula que el tamafio del mercado es de 900 y 1000 toneladas

métricas de produccion de papaina al afio. No obstante, es importante conocer que
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existe una brecha de produccion de papaina altamente refinada, la cual se estima
gue esta alrededor de 100 toneladas métricas de produccién anual. Los principales
productores mundiales de papaina altamente refinada son los siguientes paises:
Uganda, Tanzania, Republica Democratica del Congo, India, China y Brasil.
(Fernandez, 2005). La papaina altamente refinada tiene un valor aproximado en el

mercado de 100 USD$ por kilogramo.
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Il. MARCO METODOLOGICO

2.1. Areade ejecucion

Localidad

Distrito de Cutervo - Provincia de Cutervo — Departamento de Cajamarca

Distrito de Lambayeque —Provincia de Lambayeque —Departamento de Lambayeque
Institucion

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo — Facultad de Ingenieria Quimica e
Industrias Alimentarias — Laboratorios de Tecnologia de alimentos, fisicoquimica y

quimica organica de la Sede y Laboratorios de la Filial de Cutervo.
2.2. Tipo de investigacion

Investigacion experimental y basica.

2.3. Poblacién y muestra

2.3.1. Poblacion

Producciéon de gualacongo del centro poblado de Raime — distrito y provincia de

Cutervo — Departamento de Cajamarca.

2.3.2. Muestra

Constituida por 10 kg de gualacongo adquiridos del centro poblado Raime.
2.4, Variables

2.4.1 Variables independientes

Concentracion de etanol (76%, 86% y 96%)
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2.4.2 Variables dependientes

Rendimiento (ver tabla 14).

Tabla 3
Operacionalizacion de Variables independientes y dependientes para el estudio del
efecto de la concentracion del etanol en el rendimiento de extraccion de papaina a

partir de gualacongo (Vasconcellea pubescens)

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES INDICE

V. Independiente Concentracion de etanol 76, 86, 96 Porcentaje

V. Dependiente Cantidad de extracto de Rendimiento Mg/100g de
papaina (%) de papaina muestra

Nota. Elaboracién propia (2019)

2.5. Instrumentos de recoleccion de datos

2.5.1. Equipos e instrumentos de laboratorio

% Balanza electrénica de precision marca OHAUS Modelo Ap2103 sensibilidad
0,001g, capacidad 300 g.

% Balanza de precision marca EXCELL, sensib. 0,01 g y capacidad 300 g.

% Balanza semianalitica marca OHAUS sensib. 0,19 y capacidad de 300 g.

+« Balanza de gramos marca HENKEL modelo BCE30, sensibilidad 5 g y capacidad
30 kg.

+ Bafio maria marca MEMMERT, rango de temperatura 0° a 95°C.

% Espectrofotometro marca UNICO, EE.UU. Vis-UV.

% Centrifugadora electronica marca BOECO GERMANY, 0-6000 rpm.
% Bomba de vacio de membrana/compresor AIRJET mini, 100 mbar.
< Estufa marca MEMMERT 230°C.

% Mufla THERMOLYNE tipo F48010-33.



Potenciémetro rango O a 14 digital Marca HANNA
Refractometro digital 0 — 32 % Marca HANNA.
Refractometro a mano 0O - 30%.

Licuadora marca OSTER 4655,3 velocidades.
Congeladora FAEDA.

Refrigerador LG y Cocina semi-industrial.

2.5.2. Materiales

Baguetas de vidrio.

Buretas PYREX 25 y 50 ml.

Crisoles de porcelana 50, 100 ml.

Embudos buchner y de vidrio de 10 cm de diametro.
Fiolas 50, 100, 250 y 500 ml.

Gradillas de madera y/o metalicas.

Kitasatos marca PYREX 250 ml.

Matraces Erlenmeyer marca PYREX 100, 250 y 500 m

Morteros y pilones de porcelana.

Tela organza.

Pipetas de vidrio 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10 ml.
Probetas de vidrio 10, 100 y 250 ml.

Picetas de 1 |.

Soporte universal con porta bureta.

Termometro 0 — 150 °C, marca BOECO Germany.

Tubos de plastico para centrifuga de 15 ml.

Cuchillos de acero inoxidable de mango blanco N° 6.

Ollas de acero inoxidable 5, 10, 20 Litros.
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X/
L X4

Vasos de precipitacion PYREX 50, 100, 250, 600 y 1000 ml.

Bolsas de polietileno de alta densidad 500 y 1000 ml.

Papel aluminio.

2.5.3. Materiales de escritorio

X/

Borradores
Lapiceros
Cartuchos de tinta
Hojas bond

USB

2.5.4. Reactivos y soluciones

Agua destilada.

Alcohol de 96° (G.L).

Carbonato de sodio QP (100%).
Hidroxido de sodio 1 N.

Solucion de Fenolftaleina al 1%.

Reactivo de Folin Ciocalteu marca Merck.
Estandar de Acido géalico marca Merck.

DPPH free radical marca Merck

2.5.5. Instrumentos paralarecolecciéon de datos

Formatos de evaluacion sensorial
Céamara fotografica
Computadora personal

Impresora
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2.5.6. Método de analisis
2.5.6.1. Analisis fisico quimico

Los métodos que se emplearon durante el desarrollo del presente trabajo de
investigacion, se presentan en la tabla 4, cabe mencionar que el detalle de los pasos

que sigue cada método se presenta en el anexo 2.

Tabla 4

Métodos de andlisis fisico quimicos

Anélisis fisicoquimico Formula Norma
Humedad _Pbh-p Método AOAC 925.10,
%HUMEDAD = P, = P1X 100 2005.

AOAC 935.36, 18th Ed

Ceniza _G-G Método AOAC 923.03,
%CENIZAS = C, = 61X100 2005

AOAC 935.39, 18th Ed.

Proteinas %N = 14x N xV x 100 Método AOAC 2001.11,
T T T x 1000 2005
14 x NxV x 100 x FACTOR
%PROTEINA = %1000

V=50 ml H2SO4 0.1 N - gasto NaOH 0.1 N o gasto de HCI 0.1
N

m= masa de muestra, en gramos

Grasa % GRASA CRUDA = M2~ ™ v 100 Método AOAC 920.85,
m 2005

m = peso de la muestra
m; = tara de matraz solo
m, = peso matraz con grasa

i Vs — N, 5 i
Acidez % ACIDEZ (como acido sulfurico) = SPm 5 x4.9 t'\i/ltﬁltggl% condlflaOHa((J:lgeé
y expresada como é&cido

citrico (%), AOAC (1995)

NTP 205.003:1980
reemplazada por la NTP
205.003:2016

. Py
%Fibra = ( X100

Fibra P, —
Py

P1= peso de la muestra (g)
P2= peso de la muestra insoluble (g)

P3= peso de las cenizas

Nota. Elaboracién propia (2019)
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2.6. Metodologia Experimental

2.6.1. Caracterizaciéon de la Materia Prima

2.6.1.1. Caracteristicas biométricas

Se empled 40 frutos para medir su largo con ayuda de un vernier desde la union del
pedunculo al extremo distal del fruto. Con una balanza digital se evalu6 el peso de

cada. Anexo 1.

2.6.1.2. Andlisis fisico quimico

Los analisis para la caracterizacion del gualacongo, se muestran en la tabla 4
enunciando sus respectivos métodos, normativa y/o referencia y fundamentos. Los
valores obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica del gualacongo son el resultado

promedio de tres repeticiones * su desviacion estandar.

2.6.2. Acondicionamiento del gualacongo para evaluacion de los tratamientos

A continuacion, se detalla el proceso seguido para la obtencién del extracto

enzimatico y evaluacién de los tratamientos:

% Recepcion de la materia prima

La materia prima fue recibida procedente del centro poblado Raime, evitando la

presencia de materia prima con signos de deterioro (microbiolégico y fisicos).
« Lavado 1

Se utilizé agua potable para el lavado de la fruta eliminando toda materia extrafia

conteniente que se haya adherido durante su crecimiento y cosecha.
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< Desinfecciodn

Se desinfecté empleando una solucién de hipoclorito de sodio de 30ppm para

minimizar la presencia de la carga microbiana.

< Lavado 2

En este segundo lavado se empledé agua potable, tiene como fin eliminar el
remanente de hipoclorito de sodio que aun esté presente en la fruta que ya paso por

el proceso de desinfeccion.

< Fraccionamiento

Utilizando un cuchillo de acero se procedio a fraccionar la fruta con cascara, pulpa y

corazon, mediante incisiones longitudinales.

< Trituracion

La materia fraccionada fue triturada en una licuadora.

% Adicién de solvente organico

Se midi6 el volumen de pulpa obtenido y se multiplicé el volumen resultante por 1,5
ml y el resultado sera la cantidad de etanol (76%, 86% y 96%) que se afadid, para

cada tratamiento.

s Congelacion

La mezcla anterior se coloco en frascos cerrados de 50 ml, las muestras obtenidas

fueron colocadas a -10°C durante 7 dias.

< Filtracion

Se filtr6 utilizando una tela holganza para la separacion de soélidos y liquido.
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s Centrifugacion

Proceso que se efectu6 a 4500 rpm durante 20min.

< Secado en la estufa

Las muestras extraidas se colocaron en capsulas de porcelana a 40°C por 48 horas

en la estufa, siempre controlando la temperatura del equipo.

< Molienda

Las muestras secas se procedieron a moler con un pilén en el mortero hasta obtener

un polvo completamente pulverizado.

< Almacenamiento

El polvo obtenido se debe de almacenar en frascos cerrados y se colocd en

refrigeracion a 5°C. Asi mismo se evalu6 el rendimiento de cada tratamiento.
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Figura 5 Flujo de operaciones para la obtencion de extraccion de papaina a partir de gualacongo

(Vasconcellea pubescens), Elaboracién propia (2019)
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2.6.3. Evaluacion del rendimiento y caracterizacion del producto obtenido

2.6.3.1. Evaluacién del rendimiento

Se evalué utilizando la siguiente ecuacion:

o Peso de extracto obtenido (g)
Rendimiento (%) = —— x 100
Peso de materia prima (g)

2.6.3.2. Caracterizacion del producto obtenido

Para la caracterizacion del concentrado de papaina se determiné el porcentaje de

humedad y de materia seca con la aplicacion de las siguientes férmulas.

ml — m?2
% de Humedad = Tx 100

Donde:
m; = Peso inicial de la muestra
m, = Peso final de la muestra

% de materia seca = 100 — % de humedad

2.6.4. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de la evaluacion de los tratamientos fueron evaluados
mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de 95% y una
prueba de Tukey para determinar la diferencia existente entre las formulaciones. Se

empleo el software estadistico SPSS version 23.

El modelo estadistico que se siguio fue un modelo de disefio experimental al azar

completamente aleatorizado.



Ei=p+ai+g;

E; = Vvariable respuesta observada

|L = Media general

o; = Efecto deli-ésimo nivel

g; = Error experimental asociado a la ij-ésima variable experimental.
Tabla 5

Andlisis de varianza para los tratamientos

F.V. G.L.
Tratamientos 2
Error 27
Total 29

Nota. Elaboracién Propia (2019)

50



51

[ll. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Caracterizacion de la materia prima

3.1.1. Caracteristicas biométricas

El analisis biométrico del fruto de papayita de monte realizado se muestra en la

Tabla 6, siendo datos promedios evaluados a partir de 40 frutos (Anexo 1).

Tabla 6

Caracteristicas biométricas del fruto de gualacongo (Vasconcellea pubescens)

Caracteristicas Valor promedio
Peso (g.) 166,74
Longitud (cm) 9,25
Diametro (cm). 11,34

Nota. Elaboracién propia (2019)

En la caracterizacion biométrica se observé que el peso promedio del fruto de
gualacongo fue de 166,74g; longitud 9,25 cm y ancho x 11,34 cm; valores que se
encuentran por debajo del promedio presentado por Lopez (2010), quien reporta

valores promedios de 172 g de peso, 9,7cm de longitud y 6,38 cm de radio.

3.1.2. Analisis fisicoquimico

En la Tabla 7, se muestra los analisis que se realizaron al fruto de gualacongo,

cuyos resultados son promedios de tres repeticiones por andlisis.
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Tabla 7

Resultado del andlisis fisicoquimico del gualacongo

Analisis Gualacongo
Humedad, % 81,9
Proteina Total (N*6,25), % 1,99
Grasa, % 2,1
Fibra cruda, % 1,25
Ceniza, % 0,5
Carbohidratos, % 12,66
Acidez, % de &cido citrico 0,84
pH 4,4
Solidos solubles totales, °Brix 6,0
indice de madurez, (°Brix/acidez total) 7,14
Valor calérico, kcal 77,5
Valor nutritivo 8,89

Nota. Elaboracién propia (2019)

En la Tabla 7, se observa que el gualacongo (Vasconcellea pubescens) fresco
presentd: pH 4,4; % de acidez 0,84; indice de madurez 7,14; humedad 81,9% y 6,0
°Brix. Salén (2013), determind: pH 4,2; % de acidez 0,9; indice de madurez 5,77;
humedad 95,81 %y 5,2 °Brix. Se observa una ligera diferencia en los resultados;
Concha, Guevara y Araujo (2002), justifica que “la variacion en el contenido de
proteina esta relacionada fundamentalmente con el método de analisis empleado,
condiciones establecidas para llegar a obtener la muestra y la variedad de muestra

analizada”. Concha, et al (2002), determin6: humedad 90,49 %, pH 4,5; %de acidez
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total 0,37; indice de madurez y °Brix 16 y 6, respectivamente. Esta diferencia en el %
de acidez total puede ser debido a la procedencia e indice de madurez del
gualacongo. Para la extraccion de la papaina fue necesario considerar el estado de
madurez de la fruta (Gutiérrez y Velasquez, 2009). Asi también Mamani y Quiroz
(2017), menciona que la variacion en los resultados puede deberse al distinto origen

de cultivo y diferencia de suelos, aunque sean frutas de la misma variedad.

Tabla 8

Estadisticos descriptivos para los andlisis fisicoquimicos del gualacongo

N Minim  Maxim Media Desviacion
0 0 estandar

Agua 10 80,80 82,80 81,9000 + 0,89194
Proteinas 10 1,80 2,17 1,9900 + 0,13856
Grasa 10 1,98 2,43 2,2000 +0,17901
Carbohidratos 10 12,80 14,02 13,3100 + 0,53435
Cenizas 10 0,51 0,70 0,6000 + 0,07348
Fibra 10 1,10 1,36 1,2500 + 0,08781
Acidez 10 0,53 0,55 0,5400 + 0,00816

Nota. Elaboracién propia (2019)

3.2. Evaluacion de los tratamientos

3.2.1. Obtencidén del extracto enzimatico

Los frutos de Vasconcellea pubescens fueron adquiridos del centro poblado Raime —

distrito y provincia de Cutervo — Departamento de Cajamarca, Peru.
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Los frutos seleccionados fueron aquellos con caracteristicas sensoriales agradables
y sin dafio fisico, con pulpa y piel en buen estado, tal como se muestra en el anexo
2. Para preparar los extractos, los frutos de la especie vegetal fueron desinfectados
con solucion de hipoclorito a una concentracion de 30 ppm y cortados verticalmente,
se les retir6 la capa mucilaginosa interna y las semillas; posteriormente fueron
cortados en trozos de aproximadamente 2 cm?® y triturados mecéanicamente en una
licuadora por 1 minuto aproximadamente para obtener particulas pequefias y
homogéneas. El fruto triturado fue mezclado con los diferentes niveles de etanol
(76°, 86° y 96° de etanol en una proporcion de 1:1,5 y fue macerado en frascos
herméticos por 7 dias realizandose agitaciones esporadicas. Se recupero la fraccion
liquida del macerado y se filtré con tela organza. La solucion filtrada fue centrifugada
a 4500 rpm por 20 minuto y lo obtenido fue colocado en placas para luego ser
ubicados en la estufa a aproximadamente 40 °C hasta que se evapore el alcohol,
gue se da aproximadamente en 48 horas. El material deshidratado fue triturado en

un mortero y almacenado a 5°C.

Tabla 9

Rendimientos de la extraccidon de papaina a diferentes niveles de etanol

Nivel de etanol Porcentaje de Rendimiento

76° 5,19
86° 5,46
96° 6,29

Nota. Elaboracién propia (2019)
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Evaluacién estadistica de los resultados

Ho. Las medias de las muestras de rendimiento de papaina son Iguales
Hi: Las medias de las muestras de rendimiento de papaina no son Iguales
Nivel significancia de «= 0,05

Primero comprobaremos la homogeneidad de varianza

Donde

Ho: No existe diferencia entre las varianzas

H1: Existe diferencia entre las varianzas

Tabla 10

Homogeneidad de varianza para rendimiento de papaina

Prueba de homogeneidad de varianzas

Porcentaje de papaina

Estadistico dfl df2 Sig.
de Levene
1,489 2 27 0,244

Nota. Elaboracién propia (2019)

La tabla 10 que contiene el estadistico de Levene nos permite contrastar la hipotesis
de igualdad de varianzas poblacionales. Donde observamos que el nivel critico (sig.)
es mayor que 0,05, por lo tanto debemos aceptar la hipétesis de igualdad de

varianzas.
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Tabla 11

Pruebas de efectos inter-sujetos para variable rendimiento de papaina

ANOVA
Porcentaje de proteina
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 6,573 2 3,286 334, 329 0,000
Dentro de 0,265 27 0,010
grupos
Total 6,838 29

Nota. Elaboracion propia (2019)

Regla de decisién

Si el valor p (Sig.) es menor que a, entonces se rechaza Ho.

Por lo tanto, Como el nivel de significancia es menor que el 5%, entonces se
rechaza la Ho, se concluye que el factor (concentracion de etanol) influye en la
variable dependiente (porcentaje de proteina), es decir, los distintos niveles del
factor producen distintos efectos en el rendimiento del producto obtenido. Quiere
esto decir que habra que estudiar entre qué niveles se dan esas diferencias

significativas.
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Tabla 12

Prueba de comparaciones mdultiples para variable rendimiento de papaina

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Porcentaje de proteina

HSD Tukey

0] J) Diferenci Error Sig. 95% de intervalo de

Concentracié Concentraci6 ade estanda confianza

n de etanol n de etanol medias r Limite Limite

(I-) inferior superior

76° 86° -270° 044,000 -,38 -,16
96° -1,100° 044 000 1,21 -,99

86° 76° 270" ,044 ,000 ,16 ,38
96° -,830" ,044 000 -,94 72

96° 76° 1,100" ,044 ,000 ,99 1,21
86° 830 ,044 000 72 94

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Nota. Elaboracién propia (2019)

En este caso hay que interpretar la columna de significacion, si esta es menor o
igual que 0,05; por lo que se observa en la tabla 12 existen diferencias significativas

entre todos los tratamientos.
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Tabla 13

Prueba de comparacion de medias de tukey para subconjuntos homogéneos

Porcentaje de proteina

HSD Tukey?
Concentracién de N Subconjunto para alfa =
etanol 0,05

1 2 3
76° 10 5,19
86° 10 5,46
96° 10 6,29
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 10,000.

Nota. Elaboracién propia (2019)

Como resultado de la comparacion de medias podemos observar que existen
diferencias entre los tres tratamientos, siendo el tratamiento con 96° de etanol el

mas significativo.
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Figura 6 Comparacion de medias para el rendimiento de papaina, Elaboracién propia (2019)

Como se puede observar en la tabla 10 para la extraccion se evaluaron 3 niveles de
etanol. La adicion de un solvente organico (etanol o acetona) produce agregados de
moléculas proteicas que tienden a precipitar, esto se debe a que el solvente
presenta una constante dieléctrica menor que la del agua, lo cual produce un
incremento en las fuerzas de atraccidn entre cargas opuestas y una disminucion en
el grado de ionizacion de los radicales de las proteinas, y en consecuencia una

disminucién en la solubilidad de ésta (Tébar, 2009).

Todas las soluciones permitieron extraer la proteina deseada en la solucién y su
precipitacion tras el proceso de centrifugacion; se obtuvo mayor cantidad de
precipitado con un nivel de etanol de 96°, debido a que el efecto de precipitacion

sera mayor a mayor concentracion del solvente.

3.3. Caracterizacion del extracto seleccionado

En la tabla 14, se observa la caracterizacién de la mejor concentracién de etanol

(96°) para la extraccién de papaina a partir de gualacongo.



Tabla 14

Caracterizacion del extracto de papaina a partir de gualacongo utilizando como

solvente etanol 96°

DESCRIPCION Valor, %
Humedad, % 6,82
Materia seca, % 93,18

Nota. Elaboracion propia (2019)
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V. CONCLUSIONES

1. Se evalu6 adecuadamente el efecto de la concentracion de etanol en el
rendimiento de extraccidon de papaina a partir de gualacongo, obteniéndose un

rendimiento de 6,29% con etanol a 96° GL.

2. Se caracterizO biométricamente al gualacongo obteniéndose los valores

promedios de: longitud 9,25 cm, diamétro 11,34 cm y peso 166,74 g.

3. La pulpa de gualacongo presento las siguientes caracteristicas fisicoquimicas:
humedad 81,9%, proteina 1,99%, grasa 2,1%, fibra cruda 1,25%, ceniza 0,5%,
carbohidratos 12,66%, acidez 0,84%, pH4,4, sélidos solubles 6° Brix, indice de

madurez 7,14, valor calorico 77,5 kcal y valor nutritivo 8,89.

4. La concentracion de etanol que permitio la mayor extraccién de papaina fue la

de 96° GL, con un rendimiento del 6,29%.

5. El extracto de papaina presento 6,82% de humedad y 93,18% de materia seca.

6. Con la presente investigacion se demostro que el fruto de gualacongo puede ser
una altermnativa para la extraccion de papaina, en el mercado creciente de

ablandadores de carne.
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V. RECOMENDACIONES

Emplear otros solventes (sales o acetona), buscando mayor rendimiento en la

extraccion de enzimas.

Realizar investigaciones referentes a la extraccion de enzimas del latex del

gualacongo y comparar con el contenido de las mismas en la pulpa.

Investigar otros vegetales lefiosos que puedan ser fuente de enzimas de

aplicacion alimentaria.

Estudiar la aplicacion del extracto enzimatico (papaina) en la aplicacion del

ablandamiento de carnes.
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ANEXO 1

Métodos de analisis fisicoquimico

1. Determinacion De Humedad (Método de la estufa de aire (A.O.A.C. 1990)

Fundamento

El método se basa en la determinacion gravimétrica de la pérdida de masa, de la

muestra desecada hasta masa constante en estufa de aire.

Material y Equipo

v' Balanza analitica, sensibilidad 0,1 mg

v' Capsulas de vidrio, porcelana o metalica, con tapa
v" Desecador con deshidratante adecuado

v' Estufa regulada a 103+2 °C

v" Material usual de laboratorio

Procedimiento

v' Efectuar el analisis en duplicado

v" Colocar la capsula destapada y la tapa durante al menos 1 hora en la estufa a la
temperatura de secado del producto.

v Empleando pinzas, trasladar la capsula tapada al desecador y dejar enfriar
durante 30 a 45 min. Pesar la capsula con tapa con una aproximacion de 0,1mg.
Registrar (m1). Pesar 5 g de muestra previamente homogeneizada. Registrar
(m2).

v" Colocar la muestra con capsula destapada y la tapa en la estufa a la

temperatura y tiempo recomendado 105 °C x 5 horas.
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v' Tapar la capsula con la muestra, sacarla de la estufa, enfriar en desecador
durante 30 a 45 min.
v" Repetir el procedimiento de secado por una hora adicional, hasta que las

variaciones entre dos pesadas sucesivas no excedan de 5 mg (m3).

Calculo y expresion de resultados

La humedad del producto expresada en porcentaje, es igual a:

m2 —m3
YoHumedad = —— x 100
m2 —ml

Dénde:

¢ ml: masa de la cdpsula vacia y de su tapa, en gramos
e m2: masa de la cdpsula tapada con la muestra antes del secado, en gramos

¢ m3: masa de la capsula con tapa mas la muestra desecada, en gramos

Promediar los valores obtenidos y expresar el resultado con dos decimales.

Repetibilidad: La diferencia de los resultados no debe ser superior al 5% del

Promedio.

2. Determinacion de Proteinas (Método de Kjeldahl — equipo automatico

A.O0.A.C. 1984)

Fundamento

El método se basa en la destruccion de la materia organica con acido sulfurico
concentrado, formandose sulfato de amonio que en exceso de hidréxido de sodio
libera amoniaco, el que se destila recibiéndolo en acido bérico. El borato de amonio

formado se valora con acido sulfurico.
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Material y Equipo

v' Balanza analitica, sensibilidad 0,1 mg.
v" Equipo automatico (digestor y destilador).
v' Matraces Erlenmeyer de 500 ml.

v" Material usual de laboratorio.

Reactivos

v' Acido sulfurico concentrado, p.a.

v" Agua oxigenada al 30 %.

v' Catalizador Wieninger (tabletas o en polvo),

v Indicador mixto N° 5, para valoraciones de amoniaco
v" Solucion de acido bérico al 3 % p/v.

v Solucion de acido sulfarico 0,20 N.

v" Solucion de hidréxido de sodio al 32 % p/v

Procedimiento

v' Realizar la muestra en duplicado.

v' Pesar al 0,1 mg. alrededor de 700 a 750 mg de muestra homogeneizada (m), en
papel filtro libre de nitrdgeno, plegar el papel y colocar en tubo de digestion.

v' Agregar 1 tableta o 5 g del catalizador, 3 mL de H202 al 30 % y 20 ml de
H2S0O4 conc. Poner a digerir en nivel 4 del regulador de temperatura durante
media hora, luego elevar temperatura a nivel 6 por media hora y finalmente a
nivel 8 hasta que la muestra esté completamente cristalina, aproximadamente

2,5 horas en total.
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v' Enfriar hasta aproximadamente 40 °C, agregar 40 ml de agua destilada y agitar
para mezclar bien, antes de destilar.

v' Colocar al matraz donde se recibira el destilado 30 ml de &cido bdrico al 3 %, 5
gotas del indicador mixto N°® 5 y 150 ml de agua destilada. La salida del
destilador debe quedar sumergida en la solucion.

v' Adaptar el tubo que contiene la muestra herméticamente y agregar el hidréxido
de sodio al 32 % hasta que no se observe reaccion (aproximadamente 60 ml).

v Destilar hasta obtener un volumen final de 400 ml.

v' Titular el destilado con acido sulftrico 0,20 N hasta viraje del indicador (verde a

rosado palido).

Calculo y Expresion de Resultados

1.4xNxV x Factor
m

% Proteina =

Donde:

N: normalidad del &cido sulfurico

V: Volumen gastado de &cido sulfurico en la titulacion

M: masa de la muestra

Factor: 6,25: para carne, pescado, huevo, leguminosas y proteinas en general.
e 57: para cereales y derivados de soya.

e 6,38:leche

e 5,55 gelatina

e 5095:arroz

Promediar los valores obtenidos y expresar el resultado con dos decimales.

Repetibilidad. La diferencia entre 2 resultado no debe ser superior a un 2% del

promedio.
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3. Determinacion de Grasa (Metodo Gravimetrico NTP 209.263)

Principio del Método

El método estd basado en la extraccion de la grasa en la muestra, con éter de

petréleo previamente hidrolizado con acido clorhidrico.

Reactivos

v’ Eter de petroleo p.a intervalo de ebullicion de 40 °C-60°C
v Solucion de &cido clorhidrico 8N

v' Agua Destilada

v' Equipos y Materiales

v' Balanza Analitica, con resolucién de 0,1mg

v' Estufa con regulador de temperatura a 100°C+-2°C

v' Planchas de calentamiento

v" Equipo de extraccion tipo soxhlet con balén de capacidad de 250 mi
v" Vasos de precipitaciéon de 300 ml o 500 ml

v" Probeta graduada de 100 ml

v" Lunas de Reloj

v" Embudos de vidrio

v' Dedales para extraccion

v' Papel filtro de porosidad media

v" Desecador de vidrio con agente desecante

Preparacion de la muestra

Homogenizar la muestra en forma natural, en una bolsa de plastico, cuya capacidad

sea doble de la muestra a analizar, aproximadamente 1min.
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Procedimiento

v

v

Pesar 4g- 5g de muestra en un vaso de precipitacion de 300 ml - 500 ml

Agregar lentamente mientras se agita, 45 ml de agua hirviendo para lograr una
buena homogenizacion o Adicionar 55 ml de acido clorhidrico 8N y agitar

Cubrir con una luna de reloj y llevar lentamente a ebullicion por 15min.

Enjuagar la luna de reloj con agua destilada (aproximadamente 100 ml)

Filtrar a través de papel filtro de porosidad media, enjuagando el vaso de
precipitacion tres veces con agua destilada.

Continuar lavando el filtro hasta que el agua de lavada no de reaccion acida.
Transferir el papel humedo y la muestra a un dedal de extraccidén y secar en un
vaso pequefio a 100°C por un tiempo de 2 horas.

Secar el balon de 250 ml por 1ha 100°C, enfriar en desecador hasta temperatura
ambiente y pesar.

Colocar el dedal de extraccion que contiene la muestra en el Soxhlet y afadir
éter de petrdleo (120 ml a 150 ml segun la capacidad del Sohxlet)

Reflujar la muestra 4h, ajustando el calor de modo que el extractor sifonee mas
de 30 veces.

Secar el balén con la grasa extraida a 100°C hasta peso constante.

Enfriar en desecador hasta temperatura ambiente y pesar.

Expresion de resultados

P2 - P1
Werasa=— x 100
m
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Donde:

P2: Peso de balén con grasa, g
P1: Peso de balén vacio, g

M: Peso de Muestra, g

4. DETERMINACION DE CENIZAS (Método Gravimétrico NTP 209.265)
Principio del Método

El método se basa en la calcinacion de la muestra a 550°C-600°C.
Equipos y Materiales

v' Crisoles de porcelana

v' Balanza analitica con resolucién de 0,1mg

v" Cocinilla, mechero

v" Horna mufla para ser usado de 550°C a 600°C
v Estufa

v' Desecador con agente desecante.

Preparacion de la muestra

Homogenizar la muestra en forma natural, en una bolsa de plastico, cuya capacidad

sea el doble de la muestra a analizar, aproximadamente 1min.
Procedimiento

v' Pesar 2gr de muestra en el crisol de porcelano previamente pesado

v" Quemar muestra hasta la desaparicién de humos
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v" Colocar el crisol con la muestra en el horno mufla precalentado de 550°C a
600°C.

v" Mantener el crisol en el horno hasta obtener cenizas libres de carbon.

v" Colocar el crisol en una estufa por media hora.

v' Transferir el crisol a un desecador, enfriar no menos de media hora y pesar.

Expresion de Resultados

g Cenizas

Peso de crisol con residuo (g) — Peso crisol vacio (g) 100
= F x :
Peso de Muestra (g)

Reportar el porcentaje de cenizas al primer decimal.
5. Determinacion de la Fibra (Método NTP 205.003)
Principio del método

El residuo proveniente de la extraccion de grasas de una muestra se somete a un
doble hidrolisis acida y alcalina. El filtrado se seca en una estufa y se pesa. Se lleva
a ignicion en una mufla hasta destruccion de la materia organica y se vuelve a pesar.
La diferencia entre ambas pesadas da el contenido de fibra cruda que se expresa en

100gr de muestra seca.
Aparatos

v' Estufa con termostato y aproximacion de +-2°C.
v' Mufla eléctrica: Con termostato, que permita mantener durante el ensayo una
temperatura de 600°C a 650°C.

v' Balanza Analitica: Con presion de 0,0001g.
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Reactivos

v" Solucién de acido sulfurico al 1,25%
v" Solucién de hidroxido de sodio al 1,25% libre de carbonatos
v" Alcohol etilico al 95%

v' Eter etilico o éter de petrdleo.
Materiales

v' Crisoles 0 Gooch Preparados con amianto o de porosidad media.
v Frasco lavador

v' 02 vasos de 600cm3

v' Papel filtro Whatman N°1 equivalente

v" Embudo Buchner

v' Papel filtro tarado. Whatman N°42 o equivalente
Preparacion de la Muestra

Se muele la muestra, de manera que el 99%de las particulas pasen por el tamiz

ITINTEC 0,841 mm (N°20).
Procedimiento

v' Se determina exactamente una masa de 2g a 5g de la muestra con
aproximacion de 0,0001g.

v' Se extrae la grasa de la muestra con éter de petroleo o éter etilico hasta que el
solvente quede incoloro.

v Se seca la muestra hasta evaporar el solvente y se transfiere al vaso de
600cm3. Se aflade 200cm3 de la solucion de acido sulfarico caliente y se hierve
durante 30 min contados desde el momento en que empieza la ebullicion

manteniéndose el volumen inicial.
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v' Se filtra en caliente, utilizando el papel de filtro Whatman N°1 y se lava el residuo
con agua caliente destilada, hasta neutralidad del liquido del lavado.

v' Se filtra en el crisol o sobre el papel de filtro Papel filtro tarado, Whatman N°42.
Con ayuda de un chorro fino de agua destilada se pasa todo el residuo del vaso
al filtrado. Se sigue lavando el vaso y el filtro hasta que el liquido cristalino no de
reaccion alcalina. Luego se lava con por lo menos 2 porciones de 100cm3 de
alcohol etilico al 95%.

v' Se seca en estufa a 130°C. se deja enfriar en un desecador y se determina la
masa. Se repite este proceso hasta obtener masa constante. Descontada la tara,
la cifra obtenida representa la masa de fibra bruta.

v' Se calcina hasta cenizas blancas, se enfria en desecador y se determina la
masa. Descontada la tara, la cifra obtenida representa la masa de las cenizas de

la fibra.
Expresion de resultados

La diferencia entre las determinaciones de masa representa la fibra cruda llamada

también fibra pura.

El contenido de fibra cruda se halla mediante la siguiente formula:

Donde:
Fc: Por ciento de fibra cruda.
Fb: Masa de fibra bruta, en gramos.

C: Masa de cenizas de la fibra, gramos.



83

M: Masa de la muestra, en gramos

El contenido de fibra cruda sobre base seca, se halla mediante la siguiente formula:

Fex 100

FC (,m.asa SECH) = m

Donde:

Fc: Por ciento de fibra cruda.

Fb: Masa de fibra bruta, en gramos

C: Masa de cenizas de la fibra, en gramos
M: Masa de la muestra, en gramos

El contenido de fibra cruda sobre base seca, se halla mediante la siguiente formula:

Fecx 100

Fc (masa seca) = m

Donde:

Fc: Por ciento de fibra cruda

H: Humedad de la muestra

6. DETERMINACION DE HIDRATOS DE CARBONO

La determinacion de hidratos de carbono se realiza por diferencia segun las
recomendaciones de la FAO y la OMS (1982), a partir de los resultados obtenidos en
las determinaciones de grasa (G), cenizas ( C ), proteina (P), humedad (H) y fibra

dietética (FD) de forma que:

HIDRATOS DE CARBONO (%) =100 = (G + C + PB + H + FD)



84

7. DETERMINACION DE CONTENIDO CALORICO (KCAL%)

Segun la FAO (1982) y la Universidad Complutense de Madrid (2012), el calculo de
calorias, valor energético o calorico se halla en términos de kilocalorias la oxidacion

de los alimentos en el organismo tiene como valor medio el siguiente rendimiento:

1 g de grasa = 9 kcal, 1 g de proteina = 4 kcal, 1 g de hidratos de carbono = 4 kcal, 1

g de fibra = 2 kcal



ANEXO 2

Tomas fotograficas del proceso de extraccion de papaina a partir de

gualacongo

Figura 7 Recepcion de la materia prima, elaboracién propia (2019)

Figura 8 Acondicionamiento de la materia prima, elaboracion propia (2019)
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Figura 10 Trituracién de la materia prima, elaboracion propia (2019)
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Figura 12 Centrifugacién, elaboracién propia (2019)

Figura 13 Secado en la estufa, elaboracion propia (2019)
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ANEXO 3

Analisis estadistico

Descriptivos

Porcentaje de proteina

Varianz
95% del intervalo de a entre-
confianza para la Minim | Méaxi | compon
Error media 0 mo ente
Desviacion | estand | Limite Limite
N Media estandar ar inferior | superior
76° 10 5,19 ,085 ,027 5,13 5,25 5 5
86° 10 5,46 127 ,040 5,37 5,55 5 6
96° 10 6,29 ,079 ,025 6,23 6,35 6 6
Total 30 5,65 ,486 ,089 5,47 5,83 5 6
Modelo Efecto
s fijos ,099 ,018 5,61 5,68
Efecto
s
aleator 331 4,22 7,07 ,328
i0S
Prueba de homogeneidad de varianzas
Porcentaje de proteina
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
1,489 2 27 244
ANOVA
Porcentaje de proteina
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 6,573 2 3,286 334,329 ,000
Dentro de grupos ,265 27 ,010
Total 6,838 29
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Variable dependiente:

Comparaciones multiples

Porcentaje de proteina

HSD Tukey

0] ) 95% de intervalo de confianza

Concentracion  Concentracié | Diferencia de Error

de etanol n de etanol medias (I-J) | estandar | Sig. | Limite inferior | Limite superior

76° 86° -,270° ,044 1 ,000 -,38 -,16
96° -1,100° ,044 1 ,000 -1,21 -,99

86° 76° 270 ,044 1 ,000 ,16 ,38
96° -,830° ,044 | ,000 -,94 -,72

96° 76° 1,100° ,044| ,000 ,99 1,21
86° 830" ,044| ,000 72 94

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Porcentaje de proteina

HSD Tukey®
Subconjunto para alfa = 0.05
Concentracion de etanol N 1 2 3
76° 10 5,19
86° 10 5,46
96° 10 6,29
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media arménica = 10,000.




