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RESUMEN

El objetivo de este proyecto de investigacion fue comparar la papaina cruda
obtenida de diferentes variedades de papaya cultivadas en el Ecuador con el fin
de proponer la mejor materia prima para su extraccion a nivel comercial. Para lo
cual, se caracteriz6 y determiné el rendimiento del latex obtenido de las

variedades de Carica papaya L. Maradol, Criolla y Golden.

El latex fue extraido a partir de frutos inmaduros de 2.5 a 3 meses de edad
efectuando de 3 a 4 cortes longitudinales sobre la superficie del mismo de
aproximadamente 2.0 a 2.5 milimetros de profundidad, realizados en intervalos
de cada cuatro dias. Para la conservacion del latex se afiadieron como
preservantes citrato de sodio, bisulfito de sodio y EDTA.EI latex fue centrifugado
a 8000 rpm durante 60 minutos a 4°C y microencapsulado por medio de secado
por aspersion a una temperatura de 130°C, usando goma arabiga como agente

encapsulante con el fin de obtener papaina cruda.

Se encontrd diferencia estadistica significativa en el rendimiento del latex en

cuanto a variedad de papaya, siendo el latex de la variedad Criolla el de mayor



rendimiento con 2,036 + 0,69 g latex/Kg fruto, mientras que la variedad Golden
presentd valores muy bajos, por lo que se sugiere que no es factible realizar la

extraccion de latex en esta variedad de papaya.

La medicion de la actividad proteolitica se realizd6 por medio de
espectrofotometria a una longitud de onda de 280nm en unidades de TU/mg de
proteina, para lo cual también se cuantifico el contenido proteico siguiendo el
método de absorcion ultravioleta a 280 nm.La actividad enzimatica para las
variedades Maradol y Criolla fue de 531,30 + 27,3 TU/mg de proteina y 592,53
+ 93,61 TU/mg de proteina respectivamente, valores que no presentaron

diferencia estadistica significativa, con un nivel de confianza del 95%.

Ademas, se procedié a hacer un disefio experimental 22 por duplicado, con el fin
de sustituir el bisulfito de sodio, el cual ejerce accion reductora y antimicrobiana,
mediante la adicion de cisteina y benzoato de sodio, obteniendo como resultado
gue si es posible realizar esta sustitucion usando concentraciones de 1% de
cisteina y 0.5% de benzoato de sodio, superando en un 6% la actividad obtenida

mediante el uso de bisulfito de sodio.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el uso de las enzimas en gran cantidad de industrias ha
adquirido gran relevancia, pues las ventajas de las enzimas en la produccion
industrial son evidentes frente a los catalizadores no biolégicos, principalmente
porque tienen la capacidad de acelerar reacciones quimicas energéticamente
posibles sin que se consuman en la reaccion, no alteran el balance energético
de las reacciones en que intervienen, ni modifican, por lo tanto, el equilibrio de la

misma, pero consiguen acelerar el proceso incluso millones de veces.

Una enzima de gran interés lo constituye la papaina, la cual es obtenida del
latex de la papaya (Carica papaya L.). Esta enzima tiene un sinnUmero de
aplicaciones en la industria alimenticia -como son su uso en la tenderizacion y
ablandamiento de carne y en la clarificacién de cerveza-, asi como tiene un gran
uso en otros tipos de industrias como la farmacéutica por sus propiedades
digestivas y en la industria cosmética por su poder desmachador y cicatrizante.
La importancia economica de esta enzima es considerable puesto que

representa las dos terceras partes del mercado de enzimas.



La obtencion de esta enzima en el pais resulta una idea muy atractiva para darle
valor agregado a la fruta, pues el Ecuador es un pais caracterizado por su clima
calido y humedo que permite el cultivo de diversas frutas tropicales de gran
calidad y, de acuerdo a la FAO, el Ecuador ocupa la posicion diecinueve dentro
de los paises productores de papaya con una producciéon de 42.796 toneladas lo

gue representa el 1% de la produccién mundial de papaya.

Es asi, que en el presente trabajo de investigacion se realiz6 una
caracterizacion del latex extraido de tres variedades de papaya que se cultivan
comercialmente en el Ecuador para evaluar cual variedad es las mas apropiada

para la obtencion de esta enzima.

Para la elaboracion de este proyecto se seleccionaron las variedades de papaya
Maradol, Criolla y Golden; se caracterizé la fruta y el latex obtenido de cada una,
se calcul6 el rendimiento en gramos de latex de cada variedad de papaya por
kilogramo de fruto, se analizé el contenido de proteinas y actividad enzimatica y
se las compar6 para determinar cual variedad tiene las mejores caracteristicas

para la extraccion del latex.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Qué efecto tienen las variedades comerciales de papaya Maradol, Solo Golden
y Criolla en el rendimiento y calidad de papaina cruda extraida de frutos

inmaduros de Carica papaya L. cultivados en el Ecuador?

HIPOTESIS DEL PROYECTO

Las diferentes variedades de Carica papaya tienen efecto sobre el rendimiento y
la calidad de papaina cruda extraida, ya que existen diferencias significativas en
la composicion del fruto dependiendo de la variedad del mismo, y es de suponer
que el latex sera mas abundante en unas variedades que en otras y que unas

contendran papaina con mayor actividad proteolitica que otras.

OBJETIVOS

Objetivo General

Comparar la papaina cruda proveniente de tres variedades de Carica papaya a
través de la medicion de la actividad enzimatica y el rendimiento gravimeétrico
con el fin de proponer la mejor materia prima para la extraccion de latex a nivel

comercial.



Objetivos Especificos

Extraer latex de frutos de Carica papaya de 2.5 a 3 meses de edad de las
variedades Maradol, Solo Golden y Criolla y secarlo mediante el método
de secado por aspersion para obtener papaina cruda.

Caracterizar el latex y la papaina cruda mediante analisis fisico-quimico.
Determinar el rendimiento de latex y papaina cruda mediante analisis
gravimétrico.

Medir la actividad enzimatica por medio de espectrofotometria expresado
en TU/mg de proteina.

Disefiar un experimento factorial 2 con el fin de analizar el efecto de los

tratamientos de pre secado sobre la actividad enzimatica.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1Materia prima
1.1.1 Carica papaya Linn

La papaya pertenece a la familia botanica Caricaceae y su
nombre cientifico es Carica Papaya Linn. La familia Caricaceae
comprende cuatro géneros: Carica, Jacarilla, Cylicomorpha vy
Jacaratia y 71 especies siendo el género Carica el de mayor
namero con 57 especies; Jacarila con 10 especies,
Cylicomorpha con 2 especies y Jarilla con 2 especies [1]. En la

Tabla 1, se detalla la clasificacién taxondmica de la papaya.



La planta de papaya es herbacea y de crecimiento rapido. Se
clasifica como una especie perenne, ya que puede llegar a vivir
unos 20 afos. Se considera una hierba arborescente porque es
muy poco lignificada. Por estas razones, en el caso de la

papaya el término arbol no es botanicamente apropiado [2].

Esta planta se puede cultivar en cualquier época del afio, la
floracion ocurre 5 meses después de la siembra, los primeros
frutos estan listos para ser cosechados cuando las plantas
tienen una edad de 10 meses aproximadamente y la cosecha

se hace de forma manual [2].



Tabla 1

Clasificacién taxonémica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophytina
Clase Magnoliatae
Subclase Dilleniidae
Orden Violales
Suborden Carinicineae
Familia Caricaceae
Género Carica
Especie Carica papaya Linn

Fuente: Mederos, 1991

El fruto es una baya de tamafio, peso y forma variable,
dependiendo de la variedad o seleccion. Mide de 10 a 60 cm de
largo y llega a pesar varios kilogramos. El color de la pulpa
también depende de la seleccion, normalmente amarilla o rojo-
anaranjada, de textura suave y de un espesor de 3 a5 cm. La

superficie del fruto suele tener 5 surcos poco profundos [2].La



cascara se torna de verde oscuro a verde claro y luego
amarillo-dorado. Las semillas estan en la cavidad interna del
fruto. La planta puede producir unos 100 frutos por afio. Las
semillas son esféricas, pequefias y negras. Estan envueltas en
una capa mucilaginosa llamada sarcotesta o cubierta. Un fruto

bien polinizado llega a tener de 300 a 700 semillas [2].

La papaya pertenece a un grupo de especies de plantas
conocidas como plantas laticiferas. Estas plantas contienen
una serie de células ramificadas e interconectadas que forman
una matriz de tubos complejos [3], dispersos a lo largo de la
mayoria de los tejidos de las plantas, que secretan una
sustancia conocida como ‘“latex”. En conjunto, estos
compuestos se cree que estan implicados en la defensa de la

planta contra una amplia variedad de plagas y herbivoros [4].

El latex es extraido de frutas completamente desarrolladas pero
no maduras, cuya piel contiene numerosos laticiferos. La fruta

de papaya madura no contiene latex [5], posiblemente porque



1.1.2

las células productoras de latex dejan de funcionar o se averian

con la edad.

Composicion quimicay valor nutricional

Dentro de su composicidon quimica debemos destacar su
rigueza en vitaminas C y en provitamina A, en forma de
carotenos dentro de las cuales tiene principalmente:
betacarotenos, gamma carotenos, épsilon carotenos y
criptoxantina, un compuesto que ademas de transformarse en
vitamina A en nuestro organismo, presenta propiedad
antioxidante, atribuyéndosele accion preventiva frente al cancer
y la enfermedad cardiovascular. También destaca la presencia
de vitaminas del grupo B como son vitamina B1, B2 y B3. En
cuanto a los minerales, la papaya es rica en potasio y contiene

cantidades apreciables de calcio, magnesio, fosforo y hierro [6].

También es una buena fuente de fibra (principalmente
insoluble), que mejora el transito intestinal, evitando el

estrefiimiento y protege frente al cancer de colon y la
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enfermedad cardiovascular [6].La papaya contiene una alta
proporcion de agua, siendo por el contrario su contenido en
nutrientes energéticos (hidratos de carbono, proteinas y grasa)

muy bajo.

En papayas de pulpa roja, el pigmento o colorante natural mas
importante es el licopeno. En papayas de pulpa mas
amarillenta, los pigmentos mas abundantes son el grupo de las
criptoxantinas. La intensidad del color depende de la
concentracion del pigmento, la cual varia de una localidad a
otra. En pulpas rojizas, los carotenos constituyen un 10% de los
pigmentos, mientras que en pulpas anaranjadas alcanzan un
30%. La pulpa contiene muy pocos acidos organicos (0.099%)
y éstos son una mezcla de 50% de acido citrico y 50% de &cido

malico [2].

En la Tabla 2 se presentan los contenidos de humedad,

proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales y vitaminas de la

papaya.
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Contenido de nutrientes en 100 g de pulpa fresca de papaya

COMPONENTES l:/:\llzlg VERDE | MADURO
Calorias
Valor energético Cal 28.0 32.0
Componentes mayores
Humedad % 91.6 90.7
Proteina gr 0.8 0.5
Grasa ar 0.1 0.1
Carbohidratos totales gr 6.9 8.3
Fibra gr 0.8 0.6
Minerales
Calcio mg 41.0 20.0
Fosforo mg 22.0 13.0
Hierro mg 0.3 0.4
Vitaminas
Caroteno (A) mg trazas 110.0
Tiamina (B1) mg 0.04 0.03
Riboflavina (B2) mg 0.04 0.04
Acido Ascorbico (C) mg 36.0 46.0
Niacina (B5) mg 0.2 0.3
Porcidon no comestible
Céscara % 18.0 25.0
Semillas % 6.0 19.0

Fuente: USDA, 2000.

Los compuestos volatiles determinan el olor y el sabor de las

frutas. Se han detectado unos 134 compuestos volatiles en la

papaya, la mayoria identificados desde 1985. Los compuestos

volatiles mas importantes de la pulpa de la papaya son el linool,

el bencil isotiocianato y el &cido butandico en la pulpa,
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encontrandose otros 20 compuestos de menor importancia [2].
El bencil isotiocianato le da a la papaya su olor fuerte
caracteristico. El linool es responsable del sabor y el aroma de
la pulpa madura. Casi todos estos compuestos se encuentran
conjugados en el fruto, liberandose cuando las células se

rompen durante el corte o consumo de las frutas [2].

Distribucion y variedades de papaya que se cultivan en el

pais

Las principales zonas de cultivo de papaya en el Ecuador se
encuentran enlas siguientes zonas:

-Manabi (Portoviejo y Chone)

-Guayas (Yaguachi, Naranijito y Milagro)

-Santa Elena (San Rafael, Chanduy, Rio Verde)

-Santo Domingo (Via Quevedo)

-Los Rios (Via a Quevedo)

-El Oro (Huaquillas)

-Esmeraldas (Quinindé y San Lorenzo)
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El cultivo de papaya en Ecuador se estd desarrollando
aceleradamente, especialmente en las zonas de Santo
Domingo, via Quevedo, Guayas, Santa Elena, entre las zonas
mas relevantes, siendo una de las razones de la expansion de
este cultivo su alto consumo como fruta y las oportunidades de
exportacion que se le estan abriendo [8].Los principales lugares
donde siembran papaya en la provincia de Santa Elenason la
comuna San Rafael (Hacienda Las Marias, Hacienda
Anacardo) Saya, El Azdcar, Villingota,Chanduy, Rio Verde [8].
De acuerdo a las estadisticas de produccién del 2005, la
provincia de Manabi, dispone del mayor hectareaje a nivel
nacional, con 958 has sembradas, seguido por Pichincha con
610 has y Los Rios con 563 has. En relaciébn a nivel de
produccién, Manabi mantiene el primer lugar con 12.459Tm,
Pichincha 9.128Tm. y Los Rios 6.608 Tm. Por su parte, en
relacion al nivel de rendimiento, Pichincha con 14.96 Tm/Ha es
la zona mas productiva del Ecuador, seguido por Carchi con

14.33 Tm/Ha y Cafar con 14.17 Tm/Ha [8].
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Las variedades de papaya son muy pocas debido a que una
variedad definida, producida por seleccion y polinizacién
controlada, puede perderse en pocas generaciones,
produciéndose una serie de variaciones, sino se tiene el

cuidado de mantener lotes de produccion de semilla pura [9].

En el pais se producen tres tipos de papaya: las hibridas, la
hawaiana y la conocida como Maradol. Todas tienen

propiedades diferentes, pero los usos son comunes [8].

Grupo Solo o Hawaiano: Este grupo de selecciones fue
desarrollado en Hawaii a partir de una fruta pequefia comprada
por G.P. Wilder en un mercado de Barbados en 1910. La
palabra castellana Solo fue adoptada para bautizar esta serie
de selecciones, indicando que es solo para una persona o para
comer una sola vez. Los frutos provenientes de plantas
hermafroditas tienen forma similar a la pera mientras que los
generados por flores femeninas son redondeados [2].Una de

las desventajas de las variedades Solo es que su
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comportamiento es fuertemente dependiente de las
condiciones de suelo y clima. A nivel mundial, el grupo Solo
constituye el conjunto mas importante de variedades de papaya

de exportacion [2].

» Solo Sunrise
La fruta de Sunrise tiene superficie suave, mide unos 10
a 15 cm de largo y pesa entre 400 y 600 g. La cascara
es relativamente gruesa y al madurar es amarillo-rojiza.
La pulpa es de color rojo-anaranjado o rosado oscuro,
de unos 2 cm de grueso, firme de sabor excelente y muy
dulce. Se adapta mejor a zonas con baja humedad
relativa y lluvias escasas, pero requiere riego para

alcanzar una alta productividad [2].

» Solo Sunset
Los frutos tienen un peso medio de 400 g. La pulpa es
de color rojo-anaranjada de piel lisa, firme, resistente al

transporte y de larga vida comercial. Produce de media



16

40 tm/ha con el inicio de la recoleccién a los 8 meses

realizada la plantacion [10].

Solo Golden

Es un mutante de la papaya “Sunrise Solo”, posee
coloracion de céscara mas clara y se consume cuando
la céscara tiene una coloracion amarilla completa. Su
pulpa es de color salmén lo que le da un aspecto muy

atractivo frente a otras variedades [11].

En la Figura 1.1 se pueden observar frutos verdes de

esta variedad de papaya.
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FIGURA 1. 1Frutos Golden
Fuente: Rilesa

Maradol

La variedad de papaya Maradol, fue obtenida en Cuba
durante el periodo 1938 — 1956. EI nombre surge al unir
parte de los nombres de sus creadores, Adolfo Rodriguez
Rivera y su esposa Maria Luisa Nodals Ochoa [12]. El fruto
(Figural.2) es de maduracion lenta, pulpa suave y gran
consistencia, piel lisa, gruesa y resistente, presentando

larga vida de anaquel [13].
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Es una variedad con dos selecciones de frutos con pulpa
amarilla y roja, cilindricos (alargados) y redondos, el largo
oscila entre los 22 cmy 27 cm y su diametro esta entre los 9
cmy 13 cm. La cavidad (diametro) mide entre los 3cmy 4.5

cm [14].

FIGURA 1. 2Frutos Maradol
Fuente: Rilesa

Papayas hibridas

» Thainung 1, Tainung 1, Tainin 1 o Formosa
Se obtuvo en la isla de Taiwan también conocida como
Formosa de donde lleva su nombre, del cruce de la
variedad Solo y una seleccién de Costa Rica. Los frutos
son alargados (hermafroditas) o redondeados

(femeninas), de fruto mediano a grande, con peso de
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aproximadamente un kg (Figura 1.3). La pulpa es de
color anaranjada-rojizo. Tiene muy buen sabor. Es
apropiado para consumo local y exportacion a ciertos

mercados [2].

FIGURA 1. 3Frutos Tainln 1
Fuente: Rilesa

» Criolla
La papaya criolla (Figura 1.4) tiene una amplia tradicion
de cultivo en los pequefios productores. Este nombre es
dado a tipos de papaya genéticamente mezclados,
descendientes de hibridos comerciales o del cruce no

controlado de selecciones comerciales [2].
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FIGURA 1. 4 Frutos Criolla
Fuente: Rilesa

1.2Latex

1.2.1 Definicién

El latex es un fluido lechoso compuesto por un suero liquido
gue contiene en suspensién o en soluciéon, una mezcla
compleja de componentes [15]. Los botanicos designan el latex
como el citoplasma de los laticiferos (las células vivas
especializadas que lo contienen) y por lo tanto, éste presenta

una variedad de organelas celulares, como nucleos,
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mitocondrias, ribosomas, plastidios, vacuolas, aparato de Golgi
y reticulo endoplasmatico [4] y moléculas organicas como
enzimas, terpenos, alcaloides, vitaminas, carbohidratos, lipidos
y aminoacidos libres [15].Los laticiferos se encuentran bajo
presién positiva, por lo cual, una incisién sobre éstos, resulta en

una rapida emision del latex hacia el exterior [16].

La Figura 1.5 presenta una fotografia de una papaya a la que

se le han realizado varias incisiones para obtener su latex.

FIGURA 1. 5Latex exudado de papaya
Fuente: Rilesa
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1.2.2 Propiedades y funcion

Los principios activos del latex, responsable de su valor en
muchas aplicaciones industriales, son las enzimas proteoliticas
papaina y quimopapaina. Se ha demostrado que la conversion
de la forma inactiva a la activa, ocurre cuando el latex es
expelido y alcanza un méximo de actividad proteolitica en
menos de dos minutos, después del corte o pinchazo en la
superficie del fruto. Paralelamente a este proceso, se hacen
visibles los sintomas de coagulacién del latex, lo que evidencia
que este elemento es un factor de primera linea de defensa en
plantas, pues los coagulos de latex sellan las heridas y evitan el
ingreso de patogenos [17]. El latex desecado constituye lo que
se denomina papaina cruda constituida por una mezcla de
enzimas proteoliticos, papaina  propiamente  dicha,
guimopapainas y en menor proporcion papayaproteinasa W y

otros [18].
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1.2.3 Proteasas presentes en el latex

Desde hace muchos afos se sabe de la presencia de enzimas
proteoliticas en el latex. La funcion de estas proteasas, en
cambio, aun no ha sido elucidada. Se ha planteado que
intervienen en la degradacion de proteinas durante el desarrollo
de los laticiferos o como se mencioné anteriormente, en la
promocion de la coagulacibn como un proceso vital para la
defensa de la planta contra el posible ataque de patégenos

[19].

Las proteasas o peptidasas son un tipo de enzimas hidroliticas
(de la clase de las hidrolasas) capaces de escindir los enlaces
peptidicos de las proteinas modificando su estructura y en el
caso de las enzimas, su actividad catalitica. La hidrolisis de un
enlace peptidico es una reaccion energéticamente favorable,
pero extremadamente lenta [20]. Generalmente, las proteasas
son sintetizadas como proenzimas inactivas para evitar la
degradacion en el lugar y sitio equivocados [21].De acuerdo

con la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular



24

(UIBBM), las proteasas reciben el cédigo EC 3.4, por ser

hidrolasas que catalizan la ruptura de enlaces peptidicos [22].

Se reconocen cinco clases cataliticas de proteasas
determinadas por el rol primario llevado a cabo por un grupo
serin, treonin, cistein, asparto o metal en la catalisis enzimética,
por lo tanto las proteasas se clasifican en serinproteasas,
treoninproteasas,  cisteinproteasas, aspartoproteasas Yy

metaloproteasas [20].

El latex de papaya contiene un complejo de enzimas
proteoliticas pertenecientes al grupo de las cisteinproteasas
(EC 3.4.22) también conocidas como proteasas sulfhidrilicas o
tidlicas, enzimas cuya actividad proteolitica depende del grupo
tiol (-SH) de un residuo de cisteina en su sitio activo. Han sido
reportadas varias enzimas cisteinicas vegetales extraidas del
latex de Carica papaya una de las mas importantes y la de
mayor uso a nivel industrial es la papaina, de esta planta han

sido también aisladas la quimopapaina, la caricaina y la
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glycilendopeptidasa; aunque la papaina es la enzima en menor
proporcion en el latex es la mas estudiada ya que es la de mas

facil purificacion y mayor uso industrial [23].

Papaina (EC 3.4.22.2): La papaina pura, es una proteina
constituida de 212 residuos aminoacidicos. Estos residuos se
encuentran enrollados en dos partes separadas por un puente
gue tiene un lugar activo con un grupo tiol (SH) libre de un
residuo de cisteina, de ahi su nombre de cistein-proteasa. Esta
molécula, similar a la proteasa humana, se estabiliza gracias a
la presencia de puentes disulfuro generados por enlace de
aminodcidos cisteina en su estructura. Estos puentes disulfuro
le confiere alta resistencia al calor presentando una alta
estabilidad a temperaturas de 60°C hasta 90°C siendo la

temperatura 6ptima de accién de la papaina 65°C [24].

La papaina es una enzima de baja especificidad que hidroliza
tanto las proteinas como los péptidos de pequefio tamario,
amidas y ésteres. Preferentemente actia sobre los

aminoacidos basicos, leucina, glicina, asi como sobre arginina,
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lisina y fenil-alanina (son en enlaces proximos al grupo
carboxilo de la fenilalanina). Esta enzima, al revés de la
pepsina, actia en medio neutros o alcalino,el pH 6ptimo de
esta proteasa se encuentra entre 6 y 7; mientras que su punto

isoeléctrico corresponde a un pH de 9.6 [25].

Es activada por la cisteina (aa), el tiosulfato (compuesto de
azufre) y el glutation. Es inhibida o inactivada por iones
metélicos (zinc, cadmio, hierro, plomo), oxidantes (H,O,,
radicales libres, etc.) y por agentes que reaccionan con los

tioles (acido ascorbico) [18].

Quimopapaina (EC 3.4.22.6): La quimopapaina, con
caracteristicas similares a la anterior, esta constituida por 218
aminodacidos y es la cisteinproteasa mas abundante en el latex
de la papaya. Segun se recoge en Martindale: “es una enzima
proteolitica aislada del latex de la papaya (Carica papaya) que
se diferencia de la papaina en la movilidad electroforética, la

solubilidad y la especificidad del sustrato”.
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La quimopapaina existecomo una mezcla de dos formas,
llamadas A y B, estas dos formas de la quimopapaina son
inmunologicamente indistinguible [27] y tienen una secuencia
de aminoacidos idéntica, sin embargo las dos formas difieren
de su reactividad [28].Son inhibidores de la quimopapaina
iones de algunos metales pesados, como Ag, Cu y Zn. En
cambio, la cisteina, el dimercaptopropanol y el &cido tio
glicdlico son activadores de este enzima [22].El pH 6ptimo de
la quimopapaina para la digestion de la caseina y la

hemoglobina es de 7.2 con un maximo de 9 [22].

Caricaina (EC 3.4.22.30): También conocida como papaya
peptidasa I, la caricaina digiere las proteinas, rompiendo los
enlaces peptidicos. Comparado con otras enzimas presentes
en la papaya, la caricaina se considera extremadamente
alcalina. Al igual que otras enzimas de la papaya, la caricaina
es un antiinflamatorio y es eficaz para romper proteinas

complejas en simples aminoacidos [29].
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Glicilendopeptidasa (EC 3.4.22.25): Esta enzima cataliza la
hidrolisis de enlaces peptidicos con preferencia por Gly-XXa en
proteinas y de pequefias moléculas de sustrato. La enzima,
miembro de la familia C1 de las peptidasas, es aislada de la
planta de papaya, Carica papaya. No es inhibida por la
cistatina del pollo (inhibidor proteico de las proteasas
cisteinicas), a diferencia de la mayoria de los otros homélogos

de la papaina [27].

1.3Factores que afectan la actividad proteolitica

Oxidacién quimica:Agentes oxidantes como yodo, bromo, peroxido
de hidrégeno, el oxigeno y los metales pesados inactivan la enzima.
Esto se explica debido a la participacion de sulfhidrilos en la accién
catalitica de la enzima, que se activa en estado reducido y se inactiva

al oxidarse [18].

Coagulacion: Debido a la naturaleza proteica y a la presencia de
peptonas y albuminoides en el latex fresco, este tiende a coagular

después de su extraccion [18].
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La coagulacion es el proceso en el que el latex es desestabilizado
coloidalmente de tal manera que sucede una agregacion o union de
las particulas de la fase dispersa, separandose del medio de

dispersion [30].

Cambios de pH: Una de las peculiaridades de la papaina, es que
mantiene su actividad proteolitica en un amplio margen de pH, desde
pH 3 hasta pH 12, presentando mayor actividad a pH entre 6 y 7. El
pH éptimo para que la enzima actie, depende del tipo de sustrato
sobre el cual ejerce su accién, ya que coincide con el punto

isoeléctrico del sustrato [18].

Oxidacién por luz:Se inactiva con luz ultravioleta, oxidandose

rapidamente por exposiciéon a los rayos solares y el oxigeno [18].

Crecimiento microbiano:Debido a la naturaleza proteica del latex y a
la forma de recoleccion, estd propenso a contaminacion por

microorganismos, que realizan sobre éste accion putrefactiva [18].
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Hora de recoleccion:Existen diferentes criterios, siendo el mas
corriente que la recoleccion debe hacerse a horas tempranas del dia

para evitar la fuerte accion de los rayos solares [18].

Métodos de secado:Al ser la papaina un compuesto facilmente
alterable por agentes tales como el oxigeno, la luz solar y la
temperatura, el sistema de secado determina la calidad de la enzima.
El secado solar, rinde un producto de baja actividad proteolitica, por lo
gue no se recomienda utilizar [18].El secado por corrientes de aire
caliente, rinde un producto de mejor calidad que el método anterior,
mas claro y con mayor actividad proteolitica.El secado al vacio, rinde
un producto de alta actividad proteolitica, blanco, cremoso. Su
actividad es mayor debido a que durante el proceso de secado, el
producto no estd en contacto con el aire [18].La papaina en polvo
secada por aspersion es de alta calidad aunque es mas susceptible a
la pérdida de actividad proteolitica si se almacena por largos periodos
de tiempo.El secado por liofilizacion permite obtener un producto con

una actividad proteolitica superior a los métodos anteriores.
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1.4Tratamientos de pre secado

EDTA:EI acido etilendiaminotetraacético o EDTA, es una sustancia
utilizada como agente quelante que puede crear complejos con un
metal. La funcion del EDTA es secuestrar metales que estén
presentes en los extractos vegetales que aun no han podido ser
removidos y que pueden interferir en la actividad de estas peptidasas.
Los metales pesados pueden inhibir a las endopeptidasas cisteinicas

por formacion de mercaptidos [31].

Benzoato de sodio: El benzoato de sodio, también conocido como
benzoato de sosa es una sal del &cido benzoico, blanca, cristalina o
granulada, de férmula NaCgHsCO,. Es un agente antimicrobiano
efectivo contra levaduras y bacterias y de poca accién contra los
hongos.La accién antimicrobiana se basa en diversas intervenciones
sobre el sistema enzimatico de la célula de los microorganismos. En
muchas bacterias y levaduras resultan inhibidas enzimas que
controlan el metabolismo del acido acético y la fosforilacion oxidativa,
parece intervenir en varios sitios del ciclo del &cido citrico,

especialmente en el acido Beta-cetoglutarico y el acido succinico
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deshidrogenasa. Ademas de sus efectos inactivadores de enzimas,
actua también sobre la pared celular. Para que pueda ejercer su
efecto dentro de la célula tiene que penetrar a través de la pared

celular [32].

Bisulfito de sodio:Su efecto antimicrobiano es ejercido contra
microorganismos especialmente en los mostos, su espectro de accion
incluye mohos, levaduras y bacterias. Es especialmente eficaz en
medio acido. Ayuda a evitar la oxidacion de los materiales, de modo
que actla sobre enzimas llamadas oxidasas; su efecto basicamente
radica en la ruptura de los puentes disulfuro de las proteinas,

haciendo que se inactiven las enzimas [33].

Citrato de sodio:Es la sal sddica del acido citrico. Se obtiene en
forma de cristales blancos, inodoros y con un sabor salino refrescante.
Los citratos cumplen varias funciones. Ellos incrementan la actividad
de varios antioxidantes y adicionalmente exhiben por si mismos cierta
actividad antioxidante. Como anticoagulante actia impidiendo que el

calcio se ionice, evitando asi la coagulacion.
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Cisteina:La cisteina es un aminoacido que contiene azufre
conteniendo un grupo tiol (-SH). Este aminoacido ejerce funcion
antioxidante sobre la papaina.Al momento de la extraccion del latex,
ponemos a la proteina en presencia de oxigeno, con lo que los grupos
tidlicos se pueden oxidar, y la proteina perder su funcionalidad. Para
evitar esto se afade cisteina para mantener el medio reductor,
evitando de este modo la oxidacion de los sitios cataliticos de las

proteasas.

1.5Secado por aspersién

La operacion de secado por aspersion consiste en la transformacion
de una alimentacion en estado liquido a un producto soélido y seco, al
poner en contacto dicha alimentacién en forma de gotas finas con una
corriente de aire caliente. El tiempo de contacto es muy corto y en

consecuencia el dafio debido al calor también es minimo [34].

El secado por aspersion consiste en cuatro etapas [34].
A. Atomizacion.

B. Contacto aire — gota.
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C. Evaporacion.

D. Recuperacion del producto seco

La Figura 1.6 muestra las etapas del proceso de secado por aspersion

i1/

|
i

FIGURA 1. 6Etapas del proceso de secado por aspersion
Fuente: Mendoza et, al, 2003

1.5.1 Microencapsulacion mediante secado por aspersion

La microencapsulacién es una técnica en la que un compuesto
0 producto activo (core) es rodeado por una cubierta (shell) de

ciertos polimeros para proporcionarle proteccion frente a
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radicales libres, humedad, oxidaciéon debido a la luz o al
oxigeno u otras condiciones que son desfavorables para su

estabilidad [37].

El principio del secado por aspersion es la produccion de un
polvo seco por medio de la atomizacion de una emulsion en
una corriente de aire caliente en una camara de secado. El
agua se evapora instantdneamente, permitiendo que el
material activo presente en la emulsion, quede atrapado dentro

de una pelicula de material encapsulante [38].

Una de las principales ventajas de utilizar el secado por
aspersiéon como método de encapsulacion es que los tiempos
de secado son muy cortos (5 a 30 s), es decir, materiales
termosensibles como las enzimas pueden ser secados
satisfactoriamente sin provocar un dafio tan severo en su
estructura [39]. Ademas de los bajos tiempos de residencia que
se emplean, provee un efecto refrigerador debido a la
evaporacion, ya que a pesar del aporte de aire caliente, este

sustrae calor por la vaporizacion del disolvente.
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Uno de los problemas que presentan los materiales que
contienen alto contenido de azucares y acidos organicos en el
proceso de secado por aspersion, es el aglomerado de las
particulas ya que estos compuestos tienen temperaturas de
transicion vitrea bajas lo que conlleva a la existencia de un
estado pseudo liquido (gomoso) del material amorfo lo que
causa esta aglomeracion de particulas ocasionando bajas
producciones del producto y problemas operacionales. Una
solucion a este problema de pegajosidad es el uso productos
ayudantes de secado como los encapsuladores que mezclados
con la muestra liquida evitan la pegajosidad y aglomeracién del

producto obtenido [40].

Los principales encapsulantes utilizados para este método son:
carbohidratos (almiddén y derivados, maltodextrinas, jarabes de
maiz, sacarosa, dextrana, ciclodextrinas, carboximetilcelulosa,
metilcelulosa, etilcelulosa, nitrocelulosa, acetilcelulosa); gomas
(arabiga, mezquite, guar, alginato de sodio, carragenina);
lipidos (ceras, parafinas, grasas, acido estearico, tristearina,

mono Yy diglicéridos) y proteinas (gelatina, proteina de soya,
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caseinatos, suero de leche, zeina, gluten, caseina). Estos
encapsulantes deben tener la capacidad de proporcionar una
emulsion estable durante el proceso de secado por aspersion y
tener muy buenas propiedades de formacion de pelicula para
proveer una capa que proteja al ingrediente activo de la

oxidacion [37,41].

1.6 Cuantificacién de proteinas

1.6.1 Métodos para la cuantificacién de proteinas

Existen diferentes métodos para la cuantificacion de proteinas.
Muchos de estos métodos se basan en: a) la propiedad intrinseca
de las proteinas para absorber luz en el UV, b) para la formacion
de derivados quimicos, o c) la capacidad que tienen las proteinas

de unir ciertos colorantes.

La Tabla 3 muestra un resumen de las caracteristicas de los
principales métodos de cuantificacion de proteinas con sus

rangos de sensibilidad.
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Principales métodos para la cuantificacién de proteinas y

sus rangos de

sensibilidad

Método R_ar)go de Qoeficiente de extincién_ o
sensibilidad (ug) | calculo de la concentracion
Métodos de Absorcion
Avgo 100-3000 €80= 1m|/mg cm
Aops 3-100 €205= 31m|/mg cm
Proteina (mg/ml)= (1,55A2g0-
Ass0-Asso 100-3000 0,76A260)
Proteina (mg/ml)= (Ayss-
Aszs-Asgo 25-700 Asg)/2,51
Proteina (ug/ml)= 144(Az1s-
Az24-Ao3s 5-180 Azzs)
Az15-Agzs 2-45
Métodos derivados colorimétricos
Biuret 1000-10000 €545= 0,06 ml/mg cm
25-100 a 500 nm
Lowry 2-30 a 660 nm usar curva estandar
1-2 a 750 nm
Bradford 1-15 €595= 81 ml/mg cm
BCA 0.5-10 usar curva estandar

Métodos derivados

fluorimétricos

o-ftalaldehido

1-5 )\excitacién a 340
nm

usar curva estandar

Aemision @ 475 nm

Fuente: Fernandez, 2002.

El método que se va a usar es el de absorcion UV a 280nm, el

cual se explica a continuacion:
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Método de absorcion a 280nm: Este método permite estimar
cuantitativamente dicha concentracion en una muestra, de
acuerdo con la Ley de Lambert-Beer, puesto que las proteina
poseen un maximo de absorcion aproximadamente a una
longitud de onda de 280nm, debido a la presencia de
aminoacidos aromaticos, fundamentalmente tirosina,
fenilalanina y triptéfano [42].Al ser la técnica no destructiva, la
cantidad de muestra empleada para la estimacion cuantitativa,

puede ser devuelta a la muestra original [41].

1.7Medicién de la actividad enziméatica

1.7.1 Métodos de determinacién de la actividad proteolitica

Existen tres grupos generales de métodos para la
determinacion de la actividad proteolitica, segun Chaverri
(1983). El primer grupo consiste en la hidrélisis de sustratos
sintéticos, de bajo peso molecular. Este método es muy exacto,

pero poco practico y funcional.
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El segundo se basa en la capacidad de la enzima de coagular
la leche. Este método es muy impreciso y poco reproducible, de
acuerdo con Chaverri (1983), ya que depende del contenido de
proteina de la leche utilizada en la prueba. El tercero consiste
en la hidrdlisis de proteinas, para el cual se utilizan diferentes
sustratos (gelatina, carne, etc.). Dentro de ese grupo se incluye
el método del Food Chemical Codex (1972), el cual consiste en
medir la cantidad de tirosina liberada por minuto, a partir de un
sustrato de caseina. Cabe mencionar que éste ultimo es uno de
los métodos mas utilizados, debido a su reproducibilidad y

precision [18].

En la Tabla 4, se indican los métodos mas usados para la
determinacion de la actividad proteolitica con sus respectivas

unidades.
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Tabla 4

Métodos para la determinacion de actividad proteolitica

Principio Sustrato Unidad
BAPA
Sustratos (benzol-arginine-p-nitroanilide) mU BAPA/mg
Sintéticos BAEE FIP units/m
(benzoyl-arginine-ethylester) 9
Coagulacion
de laleche
(Balls and Leche MCU/mg
Hoover)
Gelatina GDU/mg
e Hemoglobina HDU/mg
Hidrolisis de
> TU/mg
proteinas ) ,
Caseina USP units/mg
FCC-PU/mg

Fuente: Referencia [44]

1.7.2 Unidades enziméaticas

La actividad enzimatica es una medida de la cantidad de
enzima activa presente y del nivel de actividad de la misma
[22]. La actividad enzimatica se expresa habitualmente en
micromoles (umol) de sustrato convertido en producto por
minuto, en determinadas condiciones de ensayo especificadas.

Una unidad estandar de actividad enzimatica (U) es aquella
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actividad que cataliza la transformacion de 1 pmol min™® de

sustrato. La actividad especifica de una preparacion enzimatica

se define como el ndmero de unidades de enzima por
™ , L] , -1

miligramo de proteina (umol min™™ mg proteina™ o U/mg de

proteina) [45].

La papaina se vende por las siguientes actividades:

FIP_units/mg:1 FIP unidad de papaina es la cantidad de

enzima que hidroliza bajo condiciones estandares 1 mmole de

BAEE por minuto [46].

mU BAPA/mqg: Una unidad se define como la cantidad de

enzima que hidroliza 1mmol de BAPA por minuto bajo las

condiciones de ensayo [46].

USP_units/mg:1 USP unidad de actividad de papaina es la

actividad que libera el equivalente de 1 pg of tirosina de un

sustrato especifico de caseina bajo las condiciones del ensayo,
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usando la concentracion de enzima que libera 40 ug of tirosina

por ml de la solucion de la prueba [46].

FCC-PU:La unidad de papaina (PU) se define comola cantidad
de enzima que libera el equivalente a 1 microgramo de tirosina

por hora bajo las condiciones del analisis [47].

TU/mg:Una unidad de potencia puede ser definida como
launidad que al actuar sobre el sustrato de caseina bajo las
condiciones especificas produce un microgramo de tirosina por

minuto[47].

MCU/mg:Una unidad de coagulo de leche (MCU) es la
cantidad de actividad en un ml que hara coagular 5ml de

sustrato de leche en 60 segundos a 40°C [48].
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GDU/mg:Una unidad GDU libera la misma cantidad de 1mg de
amino nitrogeno a partir de gelatina en 20 minutos a 45°C, pH

4.5 [47].

En la Tabla 5 se muestran las equivalencias de las principales

unidades de mediciéon de actividad enzimatica.

Tabla 5

Equivalencias de las principales unidades comerciales de
medicion de actividad enzimatica

R

700 TU/mg 3,75 FIP units/mg
700 TU/mg 7,65 mU BAPA/mg
700 TU/mg= 1500 MCU/mg
700 TU/mg= 9000 GDU/mg
700 TU/mg= 13500 HDU/mg
700 TU/mg= 42000 FCC PU/mg
700 TU/mg= 45000 USP units/mg

R

Fuente: Referencia [44,49]
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1.7.3 Ensayos espectrofotométricos

En los ensayos espectrofotométricos puede seguirse el curso
de una reaccién mediante la observacion de la cantidad de luz
absorbida por la solucién, en la que se est4 dando la reaccion
de acuerdo a la Ley de Lambert-Beer. En Optica, la Ley de
Lambert-Beer es una relacibn empirica que combina la

absorcién de luz con las propiedades del material atravesado.

La Ecuacion 1 expresa la relacion entre la absorbancia y la

concentracion de una sustancia en una solucion.

A= ¢€-c-1 Ec.1
Dénde:
A es la absorbancia.
¢ es el coeficiente de extincién, en (mg/ml)*cm™.
c es la concentracion de sustancia absorbente en la muestra,
en mg/ml.

| es la distancia que la luz atraviesa por muestra, en cm.
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La ley establece que existe una relaciéon exponencial entre la
transmision de luz a través de una sustancia y la concentracion
de la sustancia, asi como también entre la transmision y la
longitud del cuerpo que la luz atraviesa. Si se conoce el
coeficiente de extinciéon (¢) de una molécula determinada y la
distancia () que el rayo de luz atraviesa por la muestra, la
concentracion de la molécula puede ser calculada al medir la
absorbancia de la solucién que la contiene [22]. Para poder
utilizar un ensayo de este tipo, debe haber entre los sustratos o
los productos alguno que absorba luz a una longitud de onda
determinada, y que sea la Unica molécula de la mezcla de
reaccion que lo hace a esa longitud de onda; de esta forma se
puede observar el aumento o la disminucion de la absorbancia

con el transcurso del tiempo [50].

1.8Aplicacion en la industria

La papaina tiene un sinnimero de aplicaciones en la industria
alimenticia, en la tenderizacion y ablandamiento de carne y en la

clarificacion de cerveza, asi como tiene un gran uso en otros tipos de
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industrias como la farmacéutica por sus propiedades digestivas y en la
industria cosmética por su poder desmachador y cicatrizante. A
continuacion se describe su uso en las principales industrias de

aplicacion [51].

Industria cervecera

La industria cervecera utiliza el 75% de los suministros totales de
papaina. El aclarado y elmantenimiento de la claridad de la cerveza
pueden realizarse como etapas separadas del proceso odurante las
etapas principales de preparacion de la cerveza: malteado,
fermentacién en braceado, “lagerizacién”, embotellado, enlatado o
trasvase a barriles. Surgen problemas en el proceso con eldesarrollo
de turbiedades no bioldgicas de la cerveza. La papaina se utiliza al
inmunizar la cerveza alos cambios de temperatura, proceso en el cual
las turbiedades por &acido tanico causadas por laformacion de
complejos de fenol polihidrico proteinico (polifenol) durante la
destilacién y duranteel enfriamiento se degradan mediante la papaina,
de forma que las particulas del complejo sondemasiado pequefas

para formar una turbiedad.
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En el proceso, la papaina se utiliza en forma liquida o en polvo. El
liqguido se puede afadir directamente al proceso, y el polvo
deshidratado por aspersion se suele envasar en sacos solubles en
agua hechos de alcohol vinilico. Las diferentes cervezas necesitan
cantidades distintas de papaina, segun su duracion de almacenado;
asi, la cerveza de barril, que se vende con relativa rapidez, necesita
menos papaina que una cerveza con una duracién de almacenado de

3 a 6 meses.

Industrias carnicas

Existen varias patentes sobre el proceso de ablandamiento de la
carne con papaina. Van desde las inyecciones de papaina antes de la
matanza hasta una solucion helada de papaina después del sacrificio.
La papaina se utiliza en diversas cantidades en cada uno de esos
procesos, puede utilizarse en combinacion con bromelina o ficina, y
sepuede emplear sucedaneo, como enzimas bacteriales y de hongos.
La papaina también puede incorporarse en una sal ablandadora que

se pone a la carne antes de cocinarla.



CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

Las pruebas experimentales de este trabajo de investigacion se
desarrollaron en los laboratorios de Bromatologia y Operaciones
unitarias de la carrera de Ingenieria en Alimentos y en las areas de
Biologia Molecular y Bioproductos del Centro de Investigaciones

Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE).

2.1 Materiales, reactivos y equipos

Los aditivos agregados al latex en la recoleccion fueron bisulfito de
sodio, EDTA vy citrato de sodio, todos de grado alimenticio. Los

aditivos agregados en sustitucion del bisulfito de sodio fueron —
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cisteina para fines bioquimicos (Merck Millipore) y benzoato de sodio

de grado alimenticio.

El latex fue centrifugado en una Centrifuga refrigerada marca
ThermoFisher SCIENTIFIC, Alemania. La microencapsulacién se llevo
a cabo en un secador en spray marca SD Basic de LabPlant y se
utiliz6 como agente encapsulante goma arabiga de grado alimenticio.
La medicién de la humedad se realiz6 en una Termo-balanza marca

Kern.

La medicion de la actividad enzimatica se llevd a cabo en un
espectrofotometro de haz de luz simple marca Spectronic Génesis 5.
Como sustrato se utilizo caseina de leche bovina marca Sigma-
Aldrich. Para la preparacion de la enzima y del sustrato se utilizd
fosfato disodico anhidrido (Baker Analyzed, U.S.A.) grado analitico, L
— cisteina para fines bioquimicos (Merck Millipore), EDTA (Baker
Analyzed, U.S.A.) grado analitico, acido citrico monohidratado, acido

tricloroacético 30% (Baker Analyzed, U.S.A.) grado analitico.
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Para la elaboracién de la curva de calibracién de tirosina se utilizé L —
tirosina para fines bioquimicos (Merck Millipore) y acido clorhidrico

0.1IN.

Los datosrecopilados en este trabajo fueron procesados mediante el
paquete estadistico MINITAB, version 16.0 en espafiol para sistemas

operativos Windows.

2.2Proceso de extraccion experimental del latex

2.2.1 Caracterizacion de la materia prima para la extraccién del
latex
Con el fin de obtener un proceso estandarizado, se deben
caracterizar las materias primas a ser utilizadas. De acuerdo a
Chaverri (1986), las caracteristicas que debe tener el fruto para

la extraccion del latex son:

v" Color del fruto:Verde
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v' Edad del fruto:2.5 a 3 meses de edad (al final de la

etapa de crecimiento y antes del comienzo de la
maduracion).

v' Edad de la planta:Hasta 5 afios de edad(después de los

5 afios los frutos se vuelven mas pequefos y por lo tanto
mas improductiva).

v Densidad de la siembra:La variedad Maradol tiene una

densidad de 1500 plantas/hectarea, la Criolla 1111
plantas/hectarea y la variedad Golden 2222
plantas/hectarea. Estos datos se tomaron de la hacienda
donde se trabajo, cuya densidad es obtenida de datos

bibliograficos.

Se utilizaron ademas, los métodos de andlisis descritos a
continuacion.

v’ Acidez titulable: Se evalud con la técnica de titulacién con

hidréxido de sodio al 0.1 N usando fenolftaleina como
indicador y los resultados se expresaron en porcentaje
de acido malico por 100g de pulpa siguiendo el método

AOAC 22.060.
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v Grados Brix: Se determinaron con un refractometro

manual con escala del 0 al 30 siguiendo la técnica de la

AOAC 31.011.

v Relacion

SST/Acidez:

Esta proporcionmuestra la

cantidad de partes de azucar (como porcentaje de

sélidos solubles), en una parte acida (como porcentaje

total de acido), (NELSON, 1984a).

Los parametros de caracterizacion de la materia prima se

exponen en la Tabla 6.

Tabla 6

Caracterizacion de la papaya como materia prima

Parametro Valoracién
Maradol Golden Criolla
SST (°Brix) 10.00+1.60 | 11.00+2.1 9.20+1.80
% ééi\ggjﬁfé"co) 0.140 + 0.030| 0.156 + 0.025 | 0.131 + 0.021
indice de
madurez 7142 +2.60| 70.51 + 3.45 70.22+4.71
(SST/Acidez)

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
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2.2.2 Recoleccion y tratamiento del latex

Los frutos fueron obtenidos de plantas cultivadas en la comuna
San Rafael, Provincia de Santa Elena, Ecuador. Las variedades
utilizadas para el experimento fueron Maradol, Golden y Criolla.
Se escogieron 20 plantas sanas para cada variedad de papaya
seleccionando frutos inmaduros de 2.5 a 3 meses de edad para
la extraccion del latex. La hora de recoleccion fue a las 07h00
am para evitar el sol, ya que los rayos ultravioleta oxidan el

latex.

El proceso de recoleccion y extraccion del latex se realizé en
intervalos de cada tres a cuatro dias como se describe a

continuacion:

1. Previamente se limpiaron las papayas que fueron
utilizadas para el proceso con agua destilada y se las
secO bien con papel toalla, esto con el fin de eliminar
materia organica o cualquier tipo de impurezas que se

encuentra adherida a la superficie del fruto.
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2. Se usO guantes plasticos y gafas protectoras durante la
recoleccion del latex para evitar el contacto de este con

la piel u ojos.

3. Se realizaron de tres a cuatro incisiones longitudinales
en el pericarpio del fruto utilizando una hoja de acero
inoxidable. La profundidad de las incisiones no
sobrepas6 los 3mm, ya que cuando esto ocurre, los
jugos y almidones de la pulpa se mezclan con el latex,

afectando su calidad.

4. Las gotas de latex liquido y el latex coagulado fueron
recogidos en bolsas de polietileno de alta densidad con
la ayuda de un embudo plastico como se muestra en la
Figura 2.1. Al momento de retirar el latex coagulado hay
gue hacerlo con mucha precaucion para evitar la

incorporacion de trozos de corteza.
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FIGURA 2. 1Extraccion y recoleccién del latex
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

5.

Inmediatamente después de la recoleccion del latex, se
pesaron las muestras y se adicionaron los aditivos:
bisulfito de sodio, citrato de sodio y EDTA en
concentraciones de 1%, 4% y 0.2% en peso

respectivamente.

Posteriormente las fundas fueron selladas, empacadas
al vacio y almacenadas a refrigeracién durante el

transporte como lo muestra la Figura 2.2
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FIGURA 2. 2Sellado al vacio del latex
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

En la Figura 2.3 se muestra un diagrama que indica la
metodologia seguida para el tratamiento del latex desde su

recoleccion hasta la obtencién de papaina cruda.



Papaya —»|

Extraccion de latex

l Latex fresco

Citrato de sodio —»|
Bisulfito de sodio —»
EDTA —

Adicién de preservantes

Refrigeracion (4°C)

\ 4

Centrifugacion

(8000 rpm, 60 min, 4°C)

— Fase sélida

\ 4

Agua Destilada
+ —>

Goma Arabiga

Secado
Tg=130°Cy Tl =30°C

— Agua

Papaina cruda

Empaque al vacio

FIGURA 2. 3Metodologia para el tratamiento del latex
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
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2.3Caracterizacion del latex

2.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas del latex de papaya

Se consideraron los siguientes parametros para la

caracterizacion del latex:

Rendimiento:Se determind el rendimiento promedio en gramos

de latex extraidos por kg de fruto para cada variedad de

papaya.

Densidad: Para la determinacion de la densidad aparente se
utilizaron recipientes de aluminio de forma cilindrica, a los
cuales, previamente se les determind su volumen. La densidad
aparente fue calculada relacionando el peso del latex con el

volumen del recipiente.

Materia Seca: Se pesaron 2 gramos de muestra y se colocaron

en la termobalanza marca Kern a una temperatura de 101°C.

Se calculd el % de Materia seca con la siguiente ecuacion:
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% MS = 100 — % humedad Ec.2

Grados Brix: Se efectud siguiendo la técnica de la AOAC

31.011.

pH: Se pesd 10 gramos de la muestra y se homogenizé con 20
ml de agua destilada. La mezcla se calenté hasta ebullicion y
se afiadio 20 ml mas de agua destilada al homogenizado y una

vez enfriado a 20°C se mide el pH.

Acidez titulable: Se us6 la técnica de titulacion con hidréxido

de sodio al 0.1 N usando fenolftaleina como indicador y los
resultados se expresaron en porcentaje de acido citrico

siguiendo el método AOAC 22.060.

Color: Para la determinacion del color se us6 el sistema
Munsell, el cual describe todos los posibles colores en términos
de tres coordenadas: matiz (Hue) que mide la composicion

cromatica de la luz que alcanza el ojo, claridad (Value), el cual
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indica la luminosidad u oscuridad de un color en relacion a una
escala de gris neutro y pureza (Chroma) que indica el grado de

saturacion del gris neutro por el color del espectro.

La tabla Munsell estd compuesta de hojas (Figura 2.4)
representando cada una de estas un matiz (Hue) especifico
que aparece en la parte superior derecha de la pagina. Cada
hoja contiene una serie de plaquitas que representan la
claridad (Value) y la pureza (Chroma). La claridad se presenta
en sentido vertical y la pureza en sentido horizontal en la parte
inferior de la hoja. Para describir el color se utilizé dos

parametros: el color Munsell y la notacion Munsell.

FIGURA 2. 4 Carta de colores Munsell
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012



62

2.4Caracterizacion de papaina cruda

2.4.1 Procedimiento de secado del latex

El latex fue centrifugado a 8000 rpm durante 60 minutos a 4°C,
en una centrifuga refrigerada marca ThermoFisher

SCIENTIFIC, (Alemania) como lo muestra la Figura 2.5.

FIGURA 2. 5Centrifugacion del latex
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
Dos fases claramente distintas se formaron en el recipiente
luego de la centrifugacion: el sedimento, que contiene gomas y
materiales vegetales insolubles el cual fue desechado, y el

sobrenadante (Figura 2.6) que se procedid a pesar para
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obtener el rendimiento por variedad de papaya en esta etapa

del proceso.

FIGURA 2. 6Latex centrifugado
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

La papaina cruda fue microencapsulada usando goma arabiga
mediante un secador de aspersion con boquilla de dos fluidos
(Spray Dryer SD Basic LabPlant, UK). Las condiciones a las

gue fue operado el equipo se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7

Parametros del proceso de secado

Temperatura.de entrada 130°C
del aire
Temperatura de entrada 300C
de la muestra
Flujo de alimentacion 3.5 ml/min.
Caudal del aire de zom3h
secado
Diz :
mmetro_ de la b_o’qunla 0.5mm
de alimentacion
Suministro de aire 50ml/min a 4 bar
comprimido

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

La técnica de microencapsulacion se realiz6 de acuerdo al
método descrito por Reyes Nava, 2010. La preparacion de la
mezcla latex centrifugado — goma arabiga se realizé en una
proporcién 80:20 respectivamente. La preparaciéon de goma
arabiga se realizd6 a wuna concentracion del 25% plv
disolviéndola en agua destilada a 70°C, una vez disuelta se

dej6 enfriar y se mezclo con el latex centrifugado.
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El proceso de secado de la mezcla de latex centrifugado —

goma arabiga se realiz6 como se describe a continuacion:

1. Se encendio el interruptor del ventilador y el interruptor
del calentador y se ajusté en el display digital la
temperatura del aire a la entrada de la columna de

secado.

2. Se introdujo la goma de silicona de la bomba peristéltica
hasta el fondo de un vaso de precipitado con agua

destilada.

3. Se esperod hasta alcanzar la temperatura seleccionada y

se procedié a encender el compresor de aire.

4. Se encendid el interruptor de alimentacién principal para

poner en marcha la aspiraciéon del agua.

5. Se ajusté el caudal de la bomba peristaltica de

alimentaciéon a 3.5ml/min.
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6. Una vez que la temperatura de salida alcanzo el estado
estacionario, se cambio la goma de silicona de la bomba
peristaltica del vaso con agua al vaso de precipitado que

contiene la muestra a secar.

7. Cuandoel proceso de atomizacion y secado se inicia el
polvo cae hacia el recipiente de recoleccibn como se

observa en la Figura 2.7.

FIGURA 2. 7 Proceso de secado del latex
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

8. Una vez que ha pasado toda la muestra a atomizar se
cambié la goma de silicona de la bomba peristéltica al

vaso de precipitado con agua destilada. Se esperéunos
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minutos hasta que se limpié la goma de silicona y la
tobera de atomizacion, se ajustd el caudal de la bomba
peristaltica a cero y se detuvo la bomba de alimentacion

e inmediatamente se apagd el compresor.

9. Se ajusto la temperatura del aire de entrada a 30°C y se

desconecto la calefaccion.

10.Se apagd la aspiracion y se apagdé el equipo. Se
procedié a abrir el recipiente de recogida de polvo. Con
la ayuda de un pincel se recogi6 todo el polvo que se

encontraba adherido en el interior del ciclén.

11.EIl producto en polvo obtenido (Figura 2.8) se recogio en
bolsas de polietileno de alta densidad,
convenientemente etiquetadas, se peso y se sellaron al
vacio almacenandolas en un lugar en refrigeracion y

protegidos de la luz.
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FIGURA 2. 8 Papaina cruda
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

Se realizaron los siguientes analisis a la papaina cruda

obtenida con el fin de caracterizar el producto final

Humedad:Se pesaron 5 gramos de muestra y se colocaron en

la termobalanza a una temperatura de 101°C.

Rendimiento:Se determiné6 el rendimiento promedio de

papaina cruda para cada variedad de papaya, mediante la

razon:

peso de latex seco (g)
peso de latex fresco (g)

Ec.3
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Color:Se us6 la tabla Munsell para la determinacion de color

de la papaina cruda.

Determinacion espectrofotométrica de la concentracion de

proteina

Para la determinacion del contenido proteico en la papaina
cruda se utilizé el método de absorcion ultravioleta a 280 nm
descrito por Warburg y Christian (1941).Se procedio a preparar
un extracto acuoso de 50 mg/ml a partir de latex seco para lo
cual se colocé 500 mg del polvo de latex en un matraz de 10ml
y se afiadié tampon fosfato 50mM y pH 7.5 hasta aforarlo. Se
colocé el matraz en refrigeracion durante 24 horas para la
solubilizacion de las proteinas. Se filtr6 y se tomé el filtrado el
cual se coloco en un tubo de vidrio. Para realizar la medida de
absorbancia de las muestras fue necesario diluir 1 parte del

extracto acuoso en 9 partes de la solucion tampén.

La absorbancia fue medida en el espectrofotometro de la

siguiente manera:
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a) Se selecciond la longitud de onda de 280 nm.

b) Se puso en la cubeta del espectrofotometro 2ml de la
solucion buffer fosfato 50mM para tomar la lectura del
blanco, se secé y limpié bien por fuera para introducirla en

el espectrofotémetro.

c) Una vez dada la lectura de absorbancia del blanco, se taré
el equipo para que ese valor sea sustraido de los valores de

absorbancia de las muestras.

d) Se tomaron 2ml de muestra y se midio la absorbancia de los

extractos de papaina cruda.

La Ecuacion 3 fue utilizada para calcular la concentracién de

proteina.

Ec 4

Dénde:

[P] es la concentracion de proteina soluble, en mg/ml.
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DO,gp es la densidad éptica medida a 280 nm.

f es el factor de dilucion.
L es la longitud del paso de la luz en la celda, en cm.
£ es el coeficiente de extincion de la enzima a 280 nm,

cuyo valor se considera igual a 1.0 (mg/ml)*cm™.

2.4.3 Determinacion de la actividad enzimatica

Para la determinacién de la actividad enzimatica se utilizé el
Método Analitico de la Unidad de Tirosina (TU/g), cuyo

procedimiento se detalla en el Anexo A.

Lo primero que se procedio a hacer fue la curva de calibracién,
la cual fue hecha usando L-tirosina y acido clorhidrico 0.10N
como diluyente.Para la elaboracion de la solucion madre se
disolvi6 100mg de L-tirosina en HCL 0.10N y se diluyé en un
matraz aforado de 1 L. Posteriormente se prepararon 3
soluciones usando HCL 0.10N como diluyente con el fin de
obtener 4 puntos de diferente concentraciones para la curva de

calibracion
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La Tabla 8 muestra los datos de concentracion final obtenidos

de la dilucion de la solucion madre de tirosina.

Tabla 8
Concentraciones usadas para la elaboracion de la curva de
tirosina
S Dilucion de la Solucién Madre de
Concentracién Final .
Tirosina

25,0 pg/ml 25ml/100ml

50,0 pg/ml 50ml/100ml

75,0 pg/ml 75ml/100ml

100,0 pg/ml -

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

La absorbancia se determiné a 280nm usando HCI 0.10N para
iniciar el instrumento en cero. Se graficO la absorbancia
obtenida contra la concentracién de tirosina y se determiné la

pendiente, la cual debe caer en una rango de 0.0064 y 0.0076.

Para la medicion de la actividad enzimatica se usd caseina

como sustrato, cuya preparacion se indica en la Figura 2.9.
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2.5 g de caseina

125 ml de ‘
buffer fosfato —» Mezcla
50mM

v

Bafio Maria por 30 min

v

Enfriar

\ 4
Acido Citrico —» Ajustar el pH a 6

\ 4
Agua destilada—| __ Aforar hasta 250ml|

FIGURA 2. 9Preparacion sustrato de caseina
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

Para diluir la enzima se prepar6 una solucién buffer de cisteina

cuyo procedimiento se indica en la Figura 2.10.

400ml de agua destilada

'

3.55 g de fosfato—»

Mezcla
3.05 g de cisteina—>
79gde EDTA —* il
Acido Citrico —» Ajustar el pH a 6
\4

Agua destilada—™ Aforar hasta 500ml

FIGURA 2. 10Preparacién buffer cisteina
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
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La preparacion de la enzima se realizé a una concentracion de
50mg/ml de acuerdo al procedimiento descrito por Sigma-
Aldrich (2008) para enzimas ligadas a gomas, usando buffer

cisteina como medio disolvente.

La Figura 2.11 muestra el procedimiento seguido para la
medicidn de la actividad enzimatica. Cada ensayo consiste en

dos pruebas de enzima y un blanco.



10 ml caseina

10 ml caseina

; 75
10 ml iaselna

Equilibrar a
40°C por 10 min
en Bafo Maria

Equilibrar a
40°C por 10 min
en Bafio Maria

Equilibrar a
40°C por 10 min
en Bafo Maria

A

Afadir 50ul de
enzima

A

v

Anadir 50ul de
enzima

Bafio Maria a 40°C
durante 60 min.

A

|

Bafno Maria a 40°C
durante 60 min.

Bafio Maria a 40°C
durante 60 min.

A

A

Anadir 6ml de
TCA 30%

Afadir 6ml de
TCA 30%

Afnadir 6ml de TCA
30% y 50ul de enzima

A

Bafio Maria a 40°C
durante 30 min.

v

Enfriar a Temperatura

ambiente

\ 4

Filtrar 2 veces

\ 4

Leer Absorbancia del

filtrado a 280 nm,

\ 4

Corregir:
A280 — A Blanco

FIGURA 2. 11Medicién de actividad enzimatica
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
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Para calcular la actividad enzimatica se us6 la Ecuacion 4.

TU DO Vtotal 1 FD  Ec.t
ml 280 * (Venzima)(tiempo) X pendientex ¢
Donde:

TU/ml:  es la actividad enzimatica expresada en unidades de
tirosina

DO,g: es la densidad oéptica medida a 280 nm menos la
densidad Optica del blanco

Vtotal:  es el volumen del sustrato, enzima y reactivo de
terminaciéon (TCA)

tiempo:  duracion de la hidrolisis en minutos

pendiente: pendiente obtenida de la curva de tirosina.

FD: es el factor de diluciéon usado cuando los valores de
absorbancia dieron valores mayores a 1.

El céalculo de la actividad enzimética especifica se realizd
mediante la Ecuacion 5 (Chavez y otros, 1990), que define la
actividad enzimatica por cantidad de proteina presente en el

extracto.



77

A = 4 Ec6

“P [P

Donde:

Acsp: es la actividad enzimatica especifica expresada en
unidades de tirosina por miligramo de proteina (TU/mg)

AE: actividad enzimética, en TU/ml

[P]:concentracién de proteina, en mg/ml

2.5Disefio de experimentos

2.5.1 Variables y niveles para pruebas experimentales

Los factores o variables independientes del experimento, que
se analizaron son los tratamientos de pre secado afadidos al
latex al momento de la recoleccion en sustitucion del bisulfito

de sodio.

Es decir que como factores o variables independientes, se
consideraron:
1) Cisteina, empleada como agente reductor.

2) Benzoato de sodio, usado como agente antimicrobiano.
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Las variables fijas o variables controladas del experimento

fueron:
1) Variedad de papaya: Maradol

2) Citrato de sodio (4% p/p), usado como anticoagulante.

3) EDTA (0.2% p/p), empleado como agente quelante

La variable de respuesta o variable dependiente del

experimento fue la actividad enzimatica expresada en unidades

de tirosina (TU/ml).

La Figura 2.12 muestra un esquema del disefio factorial.

Cisteina
Actividad proteolitica
—

Benzoato de sodio
_’»

FIGURA 2. 12Disefio Factorial

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

Los niveles a experimentar fueron 2, representados como nivel

alto (2) y nivel bajo (1). La Tabla 9 muestra los factores y

niveles del disefio experimental.
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Tabla 9

Factores y niveles del disefio de experimentos

Factores
Niveles Cisteina Benzoato
de sodio
1 0,5% 0,1%
2 1% 0,5%

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

Por lo tanto, en la elaboracion de este proyecto se realiz6 un
modelo factorial 2 por duplicado, el cual también puede ser

expresado usando el modelo de la Ecuacion 6.

Yiip = W+ G+ Bj+ CBjj + &j Ec.7

Los subindices i, j estan asociados al tratamiento y el subindice

k esta asociado a la repeticion dentro de cada tratamiento.

Donde:

Yk(ij)- corresponde al valor de la variable de respuesta en la
repeticion k delos tratamientosi, j.

w: es la media general del experimento.

C;: es el efecto del tratamiento i: 1,2.

B;: es el efecto del tratamiento j: 1,2.
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CB;j: es el efecto de las interacciones de los factores de los

tratamientos i,).

gkaj- €s el error experimental en la repeticion k: 1,2 delos
tratamientosi, j.

De acuerdo al modelo de la Ec. 6 las hipétesis del experimento

son.
Ho:C; = OvsHi:C; % 0

HO:B]'

0vs Hi:Cj 0

HO!CBU' = 0wvs HiCBU *+ 0

Determinacion de corridas experimentales

Se establecié un disefio factorial 22 lo que dio 4 experimentos
por réplica y como se tiene 2 réplicas, el numero final de
experimentos realizados es de 8, los cuales fueron
completamente aleatorios, tal y como se presenta en la Tabla

10.



Tabla 10

Corridas experimentales
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OrdenEst| OrdenCorrida| TipoPt | Blogques Cisteina | Benzoato de sodio

G 2

= | = RS0 =
=R R = RS N ST U O Y
[V RN O R T T R Y

2
2
2
1
1
1
1

Fuente: Minitab 16

1

VRN L TN L QN (G N %

2
1
1
2
2
2
1
1

La columna OrdenEst muestra el orden estandar o el orden de

Yates de las corridas. La columna OrdenCorrida muestra el

orden de las corridas del experimento si éste se ejecuta en

orden aleatorio.El orden que sigue este disefio se conoce como

OrdenCorrida, y cada fila indica el tratamiento que se dard a la

unidad experimental.



CAPITULO 3

3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1Validacion estadistica de los resultados obtenidos
3.1.1 Validacion de pruebas para latex: Rendimientos vy
caracterizacion
Rendimientos:

Se presenta a continuacion una comparacion de los resultados

obtenidos enlos rendimientos de cada etapa del proceso.
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Extraccion

De acuerdo a la Tabla 11, la variedad Golden obtuvo un
rendimiento promedio de 0,82 + 0,10 g latex/ Kg fruta.Se
procedio a rayar solo 6 plantas ya que al ser el rendimiento tan
poco, se considerd que no era factible realizar la extraccion de
latex en esta variedad, por tal motivo, se descart6 esta variedad
en esta etapa del proyecto y se continué trabajando con las
variedades Maradol y Criolla.

Tabla 11

Rendimiento de latex fresco de la variedad Golden

RENDIMIENTO VARIEDAD GOLDEN (g latex/Kg fruto)
o Peso total | Latex fresco | Latex fresco -
Numero . Rendimiento
Planta de frutos de los Primera Segunda Total
frutos (Kg) | recoleccion | recoleccién
1 12 3,6 0,56 0,33 0,89
2 16 5,6 0,54 0,36 0,89
3 12 4,8 0,58 0,34 0,93
4 14 4,2 0,42 0,24 0,65
5 11 3,3 0,53 0,23 0,76
6 10 3 0,50 0,27 0,77
PROMEDIO 0,33+0,04 | 0,52+0,05 0,30+0,05 0,82 £ 0,10

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
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De acuerdo a los datos de la Tabla 12 y 13, el rendimiento de
la variedad Maradol es de 1,57+0,75g de latex/Kg fruta
mientras que para la variedad Criolla es de 2,31+0,69g de

latex/Kg fruta.



Rendimiento de latex fresco de la variedad Maradol

Tabla 12
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RENDIMIENTO VARIEDAD MARADOL (g latex/Kg fruto)
, toptzlsge Latex fresco Leie: Leilet .
Planta NUumero oS Primera fresco fresco Rendimiento
de frutos frutos | recoleccion Segunc!zil Tercergr Total
(Kg) recoleccion | recoleccion
1 22 22 0,77 0,50 0,31 1,59
2 10 30 0,5 0,33 0,20 1,03
3 19 38 0,84 0,55 0,30 1,69
4 27 0,52 0,34 0,21 1,06
5 21 0,257 0,17 0,12 0,54
6 24 0,983 0,64 0,62 2,24
7 14 14 1,515 0,99 0,64 3,39
8 24 0,116 0,08 0,05 0,24
9 24 0,221 0,14 0,08 0,45
10 12 0,948 0,62 0,19 1,76
11 13 39 0,744 0,48 0,17 1,40
12 7 21 0,952 0,62 0,24 1,81
13 11 22 0,955 0,62 0,50 2,08
14 9 27 0,778 0,56 0,41 1,74
15 13 13 0,938 0,62 0,46 2,02
16 20 20 1,190 0,80 0,70 2,69
17 10 30 0,494 0,32 0,20 1,01
18 8 24 0,905 0,59 0,32 1,81
19 20 60 0,727 0,47 0,17 1,37
20 10 10 0,740 0,48 0,30 1,52
PROMEDIO 2,40+0,88( 0,75+0,33 0,49+0,22 0,31+0,18 1,57+0,75

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012



Rendimiento de latex fresco de la variedad Criolla

Tabla 13
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RENDIMIENTO VARIEDAD CRIOLLA (g latex/Kg fruto)
) toptzlsge Latex Latex Latex -
Planta NUimero oS frgsco fresco fresco Rendimiento
de frutos frutos Prlmer_a, Segund_g Tercerg, Total
(Kg) recoleccion | recoleccion | recoleccion
21 7 35 1,34 0,40 0 1,74
22 12 36 1,39 0,42 0 1,81
23 10 35 1,86 0,57 0 2,43
24 11 44 1,57 0,48 0 2,05
25 24 1,25 0,38 0,14 1,76
26 7 21 1,81 0,57 0,22 2,60
27 10 30 1,67 0,50 0,25 2,41
28 4 10 1,90 0,60 0,47 2,97
29 8 32 1,34 0,41 0,16 1,91
30 3 21 2,00 0,62 0,27 2,89
31 9 15 1,07 0,33 0,12 1,52
32 6 30 1,07 0,33 0,12 1,52
33 6 30 1,50 0,47 0,1 2,07
34 16 48 0,65 0,19 0 0,83
35 3 18 2,00 0,61 0 2,61
36 18 1,50 0,50 0,11 2,11
37 45 2,31 0,71 0,58 3,60
38 10 35 2,11 0,66 0,4 3,17
39 11 33 2,06 0,64 0,36 3,06
40 6 36 2,06 0,64 0,36 3,06
PROMEDIO 4,08+1,45| 1,62+0,42 0,50+0,13 0,18+0,17 2,31+0,69

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
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Se formuld una prueba de hipotesis con el fin de determinar si
existe diferencia significativa en el rendimiento del latex

extraido de las variedades de papaya Maradol y Criolla.

Ho: El rendimiento del latex de la variedad Maradol es igual al

rendimiento del latex de la variedad Criolla.

Hi: El rendimiento del latex de la variedad Maradol no es igual

al rendimiento del latex de la variedad Criolla.

Como los datos siguen una distribucion normal (ver Apéndice
A)se procedié a usar la pruebaTwo Sample T para muestras
independientes asumiendo varianzas poblacionales iguales

(ver Apéndice A), mostrando los resultados en la Tabla 14.
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Tabla 14

Prueba T e IC de dos muestras: Rendimiento. Variedad

T de dos muestras para Rendimiento

Error
Variedad N Media Desv.Est. estandar de
la media
Maradol 20 1,572 0,750 0,17
Criolla 20 2,306 0,694 0,16

Diferencia = mu (Maradol) - mu (Criolla)

Estimado de la diferencia: -0,734

IC de 95% para la diferencia: (-1,196. -0,272)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = -3,21
Valor P = 0,003 GL =38

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,7225

Fuente: Minitab 16

Con un valor-P menor a 0.05 (valor-P = 0.003), se tiene
suficiente evidencia estadistica para rechazar Ho a favor de Hi
es decir, existe diferencia significativa en el rendimiento entre
las dos variedades de papaya, con un nivel de confianza del
95%. Por lo tanto la variedad Criolla tiene un mayor
rendimiento de latex que la variedad Maradol, esto se explica
debido a que el tamafio de los frutos difiere segun la variedad,
consecuentemente se puede alegar que a mayor tamafio del

fruto mayor sera el rendimiento del latex.
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La Figura 3.1 muestra un diagrama de cajas donde se puede
apreciar la diferencia existente entre el rendimiento de latex por

variedad de papaya.

Grafica de caja de Maradol. Criolla

1- ‘

Rendimiento (gramos de latex/Kg de fruto)
N

Maradol Criolla

FIGURA 3. 1 Gréafica de caja de Rendimiento de latex fresco
Fuente: Minitab 16

En la Figura 3.2 se muestra una grafica del rendimiento de
latex por variedad de papaya de acuerdo al numero de
recoleccion, donde se observa que hay una disminucion
significativa del latex extraido, principalmente para la variedad

Criolla. Se recomienda no realizar mas de tres recolecciones
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de latex, ya que después de la tercera recoleccion, los frutos
empiezan a desarrollar manchas amarillas, indice de que
comienza a madurar. La cantidad de latex y la concentracion
de enzimas disminuyen grandemente, esto es debido a que el
proceso de maduracion supera al proceso de recuperacion del

flujo de latex en las frutas.

FIGURA 3. 2 Rendimiento de latex fresco por recoleccion
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

Centrifugacion

La Figura 3.3 muestra los porcentajes de sobrenadante y

precipitado obtenido del latex de las variedades de papaya
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Criolla y Maradol en donde se observa que existe un mayor
porcentaje de sobrenadante en ambas variedades, siendo para

la variedad Criolla del 63.2% y para la variedad Maradol 64.5%.

100 ¢
80

60

40

20

Criolla Maradol

M Precipitado B Sobrenadante

FIGURA 3. 3Latex centrifugado
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

Se formulé una prueba de hipoétesis con el fin de determinar si
existe diferencia significativa en el porcentaje del latex

centrifugado de las variedades de papaya Maradol y Criolla.

Ho:: El sobrenadante del latex de la variedad Maradol es igual

al sobrenadante del latex de la variedad Criolla.
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Hi: El sobrenadante del latex de la variedad Maradol no es

igual al sobrenadante del latex de la variedad Criolla.

Tabla 15

Prueba T e IC de dos muestras: Sobrenadante. Variedad

T de dos muestras para Criolla vs. Maradol

Error
Variedad N Media Desv.Est. estandar de
la media
Criolla 5 63,19 3,93 1,8
Maradol 4 64,53 3,23 1,6

Diferencia = mu (Criolla) - mu (Maradol)

Estimado de la diferencia: -1,34

IC de 95% para la diferencia: (-7,13. 4,44)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = -0,55
Valor P =0,600 GL=7

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 3,6458

Fuente: Minitab 16

Como los datos siguen una distribucién normal (ver Apéndice
B) se procedi6é a usar la pruebaTwo Sample T para muestras
independientes asumiendo varianzas poblacionales iguales

(ver Apéndice B), mostrando los resultados en la Tabla 15.

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.600) existe evidencia
estadistica suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo

tanto no existe diferencia significativa en el porcentaje de
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sobrenadante de las muestras, con un 95% de nivel de
confianza.Fue importante determinar si existia diferencia
significativa entre las dos variedades, ya que a mayor cantidad
de sobrenadante se obtiene mayor rendimiento de papaina

cruda.

Secado

De acuerdo a los datos de la Tabla 16, el rendimiento en la
etapa de secado de la variedad Maradol es de 0,068 + 0,005¢g
de latex seco/g latex fresco mientras que para la variedad

Criolla es de 0,071 £ 0,005g de latex seco/g latex fresco.

Tabla 16
Rendimientos de latex seco
Criolla Maradol
Latex seco (g) Latex seco (g)
Latex fresco (g) Latex fresco (g)
0.071 0.060
0.063 0.068
0.079 0.076
0.070 0.067
0.071 0.062
0,071 + 0,005 g 0,068 + 0,005 g

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
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Se formuld una prueba de hipotesis con el fin de determinar si
existe diferencia significativa en el rendimiento del secado de

las variedades de papaya Maradol y Criolla.

Ho: El rendimiento del secado del latex de la variedad Maradol
es igual al rendimiento del secado del latex de la variedad

Criolla.

Hi: El rendimiento del secado del latex de la variedad Maradol
no es igual al rendimiento del secado del latex de la variedad

Criolla.

Como los datos siguen una distribucion normal (ver Apéndice
C) se procedi6é a usar la pruebaTwo Sample T para muestras
independientes asumiendo varianzas poblacionales iguales

(ver Apéndice C), mostrando los resultados en la Tabla 17.



Tabla 17

Prueba T e IC de dos muestras: Secado. Variedad

95

T de dos muestras para Criolla vs. Maradol

Error
Variedad N Media Desv.Est. estandar de
la media
Criolla 5 0,07080 0,00567 0,0025
Maradol 5 0,06860 0,00598 0,0027

Diferencia = mu (Criolla) - mu (Maradol)

Estimado de la diferencia: 0,00220

IC de 95% para la diferencia: (-0,00630. 0,01070)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = 0,60
Valor P =0,567 GL=8

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,0058

Fuente: Minitab 16

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0,567), se tiene

suficiente evidencia estadistica para no rechazar Ho a favor de

Hi es decir, no existe diferencia significativa en el rendimiento

de la etapa de secado entre las dos variedades, con un nivel

de confianza del 95%.

En las Figuras 3.4 y 3.5 se muestra un diagrama del proceso

de la extraccion y tratamiento del latex para obtener 1 Kg de

papaina cruda.
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9,33 Toneladas de Papaya —» Extraccion de latex
l 14,66 Kg Latex fresco
0,65 Kg Citrato de sodio —» o
0,16 Kg Bisulfito de sodio —» Adicion de preservantes
0,03 Kg EDTA —>
15,5 Kg Latex
Refrigeracion (4°C)
L15,5 Kg Latex
\
Centrifugacion
5 5,5 Kg Fase
(8000 rpm, 60 min, 4°C) sélida

10 Kg Sobrenadante

Y

2,5 Kg Agua Destilada Secado
Y % Tg=130°CyTI=30°C | —»1213Kode
0,63 Kg Goma Arabiga Agua

1 Kg Papaina cruda

Empaque al vacio

FIGURA 3. 4Proceso de obtencién del latex de la variedad Maradol
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
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5,91 Toneladas de Papaya —» Extraccion de latex

l 13,59 Kg Léatex fresco

0,61 Kg Citrato de sodio —»

0,15 Kg Bisulfito de sodio —s| *diCiON de preservantes

0,03 Kg EDTA —t

14,38 Kg Latex

Refrigeracion (4°C)

A

14,38 Kg Latex
4

Centrifugacion 5,29 Kg Fase
—>

(8000 rpm, 60 min, 4°C) sélida
9,09 Kg Sobrenadante
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FIGURA 3. 5Proceso de obtencion del latex de la variedad Criolla
Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
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Caracterizacion:

A continuacion se muestra una comparacion de los resultados
obtenidos de los parametros fisico-quimicos del latex de las

variedades de papaya Maradol y Criolla.

Prueba de hipotesis para Densidad

Ho: La densidad del latex de la variedad Maradol es igual a la
densidad del latex de la variedad Criolla.
Hi: Ladensidad del latex de la variedad Maradol no es igual a

la densidad del latex de la variedad Criolla.

Como los datos siguen una distribucién normal (ver Apéndice
D)se procedioé a usar la pruebaTwo Sample T para muestras
independientes asumiendo varianzas poblacionales iguales

(ver Apéndice D), mostrando los resultados en la Tabla 18.
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Tabla 18

Prueba T e IC de dos muestras: Densidad (g/ml). Variedad

T de dos muestras para Densidad (g/ml)

Error
Variedad N Media Desv.Est. estandal
dela
media
Criolla 7 1,0257 0,0291 0,011
Maradol 8 1,0478 0,0425 0,015

Diferencia = mu (Criolla) - mu (Maradol)

Estimado de la diferencia: -0,0220

IC de 95% para la diferencia: (-0,0633. 0,0192)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T =-1,15
Valor P = 0,270 GL =13

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,0369

Fuente: Minitab 16

Con un valor-Pmayor a 0.05 (valor-P = 0.270), se tiene
suficiente evidencia estadistica para no rechazarHo a favor de
Hi es decir, no existe diferencia significativa en la densidad de

latex entre las dos variedades.

La Figura 3.6 muestra mediante un diagrama de cajas que no
existe diferencia significativa entre las medias de la densidad

del latex por variedad de papaya.
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Densidad (g/ml)

Grafica de caja de Densidad (g/ml)
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FIGURA 3. 6Grafica de caja de Densidad (g/ml)
Fuente: Minitab 16

Prueba de hipotesis para °Brix

Ho:: Los °Brix del latex de la variedad Maradol es igual a los
°Brix del latex de la variedad Criolla.
Hi: Los®Brix del latex de la variedad Maradol no es igual a los

°Brixdel latex de la variedad Criolla.

Como los datos siguen una distribucion normal (ver Apéndice

E)se procedié a usar la pruebaTwo Sample T para muestras
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independientes asumiendo varianzas poblacionales iguales
(ver Apéndice E), mostrando los resultados en la Tabla 19.

Tabla 19

Prueba T e IC de dos muestras: °Brix. Variedad

T de dos muestras para °Brix

Error
Variedad N Media Desv.Est. estandar
dela
media
Criolla 8 14,48 2,03 0,72
Maradol 8 17,74 1,64 0,58

Diferencia = mu (Criolla) - mu (Maradol)

Estimado de la diferencia;: -3,265

IC de 95% para la diferencia: (-5,240. -1,290)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = -3,55
Valor P = 0,003 GL =14

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 1,8416

Fuente: Minitab 16

Con un valor-P menor a 0.05 (valor-P = 0.003), se tiene
suficiente evidencia estadistica para rechazarHo a favor de Hi
es decir, existe diferencia significativa en los °Brix del latex
entre las dos variedades por lo que se puede afirmar que el
latex de la variedad Maradol tiene un mayor contenido de °Brix,

con un 95% de nivel de confianza.
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La Figura 3.7 muestra mediante un diagrama la diferencia

existente entre las medias de los °Brix del latex por variedad de

papaya.

Grafica de caja de °Brix
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FIGURA 3. 7 Gréfica de caja de ° Brix
Fuente: Minitab 16

La variedad de papaya Maradol, es una variedad disefiada
genéticamente para tener un alto grado de dulzor, por lo tanto
el fruto listo para consumir tiene valores de sélidos solubles de

aproximadamente 12°Brix, superior al de otras variedades de
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papaya. Siendo el latex, uno de los productos de excrecion de
las plantas, esta encargado de elaborar, acumular y eliminar
sustancias que la planta no utiliza en sus funciones vitales.
Estas sustancias pueden ser productos o residuos del
metabolismo; entre ellas tenemos los lipidos, alcaloides,
taninos, almidones, azucares, entre otros. La composicién del
latex depende de la variedad de la planta, por lo tanto era de
esperarse que el latex de la variedad Maradol presente mayor

contenido de grados Brix que la variedad Criolla.

Prueba de hipotesis para % de Materia Seca

Ho::El % de materia seca del latex de la variedad Maradol es
igual al % de materia seca del latex de la variedad Criolla.
Hi: El % de materia seca del latex de la variedad maradol no

es igual al % de materia seca del latex de la variedad criolla.

Como los datos siguen una distribucion normal (ver Apéndice

F)se procedié a usar la prueba Two Sample T para muestras


http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/lipidos/
http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/alcaloides/
http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/taninos/
http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/carbohidratos/
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independientes asumiendo varianzas poblacionales iguales

(ver Apéndice F), mostrando los resultados en la Tabla 20.

Tabla 20

Prueba T e IC de dos muestras: % de MATERIA SECA.
VARIEDAD

T de dos muestras para % de MATERIA SECA

Error
Variedad N Media Desv.Est. estandar
dela
media
Criolla 7 22,55 1,98 0,75
Maradol 9 23,53 1,46 0,49

Diferencia = mu (Criolla) - mu (Maradol)

Estimado de la diferencia;: -0,982

IC de 95% para la diferencia: (-2,820. 0,856)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T =-1,15
Valor P=0,271 GL=14

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 1,7003

Fuente: Minitab 16

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.271), se tiene
suficiente evidencia estadistica para no rechazarHo a favor de
Hi es decir, no existe diferencia significativa en el % de materia

seca del latex entre las dos variedades.

La Figura 3.8 muestra un diagrama de cajas donde se puede
observar que no existe diferencia significativa entre el % de

Materia Seca del latex por variedad de papaya.
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Grafica de caja de % de MATERIA SECA
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FIGURA 3. 8Grafica de caja de % de Materia Seca
Fuente: Minitab 16

Prueba de hipo6tesis para pH

Ho:: El pH del latex de la variedad Maradol es igual al pH del

latex de la variedad Criolla.

Hi: ElpH del latex de la variedad Maradol no es igual al pH del

latex de la variedad Criolla.
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Como los datos de pH de la variable Maradol no siguen una
distribucion normal (ver ApéndiceG) se procedid a usar la
prueba de Mann-Whitney, mostrando los resultados en la Tabla

21.

Tabla 21
Prueba de Mann-Whitney e IC: MARADOL. CRIOLLA

Variedad N Mediana
MARADOL 9 6,1000
CRIOLLA 6 6,0000

La estimacion del punto para ETAL-ETA2 es 0,1000
96,1 El porcentaje IC para ETAL-ETA2 es
(0,1000.0,2001)

W =815

Prueba de ETAL1 = ETA2 vs. ETA1 noes =ETA2 es
significativa en 0,2888

La prueba es significativa en 0,2640 (ajustado por
empates)

Fuente: Minitab 16

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.288), se tiene
suficiente evidencia estadistica para no rechazarHo a favor de
Hi es decir, no existe diferencia significativa en el pH del latex

entre las dos variedades.
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La Figura 3.9 muestra mediante un diagrama de cajas que no

existe diferencia significativa entre el pH del latex por variedad

de papaya.

Grafica de caja de pH
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FIGURA 3. 9 Gréafica de caja de pH
Fuente: Minitab 16
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Prueba de hipotesis para Acidez Titulable

Ho::La acidez titulable del latex de la variedad Maradol es igual
a la acidez titulable del latex de la variedad Criolla.
Hi: La acidez titulable del latex de la variedad Maradol no es

igual a la acidez titulable del latex de la variedad Criolla.

Como los datos siguen una distribucion normal (ver Apéndice
H)se procedié a usar la prueba Two Sample T para muestras
independientes asumiendo varianzas poblacionales iguales
(ver Apéndice H), mostrando los resultados en la Tabla 22.

Tabla 22

Prueba T e IC de dos muestras: Acidez titulable. Variedad

T de dos muestras para Acidez titulable (% acido citrico)

Error
Variedad N Media Desv.Est. EEIEEES
dela
media
Criolla 5 0,09190 0,00663 0,0030
Maradol 5 0,09976 0,00483 0,0022

Diferencia = mu (Criolla) - mu (Maradol)

Estimado de la diferencia: -0,00786

IC de 95% para la diferencia: (-0,01632. 0,00060)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T =-2,14
Valor P =0,065 GL =8

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,0058

Fuente: Minitab 16




109

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.065), se tiene
suficiente evidencia estadistica para no rechazarHo a favor de
Hi es decir, no existe diferencia significativa en el % de acido

citrico del latex entre las dos variedades.

La Figura 3.10 muestra un diagrama donde se aprecia que no
existe diferencia significativa entre las medias de la acidez

titulable del latex por variedad de papaya.

Grafica de caja Acidez titulable Criolla vs Maradol
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FIGURA 3. 10Gréfica de caja de Acidez titulable
Fuente: Minitab 16
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En la Tabla 23 se muestran los resultados obtenidos de la

caracterizacion del latex de las variedades de papaya Maradol

y Criolla.
Tabla 23
Caracteristicas del latex de papaya
5 Variedad )
Parametro : Método
Maradol Criolla
Densidad (g/ml) | 1.0478 £ 0.0425 1.0257 + 0.0291 Indirecto

Refractometria

*SST (°Brix) 17.74 £ 1.64 14.48 + 2.03 (AOAC 22.024)

Materia Seca Termogravimétrico
(%) 23.53+1.46 22.55 +1.98 (AOAC 967.19)
oH 6.0 6.1 Potencimétrico

(AOAC 981.12)

Acidez titulable
(%écido citrico)

0.0919 + 0.00483

0.0998 + 0.0066

Volumétrico
(AOAC 22.060)

Color (moda)

5Y 8/2

5Y 8/1

Munsell

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

*Presenta diferencia estadistica significativa a un nivel de

confianza del 95%
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3.1.2 Validacion de pruebas para papaina cruda: Actividad

enzimatica

Se presenta a continuacion los resultados obtenidos en las

pruebas de cuantificacién de proteinas y actividad proteolitica

realizadas a las muestras de papaina cruda.

Cuantificaciéon de proteinas:

De acuerdo a la Tabla 24, la variedad Criolla obtuvo una

concentracion de proteinas promedio de 1.902 + 0,3714 mg/ml

y la variedad Maradol obtuvo una concentracién de proteinas

promedio de 2.136 + 0,1592 mg/ml.

Tabla 24
Contenido proteico de la papaina cruda
Criolla Maradol
Absorbancia Con(gnegltrrna:?on Absorbancia Con(f:g}rrrﬂ‘;ién
0,144 1,44 0,220 2,2
0,165 1,65 0,201 2,01
0,219 2,19 0,196 1,96
0,234 2,34 0,236 2,36
0,189 1,89 0,215 2,15
Promedio | 1,902.+£0.3714 | Promedio | 2,136+ 0.1592

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012
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Se formuld una prueba de hipotesis con el fin de determinar si
existe diferencia significativa en la concentracion de proteinas

entre las dos variedades de papaya.

Ho: La concentracion de proteinas de la papaina cruda de la
variedad Maradol es igual a la concentracion de proteinas de la

variedad Criolla.

Hi: La concentracién de proteinas de la papaina cruda de la
variedad Maradol no es igual a la concentracion de proteinas

de la papaina cruda de la variedad Criolla.

Como los datos siguen una distribucion normal (ver Apéndice 1)
se procedid a usar la prueba Two Sample T para muestras
independientes asumiendo varianzas poblacionales iguales

(ver Apéndice 1), mostrando los resultados en la Tabla 25.
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Tabla 25

Prueba T e IC de dos muestras: Concentracion de
proteinas. Variedad

T de dos muestras para Concentracion de proteinas (mg/ml)

Error
Variedad N Media Desv.Est. estandar
dela
media
Criolla 5 1,902 0,371 0,17
Maradol 5 2,136 0,159 0,071

Diferencia = mu (Criolla) - mu (Maradol)

Estimado de la diferencia: -0,234

IC de 95% para la diferencia: (-0,651. 0,183)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T =-1,29
Valor P =0,232 GL =8

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 0,265

Fuente: Minitab 16

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.232), se tiene
suficiente evidencia estadistica para no rechazar Ho a favor de
Hi es decir, no existe diferencia significativa en el contenido
proteico entre las dos variedades, con un 95% de nivel de

confianza.

La Figura 3.11 muestra un diagrama de cajas donde se puede
apreciar la diferencia existente en el contenido proteico de

papaina cruda por variedad de papaya.
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FIGURA 3. 11Gréfica de caja de concentracion de proteinas
Fuente: Minitab 16
El error estandar de la media, es una medida del error que se
comete al tomar la media calculada en una muestra como
estimacion de la media poblacional, por lo tanto, para saber si
un experimento se ha llevado a cabo correctamente, la media
de los datos sumado a su error estandar debe caer dentro del

intervalo de confianza de la media poblacional.
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Prueba T para concentracion de proteinas (mg/ml)

T de una muestra: Criolla (mg/ml). Maradol (mg/ml)

Error
Variedad | N | Media | Desv.Est. | estandar de IC del 95%
la media
Criolla 5 | 1,902 0,371 0,17 (1,441. 2,363)
(mg/ml)
Maradol 5| 2,136 0,159 0,071 (1,9384. 2,3336)
(mg/ml)

Fuente: Minitab 16

De acuerdo a los datos de la Tabla 26, el intervalo de
confianza para la media poblacional de la variedad Criolla es
de (1.441, 2.363). Si a la media muestral de los datos de la
variedad Criolla se le suma su error estandar da un valor de
2,07 y si se le resta es de 1,732, se puede ver que estos
valores se incluyen en los intervalos a un nivel de confianza del
95%, por lo tanto los datos analizados para estimar a la media

poblacional son confiables.

La Tabla 26 nos da el intervalo de confianza para la media
poblacional de la variedad Maradol el cual es de (1.9384,

2.336). Nuevamente, si a la media muestral de los datos de la
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variedad Maradol se le suma su error estandar da un valor de
2,207 y si se le resta es de 2,065 donde se puede ver que
estos valores se incluyen en los intervalos a un nivel de
confianza del 95%, por lo tanto los datos analizados para
estimar a la media poblacional de la variedad Maradol también

son confiables.

Curva de Tirosina:

En la Tabla 27 se muestran los resultados de absorbancia
obtenidos para la elaboracion de la curva de tirosina.

Tabla 27

Absorbancia para curva de tirosina

Concentracion Absorbancia
(g/ml)
25 0,107
50 0,287
75 0,416
100 0,686

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

Con los datos de la Tabla 27 se construyé la curva que se

indica en la Figura 3.12.
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De la curva de calibracién se obtuvo la ecuacion de la recta:

A=mC+b

Donde:

A: Absorbancia

m: pendiente de la curva de calibracion
C: concentracion (ug/ml)

b: la interseccién del valor de absorbancia o del eje “y”

Curva de calibracion

0,7 1 [
0,6
0,5

0,44

Absorbancia

0,3
0,2 1

0,14 L

20 30 40 5 60 70 80 9 100
Concentracion (ug/ml)

FIGURA 3. 12Curva de calibracion
Fuente: Minitab 16
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Se hizo un analisis de regresion lineal entre absorbancia y

concentracion de tirosina, cuyos resultados se indican en la

Tabla 28.

Tabla 28

Andlisis de regresion: Absorbancia vs. Concentraciéon (ug/ml)

La ecuacion de regresion es:
Absorbancia = - 0,0925 + 0,00746 Concentracion (ug/ml)

Predictor Coef SE Coef T P
Constante -0,09250 0,05386 -1,72 0,228
Concentracion | 0,0074640 0,0007867 9,49 0,011
(ug/ml)

S =0,0439784 R-cuad.=97,8% R-cuad.(ajustado) =96,7%

Fuente: Minitab 16

De acuerdo a los datos de la Tabla 28, el valor de pendiente de

la curva de calibracion

es de 0.00746 el

cual es

significativamente diferente de cero (valor-P = 0.011) con un

nivel de confianza del 95%. Ademas, este valor cae dentro del

rango establecido por el método analitico de la unidad de

tirosina, el cual indica que la pendiente debe estar dentro del

rango de 0.0064 y 0.0076.
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El valor R indica el 97.8% de variabilidad de los datos, el cual
es mayor al 70%, por lo tanto el modelo planteado para

describir la curva de regresion es robusto.

Actividad enzimética:

De acuerdo a la Tabla 29, la variedad Criolla obtuvo una
actividad enziméatica especifica promedio de 592,53 + 93,61
TU/mg de proteina y de acuerdo a la tabla 30, la variedad
Maradol obtuvo una actividad enzimatica especifica promedio

de 531,30 + 27,90 TU/mg de proteina.

Tabla 29
Actividad proteolitica del latex variedad Criolla
Criolla

A B | TU/mMIA | TUmIB | TU/ml Prom pTrgt/gr?a
0,722|0,693| 1043,97| 1002,036 1023,00 710,42
0,678|0,659| 980,347 | 952,8745 966,61 589,40
0,620|0,690| 1344,72| 1496,548 1420,64 648,69
0,605|0,578| 1312,191| 1253,63 1282,91 548,25
0,618|0,600| 893,591| 867,564 880,58 465,91
PROMEDIO 1114,75 592,5

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012




Tabla 30

Actividad proteolitica del latex variedad Maradol
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Maradol

A | B | TumA | TUms | VM IE
Prom proteina

0,852|0,807| 1231,9409| 1166,8736 1199,41 545,19
0,725|0,756| 1048,3065| 1093,1306 1070,72 532,70
0,651|0,703| 1411,9604| 941,30694 1016,50 518,62
0,637 | 0,597 1381,596| 1294,8393 1338,22 567,04
0,74|0,726| 1069,9956| 1049,7524 1059,87 492,96
PROMEDIO 1136,94 531,30

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

Se formulé una prueba de hipoétesis con el fin de determinar si

existe diferencia significativa en la actividad enzimatica entre

las dos variedades de papaya.

Ho: La actividad enzimética de la papaina cruda de la variedad

Maradol es igual a la actividad enzimatica de la papaina cruda

de la variedad Criolla.

Hi: La actividad enzimatica de la papaina cruda de la variedad

Maradol no es igual a la actividad enzimatica de la papaina

cruda de la variedad Criolla.
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Como los datos siguen una distribucion normal (ver Apéndice
J) se procedio a usar la prueba Two Sample T para muestras
independientes con varianzas diferentes (ver Apéndice J),
mostrando los resultados en la Tabla 31.

Tabla 31

Prueba T e IC de dos muestras: Actividad enzimatica.
Variedad

T de dos muestras para Actividad enzimatica (TU/mg)

Error
Variedad N Media Desv.Est. estandar
dela
media
Criolla 5 592,5 93,6 42
Maradol 5 531,3 27,9 12

Diferencia = mu (Criolla) - mu (Maradol)

Estimado de la diferencia: 61,2

IC de 95% para la diferencia: (-60,0. 182,5)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T = 1,40
ValorP=0,234 GL=4

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 117,6564

Fuente: Minitab 16

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.234), se tiene
suficiente evidencia estadistica para no rechazar Ho a favor de
Hi es decir, no existe diferencia significativa en la actividad
enzimatica de la papaina cruda entre las dos variedades, con
un 95% de nivel de confianza.Esto se explica debido a que el

latex de ambas variedades tiene caracteristicas similares,
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resaltando el pH, el cual es uno de los factores que influye
notablemente en la conformacion espacial de una enzima,
pudiendo alterar su estructura terciaria y por lo tanto su

actividad.

Se puede observar ademds, que la variedad Criolla presenta
mayor variabilidad en actividad enzimatica que la variedad
Maradol, esto se debe a que la papaya Criolla al ser un hibrido
no controlado presenta gran variabilidad genética lo que impide
producir frutas de calidad homogénea lo que da como
resultado que se obtengan datos con gran dispersion tanto
para contenido de proteinas como para actividad enzimética.

La Figura 3.13 muestra un diagrama de cajas donde se puede
apreciar la diferencia existente en la actividad proteolitica de

papaina cruda por variedad de papaya.
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Grafica de actividad proteolitica CRIOLLA vs MARADOL
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FIGURA 3. 13Gréfica de caja. Actividad enzimatica

Fuente: Minitab 16

En la Tabla 32 se muestran los resultados obtenidos de los
intervalos de confianza para actividad enziméatica de las

variedades de papaya Maradol y Criolla.
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Tabla 32

Prueba T para actividad enziméatica (TU/mg de proteina)

T de una muestra: Criolla (TU/mg). Maradol (TU/mg)

Error
Variedad | N | Media | Desv.Est. | estandar IC del 95%
de la media
Criolla 515925 93,6 41,9 (476,3. 708,8)
(TU/Img)
Maradol 5 (531,3 27,9 12,5 (496,7. 565,9)
(TU/mg)

Fuente: Minitab 16

De acuerdo a la Tabla 32, si a la media muestral de la variedad
Criolla se le suma el valor del error estandar tenemos un
resultado de 634.4 y si se le resta 550.6, valores que caen
dentro del intervalo de confianza. Si a la media muestral de la
variedad Maradol se le suma su valor del error estandar se
obtiene un valor de 559.2 y si se le resta 503.4, valores que
también se incluyen en su intervalo de confianza. Por lo tanto,
para ambos casos se puede afirmar que los datos analizados
para estimar a la media poblacional son confiables, a un nivel

de significancia del 5%.
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En la Tabla 33 se muestran los resultados obtenidos de la

caracterizacion de la papaina cruda de las variedades de

papaya Maradol y Criolla.

Tabla 33

Caracteristicas de la papaina cruda

< VARIEDAD .
PARAMETRO CRIOLLA MARADOL METODO
, , Polvo fino Polvo fino
Apariencia -
Cremoso Cremoso
Color (moda) 10N 10N Munsell
Humedad (%) | 87340261 | 8374+0,645 | lermogravimetrico

(AOAC 967.19)

Proteina 1,902.#0,3714 | 2,136+ 0,1592 Absorcion UV a
(mg/ml) 280nm
eﬁcztilr\:mlgt?ga Método Analitico de
592,53 + 93,61 531,30 + 27,90 la Unidad de
(TU/mg de L
p; Tirosina
proteina)

Elaborado por: Pamela Arana — Fernanda Quijano, 2012

3.2Validacién estadistica para el disefio experimental 2

3.2.1 Tabla de datos y resultados

En la Tabla 34 se muestran

los resultados de actividad

enzimatica (TU/ml) obtenidos del disefio de experimentos.
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Tabla 34

Actividad enzimética del disefio factorial

Ordentst OrdenCorrida TipoPt | Bloques Cisteina Benzoato de sodio Actividad enzimatica (TUfml)

6 1 1 2 1 2 500,09
5 2 1 2 1 1 907,32
7 3 1 2 2 1 947,09
8 4 1 2 2 2 151173
2 5 1 1 1 2 67640
4 b 1 1 2 2 1543 54
3 7 1 1 2 1 1095,00
1 8 1 1 1 1 802,50

Fuente: Minitab 16

Como se puede observar en la Tabla 34, existe un cambio en la
actividad enzimatica segun la combinacion de factores y niveles
del experimento, pero no se conoce si ese cambio es
estadisticamente significativo y si realmente existe interaccion

entre los factores.

Analisis estadistico;: ANOVA

En la Tabla 35 se indica los factores analizados en el disefio de

experimentos y el nimero de niveles.
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Tabla 35

Modelo Lineal General

Modelo Lineal General: Actividad en vs. Bloques. Cisteina.
Benzoato de sodio
Factor Tipo Niveles Valores
Blogues Fijo 2 1.2
Cisteina Fijo 2 1.2
Benzoato de Fijo 2 1.2
sodio

Fuente: Minitab 16

La tabla ANOVA (Tabla 36) particiona la variabilidad de
Actividad enzimatica en piezas separadas para cada uno de
los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de
cada efecto comparando su cuadrado medio contra un

estimado del error experimental.

Tabla 36

Analisis de Varianza para Actividad enzimatica

Fuente Suma de Gl |Cuadrado |Raz6n-F |Valor-P
Cuadrados Medio

A:Cisteina 323630, 1 323630, |57,72 0,0047

B:Benzoato de {146300, 1 146300, 26,09 0,0145
sodio

AB 111512, 1 111512, 19,89 0,0210
bloques 353,913 1 353,913 |0,06 0,8178
Error total 16819,6 3 5606,52

Total (corr.) 598616, 7

S =74,8767 R-cuad.=97,19% R-cuad.(ajustado) =93,44%

Fuente: Minitab 16
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Como se muestra en la Tabla 36, 3 efectos tienen una valor-P
menor que 0,05, indicando que son significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%. Por lo
tanto se puede afirmar que los aditivos usados como agentes
antioxidante e inhibidor del crecimiento microbiano en
sustitucién del bisulfito de sodio, si tienen efecto sobre la
variable de respuesta, asi como la interaccibn de ambos

factores.

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo, asi ajustado,
explica el 97,19% de la variabilidad en Actividad enzimatica
siendo este valor superior al 70%, se puede afirmar que el

modelo es adecuado para este disefio experimental.

La Figura 3.14 muestra la grafica para los residuos. Las cuales
fueron satisfactorias y no mostraron causa de preocupacion,
por lo tanto se cumplen con los supuestos de normalidad del
error, homogeneidad de la varianza e independencia de los

datos.
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Graficas de residuos para Actividad enzimatica (TU/ml)
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FIGURA 3. 14 Gréafica de residuos para Actividad enzimética

Fuente: Minitab 16

3.2.3 Interpretacion de resultados

Mediante un diagrama de Pareto (Figura 3.15) se van a

determinar cudles son los factores significativos.
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A:Cisteina -

Benzoato de sodio

AB

Efecto estandarizado

FIGURA 3. 15 Diagrama de Pareto para Actividad enzimatica
Fuente: Minitab 16

El diagrama de Pareto utiliza un nivel de significancia del 5%
para determinar el efecto de los factores. De manera que se
observa una vez mas, que los factores Cisteina, Benzoato de

sodio y la interaccion de ambos factores son significativos.

Mediante la Figura 3.16 se procedera a hacer un analisis de los

efectos principales sobre la variable de respuesta.



131

Grafica de efectos principales para Actividad enzimatica (TU/ml)
Medias de datos
Cisteina Benzoato de sodio
1300 -
1200 4
3 11004
(]
=
1000
900 -
1 2 1 2

FIGURA 3. 16 Efectos principales para Actividad enzimética
Fuente: Minitab 16
Se puede observar que la concentracién de cisteina tiene un
efecto mas grande que la concentracion de benzoato de sodio
usado en la experimentacién, puesto que la linea que conecta
las respuestas medias para los niveles de cisteina 1 y 2 tiene
una pendiente mas abrupta que la linea que conecta las

respuestas de nivel bajo y alto del benzoato de sodio.
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Esto se explica debido a que la funcion de la cisteina es de

mantener el medio reducido impidiendo la oxidacion de los

grupos sulfhidricos de la enzima una de las principales causas

gue generan inactivacion enzimatica en la papaina.

La Figura 3.17 indica el efecto que tiene la interaccion de los

factores sobre la variable de respuesta.

Cisteina

Grafica de interaccion para Actividad enzimatica (TU/ml)
Medias de datos
1600 A
——
1500 P M -
/
1400 - e
7
13001 P
o -
B 1200 Pl
= s
1100 - d
Ve
1000 - v
900 - N
800 . .
1 2
Benzoato de sodio

FIGURA 3. 17 Interaccidn de efectos para Actividad enzimatica

Fuente: Minitab 16
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Con la finalidad de obtener la mayor actividad enzimatica, de
acuerdo a la Figura 3.16 se debe usar los niveles mas altos de
cisteina con los niveles mas altos de benzoato de sodio, es
decir: 1% de cisteina y 0.5% de benzoato de sodio,
concentraciones que daran una actividad enzimatica de
1527,64 TU/ml £ 22.5 que supera en un 6% la actividad

obtenida usando bisulfito de sodio.



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Al caracterizar el latex, en ambas variedades no hubo diferencias
significativas para el contenido de materia seca, pH, acidez titulable
y densidad. Mas si presento caracteristicas distintas en el contenido
de solidos solubles, teniendo el latex de la variedad Maradol 17.74
°Brix y el latex de la variedad Criolla de 14.48° Brix. Este resultado
era esperado, pues la papaya de la variedad Maradol
genéticamente es mas dulce que la Criolla y esto puede ser

comprobado con la degustacion de ambas frutas.

El rendimiento promedio de latex obtenido en las tres recolecciones

entre las variedades de papaya Criolla y Maradol mostraron
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diferencias significativas, siendo de 2,31+0,69 g de latex/Kg fruta y
1,57+0,75 g de latex/Kg fruta respectivamente, la variedad Criolla
tiene un mayor rendimiento de latex que la variedad Maradol en un

47.13% aproximadamente.

En la etapa de centrifugacion, no existe diferencia significativa en el
porcentaje de sobrenadante obtenido entre ambas variedades,
siendo para la variedad Criolla del 63.2% y para la variedad
Maradol del 64.5%. Este dato es muy importante de considerar ya
gue a mayor cantidad de sobrenadante mayor rendimiento de

papaina cruda.

El rendimiento de papaina cruda obtenido en la etapa de secado
entre las dos variedades de papaya, no mostré diferencia
significativa, siendo para la variedad Criolla de 0,071 + 0,005 g de
latex seco/g latex fresco y para la variedad Maradol de 0.0680+

0,005 g de latex seco/g latex fresco.

La actividad proteolitica de las muestras de papaina cruda

obtenidas de la variedad Criolla y Maradol no mostraron diferencias
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significativas, siendo la actividad para la variedad Criolla de 592,53
+ 93,61 TU/mg de proteina y para la variedad Maradol de 531,30 +

27,90 TU/mg de proteina.

En base a estos estudios realizados, se puede decir que las
diferentes variedades de Carica papaya si tienen efecto sobre el
rendimiento de latex extraido y el contenido de papaina cruda
obtenida. La variedad Criolla presenta mayor rendimiento en
comparacion con la otra variedad. En cambio, la actividad
enzimatica no presenta diferencia significativa entre las dos
variedades. Por lo tanto, se sugiere que la mejor materia prima para
la extraccion de latex a nivel comercial es la papaya de la variedad

Criolla.

El disefio factorial aplicado para analizar el efecto de los
tratamientos de pre secado cisteina y benzoato de sodio, afladidos
al latex en sustitucion del bisulfito de sodio al momento de la
recoleccion, demostré que si tienen efecto sobre la actividad
enzimatica de la papaina cruda afadidos al latex en una
concentracion del 1% y 0.5% respectivamente, superando en un

6% la actividad obtenida usando bisulfito de sodio.
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RECOMENDACIONES

Estudiar la microencapsulacion de papaina cruda utilizando
diferentes tipos de agentes encapsulantes y analizando diferentes
concentraciones de la misma, que permitan conservar una alta
estabilidad proteolitica y tener una estabilidad alta en el

almacenamiento.

Realizar un estudio para establecer las condiciones operativas
Optimas para la obtencién de papaina cruda mediante secado por
aspersion considerando variables como la temperatura de entrada
de la muestra, temperatura de entrada del aire, caudal de
alimentacion de la muestra y caudal del aire de entrada, que son
condiciones que influyen en las caracteristicas del producto en
polvo obtenido como: humedad final del polvo, rendimiento de

producto y tamafio de particula.

Complementar esta investigacion con un estudio de factibilidad

econdmica de producciéon a nivel industrial de papaina cruda.



APENDICE A

COMPROBACION DE SUPUESTOS DE LA PRUEBA TWO SAMPLE T PARA
RENDIMIENTO
Supuestos de la prueba.
» Varianza poblacional desconocida.
» Independencia de los datos.

= Normalidad de los datos.

Ho: f(x) = N(n,0%)

Hi: —Ho

Grafica de probabilidad de Criolla

Normal
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Media 2,306
Desv.Est. 0,6936
95 - N 20
AD 0,236
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.756) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de

rendimiento de la variable Criolla siguen una distribucion normal.

Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: -Ho

Grafica de probabilidad de Maradol
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.569) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de

rendimiento de la variable Maradol siguen una distribucién normal.



» Varianzas iguales:

Prueba e IC para dos varianzas: Rendimiento vs Variedad

Método
Hipétesis nula Sigma (Criolla) / Sigma (Maradol) = 1
Hipbétesis alterna Sigma (Criolla) / Sigma (Maradol) not =1
Nivel de significancia Alfa = 0,05
Estadisticas
Variedad N Desv.Est. Varianza
Criolla 19 0,693583 0,4810
Maradol 20 0,750232 0,5628
Relacidén de deviaciones estédndar = 1,330
Relacidén de varianzas = 1,768
Intervalos de confianza de 95%

IC para IC para
Distribucién relacidén de relacién de
de los datos Desv.Est. varianza
Normal (0,833. 2,134) (0,0695. 4,550)
Continuo (0,731. 2,092) (0,534. 4,375)
Pruebas

Estadistica

Método GL1 GL2 de prueba Valor P
Prueba F (normal) 18 19 1,77 0,736
Prueba de Levene (cualguiera continua) 1 37 0,84 0,869

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.736) existe evidencia estadistica

suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto la varianza de los

datos son iguales.



APENDICE B

VALIDACION ESTADISTICA PARA EL LATEX CENTRIFUGADO

Contraste de hipotesis de dos medias independientes

Ho:pc = py
Hi: pe # uy
T de dos muestras para Criolla vs. Maradol
Error
Variedad N Media Desv.Est. estandar de
la media

Criolla 5 63,19 3,93 1,8
Maradol 4 64,53 3,23 1,6

Diferencia = mu (Criolla) - mu (Maradol)

Estimado de la diferencia: -1,34

IC de 95% para la diferencia: (-7,13. 4,44)

Prueba T de diferencia = 0 (vs. no =): Valor T =-0,55
Valor P =0,600 GL=7

Ambos utilizan Desv.Est. agrupada = 3,6458

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.600) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto no existe diferencia
significativa en el porcentaje de sobrenadante de las muestras, con un 95% de

nivel de confianza.



Supuestos de la prueba
» Varianza poblacional desconocida
» Independencia de los datos
= Normalidad de los datos

Ho: f(x) = N(n,0%)

Hi: —Ho

Prueba de Normalidad para Criolla
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.197) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de
porcentaje de sobrenadante de la variable Criolla siguen una distribuciéon

normal.



Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: —Ho

Prueba de Normalidad para Maradol
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9

95
90

80
70
60 |
50
40_
30 A
20

Porcentaje

625 650 675 70,0

Maradol

60,0

72,5

Media
Desv.Est.
N

AD
Valor P

64,53
3,230

4
0,375
0,211

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.211) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de
porcentaje de sobrenadante de la variable Maradol siguen una distribucion

normal.



» Varianzas iguales:

Prueba e IC para dos varianzas: Criolla. Maradol

Método

Hipétesis nula
Hipétesis alterna
Nivel de significancia

Estadisticas

Variable N Desv.Est.
Criolla 5 3,929
Maradol 4 3,230

Relacién de deviaciones

Sigma (Criolla) / Sigma (Maradol) = 1
Sigma (Criolla) / Sigma (Maradol) not =1
Alfa = 0,05

Varianza
15,436
10,433

estédndar = 1,216

Relacidén de varianzas = 1,479
Intervalos de confianza de 95%

IC para IC para
Distribucién relacidén de relacién de
de los datos Desv.Est. varianza
Normal (0,313. 3,842) (0,098. 14,764)
Continuo ( *. 14,3406) ( *. 205,795)
Pruebas

Estadistica

Método GL1 GL2 de prueba Valor P
Prueba F (normal) 4 3 1,48 0,779
Prueba de Levene (cualquiera continua) 1 7 0,07 0,802

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.779) existe evidencia estadistica

suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto la varianza de los

datos son iguales.



APENDICE C

COMPROBACION DE SUPUESTOS DE LA PRUEBA TWO SAMPLE T PARA
RENDIMIENTO EN ETAPA DE SECADO DEL LATEX
Supuestos de la prueba.
» Varianza poblacional desconocida.
» Independencia de los datos.
= Normalidad de los datos.
Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: —Ho

Grafica de probabilidad de Criolla
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Media 0,0708
Desv.Est.  0,005675
95 N 5
AD 0,373
04 Valor P 0,258
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.258) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de
rendimiento en la etapa de secado del latex de la variable Criolla siguen una

distribucién normal.

Ho: f(x) = N(p,0?)

Hi: —Ho

Grafica de probabilidad de Maradol
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.568) existe evidencia estadistica

suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de



rendimiento en la etapa de secado del latex de la variable Criolla siguen una
distribucion normal.

» Varianzas iguales:

Prueba e IC para dos varianzas: Rendimiento secado vs Variedad

Método
Hipbétesis nula Sigma (criolla) / Sigma (maradol) = 1
Hipdtesis alterna Sigma (criolla) / Sigma (maradol) not = 1

Nivel de significancia Alfa 0,05

Estadisticas

variedad N Desv.Est. Varianza

criolla 5 0,006 0,000

maradol 5 0,006 0,000
Relacidén de deviaciones estédndar = 0,911
Relacidén de varianzas = 0,830

Intervalos de confianza de 95%

IC para IC para
Distribucién relacién de relacién de
de los datos Desv.Est. varianza
Normal (0,294. 0,823) (0,086. 7,971)
Continuo (*. 8,505) (*. 72,338)
Pruebas

Estadistica

Método GL1 GL2 de prueba Valor P
Prueba F (normal) 4 4 0,83 0,861
Prueba de Levene (cualgquiera continua) 1 8 0,15 0,706

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.861) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto la varianza de los

datos son iguales.



APENDICE D

COMPROBACION DE SUPUESTOS DE LA PRUEBA TWO SAMPLE T PARA
DENSIDAD
Supuestos de la prueba.
» Varianza poblacional desconocida.
» Independencia de los datos.
= Normalidad de los datos.
Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: —Ho

Grafica de probabilidad de Criolla
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P > 0.150) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de densidad
de la variable Criolla siguen una distribucion normal.

Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: -Ho

Grafica de probabilidad de Maradol
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P > 0.150) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de densidad

de la variable Maradol siguen una distribucién normal.



» Varianzas iguales:

Prueba e IC para dos varianzas: Densidad (g/ml) vs Variedad

Método

Hipétesis nula
Hipétesis alterna
Nivel de significancia

Estadisticas

Variedad N Desv.Est.
Criolla 7 0,029
Maradol 8 0,043

Relacién de deviaciones

Sigma (Criolla) / Sigma (Maradol) = 1
Sigma (Criolla) / Sigma (Maradol) not =1
Alfa = 0,05

Varianza
0,001
0,002

estdndar = 0,683

Relacidén de varianzas = 0,467
Intervalos de confianza de 95%

IC para IC para
Distribucién relacién de relacién de
de los datos Desv.Est. varianza
Normal (0,302. 1,631) (0,091. 2,660)
Continuo (0,041. 2,163) (0,002. 4,677)
Pruebas

Estadistica

Método GL1 GL2 de prueba Valor P
Prueba F (normal) 6 7 0,47 0,372
Prueba de Levene (cualguiera continua) 1 13 1,10 0,313

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.372) existe evidencia estadistica

suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto la varianza de los

datos son iguales.



APENDICE E

COMPROBACION DE SUPUESTOS DE LA PRUEBA TWO SAMPLE T PARA
°BRIX
Supuestos de la prueba.
» Varianza poblacional desconocida.
» Independencia de los datos.
= Normalidad de los datos.
Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: —Ho

Grafica de probabilidad de CRIOLLA
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P > 0.150) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de °Brix de la

variable Criolla siguen una distribucion normal.

Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: -Ho
Grafica de probabilidad de MARADOL
Normal
%9
Media 17,74
Desv.Est. 1,638
95 - N 8
KS 0,216
=05 Valor P >0,150
80 -
Q2 70+
8 60
5 so-
2 404
S 304
20 -
10
5 -
1 T T T T T T T T T T
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
MARADOL

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P > 0.150) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de °Brix de la

variable Maradol siguen una distribucién normal.



» Varianzas iguales:

Prueba e IC para dos varianzas: °Brix vs Variedad

Método

Hipétesis nula
Hipétesis alterna
Nivel de significancia

Estadisticas

Variedad N Desv.Est.
Criolla 8 2,025
Maradol 8 1,638

Relacién de deviaciones

Sigma (Criolla) / Sigma (Maradol) = 1
Sigma (Criolla) / Sigma (Maradol) not =
Alfa = 0,05

Varianza
4,101
2,682

estandar = 1,237

Relacidén de varianzas = 1,529
Intervalos de confianza de 95%

IC para IC para
Distribucién relacién de relacién de
de los datos Desv.Est. varianza
Normal (0,553. 2,764) (0,306. 7,637)
Continuo (0,104. 2,686) (0,011. 7,213)
Pruebas

Estadistica

Método GL1 GL2 de prueba
Prueba F (normal) 7 7 1,53
Prueba de Levene (cualguiera continua) 1 14 0,00

Valor P
0,589
0,951

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.589) existe evidencia estadistica

suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto la varianza de los

datos son iguales.



APENDICE F

COMPROBACION DE SUPUESTOS DE LA PRUEBA TWO SAMPLE T PARA
% MATERIA SECA
Supuestos de la prueba.
» Varianza poblacional desconocida.
* Independencia de los datos.

= Normalidad de los datos.

Ho: f(x) = N(p,0?)

Hi: -Ho
Grafica de probabilidad de CRIOLLA
Normal

9
Media 22,55
Desv.Est. 1,975

95 N 7
KS 0,170

90 Valor P >0,150

Porcentaje
3
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P > 0.150) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de % de

Materia Seca de la variable Criolla siguen una distribucion normal.

Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: -Ho

Grafica de probabilidad de MARADOL

Normal
99
Media 23,53
Desv.Est. 1,460
95 - N 9
KS 0,212
90 valor P >0,150
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P > 0.150) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de % de

Materia Seca de la variable Maradol siguen una distribuciéon normal



» Varianzas iguales:

Prueba e IC para dos varianzas: MATERIA SECA vs VARIEDAD

Método
Hipétesis nula Sigma (CRIOLLA)

( / Sigma (MARADOL) = 1
Sigma (CRIOLLA)

Hipbétesis alterna / Sigma (MARADOL) not = 1
Nivel de significancia Alfa 0,05
Estadisticas
VARIEDAD N Desv.Est. Varianza
CRIOLLA 7 1,975 3,902
MARADOL 9 1,460 2,132
Relacidén de deviaciones estandar = 1,353
Relacidén de varianzas = 1,830
Intervalos de confianza de 95%

IC para IC para
Distribucién relacién de relacién de
de los datos Desv.Est. varianza
Normal (0,0627. 3,201) (0,393. 10,247)
Continuo (0,410. 7,861) (0,168. 61,797)
Pruebas

Estadistica

Método GL1 GL2 de prueba Valor P
Prueba F (normal) 6 8 1,83 0,420
Prueba de Levene (cualguiera continua) 1 14 0,45 0,512

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.420) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto la varianza de los

datos son iguales.



APENDICE G

COMPROBACION DE SUPUESTOS DE LA PRUEBA MANN-WHITNEY PARA

pH
Supuestos de la prueba.
» Independencia de los datos.
= Distribucién no normal
Ho: f(x) = N(n,0%)
Hi: —-Ho

Grafica de probabilidad de CRIOLLA

Normal
99
Media 6,083
Desv.Est. 0,3189
95 - N 6
KS 0,312
0 Valor P 0,066

Porcentaje
8




Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.066) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de pH de la
variable Criolla siguen una distribucion normal.

Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: -Ho

Grafica de probabilidad de MARADOL

Normal
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Media 6,078
Desv.Est.  0,06667
95 - N 9
KS 0,297
90 Valor P 0,031
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Con un valor-P menor a 0.05 (valor-P = 0.031) existe evidencia estadistica
suficiente para rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de pH de la

variable Maradol no siguen una distribucién normal.



APENDICE H

COMPROBACION DE SUPUESTOS DE LA PRUEBA TWO SAMPLE T PARA
ACIDEZ TITULABE (%ACIDO CITRICO)
Supuestos de la prueba.
» Varianza poblacional desconocida.
» Independencia de los datos.
= Normalidad de los datos.
Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: —Ho

Grafica de probabilidad de Criolla

Normal
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Media 0,0919
Desv.Est.  0,006631
95 N 5
AD 0,547
%0 Valor P 0,077

Porcentaje
8
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.077) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de Acidez

titulable de la variable Criolla siguen una distribucion normal.

Ho: f(x) = N(n,0%)

Hi: -Ho

Grafica de probabilidad de Maradol

Normal
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.115) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de Acidez

titulable de la variable Maradol siguen una distribucion normal.



» Varianzas iguales:

Prueba e IC para dos varianzas: Acidez titulable vs variedad

Método
Hipétesis nula Sigma (criolla) / Sigma (maradol) = 1
Hipdtesis alterna Sigma (criolla) / Sigma (maradol) not = 1
Nivel de significancia Alfa = 0,05
Estadisticas
variedad N Desv.Est. Varianza
criolla 5 0,0066306 0,00004
maradol 5 0,0048325 0,00002
Relacidén de deviaciones esténdar = 2,547
Relacidén de varianzas = 6,485
Intervalos de confianza de 95%

IC para IC para
Distribucién relacidén de relacién de
de los datos Desv.Est. varianza
Normal (0,822. 7,892) (0,675. 62,289)
Continuo (0,031. 41,769) (0,001. 1744,634)
Pruebas

Estadistica

Método GL1 GL2 de prueba Valor P
Prueba F (normal) 4 4 6,49 0,555
Prueba de Levene (cualguiera continua) 1 8 1,71 0,558

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.555) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto la varianza de los

datos son iguales.



APENDICE |

COMPROBACION DE SUPUESTOS DE LA PRUEBA TWO SAMPLE T PARA
CONCENTRACION DE PROTEINAS (mg/ml)
Supuestos de la prueba.
» Varianza poblacional desconocida.
» Independencia de los datos.

= Normalidad de los datos.

Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: —-Ho
Grafica de probabilidad de Criolla
Normal
9
Media 1,902
Desv.Est. 0,3714
95 N 5
AD 0,184
%01 Valor P 0,813
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.813) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de

concentracion de proteina de la variable Criolla siguen una distribucion normal.

Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: -Ho

Grafica de probabilidad de Maradol
Normal
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.751) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de

concentracion de proteina de la variable Maradol siguen una distribucion normal.



» Varianzas iguales:

Prueba e IC para dos varianzas: Concentracion proteinas vs variedad

Método
Hipétesis nula Sigma (Criolla)

( / Sigma (Maradol) = 1
Sigma (Criolla)

Hipbétesis alterna / Sigma (Maradol) not = 1
Nivel de significancia Alfa 0,05
Estadisticas
Variable N Desv.Est. Varianza
Criolla 5 0,371 0,138
Maradol 5 0,159 0,025
Relacidén de deviaciones estédndar = 2,334
Relacidén de varianzas = 5,447
Intervalos de confianza de 95%

IC para IC para
Distribucién relacién de relacién de
de los datos Desv.Est. varianza
Normal (0,753. 7,233) (0,567. 52,315)
Continuo (0,721. 12,262) (0,520. 150,369)
Pruebas

Estadistica

Método GL1 GL2 de prueba Valor P
Prueba F (normal) 4 4 5,45 0,129
Prueba de Levene (cualguiera continua) 1 8 3,39 0,103

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.129) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto la varianza de los

datos son iguales.



APENDICE J

COMPROBACION DE SUPUESTOS DE LA PRUEBA TWO SAMPLE T PARA

ACTIVIDAD ENZIMATICA (TU/mg proteina)

Supuestos de la prueba.

» Varianza poblacional desconocida.

» Independencia de los datos.

= Normalidad de los datos.

Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: —Ho
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Grafica de probabilidad de CRIOLLA
Normal

95 4
90

80

70 H

50

30
20

10

Media
Desv.Est.
N

AD

Valor P

502,5
93,62

5
0,137
0,933

400

500 600 700 800
CRIOLLA




Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.933) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de actividad

enzimatica de la variable Criolla siguen una distribucién normal.

Ho: f(x) = N(u,0%)

Hi: —Ho
Grafica de probabilidad de MARADOL
Normal
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Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.932) existe evidencia estadistica
suficiente para no rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto los datos de actividad

enzimatica de la variable Maradol siguen una distribucion normal.



» Varianzas iguales:

Prueba e IC para dos varianzas: Actividad enzimética vs variedad

Método
Método
Hipétesis nula

Sigma (CRIOLLA) / Sigma (MARADOL) = 1

(
Hipdtesis alterna Sigma (CRIOLLA) / Sigma (MARADOL) not = 1
Nivel de significancia Alfa = 0,05
Estadisticas
Variable N Desv.Est. Varianza
CRIOLLA 5 93,615 8763,784
MARADOL 5 27,852 775,744
Relacidén de deviaciones estédndar = 3,361
Relacidén de varianzas = 11,297
Intervalos de confianza de 95%

IC para IC para
Distribucién relacién de relacién de
de los datos Desv.Est. varianza
Normal (1,085. 10,417) (1,176. 108,505)
Continuo (0,049. 23,235) (0,421. 539,881)
Pruebas
Estadistica

Método GL1 GL2 de prueba Valor P
Prueba F (normal) 4 4 11,30 0,038
Prueba de Levene (cualguiera continua) 1 8 3,85 0,085

Con un valor-P mayor a 0.05 (valor-P = 0.038) existe evidencia estadistica
suficiente para rechazar Ho a favor de Hi, por lo tanto la varianza de los datos

no son iguales.



ANEXO A
METODO DE DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Enzyme Development Corporation
(212) 736-1580 21 Pexn Plazs, New York, MY 10001

E-mail: mfof@Fnrymeleveloposat con

METODO ANALITICO DE LA UNIDAD DE
TIROSINA (TU)

COPL4 NO CONTROLADA

A Principio: Las enzimas protecliticas hidrolizan un sustrato proteico formando varios
productos de degradacion tales como los amineacidos. Usando caseina como sustrato
uno de los amunoacidos formados tras la hidrélisis es la L-tirosina. La L-tirosina
absotbe fuertemente a 280 nm v la concentracién de la tirosina es una funcién de
densidad optica que sigue la Ley de Beer.

B. Equipo:
1. Potencidmetro
2. Bafio de aguea a temperatura constante a 40.0° = 0.1° C
3. Balanza analitica
4. Espectrofotémetro a 280 nm
5. Matraces aforados
6. Pipetas aforadas
7. Embudo de pistilo largo
8. Tubos de 25 ml con tapa de rosca
9. Tubos de ensavo desechables
10. Crondmetro
11. Papel filtro Whatman #1
12, Micropipetas

C. Medidas de seguridad:
1. Siga las medidas de seguridad estindar del laboratorio.
2. Acido tncloroacetico: Use guantes para evitar quemaduras.

D. Reactivos ¥ preparacion de reactivos: El sustrato, bufer v reactivo de
terminacion deben ser preparadoes diariamente, (Los volimenes pueden ajustarse
seglin sea necesario).

1. Sustrato de caseina:

a. Coloque un vaso de precipitado de 2000 a 4000 m1 en una placa caliente que

tenga agitacion.

b. Afiada agua v ponga a hervir.
Estas sugerencias v datos estin basados en informacion que consideramos confisble. Son ofrecidas de buens fe, peto
sin garantiz debido a que las condicionss v mstedos de uso de nuestros productos estin mas alla de mestro control. Las
sugerencias de uso de mestros productos no deben ser entendidas como recomendaciones que ncwrran en 1z vielacion
de cuslquier patente o regulacion gubemaments]



c. En un matraz aforado de 250 ml disuelva y diluya 1.775 g de fosfato disodico
anhidride en agna destilada.

d. En un vaso de precipitade de 400 ml Agregue 2.5 g de caseina Calbiochem (o
el peso seco que se hayva encontrado usando el procedimiento para pérdidas por
secado de acuerdo con las determinaciones de mmedad para cada lote de
reactive) en 125 ml de la solucion de fosfato disédico previamente preparada.
Use una barra agitadora ¥ un mezclador

e. Cubra la solucién con papel aluminio.

f. Cologue el sustrato de caseina en un bafio de agna hirviendo y agitelo de
manera constante por 30 minutos. Asepirese que el agua no alcance el borde del
vaso. Cologue el vaso con la caseina juntro con ofro vaso lleno de agua para
minimizar el movimiento cansado por la ebullicion.

£. Quite el vaso de precipitado del agua hirviendo v enfirie a temperatura
ambiente en un bafio de agua fria con agitacion constante.

h. En un matraz aforado disuelva 1.05 g de acido citrico monohidratadoe en agna
destilada v dilwya a 100 ml

i Ajuste el pH de la sclucidn de caseina (el pH original debe ser cerca de 7.2) a
6.0 con la solucién de dcido citrico, agregandeolo lentamente para evitar la
destruccion de las proteinas (use aproximadamente 35 mi de acido).

j- Transfiera la caseina a un matraz aforado de 250 ml v diluya en agna destilada.

2. Sclucion bifer de Cisteina-Versene — Dependiendo del niimero de mmuestras y las
dilnciones necesarias se requeriran de entre ? a 4 L de este bafer. Para preparar 2
Litros:
a. Cologque en un agitador magnético n vaso de precipitado de 2000 ml o mas.
b. Afiada aproximadamente 1600 -1700 ml de agna destilada.
c. Agregue cuantitativamente:
14.20 g de fosfato de sodio dibasico anhidrido
12.20 g de L-cisteina
28.00 g de EDTA

d. Agite todos los ingredientes hasta disolverlos.

e. Ajuste el pH del bifer (el pH original es de 5.7) a 6.0 con NaOH 1N (utilizara
aproximadamente 20 ml).

f. Transfiera el bafer a un matraz aforado de 2000 ml v diluya en agna destilada.
g. Bepita el procedimiento anterior si necesita mas bafer.

3. Solucién de terminacion (TCA): Acido tricloroacético (30%%) — Se requieren 18 ml
para cada muestra.
a. Disuebva 30 g de acido tricloroacético en agua destilada v transfiera a un matraz
aforado de 100 ml. Diluya en mas agua.

E. Procedimiento
1. Preparacion de la enzima:

a. Disuelva una cantidad apropiada de la enzima en la solucién biafer de Cisteina-

Versene. Use el mismo bifer si requiere diluciones seriadas. La enzima diluida
Estas sugerencias v datos estan basados en informacion que consideramos confisble. Son ofrecidas de buens fo, peto
sin garantis debido a que las condicionss ¥ metodos de uso de maestos prodoctos estan mas alla de mwestro control. Las
superencias de uso de mestros productos no deben ser entendidas como recomendaciones gue inoETan en la viclacion
de cuslguisr patents o regalacion gubsmarmsnts]



debe ser usada en un lapso de 30 munutos. La concentracion de la dilucion final
debera corresponder a uwna absorbancia de apromimadamente 0.2600 v a una
concentracion de entre 2.5 v 6.5 TVml.

b. Calcwlo para la preparacion de la enzima:

peso de la muesta en gramos= 0.2600 x {cwva de twosma)
TU'z (Chgjetivo)

2. Evaluacion de la enzima: Cada juego de pruebas consiste de 2 proebas de enzimas
v un blanco. Proceda de la signiente forma:
a. Transfiera 10.0 ml del sustrato de caseina en 3 tubos de 25 ml etiquetados, dos
para cada enzima v vno para el blanco.
b. Equilibre los tubos a 40° C por aproximadamente 10 minutos.
c. Al tiempo cero inicie el cronémetro v afiada 4.0 ml de la solucion de la enzima
al primer tubo. Cierre el tubo e invierta smavemente varias veces. Ponga el tubo en
un bafio de agua a 407 C. Continte la adicién de la enzima a cada tubo, excepto al
blance, a intervalos suficientes (se recomienda 1 nunuto).
d. Después de exactamente 60 minutos afiada rapidamente a cada tubo con la
preparacion de la enzima 6.0 ml de la solucion TCA. Agite vigorosamente y
regrese los tubos al bafio de agua por 30 munutos a 40° C para completar la
coagolacion de la caseina precipitada.
e. Para preparar el blanco afiada 6.0 ml de solucién TCA al sustrate de caseina
seguido por 4.0 ml de enzima. Agite vigorosamente v regrese el tubo al bafio de
agua por 30 minutes a 40° C para completar la coagulacién de la caseina
precipitada.
f. Al final de los 30 minutos renmeva cada tobo del bafio de agoa v permita que se
enfrien a temperatura ambiente.
g- Una vez frios filtre a través de papel filtro Whatman #1 (los tubos pueden ser
agitados antes de filtrarlos para despegar la proteina precipitada). Filtre de mmevo
a través del mismo papel filtro.
h. Lea la absorbancia de los filtrados en vna cuveta de 1 cm a 280 nm vsando aire
para iniciar el espectrofotémetro en cero. Corrija el valer de A, de cada enzima

sustrayendo la lechura del blanco de cada nmestra.

3. La curva de tirosina (hecha aproximadamente cada 3 meses)
a. Disuebva 100 mg de L-tirosina en dcido clorhidrico 0.10 N (HCL) v diluya a 1
L en un matraz aforado.
b. Prepare las siguientes soluciones nsando HC1 0.10N comeo diluyente:

Concentracion Final | Dilucion de la Solucion Madre de Tirosina

25.0pg/ml 25ml/100ml
50.0pg/ml 50ml/100ml
75.0pg/ml 75ml/100ml

c. Determine espectrofotomeétricamente a 280 nm en una cuveta de lem la

absorbancia de las solociones de tirosina a 25.0, 50.0, 75.0 ¥ 100.0 pg de tirosina
Estas sugerencias v datos estan basados en informacion que consideramoes confizble. Son ofrecidas de buens fo, pero
5in garantiz debido 2 que las condiciones v métedos de uso de muestros productos estan mas alla de mestmo control. Las
sugerenciss de uso de muestros productos no deben ser entendidas como recomendsciones que inoweTan en 1z viclacién
de cuslguisr patente o regulacion gubsmanmsants].



por ml. Use HCI 01N para iniciar el instromento en cero.

d. Grafique la absorbancia contra la concentracidn de tirosina

e. Determine la pendiente en términos de absorbancia por ug de tirosina (la
pendiente debe caer entre 0.0064 v 0.0078).

F. Calculos:
1. Definicién de vnidad: Una unidad de potencia puede ser definida como la
unidad cue al actuar sobre el sustrato de caseina bajo las condiciones especificas
produce un microgrameo de tirosina por mumito.
2. El mamero de TU/g en una mezcla de digestion o contenida en la cantidad
preparada de enzima se calcula como:

0D xDF/4 x 20/60 x 1/pendiente = TU/g
0.D. = Densidad optica de la prueba menos la densidad optica del blanco
D F. = Factor de dilucion de la solucion de enzima (1/concentracion final de la
ENFINA)
4 =Volumen de la solucién de enzima inyectada
20 = Velumen total del sustrato, enzima v reactive de termunacicn (TCA)
60 = Duracion de la hidrolisis en mimitos
Pendiente = Pendiente obtenida de la curva de tirosina (ver la curva de
tirosma).

Para facilitar el cdlenlo, vo factor (caleulo en negrillas en la férmula anterior)
puede ser calculado incorporando velimenes constantes v la pendiente puede
ser obtenida de la corva de tirosina (ver la curva de tirosina).

3. El mimero de TU por gramo de una preparacion de enzima es la actividad TU de 1a
preparacion.

Por o tanto: Actovidad TU = A280 del filhade x factor de la curva de frosma
Concentracion de 1z enmima (g/'ml)
Ejemplo: QL. = 026500
Factor =13.0
Concentracion final = 0.00003600 (1/Factor de dilucion}
TU=0.2600 = 13.0 / 000003600 = 94,000 TU'G
. Exactitud de los parametros de prueba:

1. Fango: Las lechwras de absorbancia después de la correccidn con el blanco
deben ser de entre 0.150 v 0.700 v pueden uwsarse para encontrar la actividad
aproximada de mmestras desconocidas. Sin embargo, la prueba final debe caer
dentro del rango de 0.200 a 0.500.
2. Pruebas dueplicadas a diferentes niveles de enzimas no deberan variar por mas
del 3%,

H. Referencia:
1. A S B.C. PROCEEDINGS p. 225-228 Some Physical and Chemical Properties of
Commercial Chillproofing Compounds. Harold E. Weissler and Adan C. Garza.
COPLA NO CONTROLADA
Estzs sugerencias ¥ datos estan basados en informacion que consideramos confisble. Son ofrecidas de buena fe, pero
sin garanfis debido a que las condicionss ¥ metedos de 1so de muestros productos estan mas alla de meestro consrol. Las
sugerencias de uso de mestros producios no deben ser entendidas come recomendscdones gue nowsTan en la violacidn
de cuslquier patents o regalacion gubsmarments]
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