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Resumen

En este trabajo se realizo el estudio de secado del latex de papaya por el método de aspersion para la obtencién
de papaina cruda. El latex se extrajo por medio de incisiones longitudinales sobre la superficie de frutos con edad
comprendida entre 2 y 3 meses. Luego fue sometido a un proceso de centrifugado para separar la porcion no
soluble del latex y asi facilitar la deshidratacion. Previo al secado se realizé la microencapsulacién de la enzima
para protegerla de dafios producidos por el secado, en el cual se utiliz6 como agente microencapsulante goma
arabiga. Para el estudio del secado se evaluaron tres temperaturas (110 °C, 120 °C, 130°C), a un caudal de 10
ml/min y presion de 4 bares. El analisis de actividad proteolitica se efectu6 mediante el método analitico de la
unidad de tirosina, la cual se obtiene luego de la hidrolisis de la caseina. Al finalizar los analisis se determiné que
la actividad enzimatica del secado a 130 2C es inferior a la de sus contrapartes estudiadas y que no existe
diferencia significativa entre 110 2C y 120 @C, sus valores de actividad proteolitica fueron 671,53+31,16 TU/mg y
672,92+32,54 TU/mg respectivamente.
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Abstract

This work is about the study of dried papaya latex using the spray-dryer method in order to obtain crude papain.
The latex was extracted by making longitudinal incisions on the surface of the fruits which were aged between 2
and 3 months. After that, the extract was centrifuged to separate the non-soluble portion of the latex to facilitate
dewatering. Prior to drying, a process called enzyme microencapsulation is used to protect the enzyme against the
damages from drying; the Arabic gum was used as a microencapsulating agent. For the drying study three
temperatures were evaluated (110°C, 120°C, 130°C), at a flow rate of 10 ml/min and a pressure of 4 bar. The
proteolytic activity analysis was performed using the analytical method of the tyrosine unit, which was obtained
after the hydrolysis of casein. At the end of the analysis it was determined that the enzymatic activity of drying at
130 ° C is less than that of their counterparts studied, but there is no significant difference at 110 ° C and 120 ° C,
its proteolytic activity values were 671,53+31,16 TU/mg and672,92+32,54 TU/mg respectively .

Keywords: extraction, drying, enzymatic activity, papaya, papain.

1. Introduccion El latex extraido cuando ya estd seco recibe el
nombre de papaina cruda.

La papaya (Carica papaya L.) perteneciente a la

familia de las Caricéceas, es uno de los cultivos con La papaina se ha convertido en la proteasa de
mayor tradicion a nivel nacional con importante origen vegetal de mayor uso en la industria. Se la
demanda comercial a nivel mundial, sea ésta utiliza a nivel de industrias de alimentos, en la
destinada para su consumo de forma directa por sus industria textil, farmaCéUtica, Cosmética, en el
caracteristicas organolépticas o por sus propiedades tratamiento de desechos, entre otras.
reguladoras del proceso digestivo. Varias de estas
propiedades se deben a las enzimas que posee, entre Teniendo en cuenta el potencial comercial de la
las cuales la mas destacada es la papaina. papaina, han sido realizados pocos estudios sobre las
propiedades de la papaina obtenida de las variedades
Esta enzima se extrae del latex de la papaya, para de papaya que se cultivan en el pais, lo cual puede

|uego ser sometidos a un proceso de secado. llevar a wuna diversificacion de la prOdUCCién



nacional, con la consecuente generacion de divisas
para el Ecuador.

Este proyecto de tesis, esta dirigido a determinar
la temperatura de entrada de aire mas adecuada para
la obtencién de papaina cruda de buena calidad,
teniendo en cuenta la incidencia de la operacién de
secado sobre la actividad proteolitica de la enzima.

2. Materiales y Métodos

2.1. Materia Prima.

La papaya pertenece a la familia de las Caricaceas
y al género y especie Carica papaya L. originaria de
América Central, es una especie arbustiva, presenta
tres formas sexuales: femeninos, masculino y
hermafrodito. La importancia del sexo radica en que
los machos son improductivos. Los femeninos son
productores  continuos,  mientras que  los
hermafroditos pueden ser productores continuos y
temporales (Chaverri, 1983).

Segun el diario el comercio, las variedades que
existen en el Ecuador son: la Tainung, la Hawaiana y
la nacional o criolla. De las cuales se selecciond la
criolla para realizar este estudio, ya que es una
variedad adecuada para la recoleccion del latex
2,31+0,69 g de latex/Kg de fruta. (Arana y Quijano,
2012).

El rendimiento de latex es 6ptimo durante los dos
primeros afios de produccién, se recomienda rayar
frutos cuya edad este comprendida entre 2,5-3 meses
de edad (Chaverri, 1983). EI latex es un liquido
espeso que posee cierta cantidad de enzimas, de las
cuales destaca la papaina.

La papaina es una endopeptidasa, pertenece a la
familia de las cistein (sulfhidril) proteasas, su
actividad proteolitica depende del grupo tiol de un
residuo de cisteina en su sitio activo (Wong, 1995).

Este polipéptido esta compuesto por 212
aminodcidos. Es una enzima de baja especificidad
gue hidroliza tanto proteinas como péptidos de
pequefio tamafio, amidas y ésteres.

Es estable a elevadas temperaturas a pH neutro,
pero se desnaturaliza en medio &cido pH<4. El pH
Optimo para la papaina es de 5,0-6,0. (Wong, 1995).
Es termoresistente, con rango de accién entre 60-90
°C y con una temperatura 6ptima de 65 °C (Badui,
1990).

2.2. Métodos Experimentales

2.2.1. Extraccion del Latex de la fruta

La extraccion del latex se la realizd en frutos de la
variedad criolla, los cuales se encontraban aun
unidos a la planta, los cultivos se encuentran en la
parroquia Cerecita-Guayas. Se utilizaron frutos con
edad de 2-3 meses, la hora de recoleccion fue entre
las 5:30am-7:00am, realizando cortes longitudinales
de 2mm de profundidad en direccién vertical en la
superficie de la cascara y con intervalos de
recoleccion de 3 dias, por un periodo de 2 semanas.

Previo a la extraccion se realiz6 la limpieza del
fruto para remover las impurezas que puedan afectar
la calidad del latex con agua y toallas de papel, para
la recoleccion se utilizaron cuchillas de acero
inoxidable, ademas de un embudo plastico, y bolsas
tipo ziploc.

2.2.2. Acondicionamiento de la muestra

El latex es un liquido viscoso y facilmente se
puede deteriorar es conveniente usar aditivos que
conserven su calidad, despues de su extraccion:

e Bisulfito de Sodio en concentracion 0,5% P/P,
como regulador de pH y antioxidante.

e Citrato de sodio en concentracion de 4% P/P
como  agente  amortiguador de  pH,
anticoagulante.

El traslado y almacenamiento del extracto se lo
realizé en contenedores con aislamiento térmico a
4°C.

Para facilitar el paso de la muestra por el secador
se centrifuga el latex, en una centrifuga refrigerada a
una velocidad de 8 000 rpm, por 60 miny a 4°C. En
esta etapa se obtienen dos partes, de las cuales el
sobrenadante es el primordial para  ser
microencapsulado.

Para la microencapsulacion de la papaina se
procedié de la siguiente manera:

e Preparacion de la solucién de goma arébiga: Se
prepard una solucién que corresponde al 20%
del total de la mezcla. Esta se la hace con una
concentracion del 25% p/v, se disolvio la goma
en agua destilada a 70°C en agitacion.

e Preparacion de la mezcla de goma ardbiga con
papaina: El 80% restante corresponde al latex
centrifugado, una vez enfriada la solucién de
goma arabiga se la mezcla.




2.2.3. Caracteristicas fisicoquimica

Se realizaron los siguientes analisis:

Determinacion de pH: Usando el phmetro,
previamente calibrado.

Medicion de solidos solubles totales (°Brix): Se
coloco en un refractdmetro unas gotas del latex a una
temperatura de 20°C.

Medicion de la actividad de agua (aw): La aw se
determind en el equipo Aqua Lab a 25°C.

Medicion del porcentaje de humedad: Se utilizé la
termobalanza, es necesario colocar de 5 a 8g de la
muestra a ser analizada.

2.2.4. Procedimiento de secado

El proceso de secado se lo realizd segin el
procedimiento por Miravet, 2009.

Para el secado de las muestras se utilizé un Spray
Dryer, marca Armfield, modelo FT30 MK 11I. Para la
operacion adecuada del equipo es indispensable
seguir los pasos de la figura 1.

Aspiracion con agua
destilada

Seleccionar la T° de
entrada

Encender la
calefaccion

Encender el
compresor

Alimentar con la
muestra

Aspiracién con agua
destilada

Apagar la aspiracién
y el compresor

Recolectar el polvo

Figura 1. Esquema del proceso de secado

2.2.5. Procedimiento de medicion de la actividad
proteolitica

El siguiente método de medicién de la unidad de
tirosina fue desarrollado por Enzyme Development
Corporation, cuyo protocolo fue tomado de su sitio

web. El método empleado se esquematiza en la
figura 2.

Enzima Preparacion del Curva
obtenida Sustrato Tirosina
Sol. Enz -

Buffer

Adicion de Acido
Tricloroacético
(30min, 40°C)

Filtrar los tubos

Leer la
absorbancia
280nm

Aplicar la
férmula (TU/mg)

Figura 2. Esquema de la determinacion de la
Actividad Proteolitica

3. Resultados.

3.1. Evaluacién de las condiciones de secado
para la obtencién de papaina cruda

3.1.1. Caracterizacion del latex microencapsulado

En la tabla 1 se presenta los valores obtenidos
para cada parametro fisico-quimico:

Tabla 1. Pardmetros fisico-quimicos del latex
microencapsulado

Paradmetro Resultado

pH (25°C) 6,10 +£ 0,01
p (25°C) 1,03 0,01 g/ml
Aw (25 °C) 0,97 +0,01
Brix (20 °C) 12+1
% Humedad 84,90 + 0,60

Se puede definir al latex de Carica Papaya L. de
la variedad criolla microencapsulado con goma
ardbiga como una sustancia ligeramente acida dado
que el pH es de 6,10; este valor ratifica que la enzima
no se ha degradado porque esta dentro de su 6ptimo
5,5, - 7 (Wong, 1995). Ademas también se puede
afirmar que la goma arabiga no afecta el pH del latex
de Carica papaya L. Los valores obtenidos de la
medicion de aw (0,97), indican que hay facilidad
para la remocion del agua y al ser esta uno de sus
componentes mayoritarios (84,90%).



3.1.2. Balance de Materia

Para conocer la cantidad de agua removida en
cada tratamiento es conveniente efectuar los
respectivos  balances segin las  diferentes
temperaturas. Para ello se pesd las sustancias
involucradas que forman la muestra, dichos valores
se encuentran en la tabla 2.

Tabla 2. Peso de los componentes y peso total de la

muestra
Sustancias Pesos (g)
Latex Centrifugado | 51,33+ 0,10
Goma 3,12+ 0,01
Agua destilada 12,50 £ 0,01
Peso de la muestra 66,95 + 0,01

En la siguiente tabla se presentan las temperaturas
de salida segun cada tratamiento:

Tabla 3. Temperaturas de salida segun cada
tratamiento

materia, cuyos datos de cantidad de agua removida se
muestra a continuacion:

Tabla 5. Cantidad y Porcentaje de agua perdida
de las muestras de latex microencapsulado
secado a diferentes temperaturas

Temperatura Cantidad de % de agua
de entrada del | agua perdida (g) perdida
aire (°C)
110 62,49 93,34
120 63,04 94,16
130 63,22 94,43

Temperatura de Temperatura de salida
entrada del aire del aire

(°C) (°C)

110 76 +2

120 83+2

130 91+2

Una vez que se secan las muestras se debe medir
el peso del polvo obtenido, dichos valores se
encuentran en la tabla 4:

Tabla 4. Peso de la papaina deshidratada a
diferentes temperaturas

Temperatura Peso (0)
110°C 4,46 £ 0,77
120 °C 3,91 +0,67
130°C 3,73+0,63

Se observa que se obtiene mayor cantidad de
producto, 4,46 g aproximadamente, cuando se opera
a 110°C mientras que a 120°C y 130°C se obtiene
3,91g y 3,73g respectivamente. Esto se debe a que a
menores temperaturas, 110°C, no hay tanta
remocion del agua. La eficiencia de la deshidratacion
aumenta conforme incrementa la temperatura.

Ya obtenido el peso de la sustancia que ingresa al
secador y la cantidad de polvo obtenido en cada
tratamiento se efectia el céalculo de balance de

3.1.3. Humedad final del latex
microencapsulado

Para conocer el porcentaje de humedad de las
muestras de latex microencapsulada se utilizé la
termobalanza, los datos se presentan a continuacion:

Tabla 6. Valores experimentales del porcentaje
de humedad de la papaina deshidratada a
diferentes temperaturas

Temperatura (°C) | Humedad (%0)

110 10,60 + 0,30
120 7,89 0,27
130 6,51 +0,35

Segin Reed, citado por Chaverri, 1983, el
porcentaje de humedad del latex seco debe estar
entre el 5% y el 8%, y de acuerdo a la tabla anterior
las Unicas temperaturas que permiten obtener polvos
que se ajusten a dicho intervalo son la de 120°C y
130°C. Descartando de esta manera a la temperatura
de 110°C como una temperatura adecuada para el
secado del latex de papaina microencapsulado.

3.2. Actividad proteolitica de la papaina
cruda

Una vez que se obtienen las absorbancias, estas
deberén ser transformadas en unidades de tirosina
liberada. Para dicha conversion es necesario tener el
valor de la pendiente de la curva de tirosina, que en
este trabajo fue de 0,06pg/ml, asi como también el
volumen de la reacciéon (20ml), y el tiempo de
reaccion (60 min).

En la tabla 7 se presentan los valores de la
actividad proteolitica para los diferentes ensayos
realizados.




Tabla 7. Valores de actividades proteoliticas de
las muestras de papaina

Temperatura Actividad Proteolitica
(°C) (TU/mg)
110 715,28
110 665,28
110 648,61
110 633,33
110 677,78
110 698,61
110 634,72
110 698,61
120 705,56
120 695,83
120 666,67
120 640,28
120 709,72
120 693,06
120 647,22
120 625,00
130 595,83
130 579,17
130 569,44
130 575,00
130 587,50
130 568,06
130 572,22
130 559,72

3.2.1. Andlisis Estadistico

Los datos fueron examinados con la ayuda del
programa estadistico Minitab 15, mediante la prueba
paramétrica ANOVA, para ver si existe diferencia
significativa entre la media de los datos de actividad
proteolitica de las muestra de papaina secadas a
diferentes temperaturas. Las hipdtesis estadisticas
fueron:

Ho:M110=H120=H130
Vs
H;: Al menos una igualdad no es cierta

Se observa en la figura 3 que los datos de la
actividad proteolitica de las muestras de papaina
secadas a 130°C son muy diferentes a los de 110°C y
120°C.

La razén por la cual a 130°C se presentan bajos
valores de unidades de tirosina puede ser debida a
que las enzimas se hayan desnaturalizado.

Figura 3. Gréfico de caja de actividad proteolitica
para las muestras de papaina cruda secadas a
secadas a 110°C, 120°C y 130°C

GEfica d= caja de Adthvldad Proteolftica (TU/mg)

Acticdad Proted e {TUmg]

La prueba de Tukey para la comparacion de las
actividades proteoliticas a 110°C y 120°C demostro
que no existe diferencia significativa entre los dos
tratamientos, es decir que la actividad proteolitica de
las muestras secadas a 110°C es igual a la actividad
proteolitica de las muestras secadas a 120°C, pero
como también es necesario un bajo porcentaje de
humedad en el latex seco, la operacion a 110°C no
serfa factible ya que la temperatura no se ajusta con
el intervalo deseado de porcentaje de humedad (5% -
8%). De este modo se determina que la mejor opcion
para el secado de latex microencaspulado con goma
arabiga es: la temperatura 120°C, con flujo de
alimentacion de 10ml/min, 4 bares de presién y 25%
p/v de goma arébiga.

4. Conclusiones

e  Lagoma arabiga actlla como un buen agente de
secado para el latex de papaina centrifugado,
puesto que esta no varia el pH de la sustancia lo
cual permite conservar la actividad de la
enzima. Ademas de que evita la formacién de
aglomerados durante el secado por aspersion y
le brinda proteccidn a la papaina.

e Al momento de seleccionar una enzima es
importante  tener en  consideracion  los
parametros bajos los cuales se haga la
seleccion, por lo general se desea que tengan
una elevada actividad proteolitica y un bajo
contenido de humedad. Estos requerimientos se
pueden conseguir cuando se seca por aspersion
el latex de papaya microencapsulado con goma
arébiga a una temperatura de entrada de aire de
120°C, con un flujo de alimentacion de
10ml/min, 4 bares de presion y 25% de goma
arabiga.



Si el Unico parametro es la obtencion de mayor
actividad proteolitica del latex
microencapsulado de Carica papaya L., se
puede operar con temperaturas de entrada de
aire de 110°C y 120°C, puesto que a estas
temperaturas se obtiene actividades
proteoliticas de 671,53+31,16 TU/mg vy
672,92+32,54 TU/mg respectivamente; y de
acuerdo al andlisis de varianza no existe
diferencia significativa entre estos tratamientos
térmicos.

Cuando la temperatura de entrada del aire que
va a secar la papaina cruda microencapsulada
con goma arabiga es de 130°C se obtiene una
actividad proteolitica menor (575,87+£11,48
TU/mg), esta actividad es menor puesto que con
dicho valor se obtiene temperatura en la enzima
de alrededor de 91+2°C, y al presentar valores
mayores a 90°C se presenta una
desnaturalizacion en la enzima, logrando asi la
pérdida de su actividad proteolitica al ser
alterados los puentes disulfuros que intervienen
en la formacion de su sitio activo.

El porcentaje de humedad final de las muestras
secadas por aspersion a 130°C es 6,51+0,35%,
mientras que a 110°C y 120°C es 10,60£0,30%
y 7,89%0,27% respectivamente. EI menor
valor de humedad se presenta a 130°C porque
en la cdAmara de secado al ser constante el flujo
con el que ingresa en la zona de secado en los
tres tratamientos, se produce una mayor
remocion del agua de la sustancia atomizada en
aquel gue tenga mayor transferencia de calor y
de masa y esto se logra a 130°C.
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