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RESUMEN

La produccion mundial de papaina, una enzima extraida de la papaya (Carica papaya),
crece anualmente debido a sus multiples aplicaciones en diversas industrias, como
ablandador de carne y clarificador de cerveza. En la region amazodnica, existen especies
nativas del género Vasconcellea, perteneciente a la misma familia de la papaya, que ain
no han sido plenamente aprovechadas ni se les ha dado valor agregado. El objetivo de
esta investigacion fue obtener papaina a partir del latex de las especies Vasconcellea

chachapoyensis, Vasconcellea pubescens y Vasconcellea heilbornii, variando el pH (6.0

y 8.0).

Para la purificacion, se adaptod el método descrito por Andrade et al. (2011). Al latex
extraido se le anadi6 un buffer de acetato de sodio 10 mM, EDTA 5 mM, y bisulfito de
sodio 0.5%; el pH se ajustd a 6.0 y 8.0 con NaOH 0.1 N. Luego, la mezcla resultante se
homogeneizo en vortex y se centrifug6 tres veces (8000 rpm, 5 minutos a -4 °C). Para la
precipitacion, se agregd 45% de sulfato de amonio, luego se diluy6 con etanol al 96%
(v/v: 1/3) por duplicado. Posteriormente, la solucion se ultracongeld a -65 °C durante 12
horas y se liofilizo por 36 horas. La actividad enzimadtica (AE) se evalu6 mediante el
método de coagulacion de leche de Balls y Hoover. Los resultados evidenciaron que la
AE de las tres especies fueron superiores a pH 6.0 en comparacion con pH 8.0. La AE de
V. chachapoyensis (240.97 Upe) fue significativamente superior que la de las otras
especies a pH 6.0, mientras que la de V. heilbornii (112.45 Upe) fue la mas baja. La AE
de la papaina comercial de Merck y la de V. chachapoyensis a pH 6.0 no presentaron
diferencias significativas, y esta tltima mostr6 el mayor rendimiento en la produccion de
papaina liofilizada. La enzima con mayor actividad proteolitica (AP) fue la de
Vasconcellea pubescens, evaluada con caseina. Ademds, las enzimas obtenidas
presentaron un contenido de humedad muy bajo, lo que garantiza su conservacion y
efectividad. Estas enzimas pueden ser utilizadas como coagulantes naturales para la

produccion de quesos y otras industrias alimentarias.

.Palabras clave: papaina, purificacion, liofilizacion, actividad enzimatica, Vasconcellea.



ABSTRACT

Global production of papain, an enzyme extracted from papaya (Carica papaya), is
growing annually due to its multiple applications in various industries, such as meat
tenderizer and beer clarifier. In the Amazon region, there are native species of the genus
Vasconcellea, belonging to the same family as papaya, which have not yet been fully
exploited or given added value. The objective of this research was to obtain papain from
the latex of the species Vasconcellea chachapoyensis, Vasconcellea pubescens, and

Vasconcellea heilbornii, varying the pH (6.0 and 8.0).

For purification, the method described by Andrade et al. (2011) was adapted. A buffer of
10 mM sodium acetate, 5 mM EDTA, and 0.5% sodium bisulfite was added to the
extracted latex; the pH was adjusted to 6.0 and 8.0 with 0.1 N NaOH. The resulting
mixture was then homogenized in a vortex and centrifuged three times (8000 rpm, 5

minutes at -4 °C). For precipitation, 45% ammonium sulfate was added, then diluted with

96% ethanol (v/v: 1/3) in duplicate.

Subsequently, the solution was deep-frozen at -65 °C for 12 hours and freeze-dried for 36
hours. Enzymatic activity (EA) was evaluated using the Balls and Hoover milk
coagulation method. The results showed that the EA of the three species was higher at pH
6.0 than at pH 8.0. The EA of V. chachapoyensis (240.97 Upe) was significantly higher
than that of the other species at pH 6.0, while that of V. heilbornii (112.45 Upe) was the
lowest. The PA of Merck commercial papain and that of V. chachapoyensis at pH 6.0 did
not show significant differences, and the latter showed the highest yield in the production
of freeze-dried papain. The enzyme with the highest proteolytic activity (PA) was that of
Vasconcellea pubescens, evaluated with casein. In addition, the enzymes obtained had a
very low moisture content, which guarantees their preservation and effectiveness. These
enzymes can be used as natural coagulants for cheese production and other food

industries.

Keywords: papain, purification, freeze-drying, enzymatic activity, Vasconcellea
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I. INTRODUCCION

1.1 DESCRIPCION Y FORMULACION DEL PROBLEMA

La papaina es una enzima proteolitica de tipo cisteina con amplia aplicacién en las
industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética, debido a su capacidad para hidrolizar
proteinas en un amplio rango de pH y temperatura (Choudhary et al., 2025). Es muy
utilizada por su capacidad de ablandar carnes, clarificar cervezas y coagular leches en la
produccion de quesos frescos (Kuddus, 2018; Villacréz et al., 2024). Tradicionalmente,
esta enzima se obtiene de latex de Carica papaya, aunque existen otras fuentes
potenciales en especies del género Vasconcellea originarias de la region andino-
amazonica.

La papaina es obtenida principalmente del latex de papaya, un fluido lechoso que contiene
el exudado de papaya verde. Gracias a la cisteina en su sitio activo, estas proteasas son
clasificadas como EC 3.4.22.2 (cisteina endopeptidasa) (Tacias-Pascacio et al., 2021). La
papaina tiene una amplia funcién proteolitica para péptidos de cadena corta, proteinas,
aminoacidos esterificados y enlaces de amidas; y es funcional en medicamentos y en
alimentos (Ramirez, 2019).

El género Vasconcellea comprende alrededor de 22 especies nativas de Sudamérica, con
notable presencia en Ecuador, Colombia y Pertu (Ocampo, 2021; Scheldeman et al., 2011)
Diversos estudios han evidenciado que algunas especies del género Vasconcellea poseen
mayor contenido y actividad enzimética de papaina que la Carica papaya (Gutiérrez et
al. 2017 Torres et al. 2010). Sin embargo, la informacion sobre sus caracteristicas
bioquimicas y condiciones Optimas de extraccidon y purificaciéon aun es limitada,
especialmente para especies nativas de la regidbn Amazonas peruana como V.
Chachapoyensis, V pubescens y V. x heilbornii. Estas plantas crecen sin cuidado agricola,
los frutos son consumidos y comercializados en pequeia escala. Con una posible
industrializaciéon como: papillas, salsas, bebidas saludables, gelatinas, tratando de
mantener su contenido nutricional, aromas o sabores, o produccion de la enzima papaina
de los frutos de Vasconcellea podria impulsar su siembra a mayor escala generando una
nueva cadena productiva. (Aguirre-Rodriguez et al., 2024). Nutricionalmente son bajas
en calorias (alrededor de 18-262 kcal/100 g) y grasas, altas en humedad (hasta un 93 %)

y ricas en vitaminas (A, Bl, B2 y C), minerales (calcio, hierro, potasio, sodio),
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carbohidratos (22-36 %), fibra dietética (1,4-32.8 %) y proteinas (1-9.65 %) (Lemus-
Mondaca et al., 2024; Silva et al., 2022a).

Los procesos de purificacion y conservacion de enzimas como la papaina suelen verse
afectados por factores fisicos-quimicos, particularmente el pH y la temperatura.
Investigaciones recientes indican que la actividad optima de la papaina comercial de
Carica papaya ocurre a pH 7.5 (Dejene et al., 2024). Sin embargo, se desconocen los
rangos adecuados para las especies de Vasconcellea. La falta de control del pH durante
la extraccion puede provocar inactivacion parcial o perdida significativa de la actividad
enzimatica. Ademas, con investigaciones a pH < 6.0 la papaina pierde hasta el 40 % de

su actividad en 30 minutos

Los estudios realizados sobre la extraccion, caracterizacion y purificacion de papaina de
las especies del género Vasconcellea son escasos. Tovar-Colmenarez et al. (2018)
extrajeron la enzima papaina de latex de Carica papaya, la cual fue deshidratada mediante
estufa a 25 °C durante 20 horas y a 60 °C durante 40 horas, se obtuvo resultados de Upe
de 159.67 y 157.28 respectivamente.

Asimismo, el proceso de liofilizacion se presenta como una alternativa eficaz para
conservar la estabilidad de la enzima (Orua y Reuben, 2025). Este método mantiene
eficazmente el poder enzimatico y prolonga la duracion de la conservacion al eliminar la
humedad, lo que inhibe el crecimiento microbiano y la degradacion enzimatica
(Kittiphattanabawon et al., 2024). La liofilizacién aun siendo esencial para enzimas
termosensibles, carece de protocolos optimizados para las enzimas, la papaina purificada
y liofilizada conserva mas de 80 % de su actividad luego de doce meses a4 °C, por lo

contrario, se reduce a 50 % cerca de 30 dias (Markovi¢ et al., 2021).

El mercado internacional de las enzimas aumenta a tasas superiores al 4 % anualmente, y
podria superar los 600 millones USD al 2033, crecimiento debido a la busqueda de nuevos
coagulantes vegetales, ablandadores de carne y excipientes para nutracéuticos

(Matkawala et al., 2022).

La determinaciéon del pH para la extraccion y purificacion de la papaina de las
Vasconcellea permitiria tener procesos no solo empiricos. Dando la posibilidad de
reemplazar enzimas importadas para la industria lactea (coagulantes), carnica
(ablandadores) y nutracéutica con enzimas producidas a partir de fuentes vegetales

regionales.
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(Es posible obtener papaina purificada y liofilizada, con una actividad enzimatica minima
de 200 Upe, a partir de especies nativas del género Vasconcellea, (V. chachapoyensis, V.

pubescens y V. x heilbornii), al variar el pH durante la purificacion?

1.2 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

Obtener papaina purificada liofilizada a partir de especies nativas del género
Vasconcellea (V. chachapoyensis, V. pubescens, y V. x heilbornii) de la region

Amazonas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar biométrica y fisicoquimicamente los frutos de las Vasconcellea
chachapoyensis, Vasconcellea pubescens, y Vasconcellea x heilbornii de la
region Amazonas.

- Extraer, purificar y liofilizar papaina de los frutos de las especies nativas
Vasconcellea chachapoyensis, Vasconcellea pubescens, y Vasconcellea x
heilbornii bajo diferentes condiciones de pH.

- Caracterizar fisicoquimicamente la papaina obtenida del latex de los frutos de
las especies Vasconcellea chachapoyensis, Vasconcellea pubescens, 'y
Vasconcellea x heilbornii.

- Evaluar la actividad enzimatica de la papaina purificada, y comparar con papaina

comercial utilizando caseina comercial.

1.3 FORMULACION DE LA HIPOTESIS

Del latex de las especies endémicas del género Vasconcellea (Vasconcellea pubescens,
Vasconcellea chachapoyensi y Vasconcellea x heilbornii) se obtendra papaina

purificada y liofilizada con una actividad enzimatica superior a 200 Upe a pH 6.0.

1.4 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Actualmente, se produce papaina a partir de Carica papaya para diversos usos en las

diferentes industrias como la alimentaria, farmacéutica entre otras. En la region
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Amazonas se cuenta con algunas especies del género Vasconcellea, genero oriundo
de estas latitudes, de estos frutos lactiferos se podrian obtener papaina purificada que
podria ser utilizada en la cuajada para elaborar quesos. En la actualidad son
insuficientes los estudios, y de poca profundidad en la obtencion de papaina de estas

especies (Vasconcellea chachapoyensi, Vasconcellea pubescens y Vasconcellea x

heilbornii).

Las tendencias hacia el consumo de alimentos saludables han aumentado en los
ultimos afos, lo que ha permitido a la industria alimentaria investigar e innovar
nuevos productos. Por lo que, el uso de papaina como cuajo, de origen vegetal, seria

una alternativa de uso para diferentes productores de quesos.

La papaina de Carica papaya domina el mercado global debido a su alto rendimiento
y métodos establecidos de extraccion, pero las especies de Vasconcellea, ofrecen
ventajas como mayor resistencia a condiciones climaticas adversas y un nivel
enzimatico potencialmente superior en actividad proteolitica, con hasta cinco veces

mas concentracion de enzimas en su latex (Villacréz et al., 2024)

En la actualidad la produccion agricola de Vasconcelleas en el Pert es relativamente
baja y no se cuenta con registros segun el Ministerio de Agricultura (2015), por lo que
con la implementacion de una agroindustria productora de papaina u otro producto
del fruto podria aumentar la produccién de estas plantas en las regiones que se
presentan, y asi poder dinamizar la economia local o regional y tener mejores

condiciones de vida para los agricultores, emprendedores y su comunidad.

Los actuales procesos para la obtencion de la papaina constan de varias etapas lo que
puede ocasionar la disminucion de su actividad enzimatica. El costo de un proceso en
general debe reducirse sin perder la actividad de la enzima original. El proceso
enzimatico estd directamente vinculado con los procesos de produccion y purificacion

de la enzima.
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Il MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Se han realizado diversas investigaciones para la extraccion y purificacion de proteinas incluidas
enzimas utilizando diversos métodos. Algunos métodos de extraccion se han basado en el uso

de solventes, sales y control de pH para optimizar y mantener la actividad enzimatica.

Cuchupoma y Orozco (2019), evaluaron el efecto del etanol a diferentes concentraciones (76°,
86°y 96° GL), en Vasconcellea pubescens, obteniendo mayor rendimiento (6.29 %) y actividad
enzimatica a 96° GL. Este hallazgo sugiere que el etanol no solo actia como un solvente, ademas
podria facilitar la solubilizacion de las proteinas, mejorando la recuperacion de la papaina.
Ademas, se ha empleado la extraccion alcohdlica en dos pasos para purificar la papaina del latex,
diluyéndose con etanol al 96% hasta una concentracion final del 10 % (v/v) para solubilizar el
latex, y luego se afilade mas etanol (proporcion 1:3) para precipitar la papaina (Tovar-Colmenarez

etal., 2018).

De manera complementaria, Modelos pseudo-anti-solvente muestran que el etanol al 60 % (v/v)
disminuye la solubilidad proteica y precipita selectivamente la enzima papaina manteniendo su
actividad mayor a 90 %. Su cinética demostré un proceso rapido y de facil escalabilidad sin

co-precipitar polifenoles latex-dependientes (El-Zalaki, 2021).

En la investigacion al extraer papaina a partir de Vasconcellea pubescens, como alternativa de
cuajo vegetal, la enzima fue purificada con etanol, sulfato de amonio y cloruro de sodio. Se

obtuvo actividad enzimaética en el rango de 251-257 Upe (Arellano, 2019).

Con Carica papaya se logrd una purificacion con indice de recuperacion del 81 % adicionando
papay

sulfato de amonio hasta 50 % de saturacion a pH 5.0 (Markovi¢ et al., 2021).

En la purificacion de papaina del latex de papaya y su cuantificacion de actividad enzimatica, se
evaluo la relacion de condiciones de secado, deshidratando el latex bajo dos condiciones (25 °C
-20 h, y 60 °C - 4 h), se purificd y cuantificd la actividad enzimadtica y la actividad proteolitica
en base a la eficiencia de separacion de proteinas de un efluente de residuos lacteos con un

60.03% en promedio. (Tovar-Colmenares et al., 2018).

Para la purificacion de proteinas también se han utilizado equipos como cromatdgrafos, y para
los andlisis cualitativos electroforesis. En la investigacion purificacion y caracterizacion
preliminar de proteasa del latéx de Vasconcellea candicans, investigaciones previas reportaron

al latex fresco con una actividad especifica de la enzima papaina en 1.84 veces mas a la reportada
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en el latex de Carica papaya, el latex se suspendio (1:1) en buffer acetato de sodio a 10 mM y
pH 5.0; se precipitaron las proteinas a pH 9.0 con sulfato de amonio al 45%, luego se purifico
en una columna Sephadex G-100 y se obtuvo tres fracciones (A, B y C). La actividad enzimatica
especifica (AEE) se cuantifico con caseina, la AEE de las fracciones A, B y C fueron de 87.74;

14.93 y 16.13 nkat.mg™! proteina respectivamente (Gutierrez et al., 2017).

En estudios de secado por liofilizacion, se han realizado trabajos para evaluar los efectos de
parametros de proceso como temperatura, presiones y tiempos de congelacion. La liofilizacion
a —55°C a 0.011 mbar conserva hasta un 97 % de actividad proteolitica durante un afio de
almacenamiento (El-Zalaki, 2021). En la investigacion sobre el efecto del tiempo de congelacion
y temperatura de liofilizado del latex de Carica pubescens sobre la actividad proteolitica en
leche de vaca, variando la congelacion entre 8, 12 y 16 horas, y temperatura de liofilizacion entre
50, 55 y 60 °C. Determinando la actividad proteolitica utilizando como sustrato en proteina la
leche de vaca. La mayor cantidad de UTP (0,0149 UTP/g muestra- min) del latex se tuvo con
temperatura de liofilizado de 55 °C, 12 h de congelado, y tiempo de secado de 3 h 40 minutos
(Herrera y Ruiz, 2014).

La papaina purificada de V. pubescens, en mediciones con caseina (37 °C, pH 6.5), alcanz6 una
actividad especifica de 143 +£5 U/ mg, lo cual fue superior en 28 % a los resultados obtenidos

en Carica papaya bajo idénticas condiciones experimentales (Pino-Ramos et al., 2024).

Guevara-Silva et al. (2019) indican que el secado mediante liofilizacion representa el método
mas eficiente para conservar esta enzima, pero no se ha evaluado ampliamente la actividad
enzimatica de extractos de papaina obtenidos por diferentes métodos de extraccion y que, para
el proceso de extraccion, es necesario conocer el efecto de variables como el pH y la liofilizacion

en la actividad de papaina.

La actividad de la papaina se ve significativamente influenciada por las condiciones de pH y
temperatura. La enzima muestra una actividad 6ptima dentro de un rango depH de 6.5a 7.5,y
su actividad disminuye a niveles de pH mas bajos, alcanzando solo alrededor del 46 % en la

queratina a un pH de 4.5 (Trevisol et al., 2022).

La actividad optima del enzima papaina suele encontrarse en el rango neutro o ligeramente acido.
En estudios de optimizacion, la actividad méxima del enzima crudo de Carica papaya se encontrd
apH 7.5 (Dejene et al., 2024). La papaina es generalmente estable en u amplio rango de pH (3.0
—9.0) (Hafid et al., 2020). sin embargo, se ha observado que la enzima extraida del latex exhibe

una estructura semicompacta en condiciones de pH bajo (Nekoueinaeini et al., 2024).
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2.2 MARCO CONCEPTUAL

2.21 Enzimas

Las enzimas son catalizadores biologicos esenciales que aceleran las reacciones quimicas en los

organismos vivos, facilitando procesos metabdlicos vitales (Castaneda, 2019; Kuddus, 2018).

Su estructura, predominantemente proteica, determina su funcion y especificidad (Punekar,
2018). Cada enzima actua eficazmente en condiciones especificas de pH, temperatura,

concentracion y actividad del agua (Motta et al., 2023).

Las enzimas macromoléculas proteicas, las proteasas como la papaina, son hidrolasas que
rompen los enlaces peptidicos (Nekoueinaeini et al., 2024) . Las enzimas de origen vegetal son

capaces de funcionar en un amplio rango de temperaturas y pH (Choudhary et al., 2025) .

222 Papaina

La papaina es una proteasa de cisteina obtenida principalmente del fruto de la papaya. Es bien
conocida por su capacidad para hidrolizar proteinas, lo que la hace muy valiosa en diversas
aplicaciones, incluyendo la transformacion de alimentos y medicamentos. La enzima tiene
caracteristicas como actividades Optimas para niveles especificos de pH y temperaturas. Los
estudios han demostrado que la papaina mantiene su actividad catalitica en un rango de niveles
de pH, con un pico de actividad que se observa a menudo en torno a un pH de 6 a 7

(Nekoueinaeini et al., 2024a)

La papaina es una enzima capaz de aglomerar proteinas y de resistir la temperatura, y en bajas
concentraciones puede funcionar adecuadamente; no contiene productos quimicos, es facil de
obtener, se fabrica por si misma, no es toxica y no tiene reacciones secundarias (Fachraniah et

al., 2019).

En términos de conformacién quimica, la papaina es una endopeptidasa que presenta una
estructura tridimensional unica, lo que le permite interactuar eficazmente con los sustratos
proteicos. La estabilidad y la eficacia de la papaina se ven influidas por los métodos de
purificacién y acondicionamiento utilizados (Cornejo, 2023) compara diferentes métodos de
purificacion de la papa y concluye que las variaciones en la técnica utilizada pueden afectar

significativamente a la actividad catalitica de la enzima.
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La combinacion de la papaina con otras enzimas, como la quimotripsina, ha demostrado ser
prometedora en la extraccion de productos marinos, lo que evidencia su versatilidad en diferentes

contextos (Guzhiiay, 2022).

223 Actividad enzimatica (AE)

Medir la AE implica medir la velocidad de una reaccion quimica catalizada enzimaticamente.
Dado que una enzima pude catalizar la reaccion en la que intervienen un sustrato en particular o
en una familia de sustratos relacionados estructuralmente, la medida de AE resulta ser especifica
para cada par E-S. asi, la medida de la AE brinda informacién cuantitativa de la presencia de una
enzima particular en una muestra en la que la enzima en cuestion puede no estar pura (Lodeiro,
2017). Hay dos variables que juegan un papel fundamental en la catalisis enzimatica, estas dos
variables afectan tanto a la enzima como al sustrato y también al curso de la reaccion. Tienen
influencia tanto en la estabilidad estructural de la enzima como en las constantes cinéticas, con
lo cual no solo afecta la velocidad de reaccion sino también la proporcion de enzima activa que
hay en la muestra. El efecto del pH sobre el sustrato también determina la proporcion de sustrato

en la forma idnica adecuada para unirse a la enzima (Battaner, 2014).

La velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas se incrementa con la temperatura. En las
reacciones catalizadas por enzimas el efecto de la temperatura es mas complejo porque casi todas
las enzimas se desnaturalizan al ser calentadas por encima de las temperaturas fisiologicas

(Lodeiro, 2017).

Ademas de su extraordinaria especificidad y eficiencia catalitica, las enzimas presentan otra
propiedad unica: son capaces de regular su actividad en funcion de la concentracion de sustrato,
de la presencia de ciertas sustancias en el medio o de ciertos cambios producidos en su entorno,

lo que les dota de cierto grado de inteligencia. (Plou, 2016).

La actividad catalitica de la papaina se atribuye a su estructura quimica Unica, que incluye una
triada catalitica de aminoacidos cruciales para su funcién proteolitica. La enzima rompe
principalmente los enlaces peptidicos de las proteinas, catalizando asi su hidrolisis. Las
investigaciones han indicado que los cambios en la papaina, como su inmovilizacion en

quitosano, pueden mejorar su eficiencia catalitica y su estabilidad (Ol’shannikova et al., 2022)

La capacidad de hidrdlisis de la papaina es significativa y ha sido disefiada para su eficacia en la
descomposicion de diversos sustratos proteicos. Por ejemplo, las investigaciones sobre su uso

para la hidrodlisis enzimatica de proteinas de garbanzo han mostrado resultados prometedores,
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mejorando tanto la actividad antioxidante como las propiedades funcionales (Ahmad Nadzri et

al., 2021)

La actividad enzimatica es muy afectada por el pH, tampones, fuerza idnica y constante
dieléctrica de la solucion. Las reacciones catalizadas por enzimas casi siempre implican grupos
ionizables en la enzima y/o en el sustrato. Debido a la gama de valores de pH, es posible requerir

mas de un tampdn en un experimento. (Punekar, 2018).

224 Vasconcellea

Las investigaciones destacan que estas frutas, entre las que se incluyen especies como
Vasconcellea quarifolia y Vasconcellea pubescens, son ricas en nutrientes y tienen importantes
propiedades antioxidantes, lo que las posiciona como candidatas potenciales para el desarrollo

de alimentos funcionales (Folharini et al., 2019)

La fruta se utiliza a menudo en diversas preparaciones, desde bebidas hasta dulces tradicionales,
lo que pone de relieve su versatilidad y su importancia como fuente de alimento basico para las

poblaciones locales (Castro Medina, 2025).

La composicion nutricional de estas frutas muestra altos niveles de vitaminas esenciales,
carbohidratos y minerales, lo que sugiere su utilidad para mejorar la diversidad alimentaria,

especialmente en regiones donde las fuentes de nutrientes son limitadas (Silva et al., 2022).

El latex de las diferentes especies de Caricdceas muestra diferentes composiciones de
proteinasas. Las proteinasas de la papaya comun han sido estudiadas en detalle, y utilizada
ampliamente para la obtencion de papaina comercial. Las enzimas mas importantes son la
papaina, quimopapaina, caricain (formalmente conocida como proteinasa Q 'y

glicylendopeptidasa (también conocida como papaya proteinasa IV) (Chittaranjan, 2011, p. 216).

En la figura 1 se muestra las imagenes de especies de Vasconcellea.
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Figura 1

Fotografias de las especies Vasconcellea en estudio

Nota. a) Vasconcellea chachapoyensis, b) Vasconcellea heilbornii ¢) Vasconcellea pubescens.

En la figura 2, se presenta algunas localidades donde se produces algunas especies del género

Vasconcellea en la region Amazonas.

Figura 2

Distribucion de especies del género Vasconcellea en la region Amazonas- Peru

S e = S
Mapa de Distribucion de Especies de}género Vasconcellea

Nota: imagenes de Tineo et al. (2020).
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2.25 Liofilizacion

La liofilizacién es un proceso de deshidratacion ampliamente utilizado en la industria
alimentaria, que se distingue por su capacidad para conservar la estructura y la calidad
nutricional de diversos alimentos. Este método consiste en eliminar el agua de los alimentos y
desorber los productos alimenticios, lo que permite una conservacion eficaz sin una
degradacion térmica significativa (Ismed et al., 2024; Wolkers y Olednhof, 2021). Esta técnica
conserva los alimentos al impedir el crecimiento microbiano y mantener mejor el contenido de
nutrientes y el sabor que los métodos de secado convencionales (Liu et al., 2022; Yao et al.,

2023).

El principio cientifico subyacente de la liofilizacién abarca tres etapas principales:
congelacion, secado primario (sublimacion) y secado secundario (desorcion) (Nwankwo

etal., 2023).

En la congelacion, la humedad del producto se cristaliza, es fundamental ya que la morfologia
de los cristales formados afecta la resistencia a la transferencia de masa durante el secado

primario (Tchessalov et al., 2023).

En la fase de secado primario, se reduce la presion, lo que permite que el hielo se convierta
directamente en vapor, sin pasar por la fase liquida (Al Faruq et al., 2025; Mujumdar, 2020). La
presion de vacio favorece la fusion del hielo, la presion y la temperatura son directamente
proporcionales, condicion necesaria para este fenomeno. La sublimacion en el secado de
alimentos elimina la humedad, transformando el hielo directamente en vapor, lo que preserva la

estructura y la calidad nutricional de los alimentos (Nowak y Jakubczyk, 2020).

La fase de secado secundario reduce aun mas el contenido de humedad residual, lo que da
como resultado un producto final con bajo contenido de agua que mantiene sus caracteristicas

originales (Al Farugq et al., 2025).
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Figura 3

Diagrama de fases con el punto triple del agua
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El control de pardmetros como la temperatura y la presion es crucial para minimizar este efecto,
garantizando la estabilidad y la calidad de los productos (Assegehegn et al., 2021; Nowak &
Jakubczyk, 2020). Una optimizacion eficaz mejora las propiedades fisicas generales de los
productos liofilizados, lo que contribuye a su calidad nutricional (Liu et al., 2022).

Figura 4

Etapas de la liofilizacion
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Se ha destacado la conservacion de los compuestos beneficiosos durante la liofilizacion, lo que
demuestra sus ventajas con respecto a los métodos de secado al sol en lo que respecta a la
actividad enzimatica (Yap, 2021).

A pesar de estos avances, siguen existiendo retos en el ambito de la congelacion, como el
elevado consumo de energia y los prolongados tiempos de procesamiento, que pueden provocar

un aumento de los costos de produccion (Tchessalov et al., 2023).

2.2.6 Extraccion de proteinas con etanol

La precipitacion de proteinas basada en solventes proporciona una recuperacion excepcional,
particularmente cuando se controla la fuerza ionica de la solucion; se ha demostrado que la
adicion de disolventes organicos favorece la precipitacion de proteinas de alto peso molecular

(Baghalabadi y Doucette, 2020).

Los diferentes disolventes organicos suelen diferir en su capacidad para precipitar proteinas, y
los precipitantes organicos comunes incluyen acetona, isopropanol, etanol y metanol, ademas
los disolventes orgénicos suelen ser volatiles, por lo que los disolventes orgénicos residuales

en las proteinas diana se pueden eliminar facil y rapidamente (Du et al., 2022).
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ll. METODOLOGIA

3.1 DE ACUERDO CON EL ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

Por el enfoque: Cuantitativo
Por el fin perseguido: Aplicada

Por la técnica para contrastar: Experimental.

3.2 METODO

3.2.1 Proceso de obtencion de papaina del género Vasconcellea

La parte experimental de la investigacion se realizd en los laboratorios de la Universidad

Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas en Chachapoyas.

Recoleccion de la fruta

Se selecciono frutas sanas y que no han alcanzado su estado de madurez final, la recoleccion de
los frutos se realizé entre las 6 a 8 a.m. y fue aleatoria en los diferentes fundos, con el fin de
disminuir el porcentaje de error, se colectaron los frutos que no presenten su indice de madurez
final, luego se transportaron a los laboratorios de la UNTRM en Chachapoyas en recipientes

refrigerados.

Caracterizacion de la fruta

Se realizo a la fruta una caracterizacion biométrica (tamafio, diametro y peso).

Obtencion del Latex

Las muestras seleccionadas se sometieron a un lavado utilizando agua potabilizada, luego se
desinfect6 con alcohol etilico, posteriormente haciéndose incisiones con una punta de acero
inoxidable con cortes 2 a 3 mm de profundidad, iniciando desde la parte superior hasta la parte

inferior, la cual se colectaron en recipientes de vidrio con tapa rotulada.

Parte del latex se destind6 como muestra para realizar los analisis fisicoquimicos como: solidos
solubles, pH, contenido de proteinas, actividad enzimatica, cenizas, minerales, de acuerdo con
los métodos de la AOAC (Association of Official Analitical Chemists, 1990). Estas pruebas se

realizaron con el objetivo de estandarizar la materia prima.

Purificacion

Para purificar la papaina se modific6 el método de extraccion con alcohol en dos pasos, utilizada

por (Andrade et al., 2011). Desarrollandose las siguientes etapas del proceso:
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- El latex extraido, se recolecto en vasos de precipitacion de vidrio las cuales contenian buffer
acetato de sodio (10 mM a pH 5), EDTA (5 mM) y solucion de bisulfito de sodio (0.5 % p/p).
Los tratamientos se estandarizaron a pH a 6.0 y 8.0 utilizando NaOH (0.1 N); para esto se
utilizd un agitador vortex, por un tiempo de 2 minutos, con el proposito de homogenizar.

- Centrifugacion a temperatura de refrigeracion: 8000 rpm por 5 miny 4 °C.

- Precipitacion, se afiadi6 lentamente y en agitacion sulfato de amonio (45 %) hasta saturacion,
manteniéndolo a temperatura de 4 °C por un tiempo aproximado de 14 horas. Permitiendo
precipitar para remover luego gran parte de las moléculas organicas e inorganicas.

- Dilucidn, el remanente liquido se diluyo en etanol ( 96 %, volumen 1:3).

- Centrifugacion, 8000 rpm por S miny 4 °C.

- Dilucidén, el remanente liquido se diluyo en etanol (96%, volumenes 1: 3, volumen
filtrado/etanol).

- Centrifugacion, 8000 rpm por 5 miny 4 °C.

- La muestra se congeld a -65 °C por 12 horas aproximadamente, en un ultracongelador.

Se utilizé el equipo de liofilizacion de laboratorio, marca Labconco (4,5 1/-84 °C), operando
a una presion de vacio de 0,001 mbar. El tiempo total entre sublimacion, secado primario y
secundario fue hasta 36 horas.

- El envasado se realizd6 inmediatamente finalizada la liofilizacidén, en botellas de vidrio
oscuras; para luego ser almacenados en ambiente limpio, bajo sombra y en refrigeracion a 4
°C.

3.2.2 Técnicas e instrumentos de investigacion

Se realizaron los andlisis fisicoquimicos segun métodos de la Association of Official Analitical
Chemists (1990), asi como también la actividad enzimatica, actividad proteolitica. Se

realizaron los siguientes analisis:

- Peso: se utiliz6 una balanza de precision. Marca: Digital Precision y modelo: E300A.

- Medidas de longitudes y diametros, se realizé con un vernier calibrado.

- pH: se utilizé un pH metro, marca: Quimis, modelo: Q400MT. La muestra por analizar se
colocd en la balanza digital, adicionando a este 10 ml de agua destilada y finalmente colocar
el potenciometro dejando que se estabilice el valor de pH en la pantalla del equipo (AOAC,
2007, 981.12 41.1.04);

- Humedad: se utilizé un equipo medidor de humedad. Marca: Adam y modelo: AMBS50.

Se colocd 2 g de la prueba a ser analizada.
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3.23

Cenizas: se obtuvo con el equipo mufla, donde se incinerd la muestra, adaptando la
metodologia descrita en la norma (AOAC: Official Methods of Analysis, 2005) empleando
el método 940.26.

Proteinas: se determiné por el método AOAC Official Method 968.06 (Dumas Method for
Nitrogen in Food).

Actividad enzimatica: se evalu6 mediante el método de Balls y Hoover (C. A. Castro,
2023).

Actividad proteolitica: se utilizo6 el método Sorensen-Walker (Anexo 4).

Rendimiento en base al peso del latex y fruta, se calculd con la siguiente relacion:

= 9% Rendimiento de extraccion = Peso de latex obtenido (g) x 100

o Peso de fruta (g)
Rendimiento en base a la papaina liofilizada y el latex, se calcul6 con la siguiente relacion:

» 9% Rendimiento de purificacion = Peso de papaina obtenido (g) x 100

Peso del latex (g)

Materiales y Equipos

Insumos y reactivos

Papaina comercial, de la marca: Merck EMPROVE ESSENTIAL, Papain 6000 USP/mg.
EDTA, 5 mM

Solucidn bisulfito de sodio 0.5 % m/m

Buffer acetato de sodio, 10mM, pH 5.0

Sulfato de amonio, qp

Etanol, 96°

Acido fosférico, 0.1 N

Hidroxido de sodio, 0.1 N

Agua ultrapura

Caseina comercial, marca Merck de grado alimentario

Soluciodn de acido tricloroacético 5%

Equipos, instrumentos y otros
Equipo Liofilizador de laboratorio, marca Labconco (4,5 L / - 84 °C).
Balanza marca Digital Precision, modelo: ES-300A.
pH metro, marca: Quimis, modelo: Q400MT.
Refractometro, marca: MRC, modelo: REF-W
Analizador de humedad, marca: Adam, modelo: AMB50
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- Centrifuga refrigerada, marca: Hetich, modelo Universal 320R
- Mufla, marca Pinzuar Ltda.

- UltraCongelador, marca Bosch

- Equipo Dumas, marca LECO, modelo CHN628

- Refrigeradora, marca Bosch, modelo KANS58A40J

- Bafio maria de 221 digital, YCW-910

- Termémetro digital, marca GN modelo TP-|101

- Agitador magnético, marca Quimis, modelo Q261-22

- Cooler de plastico.

- Filtro de papel Whatman N° 12

3.3 Diseiio de investigacion

Para fines de este estudio el disefio de experimentos se realizoé con un disefio completamente
al azar (DCA) y arreglo factorial de 3 x 2 (3 especies del género Vasconcellea 'y 2 niveles de

pH); con 4 repeticiones en cada tratamiento, como se muestra en la figura 5.

Con el planteamiento del disefio se busco obtener la enzima papaina purificada y liofilizada

con una actividad enzimadtica superior a 200 Upe, para un potencial uso comercial.
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Figura 5

Diserio experimental de la investigacion

V. chachapoyensis V. heifbornii V. pubescens

\

Extraccion de Latex
I

Regulacian de pH

PN

pH: 6.0 pH: 8.0

~ 7

Purificacidn
Liofilizacion

Envasado

Para la obtencion de la enzima se siguid las operaciones como se muestra en la figura 6.
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Figura 6

Diagrama de flujo para la obtencion de enzima papaina

Recoleccion de Vasconcelleas

A
Amortiguador acetato de sodio, 10 mM pH 5.0 Extraccidon de latex
EDTA 5 mM,
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3.4 POBLACION Y MUESTRA

Poblacion

Se considero las producciones de los centros poblados de los distritos de Molinopampa,
Luya y Bongard, donde se ha ubicado presencia de las tres especies de Vasconcelleas.
Las plantas de estas especies crecen en forma natural sin cuidado agricola de sus

propietarios.

Muestra

Las muestras fueron recolectadas de agricultores de centros poblados pertenecientes a
distritos como: Molinopampa, Luya y Jumbilla en las provincias de Chachapoyas, Luya
y Bongara en la region Amazonas. Los frutos fueron recolectados de biohuertos
familiares, estos se cultivan sin cuidados agronomicos alguno. Las muestras se
seleccionaron por conveniencia, aquellas frutas con indice de madurez menor a 40% de
color amarillo, considerando lo recomendado por la FAO; ademas con un buen estado de

conservacion. Se colectaron un aproximado de 24 kilogramos por especie.

3.5 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variables independientes:

- Tipo de materia prima: Especies de Vasconcellea, V. pubescens, V.
chachapoyensis y V. x heilbornii.

- Niveles de pH: 6.0y 8.0

Variable dependiente:

- Actividad enzimatica

Indicadores:

Proteinas, Cenizas, Humedad y Rendimiento
Actividad proteolitica

e Peso, diametro y peso de las frutas
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e Rendimiento de enzima / latex.
e Contenido de proteinas en la enzima purificada.

e Actividad enzimadtica y proteolitica de la papaina

Tabla 1

Operacionalizacion de variables

Variables Definicion Definicion Dimension Indicador
Conceptual Operacional
Especies lactiferas que El latex extraido de las Latex de las - Latex (g)
Especies de contienen complejos tres especies de Vasconcelleas - Rendimiento (%)

)

*q-'; Vasconcellea enzimaticos en su latex Vasconcellea se

Y

5 purifico y liofilizé.

g

T pH Carga potencial de Se fijo6 el pH del Regulador de pH: 6.0

L]

> hidrogeniones en una proceso en dos niveles.  carga potencial ~ pH: 8.0
materia.
Medida de la Se determiné la  Actividad -Unidad

% Actividad velocidad con que actividad enzimatica enzimaticay enzimatica

N

=

-% enzimatica transcurre una utilizando caseina. proteolitica especifica (Upe)

=]

D

g‘ reaccion  catalizada - Caracteristicas
por una enzima. fisicoquimicas

3.6 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Los resultados fueron recolectados via observacion experimental directa y sistematica
de los diferentes analisis fijados. Estas mediciones se realizaron utilizando diversos
métodos, equipos e instrumentos particulares para cada fin previsto, se tomo los

siguientes datos:
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- Materia prima: humedad, pH, cenizas, pesos y medidas.

- Producto final: proteinas, actividad enzimadtica, actividad proteolitica, humedad,
cenizas.

Como instrumento de recoleccion de datos se utilizo las fichas de registros de datos,

estos datos fueron obtenidos de los diferentes resultados en las respectivas pruebas.

Para los diversos analisis se utilizaron los materiales, equipos e instrumentos

anteriormente descritos.

3.7 TECNICAS DE ANALISIS DE RESULTADOS

Analisis estadistico
Se aplico analisis estadistico de acuerdo con los objetivos especificos establecidos.

Para fines de este estudio el disefio de experimentos se realizd un disefio
completamente al azar (DCA) con arreglo factorial de 3A x 2B, considerando el factor
A: las tres especies del género Vasconcellea, y el factor B: dos valores de pH (6.0 y
8.0), con cuatro repeticiones para cada tratamiento, por lo cual se tuvo un total de 24
unidades experimentales. Se utilizd un nivel de significancia de 5 %. Para el

procesamiento de datos se utilizo el programa estadistico R.

Factores: 3A x 2B

Factor A: especies del género Vasconcellea.

Al1=V. chachapoyensis
A2=V. x herbonii
A3=V. pubescens
Factor B: valores pH
Bl=pH 6,0y
B2=pH 8,0
Modelo aditivo lineal:
Yijk =U + Ai + Bj + (AB)ij + Eijk
Doénde:
1=1, 2, 3 (Nivel del factor A)

j=1,2 (Nivel del factor B)
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k=1, 2, 3, 4 repeticiones.
U: Efecto de la media poblacional
Ai: Efecto de i-ésimo especie del género Vasconcellea.
Bj: Efecto de j-ésimo pH
(AB)ij: Efecto de la interaccion del factor Ai y el factor Bj.

Ejjk: Efecto de error experimental en el i-ésimo especie; j-¢simo pH y k -

€simo repeticion.
Nivel de significacion (a): 5%

Tabla 2

Arreglo experimental con 4 repeticiones

Al A2 A3
Repeticiones

B1 B2 B1 B2 B1 B2
1 AlIBl Al1B2  A2BI1 A2B2  A3BI A3B2
2 AIB1 AlB2  A2BI A2B2  A3Bl1 A3B2
3 AIBl Al1B2  A2BI1 A2B2  A3BI A3B2
4 AIBl Al1B2  A2BI1 A2B2  A3BI A3B2

T1 T2 T3 T4 T5 T6
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DE LAS VASCONCELLEAS

4.1.1 Caracterizacion biométrica de las frutas

En la tabla 3 se presenta la caracterizacion biométrica de las frutas de Vasconcellea

pubescens, Vasconcellea x heilbornii y Vasconcellea chachapoyensis. Se evaluaron

variables como peso unitario, daiametro y altura promedio.
Tabla 3

Caracterizacion biométrica de frutos de las especies de Vasconcelleas

Especie N°de Peso Diametro Altura
frutos unitario Promedio promedio
(2 (cm) (cm)
V. chachapoyensis 750 32.00+4.6 41+£09 648+ 1.4
V. x heilbornii cv 36 666.67 + 89.6 10.6 £2,18 22.3£5.65
V. pubescens 222 108.11 £21.8 6.18 £0.85 8.82+0.86

Se observaron diferencias en las medidas biométricas entre las especies nativas del

género como los pesos, didmetros y altura de las frutas.

Figura 7

Fotografias de V. chachapoyensis

s

10 mm

Nota: a) fuente propia, b) Tineo et al. (2020)
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Figura 8

Fotografias de V. pubescens

Nota: a) fuente propia, b) Lemus-Mondaca et al. (2024)

Figura 9
Fotografias de V. x heilbornii

Nota: a) fuente propia, b) Auquifiivin (2019)

La especie V. chachapoyensis registré los valores mas bajos en todas las variables
evaluadas, con un peso promedio de 32.00 + 4.6 g, didmetro de 4.1+ 0.9 cm y altura de
6.48 = 1.4 cm. En contraste, V. heilbornii registro los mayores valores, alcanzando un
peso unitario promedio de 666.67 = 89.6 g, un diametro de 10.6 £ 21.8 cm y una altura
de 22.3 £ 5.65 cm. Por su parte, V. pubescens presento valores intermedios, con un peso

promedio de 108.11 + 21.8 g, diametro de 6.18 + 0.85 cm y altura de 8.82 + 0.86 cm.
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Es importante destacar que V. chachapoyensis fue recientemente identificada
botanicamente en la region Amazonas - Peru (Tineo et al., 2020a) motivo por el cual no
se dispone de antecedentes suficientes que permiten establecer comparaciones mas

amplias.

Con respecto a estudios de la V. pubescens, estudios previos reportan valores
superiores en la presente investigacion. Herrera y Ruiz (2014) obtuvieron peso promedio
de 167.56 g, 6.26 cm de didmetro y 9.94 cm de altura; mientras que Arellano (2019)
reportd promedios de 176.43 g en peso, 6.31 cm en didmetro y 9.55 cm en altura,
observandose con estas investigaciones que el peso es la mayor diferencia. Estas
diferencias podrian atribuirse a las practicas agroecoldgicas, climas propios o a la

variabilidad genética propia de la especie.

De lo mencionado se reafirma la notable diversidad morfologica presente en el género

Vasconcellea.

Cabe senalar que las muestras analizadas en este estudio fueron recolectadas con indice
de madurez inferior al 40 %, es decir con color amarillo, lo que pudo influir en las
diferencias observadas respecto a la literatura, ya que la madurez afecta notablemente los
atributos fisicos de los frutos. Por ello, se resalta la importancia de estandarizar criterios
de madurez en futuros estudios comparativos. Las recolecciones se realizaron entre los

meses de febrero y marzo.

4.1.2 Caracterizacion fisicoquimica del latex

pH de latex de las tres especies

La figura 10 muestra los valores de pH del latex extraido de las tres especies de

Vasconcelleas estudiadas.
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Figura 10

pH del latex de las especies de Vasconcellea, con prueba tukey

6.0

5.8

5.6

5.4

5.2

pH (media + EE)

5.0

4.8

V_chachapoyensis V_heilbornii V_pubescens
Especies de Vasconcellea

Los resultados evidencian diferencias significativas entre las tres especies de
Vasconcelleas en cuanto al pH. El valor mas acido se observo en V. x heilbornii (5.1),
mientras que V. chachapoyensis presento el mas alto (5.7).

Estos valores se encuentran dentro del rango reportado para especies de la familia
Caricdcea, cuyo latex presenta un pH entre 5.0 y 6.0 (El-Zalaki, 2021). La proximidad de
valores obtenidos en el género Vasconcellea a dicho rango sugiere similitud fisioldgica que
puede tener implicancias en la estabilidad y actividad enzimatica de la papaina, enzimas de
relevancia biotecnologica.

La variabilidad encontrada entre las especies podria estar asociada a diferencias genéticas
y fisiologicas propias de cada taxon, asi como a condiciones ambientales especificas de los
lugares de muestreo.

Estas variaciones concuerdan con lo sefialado en estudios previos sobre la influencia del
pH en la funcionalidad enzimatica, donde se destaca que ligeros cambios en la acidez del
latex pueden modificar la eficiencia catalitica y estabilidad de enzimas proteoliticas, un pH
fuera del rango optimo podria llevar a la desnaturalizacion parcial de la enzima o a

precipitaciones indeseadas, afectando el rendimiento final del proceso.
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Determinacion del rendimiento de produccion de la enzima a partir del latex y fruto
Tabla 4

Rendimiento de las especies Vasconcelleas

Especies Peso Latex / Latex Rendimiento Rendimiento
total, fruto Total (g) (latex/fruta) (enzima/latex)
frutos (g) (€49)
V. chachapoyensis 24000 0.4458 334.32 1.39 16.89
V. x heilbornii 24000 4.6567 167.64 0.70 16.92
V. pubescens 24000 09672 214.71 0.89 15.93

La V. chachapoyensis presentdé mayor rendimiento en latex (1.39) que el de V. pubescens
y la V. heilbornii.
El rendimiento en V. pubescens (0.89) es muy cercano al obtenido por Herrera y Ruiz
(2014) (0.71 %), y menor al obtenido por Arellano (2019) (1.11 %).
Sinche (2009), menciona que los contenidos de latex fluido y seco tienen relacion directa
al tamafio, con los frutos de mas dimensiones se puede tener rendimientos superiores; lo
que concuerda con lo obtenido en esta investigacion, pero que en el rendimiento total
resulta superior la especie de menor tamafio debido al nimero que ellos representan.
Gutiérrez et al. (2017) obtuvieron 3.3 mas contenido de enzima papaina de latex fresco
de V. candicans que la Carica papaya. Estas desigualdades en peso y rendimientos con
otros estudios se deberian a condiciones variadas como el aspecto genético, cultivo,
condiciones ambientales. La eficacia de la extraccion de la papaina se ve
significativamente afectada por la madurez del fruto, ya que los frutos maduros tienden a
contener concentraciones mas altas de la enzima (Choudhary et al., 2025). A medida que
el fruto madura, la actividad enzimatica aumenta, lo que mejora el rendimiento de la
papaina, por lo que el momento de la cosecha es crucial para una extraccion Optima

(Urgessa et al., 2019).
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4.2 EXTRACCION, PURIFICACION Y LIOFILIZACION DE PAPAINA

4.2.1 Papaina purificada y liofilizada

Se pudo obtener extraer papaina liofilizada del latex de las Vasconcelleas, en la figura 11

se presenta la enzima envasada en frascos de vidrio oscuro.

Figura 11

Fotos de papaina envasada

La secuencia experimental (estandarizacion del pH, centrifugaciones en frio,
precipitacion con sulfato de amonio al 45 %, doble diluciéon con etanol al 96 %,

ultracongelacion y liofilizacion) permitié obtener papaina en polvo de las tres especies.

Estudios como el de Cuchupoma y Orozco (2019) revelan que la concentracion de etanol
influye significativamente en el rendimiento de la extraccion enzimaética, lo que sugiere

la necesidad de optimizar estos pardmetros para mejorar la eficiencia.

Milosevi¢ et al. (2019)estudiaron la estabilidad de la papaina en presencia de etanol en
condiciones acidas, revelando que el etanol no solo ayuda en la purificacion, sino que
también estabiliza la enzima. Es importante destacar que los estudios han demostrado que
las diferentes concentraciones de etanol pueden afectar significativamente la
recuperacion y la pureza de la papaina. Babalola et al., (2023) informaron del éxito de la
extraccion y la caracterizacion de la papaina utilizando etanol, estableciendo las
condiciones Optimas que maximizan el rendimiento de las enzimas y minimizan la

presencia de contaminantes.
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El etanol no solo ayuda a mantener la actividad enzimdtica de la papaina, sino que
también contribuye a minimizar las impurezas asociadas a otros disolventes (Erba
Urgessa et al.,, 2019). La eficiencia de la extracciéon puede aumentarse aun mas
combinando el etanol con diversas técnicas de extraccion, como la extraccion asistida por
ultrasonidos, que ha demostrado un notable aumento del rendimiento enzimatico (Singla

y Sit, 2023).

Una comparacion entre la extraccion con etanol y los métodos tradicionales de extraccion
acuosa muestra una notable mejora en el proceso de purificacion cuando se utiliza etanol.
Esto se debe principalmente a la capacidad del etanol para precipitar proteinas y facilitar
el aislamiento de la papaina con un minimo de sustancias contaminantes (Khatun et al.,
2023a). Por lo tanto, el nivel de pureza de la enzima extraida se convierte en un factor

importante para determinar su idoneidad para diversas aplicaciones.

La precipitacion con sulfato de amonio se basa en los principios fisico-quimicos de
solubilidad e interacciones proteicas, donde se utiliza el cambio en la concentracion de
salina para las proteinas de interés intermedio de las impurezas de otras (Cornejo, 2023).
La solubilidad de la papaina en soluciones salinas es un factor clave, ya que las proteinas
suelen presentarse en forma compleja en concentraciones elevadas de sal, lo que favorece
su precipitacion (Tellechea, 2012). Se produce una papaina con grado de pureza aceptable
y una alta actividad enzimatica relativa, con la ventaja de ser un método simple, rdpido y
econdmico, sin implicar el uso de altas concentraciones salinas, o sustancias conteniendo
tioles, o técnicas cromatograficas, obteniéndose por tanto una papaina con una minima

de alteraciones en su actividad enzimatica (Cornejo, 2023)

La liofilizacion es considerada como uno de los métodos que mejor conserva los
alimentos y medicinas, por mantener los componentes bioldgicos, nutricionales y
sensoriales, esto debido a que protege estructuras proteicas sensibles y su disefo
(congelacion, secado primario y secundario) puede optimizarse para minimizar

reabsorcion de humedad y consumo energético.

Por los resultados en este estudio, en relacion con la evaluacion de la AE y proteica de la
papaina de las Vasconcelleas, se corrobora que la liofilizacion conserva la actividad
bioldgica de la papaina. Haber sometido la muestra a ultracongelacion, se pudo formar

pequeiios cristales en corto tiempo, no dafiando a la estructura celular.
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Aplicar centrifugaciones con un numero de giros elevados, pudo permitir que la
separacion del sobrenadante sea mas rapida y eficiente, y con refrigeracion incluida en la

operacion se evita el calentamiento de la muestra al ser centrifugada.

Otros de los factores a considerar para evaluar la posibilidad de la purificacion de la
papaina con este método es el rendimiento, habiendo presentando mayor rendimiento la

V. chachapoyensis.

Por lo tanto, la purificacion de la papaina es un proceso que implica una serie de técnicas
fisicoquimicas y bioquimicas bien fundamentadas, cada una con su propio conjunto de
beneficios y consideraciones. Mediante métodos como la precipitacion con sulfato de
amonio, el uso de etanol, la liofilizacion y la centrifugacion a bajas temperaturas, se puede
obtener un producto de alta calidad. Estas técnicas no solo mejoran la pureza de la
papaina, sino que también facilitan sus propiedades funcionales en diferentes
aplicaciones, desde el ablandamiento de la carne hasta el procesamiento de productos

lacteos como quesos.

4.2.2 Rendimiento enzimatico

Un adecuado rendimiento permite obtener una elevada produccion de papaina en
términos de actividad, repercutiendo directamente en la rentabilidad, y atractivo para su
potencial industrializacion. En la tabla 5, se presentan los valores de rendimiento y

densidad de la papaina liofilizada obtenida a partir de tres especies de Vasconcellea.

Respecto al rendimiento, la Vasconcellea chachapoyensis presento el valor mas alto en
relacion enzima/fruta, (0.24 %) lo que evidencia su mayor eficiencia productiva en
comparacion con las otras especies, posicionandola como especie prometedora para la
obtencion de papaina. Si embargo, al analizar la relacion enzima/latex, la Vasconcellea
heilbornii proporciond un rendimiento ligeramente superior (16.92 %) respecto a las

demas especies, pero que no fue estadisticamente significativo.
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Tabla 5

Rendimiento de la enzima liofilizada

Origen Enzima Rendimiento (%)
(g) (enzima/ fruta) (enzima/latex)
Vasconcellea chachapoyensis 56.47 0.24 16.89
Vasconcellea x heilbornii 28.36 0.12 16.92
Vasconcellea. pubescens 34.20 0.14 15.93

Los resultados coinciden parcialmente con lo reportado con otras investigaciones.
Ramirez (2019)encontré que la papaina constituye entre el 5 % y 8 % de la fraccion
enzimatica total del lixiviado de papaya verde, mientras Shouket et. al, mencionado por
Matkawala et al. (2022) mencionaron que la precipitacion de proteinas puede rendir hasta
53 g de enzima cruda por kg de latex. Complementando, Castro et al. (2023) reportaron
que el rendimiento de papaina cruda a partir de latex fresco es del 20 % en peso,
incrementandose hasta 25% en el caso de papaina semirrefinada.

Estos resultados sugiere que las especies de Vasconcellea evaluadas poseen un potencial
competitivo para aplicaciones biotecnoldgicas e industriales. Sin embargo, la ausencia de
diferencias estadisticas significativas en la relacion enzima / latex resalta la imperiosa

necesidad de investigar otros factores que podrian influir en el rendimiento final.

4.2.3 Apariencia de la papaina obtenida

Un producto con caracteristicas sensoriales brinda mejores oportunidades para su uso y
comercializacion, siendo la apariencia una caracteristica sensorial muy apreciada.
Luego de la purificacion y liofilizacion de la papaina de los frutos de las Vasconcelleas,
el producto resultante se presenta en polvo, cada especie muestra apariencia y color

propio, esto se aprecia en la figura 123.
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Figura 12

Imagenes de papainas liofilizadas de tres especies de Vasconcelleas

Nota: A) Vasconcellea chachapoyensis, B) Vasconcellea heilbornii 'y C) Vasconcellea pubescens

4.3 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA PAPAINA

La caracterizacion fisicoquimica de la papaina purificada y liofilizada incluy6 la
determinacion de proteinas, humedad y cenizas. Ademas, se evalu6 el rendimiento,

parametros importantes para determinar la calidad y potencial industrial.

4.3.1. Contenido de proteinas

En la tabla 6 se presentan los valores de proteinas de las enzimas purificadas,

seleccionadas en funcidn de los mayores valores de AE obtenidas a pH 6.0.

El anélisis revel6 que la V. x heilbornii y V. pubescens presentaron contenidos proteicos
significativamente mas altos (96.02 £ 0.23 % y 95.54 £ (.74, respectivamente), en
comparacion con V. chachapoyensis (94.19 + 0.36 %). Estos valores confirman que el

género Vasconcellea constituye una fuente importante de proteasas tipo proteina.
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Tabla 6

Contenido de proteinas de las enzimas purificadas de Vasconcellea

Especie R Proteina (%) DE (%)

R1 96.23 0.23 a
V. x heilbornii R2 95.78
R3 96.04
y 96.02

R1 94.87 0.73 a
V. pubescens R2 95.42
R3 96.33
y 95.54

R1 93.86 036 b
. R2 94.57
V. chachapoyensis R3 94.14
v 94.19

Estos resultados indicarian que, aunque las tres especies poseen un contenido proteico
elevado, existe una variabilidad intragénero que podria estar asociada a factores

genéticos, fisiologicos o a las condiciones del proceso de purificacion.

Estudios recientes han demostrado que la composicidon proteica del latex de especies
andinas supera a la de Carica papya, atribuido a la presencia de isoformas adicionales de
cistein-proteasas (Lemus-Mondaca et al., 2024; Pino-Ramos et al., 2024). Este contenido

proteico es un indicador favorable para aplicaciones en la industria alimentaria.

Un aspecto relevante es el papel del método de extraccion en el rendimiento proteico.
Cuchupoma y Orozco, (2019) demostraron que el uso de etanol en el proceso de
extraccion de V. pubescens mejora la recuperacion de papaina, més atin cuando se utiliza
concentraciones elevadas de disolvente. Este resultado es consistente con lo observado
en la presente investigacion, ya que no solo aumenta la eficiencia de la extraccion, sino
que también se ajusta a las practicas agricolas sostenibles, lo que podria reducir la

dependencia de los disolventes quimicos en el proceso de produccion de la papaina.

La elevada contenido proteico en Vasconcellea contrasta con papaya comdun,

confirmando su potencial como fuente superior de enzimas proteoliticas. Estudios previos
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revelan que el latex de Vasconcellea contiene multiples isoformas de proteasas tipo

papaina, cuya diversidad genética amplifica su valor funcional (Kyndt et al., 2007).

4.3.2. Contenido de Humedad

Como se muestra en la figura 13, los valores de humedad fueron bajos en todas las
especies con el minimo en V. pubescens (0.83%), seguido de la V. chachapoyensis (2.17
%),y V. x heilbornii (2.25 %), estas ultimas no mostraron diferencias significativas entre
si, sin embargo, ambas especies presentaron niveles superiores a la V. pubescens. Este
resultado es consistentecon la literatura, donde se resalta que niveles inferiores al 5 %
aseguran estabilidad enzimadtica y prolongan la vida util del producto (Ismed et al., 2024;

Yao et al., 2023).
Figura 13
Contenido de humedad
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Comparado con otros métodos de secado, como estufa o vacio, la liofilizacion resulto ser
superior en la retencion de actividad enzimatica debido al amenor desnaturalizacion de
las proteinas (Al Faruq et al., 2025); Herrera y Ruiz (2014) obtuvieron 10.4 % en el latex

liofilizado de Carica pubescens; mientras que Tovar-Colmenarez et al. (2018), al secar
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latex de la especie C. papaya con estufa a temperaturas de 25 y 60 °C con tiempos de 20

y 4 horas respectivamente, reportaron humedad de 4.73 y 8.50 % respectivamente.

Las fuentes muestran variabilidad en los valores de humedad, lo cual puede atribuirse a
la diferencia en la materia prima (Latex fresco, cascara, hojas, Carica, Vasconcellea), 10s

métodos de extraccion y purificacion, y las condiciones de secado.

Estas diferencias evidencian la eficacia de la liofilizacion para reducir la humedad,
aspecto que resulta critico al estar asociada a parametros de calidad, vida 1til y seleccion

de material de empaque.

La baja humedad alcanzada en los productos liofilizados de Vasconcellea disminuye
considerablemente la probabilidad de deterioro enzimatico, favoreciendo su estabilidad

sin perdida significativa de actividad catalitica.

4.3.3. Determinacion de cenizas

El nivel de cenizas se muestra en la figura 14. El contenido de cenizas es superior en V.
chachapoyensis (3.33 +0.29) y V. heilbornii (2.67 £0.29) comparado a V. pubescens (1.0
+ 0.5).

La Vasconcellea chachapoyensis tuvo un contenido de cenizas significativamente
superior a las otras especies, el resultado demostraria mayor presencia de minerales, lo
que pudo determinar una mas alta valoracion en su AE. Este parametro refleja la
concentracion de minerales, relevantes para la estabilidad de la enzima y su interaccion
con sustratos (Moses et al., 2018). Ademas, la adicion de buffers o el EDTA pudieron
haber coadyuvado.

La variabilidad entre especies coincide con informes previos en frutos andinos, donde
factores edafoclimaticos influyen en la acumulacion mineral (Silva et al., 2022). Ademas,
la presencia de minerales como el calcio y magnesio podria tener un efecto protector
frente a la inactivacion enzimatica, como se ha sefialado en proteasas vegetales (Trevisol

et al., 2022).
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Figura 14
Contenido de ceniza
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Arellano, (2019) report6d contenido de 8.73% de ceniza de papaina purificada partir de
latex de V. pubescens. siendo muy superior al de la presente investigacion. Gutierrez et
al. (2017), demostraron en su estudio para purificar proteasas de latex de V. candicans,

que la AEE de la enzima papaina crece linealmente incluso hasta la concentracioén de 10

uM de Ca.

El contenido de cenizas puede variar significativamente dependiendo de si se analiza el
latex crudo o seco, el grado de purificacion de la papaina. Ademas, considerando las

especificaciones generales comercial para la papaina en un rango de 11 a 12 % (Tilinti,
2023).

El contenido de cenizas es un parametro fundamental en la evaluacion nutricional de los
productos alimenticios, ya que representa el contenido mineral total disponible. Diversos
estudios han indicado que la papaina no solo es rica en carbohidratos y vitaminas, sino

que también contiene minerales esenciales como potasio, calcio, magnesio y fosforo

(Moses et al., 2018).
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4.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PAPAINA DE

VASCONCELLEAS

4.4.1 Actividad enzimatica de la papaina purificada de las especies en estudio

En la tabla 7 se presentan los valores de la AE de las tres especies de Vasconcellea a dos
niveles de pH (6.0 y 8.0), determinandose por el método de coagulacion de la leche de

Balls y Hoover.
Tabla 7

Resultados de AE de las especies de Vasconcellea

Especie pH AE (Upe), Media + DS
V. chachapoyensis 6.0 238.82+19.70
8.0 203.70 + 8.91
V. x heilbornii 6.0 112.45 +£18.77
8.0 96.55 + 4.60
V. pubescens 6.0 195.80 + 13.52
8.0 181.40 £ 15.26

Leyenda: DS, Desviacion Estandar

Los datos cumplieron con los supuesto de normalidad y homogeneidad de varianzas. En
el ANOVA (Tabla 8) se evidencia diferencias altamente significativas entre especies y
entre niveles de pH (p < 0.05), mientras que la interaccion especie x pH no resultd

significativa (p > 0.05).
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Tabla 8

Andlisis de varianza de AE de las Vasconcelleas y pH

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Residuals 18 3772 210

Especie 2 58062 29031 138.539 1.17e-11 ***
pH 1 2854 2854 13.618 0.00167 **
Especie:pH 2 534 267 1.275 0.30356

Signif. codes: 0 “***>0.001 “***0.01 “** 0.05 *.’

En el andlisis post hoc de Tukey (Figura 15) confirm6 que V. Chachapoyensis presentd una

AE (240.97 Upe) significativamente superior a las otras especies a pH 6.0, en tanto que la

0.1’

lok

AE de la V. heilbornii present6 los valores més bajos de AE en ambos niveles de pH.

En general, las tres especies de Vasconcelleas mostraron mayor AE a pH 6.0 que a pH 8.0,

lo que confirma la sensibilidad de la papaina a condiciones alcalinas y su preferencia a

ambientes ligeramente acidos.

Figura 15

AE de las enzimas de las especies de Vasconcelleas en estudio (Upe)
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Al comparar con estudios previos, los valores de la V. pubescens (181.80 -214.30 Upe a

pH 6.0) fueron inferiores a lo obtenido por Arellano (2019) con valores de 251 a 257 Upe,
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pero superaron a los valores obtenidos para Carica papaya por Tovar-Colmenarez et al.
(2018) con valores de 157.28 a 159.67 Upe, asimismo superior a lo informado por
Andrade et al. (2011) con Carica papaya con valores de 150 a 200 Upe.

Los resultados evidencian diferencias significativas al variar el pH en las tres especies de
Vasconcelleas, aumenta la AE al disminuir el pH de 8.0 a 6.0. Estudios previos reportan
variabilidad en el pH 6ptimo de la papaina. Mientras algunos estudios sefialan que la
papaina puede alcanzar su maximo de actividad alrededor de 6.0 (Hafid et al., 2020;
Nandini Bala y Padma, 2019),otros ubican el rango 6ptimo entre 6.0 a 7.5 (Lin et al.,
2020; Storer y Ménard, 2013).

A un pH demasiado alcalino la AE se reduce por su interaccion con la presencia de
molécula de agua e iones. Segin Ramirez (2019), la enzima papaina se desnaturaliza
muy facil, pero mantiene estabilidad en pH de 3 a 9. También, Ming et al. (2002),
mencionado por Andrade (2011), determinaron la actividad 6ptima alrededor de pH 7 y
observaron que la actividad mejora cuando agente quelantes de metales pesados como

EDTA estan también presentes.

En la misma linea, Gutiérrez et al. (2017) indicaron que, en la V. candicans, la AE
disminuye considerablemente cuando el pH aumenta de 7.5 a valores mas alcalinos

(disminucion del 40.6 % a pH 8.8 y 60 % a pH 9.5).

Khatun et al., (2023) destacaron que parametros como el pH y la temperatura durante la
purificaciéon de papaina desempefian un papel fundamental en la determinacion del
aislamiento posterior de la actividad enzimadtica. Este reconocimiento de las condiciones
ambientales subraya la importancia de adaptar los procesos de purificacion a las

necesidades industriales especificas.

La V. chachapoyensis logré6 un mayor potencial enzimatico dentro de las especies
evaluadas, especialmente a pH 6.0, posiciondndola como especie promisoria para futuras
aplicaciones. Ademas, la disminucion de la AE en condiciones alcalinas respalda la

necesidad de optimizar procesos de purificacion en rango de pH cerca a lo neutral.

Por otro lado, V. pubescens mantiene su reconocido interés industrial por su riqueza en

papaina, lo cual puede sobrepasar a los de papaya comun (Lemus-Mondaca et al., 2024).
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4.4.2 Comparacion de la AE de la enzima papaina comercial con Vasconcellea
chachapoyensis

La figura 16 muestra la comparacion entre la AE de la enzima papaina comercial (Merck,
6000 USP-U/mg, de Carica papaya), y la papaina extraida de Vasconcellea

chachapoyensis con pH 6.0, elegida por presentar mayor actividad enzimatica.

Figura 16

Comparacion de AE de las enzimas de la especie Chachapoyensis y papaina comercial
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En la figura se demuestra que no existe diferencia significativa entre la AE de la V.
chachapoyensis y la papaina comercial. Este resultado es relevante, ya que sugiere que la
papaina de V. chachapoyensis puede alcanzar niveles de actividad comparables a los de
una enzima purificada y estandarizada a nivel industrial.

En similitud, Gutiérrez et al. (2017) encontraron que la papaina de V. candicans presento
una actividad 3.5 veces mds de que papaina comercial de C. papaya (fabricante Sigma);
demostrando que algunas Vasconcelleas pueden tener mayor AE que la papaina que la
Carica papaya.

La metodologia de extraccion y purificacion, que incorpora etanol y sulfato de amonio
con control de pH y liofilizacion, demuestra ser eficaz para preservar tanto la calidad
como la actividad de las enzimas.

La papaina comercial representa actualmente un insumo estratégico en sectores como la

farmacéutica, alimentaria, textil y cosmética, donde se emplea en procesos de hidrolisis
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proteica, ablandamiento de carnes, clarificacion de bebidas. La posibilidad de obtener
enzimas con rendimiento similar de V. chachapoyensis abre la puerta a diversificar las

fuentes de enzimas, reduciendo la dependencia de C. papaya.

4.4.3 Determinacion de la actividad proteolitica de la papaina en caseina
comercial

La tabla 9 presenta los valores de la actividad proteolitica de las papainas de las tres
especies en estudio, utilizando como sustrato caseina comercial. La actividad proteolitica
de la V. heilbornii fue superior a V. chachapoyensis'y a V. pubescens, siendo esta ultima

superior en relacion a la remocion de la proteina.

Tabla 9

Actividad proteolitica de las tres especies de Vasconcellea

Tiempo V. chachapoyensis V. x heilbornii V. pubescens
Rp Rp
h) ©Co Ci Ap Rp(%) Co Ci Ap ) Co Ci Ap (%)
6h 90 4125 046 54.17 90.00 44.96 0.50 50.04 90.00 36.48 0.41 59.47

Este hallazgo pone en contexto el potencial de cada especie de Vasconcellea, notdndose
que V. heilbornii brinda mayor capacidad de degradacion de proteinas lacteas bajos las
condiciones experimentales, pudiéndose considerar la fuerte actividad proteolitica que
presenta la papaina cuando se utiliza como cuajo natural. En la investigacion donde se
elabord queso, provocod una coagulacion deficiente de la leche en todas las muestras,
concluyéndose que la excesiva naturaleza proteolitica de los coagulantes vegetales puede
afectar negativamente la textura y calidad del producto final (Liburdi et al., 2019). Dicho
fendmeno esta relacionado con la capacidad de la papaina en hidrolizar sin control las
fracciones proteicas de la caseina, perjudicando la formacion de una red estable de la

cuajada.

Villacréz et al. (2024) concluyen que, de las tres especies utilizadas en la elaboracion de
queso fresco, la V. x heilbornii y V. chachapoyensis no rindieron resultados
prometedores, sin embargo, la V. pubescens exhibid un mejor potencial, como resultado

en un alto rendimiento de queso fresco con bajo enzima residual.
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Garcia y Roldan (2005), reportaron que la papaina purificada e inmovilizada en gel de
agar, podria aplicarse en el tratamiento de aguas residuales provenientes de la industria
alimenticia como la carnica, lactea y panaderia; debido que lograron disminuir unidades
de absorbancia en dichos efluentes a las 6 horas de aplicarlo, resaltando la versatilidad de
la enzima no solo como coagulante, sino también como agente biotecnoldgico para
procesos de biorremediacion. Con los altos valores de encontrados en este estudio de la

V. chachapoyensis, seria un potencial alternativo de aplicacion.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La Vasconcellea heilbornii presento mayor tamafio, didmetro y peso que la
Vasconcellea pubescens y Vasconcellea chachapoyensis, sin embargo, esta ultima
tuvo mejor rendimiento en latex.

La purificacion y la liofilizacion resultaron ser una buena alternativa para producir
papaina con AE mayor a 200 Upe, aplicandose una nueva metodologia de extraccion
y purificacion. Se podria concluir que el método aplicado es confiable para obtener
papaina liofilizada a partir de las tres especies: Vasconcelleas chachapoyensis,
Vasconcellea pubescens y Vasconcellea heilbornii.

La papaina purificada y liofilizada de las Vasconcelleas mostraron un contenido de
proteinas mayores al 94%, humedades menores a 3%, y contenido de cenizas en V.
chachapoyensis (3.33 +0.29) y V. x heilbornii (2.67 £0.29) comparado a V. pubescens
(1.0 +0.5).

Los mayores valores de AE en las tres especies fueron a pH 6.0, la AE de la V.
chachapoyensis (238. 82 Upe) fue significativamente superior a las otras especies. La
AE de la V. heilbornii fue significativamente menor a las otras dos especies. La AE de
la papaina comercial Merck y la V. chachapoyensis a pH 6.0, no presentaron
diferencias significativas. La Vasconcellea x heilbornii registro una mayor actividad
proteolitica al actuar con caseina comercial, pero la V. pubescens obtuvo el mayor

porcentaje de remocion de proteina.
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5.2

Recomendaciones

En nuevos estudios de purificacion de la enzima papaina, estudiar el posible
beneficio del uso protectores de la enzima como surfactantes.

Utilizar equipos como cromatdgrafo para nuevos estudios de este generd
endémico de Amazonas.

Las plantas de estas frutas del género Vasconcellea en la region Amazonas al no
ser cultivadas ni cuidadas en su crecimiento por los agricultores, se desconoce
informacion como la edad, el riego y si fue abonado; lo cual podria afectar las
caracteristicas del latex.

Por los resultados obtenidos, la enzima podria ser estudiado para su aplicacion

como cuajo vegetal en la produccion de diferentes tipos de quesos.
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VII. ANEXOS

Anexo 1. Resultados del analisis de humedad de la papaina liofilizada

Se determin6 en una balanza de humedad ADAM, modelo AMBS50 colocando 2 gramos

de muestra y leyendo los resultados hasta lograr un peso estable.

Tabla 10

Resultados del contenido de humedad

Rep. V. chachapoyensis V. x heilbornii V. pubescens
1 1.5 1.75 1
2 2.5 2.5 1
3 2.5 2.5 0.5
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Anexo 2. Resultados de analisis de cenizas de la papaina

Se determiné por incineracion de la materia orgénica adaptando la metodologia descrita
en la norma (AOAC: Official Methods of Analysis, 2005) empleando el método 940.26
Tabla 11

Resultados del contenido de ceniza

Vasconcellea chachapoyensi

% Cenizas Totales=

ml m2 m0
Rep. (( m2-m0)/(m1-m0))*100
1 3491 32.98 32.91 3.5
2 31.17 29.23 29.17 3
3 35.12 33.19 33.12 35
Vasconcellea x heilbornii
Rep. % Cenizas Totales=
ml m2 m0
(( m2-m0)/(m1-m0))*100
1 30.14 28.19 28.14 2.5
2 33.78 31.83 31.78 2.5
3 35.73 33.79 33.73 3
Vasconcellea pubescens
% Cenizas Totales=
ml m2 m0
Rep. m2-m0)/(m1-m0))*100

1 36.79 34.8 34.79 0.5

2 36.49 34.51 34.49 1

3 36.62 34.65 34.62 1.5

Leyenda

ml=masa en gramos de la capsula con la muestra

m2=masa en gramos de la capsula con las cenizas

mO0= masa en gramos de la capsula vacia
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Anexo 3. Cuantificacion de la actividad enzimatica.

La cuantificacion de la actividad enzimatica de la papaina se realizé mediante el método
de Balls y Hoover (Andrade et al. 2011), se colocé en tubos de ensayos 10 mg de solucion
de papaina a una concentracion de 1 g de enzima en 10 g de acido acético (0,01%) y se
mezclo con una solucion de 10 mL de leche (2,5 g de leche en polvo en 100 g de agua) que
se calent6 en un bafno maria (50 °C). Posteriormente, se agitd el tubo hasta el primer signo
de coagulacion. El tiempo que tardd en formarse el coagulo se empled para estimar la
actividad enzimatica, que se expres6 en Unidades de Potencia de Coagulacion de Leche por
gramo de enzima seca (Upe), segun la expresion 1. Donde, E: miligramos de papaina

utilizados para 10 mL del sustrato precipitante (leche) en el momento t (min).

1000
Upe=—-- (D
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Anexo 4. Determinacion de la actividad proteolitica de la papaina en caseina comercial

Esta etapa tuvo como proposito medir el potencial uso de la papaina, poniendo a prueba
la actividad proteolitica, empleandola para tratar con caseina comercial, se le comprobd la
presencia de caseina de la siguiente manera: se homogeniz6 y se llevd a temperatura
ambiente. Se tomaron 5 mL en un tubo de ensayo, y se calenté mediante bafio termostatado
hasta 30 °C. Luego se agregaron 5 mL de solucion de é4cido tricloroacético al 10%, y se
observo la formacion, o no, de un precipitado (caseina).

Para determinar la concentracion de proteinas durante el tratamiento enzimatico, se
emple6 el método Sorensen-Walker, que consistio en transferir 9 mL de suero lacteo a una
fiola, luego se le adicion6 1 mL de fenolftaleina y se valor6 con NaOH (0,1 N) hasta la
permanencia de una tonalidad rosa suave. Luego, se agregaron 2 mL de solucion de

formaldehido (40%, la muestra se reacidificé y desaparecio el color rosa).

Se valor6 nuevamente hasta la aparicion del rosa y se anot6 el volumen de valorante final
(gasto 2). El porcentaje de proteinas se calculé mediante la expresion 3 (Faria et al. (1988),

citados por Hernandez et al. (1992).

proteina % = gasto 2 x 2,0 (1)

Tratamiento enzimatico

Para evaluar la accion enzimatica de la papaina sobre la caseina se utilizd una
combinacion de la metodologia propuesta por Curvelo et al. (2015) y la de Garcia y Roldan
(2005). Se ajust6 a 6 unidades el pH del suero lacteo, mediante la adiciéon de NaOH (0,1 N)
y se estimo la concentracion inicial de proteinas (Co). Se prepararon 6 fiolas agregandole
30 mL de suero y 160 mg de papaina purificada, se mantuvo en agitacion durante 6 horas
utilizando una plancha con agitacion magnética. Cada hora se determin6 la concentracion
de proteinas. La actividad proteolitica de la enzima (Ap), se calculo seglin la expresion 4.
Donde Co es la concentracion de proteinas inicial en el suero y Ci, la proteina para cada
instante t del tratamiento.

Ap=Ci/ Co (2)

Para estimar el porcentaje de remocion de la proteina (Rp) en el efluente, se empled la

siguiente expresion.

Rp=100(1- Ap) 3)
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Anexo 5. Método de Analisis de Proteinas por el Método DUMAS
Equipos, Materiales e Insumos
e Equipo DUMAS.
o Balanza analitica con precision £0.1 mg.
e Matraz o soporte para muestras.
e Gas portador
Método
I. Preparacion de la muestra
e Secar y homogenizar la muestra para obtener un tamafo de particula uniforme.
e Pesar con precision entre 50 mg de muestra seca.
e Colocar la muestra en la capsula.
II. 4.2 Preparacion del equipo
o Encender el analizador y calibrar con un patrén certificado de nitrogeno.

e Asegurar que el sistema de gases (oxigeno, gas portador) esté conectado y

funcionando correctamente.

o Establecer las condiciones de operacion: temperatura de combustion (~950°C),

temperatura del reactor de reduccion (650—-800°C).
III. 4.3 Analisis
e Introducir la muestra en el horno.
o Registrar el tiempo y sefial del detector.
IV. 4.4 Calculos
o Elsistema calcula el porcentaje de nitrogeno en la muestra.
e Para convertir nitrdgeno a proteina:

Proteina (%) =Nitrogeno (%) x Factor de conversion
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Anexo 6

Tabla 12

Resultados de la actividad enzimatica de los tratamientos. Especie-pH (Upe)

Actividad Enzimatica (Upe)
Tratamiento | pH Especie Repeticion AE
Tl 6.0 Vcha 1 260.90
6.0 Vcha 2 250.00
6.0 Vcha 3 222.12
6.0 Vcha 4 222.20
T2 8.0 Vcha 1 214.30
8.0 Vcha 2 200.00
8.0 Vcha 3 206.90
8.0 Vcha 4 193.60
T3 6.0 VHei 1 133.30
6.0 VHei 2 122.50
6.0 VHei 3 101.70
6.0 VHei 4 92.30
T4 8.0 VHei 1 98.40
8.0 VHei 2 101.70
8.0 VHei 3 95.20
8.0 VHei 4 90.90
T5 6.0 VPub 1 214.30
6.0 VPub 2 193.60
6.0 VPub 3 181.80
6.0 VPub 4 193.50
T6 8.0 VPub 1 171.40
8.0 VPub 2 166.70
8.0 VPub 3 187.50
8.0 VPub 4 200.00
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Anexo 7

Tabla 13

Andlisis estadistico de los resultados de la AE (Upe) de los 6 tratamientos - Especie x pH

V. chachapoyensi V. pubescens V. x heilbornii
Medida
pH6.0 pH&.0 pH6.0 pH80 pH6.0 pHS.O
22222 - 200.00- 181.82- 166.67— 92.31- 9091 -
Rango
260.87 21429 21429 200.00 133.33  101.69
Promedio  240.97  203.68 195.80 181.40 112.45 96.55

Medidas de tendencia central:

pH Especie
Min. :6 Length:24
Ist Qu.:6 Class :character

Median :7 Mode :character
Mean :7
3rd Qu.:8
Max. :8

> #HANVA#H#H

Repeticion AE

Min. :1.00 Min. :90.9
Ist Qu.:1.75  1stQu.:117.3
Median :2.50 Median :190.5
Mean :2.50 Mean :171.5
3rd Qu.:3.25  3rd Qu.:208.8
Max. 4.00 Max. :260.9

> f.anva= aov(AE ~ Especie + pH + pH*Especie)

> shapiro.test(residuals(f.anva))

Shapiro-Wilk normality test

data: residuals(f.anva)
W =0.95288, p-value = 0.3124

> bartlett.test(AE ~ interaction(Especie, pH))

Bartlett test of homogeneity of variances

data: AE by interaction(Especie, pH)
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Bartlett's K-squared = 5.7177, df = 5, p-value = 0.3347

> summary(f.anva)

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Especie 2 58062 29031 138.539 1.17e-11 ***
pH 1 2854 2854 13.618 0.00167 **
Especie:pH 2 534 267 1.275 0.30356
Residuals 18 3772 210

Signif. codes: 0 “****(0.001 “*** 0.01 “** 0.05 0.1 "1

> cv.model(f.anva)

[1] 8.442989

> interaction.plot(Especie,pH,AE, col=2:4)

> ##Comparacion de Medias - TUKEY##

> HSD.test(f.anva, c("Especie", "pH"), console=T)

Study: f.anva ~ c("Especie", "pH")
HSD Test for AE (TUKEY)
Mean Square Error: 209.5504
Especie:pH, means

AE stdr se Min Max Q25 Q50 Q75
Vcha:6 238.825 19.705900 4 7.237928 222.2 260.9 222.200 236.10 252.725
Vcha:8 203.700 8.912538 4 7.237928 193.6 214.3 198.400 203.45 208.750
VHei:6 112.450 18.773297 4 7.237928 92.3 133.3 99.350 112.10 125.200
VHei:8 96.550 4.607602 4 7.237928 90.9 101.7 94.125 96.80 99.225
VPub:6 195.800 13.520108 4 7.237928 181.8 214.3 190.575 193.55 198.775
VPub:8 181.400 15.267176 4 7.237928 166.7 200.0 170.225 179.45 190.625

Alpha: 0.05 ; DF Error: 18
Critical Value of Studentized Range: 4.49442

Minimun Significant Difference: 32.53029
Treatments with the same letter are not significantly different.

AE groups
Vcha:6 238.825 a
Vcha:8 203.700 b
VPub:6 195.800 b
VPub:8 181.400 b
VHei:6 112.450 ¢
VHei:8 96.550 ¢

> abline(v=c(3.5), col="red")

> ##Evaluando la diferencia en la interaccion##

> SNK .test(f.anva, c("Especie","pH"), console=T)
Study: f.anva ~ c("Especie", "pH")

Student Newman Keuls Test
for AE

Mean Square Error: 209.5504
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Especie:pH, means

AE stdr se Min Max Q25 Q50 Q75
Vcha:6 238.825 19.705900 4 7.237928 222.2 260.9 222.200 236.10 252.725
Vcha:8 203.700 8.912538 4 7.237928 193.6 214.3 198.400 203.45 208.750
VHei:6 112.450 18.773297 4 7.237928 92.3 133.3 99.350 112.10 125.200
VHei:8 96.550 4.607602 4 7.237928 90.9 101.7 94.125 96.80 99.225
VPub:6 195.800 13.520108 4 7.237928 181.8 214.3 190.575 193.55 198.775
VPub:8 181.400 15.267176 4 7.237928 166.7 200.0 170.225 179.45 190.625

Alpha: 0.05 ; DF Error: 18

Critical Range
2 3 4 5 6
21.50499 26.12388 28.92984 30.95150 32.53029

Means with the same letter are not significantly different.

AE groups
Vcha:6 238.825 a
Vcha:8 203.700 b
VPub:6 195800 b
VPub:8 181.400 b
VHei:6 112.450 ¢
VHei:8 96.550 ¢
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Anexo 8

Tabla 14

Analisis estadistico de la

tratamiento del estudio

actividad enzimatica de la papaina comercial y del mejor

Actividad enzimatica

Papaina de V.

Papaina comercial

chachapoyensis (Upe) (Upe)
Rango 222.22-260.87 181.82-230.77
Promedio 240.97 208.14
Factores inter-sujetos
N
Fuente Papaina comercial 4
V. Chachapoyensis 4
Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable Actividad enzimatica
dependiente: (Upe)
Tipo III de suma de Media
Origen cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 1883,138* 1 1883.138 5.119 0.064
Interseccion 399555.422 1 399555.422 1086.154 0.000
Fuente 1883.138 1 1883.138 5.119 0.064
Error 2207.176 6 367.863
Total 403645.737 8
Total corregido 4090.315 7

a. R al cuadrado = ,460 (R al cuadrado ajustada =,370)
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Anexo 9

Tabla 15

Resultados de la actividad proteolitica y Remocion de proteinas de especies Vasconcellea

Tiempo V. chachapoyensis V. x heilbornii V. pubescens
(h) Co Ci Ap Rp Co Ci Ap Rp Co Ci Ap Rp
1 90 79.85 0.89 11.28 90.00 80.22 0.89 10.87 90.00 79.35 0.88 11.83
2 79.85 7212 090 9.68 80.22 74.40 093 7.26 7935 71.42 090 9.99
3 72.12  66.14 092 829 7440 6525 0.88 1230 71.42 6124 086 14.25
4 66.14 5948 090 10.07 6525 57.84 0.89 1136 61.24 53.14 0.87 13.23
5 5948 5147 0.87 1347 57.84 50.41 0.87 12.85 53.14 44.60 0.84 16.07
6 5147 4125 0.80 19.86 50.41 44.96 0.89 10.81 44.60 36.48 0.82 18.21

Global 0.46 54.17 0.50 50.04 041 59.47

Ap= Actividad proteolitico

Rp= Porcentaje de Remocion de proteinas
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Anexo 10

Tabla 16

Andlisis estadisticos de la Humedad y Cenizas de las especies del género Vasconcellea

Especie Humedad, % Cenizas, %
V. chachapoyensi 2.17 3.33
V. x heilbornii 2.25 2.67
V. pubescens 0.83 1.0
Factores inter-sujetos
N
Fuente V. Chachapoyensis 3
V. heilbornii
V. pubescens
Pruebas de efectos inter-sujetos
Tipo III de suma de Media
Origen cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo Humedad EL (%) 3,792 2 1.896 9.414 0.014
corregido
Ceniza EL (%) 8,667° 2 4.333 31.200 0.001
Interseccion ~ Humedad EL (%) 27.563 1 27.563 136.862 0.000
Ceniza EL (%) 49.000 1 49.000 352.800 0.000
Fuente Humedad EL (%) 3.792 2 1.896 9.414 0.014
Ceniza EL (%) 8.667 2 4.333 31.200 0.001
Error Humedad EL (%) 1.208 6 0.201
Ceniza EL (%) 0.833 6 0.139
Total Humedad EL (%) 32.563 9
Ceniza EL (%) 58.500 9
Total Humedad EL (%) 5.000
corregido -
Ceniza EL (%) 9.500

a. R al cuadrado =,758 (R al cuadrado ajustada = ,678)
b. R al cuadrado =,912 (R al cuadrado ajustada =,883)

Pruebas post hoc

Subconjuntos homogéneos
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Humedad EL (%)

HSD Tukeyap

Subconjunto
Fuente N 1 2
V. pubescens 3 0.8333
V. Chachapoyensis 3 2.1667
V. heilbornii 3 2.2500
Sig. 1.000 0.972

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = ,201.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media armoénica = 3,000.

b. Alfa =.05.

Ceniza EL (%)
HSD Tukeyap

Subconjunto

Fuente N 1 2
V. pubescens 3 1.0000
V. heilbornii 3 2.6667
V. Chachapoyensis 3 3.3333
Sig. 1.000 0.151

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) =,139.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica = 3,000.

b. Alfa =.05.
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Anexo 11

Tabla 17

Analisis estadistico de los resultados: Rendimiento del latex

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico el Sig.
Rendimiento Latex ,307 6 ,081 ,719 6 ,010

a. Correccion de significacion de Lilliefors

~ De la prueba de normalidad, se concluye que los datos no se distribuyen normalmente.

Para evaluar se utiliza la prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

PRUEBA DE HIPOTESIS:
1. Formulacion de la hipotesis

H,: Todas las poblaciones son idénticas
H;: No todas las poblaciones son idénticas

2. Nivel de significacion

a=0,05
4. Regla de decision

Rechazar Ho cuando la significacion observada “p” de los coeficientes del modelo logistico
€s menor que o.

No rechazar Hy cuando la significacion observada “p” de los coeficientes del modelo
logistico es mayor que a.

5. Calculos

Resumen de contrastes de hipoétesis

Hipotesis nula Prueba Sig. Decision
1 La distribucion de Prueba de Kruskal- ,050 Rechace la hipotesis
Rendimiento latex es la Wallis para muestras nula.

misma entre categorias  independientes

de grupo.
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Se muestran significaciones asintoticas. El nivel de significacion es de ,050.

6. Decision

Resumen de prueba Kruskal-Wallis de muestras

independientes
N total 6
Estadistico de prueba 3,857%
Grado de libertad 1
Sig. asintotica (prueba bilateral) ,050

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.
b. No se realizan multiples comparaciones porque hay menos de

tres campos.

Se rechaza H,

7. Conclusion

Existe evidencia suficiente para concluir que las poblaciones no son idénticas, con un

nivel de significancia de 5%.
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Anexo 12. Solicitud para acceso a recursos genéticos a SERFOR

SERFOR =
de Agricultura y Riego p—

“Decenio de la lpualdad de Oportumidades para Mweres v Hombres ™
“Ano de la Universalizacion de la Salud ™

_ RESUMEN DE LA SOLICITUD PRESENTADA PARA
SUSCRIPCION DE CONTRATO PARA EL ACCESO A LOS RECURSOS GENETICOS

La Direccidon de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal de la Direccion General de Gestion
Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre, pone en conocimiento del pablico en
general, que se ha recibido la solicitud para la suscripcion de contrato para el acceso a los
recursos genéticos, para la ejecucion del proyecto de investigacion cientifica “Cuajo natural a
base de papaina liofilizada proveniente de diferentes especies nativas del género
Vasconcellea en la elaboracion de queso”, la solicitud en extenso se encuentra publicada en
el Registro Publico de Acceso a Recursos Genéticos.

Solicitante: Sr. Daniel Tineo Flores, investigador del Instituto de Investigacion para el Desarrolio
Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES) de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza de Amazonas (UNTRM). El INDES-CES es un organo desconcentrado e
interfacultativo de la UNTRM de Amazonas, creado por Resolucion de Comision de Gobiemo N°
033-2007-UNAT-A-CG, el 07 de junio de 2007, ubicado en el Campus Universitario, Barrio de
Higos Urco, Chachapoyas, Chachapoyas, Amazonas.

Cabe indicar que el presente proyecto de investigacion se encuentra financiado por el Fondo
Nacional de Desarrollo Cientifico Tecnolégico y de Innovacion Tecnologica FONDECYT a través
del Contrato N* 011-2018-FONDECYT-BM-IADT-SE, suscrito entre FONDECYT, la Universidad
Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM) y el Sr. Daniel Tineo Flores,
Investigador Principal de la Universidad citada.

Instituciones participantes:
e Laboratorio de Tecnologia Industrial de la UNTRM.
e Laboratorio de Alimentos y Poscosecha de la UNTRM.
e Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal (FISIOBVEG) del INDES-
CES/UNTRM.

N° de Autorizacion: Resolucion de Direccion General N° D0O00296-2020-MINAGRI-
SERFOR-DGGSPFFS, se autoriza la colecta del material bioldgico, de las siguientes especies
de Vasconcellea (Papayitas de huerta), para el desarrollo del proyecto por un periodo de 10
meseas en el distrito de Molinopampa, provincia de Chachapoyas, departamento de Amazonas,
fuera de Areas Naturales Protegidas.

Objetivos del Proyecto:
Objetivo General: Elaborar cuajos naturales a base de papaina liofilizada proveniente de
diferentes especies nativas del género Vasconcellea para la elaboracion de queso.

Objetivos Especificos:
- Desarrollar un protocolo para la elaboracion de cuajos naturales a base de papaina
liofilizada.
- Desarrollar protocolos de aplicacion de cuajos naturales a base de papaina liofilizada.
- Caracterizar el aspecto fisico, quimico y organoléptico del queso.
- Valdar la tecnologia de la aplicacion de cuajos naturales a base de papaina liofilizada.

Materiales y métodos:
Se realizaran las siguientes actividades:
a) Analisis fisico quimico de latex y enzimas
b) Se realizaran los analisis fisicoquimicos segun métodos reportados en al Association of
Official Analitical Chemists (Helrich, 1990). Se evaluara pH, sdhdos solubles, ceniza,
proteinas, analisis de pureza, rendimiento, color, textura.

Av. Javier Prado Deste N 2442 - Magdalena del Mar

. (311) 223-5003 |EL Pero Primero |

www.serfor.gob.pe
www.minagri.gob.pe
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SERFOR

“Decenio de lo Bualdad de Oportasidades para Mujeres v Hombres ~
“Ane de fr Univerralizacion de e Sobwl

¢

c¢) Elaboracion de cuajos naturales utilizando la metodologia de Ovrdiales (2013). Esta
actividad y las posteriores se realizaran en el laboratorio de Tecnologia Industrial, y el
laboratorio de Alimentos y Poscosecha de la UNTRM.

d) Aplicacidn de la enzima obtenida, seguird la metodologia de Ordiales (2013), con
modificaciones para este proyecto, ya gue, de acuerdo con el objetivo.

e) (Caracterizacidn fisico - quimica y organoléptica del Queso, siguiendo la metodologia de
Yanza-Guananga (2011).

a) Validar la tecnologia a través de la actualizacidn de los protocolos para obtener uno solo,
estandarizar y comegir algunos pasos para optimizar recursos y que puedan estar al
alcance del productor.

De la Institucion Macional de Apoyo:

El objetivo principal del acuerdo con la institucidn nacional de apoyo, en este caso siendo el
laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal (FISIOBVESG) del INDES-CES/UNTRM, es
brindar los ambientes para el desarrollo de ciertas actividades y objetivos del proyecto. Asimismao,
sU participacion en el desarmollo de la investigacidn, apoyando con equipos.

Identificacién de riesgos e implicancias del acceso:

El desarrollo de esta investigacidn no presenta riesgos o implicancias negativas sobre el acceso
a los recursos genéticos. Este proyecto de investigacidn no presenta riesgos debido a que se
trata de una planta cominmente encontrada en el drea de estudio. Ademés, ninguna plania sera
eliminada por completo, ya que solo se tomard una porcidn de ramas y hojas, mas no es
necesarno matar toda la planta. La porcidn que es destinada para la realizacion del proyecto es
minima, por lo que no se genera alguna repercusidn negativa en las poblaciones silvesires de
las plantas. Los métodos de colecta empleados no implican riesgo a poblaciones de ofras plantas
u animales.

Se publica el presente aviso de conformidad con el articulo 28° de la Decisidn 391, Régimen
Comin sobre Acceso a Recursos Genélicos, aprobado por la Comunidad Andina - CAM.

Ay, Javier Prado Deste N° 2442 - pagdalena del piar

T. {311} 225-5003 |EL Peru PRIMEEG]

www. serfor.gob.pe
whww.minasr.gob.pe
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Anexo 13
Figura 14

Fotografia de los frutos de las especies Vasconcellea

Vasconcellea heilbornii Babaco




Anexo 14.

Figura 15

Fotografias de las etapas del proceso de extraccion y purificacion
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Anexo 15.

Figura 16

Fotografias de las etapas del proceso de liofilizacion

Anexo 16.

Figura 17

Fotografias del Producto final: Papaina envasada

F
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Anexo 17.

Figura 18

Equipos y reactivos utilizados para los diferentes analisis

Equipo utilizado para la determinacion de humedad

2020/10/30 12:22

Equipo utilizado para la determinacion de cenizas

L

2020/11/3 12:50 2020/11/3 TOIO%

2020/11/4 09:25
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Reactivos utilizados

Papaina comercial Merck

Sulfato de amonio
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