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RESUMEN

En el campo de la Biotecnologia, se han llevado a cabo numerosas investigaciones centradas
en el estudio del fruto de la papaya. Esta fruta tropical goza de una gran demanda a nivel
mundial debido a sus propiedades nutritivas y delicioso sabor. Sin embargo, las propiedades de
sus enzimas, especialmente la papaina, han permitido que la papaya se posicione y expanda

progresivamente como materia prima en distintos sectores industriales y comerciales.

El latex de la papaya es la fuente principal para extraer la enzima papaina, y existen diversos
procesos y métodos de extraccion que pueden utilizarse. Cada uno de estos métodos presenta
caracteristicas y propiedades diferenciales, lo que abre un abanico de posibilidades para su uso
industrial. A medida que se profundice en el estudio de estas propiedades, se podran descubrir
nuevas aplicaciones y expandir ain mas el campo de investigacion. De hecho, a lo largo de los

afios, este campo de estudio ha experimentado un crecimiento sostenido.

La enzima papaina es altamente apreciada en diversas industrias, como la alimentaria,
farmacéutica y cosmética. En la industria alimentaria, la papaina se utiliza como ablandador de
carnes y en la produccion de alimentos procesados, ya que es capaz de descomponer las
proteinas y facilitar la digestion. En la industria farmacéutica, la papaina se emplea en
medicamentos que tratan trastornos digestivos y en la fabricacion de productos
antiinflamatorios y cicatrizantes. Por otro lado, en la industria cosmética, esta enzima se utiliza

en la elaboracion de productos exfoliantes y tratamientos para el cuidado de la piel.

Palabras clave: Comparativa de métodos de extraccion, Concentracion de papaina,

purificacion de papaina.
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ABSTRACT

In the field of Biotechnology, numerous investigations have been carried out focused on the
study of the papaya fruit. This tropical fruit is in great demand worldwide due to its nutritional
properties and delicious flavor. However, the properties of its enzymes, especially papain, have
allowed papaya to position itself and progressively expand as a raw material in different

industrial and commercial sectors.

Papaya latex is the primary source for extracting the papain enzyme, and there are various
processes and extraction methods that can be used. Each of these methods presents differential
characteristics and properties, which opens up a range of possibilities for industrial use. As the
study of these properties deepens, new applications may be discovered and the field of research

further expanded. In fact, over the years, this field of study has experienced sustained growth.

The papain enzyme is highly appreciated in various industries, such as food, pharmaceuticals
and cosmetics. In the food industry, papain is used as a meat tenderizer and in the production
of processed foods, since it is capable of breaking down proteins and facilitating digestion. In
the pharmaceutical industry, papain is used in medicines that treat digestive disorders and in
the manufacture of anti-inflammatory and healing products. On the other hand, in the cosmetics

industry, this enzyme is used in the preparation of exfoliating products and skin care treatments.

As biotechnology advances and more research is done around papaya and its enzymes, it is
likely that new applications and benefits will be discovered in various industrial and
commercial areas. Therefore, the study of papaya and its enzymes, such as papain, represents
an opportunity to promote the development of innovative and sustainable products, improving
people's quality of life and contributing to economic growth.

Keywords: Comparison of extraction methods, Papain concentration, papain purification.
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INTRODUCCION

La papaina obtenida de la papaya (Carica papaya) tiene gran potencial biotecnoldgico
por sus multiples aplicaciones en diversas industrias (1).

La presente investigacion tuvo como objetivo analizar y proporcionar informacién
comparativa respecto a los métodos de extraccion, concentracion y purificacion de la
papaina para las diferentes industrias. La papaina a es una enzima proteolitica (2), que es
capaz de descomponer las proteinas en péptidos o incluso en aminoé&cido (3).

A nivel industrial esta enzima tiene un gran potencial al considerarse como seguro por el
Caodigo de Regulaciones Federales de Alimentos y Medicamentos de EE. UU; ademas,
segln las normas alimentarias de la Organizacion mundial de la salud (OMS) y la
Organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y agricultura (ONUAA o FAO,
siglas en inglés), lo reconocen como un aditivo alimentario de alto valor en buenas

practicas de fabricacion de alimentos (4).

Existen varias metodologias para la purificacion de la papaina; sin embargo, no hay
estudios comparativos para asi determinar las ventajas y desventajas de los distintos
métodos (5). Ademas, la comparacion de estos métodos permitira identificar cual es el
méas adecuado para las aplicaciones en diferentes ambitos como el alimentario,

farmacéutico y cosmético (6).

En el ambito de la industria alimentaria, en el afio 2008, su comercializacion a nivel
mundial llego a ser de 250 millones de ddlares (7), la papaina puede modificar la
apariencia, textura, valor nutricional, generar aromas Yy sabores del producto final (8). Un
ejemplo es su uso en la elaboracion de queso fresco bovino en las cuencas ganaderas de

la region Amazonas, reemplazando al cuajo convencional y asi se produjeron quesos (9).

Otra area en la que se aplica la papaina es en el tratamiento médico, se ha demostrado que
a nivel farmacoldgico la papaina tiene un efecto positivo en el tratamiento de heridas,
después de la amputacion quirdrgica acelera el proceso de cicatrizacion en colas de ratas
(10).

Por otro lado, para que realice la proteolisis necesita activadores especificos como la urea,
también ayuda a desnaturalizar las proteinas; esta combinacion (papaina-urea) es muy
efectiva como uso topico (11). También es efectiva en el tratamiento de heridas por
quemaduras, obstrucciéon del esofago, eliminacion de caries. Ademas de su uso en
problemas gastrointestinales de Ulceras, favoreciendo la reparacion de los tejidos (12),
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disminuye el tiempo de la hidrolisis de proteinas permitiendo su uso como suplemento
nutricional, ingrediente farmacéutico, potenciador de sabor, ademas de sus propiedades
bioactivas (13).

La papaina se ha utilizado como proteasa en diversas industrias (14), esto se debe
principalmente a su estabilidad de temperatura (bajas o altas) y vida media. Para mejorar
e incrementar su estabilidad se utilizan: métodos de inmovilizacion e ingenieria

enzimatica (15).

En menor proporcion la papaina se utiliza en la industria cosmética, aunque su actividad

proteolitica puede ser de gran aplicacion en la depilacion y la exfoliacion (16).

Las aplicaciones y uso de la papaina son un ejemplo de multiple uso a nivel mundial y lo
interesante que resultara la investigacion en esta linea, permitiendo descubrir las

experiencias sistematizadas de los diferentes usos.

La alta demanda mundial de papaina para usos industriales hace necesaria la busqueda de
fuentes alternativas de extraccion tradicional del latex de Carica papaya. A pesar de la
alta recuperacion de papaina del material vegetal Carica papaya (hasta 53 g de enzima
cruda por kg de latex humedo), esta fuente natural presenta varios inconvenientes.
Primero, solo la papaina representa alrededor del 5-8% del total de cisteina proteasas en
el latex, lo que implica una estrategia de aislamiento costosa y compleja. Ademas, la
papaina aislada es muy susceptible a la oxidacién, por lo que debe conservarse
inmediatamente a bajas temperaturas y debe evitarse el contacto directo con el aire. Por
ultimo, otra gran desventaja es la dependencia de los cultivos de papaya de factores

externos, como clima, suelo, plagas, etc (15).

Todo lo antes mencionado es parte de la industria biotecnolégica que busca nuevas

técnicas para obtener con menos pasos un biocatalizador de alta calidad.

Desde el punto de vista tecnoldgico es relevante la evaluacion de diferentes métodos de
extraccion y purificacion de la papaina. Y asi, identificar los métodos mas adecuados
para uso en diferentes industrias.

El estudio comparativo de los métodos de purificacion de la papaina creara la expectativa
del uso de los recursos locales como es el caso de la papaya arequipefa. El desarrollo de
la investigacion puede orientarse a la creacion de una nueva industria, utilizando recursos
locales, lo que podria permitir la generacion de empleo; ademas de la produccion de
enzimas de bajo costo mas accesible para las empresas, favorecera con respecto a la
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utilidad de la papaina en diferentes areas como la alimentaria, cosmética y farmacéutica.
Es més, se puede generar beneficios a la poblacién general con productos de origen
vegetal natural que favorecen su salud y estética. Asi su conocimiento respecto a todo el
proceso de elaboracidn permitira que se usen estos productos sabiendo el gran beneficio
que puede alcanzar y con ello mejorar su calidad de vida ya que exista una mayor la

tendencia al consumo de productos mas saludables.

Con estudios recientes se usé el método modificado por Monti et al, donde podemos saber
que la extraccion a partir de la Carica papaya var. Arequipensis produce una papaina con
un grado de pureza aceptable y una alta actividad enzimatica relativa, con la ventaja de
ser un método simple, rapido y econdmico (71), sin implicar el use de altas
concentraciones salinas, o sustancias conteniendo tioles, o técnicas cromatograficas,
obteniéndose por tanto una papaina con una minima de alteraciones en su actividad

enzimatica (68).

Ambientalmente la investigacién es relevante en la medida de que aportara al
conocimiento y difusion de los usos industriales que tiene la enzima papaina; como
materia prima, biodegradables que reducen los niveles de contaminacion en el mundo.
Con la reutilizacion de la cascara de la papaya se estaria aprovechando un desperdicio y

es eco-amigable.
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1. METODOLOGIA

En primer lugar, es menester indicar que el presente proyecto es de tipo no
experimental, ya que los datos son obtenidos de revisiones sistematicas;
exclusivamente en la recopilacion de informacidén que ya existe y que esta bien
documentada. Estos pueden ser libros, articulos cientificos, revistas, etc. Toda la
recopilacion se realiza bajo la intencion de obtener los antecedentes acerca del tema

seleccionado y poder ir profundizando en los datos obtenidos (72).

Los buscadores usados fueron:

a. Scopus

b. IEEE Xplore Digital Library

c. EBSCOhost

d. Springer

e. Science Direct

f.  Web of Science

g. Taylor & Francis

De los cuales destacan Science Direct, Scopus y IEEE Xplore Digital Library.
1.1. Seleccion de descriptores / cadena de busqueda

Una vez seleccionadas las bases de datos, se elegiran los descriptores o palabras
clave siguientes: “extraccion”, ‘“concentracion”, “métodos de purificacion

2% ¢e 29 ¢

“papaina”, “latex de papaya”, “uso industrial de la papaina”, “papaina industria
9% ¢

alimentaria”, “papaina industria farmacéutica”, “papaina industria cosmética”; a

partir de las cuales se realizara la busqueda de informacion.

Obtenida la informacion extraida de las fuentes mencionadas se procedera la
seleccién de la informacion relevante relacionada con las variables y objetivos de

la investigacion.

Posteriormente se realizardn comparaciones y complementacion de la

informacion para ser analizada y sistematizada.

Respecto a los criterios de inclusion y exclusion en la seleccion de los articulos e

informacién encontrada en el proceso de blsqueda, se seleccionaran
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fundamentalmente segun los objetivos de la investigacion documental; y entre los
criterios de inclusion especificos se consideran:
e Materiales bibliogréaficos y de web grafia.

e Extraidos de bases de datos especializadas, multidisciplinarias y totalmente
confiables.

e Sistematicen experiencias sobre las variables de la investigacion.
En tanto que se considera como criterios de exclusion:

e Bases de datos no especializadas, inseguras, no confiables

e No sistematizan experiencias sobre las variables de la investigacion

2. LA EXTRACCION, CONCENTRACION Y PURIFICACION DE LA
PAPAYA: METODOS Y PROCESOS APLICADOS

2.1. ASPECTOS CONCEPTUALES DE LA CARICA PAPAYA
2.1.1. Definiciones

La papaya (Carica papaya) pertenece a la familia de la Caricéacea, nativa de
Centroameérica (17); inicialmente bajo el nombre de Olocoton, otros nombres
comunes son Papayo, mamon, melon papaya, lechosa, meldn de arbol o fruta
bomba (18).

En la siguiente figura se aprecia el arbol, el fruto y la flor de la papaya.

Figura 1:

Arbol, fruto y flor de la papaya

Fuente: Silva et al (19).
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2.1.2. Morfologia y taxonomia.
En la siguiente tabla se presenta la clasificacion boténica de la papaya.

Tabla 1:

Clasificacion botanica

Reino Plantea
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Parietales
Familia Caricaceas
Especie Carica papaya

Fuente: Mundo, Serrano (18).

La papaya es nativa de los Andes Orientales, la cuenca Amazonica y
Centroamérica, es una hierba arborescente de crecimiento rapido, de corta
vida, su sistema radicular es muy superficial y sus hojas son de color verde
oscuras y gruesas, divididas de forma suborbicular en 5-7 I6bulos, irregulares.
Sus flores son dioicas, raramente monoica, posee 5 pétalos y 5 sépalos del
mismo color. Sus frutos son gratos al paladar, vallas carnosas y lobulosas, que
contienen en su interior una pulpa lechosa de color anaranjado, con

numerosas semillas negras y globulares (19).
2.2. LA PAPAINA
2.2.1. Definicionesy tipos

La papaina (EC 3.4.22.2.) es funcionalmente clasificada como una enzima
hidrolasa y proteasa tiolica. Fue la primera enzima reconocida como miembro
de una clase de enzimas proteoliticas que necesitan un grupo sulfhidrico libre
para desarrollar su actividad. Los principales tipos de papaina que
actualmente se venden en el mercado internacional son los siguientes (14).
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Tabla 2:
Tipos de papaina

TIPO CARACTERISTICAS

Papaina Cruda | Se obtiene por el secado del latex al sol o en hornos rusticos.
Es un producto de baja calidad, baja estabilidad bioldgica,
de vida corta y de una actividad proteolitica relativamente
baja, 350 unidades tirosina/mg (aproximadamente), su
rendimiento a partir del latex fresco es de un 20% en peso.

Papaina Es obtenida por secado del latex bajo condiciones
Semirrefinada | controladas. Su vida es limitada a 6-8 meses, su rendimiento
a partir del latex es de un 25% en peso aproximadamente y
su actividad proteolitica es mas bajo que de la papaina
refinada (450-500 unidades tirosina/mg).

Papaina Es la papaina mas purificada, bioldgicamente estable y
Refinada completamente libre de materia extrafia, y tiene una
actividad proteolitica mas alta que las anteriores (800-1000
unidades tirosina/mg y mas). El latex sigue un proceso
secuente de operaciones (homogenizacion, clarificacion,
filtracion sobre placas calificantes, concentracion, filtracion
esterilizante y atomizacion). Usa métodos de obtencion es el
Bourdart (secado por aspersion al vacio) y el
fraccionamiento alcohdlico

Fuente: Arango, (19); Chaves et al, (14).
2.2.2. Composicion quimica y propiedades fisicas.

Se compone de 212 aminoacidos con un peso molecular de 23,000 Dalton, se
encuentran enrollados en dos partes separadas (20); es capaz de hidrolizar
proteinas, pequefios peptidos, aminas, ésteres, carbohidratos y grasas (21, 22).
La papaina se caracteriza por ser un polvo amorfo, granuloso de color blanco,
grisaceo o parduzco; ligeramente higroscépico e insoluble en agua y en la
mayoria de los solventes organicos (alcohol etilico y metilico). En el latex
presenta enzimas proteoliticas (papaina, quimo papaina A), compuesto

azufrado (bencilglucosinolato) (23, 24).

En estas propiedades, se deriva la importancia comercial de la papaina es
principalmente debido a su fuerte actividad proteolitica lo que ha permitido
que la papaina lidere el mercado de proteasas. Respecto a las propiedades
fisicas, Balls y Lineweaver, describen la papaina cristalina que se presenta en
forma de agujas bajo el microscopio. Algunas veces, presenta otra forma de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

cristales, laminas largas con caras hexagonales alargadas, menos solubles en
agua, y mas soluble en alcohol etilico o metilico; puede ser precipitada
facilmente en solucion, especialmente a bajas temperaturas (25).

2.3. PRODUCCION DE LA PAPAINA

Todos los procesos de extraccion y/o purificacion de la papaina parten de la
extraccion del latex; pero segun las caracteristicas que se quiere que tenga el
producto, el proceso difiere. Para la obtencion de papaina cruda solo es necesario

secar el latex (26).
2.3.1. Métodos de extraccidon/concentracion
2.3.1.1. Proceso de extraccién/ concentracion

Consiste en la seleccion de frutos verdes de 3 a 4 meses de edad. El estriado
consiste en hacer 4 incisiones verticales a cada uno, en la parte inferior, de
3 mM de profundidad aproximadamente empleando una navaja. La
operacion se repite en intervalos de dos semanas hasta que el flujo de latex
disminuya y la fruta deba ser removida del arbol. Con la maduracion, la
produccién del latex y la concentracion de enzimas de este disminuye

significativamente (26).

El latex se recolecta llevando a un tanque con agitacion que permita tener
un liquido homogéneo para proceder a una filtracion que ayude a eliminar
el material ceroso y las impurezas. En el secado se retira la humedad
presente en una muestra dando lugar una transferencia de masa entre la
muestra y el gas circundante; asi en el caso de la papaina, el liquido que se
obtiene después de filtrar pasa por un proceso de secado con el fin de darle

una mayor estabilidad a la enzima que se encuentra presente en el latex
(9).

Algunos de los procesos de secado mas utilizados para el latex son:
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Tabla 3:

Procesos de secado

PROCESO DE DESCRIPCION
SECADO
Luz solar Se basa en la radiacion de calor de los rayos

solares; en un secador o camara provista de
bandejas removibles en donde se deposita la

muestra.
Secador Es una operacién de secado directa.
Horno Este método consiste en una camara cerrada con

bandejas que imparte calor al aire presente dentro
de la cAmara, el cual puede tener o no una salida
al exterior graduable.

Secado al vacio Consiste en una camara hermética con bandejas
donde una bomba se encarga de generar vacio
dentro de la misma

Secado por liofilizacion | Se utiliza cuando una muestra no puede ser
calentada para evitar la pérdida de alguna
caracteristica no termoestable.

Secado por aspersion | Conocido también como secado por rociado,
pulverizacion o spray drying. €S un proceso
continuo que permite conservar la sustancia que
es deshidratada, proporcionandole una mejor
manipulacion, reduccion del volumen y larga vida
atil. Esta es una operacion unitaria que consiste
en la pulverizacion del material liquido
concentrado, el cual entra en contacto con una
corriente de aire caliente para finalmente
transformarlo en un polvo

Fuente: Puig, (9); Areas, (10); Yugcha et al, (27); Ramirez, Ayala, (28).

2.3.1.1.1. EIl método de Kimmel y Smith

Es uno de los métodos mas usados de extraccion de papaina. Este
procedimiento comprende una extraccion del latex, eliminacion del
material insoluble en el extracto a un pH =9, precipitaciones con sulfato
de amonio, seguidas de tres recristalizaciones. La papaina pura obtenida
por este método contiene tres componentes: papaina activa, papaina no
activable, papaina activable (29).
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2.3.1.1.2. EIl método de Puig

La extraccion de latex lo realiza con incisiones en frutos inmaduros, el
cual tuvo lugar en los cultivos de papaya, logrando este proposito con
la ayuda de una escalera metalica; asi cada uno de ellos fue lavado
usando una toalla de algoddn humeda, lo que permitid retirar el polvo
e insectos presentes en la superficie del fruto; para con una cuchilla de
acero inoxidable se realizaron las incisiones longitudinales a lo largo
del fruto, recogiendo el latex en un recipiente plastico color &mbar a
una temperatura de -20°C, el cual contenia NaCl para disminuir la
oxidacion del latex. Método de extraccion/concentracion a partir de la
trituracion, el cual consiste en preparar un jugo de la cascara de frutos
inmaduros provenientes de otros cultivos, se procedié al lavado con
agua y pelado con un cuchillo a una profundidad de no méas de 1.5
milimetros. Esta cascara fue triturada en un procesador de alimentos
obteniendo una pasta himeda almacenada en frascos plasticos color

ambar que contenian NaCl a una temperatura aproximada de -20°C (9).
2.3.1.1.3. Método modificado de Kunitz

La Extraccion Y Recoleccion Del Latex se lleva a cabo por medio del
estriado de los frutos verdes. El estriado consiste en hacer incisiones
longitudinales en la cascara del fruto; respecto a la profundidad de las
incisiones, algunos autores recomiendan que estas no sean mayores de
2 mM. Mientras que otros dan un rango de variabilidad de 2 a 2.5 mM,
y algunos opinan que las profundidades de estas pueden ser de hasta
3mm (15).

Debe de cuidarse mucho esto, ya que incisiones profundas podrian
causar infecciones, echando a perder el fruto. Se recomienda utilizar
materiales no oxidables para la extraccion del latex. Asi, los incisores
deben ser de acero inoxidable, aluminio, madera, hueso, vidrio, 0
bambu, pero nunca de metal corriente, esto es debido a que la papaina
pierde su actividad facilmente al estar en contacto con metales como el
hierro y el cobre. Las hojas de afeitar de acero inoxidable de doble filo
han sido utilizadas con éxito para ello (73).
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Generalmente el incisor consiste en una vara de madera, a la cual se le
prende un trozo de hoja de afeitar o navaja, de un tamafrio tal, que vaya
de acuerdo con la profundidad deseada de las incisiones (15).

Una vez realizadas las incisiones, el latex fluye, y cae en los recipientes
colectores. Estos recipientes deben ser siempre de un material que no
desactive la papaina, asi pueden usarse de acero inoxidable, porcelana,
vidrio, metal esmaltado, plastico, lona, aluminio (73).

El latex que coagula sobre la incision, luego que ha cesado el flujo, se
raspa, con utensilios no corrosivos y se mezcla con el anterior, ya que
no existe diferencia en la actividad proteolitica entre la papaina
obtenida del latex fluido y del que coagula en la incision. Luego de ser
colectado, este es transportado en recipientes de material adecuado y se
somete ya sea a un simple proceso de secado o directamente a un

proceso de purificacion, dependiendo de su uso final (15).
2.3.1.1.4. Montil, y otros Brasil

Realizaron la extraccion del latex fresco a partir del desarrollo de frutos
verdes recolectados directamente de arboles en la region de Araracuara,
Estado de S&o Paulo, Brasil. Se realizaron tres o cuatro incisiones
verticales en los frutos con un instrumento afilado de acero inoxidable
a una profundidad de 2 a 3 mM EI latex que emerge después de la
incision dura solo de 1 a 2 minutos y luego se coagula rapidamente y se
puede recolectar en un recipiente de vidrio. Después de la extraccion,
el latex se utiliz6 inmediatamente para la purificacion de papaina en su
estado nativo o almacenado a -8° C protegido bajo una atmosfera de

nitrégeno (68).
2.3.1.1.5. Aguirre, E. y Castillo, P. en Ecuador

Extraccion del Latex de la fruta a través de la limpieza y desinfeccion
del area de trabajo y los utensilios a utilizar para el proceso de
extraccion del latex. Seleccion de los frutos verdes y completamente
desarrollados. Lavado de las frutas de Toronches y papayas que van a
ser utilizadas para el proceso, secarlas bien con papel toalla para evitar
contaminaciones. Pesar las frutas de Toronches y papayas, para
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determinar el rendimiento del latex extraido una vez procesado. El
fruto puede recibir varias incisiones repetidamente a intervalos de tres
a cinco dias, hasta que la aparicion del latex comience a disminuir; todas
las incisiones deben ser hechas verticalmente y no méas de 4 sangrias
deben hacerse a un fruto al mismo tiempo, de 1 a 2 mm de espesor cada
incisién. Y se colocan recipientes bajo las frutas para la recepcion del
latex y su concentracion. Estos pueden ser de diferentes materiales o
formas (23).

2.3.1.1.6. Monzon, R.y Chocano, A

Como método para la obtencion del latex, en la extraccion se corto el
peciolo de la hoja de la planta Carica papaya. Se realizaron cortes de
este en pedazos de aproximadamente 2 centimetros. Luego se
introdujeron en la prensa de laboratorio y se ejercid presion de 15000
libras, se repitio el procedimiento cinco veces hasta obtener el extracto.
El extracto recolectado se pasd a un beaker de 1000 mL previamente
lavado con agua potable y jabon y luego con agua destilada. Se le
adicion6 sulfato de amonio 1M para provocar la precipitacion de
compuestos que no sean papaina y se almacena en una refrigeradora a

4°C para una mejor conservacion durante 48 horas (15).
2.3.2. Meétodos de purificacion.

Los métodos usados en la purificacion de la papaina o purificacion de
proteinas son diversas y su eleccion depende basicamente del grado de
purificacion que se desee alcanzar, el presupuesto disponible y obviamente
de las caracteristicas de la proteina a purificar tales como peso molecular,
carga, solubilidad, hidrofobicidad y actividad bioldgica. Segun la fuente de la
proteina, esta estara acompafiada de diferentes contaminantes, propios del
extracto madre. Actualmente hay tres tipos de comunes de ensayos utilizados

para medir la actividad de la papaina (8).
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Tabla 4:

Métodos para medir la actividad enzimética

Metodos para medir la

actividad enzimatica

Descripcion

Hidrdlisis de moléculas
de bajo peso molecular

de sustratos sintéticos

Estos métodos son los méas exactos, mas caros y menos

pertinentes para aplicaciones préacticas.

Hidrolisis de sustratos

Existe una gran variedad de estos métodos debido a tanta

proteinicos combinacion de proteinas y metodologia a escoger, son
los métodos mas Utiles y confiables siempre que se
especifique la naturaleza y fuente de proteina usada, asi
como las condiciones en que se lleva a cabo el ensayo.

Por habilidad de la | Estos métodos son los méas baratos en términos de

enzima para coagular la | materiales, pero no en el tiempo que se toman. Los

leche resultados se expresan en unidades de coagulacién de
leche, en estos métodos no es importante un dato puntual
de absorbancia sino la variacion de la absorbancia por
unidad de tiempo ocasionada por la actividad de la
enzima que se pretende analizar su actividad.
Fuente: Gennaro (24).
2.3.2.1. Método de Kimmel y Smith

La papaina aislada es muy susceptible a la oxidacion, por lo que debe
conservarse inmediatamente a bajas temperaturas y debe evitarse el
contacto directo con el aire. Otra gran desventaja es la dependencia de los
cultivos de papaya de factores externos, como como clima, suelo, plagas,
etc., lo que evita un suministro continuo de papaina. En general el proceso
de purificacion de proteinas comprende tres pasos: el fraccionamiento, la
purificacion (propiamente dicha) y la limpieza. Los pasos basicos en una

purificacion se muestran en la tabla siguiente (14).
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Tabla 5:

Los pasos basicos en una purificacion

ETAPA OBJETIVOS OPERACIONES
BASICAS
. Centrifugacion
Fraccionamiento Obtener una solucion Microfiltracion
clarificada de la proteina.
Purificacién Remover contaminantes y Precipitacion salina
concentrar la protefna. Cromatografia
Estabilizacion de la
Lirnrk proteina para su Cromatografia de
Immeza almacenamiento, exclusion
eliminando otras proteinas
0 proteina degradada.

Fuente Chaves et al, (14).

El fraccionamiento comprende:

La Filtracion: Consiste en pasar el extracto por una barrera porosa

en donde las particulas de mayor tamafio son retenidas, dejando en

el filtrado aquellas que tienen un tamafio menor al del poro. La

fuerza motriz de la operacion es la presion. Para la concentracion

de la proteina en la etapa de purificacién de papaina se emplean

técnicas de precipitacion inducidas por la adicion de polimeros o

un cambio en el pH, la fuerza ionica de la proteina dado que la

solubilidad de esta se determina por la distribucion de cargas en la

superficie. El precipitado se colecta por filtracion o centrifugacion;

y puede ser (8).
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Tabla 6:

Tipos de precipitacion

TIPOS DESCRIPCION

Precipitacion por | Consiste en ajustar el pH al punto isoeléctrico de la
cambio en el PH o | proteina ya que en ese punto las cargas positivas y
precipitacion negativas de la molécula se cancelan, haciendo que
isoeléctrica no exista repulsion sino atraccion ente moléculas

formado el precipitado.

Precipitacién por Es uno de los métodos méas empleados y consiste
incremento en la fuerza | en la adicion de sales que no desnaturalizan la
i6nica o salting out. proteina y previenen la contaminacion por
bacterias. La precipitacion ocurre debido a la
agregacion dado por los grupos hidrofobicos
presentes en la superficie, que quedan expuestos
luego de que la sal que ha sido afiadida debido a
que cada uno de los iones es solvatado por el agua

que se encuentra rodeando la proteina

Precipitacién por Similar a la precipitacion isoeléctrica, la adicion de
solventes organicos. solventes orgénicos, disminuyen la constante
dieléctrica de la solucion, es decir que la
solubilidad de la proteina disminuye y se presente
la agregacion de moléculas. Se favorece si el pH se
encuentra cercano al punto isoeléctrico y si la
proteina es de bajo peso molecular. Con el fin de
evitar que se presente desnaturalizacién de la
proteina se debe realizar a temperaturas inferiores
a 0°C, teniendo en cuenta que la temperatura
resultante tras la adicién de solvente organico se
incrementa.

Fuente: Bustamante, (8).
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e La purificacién comprende:

Respecto a la purificacion de la papaina como proceso final en la
extraccion de las proteinas, tiene como objetivo lograr una papaina
que se encuentre libre de impurezas y segun los objetivos, se
encuentre apta para que cumpla la finalidad deseada, por ejemplo,
en el &mbito farmacéutico se encuentre apta para la formulacion de
vacunas y medicamentos. Cabe sefialar que una papaina ultra
purificada requiere de mas operaciones (8).

2.3.2.2. El Método de cristalizacion de papaina

A partir de latex de papaya fresca que dio rendimientos mas altos que los
reportados anteriormente. Este método no implica el uso de reactivos de
sulfhidrico. La papaina asi obtenida es practicamente pura y presenta una
sola banda cuando se somete a electroforesis en gel de poliacrilamida, y es
idéntica a la papaina obtenida por otros métodos. La papaina cristalizada
por este método, sin el uso de altas concentraciones de sales o sustancias
que contengan tiol como la cisteina y el ditiotreitol, se obtiene en forma de
un complejo con inhibidores naturales existentes en el latex que pueden
eliminarse por dialisis. Por otro lado, en 2014 se informé de un método
eficiente de purificacion de papaina a gran escala de materia prima de jugo
de papaya sin clarificar en un sistema de adsorcion por lotes. En este
estudio, los autores emplearon una cromatografia de adsorcion de lecho
expandido de fase inversa (RP-EBAC) utilizando una columna
FastlineTM-10-EBAC empaquetada con AmberliteTM-XAD-7HP. Esta
permitié a los autores purificar la papaina en una sola operacién con un
factor de purificacion de 149 7.04 y una pureza del 75%. Después del
proceso de purificacion, la papaina cruda generalmente debe tratarse con
agentes reductores para proteger de la oxidacién a los grupos tiol de
cisteina libres, preservando su actividad proteasa. Cuando sea necesario,
los grupos tiol libres de papaina pueden ser regenerados con la adicion de

tioles de bajo peso molecular, como cisteina o ditiotreitol (30).
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2.3.2.3. Método por Cromatografia de Intercambio l6nico

Se basa en que la mayoria de las proteinas tienen cargas en su superficie
por lo cual puede tener lugar una interaccion entre ellas. En la
cromatografia hay una fase movil y otra estatica. Existen de dos tipos,
catiénica y aniconica, dependiendo de la carga de la matriz (fase estatica).
Segun sean las cargas de la proteina que se desea separar, la matriz debe
tener la carga contraria. Una cromatografia de intercambio catidnico se
emplea generalmente para pH inferiores al punto isoeléctrico y lo contrario
para una de intercambio aniconico. Es deseable que la carga de la matriz
no varie con un cambio en el pH. La separacién tiene lugar, cuando iones
presentes en la matriz, son desplazados por la molécula mediante un efecto
combinado de interacciones de Van Der Walls y Coulomb.
Especificamente este intercambio ionico se realiza en un matriz de Q-
Sefarosa, luego de una filtracion de la muestra original, compuesta por 0.2
de muestra de latex liofilizado a -40°C en 1 mL de buffer acetato de sodio
50mM de pH 5. Se prepararon muestras de 10 mL en balones aforados, a
una concentracién de 0.5, 0.4, 0.3,0.2y 0.1 M de NaCl en el mismo buffer.
Se instalé6 montaje con un balén embudo de 100 mL y una columna de
2.5cm de diametro y 14 cm de altura. En esta columna, se rellen6 la matriz
hasta alcanzar una altura de 10 cm. Para el arranque se hace una elusién
con el buffer. Seguidamente, se sirvié la muestra y se llevaron a cabo
elusiones con las soluciones salinas de diferente concentracion,
recuperando cada una en un vaso de precipitados plastico independiente.
Se realiz6 una prueba de actividad enzimética para cada muestra y aquella
en donde se encontraba la actividad fue sometida a liofilizacion a -40°C
para concentrarla. Posteriormente, se re suspendio en 1mL y se someti6 a
didlisis durante 12 horas haciendo constantemente cambios de buffer
externo. Al final de este periodo se aplico la prueba de Biuret para
determinar la cantidad de proteina. Una unidad, hidroliza caseina para
producir un color equivalente a 1.0uL (181pg) de tirosina por minuto a pH
7.5y 37°C. (color desarrollado por Folin-Ciocalteus). La transformacion
de pumoles de Tirosina a unidades se da empleando la ecuacion (8).
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Ecuacion 1: Ecuacion de la transformacién de pmoles de Tirosina a unidades

Unidades  (pmolesTir)(VT)
mlenzima  (VE)()(VC)

Fuente: Bustamante, (8).

Siendo pmoles Tir, las moles producidas en la reaccion, VT el volumen
total del ensayo en ml, VE el volumen de la enzima en ml, t el tiempo de
reaccion en minutos y VC el volumen empleado en la reaccion

colorimétrica (8).
2.3.3. Método de liofilizacién del latex

Las papayas fueron recolectadas en el mercado Central de San Salvador. Se
seleccionaran 30 papayas verdes plenamente desarrolladas para la extraccion
del latex. Siguiendo el proceso de Sanitizar el area de trabajo: Limpiar el &rea
con toalla. Agregar texapon y lavar con mascon, posteriormente lavar con
agua destilada y, por ultimo, agregar cloruro de benzalconio, dejar actuar por
10 minutos y secar con toalla. Sanitizar las papayas lavandolas con jabon,
luego con agua destilada, y dejar secar. Colocar mecheros alrededor del area
de trabajo para evitar contaminacion. Hacer incisiones en la papaya con un
bisturi de acero inoxidable, tener cuidado de no cortar el fruto. Recolectar el
latex en un Baker esterilizado, luego trasladar a tubos previamente
esterilizados, inmediatamente después colocar en refrigeracion a -20°C por
un periodo de 3 dias (73).

Para la Liofilizacion del latex se enciende el aparato liofilizador Telstar
Cryodos 6, hasta que la presion llegue a cero; se transportan las muestras
congeladas en un recipiente hermético hasta el liofilizador. Se colocan los
tubos con el latex congelado dentro de balones de 250 mL y conectar estos a
las valvulas del cilindro del condensador del aparato liofilizador, tener
cuidado que la presion no baje. Sea abren las valvulas con las que se efectla
el vacio en el interior del recipiente para comenzar la sublimacion de la
muestra. Dejar en funcionamiento el equipo por un periodo de 6 a 7 horas
hasta su total desecacion y se almacena la enzima liofilizada en refrigeracion
en frascos viales previamente esterilizados estas muestras tienen una duracion

de aproximadamente 3 afios (74).
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2.3.3.1. Monzo6n, R. y Chocano, A

Como método para la obtencion del latex, en la extraccion se cortd el
peciolo de la hoja de la planta Carica papaya. Se realizaron cortes de este
en pedazos de aproximadamente 2 centimetros. Luego se introdujeron en
la prensa de laboratorio y se ejercid presion de 15000 libras, se repiti6 el
procedimiento cinco veces hasta obtener el extracto. El extracto
recolectado se paso a un beaker de 1000 mL previamente lavado con agua
potable y jabon y luego con agua destilada. Se le adiciond sulfato de
amonio 1M para provocar la precipitacion de compuestos que no sean
papaina y se almacena en una refrigeradora a 4°C para una mejor
conservacion durante 48 horas (15).

2.3.3.2. Aguirre, E. y Castillo, P. en Ecuador

Extraccion del Latex de la fruta a través de la limpieza y desinfeccion del
area de trabajo y los utensilios a utilizar para el proceso de extraccion del
latex. Seleccion de los frutos verdes y completamente desarrollados.
Lavado de las frutas de Toronches y papayas que van a ser utilizadas para
el proceso, secarlas bien con papel toalla para evitar contaminaciones.
Pesar las frutas de Toronches y papayas, para determinar el rendimiento
del latex extraido una vez procesado. EIl fruto puede recibir varias
incisiones repetidamente a intervalos de tres a cinco dias, hasta que la
aparicion del latex comience a disminuir; todas las incisiones deben ser
hechas verticalmente y no mas de 4 sangrias deben hacerse a un fruto al
mismo tiempo, de 1 a 2 mm de espesor cada incision. Y se colocan
recipientes bajo las frutas para la recepcion del latex y su concentracion.

Estos pueden ser de diferentes materiales o formas (23).
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2.3.4. Cuantificacion de Proteina

Con el fin de reportar la actividad especifica, se hizo necesario encontrar la
cantidad de proteina presente en la muestra. Se utilizé el método de Biuret,
en el cual se permitié reaccionar 5uL de muestra con 5uL de agua des
ionizada y 20uL de reactivo de Biuret durante 30 minutos. Luego haciendo
uso de un espectrofotometro (NANODROP), se ley0 la absorbancia a 580nM
y este valor fue comparado con curva patrén construida con concentraciones
conocidas de albumina. Sabiendo que este método es colorimétrico, no es
posible que la muestra a medir tenga algan color, a menos que se conozca su
espectro y se corrobore que ningin pico se solapa con los que se espera
obtener en la prueba. Es asi como la prueba de Biuret solo se aplico a las
muestras provenientes del latex. La trasformacion de unidades para reportar

la actividad especifica esta dada por la ecuacién (9).

Ecuacion 2: Ecuacion para la trasformacion de unidades para reportar la
actividad especifica

Unidades
Unidades _ mlenzima

mg proteina ~ mg proteina
ml enzimas

Fuente: Bustamante, (8).

El proceso de tincion de cada gel constd de dos pasos. El primero consistio
en sumergir el gel en una solucién, compuesta por metanol, &cido acético
glacial y azul de Coomassie durante una hora media con el fin de fijar las
proteinas al gel y tefiir las bandas. EI segundo en sumergir el gel en una
solucién compuesta por acido acético y metanol encargada de destefiir el gel.
Usando un transiluminador (BIORAD), fueron tomadas fotos de los geles

obtenidos usando luz blanca (9).
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Figura 2:
Gel de electroforesis y transiluminador (BIORAD)

Fuente: Bustamante, (8).

Se concluyé que el latex de los frutos inmaduros es la mejor fuente para la
obtencion de papaina frente a un extracto de la cascara. La temperatura de
operacion no afecta la actividad enziméatica obtenida para una muestra
sometida a un proceso de secado. Bajo las condiciones evaluadas no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los valores actividad
enzimatica especifica, reportados en unidades de tirosina / mg de proteina,
para las muestras de latex sometidas a los cuatro procesos de secado
seleccionados. La especie de la Vega (Cundinamarca) tiene una papaina cuyo
peso molecular es 22086.79 Da. La actividad enzimatica para la papaina
cruda es de 7.5 *10™ UT. Las concentraciones ideales para eludir la enzima
en un matriz de sefarosa son 0.3 y 0.4 M de NaCl. La actividad enzimatica

para la papaina cruda es de 1.5*102UT (9).
2.3.4.1. Método modificado de Kunitz.

Para medir la actividad de la enzima papaina se utiliz6 el método
modificado de Kunitz basado en el grado de hidrélisis de los substratos
proteicos. Las unidades de actividad (unidades Kunitz) es la actividad en
la cual, bajo condiciones descritas, da un incremento en la absorbancia de
0.100. La actividad del material enzimatico por gramo se obtiene de la

ecuacion (15).
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Ecuacion 3: Ecuacion para hallar la actividad de material enzimatico por gramo

15 0

Actividad = x 10*

Donde:

C: Es la concentracion de la solucion enzimética original en mg/mL
E'S: Es la Absorbancia después de 15 minutos de reaccion.

E%: Absorbancia inicial.

Ensayo de la actividad enzimatica en funcion del pH a temperatura
constante de 40 °C (17).

Tabla 7:
Actividad de la enzima papaina liofilizada frente a cambios de pH a temperatura
constante de 40 °C

ACTIVIDAD DE LA
ENZIMA
PAPAINA LIOFILIZADA
(UNIDADES KUNITZ)

ACTIVIDAD DE LA
ENZIMA PAPAINA
LIOFIIZADA (%)

PH DEL SUSTRATO

45 2.485*10* 91.90
5.5 2.704*10* 100.00
6.0 2.263*10* 83.69
9.0 0.089*10* 3.31

Fuente: Fernandez et al, (15).

Figura 3:
Grafica de los resultados de la actividad enzimatica a diferentes pH a temperatura

constante de 40° C.
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Fuente: Fernandez et al, (15).
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En la tabla se muestran los resultados de la actividad proteolitica de la
enzima papaina liofilizada en unidades Kunitz y en porcentaje a diferentes
pH y en la figura N° 7 se graficd el porcentaje de actividad proteolitica de
la enzima papaina liofilizada a diferentes pH y temperatura constante de
40 °C. Se observa que la enzima papaina liofilizada presenta un maximo
de 100% de actividad proteolitica a pH 5.5 y una importante merma a pH
alcalino (15).

Tabla 8:
Actividad proteolitica de la enzima papaina liofilizada frente a los cambios de

temperatura a pH constante de 5.5.

TEMPERATURA DEL ACTIVIDAD DE LA ACTIVIDAD DE LA
SUSTRATO (°C) ENZIMA PAPAINA ENZIMA PAPAINA
LIOFILIZADA (UNIDADES | LIOFILIZADA (%)
KUNITS)
32 2.2340% 66.39
37 2.880* 85.59
42 3.365* 100.00

Fuente: Fernandez et al, (15).

Figura 4:
Grafica de los resultados de la actividad enzimatica a diferentes temperaturas a
pH constante de 5.5.
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Fuente: Fernandez et al, (15).
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Se observa que la enzima papaina liofilizada presenta un maximo de 100%
de actividad proteolitica a temperatura de 42 °C. Es de destacar que la
temperatura corporal promedio humana es de 37 °C. Por lo que al aplicar
la enzima liofilizada sobre las cicatrices tipo queloide y verrugas, esta se
vera favorecida por la temperatura del entorno para ejercer una importante
actividad proteolitica de 85.59%. En este trabajo se mide la actividad de la
papaina con el método modificado de Kunitz para la determinacion de la

actividad proteolitica de la enzima; antes mencionado (15).

Una solucion de la enzima es incubada, bajo condiciones estandar con
caseina desnaturalizada. La reaccion es detenida por la adicion de acido
tricloroacético [TCA] (28). La proteina no hidrolizada es precipitada por
el TCA afadido. El precipitado es removido por filtracion y la absorbancia
de la capa sobrenadante es medida espectrofotométricamente a 280 nm. El
incremento de la absorbancia a 280 nm, después de la incubacion es una
medida de la actividad enzimética (9).

2.3.5. Meétodo de Aislamiento y cristalizacion de papaina
Se utiliza el siguiente procedimiento para obtener papaina en forma cristalina:

Para la preparacion del extracto, se afiadio acido etilendiaminotetraacético
[EDTA], pH 7,0, al latex fresco hasta una concentracion final de 1 mM y la
preparacion se mantuvo bajo nitrégeno durante 1 hora a temperatura ambiente
con agitacion constante. Los posibles volatiles arrastrados por nitrogeno se
recogieron cualitativamente mediante burbujeo de agua destilada y se
midieron mediante absorbancia en 230 nm. Luego, la suspensién se
centrifug6 a 12.000 x gramo durante 30 min a temperatura ambiente en una
centrifuga Sorvall RC-2B con un rotor SS-34. El sobrenadante (fraccion 1)
era opalescente y de color amarillo verdoso y el precipitado, que consistia en
material insoluble, se descart6. EI pH de la fraccion 1 se aument6 de 5,4 a 9,0
mediante la adicion lenta de hidroxido de sodio 0,1 M con agitacion constante
y luego se centrifugd a 12.000 x gramo durante 10 min a temperatura
ambiente. El sobrenadante transparente (fraccion 2) se coloco en el primer
recipiente conectado con otro a través de una manguera de silicona. En el
segundo matraz se agregaron 30 mL de agua destilada. Al burbujear con

nitrégeno en el primer matraz y luego pasar a través de agua destilada, se leyo
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una medida de absorbancia en un espectrofotometro (Ultrospec 1000
Pharmacia). La fraccion 2 se colocé en un bafio de hielo y se mantuvo en una
caja de hielo. Después de 72 h en hielo bafio (0°C), la papaina precipitd
espontaneamente (la cristalizacion) y se recogidé por o centrifugacion a
12.000 x gramo durante 20 min a 0°C (fraccion 3). La fraccion 3 se lavo tres
veces con una cantidad minima necesaria de EDTA 1 mM, pH 7,0, a 4°C.
Luego se recolecta por centrifugacion a 12,100 x gramo durante 20 min a 0°C.
(fraccion 4). La fraccion 4 se disolvié en una cantidad minima necesaria de
EDTA 1 mM, pH 7,0, a 37°C durante 30 min en la proporcion de 25 mg
proteina ml-1 EDTA y luego se coloca en un bafio de hielo para precipitacion
espontanea (12 recristalizacion). El precipitado se disolvio en la cantidad
minima necesaria de EDTA 1 mM, pH 7,0 y almacenado a 4°C (fraccion 5).
Todo el procedimiento se llevd a cabo con burbujeo de nitrogeno para

protegerlo del oxigeno atmosférico (9).

La proteina se midi6 por el método de Itzhaki & Gill 1964 y por absorbancia
a 280 nm. La electroforesis no desnaturalizante se llevo a cabo por el método
de Reisfield et al., 1962 para proteinas basicas, utilizando gel de
poliacrilamida al 12%, tampdn de -alanina 34 mM, pH 4,3 y una corriente
constante de 4 mA por tubo (75).

2.3.5.1. Método de Cromatografia de latex fresco

Alicuotas de las proteinas disueltas en tampdn de acetato de sodio 0,4 M,
pH 5,0, se aplicaron a una columna de CM celulosa (1,5 x 20 cm)
equilibrada con el mismo tampdn. EI material se eluyé usando un gradiente
discontinuo (0,4 a 1,0 M) de tampdn de acetato de sodio, pH 5,0. Los picos
obtenidos fueron delimitados, agrupados y se dializ6 contra EDTA 1 mM
a 4°C con tres cambios sucesivos de 10 h cada uno. Después de la diélisis,
se liofilizaron y luego se sometieron a electroforesis en geles acidos.
Medida de grupos sulfhidrilo. Los grupos sulfhidrilo se determinaron
mediante el método de Ellman. La reaccién de papaina con 5,5 '- ditiobis
- (2-nitrobenzoico) (DTNB) se tamponé con fosfato de sodio 0,1 M, pH
8,0, y se control6 espectrofotométricamente a 412 nm, 25°C. Se utilizo el
coeficiente de extincion molar de 13.600 para la reaccion de DTNB.

Cuando se activaron con DTE, las muestras de papaina se separaron del
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activador mediante filtracion en gel sobre Sephadex G-25 y se e luyeron
con tampdn de fosfato de sodio 0,1 M, pH 8,0 y EDTA 1 mM en una
atmdsfera de nitrogeno. Enziméatico determinado éster de nitrofenilo (Z-
Gly-pNP) por el método de Kirsch & Igelstron, 1966. La reaccion se
controld a 400 nm y 25°C en tampon fosfato de sodio 0,1 My EDTA 1
mM, pH 7,0, més acetonitrilo al 6,7% y la fuerza ionica se ajusté a 0,3 M
con KCI (31).

Se hicieron correcciones por hidrolisis espontanea. La actividad especifica
se define como pumol de p-nitrofenol producido por minuto y por mg de
proteina en las condiciones anteriores. El coeficiente de extincion molar
del p-nitrofenol se calculé como 9.368 M cm-1. La actividad de la papaina
también se determin0d usando éster etilico de a-N-benzoil-L-arginina
(BAEE) como sustrato Davis & Smith, 1955, Jacobsen et al., 1957. La
velocidad de hidrdlisis se midi6 mediante titulacién a partir de la cantidad
de base (Tris 1 M) afiadida a la solucién no tamponada de enzima y sustrato
para mantener un valor de pH dado durante la reaccién. Las reacciones se

llevaron a cabo en una cubeta termostéatica a 25°C (30).

Se utiliz6 un potenciometro Beckman modelo SS-2 sensible a variaciones
de 0,01 unidades de pH y se afiadié Tris con una micro jeringa Nimetrics
capaz de medir cantidades de hasta 0,1 pL. La solucion se mezclé a fondo
mediante agitacion constante y se protegié contra el oxigeno molecular
atmosférico mediante burbujeo constante de nitrdgeno. La velocidad
inicial de reaccidn se calculd directamente a partir de la porcion lineal de
las curvas para la hidrolisis del sustrato en funcion del tiempo y la
constante catalitica para BAEE se determind mediante la relacién entre La
solucién se mezcl6 a fondo mediante agitacion constante y se protegio
contra el oxigeno molecular atmosférico mediante burbujeo constante de

nitrégeno (31).

Concluy6 que la en la extraccion de latex fresco: El flujo maximo de latex
se obtuvo entre las 5:00 y las 10:00 am. Después de la extraccion del latex,
los frutos que pesan entre 1y 2 kg maduran y los frutos que pesan entre
200 y 300 g dejan de desarrollarse, muchos de ellos deteriorandose. Las

frutas de tamafio mediano que suministran al suelo que pesan entre 0,5y

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

1,0 kg son las que contienen las mayores cantidades de latex. Se puede
realizar una nueva extraccion de latex de 5 a 6 dias después, pero se

obtienen cantidades menores.

Observamos que para los arboles de papaya que crecen en himedo, el latex
obtenido estaba altamente diluido con bajas concentraciones de papaina.
Utilizando un total de 176 frutos obtuvimos 1524 g de latex, con un valor
medio de 9 g de latex por fruto.

Cristalizacion de papaina, electroforesis y filtracion en gel. Cuando se
burbujea latex fresco con nitrégeno durante 1 hora a temperatura ambiente
con agitacion constante, se libera una sustancia volatil que absorbe luz a
250 nm. Concluye que la papaina aqui preparada tiene las mismas
propiedades de la papaina obtenida del método clasico. La cromatografia

de latex fresco reveld la presencia de 5 componentes proteicos (30).
2.3.5.2. Monzon, R. y Chocano, A

La separacion de la papaina y su conservacion, el latex se filtr6 al vacio,
se recogio el sobrenadante y a éste se le adiciono bisulfito de sodio al 1%

p/p para la conservacion de la papaina.

Para cuantificar esta enzima, se realiz6 una curva patron o curva de
determinacion de la actividad enzimatica segun la concentracion de la
papaina versus peso de caseina precipitada. La curva de actividad
enzimatica resultd atil para conocer el comportamiento de la papaina
estandar y que a partir de ella se pueda calcular la actividad enzimética del
extracto de los peciolos de la planta Carica papaya. Los gramos de caseina
precipitada que aparecen en la tabla son el resultado de la accién
enzimatica de la papaina estandar sobre la caseina presente en la leche. Se
realizaron tres curvas de actividad enzimatica para tener mayor respaldo
estadistico de los datos de los gramos de caseina precipitada (16).

Al final se calcul6 el promedio de los tres resultados de caseina precipitada
por la misma concentracion de papaina que se obtuvieron de cada una de

las curvas.
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Tabla 9:

Tres curvas de actividad enzimética de la papaina estandar y promedio

PAPAINA | ACTIVIDAD | CASEINA PRECIPITADA POR LA PAPAINA

ESTANDAR | ENZIMATICA [ CURVA | CURVA | CURVA | PROMEDIO

(G) CONOCIDA | 1(G) 2 (G) 3(G) | (G)+0.0936

(PU/G)

0.0625 134.000 0.0461 | 0.0106 | 0.0504 0.0357
0.1250 268.000 0.0441 | 0.1612 | 0.1124 0.1059
0.2500 536.000 0.0376 | 0.2677 | 0.1181 0.1411
0.5000 1072.000 0.0848 | 0.1182 | 0.1479 0.1170
1.0000 2144.000 0.3226 | 0.1956 | 0.3152 0.2778
1.5000 3216.000 0.2716 | 0.1636 | 0.2182 0.2178
2.0000 4288.000 0.3151 | 0.2792 | 0.3134 0.3026
2.5000 5360.000 0.2847 | 0.2167 | 0.2153 0.2389

Fuente: Fernandez et al, (15).

Figura 5:

Tres curvas de actividad enzimatica de la papaina estandar y promedio
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Fuente: Fernandez et al, (15).

Prueba de confiabilidad: Para la prueba de confiabilidad se obtuvo el

extracto del peciolo de las hojas de diez papayos diferentes pertenecientes
a lamisma plantacion y en la siguiente tabla se detallan los datos obtenidos
del estudio de la actividad enzimatica de cada extracto y el promedio de
estos. Los gramos de caseina precipitada se obtuvieron de la reaccién entre
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la papaina presente en el extracto y la caseina presente en la leche.

Posteriormente se calculd que en 5 mL de extracto hay 1 g de papaina.

Tabla 10:
Actividad enzimatica de los extractos de diez papayos diferentes y promedio de
estos
NO. DE PESO (G) DEL CASEINA ACTIVIDAD
EXTRACTO DE EXTRACTO PRECIPITADA ENZIMATICA
PAPAYO (G) (PU/G)
1 5.0056 0.3443 2.288.218.23
2 5.022 0.3544 2.355.342.84
3 5.0289 0.3863 2.567.350.28
4 5.0094 0.2879 1.9133.383.76
5 5.0057 0.4342 2.886.693.74
6 5.0224 0.3709 2.465.001.86
7 5.0217 0.4121 2.738.817.11
8 5.0242 0.3808 2.530.797.27
9 5.0073 0.4018 2.670.363.30
10 5.0168 0.2093 1.391.008.06
Promedio 0.3582+0.0044 2.380.591.64+439534.61

Fuente: Fernandez et al, (15).
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Figura 6:

Extraccion de latex de diez papayos diferentes y promedio de estos
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Fuente: Fernandez et al, (15).

La presente es una grafica que demuestra que cada extracto obtenido de
los peciolos de las hojas de diez papayos diferentes posee actividad
enzimatica. En el eje X se encuentra la actividad enzimética de los
extractos de cada papayo y en el eje Y el nimero del extracto de cada

papayo.
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Figura 7:
Promedio de actividad enzimatica de la papaina estandar y promedio de actividad

enzimatica de los extractos
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Fuente: Fernandez et al, (15).

En la presente grafica se compara el promedio de actividad enzimatica de
los extractos de diez papayos con la curva de actividad enzimética
promedio de la papaina estandar. En el eje X se encuentra la actividad

enzimatica y en el eje Y los gramos de papaina precipitada.
2.3.5.3. Aguirre, E. y Castillo, P

En los andlisis de actividad enzimética con el método de coagulacion de
leche Balls y Hoover, se obtuvo una gama de tiempos de coagulacion a las
diferentes concentraciones de enzima papaina adicionada a la leche,
observando que a medida que aumenta la concentracion de papaina diluida
en &cido y agregada en la leche el tiempo de coagulacion de la leche
disminuye en todos los andlisis realizados. Para demostrar que la papaina
de ambos frutos es activa, se procedio hacer un analisis de determinacién
de proteinas en leche, con el método de Kjeldahl. Los datos obtenidos en
estas pruebas en el laboratorio para la leche, al igual que las pruebas por
triplicado del suero proveniente del &cido mas cada una de las papainas se

encuentra en las siguientes tablas (23).
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Tabla 11:

Porcentaje de proteina caseina sin enzima

Leche 3.789%
Suero (leche + &cido 1.9304%
acetico)

Fuente: Fernandez et al, (15).

Tabla 12:

Porcentaje de Proteina Caseina en Suero

Suero (leche + solucién de acido acético con papaina Papaya) PROMEDIO
0.718% 0.578% 0.588% 0.6316%
Suero (leche + solucion de acido acético con papaina Toronche)
0.6869% 0.641% 0.753% 0.6937%

Fuente: Fernandez et al, (15).

En la tabla de porcentaje de proteina caseina sin enzima, se puede observar
que él % de caseina en la leche es de 3.789%, mientras que al adicionar
acido acético a la leche el % de caseina en el suero es de 1.9304% es decir
que la proteina ha disminuido, en comparacion con la tabla de porcentaje
de proteina caseina en suero, se puede observar que en el analisis por
triplicado en el suero producto de la adicion de la solucion de acido méas
papaina a la leche ha disminuido en ambos casos sea papaina de Toronche
0 papaina de papaya. La enzima no ha reaccionado por completo con la
proteina, debido a que la papaina no ha pasado por un proceso de

purificacion (15).

24. USO INDUSTRIAL DE LA PAPAINA: ALIMENTARIO,
FARMACEUTICO Y COSMETICO

La papaina es una enzima que tiene alta actividad bioldgica, por lo que es un
componente ampliamente usado en la industria farmacéutica y dermatoldgica,
industria alimentaria, aislamiento de células, detergentes, cuero y textiles,

cosméticos, etc (32).

Ramirez & Ayala, corroboran al afirmar que: Las enzimas son catalizadores
poderosos, manipulables y amigables con el ambiente, en la actualidad y gracias
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a los avances en distintos campos de la ciencia se utilizan en diferentes
aplicaciones como la industria alimentaria, textil, cosmética, etc. y también en

otras &reas que incluyen a la farmaceéutica, la de diagndstico y la quimica fina (28).

Asi, en el desarrollo de esta parte de la investigacion se reconoce la importancia
de la papaina de la papaya en el desarrollo de la biotecnologia; a partir de la
explicacion y comprobacion cientifica del uso industrial de la papaina 'y su uso en
la industria alimentaria, farmacéutico y cosmético; aunque también es usado en

otros &mbitos de la industria.
2.4.1. Lapapainay su uso en la industria alimentaria

Para Mufioz, j., Zambrano, M., Parraga, R. y Verduga, C. Las enzimas estan
involucradas en diversos aspectos de la produccion de alimentos. Se pueden
agregar a un proceso, pero también pueden ser elaboradas por
microorganismos presentes en fermentaciones, lo que da como resultado un
alimento con caracteristicas de composicion y sensoriales deseables para su
aceptacion por el consumidor. Adicionalmente, su utilizacion para la
produccion de materias primas en la industria alimentaria es muy relevante
(33, 15).

En todo el mundo, la papaina es la proteasa mas estudiada y la mas utilizada
en la industria alimentaria. La papaina se usa para ablandar la proteina de la
carne, especialmente de miofibrillas y tejido conectivo. La papaina, una
cisteina proteasa de 212 aminoacidos, tiene una fuerte capacidad proteolitica,
hidrolizando un tablero de proteinas en pequefios péptidos y aminoéacidos. Es
ampliamente utilizado en varias industrias, como aplicaciones alimentarias
para el ablandamiento de la carne, elaboracion de queso, industria
cervecera/vinicola, industria panadera, asi como para la produccién de

hidrolizados de proteinas (34).
Entre los principales usos a nivel de la industria alimentaria se mencionan:
2.4.1.1. Industria lactea

Debido a su capacidad para hidrolizar los enlaces peptidicos especificos
para generar caseina y macro péptidos, las proteasas se han utilizado
ampliamente como biocatalizadores en los procesos de coagulacion de la
leche en la industria lactea. Uno de los usos mas importantes de las
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proteasas es la fabricacion de queso, demostrandose el potencial de las

proteasas vegetales en la elaboracion de queso (35).

Tabla 13:

Tabla comparacion de autores; efecto de la papaina en la produccion de productos

lacteos

AUTORES

ESTUDIOS REALIZADOS Y RESULTADOS

Arlene,
Kristijarti
Ardelia (36).

Prima

y

Estudiaron el efecto de la papaina en la produccion de queso
Cheddar con diferentes tipos de leche (vaca, cabra y soja), la
papaina presentaba una alta actividad proteolitica en la leche,
pero con una coagulacién muy irregular.

Demostraron que la papaina podria utilizarse como
Reemplazo de enzimas de cuajo para la produccion de queso
duro; presenta ventajas de mejor accesibilidad, menor precio,
mayor disponibilidad en grandes cantidades y una mayor
resistencia a pH y temperaturas extremas (36).

Mahajan
Chaudhari (37).

y

Reportan el uso de papaina en la produccién de queso
semiblando o queso crema (37).

Fujii y Abe (39).

Hejazin y EI- | Mejor6 con esta la capacidad de fusion y la capacidad de
Qudah (38). estiramiento del queso (38).
Abe, Wu, Kim, | Desarroll6 un nuevo método para la produccion de crema de

leche de soya utilizando un proceso simple de tres pasos, que
incluye digestion con papaina, tratamiento térmico y
centrifugacion a baja velocidad (39).

24.1.2.

Fuente: Elaboracion propia

Como agente coagulante de la leche

La actividad de coagulacién de la leche (ACM) se prepara el sustrato

disolviendo leche en polvo descremada bovina comercial en 100 mL de

CaCl 10 mM2 hasta una concentracion final del 12% (p/v, pH 6,4). Luego,

se preincuban 2 mL del sustrato por 5 min a 37 °C y se agregaron 0,2 mL

de la papaina recuperada. Los tubos de ensayo se rotan periédicamente a

mano hasta la aparicion de particulas discretas visibles. Una unidad de

coagulacion de la leche se definié como la cantidad de enzima que coagula
10 mL del sustrato en 40 min (2400 s) a 37 °C [13,17]. La temperatura de
la leche se varié de 20 a 90 °C; pH de pH 6.5 a 8.5, y la concentracion de

CaCl2de 0 a 50 m (40).
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2.4.1.3. Como agente ablandador de carne

El uso de proteasas exdgenas para mejorar la terneza de la carne se ha
convertido recientemente en un foco de interés creciente. Es una prioridad
para la industria carnica poder cubrir la creciente demanda de carne tierna
garantizada y dar valor agregado a los cortes de carne de menor calidad.
Muchos enfoques se han basado en mejorar la ternura postmortem, como
el ablandamiento mecanico, la mejora del contenido de agua y diferentes
tratamientos enzimaticos (41). Tradicionalmente, la carne se ablanda por
autoproteolisis (principalmente mediada por catepsinas y capainas),
manteniéndola a 4 -do por 7 a 10 dias. En condiciones dptimas de
operacion (pH alrededor de 7 a 8 y temperatura entre 60° y 65°C) la papaina
es capaz de hidrolizar casi cualquier proteina presente en el tejido
muscular, asi como en los tendones y ligamentos, lo que la convierte en un

potente suavizante de la carne (42).

Existen varios estudios en los que se ha evaluado el efecto suavizante de
la carne por efecto de la papaina; asi, cuando se inyecta la enzima al animal
antes de ser sacrificado, permitiendo una distribucion homogeénea de la
papaina en la carne del animal; pero esta técnica causa sufrimiento y estrés
en los animales. Una alternativa es la inyeccion de papaina inactiva. Para
este proposito, la papaina generalmente se trata con perdxido de hidrogeno
para oxidar la cisteina catalitica y luego se inyecta en el animal. Una vez
sacrificado el animal, las condiciones andxicas inducen la reduccion de la
cisteina catalitica y con ello la reactivacion de la papaina. Sin embargo,
este método ante-mortem presenta como inconvenientes predecir el nivel
de ablandamiento, debido a factores fisiol6gicos del animal, diferencias en

la textura, sabores u olores no deseados, etc (41).
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Tabla 14:

Tabla comparacidn de autores; uso de la papaina como ablandador de carne.

AUTOR

ESTUDIO REALIZADO

RESULTADOS

Sullivan, y Calkins
(43).

Usaron el tratamiento de
enzimas de papaina para
ablandar carne
comparando con el uso de
la bromelina, proteasa de
jengibre fresco (43).

Los resultados demostraron
una mayor capacidad en la
papaina para mejorar la
sensibilidad en la carne,
observada en los cambios de
textura (43).

Gil, M., Bedoya, V.,
Millan, L. y Benavides,
Y. Paz (44).

SE filtr6 el extracto y se
concentré para ser aplicado
sobre trozos de carne bovina
corte posta durante 60s (44).

Se logra como efecto el
ablandamiento de la carne, lo
que se verific6 mediante el
analisis de perfil de textura,
TPA durante Omin, 5min vy
10min (44).

Godoy, J (45).

Se inyecto una solucién
enzimatica del 5% (IE), de
forma perpendicular a la
direccion de las tiras, en
puntos aproximadamente
distanciados por 5 mm en los
que se inyecto 0.1mL de agua
0 solucion de enzima (45).

Los resultados demuestran que
la aplicacién de la enzima
produce una reduccion
apreciable de la textura de la
carne, especialmente  una
disminucion de la dureza,
llegando a ser dicho efecto més
perceptible cuando se emplea
el método de coccion por horno
(45).

Flores, J (46).

Se extrajo 250 ml de latex de
Papaya, la cual fue aplicado a
la carne de sajino, sometida a
diferentes tiempos de
inmersion fue evaluada en
estado crudo (fresco) y cocido
(frito) por panelistas semi
entrenados (46).

La concentracion de papaina y
el tiempo de inmersion de la
carne de sajino influyen en el
ablandamiento de la carne de
sajino; a mayor concentracion
(25mL/L) y mayor tiempo de
inmersion (30 min) se logré un
mayor ablandamiento de la
carne de sajino tanto crudo
como frito (46).

Fuentes: Elaboracion propia (47).

2.4.1.4. Ahumado

Segln Fuentes et al, el ahumado es una técnica tradicional de tipo
culinaria, a través de la cual los alimentos, previamente bafiados en
salmuera, son sometidos al humo que proviene de un fuego, generalmente
de madera que presenta una combustion lenta; es decir es expuesto a
efectos de los gases y vapores de partes de plantas incompletamente
quemadas realizado con madera con poca resina; cuyo objetivo es
alimentos al combinar los

preservar los efectos del salado y la
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impregnacion de los componentes del humo y el secado. Con este proceso
se logran tanto las caracteristicas de sabor y color que son apreciadas por
el consumidor, como la apariencia de un producto natural afectado por un

minimo procesamiento y el bajo contenido de sal (47).

Pueden ahumarse los embutidos, quesos, pescado, carnes, salmon,
arenque, entre otros, como el pimentén. EI humo seca la carne y actla
sobre ella impidiendo su descomposicion y proporciondndole un sabor
peculiar (48).

Figura 8:

Proceso tecnoldgico general del ahumado

» Se reciben las chuletas de cerdo, las mismas que son registradas y
sometidas a distintas pruebas para verificar la calidad.

*Se lava y se pesa la carne de cerdo para luego ser analizada y realizar
los respectivos cortes.

« Se prepara utilizando 15 % de sal en 250 ml de agua.

« Se dispone a adobar las chuletas con la salmuera preparada en el paso
anterior

« Se guardan en refrigeracion a por un periodo de 4 horas.

* Se lleva al ahumador por 60 minutos

« Se empaca en platos desechables con una cubierta plastica alrededor
para luego ser selladas al vacio

« Se almacena a una temperatura de 4°C

Fuente: Mufioz et al, (33).

Mufioz , J., Zambrano, M., Parraga, R. y Verduga, C, elaboraron chuletas
de cerdo ahumadas con la aplicacion de papaina con resultados positivos
segun las normas INEN 1217 de calidad se determiné que las propiedades
organolépticas de los tratamientos conservan los atributos sensoriales

como color, sabor, aroma, suavidad y apariencia general (33).
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2.4.1.5. Industria de la panificacién

El trigo contiene proteinas capaces de provocar reacciones alérgicas en
0,4mi1,3% de nifios y 0,2mi0,9% de los adultos. La papaina se ha utilizado
para producir harina hipoalergénica adecuada para consumidores
alérgicos. Li, Yu, Goktepe y Ahmedna, en el 2016, describieron una
eliminacion completa de las gliadinas de la harina de trigo mediante un
tratamiento enzimatico secuencial con alcalasa y papaina. Se encontrd que
este tratamiento es mas efectivo para reducir el contenido de proteinas
alergenicas y aumentar la solubilidad en comparacion con otras proteasas.
Otro problema relacionado con el gluten en la industria de la panificacion
es que se vuelve insoluble y se expande para formar estructuras reticulares
cuando se hidrata. Por lo tanto, se debe hidrolizar el gluten para obtener

una masa mas moldeable (49).

El uso de proteasas como la papaina mejora la calidad de la masa, evitando
que se contraiga, y potenciando su solubilidad, blandura y leudado durante

el proceso de horneado (50).
2.4.1.6. Industria cervecera y vitivinicola

La papaina es una enzima muy utilizada en la industria cervecera,
especialmente en la produccion de cervezas ligeras y claras, debido a su
alto potencial de resistencia al frio. El tratamiento de la cerveza con
papaina (entre otras proteasas) permite la degradacion de varios agregados
proteicos insolubles formados durante y después de la fermentacion de la
cerveza, sin efectos secundarios sobre sus propiedades organolépticas.
Ademas, varios estudios publicados han probado el efecto de la papaina
como agente estabilizador del vino. debido a la amplia especificidad de

sustrato que presenta la papaina (51).

En un estudio reciente, Esti, y otros autores, evaluaron la actividad de la
papaina en condiciones similares al vino, lo que demuestra que esta
proteasa podria aplicarse de manera eficiente como biocatalizador en la
industria del vino ya que la papaina de fruta madura y el latex de papaya
mostraron una buena actividad hidrolitica hacia el sustrato Bz-Phe-Val-

Arg-pNA al valor de pH minimo promedio del vino [3.2] a pesar de la
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presencia de etanol, tanto en Mcllvaine como en tampoén tartarico. Sin
embargo, la papaina del latex mostré una actividad catalitica
significativamente mas alta y estable con respecto a la papaina de la fruta
y la bromelina del tallo, pronosticando una perspectiva interesante para su
aplicacion util en el vino real. Sin embargo, son necesarios mas estudios
para evaluar el efecto de los inhibidores naturales del vino sobre la
actividad proteolitica de la papaina (34).

2.4.1.7. Alimentacién animal

Aproximadamente el 90% de la energia alimentaria y los nutrientes para
los rumiantes provienen de forrajes de bajo costo. Por lo tanto, la
cuantificaciébn de compuestos nitrogenados solubles en el rumen es
fundamental para evaluar la calidad del alimento. La adicion de proteasas
como la papaina a la alimentacion animal puede aumentar la asimilacion
y la biodisponibilidad de las proteinas, lo que se traduce en importantes
ahorros econémicos (52). También es empleada la papaina para hidrolizar
las proteinas de la harina de soja para la alimentacion de los peces,
observandose una mayor ganancia de peso relativa y un mejor rendimiento
de crecimiento en peces alimentados con granulos tratados con papaina
(53).

2.4.1.8. Produccién de hidrolizados de proteinas

Los hidrolizados de proteinas se utilizan ampliamente en la industria con
muchas aplicaciones diferentes. Como resultado de la hidrolisis, la
proteina original forma péptidos de diferentes tamafios segln la enzima
empleada y los parametros operativos, presentando altas propiedades
antioxidantes. Los péptidos con efecto positivo para la salud se denominan
péptidos bioactivos y pueden regular varias funciones fisioldgicas. Se han
estudiado ampliamente muchas cualidades bioactivas de los hidrolizados
de proteinas con papaina, como antitumoral, antioxidante, antidiabético,
inhibidor de la angiotensinami, enzima convertidora, modulacion del
sistema inmunitario y capacidad de union de minerales (54). Otra
aplicacion reciente de la papaina para la produccion de hidrolizados
antioxidantes es la nuez china (Juglans regial.) hidrolizados. Los

investigadores habian obtenido péptidos de hidrolizados de proteina de
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nuez, y estos péptidos exhibieron las altas actividades antioxidantes. El
objetivo de este estudio fue desarrollar un método simple y conveniente
para una facil y preparacion reproducible de péptidos antioxidantes a partir

de hidrolizados de proteina de nuez (10).

Una de las enzimas usadas para la extraccion de estos antioxidantes fue la

papaina.
2.4.2. Lapapainay su uso en la industria farmacéutica

A la Carica papaya se le atribuyen muchas propiedades curativas sobre todo
en su aplicacion topica para curacion de heridas cutaneas; por lo que se
constituye en una alternativa terapéuticamente Util y de bajo costo. La papaina
apoya el sistema de inmunidad para el tratamiento de tumores, ya que controla
y modifica los leucocitos en respuesta a la reaccion inmunitaria. Se reduce la

hinchazén y el enrojecimiento de las articulaciones y la prostata (12).

El latex de Carica papaya ha demostrado actividad antimicrobiana, siendo
esta caracteristica muy beneficiosa para evitar complicaciones en el proceso
de curacién de heridas. El latex de Carica papaya contiene un amplio
contenido de enzimas cisteina endopeptidasas, donde encontramos
principalmente papaina, quimio papaina A y B, otras endopeptidasas,
inhibidores de proteasas, linamarasas y proteinas sin funciones aun

conocidas. Algunos estudios realizados se presentan en la tabla siguiente (10).
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Tabla 15:
Tabla comparacion de autores; uso de la papaina en la industria farmacéutica
(Estudios)
ESTUDIOS ESTUDIO REALIZADO RESULTADO
Hewitt et al, (80). | Descubrir si  los metodos | Demostr6  su  efectividad
terapéuticos de su aplicacién | cientifica (80).
empirica para tratar las uUlceras
cutdneas  tenian  verdadera
efectividad cientifica (80).
Dawkinsetal, (79). | Aplicaron un experimento en | Los  trozos de frutas

donde aplicaron trozos de frutas
en diferentes estadios de
madures, y también semillas, en
medios de cultivo con diferentes
tipos de microorganismos (79).

independientemente  de su
estadio de madurez y las
semillas inhiben el crecimiento
bacteriano; dsea tenian efectos
antimicrobianos contra: B.
cereus, E. coli, S. faecalis, S.
aureus, P. vulgaris, S.flexneri
(79).

Nayak et al, (78).

En ratas con diabetes inducido,
donde se le aplicd extractos de

Encontraron que en las que se
les aplicoé reducian un 77% el

experimental en ratas cuyo
objetivo era ser la primera fase
de un ensayo clinico, se utilizd
un compuesto basado en
papaina, la enzima proteolitica
donde utilizaron ratas Sprague-
Dawley (77).

Carica papaya (78). tamafio de la herida en
comparacion al 59% de los
controles (78).
Ajliaetal, (77). Se elabor6 un  ensayo | Encontraron que efectivamente

aceleraba el proceso de
cicatrizacion 'y  presentd
también efectos

antimicrobianos (77).

Nayak et al, (76).

Se utilizaron las semillas de la
Carica papaya y alcohol etilico
donde se monitoriz6 con
biomacadores de inflamacién y
cicatrizacion como es la hidroxi-
prolina a nivel plasmatico (76).

Comprobaron que el grupo que
se le administro esté preparado
presentd6 mejoria de la
cicatrizacion (76).

Fuente: Areas et al, (10).

Las aplicaciones de la papaina en medicina durante los Gltimos cinco afios

incluyen:

a) El tratamiento de la impactacion alimentaria esofagica proteica usando

papaina y otras enzimas proteoliticas como tratamiento inicial para todos

los pacientes con obstruccién esofagica (55).
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b) El tratamiento del acné leve a moderado con una combinacion fija de
retinoato de hidroxipinacolona al 0,1 % (éster sintético del acido 9-cis-
retinoico), retinol al 1 % en glicosferas y papaina al 2 % en glicosferas en

gel acuoso (56).

c) Reparacion tisular de ulceras venosas empleando geles de papaina de baja

concentracion (57).

d) Uso de papaina en la industria dental, donde las propiedades proteoliticas
y antibacterianas de la papaina parecen ser una alternativa eficaz y segura
para la eliminacion de caries antes de emprender procedimientos de
restauracion. La papaina también se ha empleado para eliminar las caries
quimio-mecanico (CMCR), comercializado en 2003 como Papacarie
(mezcla de papaina, cloramina, azul de toluidina y sales en una emulsion
espesante) (58). Otros agentes eliminadores de caries quimiomecanicos
similares a base de papaina son Apacaries (59, 60). Es un ingrediente
activo en dentifricos que contienen diversas enzimas para eliminar las
manchas de los dientes (57). Mas recientemente, Miinchow, Hamann,

Carvajal, Pinal y Bottino (61).

Otro ejemplo interesante es el uso de papaina en el envasado de alimentos
antimicrobianos. Cynthya, Prabhawathi y Mukesh, papaina inmovilizada en
peliculas de poliuretano para evitar la contaminacion microbiana del queso.
Los resultados experimentales mostraron que este derivado podria ser
utilizado como un agente efectivo para el control y reduccion del crecimiento
deestafilococo aureusformacion de biopeliculas (62). Del mismo modo,
Manohar, Prabhawathi, Sivakumar y Daoble, probo el efecto antimicrobiano
de derivados de papaina inmovilizados contra Acinetobacterspp. y S. aureus
(63).
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2.4.3. Lapapainay su uso en la industria cosmética

La industria cosmética esté prestando atencion al uso de enzimas para mejorar
la belleza de la piel evitando problemas cutaneos. Diferentes problemas de la
piel estan tratando de resolver. En 2012, Sim, dedujeron que la papaina se
combind con biopolimero soluble de Schizophyllum commune. Las
conjugaciones mejoraron la estabilidad y el almacenamiento en aceites
cosmeticos y tensioactivos. La capa cornea estratificada de la piel se exfoliaba
de forma mas eficaz con papaina que con &cidos lacticos, que es un agente

ampliamente utilizado para la exfoliacion (68).

Para determinar la reproducibilidad del método de extraccidn, se extrajo latex
de 10 papayos diferentes, siendo esta la prueba de confiabilidad del método.
Cada 5 mL de extracto fueron tratados de la misma manera y luego se hizo la
determinacion de la actividad enzimatica por medio del método de la leche
descrito en la metodologia. Al aplicar el método se obtuvo el peso de caseina
hidrolizada presente en la leche, que se muestra en la gréafica No. 2 y tabla
No. 2. A partir de dichos datos se calculd la actividad 59 enzimatica, siendo

de 2,380,597.64 PU, equivalente a 1.11 gramos de papaina.

Se logro extraer la papaina de la Carica papaya por medio del método de
prensado y purificacion por medio de sulfatos. Se comprobd la actividad
enzimatica de los extractos ya que se demostro que el promedio (2,380,597.64
PU/g), se encontraba dentro de la curva promedio de actividad enzimatica de
la papaina estandar. La actividad enzimética de 5 mL de extracto del peciolo
de la hoja de Carica papaya, es de 2,380,597.64 PU, equivalente a 1.11
gramos de papaina. Por medio de ensayo-error se determind que 12 gramos
de papaina experimental producen efecto exfoliante y que 20 gramos de dicha

enzima producen efecto depilatorio.
Otras aplicaciones en la industria:

La papaina incluye el tratamiento del agua para la eliminacion de metales
pesados (64), o prevenir la floculacion de la levadura en la industria del
bioetanol (65), ademés de clarificar la cerveza (69), ablandador de carnes,

preparacion de hidrolizados de proteina, etc (70).
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Tabla 16:

Procedimiento de produccion de crema depilatoria

CREMADEPILATORIA

‘ Porcentaje | Gramaos )
Ingredicnte Funcion X Porcentaje  Gramos )
(%) (2 Ingrediente Fancidn
T T = (%) z)
Acido estedrico 627 B.00 Emulsificante Tre T e
- 2. Mo ados
Alcohol cetilico 47 .00 Emolwente Acido citnea 008 o0 4
.7 X e pH
Miristato de -
11 140 Eoliceic Estahilizador
150propIk Carbomsero 940 023 030 de emalaion,
Mancestearasa sante.
157 200 | Emulselicante P
de gheenlo Agonte
. I netanolamina 188 240 a
Vasclina 545 ] Emoliene ' - alcalmizante
| Mrnlmxulwn [ 016 0.20 Provervantc Extraco de papaina L Ey 100 el pa
Fropiiparalxa o164 0.20 Preservante

Procedimiento: Preparacion

Procedimiento: Preparacion

Pesar: 8.0 g de acido esteérico, 6.0 g
de alcohol cetilico, 1.40 g de miristato
de isopropilo, 2.0 g de monoestearato
de glicerilo, 7.0 g de vaselina, 0.20 g
de metilparabén y 0.20 g de
propilparabén. o Preparar la estufa y
el bafio Maria. o Fundir el &cido
estearico. o Agregar el alcohol
cetilico y dejar fundir. o Agregar el
miristato de isopropilo y mezclar. o
Agregar el monoestearato de glicerilo
y mezclar. o Agregar la vaselina y
mezclar. o Agregar los parabenos y
mezclar.

Pesar: 0.10 g de acido citrico, 0.30 g de
carbomero 940 y 2.40 g de trietanolamina
Medir: 60 mL de extracto de papaina y 12.40
mL de agua destilada. Agregarlos a un
recipiente grande.

Agregar a la mezcla de extracto de papaina
con agua destilada el acido citrico, agitar
vigorosamente.

Cuando esté completamente mezclado lo
anterior, agregar el carbémero 940 y continuar
mezclando.

Cuando la mezcla sea homogeénea, agregar la
trietanolamina y continuar mezclando. o No
calentar esta fase.

Agregar la fase oleosa a la fase acuosa, con
agitacion constante.

Dejar reposar la crema y que llegue a
temperatura ambiente para envasar

Fuente: Monzo6n y Chocano, (16).
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Tabla 17:

Procedimiento de produccién de crema exfoliante

CREMA EXFOLIANTE

FASE OLEOSA FASE ACUOSA
Porcentaje | Gramos : Porcentaje | Gramos .
Ingrediente * Funcién Ingrediente . Funcién
"% | @ &) ®
Acidoesteirico | 800 | 800 |Emubsificante b | i || e [
Alcohol cetilico 6.00 6.00 Emolente de pH
Miristato de - Estabilizador
’ moliente 5 .
isopropilo [40 146 Carbdmero 940 030 030 | deemulsin,
espesante.
Monoestearato )
. 200 20p | Emulsificante ] ] Agente
de glicerilo - - Tretanolamina 240 240 )
= | alcalimizante
Vaseli 7 710 Emol:ente
ShER 1% 7.00 R Extracto de
Metilparabén 0.20 020 | Preservante copiin 40 60 mL pa
Propilparabén 0.20 020 | Preservante Agua destilada o =P &

Procedimiento: Preparacion

Procedimiento: Preparacion

Pesar: 8.0 g de acido estearico, 6.0
g de alcohol cetilico, 1.40 g de
miristato de isopropilo, 2.0 g de
monoestearato de glicerilo, 7.0 g
de vaselina, 020 g de
metilparabén 'y 020 g de
propilparabén. o Preparar la estufa
y el bafio Maria.

Fundir el &cido esteérico. o
Agregar el alcohol cetilico y dejar
fundir.

Agregar el miristato de isopropilo
y mezclar. Agregar el
monoestearato de glicerilo 'y
mezclar.

Agregar la vaselina y mezclar. o
Agregar los parabenos y mezclar

Pesar: 0.10 g de acido citrico, 0.30 g de carbémero
940 y 2.40 g de trietanolamina. o Medir: 60 mL
de extracto de papaina y 12.40 mL de agua
destilada. Agregarlos a un recipiente grande.
Agregar a la mezcla de extracto de papaina con
agua destilada el é&cido citrico, agitar
vigorosamente.

Cuando esté completamente mezclado lo anterior,
agregar el carbomero 940 y continuar mezclando.
Cuando la mezcla sea homogénea, agregar la
trietanolamina y continuar mezclando. o No
calentar esta fase.

Agregar la fase oleosa a la fase acuosa, con
agitacion constante.

Dejar reposar la cremay que llegue a temperatura
ambiente para envasar.

Fuente: Monzon y Chocano, (16).
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Tabla 18:

Procedimiento de produccion de gel

G E L

EXFOLIANTE: FORMULA
CUANTI-CUALITATIVA

DEPILATORIO: FORMULA
CUANTI-CUALITATIVA

Porcentaje Pesal Porcentaje Peso/ :
Ingrediente Funcién Ingrediente Funcion
(%) medida (%) medida
Extructo de Extracto de |
86.17 100 mL P x B4A71 60 ml | e
papaing papaina
Modificador Maodificador
Carbomero $4) 431 S Carbémero 930 am 1a
g & de reologia o = de reologin
Metilparabén 0.4 005 2 Conservante Metilparalsia 0,04 003 g Conscrvante
T3 o Modificador 1 s Maodificador
NCLANOISIIINR <17 rielan s M
Clanc A 6ml de pH e 422 3ml de pH
Propilenglicol 431 $ml Diluyente Propileaglicol 7.0% $ml Diluycate

Procedimiento: Preparacion Procedimiento: Preparacion

Pesar: 0.05 gramos de metilparabén, 5
gramos de carbomero 940. o Medir: 5 mL
de propilenglicol, 6 mL de trietanolamina
y 100 mL de extracto de papaina.
Disolver metilparabén en propilenglicol,
con agitacion. o Afadir carbémero 940 al
extracto de papaina y agitar suavemente.
Afadir la mezcla de metilparabén y
propilenglicol a la mezcla de carbomero
940 y extracto de papaina.

Agitar hasta que esté uniforme

0 Pesar: 0.03 gramos de metilparabén, 3
gramos de carbémero 940. o Medir: 5 mL
de propilenglicol, 3 mL de trietanolamina
y 60 mL de extracto de papaina. o
Disolver metilparabén en propilenglicol,
con agitacion. o Afadir carbémero 940 al
extracto de papaina y agitar suavemente. o
Afadir la mezcla de metilparabén y
propilenglicol a la mezcla de carbomero
940 y extracto de papaina. o Agitar hasta

gue esté uniforme

Fuente: Monzo6n y Chocano, (16).

La papaina como enzima, tiene propiedades proteoliticas que provocan la
ruptura de maltiples enlaces de diferentes proteinas. A partir de este concepto,
se utilizo la papaina como principio activo en dos formulaciones cosméticas
destinadas para uso depilatorio y otras dos para uso exfoliante. Considerando
que el vello y las células muertas a eliminar, mediante los procesos de
depilacién y exfoliacion, respectivamente, estan formados por proteinas, se
pueden remover mediante la prote6lisis provocada por la enzima.
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PERSPECTIVAS A FUTURO

La perspectiva respecto a los métodos de purificacion se orienta hacia el uso de nuevos
métodos de inmovilizacion, existen numerosos métodos para esta, empezando por
métodos sin soporte, y siguiendo con métodos donde se utiliza retencion fisica o quimica
de un enzima sobre un soporte, los cuales presentan numerosas ventajas frente a los
tradicionales. Algunas de las pautas generales que se deben seguir para la eleccion de
estos métodos: Estudiar en primera instancia la reaccion y las condiciones en las que se
va a desarrollar, seleccionando los soportes inorganicos que presentan mayores ventajas
frente a los organicos, como es la alta estabilidad ante las degradaciones quimicas y
fisicas, aunque la gran mayoria de procesos industriales se realizan con soportes organicos
por a la afinidad con las enzimas. Pueden ser utilizados a modo de material filtrante con
doble efecto, es decir, la particula en si funciona para contaminantes grandes y las
enzimas actuan sobre material microscopico o haciéndolo reaccionar para anular su efecto
(66).

Los materiales de inmovilizacién poseen muchos tamafios, su seleccion es un factor muy
importante a la hora de disefiar una enzima inmovilizada para una reaccion deseada. Y,
se deben evaluar alternativas y soportes que permitan una facil y completa recuperacion
del preparado y que aumenten la efectividad de la enzima. En la seleccion de los soportes
se debe tener en cuenta una serie de caracteristicas, tales como: la resistencia fisica a la
compresion, la hidrofobicidad, la biocompatibilidad, la resistencia el ataque microbiano,
los bajos costes, la temperatura y pH. De esta manera la aplicacion de la papaina, a partir
de la aplicacion de los nuevos metodos de inmovilizacion permite que las enzimas puedan

reutilizarse repetidamente en los procesos, ya sea de forma continua o discontinua (67).

Las reutilizaciones no pueden ser infinitas, hay limites sanitarios y biologicos que no lo

permiten, asi la aplicacion de las enzimas inmovilizadas puede ser utilizadas en:

a. Hidrolisis de proteinas. Utilizadas con el fin de modificar el contenido proteico de
los alimentos, de alli que se logra obtener materias primas de mayor calidad a menor
precio, por ejemplo, en el trigo se emplean pepsina y proteasa inmovilizadas en chito
sany en el queso son empleadas lactoglobulina en la leche (66).

b. Hidrolisis de hidratos de carbono. En la leche son empleadas para algunos derivados
lacteos sin lactosa, para hacerlos aptos para consumidores que carecen de lactasa
intestinal. Otra hidrolisis es la degradacion del almidén de diversas fuentes vegetales
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para obtener los jarabes de fructosa y glucosa empleados en la fabricacion de refrescos
y bebidos azucaradas. En frutas y verduras son empleadas las pectinas para clarificar
los zumos, hacerlos menos viscosos y mas concentrados. Son inmovilizadas sobre

soportes como PVC, poliésteres, poliacrilamidas y alumina (67).

c. Mejora de las caracteristicas organolépticas de algunos alimentos. ElI empleo de
celulas de Arthobacter globilis atrapadas en poliacrilamida permite eliminar el sabor

amargo del zumo de los citricos (66).

d. Obtencion de edulcorantes y aditivos alimentarios. En la fabricacion de zumos,
mermeladas y dulces es utilizado el &cido L-malico que es obtenido por la fumarasa
de Brevibacterium flavum atrapada en k-carragenato. En este sector han surgido
grandes avances para la obtencion de azucares bajos en calorias como son el

aspartamo y la estevia (67).

e. Otras aplicaciones. Con el uso de lipasa inmovilizada se puede sustituir el acido
palmitico de las posiciones 1y 3 del aceite de palma por acido estearico y de ese modo
poder emplear en la industria del chocolate. Los productos del chocolate tienen
aproximadamente un 30% de grasa, lo cual es de interés que sea de gran valor y
saludable (66).

También podemos resaltar que la presente investigacion tiene como finalidad el uso de
los recursos locales como son la Carica papaya var. Arequipensis y su comparacion en la
extraccion de papaina a comparacion de la Carica papaya que es la mas estudiada para la

extraccion de esta.
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CONCLUSIONES

PRIMERA. — Hay varios métodos de prueba para evaluar la actividad de la papaina.
Uno de ellos se centra en la hidrélisis de moléculas de sustratos sintéticos
de bajo peso molecular, siendo méas precisos y costosos, pero menos
relevantes para usos practicos. Otro enfoque se basa en la hidrolisis de
sustratos proteicos, con una amplia gama de opciones disponibles, siendo
mas Utiles y confiables. Ademas, existen métodos que aprovechan la
capacidad de la enzima para coagular la leche, siendo mas econémicos

en cuanto a materiales, pero no en términos de tiempo requerido.

SEGUNDA. - Los métodos principales que se usan en el proceso de extraccion,
concentracion y purificacion de la papaina, se encuentran el usado por
Puig, siguio el proceso de extraccion y purificacion, determinando que el
latex de los frutos inmaduros es la mejor fuente para la obtencion de
papaina. Mundo Y Serrano aplico el método modificado de Kunitz
basado en el grado de hidrdlisis de los substratos proteicos a través del
estriado o incisiones longitudinales en la cascara, en otro estudio se uso
la liofilizacion del latex que consiste en una desecacion del solido que
contiene disolvente Montil, y otros Brasil, realizaron el experimento a
través de Aislamiento y cristalizacion de papaina: Monzon y Chocano,
en Guatemala trabajo con el método para la obtencion del latex, de
extraccion cortando el peciolo de la hoja de la planta Carica papaya y
Aguirre y Castillo extrajo el Latex de la fruta. En todos los casos se
concluye en que la papaina extraida mantiene propiedades de

purificacion similares.

TERCERA.- Los usos industriales de la papaina en la industria alimentaria
fundamentalmente se desarrolla en la industria lactea, como agente
coagulante de la leche, como agente ablandador de carne, en el ahumado,
en la industria de panificacion se utiliza para , producir harina
hipoalergénica, mejorando la calidad de la masa, Industria cervecera y
vitivinicola La papaina es una enzima muy utilizada en la industria
cervecera, especialmente en la produccion de cervezas ligeras y claras, y
se aplica de manera eficiente como biocatalizador en la industria del

vino. También se usa como alimento animal; también presenta cualidades

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

bioactivas de los hidrolizados de proteinas con papainay es aplicada para

la produccion de hidrolizados antioxidantes es la nuez china

CUARTA. - Los usos industriales de la papaina en la industria farmacéutica, entre sus
maultiples usos se encuentran la aplicacién tépica para curacion de heridas
cutaneas, apoya el sistema de inmunidad para el tratamiento de tumores,
ha demostrado actividad antimicrobiana, aceleraba el proceso de
cicatrizacion, en el tratamiento inicial para todos los pacientes con
obstruccion esofagica, tratamiento del acné leve a moderado, en la

reparacion tisular de ulceras venosas y en la industria dental.

QUINTA. -  La papaina como enzima, tiene propiedades proteoliticas que provocan
la ruptura de multiples enlaces de diferentes proteinas. A partir de este
concepto, se utiliz6 la papaina como principio activo en dos
formulaciones cosméticas destinadas para uso depilatorio y otras dos

para uso exfoliante.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA Explorar métodos emergentes: Considerar investigar y comparar metodos
de purificacion emergentes o innovadores que estén siendo desarrollados
en la actualidad. Estos métodos podrian ofrecer ventajas significativas en
términos de eficiencia, sostenibilidad o economia. Examina tecnologias
como la electrodidlisis, la purificacion con membranas selectivas o los

procesos basados en nanomateriales, entre otros.

SEGUNDA Anadlisis de tendencias futuras: Investigar las tendencias y avances
tecnoldgicos en el campo de la purificacion industrial y pronostica como

podrian influir en los métodos de purificacién utilizados en el futuro.

TERCERA Evaluacién econémica y comercial: Ampliar el enfoque para incluir una
evaluacion economica y comercial de los meétodos de purificacion
utilizados en las diferentes industrias. Considerar factores como el costo
de implementacion, el retorno de la inversidn, la disponibilidad de equipos
y materiales, y las implicaciones legales y regulatorias. Realizar un analisis
comparativo de los aspectos econémicos y comerciales de cada método

para proporcionar una vision completa de su viabilidad en el mercado.
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