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Resumen: La papaina, es una enzima proteolitica que tiene la capacidad de digerir las
proteinas de los alimentos. Se obtiene usualmente del latex de la “Carica Papaya L.”, sin
embargo, no sélo éste contiene esta importante enzima. De hecho, todas las partes de la
planta de lechosa pueden usarse para la extraccion de papaina, la semilla de la lechosa es una
fuente potencial de esta enzima; la cual, no es aprovechada convirtiéndose en un desecho
comercial. La gama de usos de esta enzima es muy amplia, en la industria alimenticia es
utilizada como ablandador de carnes, también es usada en las cervecerias como clarificador.
Por otro lado, es empleada en la industria medicinal para el control de insuficiencias gastricas
y en el tratamiento de enfermedades digestivas, entre otros. Debido a la necesidad de estas
industrias de obtener papaina, es preciso realizar un estudio de las técnicas de extraccion
aplicables para la obtencion de esta enzima, con el fin de determinar cuél de éstas
proporciona mayor rendimiento y contribuir con su utilidad comercial. Es por ello que este
trabajo tuvo como objetivo evaluar los métodos de extraccién de la papaina contenida en la
semilla de la lechosa, mediante los métodos de Extraccion Soxhlet, Extraccion Asistida por
Microondas (EAM), Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU), la posterior caracterizacion
de los extractos obtenidos y la eleccién del mejor método de extraccion basado en los
rendimientos. Mediante la extraccion Soxhlet se determinaron las condiciones de humedad
(semilla seca, himeda o parcialmente hiimeda), y el mejor solvente a utilizar (etanol, agua
destilada, acetato de etilo y n-hexano), obteniendo como mejores pardmetros, semilla
parcialmente himeda y mejor solvente etanol comercial con un rendimiento (R) = 53(% p/p)
en base seca. Para EAM se realizé un barrido de potencia entre (20-100) %, obteniendo como
mejor potencia 60 %, y un tiempo maximo de 22 s con R =51 (% p/p). En EAU se trabajé
con temperaturas de (30, 45, 60)°C con tiempos de (10, 20, 45) min, donde se obtuvo un
rendimiento de 41(%p/p) para un tiempo de 45 min a una temperatura de 30°C. Empleando el
Método de Coagulacion de la Leche (Balls and Hoover), se verifico la existencia de actividad
enzimatica en los extractos obtenidos. En la Espectroscopia de Infrarrojo, se confirmé la
presencia de papaina, mediante la identificacion de los grupos funcionales de esta enzima.
Finalmente al comparar los resultados de todas las técnicas de extraccion mediante sus
rendimientos y tiempos de extraccion, el método mas eficiente para la obtencién de papaina
contenida en la semilla de la lechosa es la Extraccion Asistida por Microondas (EAM).
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INTRODUCCION

La Carica Papaya L., comunmente llamada lechosa es una fruta cultivada en
paises tropicales de alto consumo a nivel mundial. Es una baya de tamafio y forma
variable, con una pulpa dulce de color amarilla o rojo-naranja. La lechosa contiene un
liquido lechoso y blanco Ilamado latex, que va desapareciendo a medida que la fruta
madura. Este liquido se emplea usualmente, para la obtencion de papaina. Sin
embargo, no sélo el latex de la lechosa contiene papaina, de hecho todas las partes de
la fruta contienen papaina, y una fuente potencial de ésta son las semillas cuya a de

ventaja es el aprovechamiento de un desecho a nivel comercial.

La papaina es una enzima proteolitica que tiene la capacidad de digerir las
proteinas de los alimentos y posee una amplia gama de usos, especialmente en la
industria alimenticia, donde es empleada como aclarador de cervezas y ablandadora
de carnes. En la industria farmaceuta para la elaboracion de medicinas
antiinflamatorias, el control de insuficiencias gastricas y en el tratamiento de acidez
estomacal, debido a que el consumo de lechosa contribuye a neutralizar el exceso de
acidez en el estdmago, también es empleada en el tratamiento de enfermedades

hepaéticas.

Debido a la necesidad de estas industrias de obtener papaina es preciso
realizar un estudio de las técnicas de extraccién aplicables para la obtencion de esta
enzima. Por tal motivo, en el presente Trabajo Especial de Grado se realizo el estudio
de la extraccion de papaina contenida en la semilla de la lechosa empleando el
método convencional tipo Soxhlet, y no convencionales los cuales son la Extraccion
Asistida por Microondas (EAM) y Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU). Es
por esto que, se evaluaron los métodos de extraccion de papaina contenida en la
semilla de la lechosa (Carica Papaya L.), tomando en cuenta el rendimiento obtenido
de la extraccion y tiempos de extraccion rentables. Dentro de cada una de las técnicas

de extraccion, se evaluaron las condiciones de operacién Optimas para la extraccion



de papaina como lo son, humedad de la materia prima, temperatura, tiempo, relacion

soluto/solvente y potencia.

Del mismo modo, se determiné el solvente mas eficiente, basandose en el
rendimiento obtenido, el costo y su capacidad de extraer papaina, ya que los
extractos obtenidos fueron sometidos a pruebas enzimaticas para verificar la
presencia de papaina, usando el método de Balls and Hoover y caracterizados por el
método de Espectroscopia de Infrarrojo (IR), con el fin de verificar la presencia de los

grupos funcionales de la estructura de la papaina en los extractos obtenidos.



CAPITULO |

FUNDAMENTOS DE LA INVESTIGACION

A continuacion se presenta el planteamiento del problema objeto de estudio, asi
como los objetivos generales y especificos de la investigacion. En esta seccion
también se muestran los antecedentes que serviran de apoyo en este Trabajo Especial
de Grado.

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La papaina, es una enzima proteolitica que tiene la capacidad de digerir las
proteinas de los alimentos. Se obtiene usualmente del latex de la Carica Papaya. Las
incisiones se hacen en la fruta verde para recolectar el latex de la misma. Sin
embargo, no solo éste contiene esta importante enzima. De hecho, todas las partes de
la planta de lechosa pueden usarse para la extraccion de papaina, excepto la raiz. Una
fuente potencial es la semilla de la lechosa, cuya ventaja es el aprovechamiento de la
fruta madura, ya que ésta no contiene suficiente papaina, excepto en sus semillas.
(Gutiérrez & Velasquez, 2009)

La gama de usos de esta enzima es muy amplia, como por ejemplo en la
industria alimenticia es utilizada como ablandador de carnes, mediante la inyeccion al
animal antes de su sacrificio o0 en la coccion. También es usada en las cervecerias

como clarificador.

Por otro lado, es empleada en la industria medicinal para el control de
insuficiencias gastricas y en el tratamiento de enfermedades digestivas tales como,
gastritis o acidez estomacal debido a que el consumo de lechosa contribuye a
neutralizar el exceso de acidez en el estbmago. Ademas, es usada en el tratamiento de
tejidos putrefactos, en heridas gangrenosas y en estudios para la determinacion de
cancer estomacal. Como medicamento natural, la papaina es usada como

antiinflamatorio en lesiones traumaticas. De igual forma, esta enzima es empleada por



laboratorios oftalmoldgicos en la fabricacién de productos de limpieza de lentes de
contacto. Asimismo, la papaina se emplea en la industria textil para suavizar la lana y
la seda; en la industria del caucho para el tratamiento del latex y en la industria del

cuero.

Debido a la necesidad de estas industrias de obtener papaina, ya que se trata
de un producto cuyas propiedades no han podido ser reproducidas en una enzima
sintética, lo que la vuelve insustituible en muchas de sus aplicaciones, es preciso
realizar un estudio de las técnicas de extraccion aplicables para la obtencion de esta
enzima, entendiéndose éstas como las separaciones de un componente de una mezcla
por medio de un disolvente selectivo, con el fin de determinar cual de estas técnicas
proporciona mayor rendimiento del compuesto de interés y contribuir con su utilidad
comercial. (Costa & Col., 1991).

En la actualidad, no se han realizado estudios de la extraccién de papaina
presente en la semilla de la lechosa empleando métodos convencionales como, la
Extraccion tipo Soxhlet, y no convencionales como Extraccion Asistida por
Microondas (EAM) y Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU). Es por ello que el
alcance de la investigacion esta definido por la extraccion de la papaina contenida en
las semillas de la lechosa, garantizando el aprovechamiento de un desecho a nivel
comercial, mediante el uso de métodos innovadores de extraccion de esta enzima
presente en la semilla. Los extractos obtenidos serdn sometidos a pruebas enziméticas
para verificar la presencia de papaina, usando el método de Balls and Hoover. Del
mismo modo, los extractos obtenidos seran caracterizados por el método de

Espectroscopia de Infrarrojo (IR).

En base a lo anteriormente expuesto, se propone evaluar los métodos de
extraccion de la papaina contenida en la semilla de la lechosa “Carica Papaya L.”'y
las variables que influyen en el proceso, para posteriormente determinar las

condiciones de operacion, el solvente y el método de extraccion.



1.2. ANTECEDENTES

Segun lo planteado fue necesario realizar una investigacion previa de trabajos ya
ejecutados estableciendo asi, los antecedentes de esta investigacion, estos permiten
establecer las bases teoricas y metodoldgicas para la realizacion del presente trabajo

de grado.

Glibota, Garro y Judis, 2000. “Actividad proteolitica de restos del fruto de
Carica papaya”. Este trabajo tuvo como objetivo principal establecer pardmetros
indicativos para el aprovechamiento integral en la industrializacion del fruto de
Carica papaya L. con respecto al uso de los restos no utilizados. Planteando el
aprovechamiento integral de los restos del fruto (cascara y semillas), a traves de la
extracciéon de las enzimas presentes en los mismos. Existen referencias al
aprovechamiento industrial de bromelina a traves de restos de ananas, lo cual se
realiza bajo dos procesos industriales alternativos: Compresion de los restos, hasta
obtener un jugo conteniendo actividad proteolitica o por extraccidn con buffer fosfato
de potasio a un pH entre 5,5 y 7,5. La estrategia de estos procesos continua con las
siguientes operaciones: filtracion, precipitacion con solvente organico o sulfato de
amonio y purificacion por cromatografia en sephadex. La cantidad de sustancia seca
que se extrajo con buffer de los restos de frutos (cascara y semillas) fue cercana al 2%
de la cantidad de restos para la extraccion (10 mg de sustancia seca / gr. de restos
frescos). La cantidad de proteina que se midié a 280 nm. fue de 5mg de proteina/ gr.
de restos. Se concluy6 que, la utilizacion de restos de frutos no aprovechados en la
industrializacion de dulces, podrian emplearse para la obtencién de enzimas
proteoliticas. La actividad especifica enziméatica obtenida en este proceso antes de las
operaciones de precipitacion y secado es relativamente alta, por lo cual seria
interesante estudiar estas operaciones y las condiciones para mantener esta actividad
con el menor porcentaje de pérdida posible.

Aguirre y Castillo, 2009. “Extraccion y estudio comparativo de las enzimas
proteoliticas del fruto Toronche (Carica-stipulata) y de la papaya (Carica-papaya) y
su aplicacion en la industria alimenticia”. En este trabajo se realiz6 la extraccion y
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el estudio comparativo de las Enzimas Proteoliticas del fruto Toronche y de la Papaya
y su aplicacion en la industria alimenticia. El latex fue extraido mediante incisiones
verticales tanto en la fruta verde del toronche como de la papaya, las cuales fueron
sometidas al proceso de extraccion del latex y al proceso de secado del latex mediante
el método de secado por estufa, al igual que se realizaron experimentaciones para
determinar la actividad enzimatica de la papaina presente en el latex de ambos frutos
mediante el método de coagulacion de leche (Balls and Hoover) y el método de
determinacién de proteinas en leche. Por otro lado se realizd la aplicacion de la
enzima papaina en la industria cervecera demostrando que por cada 11 gramos de
enzima papaina obtenida del fruto toronche se obtiene la turbidez necesaria por
hectolitro de cerveza comercial.

El estudio realizado por Aguirre y Castillo aporta a este trabajo de
investigacion la metodologia que se llevara a cabo para la determinacién de la
actividad enzimética de la papaina obtenida de la semilla de la lechosa.

Gutiérrez, Velasquez y Ferrer, 2009. “Determinacion del efecto de la
maduracion de la lechosa (Carica Papaya L) sobre la concentracion de la
Papaina”. Este trabajo fue de Tipo Correlacional con Disefio Experimental, basado
en la Observacion Directa y Documental. Se estudid el efecto de la maduracion de la
lechosa sobre la concentracidn de papaina, extrayendo ésta directamente de la pulpa
de la lechosa (Cariaca Papaya L) de la variedad Red Lady, a partir de cada uno de
sus seis estados de maduracion, definidos por la consistencia del fruto y el color de la
cascara del mismo; se realizaron pruebas fisicoquimicas a las muestras, midiendo pH,
solidos solubles, contenido de cenizas y humedad. Se purificd la papaina por
precipitacion de la sal en dos pasos, se refind por dialisis donde se utilizd una
membrana que permitié que las impurezas de las muestras fluyan hasta el exterior a
través de sus micro poros; y por ultimo se cuantificd por el método N° 971.16 de la
A.O.A.C (Association of Official Analytical Chemists), concluyendo asi que a
medida que la maduracion del fruto transcurre hay menos concentracion de papaina
en la pulpa.



Gracias a la investigacion realizada por Gutiérrez, Velasquez y Ferrer se
confirma la presencia de papaina en las semillas de la lechosa, siendo el estado de
maduracion de la fruta una variable que no afecta la presencia de la enzima en los

restos de la fruta que son la materia prima para esta investigacion.

Binti, 2010. “The Extraction of Papain from papaya leaves”. EIl uso de hojas
de lechosa para extraer la enzima papaina se evaludé empleando diferentes técnicas de
extraccion, principalmente utilizando el método de molienda, extraccion asistida con
enzimas y extraccion con ultrasonido. A continuacion, la concentracion de enzima fue
determinada midiendo la cantidad de aminoacido liberado en la reaccion del ensayo y
a su vez, de la proteasa. La combinacion del método de molienda y extraccién
asistida con enzima fue probada para dar mayor rendimiento de la papaina, la cual fue
un 36,75% por encima del uso de la molienda sola. A continuacién, se purificé adn
mas la papaina extraida mediante el uso de sulfato de amonio por precipitacion. La
concentracion optimizada de saturacion de sulfato de amonio era una concentracion
del 55% de m/v, para asi precipitar completamente la proteina. La combinacién de
molienda y extraccion asistida con enzima con ultrasonido puede considerarse como
una técnica potencial de extraccion para obtener la papaina, ya que es mas delicada
hacia la extraccion de proteinas. Ademas, se recomienda realizar la investigacion

usando otra fuente de obtencion de papaina, por ejemplo, de los peciolos y tallos.

Gil, Bedoya, Millan y Benavides (2012) “Papaina extraida a partir de la
cascara de la papayuela perteneciente a la especie (Carica papaya L.), por medio de
microondas con aplicacion en el ablandamiento de la carne bovina.” La papaina es
una enzima comunmente empleada en el ablandamiento de carnes, pero su obtencion
a escala industrial se basa en la extraccion por medio de incisiones longitudinales a la
papayuela, técnicamente llamadas “lechado con bastidor”, y posteriormente es secada
por medio de horno convencional, aspersion o liofilizacién. Estos procesos toman
tiempo y presentan pérdidas del extracto durante la transformacion hasta obtener el
producto final debido a la extensa manipulacion, lo cual puede afectar su actividad
enzimatica. Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la extraccion de papaina

usando el microondas, como apertura a un area de conocimiento no estudiada y
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alternativa para el aprovechamiento de residuos de la agroindustria. Consistio en
varias etapas: la primera fue la caracterizacion fisicoquimica del fruto para
estandarizar la materia prima, seguida por la extraccién a partir de las cascaras de
papayuela (Carica Papaya L.) en presencia de etanol analitico. Se establecieron las
condiciones del microondas con una potencia de 390 W a un tiempo de 30 segundos.
Posteriormente, el extracto se filtr6 y se concentrd para ser aplicado sobre trozos de
carne bovina corte posta durante 60 segundos. El efecto del extracto sobre el
ablandamiento de la carne se verificé mediante el analisis de perfil de textura, durante
los tiempos de: 0 (textura inicial), 5 y 10 minutos. El andlisis estadistico reportd
diferencias significativas respecto a la dureza de los trozos de carne a los 5 minutos
de almacenamiento, comparado con los demas tiempos, y alcanz6 un ablandamiento
de 50%. Aportandole a nuestra investigacion que la extraccion de la papaina por
microondas es una alternativa para la obtencion de esta enzima en tiempos mas cortos

evitando la degradacion de la misma, en comparacion con los métodos tradicionales.

Arias y Lopez, 2013. “Comparacion de los métodos de extraccion de la
pectina contenido en el albedo de la Naranja (Citrus Sinensis L.)” Este trabajo
tuvo como objetivo evaluar las condiciones de operacion que influyen en la
extraccion de la pectina del albedo de naranja, mediante los métodos de Extraccion
Soxhlet, Hidrodestilacion (HD), Hidroextraccion, Extraccién Asistida por
Microondas (EAM), Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU) e Hidrolisis Acida
(HA), la posterior caracterizacion de los extractos obtenidos y la eleccion del mejor
método de extraccién basado en los rendimientos. Se seleccionaron las naranjas de
jugo o criollas adquiridas en Caracas. Mediante la extraccion Soxhlet se determinaron
las condiciones de humedad (albedo seco o himedo), tamafio (0,5;1;1,5) cm?
relacion materia vegetal/solvente entre (1:3-1:6), madurez, almacenamiento de los
albedos (frescos o refrigerados) y el mejor solvente a usar (metanol, etanol, I-
propanol, agua destilada, acetona, acetato de etilo y hexano), obteniendo como
mejores parametros, albedo himedo y fresco de 0,5 cm? mejor solvente etanol
comercial (96 %) y relacion materia vegetal/solvente 1:5 (%p/v) con un rendimiento
de 31,70% (p/p) en base seca. Para EAM se realizé un barrido de potencia entre (10-
100) % y se varid la relacion materia vegetal/solvente entre (1:2-1:5), obteniendo
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como mejor potencia 60%, un tiempo de 30 segundos y relacion materia
vegetal/solvente 1:4 con un rendimiento de 17,91% p/p. En EAU se trabajo con
temperaturas de (30, 45, 60) °C con tiempos de (20, 40, 60) min y una relacion
Soluto/Solvente de 1:4, donde se obtuvo un rendimiento de 22,07% (p/p) para un
tiempo de 40 minutos a una temperatura de 60°C. En HA se trabajé con una
temperatura de 60°C, tiempo de 30 minutos y se vario el pH (1.5;2;3) obteniéndose
pH de 2 como el mejor con un rendimiento de 28,25% En Hidroextraccion se obtuvo
un rendimiento de 35,06 % p/p y en HD se obtuvo un rendimiento de 19,05% p/p. En
la Espectroscopia de Infrarrojo, se confirmd la presencia de pectinas en los extractos
obtenidos, mediante la identificacion de los grupos funcionales de las pectinas.
Finalmente, al comparar los resultados de todas las técnicas de extraccion mediante
sus rendimientos y tiempos de extraccion, el mejor método a nivel industrial es la HA
y a escala de laboratorio es la EAU.

El trabajo de investigacion realizado por Arias y Ldpez aplica la extraccion
tipo Soxhlet, extraccion asistida por microondas y la extraccion asistida por
ultrasonido, las cuales son empleadas en este estudio para la extraccion de papaina,
tomando como referencia la metodologia experimental empleada para la extraccion
de la pectina contenido en el albedo de la naranja, en la extraccion de la papaina
contenida en la semilla de la lechosa.

Febresy Guerra (2013) “Evaluacion de la relacion semilla/solvente para la
extraccion de la papaina contenida en la semilla de la lechosa “Carica Papaya L.”
Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la relacion de semilla/solvente que influyen
en la extraccién de papaina presente en la semilla de la lechosa “Carica Papaya L.”
utilizando el método convencional de extraccion tipo Soxhlet. La extraccion se
realiz6 con semillas himedas por el método Soxhlet por 24 horas utilizando como
solvente agua destilada y probando la relacion materia vegetal de 1:5, 1:10 y 1:15. De
la investigacion se obtuvo que con la relacion 1:5 no se podia realizar la extraccion ya
que el mismo se agotaba interrumpiendo el proceso, mientras que con la relacién 1:10
el rendimiento obtenido fue de 9,42% p/p, y con una relacion 1:15 un rendimiento de
12,48% p/p siendo la mejor relacion de semilla/solvente 1:15. Se seleccion0 este
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trabajo de investigacion como antecedente ya que le aportd a esta investigacion la

relacion a utilizar en la extraccion de la papaina contenida en la semilla de la lechosa.
1.3. OBJETIVOS

En base a la informacidén presentada, en este trabajo de investigacion se

planted el siguiente objetivo general y los objetivos especificos

1.3.1 Objetivo General

Evaluar los métodos de extraccion de la papaina contenida en la semilla de la

lechosa “Carica Papaya L.”
1.3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el solvente mas eficiente, empleando el método de Extraccion
Convencional tipo Soxhlet, mediante el rendimiento del extracto obtenido

2. Determinar el tiempo maximo de residencia y la mejor potencia de extraccion
a utilizar, empleando el equipo de Extraccion Asistida por Microondas (EAM),
a partir del rendimiento del extracto obtenido.

3. Determinar el tiempo de residencia y la mejor temperatura de extraccion a
utilizar, empleando el equipo de Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU),
considerando el rendimiento del extracto obtenido.

4. Comparar los rendimientos de los métodos aplicados en la extraccion de la
papaina presente en la semilla de la lechosa “Carica Papaya L.”.

5. Determinar la presencia de papaina mediante la caracterizacion de los extractos
obtenidos por la técnica de Espectroscopia de Infrarrojo (IR).

6. Analizar la actividad enzimatica de la papaina obtenida de la semilla de la

lechosa “Carica Papaya L.”, con el método de Balls and Hoover.

10



CAPITULO II

MARCO TEORICO

En este capitulo se describen los aspectos tedricos asociados a este Trabajo
Especial de Grado, especificamente de la fruta lechosa y los compuestos que
contiene, asi como sus especificaciones quimicas. Posteriormente, se desarrollan los
conceptos relacionados con las diferentes técnicas de extraccion y los solventes

empleados, y por ultimo las técnicas analiticas de caracterizacion de los extractos.

2.1. LECHOSA (Carica Papaya L.)

La papaya, comunmente llamada lechosa, es una de las frutas tropicales mas
conocidas y consumidas a nivel mundial, la planta se cultiva extensamente en los
paises del trépico y subtrdpico. La lechosa es una baya de tamafio, peso y forma
variable, ya que depende de la variedad o seleccion. Mide de 10 a 60 cm de largo,
siendo el color de la pulpa también variable con la seleccién, normalmente es
amarilla o rojo-anaranjada, de textura suave y de un espesor de 3 a 5cm. En la
superficie del fruto se puede encontrar surcos poco profundos, la piel del fruto es
suave Yy contiene un liquido lechoso y blanco llamado latex, que al ir madurando el
fruto éste va desapareciendo, la cascara se torna de verde oscuro a verde claro y luego
a amarillo-dorado. Las semillas se encuentran dentro de la cavidad interna del fruto,
éstas son esféricas, pequefias y negras y estan envueltas en una capa mucilaginosa
Ilamada sarcotesta o cubierta (Fundacion del Desarrollo Agropecuario, 1998).

A continuacién en la Figura N° 1 se observa la lechosa con un corte

transversal para poder visualizar el interior de la misma.

Figura N° 1. Fruto de Lechosa. (Fundacién del Desarrollo Agropecuario, 1998)
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Ademaés de tener un agradable sabor es bastante saludable, con un valor
nutritivo alto, aportando con solo 100 gramos los requerimientos minimos diarios de
vitamina C y la mitad de vitamina A, ésta a su vez posee complejos de vitamina B
(B1, B2, B12), igualmente es una fuente importante de fosforo y calcio (Ferrer,
Gutiérrez, & Velasquez, 2009), como se puede observar en la Tabla N°1.

Tabla N° 1. Contenido de Nutrientes en 100g de pulpa fresca de Lechosa. (Guerra & Quijano, 2012)

COMPONENTES UNID. VERDE MADURO
MED.

Calorias
Valor Energeético Cal 28 32
Componentes Mayores
Humedad % 91,6 90.7
Proteina g 0.8 0.5
Grasa g 0.1 0.1
Carbohidratos Totales g 6.9 8.3
Fibra g 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 (B) mg 0.04 0.03
Riboflavina (B2) mg 0.04 0.04
Acido Ascérbico mg 36.0 46.0
Niacina (B5) mg 0.2 0.3
Porcion no Comestible
Céscara % 18.0 25.0
Semillas % 6.0 19.0

En Venezuela, se tienen dos importantes regiones productoras de lechosa, la
del Sur del Lago de Maracaibo y la de Trujillo. Ademas en pequefia proporcion se
cultiva en los estados Anzoategui, Aragua, Carabobo, Cojedes, Falcén, Lara,

12



Monagas y Portuguesa. Es importante destacar que dentro de las poblaciones de

lechosa mas cultivadas en el pais estdn “Cartagena”, “Cubana”, “Paraguanera”,

“Hawaiana”, “Roja” y “Maradol” (Lugo & Fuguet, 2004).

En la actualidad existe un gran interés en los compuestos naturales de la
lechosa, ya que tienen propiedades medicinales. Algunos de estos componentes se
utilizan ampliamente en la industria farmacoldgica, como lo son la carpaina, la
papaina, la quimopapaina y el bencil isotitiocinato. (Fundacion del Desarrollo

Agropecuario, 1998).
2.2. PAPAINA

La papaina es una enzima sulfhidrilica, sabiendo que las enzimas son
biocatalizadores que aceleran las reacciones quimicas, estas moléculas proteinicas
energizadas son necesarias practicamente para todas las actividades bioguimicas que
se llevan a cabo en el organismo, si no fuera por su accion catalitica la mayoria de las
reacciones serian demasiado lentas para sostener la vida (Koolman & Rohm, 2004).

Esta enzima se extrae cominmente del latex de la papaya (Carica papaya L)
donde se encuentra en una concentracion aproximadamente de 10% (Badui, 2006).
Uno de los primeros cientificos en caracterizar a la papaina fue Balls, quien en 1937
logré aislar y cristalizar esta enzima, desarrollando un proceso para la purificacion y
el aislamiento de la papaina en el estado cristalino nativa a partir de latex fresco
(Balls, Lineweaver, & Thompson, 1937). Sin embargo, este método fue
posteriormente modificado por Kimmel & Smith en 1954, utilizando latex seco
disponible en el mercado y ha sido el método clasico para la preparacion de la
papaina durante muchos afios. (Fosado, 2011).

Actualmente, esta enzima se encuentra disponible de manera comercial y
usualmente, se purifica mediante columnas de afinidad. Algunas de sus propiedades
fisicoquimicas son: masa molecular de 23.350 Da, punto isoeléctrico de 8.75 y
coeficiente de extincion molar de 2.5 mL mg-1 cm-1 a 278 nm. La actividad 6ptima
de la papaina se encuentra en un intervalo amplio de pH, entre 6.5 y 7.8, mientras que

con respecto a la temperatura, un incremento muy elevado favorece la
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desnaturalizacion y consecutivamente la proteina pierde su capacidad catalitica, por
esta razon cada enzima tiene un intervalo 6ptimo de temperatura. Para la papaina el
incremento de temperatura favorece su actividad enzimatica, hasta llegar a la
temperatura de maxima actividad que corresponde a 60 °C. A temperaturas mayores
su actividad enzimatica disminuye, hasta desnaturalizarse a mas de 85°C. La papaina
posee una alta termoestabilidad, 70% de actividad enzimética a 70°C, propiedad que
la hace interesante como proteasa de alto espectro. (Villacrés, 2001).

La papaina pura, es una proteina constituida de 212 residuos aminoacidicos.
Estos residuos se localizan enrollados en dos partes separadas por un puente que tiene
un lugar activo con un grupo tiol (SH) libre de un residuo de cisteina, de ahi proviene
su nombre de cistein-proteasa. Esta molécula es similar a la proteasa humana, se
estabiliza debido a la presencia de puentes disulfuro formados por enlace de
amino&cidos cisteina en su estructura. (Fosado, 2011)

A continuacion se muestra la Figura N° 2, donde se tiene la Estructura
cristalografica de la papaina. Se observa a la derecha el dominio | predominantemente
hélice o y a la izquierda el dominio Il hoja B, asi como residuos de aminoacidos

responsables de la actividad.

Dominio hoja B Sitio
activo /@

Figura N° 2. Estructura cristalografica de la papaina. (Fosado, 2011)

La estructura tridimensional de la papaina ha sido determinada por
cristalografia de rayos X a diferentes resoluciones. (Jurnak & Mcpherson, 1987) Uno
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de sus dominios se caracteriza por tener estructura secundaria de tipo hélice a
(residuos 10 a 111 y 208 a 212), mientras que el otro dominio estad formado por giros
y hojas B (residuos 1 a9y 112 a 207).

En su estado nativo, el interior de cada uno de sus dominios contiene cadenas
de aminoéacidos predominantemente no polares, no obstante en la interface también
existen aminoacidos polares. La conformacién en dos dominios estructurales es una
caracteristica comun en las proteasas cisteinicas; sin embargo, el numero de
aminoécidos no polares presentes en la interface varia de manera considerable en
cada uno de los miembros de esta familia. También, cerca de la interface se localizan
los residuos de aminoacidos que conforman el sitio activo de esta macromolécula
Cis25, Hisl59 y Asnl75. (Drenth, Jansonius, Koekoek, & Wolthers, 1971). En la

Figura N° 3, se presenta la Estructura de la papaina.

: B OH
NH
o N
JJU H
= i
. S
\“‘ g H’,
w & : 0
HoN
OH

Figura N° 3. Estructura de la papaina. (Perry & Hegeman, 2007)

2.2.1. Aplicaciones Industriales

La papaina por ser una proteasa de origen vegetal, es capaz de hidrolizar el
enlace peptidico de las proteinas; una de sus principales aplicaciones a nivel
industrial es el ablandamiento de carne, gracias a su actividad sobre el tejido
conectivo de colageno y elastina teniendo menor preferencia por las proteinas de las
fibras musculares. En algunos paises era practica comun la inyeccion de soluciones
de esta enzima en el sistema circulatorio de los animales antes de su sacrificio, con lo

cual se logra que se distribuya de forma homogénea, ya que su accion provoca que
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los tejidos se suavicen, por otra parte existen en el mercado diversos productos a base
de papaina, cloruro de sodio y glutamato monosodico que se usan en las cocinas
familiares para ablandar la carne; esta enzima es adecuada para este fin ya que actta a
bajas concentraciones y ademas, es muy estable a temperaturas altas. (Badui, 2006)

Otra aplicacion importante es en la produccion de cerveza. Durante el
almacenamiento en frio después de la fermentacion, la cerveza puede producir un
enturbiamiento indeseable provocado parcialmente por la proteina propia de la
materia prima empleada; la papaina en concentraciones bajas (10ppm) ayuda a evitar
este problema ya que hidroliza los polipéptidos responsable del enturbiamiento.

En la industria cosmética es una enzima muy apreciada ya que se utiliza
gracias a su poder desmanchador y cicatrizante. Por otra parte en la industria
farmaceutica es empleada en la fabricacion de medicinas para la digestion, reducir la
hinchazon, fiebre y adhesiones post cirugia. (Villavicencio, 2011).

En la actualidad existen distintos métodos para comprobar la actividad de las
enzimas proteoliticas entre los mas conocidos estan el método Sérensen, el Anson y
el Balls y Hoover.

El método Sorensen, también conocido como titulacion formolica, mide
directamente la hidrdlisis de una proteina-substrato realizada por una cantidad
conocida de enzima. Durante este proceso las uniones peptidicas se rompen liberando
grupos Carboxilos (-COOH) y Amina (-NH,). Para hacer posible la titulacion de los

grupos carboxilos, los grupos basicos se bloquean con el aldehido formico.

Por otra parte se encuentra el método de Anson o también Ilamado método de
la Hemoglobina, es uno de los mas utilizados para estimar prote6lisis. El substrato
que es la hemoglobina desnaturalizada, se digiere bajo condiciones estandares. La
proteina no digerida se precipita con &cido tricloroacético. La cantidad de proteina no
precipitada se valora con reactivo fendlico. Al aplicarse este método para determinar
papaina es necesario la presencia de un agente reductor, como cianuro, pues de otro

modo la hemoglobina inactiva parte o toda la papaina, por oxidacién. (SISIB, 2010)
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Ademas se tiene el método Balls y Hoover o el método de coagulacion de la
leche, este método confia en la capacidad de la papaina en coagular la leche. La
principal desventaja de este método radica en el hecho de no medir la protedlisis total,
es decir, la hidrolisis de un substrato de proteina, por el contrario, mide la actividad
de la coagulacion de la leche. Sin embargo, la coagulacion de la leche es una
propiedad caracteristica de los componentes proteoliticos de este grupo de enzimas
por lo que puede ser usada con seguridad en la medicién proteolitica. Esto ocurre
gracias a que del total de las proteinas presentes en la leche un 80% es caseina, ésta
una vez que pierde su solubilidad en la leche precipita, formando lo que cominmente
se denomina coagulos, esto también puede ocurrir por accidon enzimatica debido a la
capacidad que tienen las enzimas proteoliticas de hidrolizar el enlace peptidico

presente en la caseina. (SISIB, 2010).
2.2.2. Mercadeo de la Papaina (Fernandez, 2005).

El crecimiento del negocio relacionado con la papaina ha venido en ascenso
en los Gltimos afios de tal manera que se calcula que entre el 50% y el 70% del
mercado mundial corresponde a las industrias relacionadas a la alimentacion. Por otro
lado, todas las propiedades que contiene la papaina no han podido ser reproducidas en

una enzima sintética, lo que la vuelve insustituible en muchas de sus aplicaciones.

Se estima que actualmente el mercado de la papaina fluctta entre 900 y 1000
toneladas de esta enzima al afio y el precio al que se vende la papaina altamente
refinada es superior a los US$100 por Kilogramo, pudiendo alcanzar un valor de US$
150 a 190 por Kilogramo, que es el precio medio dentro de esta enzima altamente
refinadas.

2.3. METODOS DE SEPARACION

Las mezclas estan compuestas por la unidn fisica de dos o mas sustancias, y
frecuentemente existe la necesidad de obtener en forma pura alguno de esos
componentes. Los métodos de separacion se basan en diferencias entre las
propiedades fisicas de los componentes de la mezcla (Martinez, 2010), por ejemplo:
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punto de ebullicion, densidad, presion de vapor, solubilidad, etc. Entre los métodos

de separacion se tienen:

2.3.1. Filtracion

Si la fase dispersa es insoluble y de grano relativamente grande, lo cual es
caracteristico de las suspensiones. EI método de filtracion consiste en una barrera,
que puede ser de malla, fibra, material poros o un relleno sélido, que retiene el

sedimento y el filtrado obtenido queda practicamente libre.

2.3.2. Evaporacion

Este método consiste en aprovechar que unas sustancias se evaporan cuando
se exponen al aire o cuando se calientan moderadamente, mientras que otras no lo
hacen, es decir, aprovecha las diferencias de punto de ebullicion entre los

componentes de la mezcla.

2.3.3. Destilacion

Este método consiste en separar los componentes de las mezclas basandose en
las diferencias en los puntos de ebullicion de dichos componentes. Es el
procedimiento utilizado para separar dos liquidos que se encuentran disueltos. Es
importante sefialar que un compuesto de punto de ebullicion bajo se considera
“volatil” en relacion con los demas componentes de puntos de ebullicion mayor. Los
compuestos con una presion de vapor baja tendran puntos de ebullicion altos y los

que tengan una presion de vapor alta tendran puntos de ebullicion bajos.

Los tipos de destilacion mas comunes son: la destilacion simple, destilacion
fraccionada y la destilacion por arrastre con vapor. En la destilacion simple, el
proceso se lleva a cabo empleando una sola etapa, es decir, que se evapora el liquido
de punto de ebullicion mas bajo o mayor presion de vapor, y se condensa usando un
refrigerante. En la Destilacion fraccionada el proceso se realiza en multiples etapas
por medio de una columna de destilacion en donde se llevan a cabo continuamente

numerosas evaporaciones y condensaciones. Al ir avanzando a lo largo de la
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columna, la composicion del vapor es més concentrada en el componente mas volatil
y la concentracion del liquido que condensa es mas rica en el componente menos
volatil. Por dltimo en la Destilacion por Arrastre con Vapor se hace pasar una
corriente de vapor a través de la mezcla de reaccién y los componentes que son

solubles en el vapor son separados. (Cuevas, 2003).

2.3.4. Extraccion

La extraccion es un proceso de separacion donde dos sustancias inmiscibles
entre si, se ponen en contacto a traves de una inter-fase, y las sustancias a separar se
disuelven en diferente proporcion en las distintas fases segun el grado de afinidad.
(King, 1980).

La extraccion es una operacion unitaria de transferencia de materia basada en la
disolucién de uno o varios de los componentes de una mezcla (liquida o que formen
parte de un solido) en un solvente selectivo. Se diferencian segin donde se encuentre
la materia a extraer, en caso de estar en un solido, corresponde a una extraccion
solido-liquido, y de encontrarse en un liquido se denomina extraccion liquido-liquido.
En este Gltimo caso el disolvente debe ser inmiscible con la fase liquida que contiene
el soluto. (Costa, Cervera, & col., 1984).

a) Extraccion liquido-liquido:

La extraccion de un componente de una mezcla liquida mediante un disolvente
tiene ciertas ventajas ante el uso de la separacion por destilacion:

v’ Las instalaciones son mas sencillas

v’ Es posible separar componentes sensibles al calor sin necesidad de hacer una
destilacion al vacio.

v' La selectividad del disolvente para componentes de naturaleza quimica
parecida permite la separacion de grupos de componentes, imposibles de
lograr basandose s6lo en el punto de ebullicion.

b) Extraccion solido-liquido:

Esta operacion también recibe el nombre de lixiviacion, percolacion o lavado,

dependiendo de las aplicaciones a la que se destine. Si se pretende eliminar un
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componente no deseado de un sélido, se habla de lavado. Si el componente extraido
posee un valor importante se denomina lixiviacion. La palabra percolacion, se refiere
a la forma de operacion (vertido de un liquido sobre un sélido), que al objetivo en si.
(Costa, Cervera, & col., 1984).

La extraccion solido-liquido es altamente empleada en las industrias quimicas,
este proceso se realiza por cargas en forma continua o semicontinua, con condiciones
de operacion por etapas 0 en continuo contacto. Para favorecer la extraccion solido-
liqguido se debe disminuir el tamafio de la particula para aumentar el area de
transferencia de masa, y favorecer la difusion, que es un proceso fisico irreversible,
en donde la transferencia de moléculas de un lugar a otro se lleva a cabo en un medio
cualquiera por diferencia de concentracion. (Welty, Wicks, & Wilson, 1998).

La extraccion solido-liquido es analoga a la operacion de absorcion. El
disolvente contenido en las corrientes de extracto y refinado debe separarse y
recircularse, para la economia de la operacion; eso se consigue generalmente por
destilacion.

En la extraccion solido-liquido se acostumbra a trabajar por cargas o en
semicontinuo, por la dificultad de manipulacion del solido que hay que someter a
extraccion. En la Figura N°4 se presenta un esquema de extraccion sélido-liquido por

contacto continuo.

Producto
Alimentacién Extracto | Eliminacién Extraido

“| de Solvente

Columna
de
Extraccion

Disolvente

Depésito de
Refinado Disolvente

Producto
Refinado | Eliminacién
i de

Disolvente Disclveste

Figura N° 4. Extraccion sélido-liquido por contacto continuo, con recuperacion de disolvente.
(Elaboracion propia).
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Al culminar el proceso de extraccion (cuando se retira el material de extraccion
del solvente) aun existe cierta cantidad de solucion (solvente y extracto) retenida en
las particulas solidas por fuerzas de adhesion. Es por esta razon que ningun proceso

de extraccion es completo.
2.3.5. Técnicas de Extraccion

Actualmente, en la industria existen una gran variedad de métodos para
realizar la separacién de dos o mas sustancias, esto depende de las propiedades
fisicoquimicas de cada materia a utilizar y de la fuerza impulsora o principio a través
del cual es mas factible desarrollar el proceso. EI mecanismo de extraccion involucra
dos fendmenos fisicos, como lo son: la difusion, que se lleva a cabo a través de la
pared celular y la conveccion que arrastra el contenido una vez que las paredes

celulares se han roto. (King, 1980).

2.3.6. Extraccion Continua

Para efectuar una extraccion eficiente y “agotar” el material que se esta
extrayendo, generalmente se requieren volimenes muy grandes del disolvente de
extraccion, es por ello que el costo y la manipulacion de tales cantidades hacen
impréactica la operacion. En estos casos, es necesario el uso de aparatos que por su

disefio ahorran tiempo y dinero.
2.3.7. Extraccion tipo Soxhlet

Soxhlet es la técnica mas antigua para la extraccion de compuestos organicos en
matrices solidas. Desarrollada en 1879, es actualmente aceptada por la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA), como método 3540C, y usada como procedimiento de
referencia con respecto al que se validan otras técnicas mas actuales. (Canosa M. ,
2009).

Es un método de extraccién continuo que se utiliza para materiales sélidos.
Consiste en colocar el material a extraer en la camara de extraccién, conectada por

una parte a un balon de destilacion y por otra a un refrigerante. El disolvente
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contenido en el baldn se calienta hasta que ebulle, el vapor asciende por el tubo
lateral y se condensa, cayendo gota a gota sobre el material que se le realiza la
extraccion. El disolvente caliente contacta con el sélido y empieza a producirse la
transferencia de masa. Cuando alcanza el nivel conveniente de la altura de la cdmara,
éste es succionado por efecto sifon y devuelto al matraz inferior. El proceso se repite
hasta conseguir el agotamiento deseado del material. (Lamarque & col., 2008).

A continuacién, se muestra en la Figura N°5 el montaje del equipo de soxhlet

empleado para realizar extracciones sélido-liquido.

Entrada
de aguna

condensado” <~ , Ascenso
| | devapores
| ‘, 1
Sifén — “ e Cartucho
! ) de celulosa
|| {25
:hl
| |'
Regresodel . -t
solvente + extracto
Manta de

>

* 4 calentamiento

Figura N° 5. Extractor sélido-liquido. (Lamarque & col., 2008)

Las principales ventajas y desventajas del uso de esta técnica de extraccion
son las siguientes: (Landaeta & Orta, 2010).
Ventajas:
v" El solvente puro y la muestra se encuentran en contacto directo en repetidas
ocasiones, lo cual mejora la extraccion.
v No requiere filtracién posterior, quedando sélo el analito.
v Gran capacidad de recuperacion del solvente.

v Poca complejidad para su uso.
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Desventajas:

v’ El tiempo de operacién normalmente es de 24 horas, por lo cual es un proceso
lento.

v' Se necesita gran cantidad de solvente.

v No se aplica a analitos que sus componentes se descompongan por la adicion
de calor.
v Necesidad de una etapa posterior de separacion del solvente y el compuesto.

2.3.8. Extraccidn Asistida por Microondas (EAM)

Las microondas, son ondas de energia de alta frecuencia, imperceptibles al ojo
humano y muy pequefias, que viajan a la velocidad de la luz, constituyen el espectro
electromagnético y su region se encuentra entre las ondas de radio y las de radiacion
infrarrojo del espectro. Una de sus caracteristicas principales es producir cambios en
la rotaciébn molecular y en la movilidad i6nica del medio sin alterar la muestra
original.

La extraccion asistida por microondas se basa en el uso de la energia de
microondas para lograr que los compuestos de interes se trasladen de la muestra a un
disolvente adecuado. Es una técnica rapida, que utiliza voliumenes pequefios de
solvente y que permite el control de una serie de parametros que afectan a la eficacia
de la extraccion. (Canosa M. , 2009).

El calentamiento inducido por la energia de microondas se fundamenta en la
orientacion de dipolos sometidos a una radiacion electromagnética de frecuencia
comprendida entre los 100 MHz y los 3 GHz. En presencia del campo
electromagnético, los dipolos se orientan preferentemente en una determinada
direccion, volviendo a un estado desordenado cuando el campo se extingue. La
friccion entre moléculas causada por estos movimientos provoca la emision de
energia calorifica. A 2.5 GHz (frecuencia a la que operan los extractores de
microondas), el alineamiento de moléculas polares seguido del correspondiente
retorno al estado desordenado, ocurre aproximadamente a 5 x10° veces por segundo,

lo cual provoca un calentamiento sumamente rapido. (Canosa M. , 2009)
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La aplicacion de la energia de microondas puede llevarse a cabo en recipientes
sellados (bajo control de presién y temperatura) o en vasos abiertos (presion
atmosférica). En el primer caso, el disolvente puede calentarse por encima de su
punto de ebullicidn a presién atmosférica, mientras que usando recipientes abiertos, la
temperatura méxima alcanzada corresponderd a la del punto de ebullicién del
disolvente a presion atmosférica.

Los parametros que afectan a la eficiencia de la extraccion son la naturaleza
del disolvente, la temperatura, la potencia, el tiempo de extraccion y la naturaleza de
la matriz. La temperatura ayuda a aumentar la difusividad de los analitos desde la
matriz al disolvente. El efecto de la energia de microondas es fuertemente
dependiente de la naturaleza del disolvente y de la matriz.

La cantidad de energia aplicada es un parametro a controlar, debido a que
puede producir un calentamiento excesivo de la muestra. El tiempo de extraccion
también es controlado, debido a que valores excesivamente largos podrian causar la
degradacion de los compuestos. (Canosa M. , 2009)

En el espectro electromagnético, la radiacion microonda se encuentra en el
area de transicion entre la radiacion infrarroja y las ondas de radiofrecuencia, como se

muestra a continuacion en la Figura N° 6. (Carballido, 2008)

Nombre comin In']o R-X
Microondas vigiov Ram»
Lu‘gitud de onda | | | 1 l' I —1 | | - | ‘ | l —1 | 1 [
A(m) 109 10° 1 102 10% 10° 10% 107" 10" 10"
Tamafio de \\%{ ) - o
una onda ' ; =
/u N i ey vasra B
R‘CMX Nxioo
#oeicd
Casa "x':'
Frecuencia L g ' 5 M de il - | T _ g1 4 ) 5 |
(H2) 107 10° 107  10? 10 10 10" 10'7 109 102" 1023

Figura N° 6. Espectro electromagnético. (Carballido, 2008)
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La radiacién microonda esta constituida por un campo eléctrico y un campo
magnético, aunque sélo el campo eléctrico transfiere la energia que conduce al

calentamiento de las sustancias. (Carballido, 2008)

A continuacion se presenta la Figura N°7 donde se observa los parametros en

una onda electromagnética.

Figura N° 7. Onda electromagnética. (Carballido, 2008)

En donde:

E = Campo eléctrico

H = Campo magnético

A = Longitud de onda (2.2 cm de 2450 MHz)
¢ = Velocidad de la luz (300 000 Km/s)

El equipo de microondas esta constituido por un magnetrén, éste es un
oscilador que convierte el pulso de alto voltaje en potencia. Ademas contiene una
cavidad, en donde las ondas interactdan con el sistema. (EIKhori, Pare, Bélanger, &

Pérez, 2007).

25



Magnetrén

Guia de ondas

Enchufe
Cavidad del

microondas

Puerta del
microondas

Figura N° 8. Modelo de equipo de Extraccion Asistida por Microondas. (EIKhori, Pare, Bélanger, &

Pérez, 2007)

Esta técnica relativamente nueva ha generado cierto interés en el campo de los

alimentos, debido a que la extraccion es muy rapida y eficiente debido a la

solubilidad de los solventes con la materia prima. El proceso de Extraccion Asistida

por Microondas posee varias ventajas, entre las cuales se encuentran las siguientes:

v
v

v
v

Tiempos cortos de operacion.

Por el movimiento molecular, se presentan la agitacion y la extraccion
simultaneamente.

Bajo consumo de solvente.

Se logran alcanzar altas temperaturas.

Bajo consumo de energia.

Entre las desventajas principales que tiene esta técnica tenemos las siguientes:

v

v

En

Necesidad de un proceso de filtracion posterior a la extraccion para separar el
extracto de la materia prima.

Existencia de puntos frios y puntos calientes donde la radiacion no es aplicada
uniformemente.

Sobrecalentamiento de la muestra. (EIKhori, Pare, Bélanger, & Pérez, 2007).

el proceso de Extraccion Asistida por Microondas se debe tener en cuenta

varios factores implicados: estos son (Mandal, Mohan, & Hemalatha, 2007).
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2.3.8.1. Seleccidn del Solvente

Es imprescindible que el solvente escogido sea soluble con el compuesto
activo de la materia prima y tener una alta selectividad. Lograr una facil separacion
del solvente con el compuesto activo, y que simultdneamente se trate de un proceso

rentable son pardmetros importantes para la seleccion del solvente.
2.3.8.2. Potencia

Se expresa en valor porcentual y es directamente proporcional a la
temperatura alcanzada por el material vegetal. Emplear una alta potencia produce un
rompimiento de la pared celular. Por otro lado, al realizar la extraccion a baja
potencia, la ruptura de la pared celular ocurre gradualmente, por lo que la extraccion

es mas selectiva.
2.3.8.3. Tiempo de extraccion

Es una variable importante en la extraccion, ya que al aumentar el tiempo
aumenta la cantidad de compuesto activo extraido, aunque puede ocurrir degradacion
de ciertos componentes de la materia prima. Para evitar esta degradacion, se debe

trabajar con tiempos cortos de extraccion.
2.3.8.4. Tamafio de particula

Tomado en cuenta el principio de transferencia de masa, en donde a menor
tamafio de particula, mayor es el area superficial por lo cual se beneficia este
fendmeno. Por otro lado, el tamafio de particula afecta el alcance de la microonda en
el interior de la materia vegetal, la temperatura y la uniformidad del calentamiento.
(Incropera & DeWitt, 1999).

2.3.8.5. Constante dieléctrica ( €’):

Describe la capacidad de una molécula a ser polarizada por un campo
eléctrico; indica la capacidad de aumento de temperatura del material mediante
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radiacion de microonda. El factor de pérdida dieléctrica (¢’”), describe la capacidad
del material para disipar la energia eléctrica, expresa la eficiencia de conversion de
microondas en calor. Es por ello que, los disolventes polares tales como agua, etanol
y metanol se calientan con facilidad, al contrario de los disolventes no polares, como
hexano y tolueno, en donde las microondas no tienen efecto. El factor de disipacion,
también llamado tangente de pérdida (tan 0), es una relacion de la pérdida dieléctrica
(¢”’) a la constante dieléctrica (¢’). Expresa la capacidad de un material para absober

energia electromagnética.

Las moléculas polares y los acidos absorben altamente las microondas por
poseer una constante dieléctrica muy elevada, mientras que solventes no polares
como el hexano o el tolueno casi no absorben energia por poseer una constante
dieléctrica muy baja. (Arias & Lopez, 2013). Seguidamente se presenta la Tabla N° 2
las constantes dieléctrica y factor de disipacion de solventes mas usados para

extracciones.
Tabla N° 2. Constantes dieléctricas y factor de disipacién de solventes mas usados para extracciones.

Punto de
. L Constante Momento
Solvente Polaridad ebullicion

dialéctricaa 25°C dipolar a 25°C

Metanol Polar 65.00 32.70 1.70
Etanol (99,98%) Polar 78.30 24.50 1.69
I-Propanol Polar 82.00 17.90 1.66
Agua destilada Polar 100.00 80.10 1.82
Acetona Polar 56.00 20.70 2.85
Acetato de etilo No Polar 77.00 6.02 1.88
Hexano No Polar 69.00 1.89 0.00

28



2.3.8.6. Mecanismos de extraccion asistida por microondas. (Zhuoyan, 2010).

A continuacion se enumeran los mecanismos para realizar la extraccion de un

soluto de una muestra usando microondas:

a) Mecanismo I: la muestra se sumerge en un disolvente o0 mezcla de disolventes
que posean la propiedad de absorber altamente la energia de las microondas y
producen un calentamiento.

b) Mecanismo Il: es posible extraer la muestra combinando disolventes polares
que absorban las microondas y no polares que extraigan el soluto.

c) Mecanismo Ill: se emplean disolventes transparentes a las microondas para
extraer el soluto. Esto se emplea a las muestras que por si solas son capaces de
absorber la energia de microondas, sobre todo aquellas con un elevado

contenido de agua.

2.3.9. Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU)

El ultrasonido es utilizado por la posibilidad de realizar evaluaciones no
invasivas ni destructivas, y por ser fuente de energia, segun el Centro de Sonoquimica
de la Universidad de Coventry en Reino Unido. El ultrasonido provee una excelente
forma de energia para la modificacion de las reacciones quimicas, y mucho mas
eficiente que las normalmente usadas (temperatura y luz). Esta herramienta se
denomina Sonoquimica. Los ultrasonidos son formas de energia de alta frecuencia
que son imperceptibles por el oido humano. Son vibraciones que se desplazan en un

medio causando compresion y expansion del material. (Mason, 1999).
2.3.9.1. Aplicaciones del ultrasonido

Las aplicaciones del ultrasonido pueden dividirse en ultrasonido de sefial y de

potencia.

Ultrasonido de sefial (100 kHz a 1MHz): se emplean para monitorear un proceso o la

obtencion de un producto especifico, son sefiales de baja intensidad. Algunos
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ejemplos de su aplicacién en la industria alimenticia son, medida del grosor de
cascaras de huevos, deteccion de agujeros en quesos y papas, medicion de estado de
maduracion de algunas frutas y legumbres, determinacion de propiedades reoldgicas
en quesos, propiedades de texturas en frutas y determinacion de edad de huevos y
papas. (Mulet, Benedito, Bon, & San juan, 1999)

Ultrasonido de Potencia (18-100 kHz): son sefales de alta intensidad que se
utilizan para modificar un proceso o un producto. Con una frecuencia mas baja y
mayor potencia producen cambios fisicos y quimicos en el medio a través de la
generacion y luego el colapso de burbujas de cavitacion, las cuales se forman, crecen
y posteriormente colapsan dentro del liquido. Se requiere de un disolvente liquido, un
generador de energia y un transductor, que convierte la energia eléctrica en energia
acustica. (Mulet, Benedito, Bon, & San juan, 1999).

Se sabe que esta técnica posee un gran potencial para su uso en una gran
variedad de procesos, aunque actualmente no han sido ampliamente explotados.
Algunos usos del ultrasonido de potencia son:

a) Limpieza y desinfeccion por remocion de contaminacion bioldgica, debido al
colapso cavitacional logra alcanzar puntos que los metodos convencionales de
limpieza no consiguen. Aumenta la eficiencia de desinfectantes como el cloro.
(Mason, 1999).

b) Mezclado y emulsificacion para bases de sopas y salsas, que al pasar por el
homogeneizador ultrasonico tienen una textura mas suave. (Mason, 1999).

c) Impregnacion de pigmentos en cueros.

d) Deshidratacion del arroz, zanahorias, cebolla y deshidratacion osmotica de
manzana. (Mulet, Benedito, Bon, & San juan, 1999).

e) Extraccion de solventes a partir de material vegetal, basdndose en la correcta
eleccion del disolvente y condiciones como temperatura y agitacién, aumentando la
eficiencia en la extraccion por solvente de compuestos organicos en materiales

vegetales. (Mason, 1999).
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2.3.9.2. Principio Basico del Ultrasonido:

La extraccion asistida por ultrasonido se basa en el uso de sonidos de alta
frecuencia, con el fin de desprender el compuesto buscado del material vegetal. Las
particulas solidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accidn ultrasénica, como
resultado el soluto pasa rapidamente de la fase sdlida al solvente. (Gao & Liu, 2005).

El ultrasonido produce fendmenos de cavitacion cuando la potencia acustica de
entrada es suficientemente alta para permitir que mdultiples microburbujas se
produzcan en sitios de nucleacion del fluido. Las burbujas crecen durante la fase de
enrarecimiento de la onda del sonido y posteriormente colapsan durante la fase de
compresion. Todo el proceso de nucleacion de burbujas de gas, desde el crecimiento
y hasta el colapso debido a la accion de las ondas sonoras intensas se denomina
cavitacion.

El colapso de las burbujas convierte la energia sonora en energia mecanica en la
forma de ondas de choque equivalente a varios miles de atmosferas (300 MPa) de
presion. Un factor adicional que aumenta la rotura celular son las microcorrientes
(gradientes altos de velocidad que causan tension de corte), que se producen cerca de
las burbujas que vibran por el ultrasonido.

El efecto mecénico del ultra sonido acelera la liberacion de compuestos
organicos contenidos dentro del cuerpo de la planta mediante el rompimiento de las
paredes celulares, lo cual mejora la transferencia de masa, y facilita el acceso al
disolvente al contenido de la celda. Este efecto mas fuerte a frecuencias bajas (18-30
KHz), y practicamente insignificantes en 400-1000 KHz, comparados para la misma
intensidad de la onda. EAU ha demostrado ser una técnica versatil que se ha ampliado
con gran beneficio para la produccion industrial ya que proporciona extractos mas
puros y rendimientos mas altos, en tiempos mas cortos y que trabajan a temperaturas
mas bajas. (Chemat & Strube, 2015).

“En los ciclos de baja presion, las ondas producen burbujas de vacio o huecos en
el liquido. Cuando estas alcanzan un volumen al que no pueden absorber més energia,

colapsan violentamente en el ciclo de alta presion. Este fendmeno se llama
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cavitacion.” (Arias & Lopez, 2013). A continuacion en la Figura N°9 se presenta la

generacion de burbujas en el liquido
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Figura N° 9. Generacion de burbujas en el liquido. (Arias & Lopez, 2013)

2.3.9.3. Optimizacion del método

Las variables que se deben analizar para optimizar la técnica de extraccion

asistida por ultrasonido son temperatura, solvente, volumen del solvente, tiempo de

extraccién, tamafio de la muestra de prueba,

ciclo aplicado. (Palma & Barroso, 2001).

poder del ultrasonido y duracion del

2.3.9.4. Ventajas y Desventajas de la Extraccion Asistida por Ultrasonido:

A continuacion, se presenta en la Tabla

Extraccion por EAU.

N° 3 las ventajas y desventajas de la

Tabla N° 3. Ventajas y desventajas de la Extraccién por EAU. (Arias & Lépez, 2013)

Ventajas

Rapido y sencillo

Desventajas

Requiere filtrado después de la extraccion.

Control de todos los parametros de extraccion

No todos poseen control de T y f.

No perjudica el ambiente

Econdmico
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2.4. DISOLVENTES Y SOLUBILIDAD

Un disolvente en términos practicos, es aquel compuesto capaz de romper una
red cristalina, es decir, que puede competir con las fuerzas intermoleculares que
mantienen unidas las moléculas de un solido, o bien que se trata de una sustancia en
el seno de la cual otro compuesto dado no precipitara. En ambos casos se habla de
fuerzas intermoleculares entre disolvente y soluto, més fuertes que aquellas existentes
dentro del propio soluto. Si las fuerzas que mantienen la red cristalina del soluto son
mayores que las que lo unen al disolvente, el soluto precipitara; si son mas débiles, el
compuesto cristalino se disolvera. (Durst & Gokel, 1985).

Generalmente, la solubilidad de un soluto en un disolvente se ha basado en el
principio de “Simillis, simillimus solutum”, que significa “lo semejante disuelve a lo
semejante”. Al referirse a disolventes, y las fuerzas que existen entre ellos y los
solutos, se habla de dos clases generales de moléculas, aquellas que son hidréfilas, las
cuales poseen afinidad por el agua, y las que son hidréfobas, aquellas que no tienen
dicha afinidad. Pero en general, las fuerzas de solvatacion son las de enlace de
hidrogeno, fuerzas de London y fuerzas de Lewis, y sirven para definir la mayor parte
de los tipos de disolventes organicos e inorganicos.

Debido a que en una molécula existe un momento dipolar apreciable, se puede
predecir que cada extremo de un enlace entre elementos distintos tendra una carga
parcial. El extremo positivo (menos electronegativo) del dipolo presentara afinidad
por el extremo negativo (mas electronegativo) de una molécula similar (interaccion
dipolo-dipolo) y viceversa. El extremo negativo de un dipolo tendera a asociarse con
un ion positivo, mientras que el extremo positivo se asociard con un anion. Este tipo
de atracciones suelen denominarse interacciones ion-dipolo. (Durst & Gokel, 1985).

Entre los disolventes tradicionales, el agua tiene el dipolo mas elevado; los
alcanos tipicos como el hexano o el pentano tienen el menor. En este amplio intervalo
se sitan los disolventes apolares como el tetracloruro de carbono, cloroformo,
diclorometano, sulfuro de carbono, 1,2-dicloroetano, clorobenceno y otros
compuestos clorados similares. Ademas, los hidrocarburos de uso frecuente como
pentano, hexano, heptano, benceno, tolueno, xileno y etilbenceno tienen todos unos
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momentos dipolares relativamente bajos. Entre los compuestos que tienen momento
dipolar algo mayor, pero que todavia son esencialmente disolventes no polares, estan
los éteres, como el éter dietilico, tetrahidrofurano y dioxano.

En contraste con estos disolventes apolares se encuentran sustancias
inorganicas como el agua, amoniaco liquido y acido sulfarico, que tienen momento
dipolar elevado y son buenos disolventes de sustratos inorganicos. Los disolventes
como el metanol o el etanol ofrecen la capacidad de formar enlaces de hidrogeno y
ceder pares de electrones, como el agua, pero ademas poseen un extremo lipofilo
(afinidad por los medios orgénicos) que puede ayudar a la solvatacion de sustratos
organicos. Debido a esta combinacion de propiedades, los disolventes como el
alcohol etilico pueden considerarse como lo mejor, bajo todos los conceptos. El que
la reaccion tenga lugar o no depende del par de reactivos especificos y de la

efectividad para solvatarse en un medio particular. (Durst & Gokel, 1985).

Los disolventes como el metanol y el etanol que contienen protones
disociables se denominan disolventes proticos, esto se debe a que contienen
hidrogeno unido a oxigeno o nitrogeno, de modo que son lo suficientemente acidos

como para formar puentes de hidrégeno.

Por otro lado, los disolventes apréticos, son disolventes polares de constante
dieléctrica moderadamente elevada y que no contienen hidrégenos &cidos. Estos
disuelven compuestos ionicos, pero al hacerlo su accion difiere de un modo muy
importante a los disolventes proticos ya que son incapaces de formar puentes de
hidrégeno con los aniones. Estos disolventes aproéticos son altamente polares, con
momentos dipolares varias veces mayores que el agua. Los pares de electrones no
compartidos de estos atomos muy expuestos, cargados negativamente, pueden

solvatar los cationes muy frecuentemente. (Morrison & Boyd, 1998).
2.5. CARACTERIZACION Y ANALISIS QUIMICO

Con el objeto de identificar y cuantificar la composicién quimica de los

compuestos contenidos en una mezcla de sustancias se emplean los métodos y
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técnicas de caracterizacion quimica. Entre los métodos mas usados se tiene la
Espectroscopia de Infrarrojo que se empled en este trabajo de investigacion.

2.5.1. Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Esta espectroscopia emplea la radiacion infrarrojo y se utiliza para determinar
tipos de enlace y grupos funcionales en compuestos organicos. Aplica una radiacion
con longitudes de onda de 2 a 15 micrémetros o frecuencias de 5000 a 670 cm™.
(Bailey & Bailey, 1998).

Un espectrémetro de infrarrojo somete la muestra a analizar a una radiacion
infrarroja en la banda de longitudes de onda de 2 a 15 micrémetros. Esta region se
puede describir en términos de nimero de onda (frecuencia), de 5000 cm™ a 670 cm’
! que se refiere al nimero de ciclos en una distancia de un centimetro. Esta radiacion
es débil y no causa ninguna alteracion permanente en una molécula, sin embargo,
suministra energia suficiente para que ocurra una vibracion longitudinal. Debido a
que los distintos enlaces y grupos funcionales absorben energia a frecuencias
diferentes, los espectros en el infrarrojo se aplican comunmente en la determinacion
de los diferentes grupos funcionales que hay en una molécula. Por ejemplo, un triple
enlace carbono-carbono es mas fuerte que un doble enlace y requiere una radiacion de
frecuencia mas alta (mayor energia) para vibrar en forma longitudinal. Se aplican los
mismos parametros a los enlaces carbono-oxigeno y carbono-nitrégeno. Con la
respuesta especifica de los enlaces presentes en la molécula se genera una curva de
transmitancia en funcién de la longitud de onda, permitiendo identificar los
compuestos puros, pero sobre todo los grupos funcionales contenidos en una muestra.
Por esto la Espectroscopia de Infrarrojo permite el analisis de polimeros, aditivos,
contaminantes ambientales y diversas areas de industria quimica y medicina. (Bailey
& Bailey, 1998).

Cada compuesto quimico tiene asociado un espectro infrarrojo caracteristico,
donde los picos de absorcion corresponden a determinadas energias de vibracion de

los enlaces quimicos presentes. En si cada molécula presenta un espectro IR
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caracteristico (huella dactilar), debido a que todas las moléculas, excepto las especies
diatdbmicas homonucleares como O, y Br,, tienen algunas vibraciones que, al
activarse, provocan la absorcion de una determinada longitud de onda en la zona del
espectro electromagnético correspondiente al infrarrojo, por lo que esta técnica

permite detectar la presencia, en el material analizado, de diferentes impurezas.

A continuacién se presenta en la Tabla N° 4 las frecuencias en donde se

encuentran los compuestos quimicos caracteristicos de la estructura de la papaina.

Tabla N° 4. Grupos funcionales de interés presentes en la estructura de la papaina y sus sefiales
caracteristicas

Regidn de Absorcién

Compuesto Estructura ) 1
(frecuencia, cm™)
. - O -OH: 3300-2500 (e)
Acido Carboxilico I
-OH: 950-910 (f)
/C\
R OH C=0: 1760-1690
Ry

-NH: 3400-3250 (e)
Aminas Primarias H—N -NH: 1650-1580 (f)
-NH: 910-665 (f)

H
H H
| | C-H: 3000-2850 (e)
H—C=——C—H
Lo =C-H: 3100-3000 (e)
Alcanos/Alquenos
H N P H C-H: 1470-1350 (f)
c=c¢C =C-H: 1000-650
H/ \H
HHH
- O 1 I 1
Acidos Grasos e ,C—<|Z—<IZ-<IZ—H C=0:1750-1715
HHH
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

El marco metodoldgico es el procedimiento a seguir para alcanzar el objetivo
de la investigacion, en este capitulo se detallan cada uno de los aspectos relacionados
con la metodologia que se empled en este Trabajo Especial de Grado. A continuacion
se presenta un breve esquema (Figura N°10) y posteriormente se describe la

metodologia que se utilizo.

Investigacion
Previa

'

Preparacionde la 0
Materia Prima

Figura N° 10. Esquema general de metodologia (Elaboracién propia).
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3.1. INVESTIGACION PREVIA

Se realizd una revision bibliogréfica de trabajos ya ejecutados, referentes a
extraccion de compuestos de interés, contenidos en diversas materias vegetales, datos
de interés sobre la materia prima utilizada, la enzima, los tipos de enzima existentes,
sus diversos usos y las técnicas de extraccion que se emplearon, con el fin de

sustentar tedricamente la presente investigacion.

3.2. PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

Antes de comenzar la extraccion se prepard la materia prima, que fue obtenida
en el mercado de Coche de la ciudad de Caracas, mediante el siguiente

procedimiento.

a) Se seleccionaron las semillas de la lechosa de la fruta madura.
b) Posteriormente se limpiaron las semillas para eliminar restos de pulpa de
fruta, para luego pesarlas. Las semillas seleccionadas se aglomeraron en grupos de 10

gramos cada uno.

3.3. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD QUE
CONTIENEN LAS SEMILLAS DE LECHOSA (Ferrer, Gutiérrez, & Velasquez,
2009).

Debido a que las semillas contienen cierta cantidad de agua, se procedié a
calcular la cantidad de humedad presente en ellas, para posteriormente poder calcular
el porcentaje de rendimiento en base seca, esto se realizd a través del siguiente

procedimiento.

a) Se tomaron 10 gramos de semillas himedas para someter a secado en estufa,
que posteriormente fueron pesadas hasta que no se notaron variaciones de peso de las
semillas en la balanza, donde se tomo nota de la masa de las semillas secas cada 24
horas. Este procedimiento se realiz6 por triplicado, para obtener un promedio, que

asegure una buena medicion del porcentaje de humedad.
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b) Con los datos obtenidos, se construyo la curva de Humedad en funcion del
Tiempo y se determind el valor de humedad promedio contenido en las semillas,
como aquel valor constante en el tiempo.

c) Se calcul6 el porcentaje de Materia Seca con la siguiente ecuacion:

masa muestra seca (g)
%MS = - x 100
masa de muestra hameda (g)

(Ecuacion N°1)

d) Se calculd el contenido de humedad por diferencia:

%Humedad = 100 — %MS

(Ecuacion N°2)

3.4, EXTRACCION DE LA PAPAINA

La extraccion de la papaina contenida en las semillas de la lechosa se realizé
mediante los métodos de Extraccion Convencional tipo Soxhlet, Extraccion Asistida
por Microondas (EAM) y Extraccién Asistida por Ultrasonido (EAU).

3.4.1. Extraccién convencional tipo Soxhlet

La Extraccion Convencional tipo Soxhlet, se utilizd para determinar la
condicion mas adecuada de humedad de las semillas y el solvente més eficiente. Para
la determinacidn de los parametros anteriores, se utilizé el equipo Soxhlet, ubicado en
el Laboratorio de Bioquimica y Microbiologia (Modulo 111) de la Escuela de
Ingenieria Quimica de la Universidad Central de Venezuela (EIQUCV), el cual se

presenta en la Figura N°5 (capitulo I1).
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3.4.1.1. Relacién semilla/solvente (% p/v).

En este Trabajo Especial de Grado se utilizd para cada una de las
extracciones, una relacion de semilla/solvente (expresadas en % p/v) de 1:15

determinado por la pasantia de investigacion realizada por (Febres & Guerra, 2013).
3.4.1.2 Evaluacion del efecto del porcentaje de humedad.

En este estudio se comparo6 el efecto del agua contenida en las semillas, en el
proceso de extraccion de papaina, siguiendo el procedimiento realizado en el Trabajo
de Grado de (Arias & Lopez, 2013). Para ello se sometieron a extraccion tres grupos
de semillas, uno tomado de las semillas de la lechosa (himedas), otro tras un proceso
de deshidratacion en estufa por 16 horas (parcialmente himedas) y por ultimo un

grupo después de un proceso de deshidratacidn en estufa por 72 horas (secas).

Las extracciones de todos los grupos se realizaron por triplicado, empleando
agua destilada como solvente, luego se compararon los porcentajes de rendimiento,
de cada extraccion. Todas las pruebas se realizaron usando el equipo presentado en la
Figura N°5 y espacios descritos anteriormente siguiendo la metodologia presentada a

continuacion.

a) Se tomd una muestra de semillas deshidratadas en la estufa por 72 horas a una
temperatura de 55 °C (temperatura preestablecida por la estufa disponible en el
laboratorio) para eliminar la mayor cantidad de agua posible.

b) Se realiz6 el montaje del equipo Soxhlet, ajustando la potencia en 30% en la
manta de calentamiento, tomado como referencia de Arias y Lépez, para lograr la
evaporacion de solvente dentro del equipo y se abrio6 el paso de agua para condensar
el solvente sobre la muestra de semillas.

c) Se colocé en el equipo una carga de 10 gramos de semillas deshidratada, con
un volumen de solvente de prueba equivalente a la relacion de semillas/solvente
sefialada en el punto 3.4.1.1. El proceso de extraccion se llevd a cabo durante 24

horas continuas, contadas a partir de la primera gota de solvente condensado.
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d) Pasadas las 24 horas se procedié al desmontaje del equipo. Después de la
extraccion, la materia vegetal (residuo) se llevé a cabo el secado en estufa por 72
horas, tiempo en el cual se garantiza la estabilidad del peso de la muestra, a 55°C para
eliminar el solvente aln presente.

e) Tras el secado del residuo por 72 horas después de la extraccion, se determind
el porcentaje de rendimiento en base seca, es decir, la masa inicial por el porcentaje
de masa seca calculado en la ecuacion 1, de acuerdo a la ecuacion N°3, presentada a
continuacion.

masapicial(9)— masdfingl (9)

masaicial (9)

%R = [ ] -100 (Ecuacion N° 3)

Donde:
masainiciai: Masa antes de la extraccion en base seca (g).
masas,: Mmasa después de extraccion y secado en estufa (g).

%R: gramos de papaina obtenida por cada 100 gramos de semillas (rendimiento).

f) El extracto obtenido se envasé en frascos de vidrio color ambar y
sellados, para evitar la degradacién y oxidacion de los compuestos. Las muestras se
dejaron enfriar en un recipiente para evitar que absorban humedad del medio
ambiente, y posteriormente se refrigeraron inmediatamente, para evitar su
degradacién antes de la caracterizacion.

Para la extraccién de papaina de las semillas frescas (no sometidas a
deshidratacion) y del grupo tras secado en la estufa por 16 horas, se pesaron 10

gramos de semilla de lechosa, luego se repitieron los pasos (b) al ().

La metodologia anterior, se repitié por triplicado para cada una de las
caracteristicas de humedad en estudio (semillas humedas, semillas parcialmente

himedas en estufa por 16 horas y semillas deshidratadas en estufa durante 72 horas).

La mejor condicién de humedad fue aquella cuyo porcentaje de rendimiento

obtenido mediante la ecuacion N°3, sea el valor més elevado.
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3.4.1.3. Evaluacion del solvente. (Arias & Lopez, 2013)

En este estudio se analizo el efecto de distintos solventes, en el proceso de
extraccion de papaina. Para ello se sometid a extraccion la muestra de semilla con la
condicién de humedad determinada anteriormente, con los distintos solventes en
estudio de diferentes polaridades y comudnmente empleados en la industria
alimenticia: etanol, acetato de etilo y n-hexano. Las extracciones se realizaron por
triplicado para cada solvente. Seguidamente, se compararon los porcentajes de
rendimiento obtenidos en cada extraccion. Todas las pruebas se realizaron usando el
equipo mostrado en la Figura N°5 (capitulo II), siguiendo el procedimiento

presentado a continuacion.

a) Se tom6 una muestra de semilla en las condiciones de humedad
establecidas de acuerdo al procedimiento 3.4.1.2.

b) Se realizo el montaje del equipo Soxhlet, ajustando la potencia en la
manta de calentamiento, para lograr la evaporacion del solvente dentro del equipo y
abriendo el paso de agua para condensar el mismo sobre la muestra de semillas.

C) Se coloc6 en el equipo una carga de 10 gramos de materia vegetal, con
un volumen de solvente equivalente a la relacién de semilla/solvente ya establecida
en el punto 3.4.1.1. El proceso de extraccion se llevdo a cabo durante 24 horas
continuas, contadas a partir de la primera gota de solvente condensado.

d) Pasadas las 24 horas se procedi6 al desmontaje del equipo. Después de
la extraccion, la materia vegetal (residuo) se llevé a secar en estufa por 24 horas a 55
°C para eliminar el solvente ain presente.

e) Tras el secado del residuo después de la extraccion, se determiné el
porcentaje de rendimiento en base seca a partir de las masas de la extraccion, de
acuerdo a la ecuacion N° 3.

f) Se tomé una muestra del extracto obtenido y se colocé en frascos de
vidrio color ambar y sellados, para evitar la degradacion por oxidacion de los
compuestos. Las muestras se refrigeraron para evitar degradaciones antes de su

caracterizacion.
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La metodologia anterior, se realiz6 por triplicado para cada uno de los
solventes estudiados en este Trabajo Especial de Grado (etanol, acetato de etilo, n-
hexano).El mejor solvente seleccionado fue el que obtuvo el mayor porcentaje de

rendimiento.
3.4.2. Extraccién Asistida por Microondas (EAM).

La Extraccion Asistida por Microondas (EAM) se empled con el fin de
determinar el tiempo de exposicibn maximo y la mejor potencia para obtener el
mayor rendimiento por el método de microondas. Para la determinacién de los
parametros anteriores se utilizé un equipo de microondas comercial, marca SHARP®
modelo Carousel R-520LW presentado en la Figura N°11, ubicado en el Mddulo II1
de la EIQUCV. Las pruebas se realizaron siguiendo la metodologia presentada a

continuacién, basada en el Trabajo de Grado de (Arias & Lopez, 2013).

Panel de control
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Figura N° 11. Equipo microondas marca Sharp modelo R-520L (Fuente Propia)

3.4.2.1. Determinacion del tiempo de extraccion. (Arias & Lopez, 2013)
a) Este estudio se empled para determinar el tiempo de exposicion maximo de
las semillas con el solvente, evitando que el mismo llegue a ebullicion, para prevenir
la evaporacion y pérdida del solvente, asi como evitar cualquier descomposicion que

pueda sufrir el extracto.
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b) Se seleccion6 como solvente el obtenido en el método de extraccion
Convencional tipo Soxhlet del procedimiento 3.4.1.3, y la condicién de humedad
determinada en el procedimiento 3.4.1.2.

c) Se colocé dentro del microondas un vaso de precipitados con una carga de
10 gramos de semillas junto con un volumen de solvente equivalente a la relacion
semillas/solvente, establecida.

d) Se determind el tiempo de extraccion operando el equipo al 100% de
potencia, midiendo la temperatura de la muestra cada 5 segundos, hasta que
aparecieron las primeras burbujas de ebullicion del solvente. La temperatura se midio
cada 2 segundos debido al corto tiempo en el cual ocurre la ebullicion y posterior
evaporacion del solvente, tanto con termémetro de bulbo, como con termémetro
infrarrojo. La temperatura de ebullicion de la muestra, se compar6 con la temperatura
de ebullicion del solvente puro que se encuentra reportada en la bibliografia.

Este tiempo fue definido como el tiempo a utilizar para el resto de las pruebas.

3.4.2.2. Determinacion de la mejor potencia.

a) Se selecciond como solvente el obtenido en el método de extraccién
Convencional tipo Soxhlet del procedimiento 3.4.1.3, a su vez se selecciono la
condicion de humedad determinada en el procedimiento 3.4.1.2.

b) Se coloco dentro del microondas un vaso de precipitados con una carga de
10 gramos de materia vegetal junto con la cantidad de solvente equivalente a la
relacion soluto/solvente establecida, utilizando el tiempo maximo determinado en el
punto 3.4.2.1, a un 100% de potencia.

c¢) La muestra se filtrd para separar la materia vegetal del solvente.

d) Las semillas (residuo) se llevaron a la estufa por 72 horas para secarlas
adecuadamente, para posteriormente medir el rendimiento a través de la ecuacion
N°3.

e) El extracto obtenido fue envasado en frascos de vidrio color ambar y

sellados, para ser refrigerados inmediatamente.

44



f) Los pasos (a) al (d) se repitieron por triplicado haciendo un barrido de
potencia que varia en 10% por experimento para comparar los rendimientos en base
seca obtenidos con cada variacion de la potencia (entre 20% y 100%).

La potencia seleccionada como la mejor fue la que reporté el mayor valor de
rendimiento del extracto obtenido.

3.4.3. Extraccién Asistida por Ultrasonido (EAU)

Se realiz6 la Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU), donde se utilizé el
equipo de ultrasonido de marca Elmasonic, modelo D-78224 SINGEN/HTW, el cual
opera a una potencia de 500 Watts con una frecuencia de 60 Hz. El equipo esta

ubicado en el Modulo 111 de la EIQUCV y se muestra en la Figura N°12.

Figura N° 12. Equipo de Ultrasonido marca Elmasonic modelo D-78224

Todas las pruebas se realizaron utilizando el equipo descrito anteriormente
siguiendo la metodologia mostrada en el Trabajo de Grado de (Arias & Lopez, 2013)
descrita a continuacion:

a) Se seleccion6 como mejor solvente el obtenido en el método de

extraccion Convencional tipo Soxhlet del procedimiento 3.4.1.3, y se
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b)

d)

f)

9)

selecciond la condicion de humedad determinada en el procedimiento
3.4.1.2..

Se trabajo con la relacidn soluto/solvente establecida. (Febres & Guerra,
2013)

Se tom6 una carga inicial de semillas de 10 gramos manteniendo
constante la cantidad de masa utilizada en cada técnica de extraccion.

Se realiz6 un barrido de tiempo de residencia (10, 20 y 45) minutos y de
temperatura (30 y 60) °C, los cuales son los valores estandar que posee el
equipo de ultrasonido y los mas usados en procesos de extraccion. (Arias
& Lopez, 2013).

Se filtr6 la muestra para separar las semillas del solvente, y el extracto
obtenido fue envasado en frascos de vidrio color ambar y sellados,
posteriormente fueron refrigerados inmediatamente.

Se llevaron las semillas a la estufa por 72 horas para asegurar su correcto
secado y luego se midid el rendimiento a través de la ecuacién N°3.

Se selecciono el tiempo de residencia y la temperatura de operacion que

reportd el mayor valor de rendimiento del extracto obtenido.

3.5. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para la determinacion de la actividad enzimatica se emple6 un método que

comprobo la existencia de la enzima papaina y su efectividad.

3.5.1. Método de coagulacion de la leche (Balls and Hoover).

Este método se basa en la capacidad de la papaina para coagular la leche, ya que

esta puede hidrolizar el enlace peptidico de la caseina presente en la leche. Para esta

prueba de actividad enzimética se prepararon soluciones de papaina utilizando la

enzima pura y a su vez las muestras de la papaina extraida que posean mayor

rendimiento para cada solvente, siguiendo el procedimiento basado en el Trabajo de

(Aguirre & Castillo, 2009) descrito a continuacion:

a) Se pesaron 7,75 gramos de leche en polvo.
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b) Posteriormente se midieron 54 mililitros de agua y vertidos en un vaso de
precipitados.

c) Se diluyo la leche en el agua y se calentd a 30 °C en bafio de maria,
manteniendo la temperatura en la estufa.

d) Seguidamente se prepararon soluciones utilizando los extractos obtenidos
de papaina y acido acético de diferentes concentraciones: 0,0025; 0,005; 0,01 y 0,02
litros por mililitro de &cido acético.

e) Después se prepararon 6 muestras de 10 mililitros cada una de leche,
agregando diferentes cantidades de soluciéon a cada muestra. (0,5; 1; 2; 4, 6 y 7)
mililitros.

f) Se mezclo el contenido y se verificd la formacion de coagulos de leche,
registrando el tiempo que tomo desde que se agrego la solucion de la enzima hasta la
formacion del coagulo.

e) Una vez realizado el procedimiento con los extractos obtenidos que posean
mayor rendimiento para cada solvente, se repitio este procedimiento empleando para
la preparacion de las soluciones de papaina y acido acético, una muestra de papaina

pura.

3.6. RECUPERACION DEL SOLVENTE POR MEDIO DE DESTILACION
AL VACIO

En busca de recuperar el solvente y secar las muestras, los extractos
enviados a espectroscopia de infrarrojo fueron sometidos a una destilacién al vacio
como se describe a continuacion:
a) En un baldn de 250 ml se colocé todo el extracto proveniente de las pruebas con
mayor rendimiento, éste a su vez se ubicé en un bafio térmico que controlaba la
temperatura para que esta no excediera los 55°C.
b) Se conect6 a un condensador y trabajando a presion de vacio, ya que se utilizo
una bomba de vacio, se realizo la destilacion hasta lograr una reduccién del 80% del
volumen original, o al observar que no caian gotas. En las Figuras N°13 y N°14

presentada a continuacion se aprecia el montaje para la recuperacion del solvente.
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Figura N° 14°. Montaje utilizado para la recuperacion del solvente. (Fuente propia)

3.7. CARACTERIZACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Con el propdsito de lograr una correcta identificacion del método de
extraccién de papaina, que permita obtener la mayor cantidad de ésta, los extractos de
mayor rendimiento obtenidos en cada uno de los métodos estudiados en este trabajo
de grado se caracterizaron mediante la técnica de espectroscopia de infrarrojo (IR),
con el equipo ubicado en el Laboratorio de Radiacion Magnética Nuclear de la
Escuela de Quimica de la Facultad de Ciencias de la UCV. En la Figura N°15 se

observa el Equipo de Espectroscopia de Infrarrojo de doble haz empleado.
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Figura N° 15. Equipo de Espectroscopia de Infrarrojo de doble haz.

Se analizaron los extractos de papaina que arrojaron el mayor valor de
rendimiento por meétodo de extraccion, calculado mediante la ecuacion N°3.
Posteriormente se compararan los resultados de rendimiento obtenidos mediante los
métodos de extraccién que se utilizaron en este Trabajo de Grado, para luego
determinar cudl fue el método mas eficiente en la extraccién de la papaina contenida

en la semilla de la lechosa.
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CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos luego de aplicar las
diferentes técnicas para extraer la papaina contenida en la semilla de lechosa
incluyendo su respectivo andlisis y discusion, demostrando asi el logro de los

objetivos planteados en este Trabajo Especial de Grado.

4.1. EVALUACION PRELIMINAR

Para el desarrollo del presente Trabajo Especial de Grado, la materia vegetal
que se utilizé fue la lechosa tipo Cartagena, adquirida en el mismo sitio durante toda
la investigacion. La fruta empleada para llevar a cabo las extracciones de la papaina

se encontraba madura debido a sus caracteristicas fisicas.
4.2. EXTRACCION CON SOXHLET
4.2.1. Influencia de la humedad de la materia vegetal en el rendimiento

Se efectuaron tres (3) pruebas previas con el equipo de extraccion tipo
Soxhlet, utilizando como solvente agua destilada con el fin de determinar el estado
de humedad de las semillas para la extraccion de la papaina.

En la siguiente Figura N°16 se muestran las diferentes semillas utilizadas en
las pruebas, del lado izquierdo se observan las semillas obtenidas a partir de la fruta
recién cortada, en el medio las semillas parcialmente himedas y del lado derecho se

tienen las semillas deshidratadas.
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Figura N° 16. Semillas Himedas, Parcialmente Himedas y Semilas Deshidratadas

En la Figura N° 16, se ven algunas diferencias entre las semilla y la variacion
respecto a la humedad que contienen, en donde se puede observar que cuando éstas se
encuentran humedas son de color negro, y a su vez poseen una capa mucilaginosa, es
decir, una solucién acuosa espesa de goma o dextrina que las recubre, llamada
sarcotesta (Fundacion del Desarrollo Agropecuario, 1998). Las semillas parcialmente
himedas son marrones oscuras pero conservan cierto brillo y son de textura pegajosa,
mientras que cuando estan secas son de color marrén oscuro y no poseen brillo en
donde a su vez se presento la contraccion y el endurecimiento de éstas.

Previo a las extracciones del plan experimental, se determino la humedad que
contienen las semillas de la lechosa, las cuales se introdujeron en la estufa a una
temperatura de 55 °C, condicion establecida por el equipo empleado. Al obtener
dicho valor se calcul6 el porcentaje de rendimiento en base seca de las extracciones
realizadas. A continuacion se presenta la Figura N° 17, donde se muestra la variacion
del porcentaje de humedad contenida en la semilla de la lechosa en funcion del

tiempo de secado en la estufa.

51



100 i
20 L 4 ¢

60

40

Humedad (%)

20

Tiempo (horas)

Figura N° 17. Contenido de Humedad presente en la semilla de la Lechosa.

Para el calculo de la humedad se considerd que la semilla posee cero (0) por
ciento de humedad cuando su masa se mantiene constante en el tiempo durante el
secado. En la Figura anterior se muestra que mientras transcurre el tiempo de secado,
la humedad en la semilla disminuye, obteniéndose un valor de porcentaje de
Humedad de la semilla de un 84 +1 %, y para el estado parcialmente himedo se

obtuvo un porcentaje de humedad de 57 +1 %.

Seguidamente, se presenta la Tabla N° 5 con los resultados generados,

baséndose en el rendimiento del extracto utilizando agua destilada como solvente.

Tabla N° 5. Rendimiento segun la humedad contenida en la semilla.

Estado de Semilla Rendimiento (R + 1%) ‘
Hamedas 13
Parcialmente Himedas 18
Deshidratada 16

En la Tabla N° 5 se aprecia que el mayor valor de rendimiento lo presentan las
semillas parcialmente humedas utilizando el equipo de extraccidn tipo Soxhlet. A su
vez se puede apreciar que existe una diferencia de 2 % p/p por encima del valor
porcentual respecto al estado seco, esta diferencia significativa garantiza que la
condicién de humedad favorable para la extraccion de papaina es la de parcialmente
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himeda. Esto posiblemente se debe a que el agua presente en la materia vegetal con
57% de humedad, actia como co-solvente en los procesos de extraccién, y ademas, al
secar las semillas, se observo la contraccion y el endurecimiento de la materia
vegetal, lo cual pueda dificultar la extraccion de los compuestos de interés, debido a
que posiblemente los poros de la materia vegetal se cerraron impidiendo el paso del
solvente, lo que contribuye a la disminucién de los rendimientos obtenidos. En el
caso de las semillas frescas, es posible que la sarcotesta funcione como una especie
de escudo, obstaculizando el paso del solvente a la materia vegetal, esta capa se
pierde una vez que se produce el secado de las semillas. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por (Arias & Lbpez, 2013) quienes determinaron que para el albedo

de naranja cierto contenido de humedad favorecia la extraccion.

4.2.2. Caracterizacion fisicoquimica de los extractos obtenidos durante la
extraccion de papaina

La caracterizacion fisicoquimica de los extractos obtenidos se baso en la
medicion de la diferencia de densidades de las muestras obtenidas con los diferentes
solventes empleados, mediante el uso del picnémetro.

En la Tabla N°6, se presenta la composicion aproximada de la semilla de la

lechosa.
Tabla N° 6. Composicion Aproximada de las semillas de la Lechosa. (Marfo, Oke, & Afolabi, 1986)
Composicion Aproximada

Humedad 6,2

Proteina Cruda 28,3
Fibra cruda 22,56
Lipidos 28,41

Cenizas 3,5
Carbohidratos por diferencia 11,03

Se puede observar en la Tabla N°6, que la semilla de la lechosa es una rica

fuente de proteinas, lipidos y fibra cruda. Estos valores altos para la composicion
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aproximada de las semillas, garantizan que éstas son una rica fuente de nutrientes.
(Marfo, Oke, & Afolabi, 1986)

En la Tabla N° 7, se presentan las caracteristicas fisicas como la densidad y el

color, tanto del solvente puro como del extracto obtenido a través del equipo Soxhlet,

utilizando los distintos solventes seleccionados. A continuacién, se muestran los

valores de densidad obtenidos para cada solvente utilizando la extraccion

convencional tipo Soxhlet. Se puede observar que la mayor diferencia entre la

densidad del solvente puro y el extracto se presenté en las extracciones donde se

utilizé etanol y n-hexano, siendo el etanol el que obtuvo una mayor diferencia entre

la densidad del solvente y la densidad del extracto. El aumento de densidad promedio

de la mezcla puede deberse a que la mayoria de los componentes en el interior de la

semilla tienen densidad superior a la de los alcoholes, demostrandose asi la extraccion

de componentes mas densos.

Tabla N° 7. Caracterizacion Fisicoquimica de los Solventes Utilizados. (Elaboracién propia)

Solvente

Agua

Caracteristi

ca del

Solvente

Incoloro,

Densidad del
Solvente

(g/ml)
+ 0,0001

Caracteristicas
del Extracto

Liquido Marrén

Olor del
Extracto

Olor

Densidad Diferencia

del

Extracto

(g/ml)

+ 0,0001

de

densidad

(g/ml)

+0,0001

1,0000 ioti 1,0221 0,0221
Destilada Liquido Oscuro caracteristico
atierra
- Olor
Incoloro, Liquido L
Etanol _ 0,7890 _ caracteristico | 0 8245 0,0355
Liquido Amarillo de la Lechosa y
del solvente
Incoloro, Liquido OI0,r .
n-Hexano o 0,6548 _ caracteristico | (6821 0,0273
Liquido Amarillo claro | de la Lechosa 'y
del solvente
Olor
Acetato Incoloro, 0.9000 Liquido caracteristico 0.9197 0.0197
de Etilo Liquido ’ Amarillo claro de la Lechosa ’ ’

con fuerte olor
del solvente
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Seguidamente, se presenta la Figura N° 18 en donde se puede apreciar el
conjunto de muestras resultantes de la extraccion con el equipo tipo Soxhlet con
diferentes solventes.

Figura N° 18. Conjunto de Muestras Resultantes de la Extraccion con el Equipo Tipo Soxhlet con
diferentes solventes. (Elaboracion propia)

En la Figura N° 18 presentada anteriormente, se observan que empleando
agua destilada como solvente, se obtiene un extracto marrén oscuro, mientras que con
etanol, n-Hexano y Acetato de etilo se obtiene un extracto amarillo, el extracto con
etanol es amarillo oscuro, el de acetato de etilo es claro, por otro lado con el n-
Hexano se obtuvo un extracto ain mas claro.

A su vez es importante destacar que las semillas luego del proceso de
extraccion presentaban diferencias de color, es por ello que posteriormente se tiene la
Figura N°20 en donde se observa el conjunto de semillas resultantes de la extraccion
con el equipo tipo Soxhlet utilizando distintos solventes.
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Figura N° 19. Conjunto de Semillas Resultantes de la Extraccién con el Equipo Tipo Soxhlet con
diferentes solventes. (Elaboracién propia)

En la Figura N° 19 se observan las caracteristicas fisicas de un conjunto de
semillas posterior a la extraccion con el equipo Soxhlet. Las mismas presentan
distintas tonalidades de color, utilizando n-hexano como solvente se obtienen unas
semillas de color verde como también marrones. Utilizando etanol como solvente
estas en su mayoria son de color blancas con la presencia minima de algunas
marrones, por otra parte las semillas utilizando acetato de etilo se observan que son

de color blanco y marron.

4.2.3. Rendimiento por solvente

El analisis de rendimiento se fundament6 en la diferencia de masa entre el
estado previo a la extraccién y el estado luego de haberse realizado la misma,
incluyendo la eliminacion del solvente que pueda quedar en la materia vegetal.

Empleando la técnica de extraccion por arrastre con vapor, usando el equipo
tipo Soxhlet, se llevo a cabo el primer analisis de rendimiento donde se seleccion6 el
mejor solvente segin el mayor valor de rendimiento obtenido. Se corroboré estos
resultados con los espectros infrarrojos de los extractos obtenidos, segun el solvente
utilizado y con la prueba de coagulacion de la leche, garantizando asi la presencia de
papaina, ya que durante la extraccion se pueden obtener otros componentes presente
en la matriz vegetal. A continuacion, se presenta la Tabla N° 8 con los solventes

empleados y sus respectivos valores de rendimiento.
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Tabla N° 8. Valores de Rendimiento de los Solventes Utilizados en el Equipo Tipo Soxhlet.

Solvente Empleado Rendimiento (R = 1%0) ‘

Etanol 53
Hexano 44
Agua Destilada 18
Acetato de Etilo 15

En la Tabla N° 8 mostrada anteriormente se expone, que el mayor rendimiento
se obtuvo empleando etanol como solvente, el cual es un solvente polar en donde la
papaina es altamente soluble, el segundo mejor rendimiento se obtuvo al utilizar n-
Hexano con una diferencia de 9 % p/p aproximadamente con respecto al etanol, como
se menciond anteriormente; de igual forma se sabe que la papaina es insoluble en

agua y en la mayoria de los solventes orgéanicos.

Es importante tener en cuenta al momento de realizar la extraccién de la
materia vegetal de interés que, el solvente elegido debe ser selectivo y con baja
viscosidad, generalmente se usa solvente en estado puro y conforme transcurre la
extraccion la concentracion del soluto incrementa y el gradiente de concentracion
disminuye, aumentando asi la viscosidad del liquido. Para la seleccion del solvente se
recomienda que sea eficaz y econémico, generando mayores rendimientos a un bajo
costo. (Ullauri, 2010).

La extraccion con solventes no destruye las sustancias, simplemente separa
concentrandolas en su seno, para su posterior refinacion con otros procedimientos y
técnicas. Generalmente, los principios activos de las plantas son extraidos

principalmente con etanol. (Ullauri, 2010).

Si bien el rendimiento del etanol comercial fue el que obtuvo un mayor valor,
es necesario corroborar el rendimiento con los espectros obtenidos de cada uno de los
extractos con el fin de verificar la presencia del componente de interés de la papaina
tomando como referencia la estructura de la papaina presentada en la Figura N° 3

(Capitulo 11).
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4.2.4. Caracterizacion por Espectroscopia de Infrarrojo (IR) de los extractos

obtenidos segun el solvente empleado

En la Figura N° 20 se presentan los espectros infrarrojos de los extractos

obtenidos, asi como el espectro de la papaina comercial.
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Figura N° 20. Espectros infrarrojos de los extractos obtenidos utilizando etanol, n-hexano y acetato de
etilo como solvente de extraccion aplicando el equipo Soxhlet comparados con el espectro infrarrojo
de la papaina comercial

En la Figura N° 20 destacan los picos en las bandas de frecuencias de los
compuestos caracteristicos de la enzima, como lo son, el enlace —OH del acido
carboxilico y —-N-H de las aminas, por lo tanto el solvente que presente picos mas

pronunciados para estos enlaces se considera como el solvente mas adecuado para la
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extraccion de papaina. Es necesario sefialar que durante la elaboracion de estas
figuras se eliminaron los espectros de los compuestos quimicos de los solventes
empleados en la extraccion utilizando el software “OMNIC spectral analyst” con el
fin de presentar unicamente el espectro de los componetes extraidos.

Se puede apreciar que no todos los espectros presentan el mismo
comportamiento. La presencia de sefiales alrededor de 3000 cm™ corresponden a los
alcanos y alquenos (C-H) posiblemente correspondientes a la estructura de los
residuos aminoacidos o acidos grasos, caracteristicos de la estructura de la papaina
exhibida en la Figura N°3 (Capitulo I1). Los solventes que presentaron una absorcion
mas intensa de los enlaces C-H fueron el n-hexano y el acetato de etilo, este
comportamiento es l6gico ya que los compuestos no polares son solubles en solventes
de similar caracteristica. Alrededor de 1740 cm™ se puede apreciar sefiales de
absorcion del enlace C=0 de los acidos grasos para todos los espectros exceptuando
el etanol.

A su vez se observa que la banda de 1650-1580 cm™ correspondiente
posiblemente a las aminas primarias, que son compuestos altamente polar y
caracteristicos de la estructura de la papaina, solo se pueden apreciar en el espectro
obtenido utilizando etanol como solvente, ya que éste posee afinidad para extraer
compuestos polares.

En la banda 3391 cm™ se encuentran los grupos hidroxilo (-OH), caracteristico
del acido carboxilico, que se encuentran en la estructura quimica de la papaina. El
oxigeno tiene una electronegatividad de 3,5 y el hidrégeno de 2,1. (Durst & Gokel,
1985). Esta gran diferencia de electronegatividad origina la polarizacion del enlace,
por lo tanto se encuentra evidente su presencia en el espectro observado empleando
etanol como solvente.

Basandose en el rendimiento y coincidiendo con los espectros obtenidos,
segun el solvente utilizado, el etanol comercial es el solvente con el cual se obtuvo la
mejor extraccion lo cual puede favorecer la obtencion de papaina, debido a la

afinidad de la estd. Ademas, el etanol se utiliza tradicionalmente en aquellos casos en
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que se precisa la solubilizacion de sustratos organicos e inorganicos como es el caso
de la papaina.
4.3. EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS (EAM)

En esta seccion se presentan los diversos resultados de rendimiento obtenidos
en la evaluacion de los parametros utilizados en la Extraccion Asistida por
Microondas (EAM).

Los parametros que afectan a la eficacia de la Extraccion Asistida por
Microondas son: la potencia y el tiempo de extraccion. La cantidad de energia
aplicada es un parametro a controlar, debido a que puede producir un calentamiento
excesivo de la muestra. El tiempo de extraccion también es estudiado, debido a que
valores excesivamente largos podrian causar la degradacion de compuestos. La
mayoria de estos parametros pueden optimizarse mediante disefios de experimentos,
lo que permite establecer las condiciones dptimas, permitiendo asi la obtencion del

mayor rendimiento en la extraccion. (Canosa M., 2009).
4.3.1. Determinacion del tiempo méaximo de extraccion

A continuacion, se presenta la tabla de los tiempos de calentamiento promedio
obtenidos al someter a calentamiento por microondas al 100% de potencia, varias
muestras de etanol junto a las semillas, realizadas para la seleccion del tiempo
méaximo de Extraccion.Asistida por Microondas de la papaina contenida en la semilla
de Lechosa. Seguidamente, se presenta la Tabla N° 9 el barrido de tiempos realizado,
a potencia 100%, para la determinacion del tiempo maximo de exposicion.

Tabla N° 9. Barrido de tiempos, a potencia 100%, para la determinacion del tiempo méaximo de
exposicion.

Tiempo (seg.)

Solvente Observaciones
0 5 10 | 15 | 20 | 21 |22 |25
Etanol Temperatura (°C) El burbujeo ocurrio a
26 |323| 43 | 527608614 |65 68 !0522seg. A100%
de potencia
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En la tabla N° 9 se puede observar que entre 0 y 15 segundos de exposicion
del solvente a las microondas, el mismo no alcanza su punto de ebullicion. A los 20
segundos de exposicion a las microondas, aun no se observaron las primeras burbujas
en el solvente, pero la temperatura indicaba la proximidad al punto de ebullicion. A
los 25 segundos, el burbujeo observado era mucho més brusco y dificil de atenuar, es
por ello que se realizd un barrido entre los 20 y 25 segundos, para obtener el tiempo
en el cual ocurria la aparicion de la primera burbuja y evitar que el solvente se
evaporara, lo cual no conviene en la extraccion, ya que la misma se debe realizar
evitando perdidas de masa. Observando que a los 22 segundos ocurrié la primera
burbuja, se escogi6 el tiempo igual a 22 segundos como tiempo maximo de
exposicion para las extracciones de papaina por microondas que se realizaron en este

Trabajo de Grado.
4.3.2. Influencia de la potencia en el rendimiento por EAM

A continuacion, en la Figura N° 21 se presentan los valores de rendimiento
promedio obtenidos al variar la potencia en la extraccion de papaina asistida por
microondas.
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Figura N° 21. Influencia de la potencia en el rendimiento de la extraccion de papaina.

En la Figura N° 21 se muestra que el mayor rendimiento se obtuvo utilizando

60% de la potencia total del microondas que es de 1200 Watts, obteniéndose muy

poca diferencia con el rendimiento obtenido usando una potencia de 50%, mientras

que para potencias menores de 50% se obtienen rendimientos no satisfactorios, pues
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se sabe que al aumentar la potencia la temperatura también asciende, favoreciendo las
condiciones de la extraccion. (AgroWaste, 2013). Por otra parte, trabajar a la maxima
potencia o valores cercanos a ésta, tampoco es satisfactorio, ya que es posible que el
etanol, compuesto empleado como solvente, alcance su punto de ebullicién y se
pierda por evaporacion, reduciendo la eficiencia de la extraccion afectando asi el
rendimiento y ocasionando una disminucién del mismo. Durante la investigacién
realizada por (Gil & Colaboradores, 2012) no se trabajé con valores cercanos a la
potencia maxima del microondas, sino utilizando una potencia de 390W y un tiempo
de 90 segundos, mientras que en este Trabajo Especial de Grado se obtuvo un mayor
rendimiento con una potencia mas alta, equivalente a 720 W, pero utilizando un
menor tiempo de exposicion.

4.4. EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO (EAU)

En esta seccidn se presentan los distintos resultados de rendimiento obtenidos
en la evaluacion de los parametros utilizados en la Extraccion Asistida por
Ultrasonido (EAU).

4.4.1. Influencia de la temperatura en la extraccion de papaina por EAU

En la Figura N°22 se presentan los valores de rendimiento promedio
obtenidos al variar la Temperatura en la extraccion de papaina asistida por

ultrasonido.
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Figura N° 22. Influencia de la temperatura en el rendimiento de EAU.
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En la Figura N° 22 se observa que el mayor rendimiento se obtuvo a la
temperatura de extraccion de 45°C, obteniendo un menor rendimiento para
temperaturas de 60°C, con una diferencia de al menos 5 % p/p del rendimiento
mayor. Generalmente el uso de altas temperaturas produce mejores rendimientos que
cuando se trabaja en extracciones frias. (Morales Bermldez, 2011)

En la Extraccion Asistida por Ultrasonido un aumento en la temperatura de
trabajo implica mayor eficiencia en el proceso de extraccion gracias al incremento del
namero de burbujas de cavitacion y del area de la superficie de contacto, no obstante
este efecto tiende a desaparecer cuando se trabaja a temperaturas proximas a la de
ebullicion. Por otra parte, hay que tener en cuenta que algunos analitos se degradan
rapidamente con el aumento de la temperatura y en caso de compuestos organicos
volatiles con altas presiones de vapor, estos pueden perderse por evaporacion
(Morales Bermudez, 2011), es por ello, que el rendimiento puede disminuir debido a
un aumento de la temperatura, esto pudo ocurrir durante la extraccion provocando

una disminucion en el rendimiento a temperaturas de 60°C.

En vista que el rendimiento obtenido empleando 30°C como temperatura de
operacion es muy cercano al obtenido trabajando a 45°C, se tomd como mejor
condicién de extraccion el primer caso, considerando ademas, que la materia vegetal
empleada para las extracciones se ve favorecida a bajas temperaturas para evitar su

degradacion.
4.4.2. Influencia del tiempo de extraccion en los rendimientos por EAU

A continuacién, en la Figura N° 23 se presentan los valores de rendimiento
promedio obtenidos al variar el tiempo en la extraccién de papaina asistida por

ultrasonido.
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Figura N° 23. Influencia del tiempo en el rendimiento de EAU.

En la Figura N° 23 presentada anteriormente se muestra que realizando la
extraccion a un mismo valor de temperatura en este caso 30°C, el aumento del tiempo
de extracciéon incrementa la cantidad de papaina extraida de la materia vegetal,
contribuyendo a que el rendimiento sea mayor. Esto gracias a la mayor exposicion de
la materia vegetal a las ondas ultrasonicas. No obstante se debe tener cuidado con los
tiempos de exposicion prolongados, ya que esto puede ocasionar la degradacion de la
materia vegetal, estos resultados obtenidos coinciden con la investigacion de (Arias &
Lépez, 2013), ya que al utilizar la EAU, determinaron que con un aumento en el

tiempo de extraccion favorecia la misma.

El tiempo que permitié la obtencién del mayor valor de rendimiento fue de 45
minutos, a pesar de que la diferencia de rendimientos obtenidos al emplear tiempos
de 45 minutos o de 20 minutos no fue considerable, se seleccion6 como el mejor
tiempo de extraccion por ultrasonidos 20 minutos, lo que favorece a la disminucion

de los costos energeticos ocasionados por el proceso de extraccion.

En busca de observar mejor los resultados obtenidos a partir de la variacion
del tiempo y la temperatura se presenta a continuacion la Figura N° 24, donde se
muestra los valores de rendimiento promedio obtenidos al variar el tiempo y la

temperatura en la extraccion de papaina asistida por ultrasonido.
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Figura N° 24. Influencia del tiempo y la temperatura en el rendimiento de EAU.

En la Figura N° 24 se pueden observar los valores de rendimiento realizando
una variacion del tiempo y de la temperatura, siendo el mejor valor para este Gltimo
parametro 30°C. Se puede observar que se obtiene una misma tendencia para las dos
temperaturas utilizadas, la extraccion se ve favorecida a medida que el tiempo de

extraccién aumenta.

45. COMPARACION DE RENDIMIENTOS DE LOS METODOS DE
EXTRACCION

A continuacion, se presenta la Tabla N° 10, en donde se observan los valores
de rendimiento promedio que se obtuvieron para cada uno de los métodos de

extraccion de papaina presente en la semilla de la lechosa, realizados en este Trabajo
de Grado.

Tabla N° 10. Rendimientos promedio para los métodos de extraccion de la papaina presente en la
semilla de la lechosa.

Técnica de Rendimiento Tiempo de
Extraccion Promedio (R £1%) | operacion (seg)
Soxhlet 53 86 400
Extracm'on Asistida 51 29
por Microondas
Extraccion Asistida 41 2700

por Ultrasonido
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En la Tabla N° 10 se observa que el mayor rendimiento se obtuvo utilizando
el método de Soxhlet, y con s6lo una diferencia de 2% se tiene el rendimiento
promedio obtenido por el método de Extraccion Asistida por Microondas;
finalmente, el menor rendimiento obtenido fue el de la Extraccion Asistida por
Ultrasonido. Estas diferencias pueden deberse a que en la técnica por arrastre con
vapor el tiempo de contacto que dispone la matriz vegetal con el solvente puro es
mayor, ya que se garantiza un delta de concentracion en repetidas ocasiones durante
veinticuatro (24) horas. Ademas, como se menciond anteriormente, la técnica
tradicional usando el equipo de Soxhlet, es la empleada como referencia para validar

otras técnicas utilizadas en la actualidad. (Canosa M. d., 2009).

Para la extraccion de papaina de la semilla de la lechosa se obtuvo un mayor
rendimiento empleando la técnica de Extraccion Asistida por Microondas en
comparacion a la Extraccion Asistida por Ultrasonido, esto puede deberse a que la
EAM permite el control de més variables que afectan la extraccion, como el tiempo y
la potencia, mientras que en el equipo empleado para la EAU sélo es posible
controlar la temperatura y el tiempo, en rangos preestablecidos por el equipo, no por

el usuario.

Finalmente, basandose en el rendimiento obtenido, se puede considerar la
extraccion convencional tipo Soxhlet la més efectiva para la extraccion, lo cual
beneficia a la obtencion de papaina. Sin embargo, la diferencia de tiempo de
operacion hace mas eficiente la Extraccion Asistida por Microondas, que solo difiere
en 2% al rendimiento obtenido por el Soxhlet. A su vez se realiz6 la espectroscopia
de infrarrojo en busca de corroborar la presencia de los grupos funcionales presentes

en la estructura quimica de la enzima.

46. CARACTERIZACION POR ESPECTROSCOPIA DE
INFRARROJO (IR) DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS SEGUN EL
METODO DE EXTRACCION EMPLEADO

En esta seccion se presentan los espectros de IR de los extractos obtenidos por

las diversas metodologias de extraccién empleadas en el presente Trabajo Especial de
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Grado, con el fin de observar la presencia de papaina en dichos extractos.A

continuacién, se aprecian los Espectros de Infrarrojo de los extractos obtenidos segln

el método de extraccion empleado.

Se considera que el método de extraccion més eficaz para la obtencion de

papaina es aquel que presenta en los espectros de infrarrojos picos mas pronunciados

en los grupos funcionales claves que conforman la papaina, cuyo espectro se muestra

en la Figura N° 25 para realizar la comparacion.
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Figura N° 25. Espectros de Infrarrojo de los extractos de la semilla de la Lechosa seguin el método de

extraccion empleado.
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En la Figura N° 25 se tienen los espectros obtenidos segun el método de
extracciéon empleado, utilizando etanol como solvente. Los espectros reflejan la
posible presencia de enlaces —OH correspondientes a los acidos carboxilicos,
compuesto que posee alta polaridad, reflejados en la banda de frecuencia de 3360
cmen el sector de estiramiento, para la técnica del soxhlet, y se observa en la banda
delineada de color morado. La frecuencia de 1605 cm™ en donde posiblemente se
ubique el espectro de aminas primarias, resaltada de color verde, también presentes
en el espectro del soxhlet. Tanto el acido carboxilico como las aminas primarias son

compuestos claves que conforman la estructura de la papaina.

Para el espectro empleando la EAM se observa la existencia del grupo —OH
(banda morada) de los &cidos carboxilicos, en la frecuencia de 3399 cm™, sin
embargo, este pico no posee la misma intensidad o fuerza que el del extracto
adquirido por soxhlet. Del mismo modo, la intensidad del pico caracteristico de las
aminas primarias, que se puede observar en la frecuencia 1644 cm™, es menor para el
extracto obtenido empleando la extraccién asistida por microondas, en comparacion
al extracto del soxhlet, lo que puede indicar que con el método convencional tipo
soxhlet se obtiene la mejor extraccion lo cual puede favorecer en la obtencién de
papaina.

En el espectro obtenido del extracto de la EAU se observa el enlace -OH en
la frecuencia de 3311 cm™ y las aminas primarias se presentan a una frecuencia de
1658 cm™. Sin embargo, la fuerza de estos picos es menor a los picos obtenidos con
las dos técnicas anteriores, indicando menor presencia de los compuestos
caracteristicos de la papaina en el extracto obtenido empleando el equipo de
ultrasonido.

Las bandas de color azul sefialan la frecuencia en donde se encuentran los
compuestos alcanos y alquenos, enlaces que también estan presentes en la estructura
de la papaina. La banda resaltada de color amarillo confirma la presencia de aminas
primarias en los extractos obtenidos, ya que se trata de la region de absorcion en

donde se muestran los movimientos de flexion del enlace N-H.
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Finalmente, a pesar que con el método convencional tipo Soxhlet se obtiene el
mayor valor de rendimiento no se puede establecer la mejor calidad del extracto, es
por ello que se realiza la prueba de coagulacion de la leche, en busca de garantizar la
presencia minima de papaina en los extractos. Basandose en los espectros observados
en la Figura N° 25 se puede considerar cualitativamente la Extraccion Asistida por
Microondas como el método mas eficiente de extraccion, favoreciendo asi la
presencia de papaina en los extractos obtenidos de la semilla de la lechosa gracias a

sus cortos tiempos de operacion.
4.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos en la determinacién de la
actividad enzimatica en donde se empled un método que comprueba la existencia de
la enzima papaina conocido como el Método de la Coagulacién de la Leche (Balls
and Hoover), el cual se basa en la capacidad que tiene la papaina para coagular la

leche, ya que ésta puede hidrolizar el enlace peptidico de la caseina.

Debido a que este método se trata de una evaluacién cualitativa, se muestran a
continuacién las imagenes donde se observan los coagulos formados en la leche por
la accion de la papaina. A su vez se muestra la Tabla N°11 en donde se presentan las

observaciones realizadas durante la prueba de coagulacién de la leche.
Tabla N° 11. Método de Coagulacién de la Leche segin el solvente empleado.

Muestra ‘ Observaciones ‘

Coagulacion inmediata. Solidificacién total
de la muestra de leche.

Papaina comercial

Coagulacion a los 30 segundos.

Extracto de etanol Solidificacion parcial de la muestra de leche.

Formacion de cavitaciones o burbujas en la
Extracto de n-hexano muestra liquida de leche. Grumos no
diferenciados.

Coagulacion a los 60 segundos. Pocos

Extracto de acetato de etilo . .
grumos diferenciados en la muestra de leche.
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Figura N° 27. Formacién de coédgulos de leche por la accion de la papaina extraida de la semilla de
lechosa, seguln el solvente empleado.

En la Figura N° 26 y la Figura N° 27, mostradas anteriormente se presentan
los resultados obtenidos al realizar el método Balls and Hoover. En la Figura N° 26
se utiliz6 la papaina comercial y en la Figura N° 27 se utilizaron los extractos
obtenidos con el equipo tipo Soxhlet en donde se utilizaron como solventes: Acetato
de etilo, n-Hexano y Etanol; apreciandose la formacion de lo que comUnmente se

Ilama coagulo.

Es importante destacar que existe una notable diferencia entre la cantidad de
coagulos formados y el tiempo de formacién de éstos en las cuatro (4) muestras
expuestas en las Figura N° 26 y N° 27 lo cual puede estar asociado a la cantidad de
papaina presente en cada una de ellas. La formacién de coagulos empleando papaina
comercial, como se observa en la Figura N° 26, fue casi inmediata al afiadir la
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solucion de papaina en la leche. Por otro lado, la formacion de codgulos empleando el
extracto obtenido usando etanol como solvente fue en un tiempo considerablemente
rapido, en comparacion a las pruebas realizadas con los extractos obtenidos con n-
hexano y acetato de etilo en los cuales no se distinguen visiblemente la solidificacion

del liquido.

En las pruebas realizadas empleando los extractos obtenidos con n-hexano no
fue clara la formacion de coagulos en la leche, en su lugar se aprecian la formacion de
burbujas o cavitaciones en el liquido, como se observa en la Figura N° 27, mientras
que las pruebas realizadas con los extractos obtenidos con acetato de etilo se observa
una pequefia formacion de grumos, pero considerablemente menor en comparacion a

la papaina comercial y el extracto obtenido con etanol.

LOGROS DE LA INVESTIGACION

Aunque la lechosa es una de las frutas méas consumidas a nivel mundial, suele
ser habitual que al momento de retirar su piel, picarla y comerla, se deseche a la
basura un verdadero “tesoro” para la salud: sus semillas. Ellas contienen una enzima
cuyas propiedades son insustituibles, como bien sefiald el cientifico venezolano
Vicente Marcano, quien descubrio la papaina de la lechosa y sus numerosos
beneficios. Este trabajo de investigacion confirmé la presencia de los compuestos
guimicos que conforman la papaina en la semilla de la lechosa gracias a la
caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo, demostrando que todas las partes de
la fruta, sin importar su estado de maduracion pueden ser aprovechadas

comercialmente.

Con esta investigacion se logré la evaluacion del método de extraccion
convencional por arrastre de vapor y los métodos no convencionales de extraccion
asistida por microondas y extraccion asistida por ultrasonido para la obtencion de
papaina, abriendo una oportunidad para la investigacion de nuevas técnicas
produccion de esta enzima no estudiadas, ademas de introducir una nueva alternativa

para el aprovechamiento de residuos o desechos de la industria agricola, farmaceuta,
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alimenticia, entre otras. Se demostr6é que la extraccion de la papaina contenida en la
semilla de la lechosa, a través de la EAM puede ser una alternativa viable,
garantizando tiempos mas cortos de operacion que se traducen en beneficios
econémicos para las industrias productoras y consumidoras de esta importante e

irremplazable enzima.
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CONCLUSIONES

En base a los objetivos planteados en el presente trabajo especial de grado, se

presentan a continuacioén las conclusiones mas resaltantes de la extraccion de papaina

presente en las semillas de la lechosa.

v
v

La semilla de la lechosa posee una humedad de 84 % p/p.

Al usar semillas parcialmente himedas (humedad de 57%) se obtiene un
mayor rendimiento en comparacion a semillas himedas o totalmente
deshidratadas.

El solvente més eficiente en base al rendimiento para extraer la papaina
presente en la semilla de la lechosa es el etanol comercial.

En la Extraccion Asistida por Microondas, empleando el 100 % de potencia y
etanol como solvente, se obtuvo que el tiempo méaximo de exposicién fue de
22 segundos.

La potencia con la cual se obtuvo el mejor rendimiento fue 60 %. (EAM)

La temperatura que permitié obtener el mejor rendimiento empleando el
método de ultrasonido fue 30 °C.

El tiempo mas eficiente para el empleo del método de Extraccion Asistida por
Ultrasonidos para disminuir los costos energéticos del proceso de extraccion
es de 20 minutos.

La técnica de extraccion que presentdé mayor rendimiento fue la extraccién por
arrastre con vapor utilizando el equipo tipo Soxhlet, empleando etanol como
solvente, con un valor de 53 % p/p.

El método de extraccion mas eficiente para la obtencidn de papaina presente
en la semilla de la lechosa es la Extraccion Asistida por Microondas (EAM).
Se verifico la formacion de coadgulos en la leche utilizando el Método de Balls
and Hoover, confirmando asi la presencia de Papaina en los extractos

obtenidos.
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v' Se obtuvo un tiempo menor en la coagulacion de la leche utilizando el
extracto empleando etanol como solvente.

v" Mediante la caracterizacion de los extractos por la técnica de Espectroscopia
de Infrarrojos (IR), se pudo confirmar la presencia de papaina, lo que indica

que por los métodos de extraccién utilizados se logrd obtener la enzima.
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RECOMENDACIONES

En base a las conclusiones del presente trabajo especial de grado, se presentan
a continuacion las recomendaciones sugeridas, con la finalidad de mejorar las futuras
investigaciones que precedan a este Trabajo de Grado, en cuanto a lo referente a

extraccién de papaina.

v Efectuar un estudio mas especifico de la condicién de humedad, utilizando
tiempos mas cortos de secado con el fin de obtener el porcentaje de humedad
Optimo en busca de obtener un rendimiento mayor.

v Realizar un estudio en el cual se reduzca el tamafio de la semilla, para
determinar su influencia sobre los procesos de extraccion estudiados.

v’ Trabajar con diferentes tiempos de extraccién utilizando la mejor potencia en
la Extraccion Asistida por Microondas que permita la determinacion del
tiempo Optimo de operacion en donde el rendimiento es mayor.

v' Analizar las muestras generadas aplicando la técnica analitica de
Espectroscopia de Masas para conocer la composicion de los compuestos

extraidos mediante los métodos de extraccion utilizados en el presente trabajo.
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