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Extraction and purification of papain obtained from three native species of
the genus Vasconcellea
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Resumen

En esta investigacion se obtuvo la enzima papaina a partir de latex de tres especies del género Vasconcellea, V. chachapoyensis,
V. heilbornii y V. pubescens, especies nativas de la region Amazonas en Peru. El latex extraido se acondiciono con buffer
acetato de sodio, EDTA y solucién de bisulfito de sodio. La purificacion se realiz6 adaptando el método de Andrade (2011), se
utilizé sulfato de amonio para la precipitacion; etanol de 96° en dos etapas para la dilucién; se regulo el pH a 6.0 y 8.0 con NaOH
0.1 N, se centrifugo en tres etapas; se congelo a -65 °C por 12 horas; y liofilizo de 24 a 36 horas con vacio de 0.1 a 0.6 mbar
y temperatura de colector de -84 a -85 ° C, finalmente se envaso en frascos oscuros. Utilizando el método de coagulacion de
leche (Balls and Hoover) se determiné la actividad enzimatica (AE), las tres especies obtuvieron mayores valores de AE a pH
6.0 que a pH 8.0; la V. chachapoyensis presento mayor promedio significativo de AE (240.97 Upe), seguido de V. pubescens
(195.80 Upe) y V. heilbornii (112.45 Upe), también fue significativamente superior a la papaina comercial (208.14 Upe). La V.
pubescens tuvo mayor actividad proteolitica que las otras especies.

Palabras claves: Vasconcellea, papaina, liofilizacién, purificacién, actividad enzimatica.
Abstract

In this research, the papain enzyme was obtained from the latex of three species of the Vasconcellea genus, V. chachapoyensis,
V. heilbornii and V. pubescens, species native to the Amazon region in Peru. The extracted latex was conditioned with sodium
acetate buffer, EDTA and sodium bisulfite solution. The purification was carried out adapting the method of Andrade (2011),
ammonium sulfate was used for precipitation; 96° ethanol in two stages for dilution; the pH was regulated at 6.0 and 8.0 with
NaOH 0.1 N, it was centrifuged in three stages; frozen at -65 °C for 12 hours; and lyophilized from 24 to 36 hours with a vacuum
of 0.1 to 0.6 mbar and a collector temperature of -84 to -85 ° C, finally it was packed in dark bottles. Using the milk coagulation
method (Balls and Hoover) the enzymatic activity (AE) was determined, the three species obtained higher values of AE at pH
6.0 than at pH 8.0; V. chachapoyensis presented a higher significant average of EA (240.97 Upe), followed by V. pubescens
(195.80 Upe) and V. heilbornii (112.45 Upe), it was also significantly higher than commercial papain (208.14 Upe). V. pubescens
had higher proteolytic activity than the other species.
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Introducciéon promisoria fruticola andina (Ocampo, 2021). En la region
Amazonas en Pert, existen varias frutas nativas entre
ellas: la papayita de monte y el babaco, de importancia

nutricional y organoléptica (Santillan, 2013). Entre las

La produccion anual de la enzima papaina
aumenta debido a sus diversas propiedades 'y
aplicaciones. Actualmente la papaina es obtenida de

'Escuela de Ingenieria de Industrias Alimentarias -Universidad Nacional de Jaén -

frutos de la especie Carica papaya. Los dos géneros mas
importantes de esta familia son las especies de Carica
papaya y el grupo de papayas de altura (Vasconcellea
spp.)(Kyndt et al., 2007). La biodiversidad del género
Vasconcellea se centra en el noroeste de América del
Sur, especialmente en Ecuador, Colombia y Peru;
teniendo mayor diversidad en el sur ecuatoriano y
norte peruano (Schedelman et al. 2007; mencionado
por Schedelman et al. 2011). El desconocimiento de sus
caracteristicas morfoldgicas, genéticas y productivas no
han permitido establecer su variabilidad total de esta
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Extraccion y purificacion de papaina obtenida a partir de tres especies nativas del género Vasconcellea

especies nativas del género Vasconcelllea presentes en
Amazonas se tiene: V. chachapoyensis, V. pubescens y
V. heilbornii cv. babaco.

La papaina es una enzima cisteina proteasa
hidrolasa presente en la papaya (Carica papaya) y en
las diferentes especies de Vasconcellea. La papaina es
obtenida del latex de papaya, un fluido lechoso conocido
como latex 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 funcion proteolitica para péptidos de cadena
corta, proteinas, aminodcidos esterificados y enlaces de
amidas y es funcional en medicamentos y en alimentos
(Ramirez, 2019). Esta enzima se utiliza en diversas
aplicaciones como farmacia, alimentos, bebidas, manejo
de aguas, medicina entre otras.

En investigaciones realizadas a algunas especies
del género Vasconcellea encontraron mayor contenido
de papaina que la Carica papaya. Gutiérrez et. al. (2017)
encontraron que la actividad enzimatica especifica (AEE)
de la fraccion A de papaina de latex de V. candicans (A.
Gray) fue 13,3 veces mayor que la C. papaya. Torres et
al., (2010) encontraron que la actividad especifica del
preparado enzimatico del latex de V. quercifolia A. St.-
Hil fue mas alta que del latex de la Carica papaya.

Para la obtencion de la papaina se ha realizado
diversos estudios a nivel mundial, con el objetivo de
obtener la mas alta produccion, bajos costos y una alta
actividad enzimatica, en general combinando diferentes
operaciones y equipos como: extraccion del latex del
fruto, estabilizacion, concentracion y purificacion.
No se cuenta con bastos estudios en la extraccion,
caracterizacion y métodos de purificacion de papaina de
las especies del género Vasconcellea. Tovar-Colmenarez
et al., (2018), obtuvo papaina a partir de Carica papaya,
secado en estufa a 25 °C con 20 h 'y 60 °C con 40 h con
valores de 159,67 y 157,28 Upe; Gutiérrez et al. (2017),
obtuvieron papaina de Vasconcellea candicans 3,3 veces
mayor que la papaina del latex fresco de Carica papaya.
Andrade et al. (2011), obtuvieron actividad enzimatica
en un rango de 150 a 200 Upe a partir de Carica papaya.
Acosta, (2011), estudio la variacion de la AE proteolitica
del latex Vasconcellea heilbornii cv babaco en funcion de
la edad del fruto, al mes 5 tuvo una actividad proteolitica
de 8125, 65 U/g y un rendimiento de 0,3075 g de latex
liofilizado por fruto, y al mes 7 se tuvo una actividad
proteolitica de 5778,89 U/g y un rendimiento de 0,3978
g de latex liofilizado por fruto. Andrade et al., (2011)
extrajeron papaina de latex de papaya (Carica papaya
L.) especie cv Maradol, teniendo el mejor resultado en

Mo

actividad enzimatica y rendimiento utilizando secado al
vacio y la relacion latex: alcohol de 1:3.

Sinche (2009) purifico parcialmente con etanol
al 96% el latex de los frutos del género Vasconcellea
(especies  Vasconcellea  stipulata,  Vasconcellea
cundinamarcencis y Vasconcellea monoica). El latex de
V. stipulata fue el mas activo con valores de 49,98 U/
ml de actividad caseinolitica; 0,116 U/ml de actividad
esterasica con p-NPA y 0,327 U/ml de actividad
proteolitica con BApNA.

Puig(2008) comparo métodos de secado de papaina
a partir de papaya, utilizo secado en bandejas, secado al
vacio, horno y liofilizador. Concluyo que la temperatura
de operacion no afecta la actividad enzimatica obtenida
para una muestra sometida a un proceso de secado. Bajo
las condiciones no encontraron diferencia estadistica
significativa entre los valores de actividad enzimatica
especifica. Chaverri (1983) mencionado por (Ramirez,
2019) determind que la liofilizacion es el método mas
eficiente para secar latex, seguido del secado al vacio.

Materiales y métodos
Coleccion de muestras

Las muestras de las frutas de Vasconcellea
fueron recolectadas de huertos familiares donde crecen
naturalmente y de otras partes no cultivadas en los
distritos de Molinopampa, Luya y Bongara en la region
Amazonas -Pert. Las muestras se seleccionaron al
azar, un aproximado de 24 kilogramos por especie, se
colectaron frutas que no presenten indice de madurez
mayor a 40% de color amarillo, segun carta de la FAO,
sin presencia de magulladuras, cortes o lesiones.

Caracterizacion de la fruta

El peso se caracteriz6 con una balanza digital
marca: Digital Precision, modelo: E300A; el diametro y
longitud con un vernier; ademas, por la relacion peso
de latex y nimero de frutas se obtuvo los rendimientos.
Para el pH se utiliz6 el pHmetro, marca: Quimis, modelo:
Q400MT.

Obtencion del latex

Las frutas se lavaron con agua potable y se
desinfectd con etanol, se aplico incisiones de 2 mm de
profundidad, con cuchillo de acero inoxidable, el latex
se colectd en recipientes de vidrio con tapa rotulada, y
refrigeradas hasta 4 °C. Se realizaron analisis de pH,
pesos y rendimientos de latex.
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Figura 1. Fotos de las especies Vasconcellea. A) V. chachapoyensis, B) V. heilbornii y C) V. pubescens.

Purificacion de las enzimas

En la purificacion de la enzima papaina se utilizo
la adaptacion del método de extraccion alcohdlica en
dos pasos descrita por (Andrade et al., 2011). Donde se
desarroll6 el proceso de la figura 2.

El latex obtenido se colecto en recipientes
conteniendo buffer acetato de sodio 10 mM a pH 5, 5
mM de EDTA vy solucion de bisulfito de sodio 0,5 %

(w/w), las muestras se ajustaron a pH a 6,0 y 8,0 con
NaOH 0,1 N en un vortex por tiempo de 2 minutos, esto
con la finalidad de homogenizar; se centrifugd en una
centrifuga refrigerada, marca: Hetich, modelo Universal
320R, a 8000 rpm por 5 min y 4 °C.; al sobrenadante se
le afadi6 sulfato de amonio con agitacion lenta, hasta
saturacion de 45% a temperatura de 4 °C por 14 horas
aproximadamente, con la precipitacion se permiti6 la
remocion moléculas organicas e inorganicas.

V. chachapoyensis

V. heilbornii

V. pubescens

Extraccion de Latex

Regulacion de pH

pH: 6.0

pH: 8.0

Purificacion

Liofilizacion

Figura 2. Disefio experimental de la investigacion

Luego el latex se solubilizé y diluyd en alcohol
etanol al 96% (en volimenes de 1: 3, volumen filtrado/
etanol). Se realiza el segundo centrifugado a 8000 rpm
por 5 min y 4 °C; al liquido centrifugado se afiadio
etanol al 96% (en volimenes de 1: 3, volumen filtrado/
etanol). Se centrifugd por tercera vez a 8000 rpm por
5 min y 4 °C; la muestra se congel6 hasta -65 °C por
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12 horas aproximadamente, el cual fue el mejor tiempo
encontrado por Herrera y Ruiz (2014), y se liofilizé por
24-36 horas, en un liofilizador marca Labconco (4,5
1/-84 °C) a presion de vacio de 0,1 - 0,6 mbar y con
temperatura de colector de -84 a -85 ° C; se envaso en
botellas de vidrio oscuras, y finalmente se almacend en
ambiente limpio, bajo sombra y ventilado.

1110



Extraccion y purificacion de papaina obtenida a partir de tres especies nativas del género Vasconcellea

Evaluacion de la actividad enzimética (AE)

La AE se evalud con el método de Balls y Hoover
mencionado por Andrade et al., (2011). En un tubo de
ensayo se coloca 10 mg de solucién de papaina (0.05
g papaina purificada en 10 g acido acético 0.01%), y
se mezcld con una soluciéon de 10 mL de leche (2.5 g
de leche en polvo en 100 g de agua) que se calentd en
bafio maria hasta 50 °C; se agita el tubo hasta la primera
presencia de coagulos. Se calcula la AE en Unidades de
Potencia de Coagulacion de leche por gramo de enzima
seca (Upe) segun la formula 1. Donde, E: miligramos
de papaina utilizado para 10 ml del sustrato precipitante
(leche) en el momento t (min).

1
Upe = 3999 0

Actividad proteolitica en caseina

Se utilizd caseina comercial, el suero lacteo
se homogenizd y se llevd a temperatura ambiente
(29 °C). Se tomaron 5 mL en un tubo de ensayo y se
calenté mediante bafio termostado hasta 30 °C. Luego se
agregaron 5 mL de solucion de acido 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 consistié en transferir 9 mL de
suero lacteo a una fiola, luego se le adicioné 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 solucién de formaldehido (40%), la
muestra se reacidificé y desaparecio el color rosa. Se
valor6 nuevamente hasta la aparicion del rosa y se anoto
el volumen de valorante final (gasto 2). El porcentaje de
proteinas se calculd mediante la expresion 2 (Faria et al.
(1988), citados por Hernandez et al. (1992).

proteina% = gastos 2 * 2.0 )

Analisis fisicoquimicos
Proteinas
con el

Se utilizd el método Bradford,
espectrofotometro Eppendor, medido a 595 nm.

Humedad

Se utilizd un analizador de humedad, marca:
Adam, modelo: AMBS50. colocando 2 gramos de muestra
y leyendo los resultados hasta lograr un peso estable.

Cenizas

Se determind por incineracion de la materia
organica en una mufla marca Pinzuar Ltda. Se empleo el
método 940.26. de las AOAC (AOAC: Official Methods
of Analysis, 2005).

Resultados y discusion

Caracterizacion de los frutos y latex de las especies
del género Vasconcellea

Las mediciones de peso, didmetro y altura
realizadas a los frutos se presentan en la tabla 1. La
especie V. chachapoyensis, nueva especie descubierta el
2020 en la region Amazonas en Peru (Tineo et al., 2020),
presenta menor peso, didmetro y altura respecto a las
otras especies en estudio. En relacion al V. pubescens,
Arellano (2019) encontré peso promedio de 176,43 g,
diametro de 6,31 cm. y altura de 9,55 cm.; Herrera y
Ruiz (2014) obtuvieron peso promedio de 167,56 g., 9,94
cm. de altura 'y 6,26 cm. de didametro. Se observa que la
mayor diferencia con esta investigacion es el peso, esto
se deberia a la practica agricola que pueda recibir las
plantas en cada zona.

Tabla 1. Caracterizacion de los frutos de las especies del género Vasconcellea

Especie Peso total de Peso N° de Diametro Altura promedio
frutos (g) unitario (g)  frutos  promedio (cm) (cm)

V. chachapoyensis 24000 32.00 750 4.1 6.48

V. x heilbornii cv Babaco 24000 666.67 36 10.6 223

V. pubescens 24000 108.11 222 6.18 8.82

Enlatabla 2, se presenta el pH y el rendimiento de
latex. La V. chachapoyensis presenta mayor rendimiento
en latex (peso total de latex/peso total de los frutos),

Wiz

por ser una especie recién identificada no se tiene
antecedentes.
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Tabla 2. Caracterizacion del latex de las especies del género Vasconcellea

Especie pH Peso total de frutos (g) Latex/fruto Latex total Rendimiento
latex (g) (g) total (%)

V. chachapoyensis 5.7 24000 0.4458 334.32 1.39

V. x heilbornii cv Babaco 5.1 24 000 4.6567 167.64 0.70

V. pubescens 5.3 24000 0.9672 214.71 0.89

Herrera y Ruiz (2014) obtuvieron de la V.
pubescens un rendimiento de latex de 0,71 %, y
Arellano (2019) obtuvo 1,11 % de rendimiento de latex,
por lo que el resultado obtenido estd comprendido
entre dichas investigaciones. Segun (Sinche, 2009), las
cantidades de latex fluido y latex seco se relacionan
directamente con su tamafio, del fruto mas grande se
obtiene el rendimiento mas alto. Las diferencias con los
resultados de otras investigaciones podrian deberse a

diversos factores como el genético, cultivo, condiciones
ambientales (Arana & Quijano, 2012). Ademas, podria
influir el método y tiempo de recolectar el latex del fruto.

Actividad enzimatica de las Vasconcelleas
En la tabla 3, se presenta los resultados de la

actividad enzimatica de la papaina obtenida de las tres
especies del género Vasconcellea.

Tabla 3. Actividad enzimatica de las especies nativas de género Vasconcellea de Amazonas

V. chachapoyensi

V. pubescens

V. x heilbornii

Medida pH 6.0 pH 8.0

pH 6.0

pH 8.0 pH 6.0 pH 8.0

Rango

Promedio 240.97 203.68 195.80

222.22 -260.87 200.00 -214.29 181.82-214.29 166.67 —200.00 92.31-133.33 90.91 -101.69

181.40 112.45 96.55

El andlisis de varianza indica que existe
diferencia significativa de la AE en las tres especies,
y la prueba Tukey demuestra que la V. chachapoyensis
estadisticamente es superior a las otras especies. Los
resultados de la V. chachapoyensis (222.22 — 260.87
Upe) fue similar a lo reportado por Arellano y Torres
(2019) al extraer papaina de la V. pubescens (251 a 257
Upe); y mayor a lo obtenido por Tovar-Colmenarez et
al. (2018) a partir de Carica papaya con valores (157,28
a 159,67 Upe); mayor a lo reportado por Andrade et al.,
(2011) a partir de Carica papaya (150 a 200 Upe). De la
V. candicans se obtuvo 3,3 veces mas papaina que del
latex fresco de Carica papaya (Gutiérrez et al. 2017).

Efecto del pH en la actividad enzimatica

Se observa que la actividad enzimaética es mayor
a pH de 6,0 en las tres especies de Vasconcelleas. Segiin
Muriel et al. (2005), a pH muy alcalino habria una
pérdida de interaccion con iones y agua. La papaina es
facilmente desnaturalizable, y se mantiene estable en un
rango de pH entre 3,0 y 9,0. El pH 6ptimo de la reaccion
de catalizada de la papaina en Carica papaya fue 7.4 (Lin
et al., 2020).

Gutiérrez et al. (2017) encontraron que la
actividad enzimatica especifica (AEE) de la papaina
aumenta en forma lineal, hasta una concentracion de Ca
de 10 pM, y para fosforo inorganico la AEE aumenta
hasta una concentracion del Pi de 3.25 uM a diferencia
de lo reportado por Kaul et al. (2002) que encontré que la
enzima con Pi es inhibida en un 50 % a concentraciones
de 20 a 60 ug de Pi, y una total inhibicion al usar 80 ug
de Pi; ademas, reportan que el Ca y Mg son activadores
de la AEE.

Evaluacion de la actividad enzimatica de papaina
comercial con V. chachapoyensis

En la tabla 4, se presenta la actividad enzimatica
de la papaina comercial de la marca Merck, Emprove
-Essential Papain 6000 USP-U/mg, comparado con
la enzima V. chachapoyensis a pH 6.0, (tratamiento
con mas alto valor AE). Se observa que la papaina
de la V. Chachapoyensis presenta valores de AE
significativamente superior a la papaina comercial
(origen de papaya).

Tabla 4. Actividad enzimatica de la papaina comercial y del mejor

tratamiento del estudio

Actividad  Papaina de Vasconcellea. Papaina comercial
enzimatica chachapoyensis (Upe) (Upe)

Rango 222.22-260.87 181.82-230.77
Promedio  240.97 208.14
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Gutiérrez et al. (2017) obtuvieron papaina de
Vasconcellea candicans 3.5 veces mas activa que papaina
de papaya de la marca Sigma; ademads, obtuvieron una
mayor actividad enzimatica de la papaina en caseina al
0.65% (p/v) con buffer fosfato de potasio 50 mM y pH
7.5, donde al aumentar el pH a 8,8 y 9,5 disminuye la
actividad enzimatica en 40,6% y 60% respectivamente.

Actividad proteolitica de la papaina purificada
utilizando caseina comercial

En la tabla 5 se muestra la actividad proteolitica
de la enzima papaina, de las tres especies nativas de
Amazonas, utilizando como sustrato caseina comercial.
En las seis repeticiones, se observd que la especie V.
pubescens presenta mayor actividad proteolitica.

Tabla 5. Determinacion de la actividad proteolitica de especies del
género Vasconcellea (% proteina)

Especie Vasconcellea Vasconcellea x  Vasconcellea
chachapoyensis heilbornii pubescens

Rango 0.30-0.50 0.50 - 0.66 0.40 - 0.80

Promedio 0.37 0.58 0.60

Caracterizacion
liofilizada

fisicoquimica de la papaina

Para la caracterizacion de la papaina liofilizada,
se analizaron los mejores resultados obtenidos de la AE

de cada especie. Después del proceso de extraccion,
purificacion y liofilizacion se obtuvo un producto
en forma de polvo, cada especie presenta un color
caracteristico tal como se observa en la figura 3.

Figura 3. Fotos de muestras de enzimas liofilizadas de especies del género Vasconcellea. A) V.
chachapoyensis, B) V. heilbornii 'y C) V. pubescens

Densidad y rendimiento de la enzima

En la tabla 6, se presenta la densidad y el
rendimiento de la papaina liofilizada. El rendimiento de
papaina liofilizada, en relacion al peso inicial de la fruta,
la V. chachapoyensis presenta un rendimiento superior,

estadisticamente significativo con respecto a las otras
especies estudiadas; y sobre la relacion enzima/latex,
la V. heilbornii presenta un rendimiento ligeramente
superior al V. chachapoyensis, estadisticamente no
significativo.

Tabla 6. Caracterizacion fisicoquimica de papaina liofilizada

Especie Enzima Densidad Rendimiento en Rendimiento
(g) enzima (g/cc)  base a fruta (%)  en base a latex (%)
V. chachapoyensis 56.47 0.169 0,24 16.89
V. x heilbornii cv Babaco 28.36 0.169 0,12 16.92
V. pubescens 34.20 0.160 0,14 15.93

W4
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Determinacion de proteinas

En la tabla 7, se¢ muestra los contenidos de
proteinas de los mejores resultados de AE de cada
especie. El mayor promedio lo tuvo la V. heilbornii,
estadisticamente significativo a las otras especies.

Tabla 7. Contenido proteico de los mejores tratamientos
de las especies del género Vasconcelllea

Especie Promedio, pg/l Rango, p/l
V. chachapoyensis 283 200-374
V. Heilbornii 425 217-645
V. pubescens 270 196-432

Determinacion de humedad y cenizas

La V. heilbornii presento un mayor contenido
de humedad, como se muestra en la tabla 8,
estadisticamente no mostrd diferencia significativa con
la V. chachapoyensis, pero si fueron superiores a V.
pubescens.

Tabla 8. 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

Con estos niveles de humedad en las enzimas
liofilizadas. En el secado de latex de la especie Carica
papaya, en estufa a temperaturas de 25 °C y 60 °C y
tiempos de 20 y 4 horas respectivamente, se reporto
humedad de 4,73 y 8,50% (Tovar-Colmenares et al.,
2018). La liofilizaciéon permitid tener menores niveles
de humedad que otros métodos de secado, por lo que
las tres especies presentarian un bajo riesgo de deterioro
garantizando su vida 1til por tiempos mas prolongados.

En cenizas, la V. chachapoyensis presento
un contenido significativamente superior a las otras
especies. Este contenido de cenizas indica un mayor
contenido de minerales, lo cual podria haber influido en
su mayor valoracion de actividad enzimatica.

Conclusiones

Los frutos de la especie V. chachapoyensis son
de menor longitud y diametro que las V. pubescens y
V. heilbornii, pero presenta un mayor rendimiento en la
produccién de la enzima papaina.

Se pudo obtener la enzima papaina de las
especies V. chachapoyensis, V. pubescens y V. heilbornii
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utilizando la metodologia propuesta; obteniéndose una
mayor actividad enzimatica en las tres especies con pH
de 6.0; la especie V. chachapoyensis presento la mayor
actividad enzimatica, siendo también superior a la
papaina comercial.

La especie V. pubescens presento una mayor
actividad proteolitica con la caseina comercial. Por estos
resultados se podria decir que el método propuesto para
la obtencion de papaina es confiable.
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