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GLOSARIO

Actividad proteolitica: Es una forma de medir la actividad que tiene una
proteasa o enzima proteolitica. Expresa la cantidad de un sustrato que se
convierte en producto, por una unidad de tiempo. Se determina

experimentalmente, bajo condiciones que se deben especificar.

Baya: Es el tipo mas comun de fruto carnoso simple, en el cual la pared entera
del ovario madura generalmente en forma de un pericarpio comestible, ejemplos

son la uva, el tomate, el aguacate ,la berenjena, la guayaba y el pimiento.

Estacas: Es una porcion del tallo o un brote de una planta utilizado para injertarlo
en otra o para plantarlo en el suelo, con el fin de que produzca raices y dé origen

a una nueva planta.

Enzimas: Son macromoléculas, que actian como catalizadores en los sistemas
bioldégicos que determinan el patron de las reacciones quimicas y median las
transformaciones de diferentes formas de energia. A excepcion de un pequefio
grupo de moléculas de RNA catalitico, todas las enzimas son proteinas altamente

especializadas.

Epitelio: Es un tejido de recubrimiento, formado por una fina capa de células, las

cuales generalmente tienen una funcion secretora.

Papaina: Es el nombre dado por Wurtz y Bouchut (1879), para el constituyente

activo proteolitico en el latex de la fruta tropical papaya (Carica papaya).

Sitio activo: Es una region tridimensional especifica de la enzima donde se forma
el complejo enzima-sustrato (ES).Representa un pequefia parte del volumen total

de la enzima.
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RESUMEN

En esta investigacion se efectuo el estudio de la actividad proteolitica del latex del

babaco (Vasconcellea heilbornii cv babaco) en funcién de la edad del fruto.

El Ecuador al ser un pais muy diverso en frutas y aplicada la Biotecnologia podria
extraer las enzimas presentes en dichos materiales. La papaina es una enzima
que se extrae del latex de la papaya, la misma que ha sido empleada por mas de

200 afos atras, aunque su nombre cientifico fue creado recientemente.

El babaco es una fruta de la familia de las caricaceas al igual que la papaya de la
cual se han aislado y caracterizado algunas enzimas proteoliticas y lipoliticas, las
mismas que podrian extraerse del latex de dicha fruta. Para caracterizar el latex
de babaco se cuantificaron algunas propiedades como el pH, contenido de sélidos
solubles (°Brix), densidad, acidos organicos, azucares, proteinas, actividad de

agua (Aw) y actividad proteolitica.

Se extrajo el latex del babaco a las edades de 5,6 y 7 meses, para determinar los
rendimientos de extraccion de latex. Se realizaron 3 cortes longitudinales y se

colect6 el latex en recipientes debidamente codificados.

Los frutos estaban aun en el arbol y los cortes realizados fueron muy ligeros para
no danar la fruta. El latex fresco fue deshidratado, por liofilizacion, para medir la

actividad proteolitica de las frutas de 5, 6 y 7 meses edad.

Entre los resultados mas importantes estan que al mes 5 de edad se tuvo una
actividad proteolitica de 8125,65 U/g y un rendimiento de 0,3075 g de latex
liofilizado por fruto. 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.

Ademas, se concluyé que extraer latex de frutos en la edad del mes 8 no es
conveniente por cuanto la fruta se encuentra muy cerca del periodo de cosecha,
la cicatrizaciébn no es muy buena cuando se efectian los cortes en su piel vy,

ademas, puede acarrear problemas a la planta.

Finalmente, se recomienda extraer el latex de frutos verdes caidos o de plantas

que se destinen para dicha actividad. Dichos frutos no podran ser vendidos al



mercado nacional, pero una vez maduros se podrian destinar para hacer pulpas,

conservas, mermeladas o deshidratados.



Xi

ABSTRACT

This investigation was carried out to study the proteolytic activity of babaco latex

(Vasconcellea Heilbornii cv babaco) depending on the age of the fruit.

Ecuador is a country which is rich with fruits and applying biotechnology, it is
possible to extract the enzymes which are present in this fruit. Papaina is an
enzyme which is extracted from papaya. This enzyme has been used for over 200

years, although its scientific name was assigned much later.

The babaco is from a family of fruits which has the same characteristics as the
papaya. In addition, it was found that this fruit has the same types of proteolytic

enzymes and lipolytic which could be extracted from the latex of the fruit.

The babaco latex was characterized by looking at its properties such as pH, ° Brix,

density, organic acids, sugars, protein, water activity and proteolytic activity.

The latex was extracted from the babaco when it was 5, 6 and 7 months old to
establish the yield of latex. Three longitudinal cuts were made in the fruits and the
latex was collected in containers which were then coded. During this process, the

fruit is still on the tree and the cuts were very fine so not to damage it.

The fresh latex was freeze dried and then the proteolytic activity of at 5, 6 and 7
months was measured. In the results, the most important information was that at
the fifth month, the fruit has a proteolytic activity of 8125,65 U/g and a yield of
0,3075 g of lyophilized latex per fruit. In the seventh month, the proteolytic activity
was 5778,89 U/g and a yield of 0,3978 g of Iyophilized latex per fruit.

Additionally, it was concluded that extraction of latex at 8 months was not
recommended as the fruit was very close to harvest time, and the cuts could

damage not only the skin of the fruit but also the plant.

Finally, it was recommended extracting latex from fallen green fruits or plants
which are used for this activity. The fruit cannot be sold to domestic markets but it

could be used for pulps, preserves, and jam or dried.



INTRODUCCION

En la actualidad, la demanda de productos mejores, asi como de procesos
industriales éptimos, donde los beneficios sean para el consumidor y la industria,

incentiva el estudio de nuevas tecnoldgicas para lograr dicha meta.

Tal es el caso de las enzimas proteoliticas y mas especificamente de las
proteasas, las cuales pueden utilizarse en la elaboracion de muchos productos,

en diversas industrias como las de alimentos, farmacéuticas, entre otras.

El babaco es un fruto de la familia de las caricaceas, del cual se puede extraer el
latex crudo, rico en proteasas cuando este se encuentra inmaduro en el arbol, por
lo que su aprovechamiento resulta muy beneficio para los empresarios vy

consumidores.

La papaina es una enzima proteolitica, que se extrae del latex de la papaya.
Tiene la capacidad para digerir las proteinas de los alimentos, similar a la
pepsina, una enzima que estd en el jugo gastrico de los seres humanos. La
enzima que se puede extraer del babaco es similar a la que se extrae de la
papaya; pero, segun estudios, su actividad proteolitica es mas elevada que la
papaina, ademas el latex de babaco posee enzimas lipoliticas, las cuales son muy

especificas al digerir grasas (Dhuique et al., 2001).

El babaco es un fruto que tiene un elevado potencial de exportacion por su alto
valor nutricional y porque posee componentes que mejoran el valor energético del
producto. Los babacos son exéticos por su sabor. Contribuyen a mejorar la salud

humana debido al aporte de enzimas y buena cantidad de vitamina C.

Pueden combatir y prevenir enfermedades (antiparasitarios,diuréticos, suplemento

para regimenes especiales de alimentacion, etc.) (Hernandez et al., 1999).

Las enzimas proteoliticas forman cerca del 60% del mercado industrial de
enzimas. Las proteasas comerciales son producidas por micro-organismos,
animales y plantas. Las proteasas constituyen una muy larga y compleja

agrupacion de enzimas usadas para transformar proteinas en simples péptidos.
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La demanda mundial de papaina cruda o refinada se ha incrementado en los
ultimos afos. Las ventas anuales estimadas de alimentos preparados con
enzimas subieron de 10,1 a 16,6 millones de dolares en los Estados Unidos
(Gouri, 1985). Ademas, los usos industriales de la papaina entre otros son la
clarificacion de cerveza, laudering de textiles, variedad en preparaciones

farmacéuticas, etc.

Ademas en estudios previos se ha establecido que tiene una actividad enzimatica

proteolitica superior al de papaina pura (Dhuique - Mayer, 2001).

El babaco es un fruto que se consume directamente cuando ha llegado a su
madurez organoléptica. Puede ser empleado para producir mermelada, jugo
concentrado, frutas secas, etc. La extraccién de las enzimas del latex de la fruta

puede tener una aplicacién industrial.

En paises como Ecuador y Nueva Zelanda, el cultivo de babaco ha despertado
mucho interés comercial porque tiene aspectos favorables que van desde una alta
produccion con rendimiento satisfactorio hasta el ser exético, permitiendo asi que
mercados como los europeos abran sus puertas a dicha fruta (Villarreal et al.,
2003).



1. PARTE TEORICA

1.1. BABACO

El babaco (Vasconcellea heilbornii) es un hibrido natural, conocido anteriormente
como “Carica pentagona heilbornii”. La planta es originaria del Ecuador, de la
zona sur del pais, de la provincia de Loja. Se han encontrado algunas variedades
de esta especie en forma natural en dicha zona, también en los valles templados
del Patate, en la region Andina (Badillo, 2000). Esta fruta se cultiva desde antes

de la conquista espafola y en la actualidad se consume en la serrania del pais.

Se esta introduciendo al mercado mundial que demanda de productos selectos y
especiales con excelentes caracteristicas de nutricion y sabor, para diversificar
los cultivos, algunos especialistas de otros paises han venido a Ecuador para
introducir los cultivos en paises como Nueva Zelanda, Francia, ltalia, Estados
Unidos, Inglaterra e Israel (Scheldeman et al., 2003). Mediante el proyecto de
estudio de la Valorizacién Integral del Babaco, llevado a cabo por el
Departamento de Ciencias de Alimentos y Biotecnologia, de la Escuela
Politécnica Nacional, se aprovechan todas las cualidades de este fruto, para
convertir la materia prima agricola en productos biotecnolégicamente procesados,

con mayor valor agregado.

1.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

El babaco es un hibrido natural de las especies Carica stipulata Badillo (toronche)
y la Carica pubescens (chamburo). Helborn, en 1922, realizé la descripcion

taxondmica y le asigné el nombre de Carica pentagona heilbornii (Merino, 1989).
Reino : Plantae

Divisiébn : Magnoliophyta

Clase : Angiospermae

Subclase : Dycotiledonae



Orden : Brassicales
Familia : Caricacea
Género : Vasconcellea
Especie : V. Pentagona

Nombre binomial: Vasconcellea xheilbornii ( V. M. Badillo)

1.1.1.1. Especies relacionadas:

Chamburo (C. pubescens), orange papaya (C. monoica), papayuelo (Carica
goudotiana), papaya (C. papaya), toronche (C. stipulata). También existen

hibridos del Babaco y otras Caricas.

1.1.1.2. Afinidades distantes:

Papaya orejona (Jacartia mexicana), Mamao (J. spinosa).

1.1.2. DESCRIPCION DE LA PLANTA

La planta es arbustiva, semi-perenne, de tallo erecto, cilindrico, de consistencia
esponjosa, que puede alcanzar de 2 a 3 m de altura, la cual se puede apreciar en
la Figura 1.Segun Merino (1989), las partes de esta planta se describen de la

siguiente manera:

1.1.2.1. Sistema radicular

Las plantas adultas tienen raices principales gruesas, de tipo carnoso, con una
tendencia a la verticalidad y que no alcanzan mucha profundidad. De estas salen

las raices absorbentes, las cuales pueden ser alargadas y, segun la textura del

terreno, pueden encontrarse mas o menos superficiales.

1.1.2.2. Tronco

Este es recto y no tiene consistencia lefiosa, de color verde, cuando es joven, en

los primeros meses y toma color marrén- grisaceo, cuando la planta es mas



adulta. Llega a medir 2,5 m en un afo y cuando es joven suele desarrollar brotes

laterales, que de no ser eliminados pueden dar lugar a varios troncos.

Figura 1. Planta de babaco

1.1.2.3. Hojas

Estan insertadas a lo largo del tronco, en forma alterna. El limbo es lobulado, con
5 0 7 I6bulos. Los nervios estan marcados. Tiene un peciolo que llega a medir 50

cm. El color va de verde oscuro al claro, segun las fases.

En la Figura 2, se pueden ver las formas de las hojas, en el tronco de la planta.



Figura 2. Vista superior de las hojas de una planta de babaco

1.1.2.4. Flores

Estas crecen en las axilas de las hojas y su aparicion es continua, mientras hay
crecimiento. Son masculinas y femeninas, en arboles separados (Cueva, 1999),
de forma acampanada y normalmente solitarias. Los pétalos adquieren una

tonalidad blanca-amarillenta-verdosa. Su caliz es de color verde oscuro.

1.1.2.5. Fruto

El fruto es alargado y de seccidén pentagonal, provisto de una punta. No necesita
polinizacién para su desarrollo y no tiene semillas en su interior. Un fruto de
tamafo medio tiene unos 26 cm de largo por 10 cm de diametro. Su peso oscila
entre 400 y 2000 g (Merino, 1989; Soria, 1990). En la misma planta, se pueden
encontrar frutos de diversos tamafios, segun la edad el nimero oscila entre 25-30

frutos /planta /afo.



Figura 3. Floracion de un babaco en la planta

Posee una epidermis de color verde cuando esta inmaduro y, a medida que se
aproxima a la maduracién, cambia a color amarillo. Su consumo se hace cuando
esta totalmente amarillo. La pulpa es de color blanco crema, acuoso, de sabor
entre pifia, fresa y naranja. Ademas, posee un aroma especial cuando se

encuentra maduro.

Se ha comprobado que su latex posee una enzima proteolitica parecida a la
papaina (Alvaro, 1992). Algunos investigadores manifiestan que entre las
principales cualidades del fruto estan el alto contenido de vitamina C y papaina.
Se recomienda la ingesta de babaco por ser rica en fibra dietética, por lo que

previene problemas digestivos (Corpei, 2005).

Varios estudios se han realizado sobre los componentes volatiles de esta fruta y
los resultados muestran una totalidad de 53 componentes, los principales se

detallan en la Tabla 1.



Tabla 1. Estudio sobre constituyentes volatiles del babaco

N° | Compuesto Porcentaje (%)
1 | Esteres 47,2
2 | Alcoholes 30,2
3 | Aldehidos y cetonas 11,3
4 | Hidrocarburos 5,7
5 | Compuestos de distinta naturaleza quimica 3,8
6 | Acidos 1,8

Fuente: Ortega y Pino, 1997.

Componentes volatiles, como el butirato de etilo y el hexanoato de etilo, tienen un
olor dulce frutal, de gran importancia sensorial en el aroma del babaco y que
aumentan cuando la fruta estd completamente madura y su color es 100%
amarillo. La Figura 4 muestra frutos de diferentes tamafios, que tienen diferentes
edades. Se puede apreciar claramente que los frutos mas grandes se encuentran

abajo y los pequeiios en la parte superior de la planta.

Figura 4. Planta de babacos con frutos en la parte inferior.



Se ha determinado que la fruta es climatérica, si se la cosecha antes de la
madurez fisiologica, no puede madurar bajo ninguna condiciébn de
almacenamiento y presenta un pico en su tasa de respiracion (Albuja, 2001;
Moreno, 2002).

1.1.2.6. Reproduccion

Como el fruto no posee semillas, la reproduccion es solo asexual; es decir, se
utiliza una parte de la planta, ya sea por estacas o por injerto que se implanta en

otra planta, como el chamburo o el toronche.

1.1.2.7. Variedades

El babaco no tiene variedades definidas; sin embargo, existen diferencias en
cuanto a la forma del fruto, color de la pulpa, aroma, sabor, segun el lugar y las
condiciones de cultivo. Un ejemplo de ello se puede encontrar entre las frutas
producidas en invernadero, que presentaron un diferente contenido de azucar que

las cultivadas al aire libre (Soria, 1990).

1.1.2.8. Cosecha

El fruto presenta una coloracién verde oscura cuando esta en crecimiento. Si se
aproxima a la maduracion, en el interior de sus caras, aparecen pintas de color
amarillo, que definen el grado de madurez. Una vez maduro, toma el color

totalmente amarillo, con una fragancia exquisita (Corpei, 1998; Soria, 1990).

Esto suele suceder entre el mes 7 y mes 8 luego de la floracion. Los primeros
frutos que maduran son los que se encuentran en la parte baja de la planta que

fueron los primeros en formarse.

En el momento de recoleccion se corta, con tijeras, el pedunculo para que el fruto

no se deteriore por dafio mecanico.

Ademas se limpia la cascara con un pafio y se manipula con cuidado para evitar
golpes y abolladuras externas, como se puede observar en la Figura 5. También
se puede apreciar como los frutos van a ser comercializados en los diferentes

supermercados del pais.



Figura 5. Coloracion de los frutos desde el color verde hasta el amarillo.

1.1.3. COMPOSICION DEL BABACO

El contenido de minerales y vitaminas, asi como la composicidén quimica se

encuentran en la Tabla 2.

La cantidad de agua es elevada. De 100 g de fruta se tiene el 93 g de agua; 1,3 g

de sodio entre los valores mas altos de los componentes quimicos.

Con respecto a la cantidad de energia, se tienen 21 kcal por cada 100 g de fruta
fresca y una baja cantidad de grasa cuyo valor es de 0,20 g por 100 g de fruta

fresca.

La cantidad de proteina tiene un valor de 0,9 g y de carbohidratos de 6 g por 100

g de fruta fresca.

La cantidad de potasio alcanza un valor de 220,00 mg y 31 mg de acido ascorbico
por 100 g de fruta fresca. Estos son los minerales en mayor abundancia, aunque
existen otros que presentan menores valores pero son caracteristicos de este

fruto.



Tabla 2. Composicidén quimica del babaco.

Compuesto Cantidad en g por 100 g de fruta fresca.
Agua 93,00
Carbohidratos 6,00
Fibra insoluble 0,70
Fibra soluble 0,38
Grasa 0,20
Proteina 0,90
Energia (kcal) 21,00
Sodio 1,30

Cantidad en mg por 100 g de fruta fresca.
Potasio 220,00
Calcio 10,00
Fésforo 17,00
Azufre 12,00
Riboflavina 0,03
Carotenos 0,09
Tiamina 0,02
Piridoxina 0,05
Acido ascérbico 31,00

Fuente: Dietosystem, 1999

1.2. ENZIMAS PROTEOLITICAS

1.2.1. ASPECTOS GENERALES DE LAS ENZIMAS

Las enzimas son macromoléculas, que actuan como catalizadores en los
sistemas biologicos que determinan el patrédn de las reacciones quimicas vy
median las transformaciones de diferentes formas de energia. A excepcion de un
pequefio grupo de moléculas de RNA catalitico, todas las enzimas son proteinas

altamente especializadas (Gutfreund, 1965).

Las enzimas pueden acelerar las reacciones quimicas, por su estructura globular,
se entrelazan y se pliegan en una o mas cadenas polipeptidicas, que aportan un
pequefio grupo de aminoacidos para formar el centro activo, o lugar donde se
adhiere el sustrato y se puede efectuar la reaccion. La enzima y el sustrato deben

tener formas exactas entre si para lograr adherirse.
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La accion de las enzimas se caracteriza por la formacion de un complejo que

representa en el estado de transicion.

1.2.2. COFACTORES Y COENZIMAS

Existen muchas enzimas que son proteinas conjugadas, contienen grupos
prostéticos de distinta naturaleza a los aminoacidos. La proteina conjugada se
conoce como holoenzima y puede disociarse en un componente proteico no
activo, la apoenzima y el grupo prostético no proteico, el cofactor. Algunas
enzimas contienen metales, los cuales estan fuertemente unidos y no se separan
a no ser que su proteina se desnaturalice. Los metales pueden ayudar en el
mantenimiento de la configuracion estructural de la enzima nativa y con

frecuencia se denominan activadores (Gutfreund, 1965).

Algunos cofactores actuan como aceptores o donadores de atomos o de grupos
funcionales, que son separados o adicionados al sustrato de la enzima y se
denominan coenzimas. Estos deberian considerarse, mas apropiadamente como
sustratos, puesto que participan estequiométricamente en la reaccidn catalizada y

se consumen como sustratos.

Por ejemplo, una enzima (E) tiene una coenzima (C) y reaccionan con el sustrato

(AH3), como sigue:
EC + AH, > A + E.CH;

Hay cientos de enzimas que requieren un metal o un cofactor organico, pero el
numero de metales y cofactores de los organismos es limitado. Ejemplo de
cofactor es el nicotinamida adenina nucleotido (NAD), que contiene la vitamina
nicotinamida y el flavin adenina dinucleotido (FAD) que forma parte de la vitamina
riboflavina (Theil, 1997).

1.2.3. PROPIEDADES DE LAS ENZIMAS

1.2.3.1. Especificad de las enzimas

Las enzimas son altamente especificas en cada reaccion catalizada y en sus

cambios de reactantes, los cuales son Illamados sustratos. Una enzima
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generalmente cataliza una reaccion simple o un grupo de reacciones
estrechamente ligadas. Reacciones laterales que conducen al derroche de
subproductos rara vez ocurren en las reacciones catalizadas al contrario de la sin
catalizar. El grado de especificidad del sustrato es generalmente alto y algunas

veces es absoluto.

La reaccion catalizada por las enzimas proteoliticas es la hidrolisis de una cadena
de péptidos. La mayor cantidad de enzimas proteoliticas también catalizan una

reaccion diversa pero relacionada, con la hidrolisis de una cadena de ésteres.

Las enzimas proteoliticas difieren marcadamente de su grado de especificidad del
sustrato.DNA polimerasa |, un molde directo de enzima es una catalisis especifica
muy alta. La secuencia de nucleétidos en la hebra de DNA (acido desoxi
ribonucleico) que ha sido sintetizada es determinada por una secuencia de

nucledtidos en otras hebras de DNA que sirve como molde.

La polimerasa DNA es notablemente precisa llevada a cabo fuera de las
instrucciones dadas por el molde. El nucledtido incorrecto se inserta en el nuevo
DNA al menos una vez en tiempos muy cortos porque la polimerasa dela DNA

corrige el producto naciente y sus errores (Faber, 2000).

1.2.3.2. La actividad catalitica

Las enzimas que catalizan, tienen como primer paso en el camino de la
biosintesis ser generalmente inhibido por el ultimo producto. La biosintesis de la
isoleucina de la bacteria ilustra ese tipo de control, la cual es llamada inhibicién de
retroalimentacién. Teonina es convertida en isoleucina en cinco pasos, el primero
de ellos es catalizado por Teonina diaminasa. Esta enzima es inhibida cuando la

concentraciéon de isoleucina llega a un nivel suficientemente alto.

La isoleucina es un inhibidor no competitivo, que se une a la enzima, en un sitio
regulador, distinto del sitio catalitico. Esta inhibicibn es mediada por una
interaccion alostérica, la cual es rapidamente reversible. Cuando el nivel de
isolecucina es suficientemente bajo, la teonina diaminasa llega a ser activa otra

vez y consecuentemente la isoleucina es sintetizada nuevamente.
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Las enzimas son también controladas por reguladores proteicos, los cuales
pueden estimular o inhibir. Las actividades de algunas enzimas son reguladas por
la calmodulina, una proteina de 17 kDa, que sirve como sensor del calcio en casi

todas las células eucarioticas.

1.2.4. CLASIFICACION Y NOMENCLATURA DE LAS ENZIMAS

Normalmente las enzimas reciben el nombre del sustrato terminado en “asa” o
algun término que describe las reacciones que catalizan. Por ejemplo, la ureasa
tiene la urea como sustrato. La alcohol deshidrogenasa cataliza la remocién de
los hidrégenos de los alcoholes (es decir, cataliza la oxidacién de los alcoholes). A
pesar de ello, algunas enzimas, como la tripsina o la quimotripsina, aun se

conocen por sus nombres histéricos (Barret, 2004).

La Union Internacional de Bioquimica, designé un comité que dio un esquema de
clasificacidon que asigna un cdédigo numérico a cada enzima y clasifica a las
enzimas en seis grupos importantes, de acuerdo con la clase general de

reacciones quimicas que catalizan:

1. Las oxidoreductasas catalizan reacciones de oxidacién-reduccion. La mayor
parte de estas enzimas se conocen como deshidrogenasas, pero algunas de
ellas reciben el nombre de oxidasas, peroxidasas, oxigenasas o reductasas.

2. Las transferasas catalizan reacciones de transferencia de grupos. Muchas de
las cuales requieren la existencia de coenzimas. Estas enzimas son
sustituidas en forma covalente por una porcién de molécula del sustrato.

3. Las hidrolasas catalizan la hidrdlisis. Son una clase especial de transferasas,
el agua les sirve como receptor del grupo transferido.

4. Las liasas catalizan las reacciones de eliminacion no hidrolitica, no oxidante, o
lisis de un sustrato en reacciones que generan un doble enlace. En la reaccion
inversa, una liasa cataliza la adicion de un sustrato a un doble enlace de un
segundo sustrato. Una liasa que cataliza una reaccion en las células se
denomina con frecuencia sintasa.

5. Las isomerasas catalizan reacciones de isomerizacion. Debido a que estas
reacciones tienen un solo sustrato y un producto, son por lo regular reacciones

enzimaticas mas sencillas.
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6. Las ligasas catalizan la ligadura o unién de dos sustratos, en reacciones
sintéticas, que requieren el ingreso de la energia quimica potencial de un
nucledsido trifosfato, como el ATP. A las ligasas se les da el nombre de

sintetasas.

1.2.5. HIDROLASAS

Estas enzimas normalmente actuan sobre las grandes moléculas del protoplasma,
como son la enzima del glicbgeno, las grasas y las proteinas. La accidn catalitica
se expresa en la division de los enlaces entre los atomos de carbono y nitrégeno
(C- Ni) o carbono y oxigeno (C-O), de manera simultdnea se obtiene la hidrdlisis
(reaccion de un compuesto con el agua) de una molécula de agua. El hidrogeno y
el oxidrilo resultantes de la hidrolisis se unen respectivamente a las moléculas
obtenidas por la ruptura de los enlaces antes mencionados. La clasificacion de

estas enzimas se realiza en funcién del tipo de enlacen donde actuan.

En este grupo pertenecen proteinas conocidas como pepsina, presente en el jugo
gastrico, la tripsina y la quimotripsina, segregada por el pancreas. Su funciéon es
esencial en los procesos digestivos porque hidrolizan enlaces pépticos, estéricos

y glucosidicos.

1.2.5.1. Proteasas

Estas enzimas sirven para romper los enlaces de las proteinas, su origen puede
ser animal, vegetal y microbiano. Tienen varios niveles de pH y temperatura,

ejemplos de enzimas se pueden citar los siguientes:

Enzimas de origen animal; ENZECO CHYMOTRYPSIN 1:1, la cual es derivada de
las glandulas bovinas con relacion de 1 unidad de tripsina: 1 unidad de

quimotripsina por miligramo.

Enzimas de origen vegetal; ENZECO BROMELAIN, proteasa derivada de la pifia
caracterizada por su hidrélisis selectiva controlada en un rango amplio de

condiciones.
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Enzimas de origen microbiano — fungico; ENZECO FUNGAL PROTEASA ACIDA,
enzima fungica de proteolitica derivada del A. niger con un pH éptimo de trabajo
de 2,5 a 3,0.

1.2.5.2. Proteinasas

Las proteinasas o endopeptidasas hidrolizan enlaces peptidicos en el interior de
las cadenas polipeptidicas. Dichas enzimas seleccionan, reconocen Yy fijan
pequefas secuencias parciales del sustrato y luego los enlaces se hidrolizan

relativamente de una manera especifica entre ciertos residuos de aminoacidos

1.2.6. ASPECTOS GENERALES DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS

Las enzimas proteoliticas abarcan cerca del 60% del mercado de enzimas. Las
proteasas comerciales son producidas por microorganismos, animales y plantas.
Constituyen una larga y compleja cadena de enzimas, las cuales difieren en
propiedades de acuerdo con el sustrato especifico, el centro activo, y los
mecanismos cataliticos, el pH, la actividad y la estabilidad con la temperatura
(Theil, 1997).

Las proteasas comerciales tienen aplicaciones, en un rango amplio de los
procesos, que se aprovechan de las caracteristicas fisicas y cataliticas. Las
proteasas habian sido usadas en la coagulacién de la leche para transformarla en
queso, unos 5000 anos antes de Cristo, cuando se observo que la leche dentro de

los estobmagos de los becerros, tendia a cuajarse (Rehm, 2002).

El uso del cuajo de animales y de proteasas de microorganismos, en la
produccion de queso, y de proteasas del Aspergillus oryzae, en la fermentacion,
eran dos de las aplicaciones mas importantes de las proteasas microbianas
(Ward, 1996).

Proteasas pancreaticas fueron usadas para la depilacién y la rebaja del cuero. El
mayor interés de los detergentes comerciales con proteasas se desarrollé desde
1960, durante 10 afos. En 1969, la industria encontré una desfavorable publicidad
cuando algunos de los trabajadores desarrollaron alergias, debidas al efecto de la

inhalacién del polvo de las enzimas. El problema fue superado por la introducciéon
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de las preparaciones libres de polvo para usar en los detergentes. Las proteasas
para detergentes alcalinos suman cerca del 25% del total de las ventas de las

enzimas industriales.

Las proteasas pueden clasificarse, segun su origen, en animales, vegetales,
bacterianas, fungicas. De acuerdo con su accion catalitica, en endopeptidasas, si
rompen al azar el interior de las cadenas peptidicas, y en exopeptidasas, si
separan los aminoacidos de los extremos de la cadena polipeptidica. Finalmente,

segun la naturaleza de su sitio catalitico.

La proteasa actua sobre el enlace peptidico, lo rompe vy libera el grupo amino y el
grupo carboxilo. Estos grupos pueden estar parcialmente ionizados, de acuerdo

con el pH del proceso de hidrélisis.

Las proteasas tienen un amplio rango de funciones en la naturaleza. Las
proteinasas microbianas extracelulares contribuyen al bienestar alimenticio del
organismo. Por hidrélisis de una larga cadena de polipéptidos, se producen
pequefias moléculas, que la célula puede absorber. Las proteasas pancreaticas
de los mamiferos, las peptidasas intestinales y estomacales, juegan un rol
nutricional similar en la digestibn y en los procesos de absorcion de estas

especies.

Las enzimas proteoliticas también estan involucradas en la regulacién de los
procesos metabdlicos, tales como la formacion y germinaciéon de esporas;
activacion de ciertos virus de importancia patégena, varias etapas de la
fertilizacion de los mamiferos, la coagulacion de la sangre, la fibrindlisis, la
activacion de complemento, la fagocitosis y el control de presién de la sangre
(Theil, 1997).

Algunos de estos procesos, como la coagulacion y los sistemas de complemento,
involucran cascadas de eventos proteoliticos, en donde los precursores de un
numero de enzimas inactivas o cimogenas son convertidos en proteasas
activadas, las cuales activan otras proteasas. Estas cascadas permiten el control
y la amplificacion de los procesos involucrados. En todos los sistemas de una
célula existe un balance entre los procesos metabdlicos, que envuelven la sintesis

de proteina y su ruptura, donde las proteinasas intracelulares tienen un papel vital
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en los procesos de estas proteinas. Del 1 al 3% de las proteinas de una bacteria
son degradadas a aminoacidos por hora y valores similares son reportados para

las células de una planta en cultivo (Faber, 2000).

El volumen de proteinasas es esencial para la adaptacion de las células a nuevas
condiciones ambientales, particularmente donde hay ausencia de aminoacidos, se
genera una sucesion de aminoacidos para la sintesis de enzimas y otras
proteinas requeridas nuevamente. Hay evidencia que las proteasas estan
involucradas en la modulacién de la expresion de los genes, en la modificaciéon y
secrecion de las enzimas. El posible desempefo de las proteasas en la regulacion
de la traslacién, por modificaciones de proteinas ribosomales, ha sido sugerido
(Rehm, 2002).

Las proteasas convierten enzimas inactivas de otras moléculas biologicamente
inactivas de proteinas en sus formas activas también, la remocion de N-formil
metionina 0 metionina de las cadenas nacientes de péptidos y la hendidura del
producto de la traslacion del mRNA monocistrénico, la codificacion para las
distintas cadenas de péptidos es mediada por proteasas. Finalmente, durante la
secrecion extracelular de enzimas, la extensién del péptido hidrofébico, el cual
facilita el paso de la enzima a través de la membrana de la célula es separado por

accion proteolitica, que desbloquea la enzima extracelular (Ward, 1980).

1.2.7. PROPIEDADES DE LAS PROTEINASAS

La especificidad de las enzimas proteoliticas esta, primordialmente, relacionada
con la naturaleza de la cadena lateral de los aminoacidos y otros productos
cercanos al enlace que se hidroliza. Ademas, estas enzimas pueden ser
separadas en dos grupos, segun su habilidad para hidrolizar los enlaces de los
aminoacidos que se encuentran cercanos en los extremos (exopeptidasas) o en el

interior (endopeptidasas), de la cadena peptidica.

Godfrey y Reichelt (1983) han informado acerca de una reactividad comparativa
de varias importantes proteinasas comerciales, frente a diferentes sustratos,
cuando cada uno es probado a su pH 6ptimo. Esto demuestra que la reactividad

relativa de esas enzimas varia con cada sustrato. Otro aspecto de la complejidad
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de la catalisis de las proteasas es la observacién de que el pH 6ptimo para la
actividad pude variar con cada sustrato. La proteasa acida de Aspergillus tiene un
pH éptimo de 8,0 frente a la caseina, pero de 4,0-5,0 con la hemoglobina, como
sustrato (Fujimaki et al., 1980). Se han revisado los factores que influyen en la
degradacion de las proteinas, como la especificidad enzimatica, la concentracion
de sustrato, concentracion de enzima, el limite de la desnaturalizacion, el pH, la
temperatura, la presencia de inhibidores y activadores. Los enlaces peptidicos
estan mas expuestos y susceptibles al ataque proteolitico, cuando las proteinas

se despliegan debido a la desnaturalizacion.

1.2.7.1. Descripcidén de las proteasas

Las proteasas, conocidas también como peptidasas o0 enzimas proteoliticas,
catalizan reacciones de hidrélisis, que rompen los enlaces peptidicos de las
proteinas o de las cadenas polipeptidicas y dan como resultado péptidos mas

pequefos 0 aminoacidos libres.

1.2.7.2. Codificacion de las proteasas

De acuerdo con la Uniéon Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
(UIBBM) , las proteasas reciben el cédigo EC 3.4, por ser hidrolasas que catalizan

la ruptura de enlaces peptidicos (Moss, 1987).

1.2.7.3. Cisteino proteinasas

Las cisteino proteinasas poseen un grupo cisteino en su sitio activo. Suelen ser
activadas mediante el empleo de agentes reductores, como el acido cianhidrico
(HCN) o la cisteina. En su mayoria, estas enzimas presentan una actividad 6ptima

a los valores acidos o neutros de pH (Grudkowska y Zagdannska, 2004).

Este grupo incluye mas de 40 familias de enzimas, agrupadas en 6 superfamilias
o clanes. En el reino vegetal, las cisteino proteinasas se encuentran en las
plantas de las familias Caricaceae, Bromeliaceae y Moraceae. Dentro de las
cisteino proteinasas, se incluyen algunas enzimas de notable importancia
industrial, como la papaina, la quimopapaina, la bromelina y la ficina (Grudkowska
y Zagdannska, 2004).
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1.2.8. APLICACION DE LAS PROTEASAS

Las aplicaciones son muy diversas y se puede pensar que serian similares a las
de la papaina, proveniente del latex de la papaya y otras proteasas entre las

cuales se pueden enumerar las siguientes (Theil, 1997);

a. Industria cervecera. La papaina sirve para evitar que la cerveza se enturbie al
congelarla. La turbidez se debe a las proteinas, que al bajar la temperatura de

almacenamiento, coagulan al formar coloides.

b. Industria de la carne. La papaina degrada las proteinas de alto peso
molecular y provoca el ablandamiento de la carne. Este método de ablandamiento

de las carnes es utilizado en los frigorificos luego del rigor mortis.

c. Industria del cuero. La hidrélisis controlada con proteasas permite que el

colageno disminuya las protuberancias y da un fino aspecto al cuero.

d. Industria textil. La papaina se usa para desengomar la seda, por lo general
con un tratamiento previo al bafio desgomizante principal. También se utiliza en la
industria de la lana, para reducir el encogido al lavar y para mejorar la calidad de

las tinturas usadas.

e. Industria medicinal. La papaina se utiliza en el tratamiento de la difteria,
ulceras sifilicas, eczemas, psoriasis, la cera que se forma en los oidos y herpes.
También son un analgésico importante usado en medicamentos tales como los

que se aplican a las dismenorreas femeninas.

f. Industria de alimentos (jugos). La papaina es muy utilizada en el pre-
tratamiento de las frutas destinadas a jugos y aceites esenciales, asi como en

vinos para clarificar en situacion similar a la industria cervecera.

g. Industria de alimentos (dietéticos infantiles). Las proteasas se emplean en
la produccién de alimentos especiales para bebés. Se mejora la capacidad de
asimilacién de los alimentos, al degradar proteinas de alto peso molecular a
cadenas mas cortas, de facil incorporaciéon al torrente circulatorio alimenticio del
bebé.
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1.3. LATEXY OBTENCION

Al ser cortada, la piel del babaco exuda un latex, definido como un liquido lechoso
de color blanquecino, no muy denso presente en hojas, tallo y frutos (Alvaro,
1992). El latex debe ser cuidadosamente almacenado para evitar la agitacion
excesiva externa, cambios de pH y la presencia de metales contaminantes, que

podrian desnaturalizar las enzimas presentes en el mismo.

Para la obtencion del latex se realizan cortes superficiales de 2 mm de
profundidad, sin dafar la fruta, para evitar la propagacion de hongos y que la
cicatrizacion sea rapida (Villarreal et al., 2003). Los frutos cortados siempre
presentan huellas luego de la extraccibn y por eso no pueden ser
comercializados, como los frutos cuyo latex no ha sido extraido. Asi se establece
que los frutos que son vendidos al octavo mes son manejados con sumo cuidado,

para evitar golpes y la pérdida en el precio de venta.

El latex puede irritar la piel humana, por eso se recomienda usar guantes para su
extraccion. La papaina, que se vende en el mercado mundial, se extrae del latex
de la papaya. Se ha establecido que la enzima que se puede extraer del babaco
es similar y con una actividad proteolitica superior (Villarreal et al., 2003). Algunos
investigadores han diferenciado el latex producido cuando es recién cortado el
fruto, como un liquido lechoso, designado latex fluido; diferente al latex
coagulado, que se produce cuando se ha secado, luego de ser cortado (Sinche,
2009).

En el presente estudio se utiliza el término latex fresco por cuanto es el latex que
sale en el primer minuto luego de efectuar el corte y ademas el fruto esta aun en
el arbol. El latex fresco de babaco esta constituido principalmente por lipidos,

proteinas, carbohidratos y agua, cuyos contenidos se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracterizacion del latex fresco de babaco.

Contenido Valor
Humedad (%) 80,47
Proteina (%) 12,34

Carbohidratos (%) 5,83

Lipidos (%) 1,36

Fuente: Ruales, 2003.
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La mejor manera de obtener el latex se logra al hacer cortes longitudinales, sin
interrupciones y muy finos, para que su cicatrizacibn sea mas rapida. Una
visualizacion de los cortes y la cicatrizacidn se muestran en la Figura 6, durante el

primer dia de corte.

S

Figura 6. Corte longitudinal, primer dia de corte

En la Figura 7, se muestra la cicatrizacion del corte del mismo fruto, luego de 7

dias de haber sido efectuada la extraccion del latex.

Ademas se puede apreciar residuos del latex que no ha sido recolectado al final
del corte en la superficie del fruto asi como la cicatrizacién ha sido perfecta sin
ocasionar dafios posteriores a la planta y a los demas frutos que estan en
cercanos al fruto ,el cual ha sido sometido al proceso de extraccion del latex

fresco.
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Figura 7. Cicatrizacién a la semana de corte.

1.3.1. PRINCIPIO DE LA DESHIDRATACION POR LIOFILIZACION

La liofilizacion es un procedimiento de secado, cuyo principio es la sublimacién
del hielo de un producto congelado; por lo tanto, el agua del producto pasa
directamente del estado solido al estado de vapor, en una camara al vacio
(Mafart, 1991).

Por regla general, este método da lugar a productos de mas alta calidad que en
cualquier otro método de secado, pero el costo energético es elevado, debido a
los sucesivos cambios de estado del agua y a la necesidad de usar vacio
(Brennan et al., 1998; Mafart, 1991).
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2. PARTE EXPERIMENTAL

21. MATERIA PRIMA

Las muestras de latex de babaco fueron tomadas de la plantacion de 1000 m? de
la Finca “Los Algarrobos”, ubicada en Cayambe, provincia de Pichincha. Las
plantas, se desarrollaron bajo invernadero, con riego por goteo y personal

especializado para su cuidado.

Los arboles tenian 2 afos edad, aproximadamente, con una altura que superaba
1,5 m. Se seleccionaron los frutos 100 % inmaduros y cuyas edades fueron de 5,
6 y 7 meses. Los frutos en dichas edades tenian una coloraciéon verde en su

corteza.

En la Figura 8, se muestra una fotografia de los arboles estudiados.

Figura 8. Vista interna de la plantacion
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2.2. OBTENCION DEL LATEX

2.2.1. DETERMINACION DE LA EDAD DEL FRUTO

De acuerdo a la fenologia, que fue determinada previamente se pudo relacionar

la longitud con la edad del fruto.

En la Figura 9, se puede observar la medicién de la longitud de un fruto con dicho
parametro se le relacion6 con la edad y asi se seleccionaron los babacos que

fueron extraidos el latex.

Para comprobar que la seleccién fue correcta se media también el diametro y se
relacionaba con la edad, asi usando ambas dimensiones que se encontraron en la
fenologia del fruto, se podia obtener la edad del fruto de manera mas precisa y

precisa.

Figura 9. Seleccién y obtencion de latex fresco
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2.2.2. EXTRACION DEL LATEX FRESCO

La recolecciéon del latex se desarrolld en horario matutino, desde las 7 am hasta
las 10 am, los dias miércoles durante 3 meses, cada 2 semanas. Para ver como
se comportaban las plantas luego de haber cortado la corteza de los frutos de

forma muy ligera.

Se seleccionaron los frutos para la extraccién del latex de acuerdo con su edad,
que se determiné con la medicién de la longitud del fruto, mediante una regla. Se

relaciond la longitud del fruto con la edad, de acuerdo con su fenologia.

Se limpid la superficie del fruto seleccionado con un pafo para retirar la cera de

su superficie y las impurezas que se pudieran encontrar.

Con un bisturi, se realizaron tres cortes superficiales a lo largo del fruto, desde el
pedunculo hasta la punta, en la arista de cada fruto. El latex fue recolectado en

recipientes plasticos, previamente esterilizados y etiquetados.

La persona que colectdé usdé guantes para evitar cualquier contaminacion. Los
cortes se realizaron sin retirar los frutos del arbol, de manera que estos puedan
ser cosechados y aprovechados posteriormente. Se recolectd el latex fresco
durante un lapso del primer minuto de efectuado el corte y no se colectd el latex
que se coagulaba después del corte en la fruta. Ademas se observo el
crecimiento de los frutos después de haber sido sometidos a dicho proceso

mediante fotografias tomadas en cada extraccion y medicion de su longitud.

En cada visita a la plantacion, se emplearon 5 arboles para cada edad. Siempre
se extrajeron latex de frutos de arboles diferentes. Se pesaron los recipientes con
el latex fresco extraido para hacer los calculos respectivos del rendimiento de
acuerdo con la cantidad de frutos empleados en cada extraccidén. Posteriormente,

el latex fue almacenado en congelacion a -22 °C.

Después, las muestras se sometieron a un proceso de liofilizacién, en un equipo
Leybol modelo LYOVAC GT2, en cajas Petri, de 9 cm diametro, utilizadas como
bandejas de secado. El latex liofilizado se homogenizé y se almacend en

refrigeracion (8° C), para usarlo después en la caracterizacion.
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2.3. CARACTERIZACION DEL LATEX DE BABACO

Para caracterizar el latex de babaco, se midi6é el pH, la densidad, la actividad del
agua (Aw), asi como los contenidos de soélidos solubles, humedad, acidos

organicos, azucares y proteinas.

En la misma plantacion y en el momento de la extraccidon, para obtener mejores
resultados, se determiné el pH y el contenido de sélidos solubles. Después, en el
laboratorio, se volvieron a medir para determinar si existia variacion de dichas

propiedades en el tiempo de transporte.

En la Figura 10, se puede observar un recipiente donde se recolecto el latex.

bz

. /-

Figura 10. Recipiente que contiene el latex fresco.

2.3.1. MEDICION DE pH

Se homogenizaron las muestras de latex fresco contenido dentro de los
recipientes con leves movimientos circulares. Se realizaron tres mediciones en

cada recipiente con la ayuda de un pH metro Coming 320 digital.
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2.3.2. MEDICION DE LA DENSIDAD

Se usd una pipeta automatica marca Oxford, con la cual se midi6 1 mL de latex,
que se colocé en papel aluminio, que se encontraba dentro de una balanza

electronica, previamente encerada.

Se registrd el peso. Este procedimiento se realizé6 dos veces con cada muestra.

Luego se calcul6 la densidad mediante la Ec. 1.

densidad = masa /volumen (Ec. 1)

2.3.3. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE AGUA (Aw)

Se empledé un medidor de actividad de agua (Aw) marca LUFFT 5804. Se dejo
que el medidor llegue al valor 0,9 de referencia, durante 2 horas. En la camara

vacia se coloc6é una muestra de latex liofilizado, de aproximadamente 200 mg.

Luego de 12 horas se registro el valor que marco6 el medidor y se coloco la nueva
muestra. Se efectuaron muestras paralelas para cada lote y se midieron en los

latices de las plantas de 5, 6 y 7 meses de edad.

2.3.4. MEDICION DEL CONTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES

Se empled un refractémetro portatil marca Westover RHB 32, al cual se abri6 la
tapa y se limpi6 el cristal. Se colocé una gota de latex en su cristal y luego se
cerrd la tapa. Se coloc6 el medidor a la luz y se mird por su lente la escala de

°Brix y se registro el valor.

2.3.5. MEDICION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Se determiné el contenido de humedad del latex mediante el método descrito por
la Association of Oficial Analytical Chemists (AOAC) 920.151(37.1.12) (2000).
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2.3.6. MEDICION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS

El método que se utilizé para la determinacion de proteinas fue el descrito por
Bradford (1976), basado en el acoplamiento del colorante Coomassie Berilliant

Blue, con la proteina.

Se determiné la absorbancia por espectrofotometria visible, a 595 nm. Se empled
el método de Bradford Reagent de SIGMA, para micro ensayos de 96 celdas, en

un espectofotometro Multiskan EX.

Se prepararon las muestras, por triplicado, previo al analisis del contenido de

proteinas, segun el procedimiento que se indica a continuacion.

1. Se pesaron 10 mg de latex y 10 mL de agua destilada en tubos plasticos.
2. Se homogenizo6 la suspensién, con agitacion magnética, por 10 min.

3. Se centrifugo la suspension a 5900 rpm por 10 min.

4. Se extrajo el liquido sobrenadante de los tubos con una pipeta automatica

calibrada marca Oxford.

5. Se identificaron los tubos de ensayos.

6. Se pusieron las muestras en los tubos previamente identificados.

7. Se efectuaron diluciones de las muestras en la primera 0,4 mL de muestra y
3,6 mL de agua y la segunda 1 mL y 3 mL de agua.

8. Se puso 1 mL de muestra diluida y 1 mL de Coomasie plus.

La preparacion de la curva de calibracion se desarroll6 asi:

1. De una ampolla de B.S.A. se tomaron 0,1 mL y se diluyeron en un matraz de
5 mL, con agua destilada

2. Se tomaron 2 mL de la dilucidn y se colocaron en un tubo de ensayo.

3. Se identificaron los tubos de la manera que se indica en la Tabla 4.
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Tabla 4. Identificacion de los tubos de ensayo

Tubo N° Vol. B.S.A (mL) Vol. H,0 (mL) Vol. Total (mL)
Blanco 0,0 1,0 1,0

8 0,2 0,8 1,0

12 0,3 0,7 1,0

16 0,4 0,6 1,0

20 0,5 0,5 1,0

4. Se agité un poco a cada tubo en un agitador marca Vortex.

5. Se agreg6 1 mL de reactivo Coomasie a cada tubo.
6. Se dejo reposar por 5 min.

7. Se observaron que las muestras estén dentro del rango de coloracién de la

curva de calibracion.

8. Se midi6é la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en el equipo ya

indicado.
9. Se pusieron las condiciones adecuadas para el uso del equipo.

10. Se leyeron las absorbancias de las soluciones preparadas para la obtencién

de la curva de calibracion.
11. Se leyeron las absorbancias de las muestras y se grafico.

12. Se realiz6 una regresion lineal simple de la curva y se calcul6 el coeficiente de

correlacion. Con base en la ecuacion se obtuvo la concentracion de la muestra.
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2.3.7. MEDICION DEL CONTENIDO DE ACIDOS ORGANICOS

El contenido de acidos organicos fue determinado por HPLC, mediante el método
modificado de Anderson y Hedlund (1983).

Se emplearon 200 mg de muestra liofilizada y 5 mL de agua, que fueron
mezclados y homogenizados. La mezcla fue dejada en reposo por 30 min y luego
centrifugada. El sobrenadante fue colectado y el residuo fue lavado dos veces con

5 mL de agua.

El liquido sobrenadante fue reunido y filtrado (GV Millipore 0,22 pm). El analisis
fue desarrollado en un HPLC (Beckman 110 B), aminex HPX 87H columna de

exclusion idnica (300 X 7,8 mm BioRad) precedida por una columna (BioRad).

Fueron inyectados 20 uL de muestra en el HPLC. La temperatura se mantuvo
constante. La columna fue recubierta con plexiglas, a través del cual fue

bombeada constantemente agua, a 40 °C.

2.3.7.1 Equipos, materiales y reactivos en la medicién de acidos organicos

a. Materiales

Matraz de 50 mL

Matraz de 25 mL

Embudo de vidrio

Probeta de 50 mL

Centrifuga

Tubos de centrifuga

Cromatografia liquida de alta presion
Columna : aminex HPX —87H

Flujo . 0,45 mL/min
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Presion : 114 Bar

Temperatura: 40°C
b. Reactivos

Agua desionizada
Acido sulfurico (grado analitico), marca Merck.

Estandares del acido ascorbico, citrico, tartarico y malico, marca BDH, Chemical
Ltd., England.

c. Condiciones del detector y del integrador

Detector : UV a 210 nm, BW4; REF 580 nm BW20, PkWidth 0,1 min
UV a 244 nm, BW4 ; REF 580 nm BW20, PkWidth 0,1 min

para acido ascoérbico

Integrador:  Zero level =5 Attenuation =5
ChtSp =0,2 Area rejection = 80000
Threshold =5 Peak Width =0,15

Lazo de inyecciéon : 20 uL

d. Tiempos de retencién y corrida

10,4 min acido citrico

11,2 min acido L (+) — tartarico

12,5 min acido L (-) — malico

12,5 min acido L — ascorbico (a 244 nm)

Tiempo de corrida: 30 min
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2.3.7.2. Preparacion de la fase movil

H >,SO, 0,02 N (0,555 mL de H,SO4 96% / L). Se filtr6 por una membrana de 0,45

pm.

2.3.7.3. Preparacion de estandares acidos CiTRICO, TARTARICO y MALICO

Se pesaron separadamente 30 mg de cada uno de los estandares y se disolvio
con HpSO4 0,02 N que contenia acido meta fosférico al 0,05 % y homocisteina al

0,02 %, en un matraz de 50 mL (concentracién 600 ppm).

Se prepard una mezcla de estandares con concentraciones entre 20 y 600 ppm.
Se hicieron diluciones 1: 100, 2: 100, 2: 50, 1:10, 1: 5 de cada uno de los
estandares. Las diluciones se prepararon con H,SO4 0,02 N con acido meta

fosférico 0,05 % y homocisteina 0,02 %

2.3.8. MEDICION DEL CONTENIDO DE AZUCARES

Se emple6é cromatografia liquida de alta resolucion. Se usaron los estandares
correspondientes de los azucares; ramnosa, xilosa, fructosa, glucosa y sacarosa.
Se determinaron los parametros de operacion de la columna como el flujo, la
presion y la temperatura. Se inyectaron las muestras y se efectuaron las corridas

necesarias.

2.3.8.1. Materiales y reactivos
a. Materiales

Matraz de 50 mL
Matraz de 25 mL
Matraz de 10 mL
Embudo de vidrio

Probeta de 50 mL



Centrifuga

Tubos de centrifuga

Cromatografia liquida de alta resolucion

Columna
Flujo

Presion
Temperatura

b. Reactivos

Agua desionizada

21,3 mL / min
: 124 Bar

:30°C

Acetonitrilo, grado HPLC
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: NH,Polymer Columna, 250 — 4 ( ASTEC)

Estandares de ramnosa, xilosa, fructosa, glucosa y sacarosa

c. Condiciones del detector y del integrador

Detector :

Integrador :

indice de refraccion a 30 °C
Zero level =5

ChtSp  =0,2
Threshold =9

TIME TABLE : time 0 int () 11

Lazo de inyeccion: 20 pL

d. Tiempos de retenciéon y corrida

Tiempos de retencion:

Attenuation =38
Area rejection = 2000

PeakWidth = 0,15
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5,6 min L - ramnosa

7,4 min L- xylosa

8,3 min D - fructosa
11,5 min D (+ ) galactosa
11,5 min D (+) glucosa
19,3 min sacarosa

Tiempo de corrida: 30 min
2.3.8.2. Preparacion de la fase moévil

Se prepard una solucién de acetonitrilo : agua ,en proporcién 80:20, que se filtrd

por una membrana de 0,45 pm.

2.3.8.3. Preparacion de los estandares

Se pesaron, separadamente, 2500 mg de cada uno de los estandares y fueron
disueltos con la siguiente mezcla de acetonitrilo : agua cuya proporcién fue 50:50

en un matraz de 25 mL (concentracién 100 mg/mL)

Se prepar6 una mezcla de estandares de concentraciones entre 2 y 20 mg/mL. Se
hicieron diluciones 2/100, 1/20 y 1/5, de cada uno de los estandares. Se diluyeron

con acetonitrilo : agua, 50:50.

2.3.8.4. Preparacion de las muestras

Se pesaron 200 mg de muestra en un matraz de 5 mL, se anadieron 2,5 mL de
agua desionizada y se mantuvo con agitacion magnética, durante 15 min. Se

aforaron con acetonitrilo, grado HPLC, hasta 5 mL.

Se transfirid el contenido a un tubo y fue centrifugado por 8 min a 4000 rpm y 5
°C. Se separd el sobrenadante y fue filtrado por una membrana de 0,45 um.

Después fue inyectado en el HPLC.
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2.4. SEGUIMIENTO DEL CRECIMIENTO DEL BABACO

Para registrar el crecimiento de los frutos de babaco se procedié de la siguiente

manera:

La primera semana se visitd la plantacion y cuando las flores del babaco
empezaban a formar el fruto, se les colocd un anillo de color en su pedunculo, se
empezo6 con el color blanco, normalmente se marcaron a 4 6 5 frutos. Con un
calibrador, se midi6 el diametro y con una regla la longitud de los frutos
seleccionados, luego semana a semana se efectuaron las debidas visitas para

realizar las mismas operaciones.

Se emplearon cintas de colores de acuerdo con la edad, cada color de cinta
correspondia a una semana de crecimiento. Se efectuaron las visitas los dias
miércoles para asi relacionar adecuadamente el crecimiento con la edad. Este
procedimiento fue realizado durante 34 semanas o desde el mes 0 hasta el mes
8, es decir, desde la floracion hasta la madurez de los frutos, para asi determinar

la fenologia de la planta de babaco.

2.5. DETERMINACION DE RENDIMIENTOS DEL LATEX

En cada visita se obtuvieron 3 recipientes que contenian el latex fresco de los
frutos de cada edad a estudiarse. Se pesaron los recipientes con el latex fresco,
para hacer los calculos respectivos del rendimiento de acuerdo con la cantidad de
frutos empleados, en cada extraccién y en cada visita. Posteriormente, el latex fue

almacenado en congelacién a -22 °C.

Ademas en pruebas preliminares se extrajo también pasado el medio dia pero la

cantidad de latex fresco era siempre menor que en el horario establecido.

Una vez que las muestras fueron liofilizadas se determind su peso y rendimiento

de acuerdo con la cantidad de frutos empleados en cada extraccion.
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2.6. MEDICION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Se determin6 la actividad proteolitica con una solucion de caseina (5,55 @)
preparada en 50 mL, con DTT (Ditiotreitol) 2mM y EDTA (acido Etilen diamino

tetraacético) 10 mM, como activadores.

La mezcla fue agitada con un agitador magnético a 300 rpm, y llevada a
condiciones homogenizadas éptimas para reacciones catalizadas por papaina, a
una temperatura de 45 °C, por 10 min de tiempo de incubacion y a un pH
constante de 7,5 (Mckee y Smith, 1986).

Después de la incubacion, en dichas condiciones las reacciones proteoliticas
fueron iniciadas con la adicibn de una preparacion de caseina / enzima en
proporcion de 0,5 % (w/w), con 25 mg de preparacion de 5 g de caseina. Estas
cantidades fueron pesadas exactamente. Las cadenas separadas de péptidos
fueron automaticamente titrados con solucibn acuosa de NaOH, con una

concentracion de 0,5 M.

La actividad proteolitica fue descrita por Caro et al., 2000 b, las actividades
proteoliticas fueron calculadas como la velocidad inicial de reacciéon por regresion
polinomial, de segundo orden, del grafico del volumen de sosa usado con relacidén

al tiempo empleado en la titracién.

Se obtuvo el valor del coeficiente del término lineal de la ecuacion de segundo
orden, el cual es la velocidad de reaccion y después de procedidé a calcular la
actividad proteolitica de acuerdo con la cantidad de latex liofilizado empleado en

el experimento mediante la Ec 2.

U
Act. Proteolitica (E)

_ Velocidad de reaccion X 0,5 x 1000000
~ Peso muestra Liofilizada (25 mg) X 0,66

(Ec.2)
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2.7. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados presentados de la longitud y el diametro de los frutos son el
promedio de los valores obtenidos de los frutos estudiados, que se tomaron de 5
arboles que empezaban su floraciéon hasta alcanzar su tiempo de cosecha al mes

8. El valor promedio se acomparia con su respectiva desviacion estandar.

Los demas resultados son el promedio de los valores obtenidos en tres

repeticiones de cada ensayo con su debida desviacion estandar.

Mediante el programa estadistico STATGRAPHICS Plus se realiz6 la prueba de
comparacion multiple de DUNCAN, con limites de confiabilidad del 95% (p< 0,05).
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3. RESULTADOS

3.1. OBTENCION DE LATEX FRESCO

Se determiné que hacer cortes longitudinales continuos es mucho mejor, por
cuanto el latex recorre toda la superficie y se puede recolectar en los recipientes,
ademas mejor en las aristas porque en pruebas preliminares se determind que si
se hacian cortes transversales o cortes sucesivos en la misma arista no permitia

una rapida cicatrizacion.

Las operaciones fueron delicadas con los frutos, para evitar que estos se caigan
al terreno. Se realiz6 el corte en la arista y se recolectd el latex por un minuto
para proceder a efectuar otro corte en el mismo fruto pero en diferente arista y

recolectar en el mismo recipiente como se puede apreciar en la Figura 11.

Figura 11. Latex del fruto en el primer corte
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En la Figura 12, se puede apreciar la recoleccion del latex en el segundo corte.

Figura 12. Latex del fruto en el segundo corte

Se extrajo latex de frutos de 8 meses, en pruebas preliminares pero las frutas
presentaron serios inconvenientes en su cicatrizacién y eran propicios a favorecer
el desarrollo de hongos en sus frutos, lo que ocasionaba serios problemas a toda

la planta.

En la Figura 13, se puede apreciar una planta atacada por Fusarium, dicha

enfermedad es una de las mas comunes debida a esta, ha perdido muchos frutos.

Esto ocasiona muchas pérdidas econémicas al agricultor que solo vende frutos
completamente sanos, cuando estos llegan al tiempo de cosecha presentando

una alternativa de poder usar dichos frutos solo para extraccion de latex.
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Figura 13. Planta de babaco con Fusarium

En la Figura 14, se puede apreciar la misma planta mostrada en la Figura 13, a la
cual se le extrajo latex, sin ningun inconveniente, lo que abri6 la posibilidad de no

solo usar el latex de frutos de plantas sanas.

No se logré caracterizar este latex, para determinar si existian diferencias
significativas con los frutos de plantas sanas empleadas en la presente
investigacion, pero se observé que los frutos con dicha enfermedad se lograron
cicatrizar de una manera adecuada sin presentar posteriores problemas luego de
que fueron sometidos al proceso de extraccion de latex fresco aun estando en la

planta para que sigan creciendo.

En la Figura 15, se puede apreciar el latex de un fruto de la planta enferma
mostrada anteriormente. El latex recorre el fruto y las manchas cafés en la piel

indican la enfermedad que tiene la planta.



Figura 14. Planta de babaco con Fusarium extraida latex

Figura 15. Extraccion de latex de un fruto con Fusarium

40
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3.2. SEGUIMIENTO DEL CRECIMIENTO DEL BABACO

En la Figura 16, se puede apreciar una planta de babaco con las cintas de colores

que se colocaban semana a semana para determinar la fenologia.

Figura 16. Cintas de colores en frutos de acuerdo con su edad

3.2.1. Fenologia del fruto

De acuerdo con el procedimiento propuesto para determinar la fenologia del fruto
se obtuvieron los datos de la longitud promedio con su correspondiente
desviacion estandar y edad, que se muestran en la Tabla 5, con los que se

efectu6 la Figura 17.
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Tabla 5. Datos experimentales de longitud con relacién a la edad del fruto

Edad Longitud Promedio
(mes) (cm) n=5
X DS
0 0,00 0,00
1 4,90 0,20
2 8,20 0,10
3 13,00 0,15
4 16,95 0,10
5 21,30 0,20
6 23,30 0,25
7 26,00 0,10
8 26,70 0,10
X =Promedio DS = desviacion estandar
n=>5

En la Figura 17, se relaciona la longitud promedio con la edad mensual de los
frutos, se escogid la regresion cubica porque presentd un R?=0,998 obteniéndose

un buen ajuste entre los valores experimentales y los tedricos obtenidos aplicando

la ecuacion.
30
y =-0,037x3 + 0,226x2 + 3,928x + 0,199
R?2=0,998 /-—‘
25
—~ 20
£
L
S 15
=]
‘oo
c
3 /
10
5
0 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Edad (mes)

Figura 17. Longitud vs. Edad del fruto
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De la curva se puede observar que la velocidad de crecimiento es mayor hasta el
sexto mes, luego tiene un crecimiento mas lento, en los meses posteriores y a

partir del séptimo mes el crecimiento es minimo.

De acuerdo con el procedimiento propuesto, para determinar la fenologia del fruto
se obtuvieron los datos del diametro y edad que se muestran en la Tabla 6 con lo

que se efectud la Figura 18.

Tabla 6. Datos experimentales del diametro con relacion de la edad del fruto

Edad Didametro Promedio
(mes) (mm) n=5
X DS
0 0,00 0,00
1 13,70 0,10
2 23,40 0,20
3 44,15 0,40
4 61,75 0,20
5 73,50 0,30
6 88,13 0,20
7 93,50 0,10
8 100,50 0,20
X = Promedio DS = desviacion estandar
n=5

En el Figura 18, se relacion6 el diametro promedio con la edad mensual de los
frutos, se escogid la regresion clbica porque presenta un R?=0,997 vy el cual es

cercano a 1, por lo que se estimd que era lo mas adecuado.

De la curva se puede observar que la velocidad de crecimiento es mayor hasta el

sexto mes, luego presenta un crecimiento mas lento, en los meses posteriores.

Observando las Figuras 17 y 18 presentan la alternativa de usar alguna de esas
dos dimensiones del fruto para poder evaluar de una manera mas adecuada la
edad del fruto porque ambas coinciden en la forma del crecimiento del fruto de

babaco.
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Figura 18. Diametro vs. Edad del fruto

Se podria emplear la medicibn de ambas dimensiones para determinar la edad
aunque el trabajo resulte muy delicado por el peligro de hacer caer los frutos. En
la Figura 19, se puede mirar 2 frutos de 8 meses y 5 meses. El fruto del mes 5

tiene una coloraciéon verde mientras que el fruto del mes 8 tiene una coloracion
amarilla.

8 meses

5 meses

Figura 19. Frutos de 8 y 5 meses de edad
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3.3. CARACTERIZACION DEL LATEX

En la Figura 20, se pueden observar muestras de latex fresco que se encontraban

dentro de los recipientes.

Figura 20. Muestras de latex fresco

3.3.1. Latex fresco

Se realizaron pruebas preliminares en dos arboles que se habian caido y se
recolecto el latex de todos sus frutos, los cuales se les relacion6 con su edad de

acuerdo con sus dimensiones y se efectuaron las tabulaciones correspondientes.

Arbol 1

Cuando se extrajo el latex de los frutos de este arbol no se pudo recolectar
ninguna muestra a edades de 0, 1, 2, 3, 7 y 8 meses como se observa en la

Tabla 7 porque se podria pensar que este tuvo mas tiempo en el suelo caido.
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Tabla 7. Peso de latex fresco con respecto a la edad del fruto

Edad |Peso latex
(mes) | Fresco (mg)

0 0,00
1 0,00
2 0,00
3 0,00
4 1189,46
5 1353,60
6 180,60
7 0,00
8 0,00

En la Figura 21, se observa que la mayor cantidad de latex fresco recolectado fue

al quinto mes. Los datos corresponden al promedio de 4 frutos.

1600

1400
1200 \
1000

800 /

600 I \
[\
/

400

PESO LATEX FRESCO (mg)

200

2 4 6 8 10
EDAD (mes)

-200

Figura 21. Peso de latex fresco vs. edad
Arbol 2

Cuando se extrajo el latex de los frutos de este arbol, en el mes 0 no se pudo
recolectar ninguna muestra de latex; pero, en los demas meses si fue posible

hacerlo, como se observa en la Tabla 8.
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Tabla 8. Peso de latex fresco con relacién a la edad del fruto

Edad |Peso latex
(mes) | Fresco (mg)
0,00
72,38
228,40
291,40
1122,40
1379,53
604,10
781,93
511,03

0O N O UL A WN PR O

En la Figura 22, se pudo observar que la mayor cantidad de latex fresco

recolectado del arbol 2 fue al quinto mes. Los datos corresponden al promedio de

4 frutos.
1600
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Figura 22. Peso de latex fresco con relacion a la edad del fruto

Al comparar las Figuras 22 y 23 de los arboles 1 y 2, se determin6 que la mayor
cantidad de latex fresco se extrajo al quinto mes. Mayores rendimientos de latex

fresco se obtuvieron en el quinto mes, teniéndose un maximo.
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Se observo que la cantidad de latex crudo aumentaba con la edad hasta el mes 5,

para luego observar una reduccion del contenido del latex extraido.

En la Tabla 9 se muestran los resultados de los rendimientos promedios de latex
fresco extraido a los 5, 6, y 7 meses de edad de arboles sanos, que fueron

estudiados en esta investigacion.

Tabla 9. Valores de rendimientos de latex fresco por fruto segun la edad

Edad Rendimiento latex fresco Desviacion
(mes) ( g/ fruto) estandar
5 2,54 0,01
6 1,31 0,05
7 1,87 0,02

En la Tabla 10, se muestran los resultados promedios de pH, contenido de sélidos
solubles (°Brix), Densidad, % Humedad de latex fresco extraido a los 5, 6, y 7

meses de edad de arboles sanos, que fueron estudiados en esta investigacion.

Tabla 10. Valores promedios de pH, Contenido de solidos solubles (°Brix),

Densidad, % Humedad por fruto, segun la edad

Edad pH °Brix Densidad Humedad
(mes) (g/mL) (%)
5 7,06 + 0,02 18,00 £ 0,01 1,03+ 0,02 87,89+ 0,12
6 6,94+ 0,03 19,75+ 0,05 1,06+ 0,04 73,48+ 0,30
7 6,92+ 0,04 20,00 £ 0,02 1,08 + 0,05 78,73 £ 0,10

X= promedio ; DS =desviacion estandar ; n=3
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De la Tabla 10, se puede determinar que al mes 5 el fruto tuvo un valor mas alto
de pH cuyo valor fue de 7,06 + 0,02 y no varia drasticamente con relacion a los

meses posteriores.

En el mes 5, se pudo observar que el contenido de sélidos solubles, tuvo el valor
mas bajo de 18,00 £ 0,01(°Brix), la densidad tuvo un valor de 1,03 £ 0,02 (g/mL) y

la mayor humedad porcentual tuvo un valor de 87,89 + 0,12.

3.3.2. Latex liofilizado

Se extrajo de las muestras la mayor cantidad de agua presente en ellas y se
obtuvo un polvo blanco amarillento, el cual se utilizé para los posteriores analisis y

determinaciones.

En la Tabla 11, se muestran los rendimientos de latex liofilizado, por fruto, segun

la edad.

Tabla 11. Rendimientos de latex liofilizado por fruto.

Edad Rendimiento latex liofilizado Desviacion
(mes) (g/ fruto) estandar
5 0,3075 0,015
6 0,3474 0,022
7 0,3978 0,011

X= promedio; DS = desviaciéon estandar ; n=5

En la Tabla 11, se puede apreciar que al mes 7 de edad del fruto el rendimiento

es el mayor que los meses anteriores con un valor de 0,3978 + 0,011 g/fruto.

En la Tabla 12, se muestran los valores promedio de la actividad de agua,

porcentaje de proteina, concentracién de proteina.
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Tabla 12. Valores promedio de actividad de agua (Aw), % proteina, concentracion

de proteina
N° Edad Actividad de agua Proteina Concentracion
(mes) (Aw) (%) proteina
(Hg/ mL)
1 5 0,44 £ 0,10 36,22+ 0,16 9,5080 + 0,21
2 6 0,43 £ 0,21 35,66 £ 0,15 8,9077 + 0,33
3 7 0,52 +0,10 37,75+ 0,19 9,3439 + 0,14

X= promedio; DS =desviacién estandar ; n=5

En la Tabla 12, se puede observar que al mes 5, la actividad de agua tuvo un
valor de 0,44 £ 0,10 menor que al mes 7 de la edad del fruto. El porcentaje de

proteina fue menor al mes 5, con un valor de 36,22 + 0,16.

Existe una relacion directa en el desarrollo del color y la concentracién de
proteinas. La ventaja del método es su simplicidad (solamente un reactivo) y su
rapidez (5 min). Pero su desventaja es la variabilidad del color con diferente
proteinas (Gallardo, 2004).

En la Tabla 13 se muestran los resultados del contenido de azlUcares como xilosa

y sacarosa.
Tabla 13. Valores promedio de contenido de azucares
N° Edad Xilosa Sacarosa
(mes) (mg/mL) (mg/mL)
1 5 0,07517 £ 0,004 0,03919 + 0,003
2 6 0,05342 + 0,007 0,04435 £ 0,009
3 7 0,02849 £ 0,005 0,04821 + 0,003

X= promedio ; DS =desviacién estandar ; n=5
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Con el uso de HPLC se cuantificaron la xilosa y sacarosa en el latex de babaco.
Glucosa, fructosa, galactosa, y ramnosa no fueron detectados en las muestras.
Los contenidos de Xilosa decrecieron a medida que la fruta madura, no asi con

los contenidos de sacarosa que se incrementaron con la edad del fruto.

De la Tabla 13 se observa que el contenido de xilosa al mes 5 tiene un valor de
0,07517 + 0,004 mg/mL, mayor que los meses posteriores, en tanto que al mes 7
se tiene un valor de 0,02849 + 0,005 mg/mL.

El contenido de sacarosa al mes 5 tiene un valor de 0,03919 + 0,003 mg/mL
siendo la menor que en los meses siguientes y al mes 7 se tiene un valor de
0,04821 + 0,003 mg/mL.

En la Tabla 14, se muestran los resultados del contenido de los acidos citrico y

ascorbico.

Tabla 14. Valores promedio del contenido de acidos organicos

N° | Edad Acido Citrico Acido Ascorbico Acido Ascérbico
(mes) (mg/mL) (mg/mL) (%)

1 5 44,5190 + 0,014 0,5064 £ 0,043 87,89

2 6 56,2546 £ 0,024 0,5630 £ 0,079 99,92

3 7 38,9074 £ 0,015 0,5380 £ 0,023 72,32

X= promedio ; DS =desviacién estandar ; n=5

En los frutos, se encuentra por lo general como &acidos organicos mayoritarios el
citrico y el malico, y predomina el uno o el otro segun la fruta. Existen ademas
otros acidos organicos minoritarios, se clasifican los mas importantes en dos
grupos acidos intermediarios del ciclo del acido citrico (acido succinico, acido
piravico, acido fumarico, acido isocitrico, acido lactico, acido oxalico etc.) y acidos
fendlicos (acido quimico, acido clorogénico, acido siquimico). Se puede encontrar

también en las frutas otros acidos como el lacturénico y glucurénico.
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En el latex de babaco se encontré acido citrico que es entre 70 y 100 veces el

contenido de acido ascorbico.

No se observd una misma relacién de acido citrico /acido ascoérbico a diferentes

edades del fruto.

De la Tabla 14, se puede apreciar que el contenido de acido citrico al mes 5 tiene
un valor de 44,5190 £ 0,014 mg/mL, siendo mayor que con relacién al mes 7 pero
menor que con el mes 6, por lo que se podria entender que con la madurez el
fruto tiene menor cantidad de acido citrico, al mes 7 tiene un valor promedio de
38,9074 + 0,015 mg/mL.

El contenido de &cido ascorbico al mes 5 tiene un valor de 0,5064 + 0,043 mg/mL,
en cambio al mes 7 tiene un valor de 0,5380 £ 0,023 mg/mL, pero siendo el mayor

valor al mes 6.

El contenido de acidos organicos como el citrico y el ascoérbico tiene un
comportamiento muy diferente con relacién a las otras propiedades estudiadas
que algunas decrecen o se incrementan con la edad siendo o mayor al quinto
mes o menor, no obstante aqui es al sexto mes donde se presento mayores
valores promedios, ademas siempre se tiene una mayor desviacion estandar en

esta edad, podria deberse a la disminucion del crecimiento a partir de esta edad.

Entre los métodos cromatograficos usados para la determinacion de acidos
organicos hay trabajos que aplican cromatografia de gases pero actualmente es
muy frecuente la determinacion de estos acidos organicos por HPLC, se destacan
los estudios de Polo y col. (1986) y Lépez y col. (1989) que se proponen un

método en fase reversa previa la purificacion de la muestra.

3.4. ACTIVIDAD PROTEOLITICA

En la Tabla 15, se muestran los resultados de la mediciobn de la actividad
proteolitica promedio del latex liofilizado de frutos cuyas edades fueron de los

meses 5,6y 7.
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Tabla 15. Valores de actividad proteolitica promedio de acuerdo con la edad del

fruto.

Edad Act. Proteolitica promedio
(mes) (U/g) DE

5 8125,65 136,33

6 6445,40 463,35

7 5778,89 15,15

X= promedio; DS =desviacion estandar; n=3
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Figura 23. Actividad proteolitica promedio con relacion a la edad

De la Figura 23, se puede apreciar que la actividad proteolitica disminuye con la

edad. Es mayor en el mes 5, con un valor de 8125,65 U/g con una desviacion
promedio de 136,33 U/g.

En el mes 6, se aprecia que tiene una mayor desviacion promedio debido al

mayor crecimiento del fruto.
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En el mes 7, se tiene una actividad proteolitica menor con un valor de 5778,89
U/g con una desviaciéon promedio de 15,15 U/g.

3.4.1. ACTIVIDAD PROTEOLITICA Y RENDIMIENTO DE LATEX LIOFILIZADO

Tabla 16. Peso de latex liofilizado y actividad proteolitica

Rendimiento Act. Proteolitica
Edad latex (prom)(n=3)
(mes) Liofilizado (Q) X DE
5 0,3075 8125,65 136,33
6 0,3475 6445,40 463,35
7 0,3978 5778,89 15,15

1. Peso de latex liofilizado en gramos por cantidad de frutos

De la Figura 24, se puede apreciar que al mes 5 se tiene menor peso de latex
liofilizado aunque su actividad proteolitica es mayor, no asi en el mes 7 que se

tiene menor actividad proteolitica, pero mayor peso de latex liofilizado.
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Figura 24. Actividad proteolitica del latex liofilizado con relacién al peso del latex

Comparando los resultados obtenidos de rendimientos de latex fresco de Marcillo,
en el 2005, dan que al quinto mes es 2,24 g con una desviacion de 0,27 y al

séptimo mes, que seria su dia 60 obtuvo 1,79 g con una desviacion de 0,9.
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Mientras de la Tabla 17, se pueden apreciar mejor dicha comparacion.

Tabla 17. Rendimientos de latex fresco por babaco

Rendimientos

Acosta (2011)

Rendimientos

Marcillo (2005)

Edad(mes) Peso latex () Edad(dia) Peso(g)
5 2,54+0,01 0 2,24+0,27
6 1,31+0,05 30 1,71+0,08
7 1,87+0,02 60 1,79+0,09

Marcillo (2005) parte de aproximadamente del mes 5 porque mide la longitud de
20 cm, y se observa que resultados no son contradictorios con los obtenidos en
este trabajo, sino mas bien confirman lo obtenido ya que ponen de manifiesto que
al quinto mes el rendimiento de latex fresco es mayor que los meses posteriores

evaluados.

Con relacion a la humedad en el latex fresco se puede comparar con otros
resultados obtenidos previamente y reportados por Ruales (2003), Marcillo (2005),

siendo muy concordantes con los resultados obtenidos en este estudio.

Tabla 18. Contenido de humedad en 100 g de latex fresco

Edad(mes) Acosta (2011) Ruales ( 2003) Marcillo (2005)
5 87,89+0,2 80,47+0,5 79,24+0,4
6 73,48+0,7
7 78,73+0,3

Como se puede apreciar los resultados son muy similares estimandose que la

variacion de dichos podria ser por la diferente metodologia empleada.

Segun Marcillo (2005) la mayor actividad proteolitica del latex liofilizado esta en el
mes 5 y disminuye en el mes 7 estando acorde con los resultados obtenidos,
como se emplearon diferentes métodos para medir dicha propiedad los valores
son algo diferentes no asi con los resultados de Sinche (2009), que estudio
especificamente la actividad proteolitica de la caseina y obtuvo un valor muy

cercano al expuesto en el presente trabajo y donde se determiné que la mayor
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actividad proteolitica esta en el mes 5 del fruto. Lo expuesto anteriormente se

encuentra en la Tabla 19.

Tabla 19. Actividad proteolitica especifica de diferentes investigadores

Acosta (2011)

Marcillo (2005)

Sinche (2009)

Edad(mes) | Act. proteolitica | Edad | Act. proteolitica | Edad | Act. proteolitica
U/g (dia) U/g (mes) U/g
5 8125,65+136,33 0 7700 5 8100
6 6445,40+463,35| 30 5200 6
7 5778,89+£15,15 60 4800 7
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El latex liofilizado de babaco presenta una mayor actividad proteolitica cuando
el fruto tiene en el mes 5 de edad, en promedio 8125,65 (U/g) con una
desviaciéon promedio de 136,33 (U/g).

Extraer latex de babaco al mes 8 no es conveniente por cuanto la fruta se
encuentra muy cerca del periodo de cosecha y la cicatrizacibn no es muy
buena cuando se efectuan los cortes en su piel para extraer el latex y ademas
puede acarrear problemas a la planta.

Se puede extraer latex de babacos aunque estos tengan la enfermedad mas
comun como el Fusarium, que se evidencia con unas manchas marrén en su
corteza, a pesar de que no se estudio si sus caracteristicas fisicos y quimicas
difieren mucho de los frutos sanos, pero se estima que el mayor problema sera
con su rendimiento por cuanto esos frutos son mas pequefos que los sanos.
La cicatrizacion de los cortes de la fruta es muy buena cuando se extrae el
latex al mes 5.

El mayor rendimiento de latex deshidratado (latex liofilizado) se ha conseguido
cuando el latex se obtuvo de frutos cuya edad fue del mes 7, cuyo valor
promedio es 397,8 mg por fruto.

Las propiedades fisicas y quimicas no presentan una mayor variacion en
funcién de la edad de la fruta, respecto a pH, contenido de sélidos solubles y
densidad.

Se encontré la presencia de xilosa, cuya concentracion decrece con la
madurez del fruto siendo el mayor valor en el mes 5, el cual fue de un valor de
0,07517 mg/mL.

Mientras que la cantidad de sacarosa incrementa casi 10 Ug/mL desde
0,03919 mg/mL que tiene en el mes 5 hasta el mes 7.

El contenido de acido citrico es de 44,519 mg/mL en la fruta cuando el fruto

tiene mes 5 y decrece hasta 38,9074 mg/mL en el mes 7.
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El acido ascérbico no presenta mayores cambios durante el crecimiento de la
fruta porque va desde 0,5064 mg/mL cuando tiene en el mes 5 hasta el valor
de 0,538 mg/mL cuando tiene mes 7.

La actividad de agua del latex tiene un valor de 0,44 a la edad de 5 meses y
llega a 0,51 cuando su edad es de 7 meses.

Las plantas al crecer pueden perder muchos frutos si estos no son manejados
apropiadamente, por lo que el tener frutos maduros es muy costoso, pero si se
extrae el latex de los frutos verdes caidos o de plantas que se destinen para
esa actividad, dichos frutos no podran ser vendidos al mercado nacional pero
se podria destinar para hacer pulpas, conservas, mermeladas o

deshidratados.

RECOMENDACIONES

La extraccion del latex del fruto debe ser hecha con mucho cuidado porque si es

muy profundo el corte puede dafar la fruta y se pueden producir hongos que

ataquen a todo el arbol.
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ANEXOS

ANEXO A

Determinacion de la actividad proteolitica del latex liofilizado

Para determinar la actividad proteolitica del latex liofilizado se realizé la titracion
con sosa segun el método descrito anteriormente y se grafico la curva y se
obtuvo donde de la ecuacién cuadratica. El valor del coeficiente lineal, es la
velocidad de reaccion y después de procede a calcular la actividad proteolitica de

acuerdo a la cantidad de latex liofilizado empleado en el experimento.

Se efectuaron por triplicado los experimentos para asi obtener una actividad

proteolitica promedio y su desviacion promedio.

Tabla 20. Valores experimentales para la determinacion de la actividad

proteolitica

Tiempo(min) | Volumen(mL)
0,000
0,064
0,261
0,585
0,950
1,254
1,305
1,720
1,942
2,492

O©Oo~NOOODhwWN-~O

Vrx 0,1896
Act. Prot 5699,8557

De la Figura 25, se obtuvo la ecuaciéon cuadratica y de ahi el coeficiente lineal,

siendo este la velocidad de reaccién de la muestra.
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Figura 25.Titracion con sosa en el tiempo

Usando la ecuacion 2, se realizé el calculo de la actividad proteolitica de la

muestra. Ejemplo a calculo:
Peso muestra =25 mg
Velocidad de reaccion = 0,1896
Velocidad de reaccion x 0,5 x 1000000

Act. Proteolitica (U/ g) =

Peso muestra (mg) x 0,66

Reemplazando los valores utilizados de muestra y el valor de velocidad de

reaccion en la Ec. 2 :
0,1896 x 0,5 x 1000000

Act. Proteolitica (U/ g) =

25 mg x 0,66

Act. Proteolitica (U/g) = 5699,8557
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