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RESUMEN

El presente trabajo consistio en la determinacion de las condiciones de proceso de
extraccion acuoso enzimatico de tres semillas con caracteristicas oleaginosas
Jatropha curcas L, Oecopetalum mexicanum y Pistacia vera L, con el fin de mejorar
el rendimiento en aceite durante la extraccion.

En la primera etapa se emplearon las semillas de Jatropha curcas L, Oecopetalum
mexicanum y Pistacia vera L .Se seleccionaron las condiciones Optimas de la
relacion de carga solido: liquido, y combinacion de actividades enzimaticas, para
maximizar el rendimiento. En la segunda etapa del trabajo se realizé la cinética de
extraccion de aceite de las semillas evaluando el tiempo en donde se tiene mayor
cantidad de aceite. Como punto de comparacion de los resultados obtenidos en la
cinética en la ultima etapa del proyecto se realizé la extraccién de aceite con soxhlet
de las tres semillas empleando hexano como solvente. Para las primeras dos etapas
las semillas fueron sometidas a las mismas condiciones de preparacion,
primeramente fueron trituradas y luego se llevé a reposo con agua y se mantuvo en
refrigeracion por 24 h para que la superficie de las semillas estuviera blanda al
momento de realizar la hidrolisis enzimética. Para la extraccion con soxhlet las
semillas fueron trituradas y luego se llevo a peso constante.

Para la evaluacion de las condiciones Optimas de la relacion sélido: liquido de la
primera etapa se emplearon enzimas comerciales, para las semillas de Jatropha
curcas L. y Oecopetalum mexicanum solamente se emple6 la enzima Viscozyme L,
para la semilla de Pistacia vera L. se emplearon tres enzimas comerciales,
Viscozyme L, Pectinasa de aspergillus oculeatus y Celulasa, para cada semilla se
evaluaron cuatro relaciones de carga solido: liquido, 1:3, 1:4, 1:5 y 1:6, las cuatro
relaciones fueron evaluadas por cada enzima.

Para la cinética de extraccién de aceite de las semillas de la segunda etapa, se
emplearon los resultados de las condiciones Optimas de la relacién de carga sdlido:
liquido, empleando las mismas enzimas antes ya mencionadas con las respectivas
semillas, en esta etapa se evalla el tiempo en donde se obtiene mayor cantidad de
aceite. Después de las dos etapas se realizo la extraccion de aceite con soxhlet para
las tres semillas, los resultados fueron el punto de comparacion con los obtenidos en
la cinética para obtener los rendimientos totales en porcentaje.

En conclusion, el método acuoso enzimatico podria emplearse como una forma
alternativa de extraccion de aceite para evitar emplear mayores cantidades de
solvente, evitar la contaminacion y sus riesgos al hacer usos de ellas y los cambios
en la composicion del aceite y ademas aumentar el rendimiento de aceite.



INTRODUCCION

La extraccion del aceite de las semillas oleaginosas es un paso clave para su
comercializacion. En la actualidad existen los métodos de extraccion de aceite
mediante solventes y por prensado lo cual afecta directamente la cantidad y la
calidad del aceite obtenido (Sant’Anna et al., 2003) y la calidad de la harina residual
(Taha y Hassanein, 2007), pero aun con estos inconvenientes siguen siendo los
mas utilizados en la industria (Guerra y Zufiga, 2003; Sant'/Anna et al., 2003; Taha y
Hassanein, 2007; De Moura et al., 2008; Latif y Anwar, 2008), el problema no sélo se
resume en las caracteristicas del aceite, sino en el dafio que los solventes causan al
medio ambiente (Taha y Hassanein, 2007), y los problemas de seguridad industrial
por el uso de solventes (Latif y Anwar, 2008).

El hexano en la mayoria de los casos ha sido el solvente con mayor uso en la
industria de extraccion del aceite de semillas oleaginosas, sin embargo debido a las
cuestiones ambientales de seguridad y salud se han buscado nuevas alternativas
ecolégicas de extraccion (Latif y Anwar, 2008), que no ponen en peligro la integridad
humana, que no contaminen al ambiente y que ademas tengan mejor rendimiento en
la extraccion de aceite, y no afectar la calidad de este.

Existe una nueva tendencia para evitar el uso de solventes toxicos que ha renovado
el interés en procesos de extraccion alternativos (Taha y Hassanein, 2007; De Moura
et al., 2008; Latif y Anwar, 2008) como la extraccion con fluidos supercritico y el uso
del agua como solvente econdmico de extraccion de aceite (Johnson y Lucas, 1983).
La extraccion acuosa del aceite ha emergido como una técnica competente para la
extraccion de aceite de ciertos materiales oleaginosos (Shi et al., 1998).

En los ultimos afios, se han descrito diversas investigaciones referentes a la
extraccidn acuosa de aceites vegetales asistida por enzimas, ofreciendo diversas
ventajas comparadas con la extraccion convencional. El objetivo principal del uso de
las enzimas durante la extraccion acuosa del aceite es hidrolizar la estructura de los
polisacaridos que conforman la pared celular de las semillas oleaginosas o las
proteinas que forman la membrana celular y los cuerpos lipidicos (Taha y Hassanein,
2007; Latif y Anwar, 2008).

En la actualidad existen preparados enzimaticos comerciales de grado alimenticio
con actividad multiple como celulasa, hemicelulasa y pectinasa; que se aplican a las
semillas oleaginosas con la finalidad de hidrolizar los componentes de la pared
celular de los tejidos (Ovando—Chacon y Waliszewski, 2005).



Cada semilla oleaginosa tiene una composicion estructural especifica por lo que la
eleccion del sistema enzimético es critico para la eficiencia en la extraccién de
aceite. Por otro lado, las condiciones de reaccion tales, como pH, temperatura,
concentracion de enzima y tiempo de reaccion, influyen sobre el grado de hidrdlisis y
efectividad del proceso (Taha y Hassanein, 2007).Este tipo de preparados
enzimaticos marcan la diferencia en cuanto a la estabilidad, la calidad y el grado
nutricional del producto extraido (Ovando-Chacon y Waliszewski, 2005).



CAPITULO 1

MARCO TEORICO




1.1 FUENTES VEGETALES DE ACEITES

Las principales fuentes vegetales de aceite son las semillas y los frutos oleaginosos.
La diferente composicion y estructura de ambas condiciona el procesado al que se
someten con el fin de extraer el aceite.

El proceso estandar de extraccion a partir de frutos tales como la aceituna y la palta,
consiste en un batido con agua caliente y posterior separacién de las fases liquida,
acuosa/oleosa, y sélida por distintos procesos como prensado o centrifugacion.

El proceso de extraccion a partir de semillas depende del tipo y estructura de las
mismas. Con las de alto contenido en aceite (>20 % base seca) tales como el mani,
el proceso clasico usado es la aplicacion de una fuerza mecanica a fin de romper las
paredes celulares del material vegetal de partida. El aceite es extraido por prensado,
obteniéndose el aceite crudo y la torta del prensado, la cual retiene cantidades
significativas de aceite residual. En muchos casos, esta torta es tratada
posteriormente con solventes organicos para extraer este aceite remanente. Con las
de bajo contenido graso (< 20 % base seca) tales como la soja, se emplea la
extraccion con disolventes organicos (hexano). Estos procesos tienen la ventaja de
ser operaciones simples con costos de operacion relativamente bajos. Sin embargo,
presentan algunas desventajas. El capital inicial de instalacion para el
procesamiento es alto y los productos son crudos, de relativamente bajo valor, y
requieren refinacion antes de ser usados (Christensen, 1991). Por otro lado, este tipo
de procesos involucran manipulacién de grandes cantidades de solventes organicos,
lo cual plantea problemas de seguridad y contaminacién ambiental (Tano- Debra y
Ohta, 1995a y 1995b; Sosulski y Sosulski, 1993).

Antes de la extraccion, las semillas deben ser limpiadas, molidas, laminadas y
expandidas a fin de mejorar la eficiencia de la extraccion por solventes, las células
deben romperse para aumentar la transferencia de masa (Garcia, 1981).

Una alternativa de pretratamiento para facilitar la liberacion del aceite desde la
semilla podria realizarse por degradacion enzimatica de sus estructuras celulares.
Esta liberacion de aceite podria traducirse en términos de mayores rendimientos de
extraccién y/o disminucién de las cantidades de solventes organicos empleados.

Para entender el proceso y el posible rol de las enzimas, es esencial conocer la
estructura del material oleaginoso de partida.



1.1.1 Estructura de las oleaginosas

El principal rasgo caracteristico de las células de las semillas oleaginosas es la
existencia de organelos celulares llamadas cuerpos lipidicos y proteinicos, las cuales
contienen, respectivamente, la mayoria del aceite y de las proteinas del grano
(Figura 1.1).

Los cuerpos proteicos varian de tamafio dependiendo de la semilla oleaginosa y
también varian de tamafios en un amplio rango dentro de cada tipo de oleaginosa.
En el caso de la soja, el cual es similar al mani, el tamafio promedio de los cuerpos
proteicos es entre 8 a 10 mm, pero también se reportan variaciones entre 2 y 20 mm
(Rosenthal et al., 1996). Estos cuerpos proteicos contienen aproximadamente entre
el 60 y el 70 % de la proteina total presente en las semillas oleaginosas.

Los cuerpos lipidicos (también conocidos como oleosomas o esferosomas) son el
sitio principal de reserva de lipidos, no so6lo en semillas oleaginosas sino también en
frutos oleaginosos. Su tamafo frecuente oscila entre 1 a 2 mm, aunque varia desde
0,2 a 0,4 mm en el caso de la soja hasta tamafios tan grandes como 4 mm en el caso
del algoddn. En el caso de frutos oleaginosos como oliva, palta, y palma, los cuerpos
lipidicos de almacenamiento son mayores a 20 mm. En este caso, el tejido que
acumula la mayor parte de los lipidos de reserva es, normalmente, el mesocarpio
(Zweytick et al., 2000).

A diferencia del citoplasma que se caracteriza por la presencia de lipidos y
proteinas, las paredes celulares que rodean la célula son compuestas de celulosa,
hemicelulosa y lignina, ademas de pectina. En la extraccion tradicional por solvente,
el grano es laminado, lo cual causa ruptura de las paredes celulares; esto expone al
aceite localizado en el interior de la célula y también facilita la percolacion del
solvente, dentro del cual el aceite puede difundirse. Entonces durante la extraccion
con solvente, el aceite difunde hacia el solvente, mientras que la proteina se retiene
en la harina junto con las fibras y los carbohidratos.

Los procesos acuosos también involucran la utilizacion de material molido, a fin de
exponer y liberar mas facilmente el aceite y la proteina desde el material de partida.
En este caso, sin embargo, mientras los componentes solubles difunden dentro del
agua, el aceite liberado forma una fase liquida separada o parcialmente emulsificada
con el agua.

Los cuerpos lipidicos de semillas oleaginosas contienen abundante cantidad de
proteina llamadas oleosinas, las cuales cumplen, como funcion principal, el rol de
estabilizar estos cuerpos lipidicos. La estructura de la oleosina es generalmente la
misma en todas las semillas; consiste en proteinas de bajo peso molecular, en el



rango de 15.000 a 26.000 kD. La estructura puede ser dividida en tres dominios
principales: un dominio anfipatico cercano al amino terminal, el cual esta
probablemente asociado a la superficie del cuerpo lipidico, un dominio central
hidrofobico el cual contiene alrededor de 70 residuos de aminoacidos no polares en
sucesion que podrian interactuar fuertemente con la matriz de triacilglicéridos y un
dominio anfipatico cercano al carboxilo terminal que interactia con la superficie de la
monocapa de fosfolipidos que rodea la matriz de los triglicéridos.

Debido a su estructura particular, la oleosina juega un papel fundamental para
mantener la integridad de los cuerpos lipidicos durante la desecacion que acomparia
a la maduracion de las semillas previniendo la interaccion y la posible
coalescencia (Zweytick et al., 2000).

A diferencia de las semillas, los cuerpos lipidicos de los frutos oleaginosos poseen
cantidades insignificantes de oleosina. Esto se debe al hecho de que el mesocarpio
no sufre desecacion ni germinacién y por lo tanto no requiere de pequefios cuerpos
lipidicos estables (Zweytick et al., 2000). Las enzimas proteoliticas, por lo tanto, no
serian Utiles para extraer aceite a partir de frutos oleaginosos. Por ello, la emulsion
aceite-agua resultante tiende a ser menos estable en el caso de frutos que aquellas
que provienen de semillas, lo que permite una separacion mas facil del aceite
(Rosenthal et al., 1996).

Las diferencias en composicion de las diferentes semillas oleaginosas determina la
eleccion de las enzimas a usarse para cada semilla o fruto oleaginoso.
Particularmente, en el caso de la soja, el alto contenido de proteina y el bajo
contenido en aceite requiere el uso de enzimas proteoliticas para obtener altos
rendimientos (Rosenthal et al., 1996).
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1.2 PROCESO DE EXTRACCION

1.2.1 Procesos convencionales

Histéricamente, los tres procesos mas comunes para recuperar el aceite a partir de
semillas oleaginosas son el prensado hidraulico, el prensado expeller y la extraccion
con solventes.

El prensado hidraulico, es el proceso mas antiguo, se origind en Europa en 1795.
Debido a la produccién intensiva de aceites su uso ha declinado con el paso de los
afios y actualmente no es muy utilizado.

Las prensas de tornillo como los expellers han reemplazado a los originales equipos
hidraulicos y son usadas para una amplia variedad de materiales oleaginosos. Para
materiales que contienen relativamente altos contenidos de aceite se llevan a cabo
dos procesos, los cuales consisten en una etapa continua de pre-prensado seguida
de extraccion por solvente. La principal ventaja del pre-prensado es que permite
realizar extraccion por solvente a materiales que son muy dificil de procesar por
métodos de extraccion directa. Ademas, los requerimientos de solvente disminuyen
en forma considerable. Estos procesos combinados son usados, generalmente, con
oleaginosas de alto contenido en aceite (alrededor de 35 %) como girasol, tung,
algodén y germen de maiz. Para soja, se emplea una extraccién simple debido al
relativamente bajo contenido en aceite, como es evidente de la tabla 1.1.

TABLA 1.1 Contenidos tipicos de aceite y proteina de algunos materiales
oleaginosos

Material Oleaginoso Aceite (%) Proteina (%)
Soja" 20 40
Colza® 40 20
Coco desecado®® 70 6,5
Germen de maiz® 35 20
Lino @ 45 25

(1: Mustakas, 1980; 2: Olsen, 1988)

La extraccion por solvente se origin6 como un proceso en batch en Europa en 1870.
Los avances tecnoldgicos mas rapidos se dieron luego de la 2da Guerra Mundial con
el desarrollo de sistemas de extraccion continua los cuales proveen un buen
coagulable. Se adiciona la base, en concentracion y cantidad calculada, y se agita en



una mezcladora de altos esfuerzos cortantes para asegurar el contacto intimo entre
las fases. La mezcla de aceite y jabdén se centrifuga en caliente, a 80°C
aproximadamente, para separar fases. La fase liviana, que contiene el aceite, se lava
con agua y se vuelve a centrifugar para eliminar los residuos de jabon.

El aceite aun contiene cuerpos de color, olores y diferentes impurezas que deben
removerse para que posea sabor y color aceptables para el consumidor. Algunas de
estas impurezas se reducen por medio de un proceso llamado blanqueado.
Industrialmente, se lleva a cabo mezclando el aceite con un agente adsorbente a 110
°C, aproximadamente. Luego se rocia la mezcla en una torre de blanqueo que opera
a vacio y por ultimo, el aceite se filtra para eliminar la tierra adsorbente que retiene
las impurezas.

La desodorizacion es la Ultima etapa de los procesos de refinacion que elimina
fundamentalmente sustancias volatiles y convierte al aceite en un liquido brillante,
transparente y de sabor suave. Los procesos basados en extraccibn  por
solvente consisten, usualmente, en extracciones sucesivas del material
oleaginoso previamente quebrado, laminado, molido o prensado, mediante lavados
en contracorriente con hexano. Luego, la harina desengrasada es llevada a un
tostador-desolventizador para recuperar el solvente. El hexano es removido del
aceite en evaporadores de pelicula y finalmente destilado a vacio.

Un diagrama de flujo basico del proceso combinado de extraccién y prensado se
muestra en la figura 1.2.

El aceite crudo obtenido a partir de extraccion por solventes contiene cantidades
variables y relativamente reducidas de impurezas que no son glicéridos. Algunas de
las impurezas afectan la calidad del aceite para su uso comestible y por lo tanto es
necesario eliminarlas. Las impurezas son de dos tipos generales: insolubles y
solubles en aceite. Las impurezas insolubles consisten en fragmentos de semillas,
excedente de humedad y una fraccion cerosa que hace que el aceite refrigerado se
vea turbio. Las impurezas solubles en aceite son més dificiles de extraer. Incluyen
acidos grasos libres, fosfatidos, sustancias gomosas o0 mucilaginosas, cuerpos
pigmentados, fracciones de proteinas, tocoferoles, esteroles, carbohidratos, cetonas
y aldehidos. Estas impurezas pueden estar en una solucion real o en suspension
coloidal. Algunas se encuentran en cantidades minimas.



FIGURA 1.2 Extracciéon convencional de semillas oleaginosas combinando
prensado y extraccion por solvente ( Ronsenthal et al., 1996)
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1.2.2 Comparacién entre la extraccion por solvente y la extraccion acuosa
enzimatica

Los principales aspectos de la comparacion y contrastacion entre la extraccion
acuosa Yy la extraccion por solvente pueden discutirse en términos ambientales,
econdémicos y de calidad.

1.2.2.1 Aspectos ambientales

El principal aspecto ambiental relacionado con la extraccidon convencional basada en
solventes es la pérdida de hexano y los problemas de polucion asociados a esta
pérdida. El hexano, como otros VOCs (compuestos organicos volatiles), pueden
reaccionar con sustancias toxicas, principamente 6xidos de nitrégeno en presencia
de luz solar, para producir ozono (O3) y otras especies conocidas colectivamente
como oxidantes fotoquimicos. Si bien el ozono es esencial en las capas altas de la
atmaosfera para filtrar la radiacion UV del sol, su exceso es indeseable (Finlayson-
Pitts y Pitts, 1993).

Dentro de la industria de los alimentos, el sector aceitero es el principal sector de los
altos niveles de emision de VOCs. Se ha estimado que se emiten, en promedio, 1,5 L
de hexano por tonelada de semilla procesada para el caso de plantas industriales
modernas y en 6ptimas condiciones de operacion (Mustakas, 1980). Esto indica que
es necesario encontrar una alternativa para la extraccion de aceites vegetales la cual
elimine o reduzca drasticamente el uso de solventes organicos volatiles o reduzca
significativamente el nivel de su emision. Seria apropiado que el sector considere el
desarrollo de nuevos procesos limpios desde el punto de vista ambiental. Los
procesos basados en la extraccidn acuosa podrian lograr este objetivo (Rosenthal et
al., 1996),

Ademas de los problemas ambientales, el uso de hexano es también peligroso desde
el punto de vista de la seguridad. El hexano es altamente inflamable y se deben
tomar precauciones que eviten los riesgos de explosion y fuego y el peligro de
accidentes severos. Los procesos acuosos eliminan el problema de seguridad del
solvente, resultando en bajos riesgos de incendio y menores peligros operacionales
(Mustakas, 1980).

1.2.2.2 Aspectos econémicos

Los procesos acuosos pueden ser potencialmente mas eficientes en el costo
considerando los costos relacionados de recuperacion de solvente, seguridad de los



procesos y sistema de control de pérdidas de solvente. Ademas, estos procesos
permiten el uso de instalaciones mas pequefias, lo cual ofrece ventajas econémicas
significativas (Lanzani et al.,, 1975; Cater et al., 1974; Lusas y Jividen, 1987 y
Rosenthal et al., 1996).

Los procesos acuosos actuales son procesos de extraccion menos eficientes que la
extraccion por solvente para la mayoria de las oleaginosas. Esto tiene que ver con
los costos de demulsificacion, remocidon de agua de los productos finales,
requerimientos de higiene de este tipo de procesos hiumedos Yy produccion elevada
de efluentes (Rosenthal et al., 1996).

1.2.2.3 Calidad de aceite y proteina

Los procesos de extraccion empleados corrientemente son optimizados para
producir aceites comestibles. Como resultado de esto, se ha dado muy poca atencién
a la calidad de los residuos de proteinas en el contexto de consumo humano. El
residuo generado en los procesos de extraccion por solvente deben ser calentados
para remover los residuos de solvente, lo cual requiere un elevado consumo de
energia térmica no soOlo debido a la extraccion del aceite desde la miscela sino
también para mejorar la extractabilidad antes de la extraccion. En contraste, se
sabe bien que los tratamientos térmicos drasticos de semillas oleaginosas reducen
la calidad del aceite extraido y de la proteina.

El principal efecto nutricional resultante del calentamiento excesivo en los
procesos convencionales es la disminucién de la disponibilidad nutricional de
algunos aminoacidos esenciales (principalmente lisina), lo cual resulta de la reaccion
de Maillard entre los grupos aminos de las proteinas y los grupos carbonilos de los
azucares reductores. La calidad global de las proteinas es determinada por la
disponibilidad biol6gica de cada uno de los aminoacidos esenciales que forman la
proteina. La reaccion de Maillard causa, no sélo un efecto nutricional negativo sobre
los aminoacidos esenciales involucrados en la reaccion, sino también sobre el valor
bioldgico de la proteina. Un efecto similar ocurre a las altas temperaturas generadas
en los expellers durante el prensado (Rosenthal et al., 1996).

En contraste, los procesos acuosos evitan dafios severos sobre las proteinas de las
oleaginosas, lo cual permite la produccion de proteinas grado alimentario en lugar de
productos grado alimentacion animal (Dominguez et al., 1995a). Los procesos
acuosos permiten ademas la inactivacion o remocion de factores antinutricionales y
otras sustancias indeseables que estan presentes en algunas oleaginosas y que
pueden reducir la calidad global de los productos o el valor nutricional de sus
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proteinas y que pueden ser toxicos para el ser humano (Cater et al., 1974 y Lawhon
et al.,, 1981 a y b). En general, no se han reportado diferencias significativas entre los
aceites obtenidos a partir de semillas tratadas enzimaticamente, tanto en procesos
acuos0s CoOmo en procesos por extraccion por solvente (Rosenthal et al., 1996).

1.2.3 Pretratamiento de las semillas oleaginosas

El procedimiento convencional para preparar la semilla para su extraccion requiere
de diversos pasos que se explican a continuacion.

a) Limpieza

El primer paso en la manipulacion de las semillas oleaginosas es su limpieza, para
separar los productos extrafios. Por medio de cribas planas o tambores rotatorios,
se separan las estacas, tallos, hojas y demas desechos, al igual que la tierra y
suciedad, las particulas de hierro se eliminan por imanes electromagnéticos,
instalados en cintas transportadoras. La limpieza de las semillas se debe llevar a
cabo antes de su almacenamiento.

b) Descascarillado y separacion de la cascarilla

Antes de la extraccion del aceite, las semillas deben descascarillarse, si es
posible. La cascarilla no suele contener aceite; generalmente no tiene mas del 1% y
s6lo las semillas de linaza contienen un 22%. Sin embargo, parece ser que este
elevado porcentaje de aceite no procede de la cascarilla, sino del endospermo graso
de la semilla, que queda adherido a ella. Si las cascarillas no se separan de las
semillas antes de la extraccion, el rendimiento en aceite disminuye, por absorcion
en la torta, aparte de restar capacidad a la instalacion.

c) Trituracién de las semillas oleaginosas

La transformacion de las semillas oleaginosas en particulas pequefas facilita la
extraccion del aceite, ya sea por prensado mecanico o por la accion de
solventes.

Existen diversas opiniones acerca de que la trituracion de las semillas
oleaginosas rompe en realidad grandes cantidades de células oleaginosas,
estas opiniones se basan en que cuando las semillas son trituradas se logra un
mayor rendimiento de aceite extraido por tratamiento con disolvente, mientras que si
la extraccidn se realiza por prensado se obtiene menores rendimientos de aceite, ya
gue se ha demostrado recientemente que las semillas mas bien rotas que trituradas
y con un minimo de aplastamiento, rinden una gran fraccibn de aceite. En
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cualguier caso (rotas o trituradas) parece ser gue muchas células oleaginosas
permanecen intactas a pesar de que las semillas sean sometidas a reduccion de
tamafios en molinos de rodillos que proporcionan los tamafios de particulas mas
pequefios, ademas de que las paredes de las células oleaginosas se hacen
permeables al aceite solo por accion del calor y de la humedad, durante la operacion
de “coccion”. Sin embargo, las paredes de las células reaccionan mas rapidamente
frente a dichos elementos si el tamafio de particula es mas bien pequefio.

Evidentemente las semillas trituradas o sus particulas convertidas en trozos muy
finos, facilitan la extraccion con disolvente, tanto por el efecto de ruptura ejercido por
la trituracion como por la disminucion de las distancias que recorre el aceite y el
disolvente, dentro y fuera de la semilla. Se ha demostrado que el factor que regula la
velocidad de la extraccion es, con toda seguridad, la resistencia interna de las
particulas, ala difusion molecular del aceite y el disolvente.

En la practica se debe tener en cuenta otros factores, tales como la resistencia
mecanica de las particulas y la que opone la masa de ellas al paso del
disolvente. Por el cual, no se suelen triturar las semillas destinadas a la
extraccion con disolventes, hasta grosor minimo.

Los molinos de martillos, o de otro tipo, se utilizan, a veces, para la primera
reduccion de semillas de gran tamafo, mientras que para la desintegracién fina se
emplean casi siempre los molinos de rodillos por considerarse de mayor economia
de operacion que los otros tipos (Bailey, 1984).

d) Tratamiento térmico de los productos oleaginosos

El tratamiento térmico de los productos oleaginosos se puede dividir en dos
categorias, segun sea para producir directamente el aceite (fusibn seca o, fusion
hiameda) o solamente para facilitar la subsiguiente expresion por métodos
mecanicos.

El proceso para la extraccion directa de aceite se conoce como fusion que se divide
en fusion seca y fusién humeda, el primero consiste en exponer a fuego directo la
materia prima, deshidratando los tejidos y permitiendo el escurrimiento del aceite
fundido, mientras que en el segundo se expone la materia prima a vapor de agua
con una presion de 2,8 a 4,2 Kg por centimetro cuadrado atemperaturas de
entre 110 a 130 °C separando el aceite extraido por decantacion.

El tratamiento térmico aplicado a las semillas oleaginosas y productos
parecidos, el cual se lleva a cabo a temperaturas de entre 105 y 110°C se suele
denominar “coccién” combinandose en algunos procesos las operaciones conocidas
como fusion. En cualquiera de estas operaciones, la finalidad es la misma: coagular
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las proteinas de las paredes de las células oleaginosas Yy hacerlas permeables al
paso del aceite. El paso de éste a través de la materia sélida ayuda también a la
disminucién de la viscosidad por la temperatura.

Esta universalmente comprobado que el prensado mecanico de las semillas
oleaginosas permite un mayor rendimiento de aceite, cuando las semillas han sido
sometidas previamente a “coccidén”, aunque no existe, hasta ahora, una explicacion
de este fendmeno. Los cambios producidos por la coccion sobre las semillas, son
muy complejos y su haturaleza es, tanto quimica, como fisico- quimica.

Las gotas de aceite de una semilla, son casi de tamafio ultramicroscopico y estan
distribuidas por toda la semilla. Uno de los efectos de la coccion es favorecer la
unidén de estas gotas de aceite para formar gotas mayores, que pueden fluir mas
facilmente de las semillas. Un factor importante de esta fase de “coccion”, es la
desnaturalizacion de las proteinas y sustancias afines por el calor; antes de la
desnaturalizacion de las proteinas de las semillas, el aceite se encuentra
emulsionado, emulsion que rompe su coalescencia, después de la cual, el problema
se centra en la separacion del aceite, de las sustancias solidas de la semilla.
Como las particulas de éstas presentan una gran superficie, la actividad
superficial es un fendmeno que predomina grandemente en el desplazamiento del
aceite y esta muy influenciado por el tratamiento térmico (Bailey, 1984).

1.2.4 Uso de enzimas en procesos de extraccién por solvente y por
prensado

Se puede mejorar la permeabilidad de las paredes celulares de semillas y frutos
oleaginosos mediante los tratamientos mecéanico y térmico, los cuales constituyen las
operaciones de preparacion convencionales.

La permeabilidad de semillas y frutos podria aumentarse también por hidrolisis
parcial de las paredes celulares de los vegetales oleaginosos mediante el empleo de
enzimas apropiadas.

El rol de la mayoria de las enzimas hidroliticas como las celulasas, hemicelulasas y
pectinasas en estos procesos es romper la estructura de las membranas celulares
del cotiledon. La figura 1.3 muestra el efecto del tratamiento enzimatico sobre
semillas previamente molidas. Puede verse a partir de la figura 1.3 que la accién
enzimatica sobre la semilla hace que la estructura sea mas permeable; la extension
de este efecto depende del tamafio de particula. Las enzimas proteoliticas
principalmente hidrolizan las proteinas de las membranas celulares asi como
también las del citoplasma (Rosenthal et al., 1996).

13



Las enzimas proteoliticas pueden potencialmente hidrolizar las membranas de los
cuerpos lipidicos. Bair y Snyder (1980) y Tzen y Haung (1992) aislaron,
respectivamente, cuerpos lipidicos de soja y maiz y llevaron a cabo hidrdlisis tipicas.
Como resultado, ocurrio ruptura de las membranas de cuerpos lipidicos y fue
evidente la coalescencia entre los cuerpos lipidicos, en ambos casos. Se puede
concluir que el aceite liberado puede separarse mas facilmente a través de un medio
acuoso o por un solvente organico luego de la accion proteolitica. Las enzimas
proteoliticas pueden afectar también la red citoplasmética, la cual estd compuesta
por proteinas, en el caso de la soja y otras semillas oleaginosas, lo cual resulta en
una estructura mas suave y menos compacta que facilita la remocién de la proteina 'y
el aceite desde la célula.

Considerando la especificidad de las carbohidratasas, una eleccion razonable de
enzimas para una semilla o un fruto dado sélo puede hacerse luego de comprender
el arreglo complejo de los polisacéaridos en las paredes celulares. Las paredes
celulares primarias de la mayoria de las plantas superiores poseen una estructura
comun que consiste en fibras de celulosa enlazadas a cadenas de hemicelulosa.

Estas fibras estdn embebidas en una matriz de sustancias pécticas enlazadas a
proteinas estructurales como muestra la figura 1.3. Esto sugiere que las
preparaciones enzimaticas capaces de atacar las paredes celulares deben contener
una mezcla de celulasas, hemicelulasas, pectinasas y proteasas. Sin embargo, las
preparaciones comerciales que contienen estas enzimas frecuentemente no son
capaces de hidrolizar estos componentes especificos y puede requerirse un futuro
desarrollo para degradar los polisacaridos complejos encontrados en las paredes
celulares de materiales vegetales no lignificados (Christensen, 1989).

La posibilidad de liberar parcialmente el aceite desde una harina cruda de soja
tratada térmicamente, por el uso de enzimas hidroliticas fue investigada inicialmente
por Sherba y col (1972), como reporta Adler-Nissen (1986). El aceite fue mas
facilmente recuperado en una extraccion con éter de petréleo. Este desarrollo fue
seguido por Fullbrook (1983), quién investigé la hidrdlisis acuosa de oleaginosas
seguida de extracciones por solvente y luego también llevé a cabo hidrolisis en
presencia de solvente para extraer simultaneamente el aceite liberado. Se observo
gue los rendimientos podian ser mejorados considerablemente si la hidrdlisis de
harina fina de soja y colza se llevaban a cabo en presencia de solvente. En el caso
de colza, se obtuvo 50 % mas aceite. Para soja, el incremento en aceite fue alto,
resultando en una extraccion neta de cerca del 90 % del aceite total extraible; se
utilizé 3 % de una mezcla enzimética obtenida de Aspergillus niger. Olsen (1988)
también describio la extraccion de semillas de colza descascaradas seguida de
extraccion del aceite residual con éter de petroleo. La mezcla de hidrdlisis incluy6
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tres enzimas que degradan las paredes celulares: pectinasa, celulasa vy
hemicelulasa. Esta hidrdlisis parcial incrementd la permeabilidad de las paredes
celular, lo cual permitié una percolacién del solvente y una extraccion mas eficientes.
Sosulsky y col. (1988) evaluaron el efecto de diferentes carbohidrolasas sobre el
tiempo y el rendimiento de extraccion de aceite de canola. La reaccion enzimatica fue
llevada a cabo sobre laminas de canola previamente autoclavadas y ajustadas en
humedad, seguido de un secado y una extraccibn con hexano. La eficiencia
enzimatica, basada en el aumento del rendimiento en aceite fue: actividades
enzimaticas mezcladas > [B-glucanasa > pectinasa > hemicelulasa > celulasa. El
tratamiento enzimético antes de la extraccion por Soxhlet para un tiempo dado dio
rendimientos 45 % mas altos. Por lo tanto, el tiempo para extraer el aceite total
extraible disminuyé comparativamente, indicando un incremento en la velocidad
deextraccion. EI maximo rendimiento obtenido para el control en un aparato Goldfish
fue aproximadamente 5 % menor, comparado con el obtenido con accion
enzimatica. En forma similar, Dominguez y col. (1995b) reportaron incrementos en la
extractabilidad de soja entre el 8 al 10 % de aceite extraible y mas del 4 % en el caso
de aceite de girasol luego del tratamiento enzimético con diferentes enzimas
comerciales. Las altas velocidades de extraccion resultantes permiten operaciones
mMAs cortas para obtener un porcentaje dado del aceite total extraible.

Bhatnagar y Johari (1987) también verificaron que el tratamiento con enzimas
obtenidas de mohos termdfilos incrementa la cantidad de aceite extraible por Soxhlet
en el caso de algunas oleaginosas. La recuperacion de aceite de algodon se
incrementd mas del 5 % con accion enzimética previa mientras que para aceite de
girasol el rendimiento se incrementd en un 4,2 % luego de otro tratamiento con las
enzimas obtenidas de mohos. En el mismo estudio, el rendimiento de aceite fue
mayor cuando el tratamiento enzimatico fue llevado a cabo en presencia de solvente
en lugar de medio acuoso; esto puede atribuirse a la mayor solubilizacion de tejidos
vegetales y proteinas en solventes organicos, a las cuales el aceite permanece
enlazado en los procesos de extraccion convencionales. Tano-Debrah y Ohta (1994
y 1995a) obtuvieron un incremento de alrededor de 20 % en el rendimiento de la
extraccidbn por solvente para un pretratamiento de semillas de Butyrospermum
paradoxum subespecie parkii con una mezcla de proteasas y carbohidrolasas.

En relacion al proceso de prensado, Cheah y col. (1990) extrajeron 97,7 % del aceite
a partir de mesocarpio de palma tratado con pectinasa usando una prensa hidraulica
en comparacion con el 91,1 % obtenido a partir de material no tratado. Bouvier y
Entressangles (1992) usaron una preparacion de celulasa que redujo en 3 y 18 %,
respectivamente las pérdidas de aceite de palma de las fibras prensadas y de jugo
crudo durante la clarificacion, comparados con los procesos tradicionales sin
enzimas.
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Figura 1.3: Efecto de la molienda y del tratamiento enzimético sobre la

estructura de las semillas oleaginosas (reproducido de Christensen, 1991).

Otro aspecto importante a considerar es la diferencia en el rol de las carbohidrolasas
(pectinasas, celulasas y hemicelulasas) y las enzimas proteoliticas. La accion de
las carbohidrolasas es hidrolizar especificamente las paredes celulares, lo cual
permite una alta liberacion del aceite hacia el medio acuoso. Por otro lado, la accion
de las enzimas proteoliticas esta relacionada a la hidrélisis de las membranas que

rodean los cuerpos lipidicos y las proteinas del citoplasma (Rosenthal et al., 1996).
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Figura 1.4: Estructura de la pared celular primaria de semillas oleaginosas

1.2.5 Extraccién acuosa enzimatica

La aplicacion de enzimas en el proceso de extraccion de aceite ha surgido como una
propuesta biotecnolégica para minimizar las desventajas de los métodos
convencionales (extraccion con prensado y/o con solventes) (Guerra y Zuiiga, 2003;
Taha y Hassanein, 2007). La naturaleza quimica compleja de las semillas implica
gue estas sean tratadas antes del proceso de extraccion o puede implicar un proceso
simultdneo que permita solubilizar la pared celular para facilitar la extraccion del
aceite.

Dentro de las semillas oleaginosas el aceite se encuentra envuelto en los cuerpos
lipidicos asociados con proteinas y una amplia variedad de carbohidratos dentro de
la célula (Fawzy y Thomas, 2009). Dado que la composicion estructural de la pared
celular es especifica para cada semilla oleaginosa, la seleccion de un adecuado
sistema enzimatico es critico para la extraccion eficiente del aceite (Levente y Bih-
King, 2003; Taha y Hassanein, 2007).

A pesar del hecho de que un tipo de enzima con actividad catalitica especifica, logra
una recuperacion significativa del aceite extraido, en algunos casos, las mezclas de
varias enzimas a menudo es necesaria para degradar una amplia gama de la
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composicién estructural de la matriz celular, como todo el aceite contenido en las
semillas no se encuentran en forma libre sino un porcentaje alto estd asociado a
biomoléculas complejas (Taha y Hassanein, 2007).

El éxito de la extraccion de aceite con enzimas se debe a que las enzimas rompen la
estructura de la pared celular del cotiledén haciéndola una estructura méas permeable
(Guerra y Zufiga, 2003; Zufiga et al., 2003).

En la extraccibn acuosa enzimatica se utilizan principalmente proteasas y
carbohidrasas (Guerra y Zuiiga, 2003; Fawzy y Thomas, 2009). La aplicacion de
enzimas en los procesos de extraccion de semillas oleaginosas en general se
combina de manera simultanea con el método de extraccion acuosa del aceite, 0
bien se aplica como un tratamiento previo a la semilla seguido por alguno de los
procedimientos de extraccion con hexano o prensado (Zufiga et al., 2003).

1.2.6 Uso de enzimas en procesos de extraccion acuosa

Las enzimas que degradan las paredes celulares también pueden usarse para
extraer aceite por solubilizacion, en un medio acuoso, de los componentes
estructurales de las paredes celulares de las semillas oleaginosas. Esta
solubilizacion requiere un grado de hidrdlisis enzimatica mas completa que en el
caso del proceso convencional.

Este concepto se hizo comercial para la produccidén de aceite de oliva y también ha
sido investigado para otros materiales oleaginosos. La tabla 1.2a ,1.2b y 1.2c
muestra los rendimientos de la extraccibn de aceite obtenidos para diferentes
materiales usando distintos tipos de enzimas. Como es evidente a partir de esta
tabla, las mezclas de enzimas con actividades combinadas, en general, dan
rendimientos mayores que las enzimas individuales.

Ademas, las carbohidrolasas y las enzimas proteoliticas mejoran el rendimiento de
proteinas y aceite por hidrdlisis de las proteinas fibrosas estructurales en las que
estan embebidos los glébulos grasos. Yoon vy col (1991) reportaron una mejora en la
extraccion de lipidos a partir de soja usando sélo enzimas proteoliticas, las cuales
resultaron en un rendimiento final de 86 % comparado con el 62 % del proceso
llevado a cabo sin enzimas. En el mismo estudio, la extraccion de proteinas se
incrementd desde 62 a 89 %. En el mismo sentido, Olsen (1988), acordando con
Adler-Nissen (1986), llevd a cabo una hidrélisis proteolitica sobre harina de soja
lavada con acido. El lavado inicial con acido permitio la recuperacion de un tercio del
aceite originalmente presente en la harina. La hidrélisis de la harina lavada
(aproximadamente al 10% ) seguida de centrifugacion resultd en un rendimiento
del 60 % en aceite.
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Tabla 1.2a: Extraccion acuosa enzimética para
comparacién con el control (Rosenthal et al., 1996).

diferentes oleaginosas en

Semilla Enzima Concentracion | Rendimiento
o actividad en aceite o
%
Colza Control(Sin enzima) 53.9
Pectinasa(Pectinex ultra-sp) 2% 71.4
Celulasa 300 unidades | 55.4
Multi-carbohidrasas(ViscoZyme 120L) 2.5% 71.3
Pectinasa (NovoZyme 249)
Celulasa(NovoZyme 465)
Pectinasa(NovoZyme 0.2% 70.0
249)+Celulasa(NovoZyme 465) 0.9% 54.2
0.4:0.1% 80.2

Tabla 1.2b: Extraccion acuosa enzimatica para
comparacién con el control (Rosenthal et al., 1996).

diferentes oleaginosas en

Semilla Enzima Concentracion | Rendimiento
o actividad en aceite o
%
Coco Control(Sin enzima) 12.0
Pectinasa(Clarex)+a- 0.1:0.1:0.1% 80.0
amilasa(Tanasa)+Proteasa(HT-Proteolytic)
Pectinasa(lrgasyme)+a-
amilasa(Tanasa)+Proteasa(HT-Proteolytic) | 0.1:0.1:0.1% 89.3
Pectinasa(Pectimex)+Pectinasa(Clarex)+a-
amilasa(Tanasa)+Proteasa(HT-Proteolytic)
0.1:0.1:0.1:0.1 | 87.6
Pectinasa(Clearzyme)+Pectinasa(Clarex)+ | %
a-amilasa(Tanasa)+Proteasa(HT-
Proteolytic)
0.1:0.1:0.1% 89.4
Pectinasa(Rohapec)+a-
amilasa(Tanasa)+Proteasa(HT-Proteolytic)
B-Glucanasa(Brew-n-zyme) 0.1:0.1:0.1% 83.5
B-Glucanasa(Brew-n-
zyme)+Pectinasa(Clarex)+a-
amilasa(Tanasa)+Proteasa(HT-Proteolytic) | 0.3% 14.4
0.1:0.1:0.1:0.1 | 93.8
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%

Girasol

Control(sin enzima)
Celulasa(CGA)

a-1,4-glicanogalacturénido-
hidrolasa(Ultrasym)

Celulasa(CGA)+a-1,4-
glicanogalacturonido-hidrolasa(Ultrasym)

3%

3%

1.5:1.5%

30.0

44.0

44.0

52.0

La pasta originada en la centrifuga fue hidrolizada una vez mas en forma similar,
librando cerca del 99 % del aceite en la fase liquida, el cual estaba parcialmente
emulsificador con el hidrolizado de proteina.

Tabla 1.2c: Extraccion acuosa enzimética para
comparacién con el control (Rosenthal et al., 1996).

diferentes oleaginosas en

Semilla Enzima Concentracion | Rendimiento
o actividad en aceite o
%

Mani Control(Sin enzima) 72.0
Proteasa(Pepsin-Merck) 3% 78.0
Celulasa(CGA) 3% 75.0
a-1,4-glicanogalacturénido- 3% 74.0
hidrolasa(Ultrasym)

Proteasa(Pepsin-Merck)+Celulasa(CGA) 1.5:1.5% 78.0
Proteasa(Pepsin-Merck)+a-1,4- 1.5:1.5% 76.0
glicanogalacturénido-hidrolasa(Ultrasym)

Celulasa(CGA)+a-1,4-

glicanogalacturénido-hidrolasa(Ultrasym) 1.5:1.5% 74.0
Proteasa(Pepsin-

Merck)+Celulasa(CGA)+a-1,4-
glicanogalacturonido-hidrolasa(Ultrasym) 1.0:1.0:1.0% 78.0

Soja Control(Sin enzima) 62.0
Proteasa(Alcalase) 0.2% 84.0
Proteasa(Sigma) 0.2% 86.0
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Como se observa en la tabla 1.2a, 1.2b y 1.2c, diferentes estudios sugieren
diferentes combinaciones de enzimas para mejorar la extraccion de aceite. Puede
notarse que la mayoria de estos estudios emplean diferentes condiciones de
extraccidbn como pH, agitacion, tamafio de particula y temperatura de reaccion, todo
lo cual define resultados altamente especificos para esas condiciones
experimentales (Rosenthal et al., 1996).

En el caso de coco, McGlone y col. (1986) y Barrios y col. (1990) incrementaron el
rendimiento de extraccion de aceite de coco por combinacion de tratamiento de
poligalacturonasa, a-amilasa y proteasa en un sistema acuoso, obteniendo
rendimientos finales cercanos al 80 %; sin embargo, Christensen (1989) report6
rendimientos de extraccion de aceite cercanos al 90 % usando galactomanasa
combinada con un complejo de enzimas que degradan polisacaridos. Todos los
estudios concuerdan que se requieren diferentes enzimas para degradar los
componentes de la estructura de la pared celular.

En el caso de palta, Buenrostro y Lopez-Munguia Canales (1986) obtuvieron
rendimientos de extraccion del 75 % del contenido inicial de aceite empleando soélo a-
amilasa y del 65 % del contenido inicial de aceite empleando una mezcla enzimatica
de poligalacturonasa, proteasa y a-amilasa. Cheah y col. (1990) extrajeron el 57 %
del aceite de palma en un proceso acuoso luego del tratamiento del mesocarpio de la
palma con una preparacion enzimatica de celulasa. El material no tratado y uno
tratado con pectinasa resultaron en rendimientos similares del 28 %.

Dominguez y col (1995b) obtuvieron un aumento en el rendimiento de aceite de
girasol mayor al 30 % usando mezclas de celulasas y pectinasas.

Bocevska y col (1993) evaluaron un grupo de enzimas comerciales para extraccion
acuosa de germen de maiz y concluyeron que un complejo de carbohidrolasas
(principalmente celulasa) de Trichoderma reesei fue méas efectivo liberandose 84,7%
del aceite total, 76,3% del cual aparece libre luego de la centrifugacion.

En el caso de colza, se obtuvo un rendimiento de 78% con enzimas proteasas y a-
1,4-galacturénicoglicano hidrolasa (Lanzani et al.,1975). Un resultado comparable se
obtuvo en el mismo estudio con el uso de proteasas solamente. Olsen (1988)
describio un proceso de extraccion acuoso en el cual enzimas que degradan las
paredes celulares (combinaciones de pectinasas, celulasas y hemicelulasas) son
usadas para degradar las semillas de colza.

Ademas del tipo y dosis de las enzimas empleadas, el grado de molienda también
afecta el rendimiento del aceite extraido. Se han reportado que los principales
parametros que afectan la extraccidon acuosa enzimatica de colza son el grado de
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molienda, pH de la dispersién, temperatura y tiempo de incubacion y condiciones de
centrifugacion. Estas conclusiones confirman que los diferentes resultados de
rendimiento en aceite obtenidos con diferentes enzimas para el mismo tipo de
semilla oleaginosa no solo reflejan las diferencias en la eficiencia enzimatica con
respecto a la liberacién de aceite sino también el efecto de otros parametros sobre la
eficiencia del proceso global. Esto significa que los principales parametros que
afectan el proceso de extraccion acuosa coinciden con los que afectan el proceso
enzimatico. Algunos de ellos estan relacionados con la extraccion en si misma y
otros relacionados con las condiciones Optimas para la actividad enzimatica.
Entonces, el punto principal en el desarrollo de un proceso consistente es considerar
simultaneamente los pardmetros que satisfacen ambos pasos, la reaccion
enzimatica y la extraccion, en lugar de llevarlo a cabo separadamente (Rosenthal et
al., 1996). La extraccion acuosa de aceites vegetales requiere el reemplazo total de
procesos e instalaciones existentes y un ajuste del proceso para aumentar los
rendimientos a valores comparables con los obtenidos hoy por la industria
convencional de extraccion por solvente. Finalmente, los procesos acuosos
enzimaticos requieren de etapas de secado, tratamiento de un mayor volumen de
efluentes liquidos y consideraciones de seguridad alimentaria debido al alto
contenido de humedad durante el desarrollo de los procesos.

Para finalizar, el tratamiento enzimatico puede realizarse, entonces, eliminando
totalmente el uso de disolventes organicos, en presencia de hexano o afiadiendo
hexano para facilitar la recuperacién del aceite. La incorporacion durante el
procesado convencional (prensado y/o disolvente) podria incrementar la
productividad, reducir el tiempo de operacion y/o reducir la cantidad de solvente
empleado con minimas alteraciones en el proceso en curso (Sineiro et al., 1998).

Por ello, el empleo de enzimas como auxiliares tecnoldgicos en la extraccion
convencional de aceites vegetales podria representar una nueva perspectiva de
desarrollo para las industrias del sector. La degradacion enzimatica como
pretratamiento deberia incorporarse a las lineas de proceso que se emplean en la
industria con la menor alteracion posible de los procesos existentes. Para ello deben
estudiarse diversos aspectos del problema.

Primero es necesario definir, tanto las enzimas a emplear, como los parametros de
proceso de la incubacion enzimética que maximicen el rendimiento en aceite.

Una vez optimizadas estas variables y determinadas las enzimas a emplear, se
deben evaluar los rendimientos en aceite obtenidos a partir de laminado y expandido
de soja (sélidos empleados como alimentacion de los extractores industriales)
hidrolizados. Esto permitira determinar en qué etapa del procesamiento actual seria
mas conveniente emplear la incubacion enzimatica como pretratamiento adicional.
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1.3 TRANSFERENCIA DE MASA EN LA EXTRACCION

La mayoria de los procesos de separacion involucran la transferencia de material de
una fase a otra. Algunos procesos incluyen la transferencia entre fluido y sélido,
como por ejemplo el secado, la lixiviacion y la cristalizacion.

La lixiviacion es la disolucion preferente de uno o0 mas componentes de una mezcla
sélida por contacto con un disolvente liquido. Esta operacion unitaria, una de las mas
antiguas en la industria quimica, ha recibido muchos nombres, segun la técnica méas
0 menos compleja utilizada para llevarla a cabo. La colada se referia originalmente a
la percolacion del liquido a través de un lecho fijo del solido, pero en la actualidad se
utiliza para describir la operacion en forma general, sin importar la forma en que se
realice. Lixiviacion se utiliza con menos frecuencia como sinénimo de colada, aunque
al principio se referia especificamente a la colada de alcali a partir de cenizas de
madera. El término extraccion también se emplea por lo comun para describir esta
operacion particular, aunque también se aplica a todas las operaciones de
separacion, que utilicen métodos de transferencia de masa o mecanicos. La
decoccion se refiere especificamente al uso del disolvente a su temperatura de
ebullicion. Cuando el material soluble esta sobre la superficie de un sélido insoluble y
simplemente se lava con el disolvente, la operacién algunas veces recibe el nombre
de elusion (Treybal, 1980).

1_ SOLVENTE

SOLDO

&

¥ ACEITE

=emeemeemama SOLVENTE

o \ISCELAS

Figura 1.5: Mecanismo de extraccion por solvente de aceite a partir de solidos
de soja
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Muchos compuestos organicos naturales se separan de sus estructuras originales
mediante lixiviacion. Por ejemplo, el azlcar se separa por lixiviacion de la remolacha
con agua caliente; los aceites vegetales se recuperan a partir de semillas, como las
de soja y de algoddn, mediante lixiviacion con disolventes organicos; en forma
similar muchos productos farmaceéuticos se recuperan a partir de raices y hojas de
plantas (Treybal, 1980).

La extraccion continua de aceite a partir de semillas fue practicada primero en
Europa en el comienzo de 1920 y en Estados Unidos alrededor de 1936. Estos
meétodos pueden clasificarse como inmersion, donde las particulas son movidas a
través del solvente por un transportador a tornillo o por percolacion, donde el
solvente drena por gravedad a través de lechos mdviles de particulas. La
superioridad de la percolacion se establecié pronto cuando, a fines de la década del
treinta, Central Soja, Archer Daniel Midland y Procter & Gamble estudiaron en
conjunto la practica de extraccion de semillas oleaginosas y eligieron para sus
primeras plantas el extractor vertical de canasta Hansemuhle (Karnofsky, 2001).
Desde el punto de vista de la extraccidn, los aceites vegetales pueden ser referidos
como un componente simple, debido a que todos los glicéridos son fuertemente
solubles en hexano. Los otros componentes que son extraidos con alguna dificultad
son los fosfatidos, ya que poseen solubilidad limitada (Karnofsky, 2001). Para
extraer el aceite de las semillas, deben producirse cuatro pasos bien definidos
(figural.5)

1) El solvente debe estar en contacto con la superficie del sélido;
2) El solvente debe difundir dentro del solido y disolver el aceite;

3) La mezcla de aceite y solvente debe luego difundir nuevamente hacia la superficie
y finalmente,

4) La mezcla debe drenar a través de la capa de sélidos.

El objetivo del proceso de extraccion es el de reducir el contenido de aceite en el
sélido al minimo nivel posible con el minimo uso de solvente. Existen dos fuentes
para el "aceite residual" que queda en el sélido luego de completarse el proceso de
extraccién. La primera es el "aceite no extraido" o aquel aceite que no ha sido
extraido al experimentar los pasos 1y 2 y la segunda es el "aceite superficial* o
aquel aceite que ha completado los pasos 1, 2 y 3, pero no el 4, debido a las
caracteristicas de escaso drenaje de la capa de soélidos en el extractor (Figura 1.4).
Para reducir al minimo el "aceite no extraido”, el sélido debe prepararse para romper
todas las células oleiferas y proporcionar la mayor area de contacto entre el solvente
y el aceite; mientras que para reducir al minimo el "aceite superficial” el solido debe
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prepararse para proporcionar una capa que permita drenaje eficiente. Preparar el
sélido para minimizar el "aceite no extraido" dara lugar a un alto porcentaje de "aceite
superficial" y viceversa. Para proporcionar la maxima ruptura de células y area de
contacto entre el solvente y el aceite seria aconsejable moler el solido al menor
tamafo posible, pero esto resultaria en una capa compacta que no permitiria un
buen drenaje. De manera similar, para dar maximo drenaje y, en consecuencia,
minimo "aceite superficial”®, un solido grueso seria mejor, pero esto reduciria la
ruptura de células y el area de contacto del solvente y el aceite. Las plantas de
extraccion estan disefiadas para calcular el equilibrio adecuado entre el tamafio de
particula deseado del soélido para una mas rapida extraccion y el requerido
para un buen drenaje (Milligan, 1976 y Kulkarni et al., 1955).
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2 ANTECEDENTES

2.1 GENERALIDADES DEL FRUTO DE CACATE (Oecopetalum
mexicanum)

El cacaté es un arbol que pertenece a la familia icacinacea miers (figura 2.1). Esta
familia la integran alrededor de 60 géneros y 400 especies cuya principal distribucion
geografica es en regiones tropicales, aunque también algunas crecen en regiones
templadas. En América se distribuyen 12 géneros. Otras zonas donde se distribuye
este cultivo son la repulblica de Guatemala, Costa Rica, Africa, nueva Zelanda y Asia
(Gutiérrez, 1994; Quintas, 2005). En la tabla 2.1 se presenta la clasificacion
taxondémica de la planta Oecopetalum mexicanum.

Tabla 2.1 Clasificacion taxonémica de Oecopetalum
mexicanum

Clasificacioén Taxondmica

Clase Rosopsida
Orden Agquifoliales
Familia Icacinaceae
Genero Oecopetalum
Especie Mexicanum

En el sureste de México el cacaté se cultiva en los estados de Veracruz, Tabasco y
Chiapas.

Figura 2.1 Hojas del genero Icacinaceae
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En Chiapas crece principalmente en zonas como la selva lacandona, Ocoszocoautla
de Espinosa, San Fernando y Pichucalco (INEGI, 2005), es muy conocido como
arbol de sombra de cafetales (Lascurain et al., 2007); la floracion se presenta entre
los meses de julio a septiembre (Gutiérrez, 1994).

Dependiendo de la region donde se cultive, se conoce con diferentes nombres
comunes tales como cacaté (Chiapas y Tabasco), cacaté de septiembre (Simojovel,
Chiapas) o cachichin (Misantla, Veracruz) (Martinez, 1987).

Entre las caracteristicas del cacaté, destaca que es un arbol de hasta 20 metros de
altura, generalmente de 8 a 15 hojas alternas, medianas o grandes, elipticas u
ovaladas, con margen entero u ocasionalmente dentado. La flor es blanca, de 8 mm
de largo; son abundantes y vistosas. Es una planta silvestre cuyo fruto es comestible.
El fruto es una drupa lefiosa de color verde en su etapa inmadura y café al madurar,
en la madurez es globoso ovoideo de 2-3 cm de largo y de 1-2 cm de ancho de color
café (figura 2.2) (Gutiérrez, 1994).

Figura 2.2 Semilla de cacaté

Los frutos en su interior tienen una semilla blanca, grande de 7-9 mm de largo y de 7
mm de ancho; la cual se encuentra cubierta por una cascara dura (Gutiérrez, 1994).
Segun Cruz (2004), esta tiene un alto contenido en grasa, proteina y fibra alrededor
del 33, 13 y 10% respectivamente. La semilla de esta especie es comestible, los
pobladores de la regiéon centro del Chiapas (Zoques, Tzotziles y Mestizos) lo
consumen crudos o cosidos en forma de guisos, asados o hervidos (Chavez et al.,
2009). La semilla se caracteriza por su sabor amargo. En alguna entidades las hojas
de esta especie se usan para tefiir (Medina, 2000).
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2.2 GENERALIDADES DE LA PLANTA DE PIRON (Jatropha curcas
L.)

Jatropha curcas L., pertenece a la familia Euphorbiaceae, es un arbol de crecimiento
lento, nativo de Sudameérica, pero también se cultiva ampliamente en toda América
Central, Africa y Asia. La Jatropha, es una planta vigorosa, resistente a la sequia 'y a
las plagas, en los paises tropicales donde se cultiva se usa principalmente como
proteccion de los cultivos de ganado, ovejas y cabras que andan libremente (Francis,
2005).

La planta Jatropha curcas recibe diferentes nombres segun el lugar de produccion,
es conocida como Higo de infierno, Pifion, Wassasupay (Bolivia); Chagsis,
Vocudyes (Bolivia: Mosetén, La Paz; Chimane, Beni); Pidobranco (Brasil); Purga,
Piidn de purga, Piiion (Colombia); Pifion (Ecuador); Pifol, Pifion (Perud); Pifidn
de purga, Pifion de fraile, Tua-tda (Venezuela), Pifioncillo (México) (Heller, 1996).

La planta es cultivada principalmente para producir aceite, la produccién de semilla
es de aproximadamente 5 ton/afio. De una plantacién de una hectarea, se extraen
dos toneladas de aceite y una tonelada de harina de la semilla, esta Ultima es rica en
proteinas. El contenido de proteina cruda, lipidos y cenizas de las semillas de
Jatropha curcas oscila entre 27-30%, 55-62% y 3,7-5,2%, respectivamente (Makkar
et al. 1998).

2.2.1 Taxonomia y morfologia vegetal

El género Jatropha pertenece a la tribu Joannesieae de Crotonoideae de la familia
Euphorbiceae que contiene aproximadamente 170 especies conocidas. Una de ellas
es Jatropha curcas (tabla 2.2) (Heller, 1996).

Tabla 2.2 Taxonomia de Jatropha curcas L.

Clasificacion taxonémica de planta de Jatropha curcas
la L.
Reino Plantae
Filo/division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida(Dic.)

Orden: Euphorbiales

Familia Euphorbiaceae

Nombre cientifico Jatropha curcas L.
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La Jatropha curcas L. es un arbusto o arbol pequefio de 2 a 6 m de altura con
corteza blanco-grisacea, que exuda un latex translicido. Los tallos crecen con una
discontinuidad morfologica en cada incremento, es un cilindro verde robusto que
produce ramas con savia lactea o rojiza viscosa, normalmente se forman 5 raices de
los arboles, 1 central y 4 periféricas, las hojas se forman normalmente con 5 a 7
I6bulos acuminados pocos profundos y grandes, tienen peciolos largos con una
longitud de 10 a 15 centimetros y anchura de 9 a 15 centimetros, las hojas ovadas
se colocan de forma alterna a subalterna opuesto con una filotaxis espiral y se caen
durante la época seca. Son hojas anchamente ovadas, levemente 3 a 5 lobadas,
abiertamente cordadas en la base con 5 nervaduras y pubescentes en las
nervaduras del envés. Las inflorescencias se forman terminalmente en el axial de las
hojas en las ramas. Se colocan diez estambres en dos espirales distintas de 5 cada
uno en una sola columna en el androceo y en la proximidad intima (figura 2.3)

Figura 2.3 Plantas y frutos verdes de Jatropha curcas L.
(Bernal-Astorga, 2011).

Los frutos (figura 2.4) son cdpsulas drupaceas y ovoides, después de la polinizacién,
se forma una fruta trilocular de forma elipsoidal. Las frutas son capsulas inicialmente
verde pero volviéndose a café oscuro o negro en el transcurso de la maduracién. Las
capsulas de los frutos son de 2.5 a 4 cm de largo por 2 cm de ancho, elipsoidales y
lisas que cuando maduran van cambiando a amarillas. Al inicio son carnosas pero
dehiscentes cuando son secas. Los frutos se cosechan en invierno cuando el arbusto
tira sus hojas, sin embargo, puede producir varias cosechas durante el afio si la
humedad de la tierra es buena y las temperaturas son suficientemente altas. Cada
inflorescencia rinde un manojo de aproximadamente 10 frutos ovoides o mas. El
desarrollo del fruto necesita 90 dias desde la floracion hasta que madura la semilla.

El fruto produce tres almendras negras, cada una de aproximadamente 2 cm de
largoy 1 cm de diametro. La semilla es cosechada cuando la capsula esta madura,
ocurre después de dos a cuatro meses de la fertilizacion. Las semillas

30



descascaradas negruzcas, delgadas se parecen a las semillas del ricino pequefio. El
volumen de aceite es de 35-40% en las semillas y de 50-60% en el grano.

Figura 2.4 Frutos y semillas de Jatropha curcas L.
(Bernal-Astorga 2011)

2.2.2 Fisiologia vegetal

Con una buena humedad la germinacion toma 10 dias. Se abre la cascara de la
semilla, sale la radicula y se forman 4 raices periféricas pequefias. Poco después
la primera hoja desarrolla los cotiledones, se marchitan y se caen, luego crece el
simpodial. Dependiendo de las condiciones de propagacion y lluvia, el primer
rendimiento de la semilla es en el primer afio y un arbol puede llegar a producir
durante 50 afios.

2.2.3 Habitat

La Jatropha curcas L., crece casi en cualquier parte, incluso en las tierras
cascajosas, arenosas Yy salinas, puede crecer en la tierra pedregosa mas pobre,
inclusive puede crecer en las hendeduras de piedras. La materia organica de las
hojas del cobertizo refuerza la actividad del gusano de tierra alrededor de la zona de
la raiz de las plantas que mejoran la fertilidad de la tierra. Climaticamente, la
Jatropha curcas L. se encuentra en los trOpicos y subtropicos, le gusta el calor
aunque también las mas bajas temperaturas y puede resistir una escarcha ligera. Su
requisito de agua es sumamente bajo y puede resistir periodos largos de sequedad
por el derramamiento de la mayoria de sus hojas para reducir la pérdida durante la
transpiracion (Octagén, 2006).
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2.2.4 Distribucién geografica

La distribucion actual de Jatropha curcas muestra que ha sido muy satisfactoria la
introduccién de este cultivo en las regiones mas secas de los trépicos. Varios
cientificos han tratado de definir el origen y la fuente de donde proviene la planta
de Jatropha curcas. Esta especie probablemente fue distribuida por los portugueses
en las Islas de Cabo verde y en otros paises de Africa y Asia.

Segun otras fuentes, el pifion parece ser nativo de Centro América, asi como de
México, donde se produce naturalmente en los bosques de las regiones costeras.
Sin embargo, Dehgan al visitar el Laboratorio Sistematico Horticultural, encontré6 que
centenares de especimenes habian sido recolectados principalmente de México y
América central como: Belice, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras,
Nicaragua y Panama. Existen muchos registros también para el Caribe: Bahamas,
Cuba, Republica Dominicana, Haiti, Puerto Rico, Santa Lucia, Santo Domingo, Santa
Cruz, Trinidad y otros paises del oeste de India. En los siguientes paises de América
del Sur, el pifidbn se produce en menor medida, de acuerdo a su representacion en
los herbarios mencionados anteriormente: Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia,
Ecuador y las Islas Galapagos, Paraguay, Perl y Venezuela. Posteriormente fue
introducido a la Florida. (Makkar et al., 1998).

Los especimenes de herbario de las Américas se recogieron por lo general a lo largo
de carreteras, caminos y postes de cercas vivas. Sin embargo, la informacion
proporcionada por muchos coleccionistas parece apoyar elargumento de que
la especie fue obtenida de vegetacion "natural® en las Américas. Es muy probable
que el centro de origen de la Jatropha sea en México y América Central, ya que no
se encuentra estas formas de vegetacién en Africa y Asia, sin embargo el
"verdadero" centro de origen, no se ha encontrado aun. Para dilucidar esto, en los
sitios originales de recoleccion en México y América Central la diversidad existente
tendria que ser revisada y evaluada, de preferencia por técnicas moleculares (Héller,
1996).

2.2.5 Usos de la Jatropha curcas L.

Los registros histéricos muestran que la Jatropha fue utilizada por los indios nativos
de Centroamérica y quizas de América del Sur en la medicina herbaria. En el afio de
1836 las semillas de Jatropha se producian comercialmente en las islas de Cabo
Verde. Las semillas fueron exportadas a Portugal y Francia y el aceite se utilizaba
para el alumbrado de la calle y la produccién de jabon. Debido a la toxicidad de las
hojas y su rapido crecimiento y resistencia, la Jatropha se ha empleado
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frecuentemente como proteccion o cerca viva, ya que no era afectada por el ganado.
Actualmente, la Jatropha tiene muchos otros usos (Van der Putten et al., 2009).

2.3 GENERALIDADES DE LA PLANTA DE PISTACHO (Pistacia vera L)

2.3.1 Clasificacion botanica

Pertenece a la familia Anacardiaceae y al género Pistacia. EI niamero de
cromosomas es 30 segun el Atlas of Flowering Plant (Ed. 1955 de Darlington y
Wylie). La familia Anacardiaceae en globa a varios géneros dentro de los cuales
estan Mangifera spp. (Mango), Schinus spp. (Molle o el Falso Pimiento) y el Lithraea
spp. (Litre) (Hoffmann, 1998; Couceiro et. al., 2000).

Se ha denominado como pistacho a la fruta de varias especies de este género, sin
embargo, el nombre se aplica a s6lo una de las 11 especies del género Pistaciay es
la proveniente de Pistacia vera L., la Unica cuyo fruto se comercializa como tal para
el consumo directo. Otras especies como P. atlantica Desf. , P. mutica Fisch y Mey,
y P. terebinthus L. producen frutos comestibles, pero estos son pequefios,
indehiscentes y son utilizados mas bien como fuente de aceite vegetal. (Firuzeh y
Ludders, 1978; Ferguson et. al., 2005a).

2.3.2 antecedentes generales del arbol
2.3.2.1 Vegetativos

El pistachero (P. vera L.), denominado también en Espafia como alféonsigo o
alféncigo y en México denominado también pistacho 6 pistache , es un arbol de hoja
caduca, que tiene un olor resinoso caracteristico de la familia. A este respecto la
palabra latina Pistacia proviene segun Dioskurides de “pissa” = resina y “aklomai” =
sanar, significando asi una planta con resina curativa. Por otro lado, segun Davatchi
la palabra proviene del vocablo persa “Peste” (Firuzeh y Ludders, 1978).

El arbol, que puede alcanzar 5 a 7 m de altura, suele estar formado por dos o tres
troncos de poco grosor al estado silvestre. El crecimiento en grosor es muy lento,
como lo demuestran arboles de 300 afios de edad que tenian so6lo 60 cm de
diametro en el tronco a 60 cm del suelo (Beede y Ferguson, 2005).

Las hojas son caducas, imparipinadas compuestas de 1 a 5 foliolos, generalmente
trifoliadas, coriaceas, verde oscuras por el haz y verde palido por el envés mas tarde.
Cada hoja sustenta so6lo una yema axilar (figura 2.5).
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Figura 2.5. Hojas de la planta de Pistacho con cinco foliolos y una yema axial

En la zona central de Chile, el crecimiento comienza entre fines de septiembre y
comienzos de octubre, simultaneamente o dos dias después de la floracion en
algunas variedades, y termina entre fines de octubre y mediados de noviembre. A
veces se produce un segundo ciclo de crecimiento a fines de diciembre o después.
Los flujos tardios estan sujetos a mayores riesgos de dafios por heladas de otofio y
ataques de Botrytis (Figura 2.6). Aun cuando el crecimiento durante el periodo
juvenil se considera rapido, a los diez afios disminuye una yema axilar bruscamente
y a partir de los treinta afilos aproximadamente, éste continla a razén de unos cuatro
centimetros por afio.

Figura 2.6. Segundo flujo de crecimiento tardio en plantas nuevas
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Cuando el arbol entra en su fase productiva, el crecimiento de los brotes proveniente
de las yemas inmediatamente vecinas al apice de los brotes que permanecen en
estado vegetativo y que pueden dar origen a ramas laterales al afio siguiente, o
bien permanecer en estado latente, contrariamente a lo esperado es mayor en los
afios con alta produccion de fruta que en aquellos improductivos siendo la causa del
afierismo de esta especie .La vida de este arbol es extremadamente longeva. En
Turquestan, Siria y Persia se encuentran frecuentemente arboles con trescientos
afos (Reinoso, 1972; Woodroof, 1979).

2.3.3 Caracteristicas de la nuez

El fruto es seco, pero botanicamente se le considera una drupa, de un peso que
oscila entre 1,4 a 1,8g, el cual crece en racimos parecidos a los de la uva y cuyas
capas externas (epicarpio y mesocarpio externo) conforman el pelén seco y duro que
encierra la semilla protegida por el endocarpio, en cuyo interior se encuentra la parte
comestible, el embrion, encerrado en los tegumentos seminales que corresponde
aproximadamente al 54% del fruto seco.

Pocos dias después de la polinizacion, los frutos comienzan a crecer alcanzando su
tamario final pocas semanas después. El embriébn comienza a expandirse y llenar las
cascaras vacias hasta ese momento, tanto que en la mayoria de los casos su
expansion hace que la cascara quede semiabierta al momento de la cosecha.

La fructificacion tiene lugar sélo sobre madera de un afio. La maduracién de
los frutos esta caracterizada por una acentuada variabilidad (figura 2.7), por lo
cual, la cosecha es gradual, y ocurre entre los meses de febrero y marzo,
ocasionalmente hasta abril. EI momento de la madurez fisiol6gica esta dado cuando
se separa facilmente el pelon del fruto.

Figura 2.7. Nuez de la planta de Pistacia vera L.
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2.3.4 Mercado

Los principales paises productores de pistachos por orden de importancia son la
Republica Islamica de Irdn, Estados Unidos (California), Siria, Turquia, China, Grecia
e Italia. Su produccion ha aumentado de forma sostenida en los ultimos afios y se
prevé el aumento del consumo, debido a una mayor aceptacion por parte de los
consumidores de Estados Unidos, de la Uniébn Europea y de los paises
latinoamericanos, con la expansion del cultivar Kerman de alta calidad.

Alemania es el mayor importador mundial; le siguen Espafia y Francia y los paises
de Medio Oriente. Estados Unidos se autoabastece con la produccion californiana.
Otros paises que cultivan la especie son: Libano, Israel, India, Espafia, Francia,
Chipre, Ex URSS (Turquestan) y Australia.

2.4 COMPOSICION BROMATOLOGICA DE LA SEMILLA DE CACATE
(Oecopetalum mexicanum).

2.4.1 Caracteristicas Generales

En la tabla 2.3 se presentan los rendimientos equivalentes a las fracciones que
conforman la semilla de cacaté, en donde cabe destacar que la fraccibn mayoritaria
corresponde al endospermo, representando el 54.91% del peso total de la semilla,
mientras que la masa del exocarpio representa un rendimiento del 45.09% del peso
total de la semilla. Por lo que en base al porcentaje, la fraccion que es considerada
de interés como materia oleaginosa, es la porcién mayoritaria de la semilla.

Tabla 2.3. Rendimientos de las fracciones de la semilla de cacaté

FRACCION PROPORCION (%, W/W)

SEMILLA

ENTERA 100
ENDOCARPIO 54.91
EXOCARPIO 45.09
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2.4.2 Composicion de la semilla de cacaté

Para caracterizar la materia prima, en un trabajo inicial realizado por Borraz, (2011)
se reportd la composicion bromatoldgica de la harina de este fruto, determinando el
contenido de los compuestos que se indican en la tabla 2.4 mediante metodologias
de la AOAC (1990) (Guerra y Zuiiga, 2003; Mejia-Giraldo et al., 2007). Los analisis
fueron realizados por triplicado.

La composicién bromatologica se presenta en la tabla 2.4 (Borraz, 2011). La semilla
de cacaté se caracteriza por un contenido de humedad del 64.70+0.20%, este valor
es relativamente alto comparado al obtenido por Cruz (2004) para semillas
recolectadas en el municipio de Ocoszocuautla (47.26%) y por Ballinas et al. (2009)
(52.6%) para semillas recolectadas en el municipio de Tapilula, esta diferencia en el
contenido de humedad puede deberse a la ubicacién geografica de los cultivos, la
temporada de cosecha, las condiciones climaticas, entre otros factores (Belén et al.,
2001).

La semilla de cacaté se destaco por su contenido atractivo en grasa, proteina y fibra,
con 39.25, 12.59 y 4.25% respectivamente; estos resultados son consistentes con los
obtenidos por Ballinas et al.,(2009) para semillas recolectadas durante el afio 2009,
en el municipio de Tapilula, Chiapas reportando un contenido de grasa de 35%,
proteina 13.24% y fibra de 4.15%. Centurion et al., (2000) reportaron un contenido
de grasa de 30.7 % y proteina de 8.0% en semillas de cacaté cosechada en el
municipio de Tlacotlalpa, Tabasco, la variacion pudo estar influenciada por las
condiciones de extraccion del aceite (Solis-Fuentes et al., 2001), la localizacion
geografica de la zona de recoleccién (Tecpatan, Chiapas), la época de cosecha
(septiembre) y los cambios climéticos (Belén et al., 2001; Matos y Acufia, 2010).

El contenido de proteina del cacaté es comparable con el del amaranto (15%) y
superior al promedio reportado para el trigo (10.6%), maiz (11%) y arroz (7.4%)
(Belén et al.,, 2001). El contenido de fibra encontrado para la semilla de cacaté
(4.25%) es similar al reportado para el girasol (3.7%) (Badr y Sitohy, 1992) y moringa
oleifera (4.2%) (Compaoré et al., 2011), pero inferior para el reportado para el ajonjoli
(11.2%) y la canola (7%) (Belén- Camacho et al., 2005), aunque el método aplicado
no revela la naturaleza de las fibras de la semilla de cacaté, la presencia de fibra
dietética es importante dada la relacion con la prevencién y control de enfermedades
cardiovasculares, diabetes y cancer intestinal (Belén et al., 2001).

Por otro lado, el contenido de grasa fue mayor al promedio de los cereales (5%)
(Belén et al., 2001).
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Tabla 2.4. Composiciéon bromatoldgica de la semilla de cacaté

COMPUESTO CONTENIDO(g/100g)
CENIZA 2.30+0.13
GRASA 39.25+0.33
PROTEINA 12.59+0.10
FIBRA CRUDA 4.25+0.16
CARBOHIDRATOS 41.61+0.16
ANALISIS REFERENCIA
HUMEDAD AOAC 925.10
CENIZAS AOAC 923.03
PROTEINAS.METODO

KJELDAHL AOAC 920.87
GRASAS Y

ACEITES.METODO

SOXHLET AOAC 920.39
FIBRA

TOTAL.DIGESTION

ACIDA Y ALCALINA AOAC 985.29
CARBOHIDRATOS POR DIFERENCIA

Los resultados presentados corresponden a la
media + DS (n=3). Datos reportados en base seca

Al comparado con semillas oleaginosas convencionales, este supera al ajonjoli
(30%), algoddn (22%) y soya (18%) (Belén-Camacho et al., 2005) y es inferior para el
reportado para la canola (43%), Moringa oleifera (43.5%) (Compaore et al., 2011),
girasol (45%) (Badr y Sitohy, 1992), por su atractivo contenido de grasa, la semilla de
cacaté podria considerarse una fuente importante no convencional para el
aprovechamiento del aceite.

El contenido de proteina y de fibra de la semilla de cacaté permite derivar que el
subproducto resultante de la extraccion del aceite podria ser Gtil para la formulacion
de alimentos destinados ya sea para el consumo humano o para el consumo animal,
considerando los efectos benéficos para la salud que conllevan al consumir estos
compuestos (Borraz, 2011).
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2.5 COMPOCISION BROMATOLOGICA DE LA SEMILLA DE Jatropha
curcas L.

Las determinaciones bromatologicas de la semilla de pifion que se utilizaron para la
extraccion del aceite fueron realizadas en un estudio previo y los valores que aqui se
presentan fueron reportados por Alfaro (2012).

2.5.1 Determinaciones bromatoldgicas

La composicién bromatoldgica de Jatropha curcas un alto contenido de fibra cruda
del 40.8745+0.3365% Yy de fibra detergente neutra (FDN) de 22.6716%0.7843%, esto
se debe a que la semilla incluia la testa. ElI contenido de humedad fue de
9.8793+0.1992%, este resultado fue similar al reportado por Martinez (2007), que
va de 6.4 a 9,8%. El contenido de cenizas fue de 5.1799+0.0165% parecido al
reportado por Makkar et al. (1998) de 3,7 a 5,2%.

El contenido de grasa reportado por Makkar et al., (1998) fue de 55-62% y el que se
obtuvo en esta determinacién fue de 24.2387+0.4214%, este porcentaje bajo de
grasa pudo deberse a que la semilla incluye la testa y Bailey (1984) sugiere que
antes de una molienda es necesario retirar la testa ya que en la extraccibn con
solventes la grasa puede quedar adherida en la cascarilla, obteniéndose bajos
rendimientos.

2.6 COMPOSICION BROMATOLOGICA DE LA SEMILLA DE
PISTACHO (Pistacia veraL.)

2.6.1 Valor nutritivo del fruto

Los pistachos son ricos en aceites (48,3-60,5%) y proteinas (15-28,8%). Su
contenido en hidratos de carbono es de 14,9 a 19%, donde el azlcar predominante
es glucosa, seguido de galactosa y manosa con trazas de fucosa, arabinosa y
xilosa. Las cenizas estan en un 2,2-3% y las fibras constituyen el 1,6 a 2,2%.

La composicion de la fraccidn grasa de semillas en latencia esta dada por un 12,2%
de acidos grasos saturados, y un 87,8% de acidos grasos no saturados. (Tabla 2.5).
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Tabla 2.5 Participacion porcentual de los acidos grasos en semillas de pistacho

Segun Neubeller y Segun Wisssebach

Buchloh (1971) (1969)
Acido palmitico 10.5 8.2
Acido palmitoleinico 0.9 -
Acido estearico 1.9 1.6
Acido oleico 72.2 69.6
Acido linoleico - 20
Acido miristinico 14.7 0.6
Acidos grasos no 12.2 10.4
saturados
Acidos grasos no 87.8 89.6
saturados

Segun Thies, se considera como un buen aceite, en la industria aceitera y en
fisiologia de la nutricién, a aquel que contenga 20-60% de acido linoleico, 5-15% de
acidos grasos saturados y el resto como acido oleico. Como la relacion entre los
acidos estearicos, oleico y linoleico para el pistacho es de 1:72:14, a pesar del
contenido relativamente bajo de &cido linoleico, puede considerarsele desde el
punto de vista fisiolégico de la nutricibn como un buen aceite (Neubeller y Buchloh,
1971). Sin embargo, a pesar del alto contenido de aceite, éste no se produce
comercialmente debido al alto costo del fruto.

El contenido de proteinas esta inversamente relacionado con el de aceite con un
coeficiente de correlacion de 0,96. La composicion mineral expresada en porcentaje
x 10 es la siguiente: Na: 4-7; K: 860-1180; Ca: 100-180; P: 494-640; Fe: 5,8-11,4;
Cu: 1-1,4; Mg: 150-180.La composicién quimica para las diferentes partes del fruto
se presentan en la Tabla 2.6 (Woodroof, 1979).

Tabla 2.6. Composicién quimica de pistachos cv. Red. Aleppo (% peso seco)

Almendra* Cascara * Pelén*
Proteina(Nx6.25) 19.41-19.58 0.42-1.06 7.66-9.35
Aceite(extr.éter) 54.70-58.30 0.56-0.58 7.82-8.27
Fibra cruda 1.74-2.19 54.0-53.4 14.1-17.4
Ceniza 2.95-3.55 0.42-1.06 15.56-13.3
Calcio 0.13-0.13 0.06-0.06 0.7-0.25
Potasio 1.04-1.22 0.22-0.49 6.71-5.88
Fésforo 0.54-0.64 0.02-0.04 0.12-0.24
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* la primera columna indica valores de frutos partidos, la segunda de frutos no
partidos.

2.7 ENZIMAS

Las enzimas son proteinas especializadas en la catalisis de las reacciones
biologicas. Se encuentran entre las mas notables de las biomoléculas conocidas
debido a su extraordinaria especificidad y su poder catalitico, que es mucho mayor
que los catalizadores inorganicos. Una de las propiedades mas sobresalientes de las
enzimas es su especificidad de accion, de tal forma que s6lo actuan sobre un
sustrato y Unicamente tiene lugar un tipo de reacciébn sin que se produzcan
reacciones laterales o subproductos. Aunque las enzimas son proteinas y por lo tanto
moléculas relativamente labiles, desarrollan sus extraordinarios efectos cataliticos en
disoluciones acuosas diluidas, en un pH biolégico y a temperatura moderada
(Lenhinger, 2003).

Tabla 2.7. Clases de enzimas segun la Internacional EnzymeCommision

CLASE TIPO DE REACCION CATALIZADA
Oxidorreductasas Reacciones de oxidorreduccion de todo tipo
Transferasas Transferencia de un grupo de atomos intacto de una molécula

donadora a una receptora

Hidrolasas Rompimiento hidrolitico (con participacion de agua) de enlaces

Liasas Rompimiento de C-C, C-O, C-N y otros enlaces por medios
distintos a la hidrdlisis y la oxidacion; se incluyen reacciones en
las que se elimina agua
para dejar enlaces dobles o en las que se agrega agua a
dichos enlaces.

Isomerasas Interconversion de diversos isomeros, por ejemplo cis<trans,
L—D, aldehido<cetona.

Ligasas Formacion de enlaces debido a la condensacion de dos
sustancias diferentes; la energia se toma del ATP
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Las enzimas no sélo intervienen en la sintesis de compuestos bioldgicos, catalizan
también reacciones que abastecen a la célula de energia, destoxificancompuestos,
producen luz, etc. Las enzimas son responsables de virtualmente todas las
reacciones quimicas de la célula, en las cuales se forman o rompen enlaces
covalentes. Puesto que son mediadores de las reacciones biologicas, las enzimas
entran entre las maquinarias biologicas mas sencillas pero mas elaboradas y entre
las mas faciles de obtener en una forma pura y funcional (Bohinski, 1998).

En 1965 surgiéo por primera vez un sistema de nomenclatura mas sistematico,
el cual se revisé en 1972. En este sistema se agrupan las enzimas en seis clases
principales con base en el tipo general de transformacion quimica que catalizan
(Tabla 2.7 ) (Bohinski, 1998).

El comercio de enzimas para uso industrial y doméstico asciende a centenares de
millones de délares anualmente en todo el mundo. Las enzimas industrialmente se
utilizan en la produccion de productos quimicos y farmacéuticos cuyo costo es de
millones de dolares. Es razonable esperar que los usos industriales de las enzimas
aumenten debido a las técnicas modernas de manipulacion genética, las cuales
hacen que la produccién sea mas eficiente y menos costosa (Conn, 1996).

Las enzimas se han convertido en herramientas insustituibles para la obtencién
industrial de productos de indole muy diversa. Enzimas de distinta naturaleza y
actividad son utilizadas por muchas industrias de alimentos, quimicas o
farmacéuticas. Determinadas especies de hongos filamentosos pertenecientes a los
géneros Aspergillus, Trichoderma y Mucor, se cuentan entre los principales
microorganismos productores de enzimas industriales, aunque también se obtienen
enzimas a partir de bacterias, plantas y animales.

Las carbohidrasas constituyen un grupo muy amplio y variado de enzimas cuya
caracteristica comun es la capacidad de hidrolizar el enlace glucosidico que forma
el eslabén entre enlace de los azlUcares. Con mayor propiedad bioquimica se
denominan glucosil hidrolasas. La extensa investigacion bioquimica desarrollada con
carbohidrasas ha proporcionado excelentes sistemas modelo para el estudio de
problemas relacionados con la estructura tridimensional de las proteinas y su
funcién. Las carbohidrasas generalmente son muy apropiadas para ser empleadas
como enzimas modelo en investigaciones bioquimicas, debido a que su actividad
suele ser facilmente medible y a que son susceptibles de ser estudiadas con una
metodologia relativamente sencilla (Flores et al., 2004).
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2.8 INVESTIGACIONES REALIZADAS APLICANDO EL METODO DE
EXTRACCION ACUOSO ENZIMATICO.

Debido a la alta especificidad y bajas temperaturas de operacion, los procesos
enzimaticos resultan ser viables para las industrias (Ghodsvali et al., 2009).

Diversos trabajos proponen la aplicacion de un tratamiento enzimatico en procesos
acuosos de semillas vegetales oleaginosas a fin de aumentar la eficacia de
recuperacion del aceite vegetal mediante la desintegracion parcial del material
celular. Entre los trabajos citados se encuentra la extraccion de aceite de soya, colza,
melén y aguacate, en donde la separacion del aceite y la torta rica en proteina se
logra mediante filtracién o centrifugacion (Guerra y Zufiiga, 2003).

Ghodsvali et al. (2009) investigaron el efecto de una enzima y de un preparado
enzimatico: la pectinasa producida por Aspergillus niger y Pectinex Ultra SP-L, un
complejo de actividad pectolitica y hemicelulolitica producido a partir de Aspergillus
acueleatus proporcionado por Novo Nordisk; sobre la extraccion y la calidaddel
aceite de oliva de tres variedades (Kroneiki, Oleaginosa nativa irani y Mision). Los
tratamientos acuosos enzimaticos, dependiendo de las condiciones evaluadas
incrementaron el rendimiento del aceite de oliva en el rango de 0.9 a 2.4% sobre lo
obtenido en el tratamiento control, encontrando que al aumentar la concentracién de
la enzima aumenta considerablemente el rendimiento del aceite extraido. En
comparacion con el aceite empleado, Pectinex Ultra SP-L y pectinasa (en proporcion
0.02%, v/w) no presentaron un efecto estadisticamente significativo (p<0.01) entre
los tratamientos; obteniendo un rendimiento de aceite de 72.13 y 71.23%
respectivamente.

Kapchie et al. (2008) estudiaron el efecto de enzimas comerciales sobre la hidrolisis
de los componentes de la pared celular de la soya, con la finalidad de mejorar la
liberacion de los oleosomas, comparando los resultados obtenidos con el método
convencional de extraccion. Los preparados enziméaticos fueron: Multifectpectinasa
FE de Aspergillus niger con actividad pectinasa, celulasa, hemicelulasa; Multifect CX
que es un complejo B-glucanasa de Trichoderma reesei y Penicillium funiculosum y
celulasa A de las especies de Aspergillus con actividad celulasa, B-glucanasa,
hemicelulasa y xilanasa. Los autores emplearon enzimas en proporciones iguales
(1% de cada una quedando un total de 3% v/w), encontrando un efecto significativo
(p<0.05) en la recuperacion del aceite de los oleosomas con un rendimiento de
36.42%, 44.68% y 63.61% homogenizados durante 45, 90, 180 s; respectivamente.
Comparado con el método convencional, los autores logran recuperar alrededor de
34.28 y 28.65% del aceite de oleosomas procesadas durante 45 y 180 s
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respectivamente. Posteriormente, realizaron tres extracciones acuosas enzimaticas
sucesivas a los residuos solidos obteniendo un aumento en el rendimiento de aceite
de 84.65%. Los autores mencionan que los resultados obtenidos podrian ser utiles
para la extraccion de aceite de soya a gran escala.

En un estudio realizado por Latif y Anwar (2008) se compara el resultado del
porcentaje de aceite extraido en la semilla de Moringa concanensis, usando tres
enzimas comerciales (Natuzyme, Kenzymex y Feedzyme), con un control extraido de
enzimas y con otro control empleando como solvente hexano. El contenido de aceite
de las semillas extraidas con enzimas oscil6 entre 23.54 a 27.46% siendo este
significativamente mas alto que el obtenido por el tratamiento control sin enzimas que
fue de 15.41%; sin embarga, fue bajo en comparacion con el obtenido con el
solvente el cual fue de 38.40%. El rendimiento de aceite fue mayor (27.46%) en las
semillas tratadas con Kenzymex, mientras que de las semillas tratadas con
Feedzyme obtuvieron un rendimiento de aceite menor (23.54%). A pesar de los
menores rendimientos obtenidos en la extraccion, el aceite obtenido a través de la
extraccidn acuosa enzimatica presenta mayor estabilidad a la oxidacién con respecto
al aceite obtenido en la extraccion con solvente.

De Moura et al. (2008) analizaron dos endoproteasas comerciales: Protex 6L
(proteasa bacteriana alcalina derivada de una cepa de Bacilluslicheniformis) yProtex
7L(proteasa bacteriana neutra con actividad endopectidasa derivada de Bacillus
amilo liquefaciens) sobre el rendimiento del aceite y proteina extraida de las ojuelas
de soya durante la extraccion acuosa asistida por enzimas, encontrando que Protex
6L fue mas efectivo que Protex 7Lcon rendimientos de extraccion de aceite y de
proteina de 96 y 85%, respectivamente, ambas analizadas a una concentracion
enzimatica de 0.5%.

Taha y Hassanein (2007) estudiaron el efecto del pretratamiento con enzimas sobre
la extraccion del aceite de las hojuelas de la semilla de algodén. Los preparados
enzimaticos que investigaron fueron proteasa bacteriana, papaina, savinasa,
termamil, pectinasa y celulasa. Las variables estudiadas durante los experimentos de
hidrolisis enzimatica fueron concentracion de enzima (1, 2 y 3%, v/v), relacion
sélido:liquido (5.5:1, 7:1 y 10.5:1 w/w) y el tiempo de hidrolisis (3 y 6h). Los autores
evaluaron el efecto individual y combinado de los preparados enzimaticos,
comparando los resultados frente a un tratamiento control, el cual consistié en la
extraccion del aceite por soxhlet, ellos encontraron que todos los tratamientos
tratados con los preparados enzimaticos incrementaron el porcentaje de aceite
extraido con respecto al tratamiento control. El porcentaje de aceite extraido que
obtuvieron aplicando los diferentes tratamientos enzimaticos (a una concentracion
enzimatica de 3%) fue proteasa bacteriana 25.9%, papaina 25.0% , savinasa 23.9%,
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termamil 23.94% y para el tratamiento control fue de 20.5%, esto puede estar
relacionado con que las proteasas actian sobre las moléculas de las lipoproteinas
degradandolas a moléculas simples, liberando el aceite extra. En el caso del efecto
combinado, los autores encuentran un incremento en el rendimiento de la extraccion
de aceite al emplear en combinaciéon los preparados enzimaticos frente a los
preparados enzimaticos que se emplearon individualmente. El analisis estadistico
mostro diferencias significativas (p<0.05%) entre el control y las distintas mezclas de
los preparados enzimaticos. El porcentaje de aceite extraido con la combinacion de
las enzimas fue: savinasa-pectinasa-proteasa bacteriana 44.9%, savinasa-pectinasa
39.7%, savinasa celulosa-pectinasa 38.9%, savinasa-proteasa bacteriana 37.1%,
savinasa-termamil 34.9%, savinasa-celulosa 30.1% Yy savinas-papaina 28.9%. Estos
resultados indican que es necesaria la combinacion de las actividades enzimaticas
de los preparados, debido a que la pared celular de las semillas oleaginosas esta
compuesta por celulosa, hemicelulosa, pectina, lignina y proteinas, por lo que, el
tratamiento de las células de las semillas oleaginosas con el consorcio de varias
enzimas especificas es necesario para hidrolizar estos compuestos y liberar mas
aceite.

En 2006, Grasso et al. Investigaron el efecto del pre-tratamiento enzimatico de
hojuelas de soya sobre el rendimiento del aceite extraido. Para determinar las
condiciones Optimas que permitan un maximo rendimiento del aceite aplicaron una
metodologia de superficie de respuesta, las variables evaluadas fueron PH,
temperatura y tiempo de hidrolisis enzimatica cada una de ellas evaluadas a tres
niveles. Los resultados mostraron un maximo rendimiento de 26.64% del aceite
extraido en base seca bajo las condiciones Optimas de temperatura 43°C, pH 5.4y
tiempo de incubacién de 5.8 h.

Un estudio realizado por Sant’/Anna et al. (2003) permitié la seleccion de enzimas con
actividad hidrolitica asi como de los parametros de extraccion que proporcionen el
mejor rendimiento de extraccion del aceite de coco en un proceso acuoso. Las
enzimas hidroliticas empleadas fueron Celluclast 1.5L, Termamyl 120L, Viscozyme L,
Neutrasa 1.5MG, Pectinex 3XL y Alcalase. Los resultados indicaron que la
combinacion entre Viscozyme L y Neutrasa 1.5MG incrementan el porcentaje de
aceite alrededor de un 60 % con respecto al tratamiento control, empleando
concentraciones de Viscozyme L y Neutrasa 1.5MG de 0.6% (w/w) y 0.3% (w/w),
respectivamente, con un tiempo de incubacion de 30 min, una relacion sustrato: agua
de 1.6 y utilizando el pH de la muestra (alrededor de 7, sin ajustar). En base a estos
resultados, los autores concluyen que el método de extraccion acuoso asistido por
enzimas ha demostrado ser una técnica eficaz para obtener un mayor rendimiento de
aceite.
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Taha et al. (2002) Llevaron a cabo un pretratamiento enzimatico en el proceso de
extraccion de aceite de las hojuelas de algodon comparando el uso de enzimas
crudas (celulasa, hemicelulasa y pectinasa) frente al uso de mezcla de enzimas,
resultando que cuando se trabajan en forma individual las enzimas, los niveles de
rendimiento de aceite aumentan en comparacion con las semillas de algodon sin
tratar; sin embargo, el rendimiento del aceite extraido aumento con la mezcla de
enzima.

Los procesos industriales para la extraccion de aceite comestible a partir de semillas
oleaginosas generalmente implican una etapa de extracciéon de disolvente que
puede o no estar precedida por prensado. En el pasado, la principal preocupacion
de este proceso ha sido las implicaciones de seguridad. Esto provoco intentos
para desarrollar procesos basados en el uso de medios de extraccion acuosas que
no tuvieron éxito debido principalmente a rendimientos bajos de aceite. El escenario
en la actualidad parece estar cambiando. El interés en los procesos de extraccion
acuosa ha sido revivido por la creciente preocupacion medioambiental. Un proceso
acuoso es visto como una tecnologia alternativa ambientalmente mas limpia para la
extraccion de aceite (Rosenthal, 1999).

Se han realizado diversas investigaciones donde se aplican tratamientos enzimaticos
en procesos acuosos con el objetivo de mejorar el rendimiento de extraccion de
aceites de semillas oleaginosas. En 1995 Dominguez et al., realizaron una
investigacion sobre el proceso acuoso de soja con tecnologia enzimatica para la
extraccion de aceite y produccion de aislados de proteinas, donde la degradacion
de la estructura de la pared vegetal, causada por el ataque enzimatico, aumenté la
extractabilidad del aceite en un 10%, respecto al aceite total extraible ademas de
que la enzima empleada es reutilizable en etapas posteriores, o que supone un
ahorro econémico en el proceso. Por otra parte, Schwartz et al. (2007), estudiaron el
mejoramiento del rendimiento de la extraccion de aceite de aguacate con dos
preparados enzimaticos: Pectinex Ultra SL-P y Olivex, asi como la mezcla de ellos,
obteniendo rendimientos de 80% con el preparado enzimatico Pectinex Ultra SL-P,
71% con el preparado enzimatico Olivex y 82% con la mezcla de los preparados
enzimaticos.

Sandoval-Aldana et al. (2009), estudiaron el rendimiento en la extraccion del aceite
de frutos de aguacate cv Has, utilizando dos preparados enzimaticos: Maxolive y
Rapidase con los que obtuvieron rendimientos de 48,36% y 48,25% respectivamente,
concluyendo que sin el tratamiento previo con enzimas no es posible la extraccion
de aceite utilizando prensa hidraulica, ya que las actividades pectolitica y
hemicelulolitica de las enzimas permiten la degradacion de la pared celular y de
esta forma se logra la extraccion del aceite.
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El uso de algunos preparados celuloliticos en el proceso de extraccion ha tenido
un efecto positivo sobre el rendimiento de la extractibilidad del aceite, la degradacion
enzimatica de los polisacéaridos de la pared celular de los vegetales juega un papel
importante en la extraccidon de los compuestos presentes en vegetales y frutas,
porque los preparados enzimaticos incrementan la formacion de poros, el tamafio
de poro y la porosidad total del sustrato, lo que permite mayor y rapida recuperacion
de los compuestos extraidos (Ovando-Chacon y Waliszewski, 2005).

Analizando las consideraciones anteriores particularmente el alto contenido graso de
las semillas de cacaté, las fracciones que conforman la fibra de los frutos, los
escasos estudios sobre la extraccion de aceite y su composicion, en este trabajo de
investigacion se propone evaluar las relaciones adecuadas en las cuales se obtienen
mejor rendimiento de aceite y optimizarlas ya que por los reportes disponibles, el
cacaté podria ser una excelente alternativa no convencional de semillas oleaginosa
para la obtencion de aceite comestible y en su caso el pifion es una nueva fuente
energética que actualmente ya se emplean y también se pretende optimizar la
relacion adecuada para su mejor rendimiento.
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3 HIPOTESIS GENERAL

Es posible obtener un alto rendimiento en la extraccion de aceites de semillas no
convencionales mediante el uso de complejo enzimaticos hidroliticas Viscozyme L,
Pectinasa de Aspergillus Aculeatus y Celulasa se logra facilitar la liberacion de una
mayor cantidad de aceite y su consecuente separacion de la matriz sélida original.

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el comportamiento cinético del proceso de extraccion del aceite de pifion,
cacaté y pistache empleando complejo enzimaticos hidroliticos, Viscozyme L,
Pectinasa de Aspergillus Acuelatus y Celulasa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

.Evaluar la influencia de la relacién sélido: liquido sobre el rendimiento de extracciéon
de aceite en medio acuoso mediante la adicion de enzimas.

.Optimizar en qué condiciones del proceso se maximizan los rendimientos en la
extraccion de aceite.
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4 MATERIALES Y METODOS GENERALES

4.1 MATERIALES

4.1.1 Cacaté (Oecopetalum mexicanum)

Las semillas de cacaté (Oecopetalum mexicanum) fueron recolectados en el
municipio de Tecpatan, Chiapas; correspondiente a la primer cosecha del mes de
septiembre del 2010 aproximadamente a los 8 afios de floracion. Se empled un lote
de 30 kg de semilla de cacaté, seleccionando visualmente aquellos que no
presentaran dafos fisicos aparentes (Sant’/Anna et al. 2003). Las semillas fueron
colocadas en bolsas negras de polietileno y almacenadas a 4°C en el refrigerador
marca Torrey, hasta el momento de su uso.

La semilla de cacaté que fue utilizada para este proyecto ya estaba molida y
almacenada en refrigeracion para el momento de su uso.

4.1.2 Localizaciéon geogréfica del cultivo de cacaté

Tecpatan es una localidad del estado de Chiapas, sus coordenadas geograficas son
17°08’10”N y 93°18°40”0, a una altitud de 320 msnm. El clima de este municipio es
calido humedo. Limita al norte con el estado de Tabasco y el municipio de Ostuacan,
al este con los municipios Francisco ledn, Copainala y Ocotepec; al sur, con los
municipios de Berriozabal, Ocozocuautla y Cintalapa y al oeste con el estado de
Veracruz (INEGI, 2005).

4.1.3 Pifién (Jatropha curcas L.)

Las semillas de Jatropha fueron seleccionadas por inspeccion eliminando las que
presentaban dafo fisico aparente, las semillas seleccionadas fueron colocadas en
bolsas negras de polietilieno y almacenadas a 4°C en el refrigerador marca Torrey
hasta el momento de su uso.

Se descongel6é 2,0 Kg de semillas de Jatropha curcas a temperatura ambiente
durante 12 h en una campana de extraccion.
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Las semillas de Jatropha con endospermo y testa fueron molidas en un molino de
discos marca Engineering Industrial. Posteriormente se separd por tamafios a traves
de una serie de tamices marca Mont-Inox con nimero progresivo 6, 8,10, 16, 20, 30
y 50 utilizando una tamizadora marca Luhenginstrument Co durante 20 min con una
carga de 100 g, obteniéndose una harina granulométricamente variada y se calculo
el rendimiento de molienda. Se almacend hasta su uso en frascos ambar de 1L
de capacidad en el refrigerador marca Torrey a 4 °C.

De igual manera como el cacaté el piidn ya se encontraba molido y almacenado en
refrigeracion hasta el momento en que se le dio el uso.

4.1.4 Localizacion geografica del pifion

Se utilizé un lote de 3,7 Kg de semillas de Jatropha curcas que fueron recolectadas
en el municipio de Chiapa de Corzo ubicado entre los paralelos 16°17" y 16°55" de
latitud norte; los meridianos 92°48’ y 93°06’ de longitud oeste; altitud entre 200 y 1
800 m, colinda al norte con los municipios de Osumacinta, Soyalo e Ixtapa; al este
con los municipios de Ixtapa, Zinacantan, Acala, y Venustiano Carranza; al sur con
los municipios de Venustiano Carranza y Villa Corzo; al oeste con los municipios de
Villa Corzo, Villaflores, Suchiapa, Tuxtla Gutiérrez y Osumacinta (INEGI, 2005).

4.1.5 Pistacho (Pistacia vera L)

Las semillas fueron seleccionadas por inspeccion, eliminando las que tenian algin
dafo fisico aparente, sé les elimino la capa exterior a cada semilla separando la
nuez, se usé molino de engrane que se manipulo manualmente para la molienda
de la semilla, la harina de la semilla granulométricamente variada fueron colocadas
en frasco ambar almacenadas a 4°C en el refrigerador marca Torrey hasta el
momento de su uso.

4.1.6 Localizacién geografica de la semilla de pistacho (Pistacia vera L)

Se utilizé un lote de 4 kg de semilla de pistacho que fue conseguido mediante un
proveedor de San Cristobal de las Casas.
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4.1.7 Enzimas

A continuacion en la tabla 4.1 se describe los complejos enzimaticos empleados para
cada etapa del trabajo. (Anexo A-1)

Tabla 4.1 descripcion de los complejos enziméaticos comerciales

PREPARADO ACTIVIDAD FUENTE TEMPERATURA

ENZIMATICO OPTIMA

Viscozyme L. hemicelulasa, Aspergillus sp 40-50°C
celulasa

Pectinasa de | hemicelulasa, Aspergillus 40-60°C

Aspergillus celulasa, oculeatus

Aculeatus. pectinasa.

Celulasa celulasa Trichoderma 55°C

longibrachatum
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4.2 METODOLOGIA PARA LA EXTRACCION ACUOSA ENZIMATICA

DEL ACEITE DE CACATE, PINON y PISTACHO.

En lafigura 4.1 se muestra el diagrama de flujo del procedimiento empleado para la

extraccion de los aceites de cacaté, pifion y pistache.

| Materia prima Molienda y Evaluacion de relacion de
tamizado carga solido: liquido
Adicién de la enzima < Reposo de la muestra con
agua

!

Agitacion constante Centrifugacion

y

Optimizacion las

. Recuperacion de aceite
condiciones

v

Evaluacion del tiempo, Cinética de
extraccion de aceite

Andlisis de
resultados

La recuperacion del
aceite
A
»| Muestrasecaapeso —— » Soxhlet

constante

Figura 4.1 Metodologia para la extraccion acuosa enzimatica de aceite de

pifion y cacaté




4.2.1 Determinacion del contenido de aceite (soxhlet)

El contenido de aceite se determina como “grasa cruda” y se incluyen en la
determinacion los triglicéridos, que constituyen cerca del 99%, y el 1% restante
constituido por diglicéridos, monoglicéridos, fosfolipidos, pigmentos liposolubles,
vitaminas liposolubles, esteroles, alcoholes de alto peso molecular, etc. El contenido
de grasa cruda se determina por extraccion directa con un disolvente organico, tal
como éter de petréleo y hexano. El éter de petroleo (fraccion 40-60 °C) es el mejor
agente de extraccion directa de la grasa a partir de materiales secos, es mas
eficiente pero extrae también sustancias no grasas. Los métodos de referencia
implican la determinacion por pesada de la materia grasa. El método se realiza de la
manera mas conveniente utilizando extractores del tipo Butt o del tipo Soxhlet (figura
4.2) (Pearson, 1981 y Horwitz, AOAC, 1998).

Condensador __
Camara de
extraccion ——
Cartucho ____ 1L
N\
-~
|
Balon de destilaciéon
(a) SOXHLET

Figura 4.2 Esquema de los equipos empleados para determinar materia grasa.
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Procedimiento: se coloca la muestra sélida seca en el cartucho de papel de filtro y
se pesa. Colocar un segundo cartucho de papel de filtro para prevenir pérdidas de
muestra, dejando abierta la parte superior del cartucho. Colocar una pieza de
algodon adsorbente en la boca abierta del cartucho, a fin de distribuir el goteo del
solvente. Colocar un volumen de hexano en el balon de destilacion previamente
tarado. Asegurarse que el volumen empleado es suficiente como para evitar que el
baloén se seque y/o el material extraido se sobrecaliente. Armar el equipo y calentar
el hexano sobre una placa eléctrica. Mantener el goteo de solvente a una velocidad
= 150 gotas por minuto durante 6 h. Desarmar el equipo y destilar el hexano
contenido en el balén. Completar la eliminacion del solvente en estufa a 102 °C hasta
peso constante (1 a 2 h). Enfriar en desecador y pesar. El contenido graso se

Calcula segun:
(P, — P;).100

%contenido graso = 5
3

Donde P1 = peso en g del bal6n de destilacion empleado, P2 = peso del balén en g
conteniendo el extracto y PM = peso en g de la muestra (Horwitz, AOAC, 1998).

4.2.2 Extraccidn acuosa enzimatica

En la primera etapa del proceso de extraccion de aceite se determinaron los mejores
rendimientos de aceite, evaluando cuatro relaciones S:L(1:3, 1:4, 1.5y 1:6)(tabla 4.2)
a cada semilla, realizando cada relacion por triplicado, en el proceso se usaron tres
enzimas diferentes, usando solo la enzima Viscozyme L para la semilla de cacaté y
pifidn y en el pistache se evaluaron las tres enzimas de manera separada, para cada
enzima se evaluaron las cuatro relaciones obteniendo de esa manera la mejor
condicién S:L ,la variable de respuesta fue la cantidad de aceite obtenido en cada
una de esas condiciones.
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Tabla 4.2 Etapa 1 evaluacion de las condiciones en relacion solido:
liquido

VISCOZYME L. 1:3,1:4,1:5,1:6 (CADA RELACION POR TRIPLICADO)
PISTACHE PECTINASA DE 1:3,1:4,1:5,1:6 (CADA RELACION POR TRIPLICADO)

ASPERGILLUS

ACUELATUS.

CELULASA. 1:3,1:4,1:5,1:6 (CADA RELACION POR TRIPLICADO)
PINON VISCOZYME L. 1:3,1:4,1:5,1:6 (CADA RELACION POR TRIPLICADO)
CACATE VISCOZYME L. 1:3,1:4,1:5,1:6 (CADA RELACION POR TRIPLICADO)

Para evaluar cada relacion en la primera etapa del proceso y optimizar la cantidad de
agua apropiada para la extraccion de aceite de cada semilla , se pesaron las
cantidades de molidas respectivas (mismo procedimiento para cada semilla), cada
relacion se realiz6 por triplicado, a la harina se le adicion6é agua destilada(cantidad de
agua de acuerdo a la relacion S:L que se siguid en cada tratamiento)dejandolo en
reposo y refrigeracion por 24 horas, una vez hidratada la harina se adiciona el
preparado enzimatico a una concentracion de 2%. En cada lote se utilizé el
preparado enzimatico, a temperatura ambiente con una velocidad de agitacion de
200 rpm por un periodo de 4 h en una agitadora marca New Brunswich Scientific.
Transcurrido el tiempo de hidrélisis cada matraz fue sometido a un bafio de agua con
calentamiento a 100°C durante 5 min, seguido de un bafio frio por 5 min para
inactivar la enzima.

El contenido de cada matraz fue trasladado a tubos Falcén de 50 mL, los cuales
fueron centrifugados a 20,000 rpm durante 25 min a una temperatura de 4°C en una
centrifuga marca Eppendorf. También se incluyé un tratamiento testigo, el cual se
sometio al mismo tratamiento descrito s6lo que no contenia enzima.

Acontinuacion se implementé la técnica para la separacion de la fraccion de aceite
extraido y la cuantificacion para la optimizacion de las condiciones adecuadas, el
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aceite obtenido se pesd y los resultados se registraron en gramos, usando las
relaciones de mayor rendimiento para el desarrollo experimental de la cinética.(tabla
4.3)

Tabla 4.3 Descripcion de las etapas realizadas en el trabajo

SEMILLA COMPLEJO ENZIMATICO ETAPA 1 ETAPA 2
CACATE VISCOZYME L. )

EVALUACION DE LAS EVALUACION DEL
PINON VISCOZYME L CONDICIONES EN COMPORTAMIENTO

RELACION A CANTIDAD | CINETICO DE LA

PISTACHE VISCOZYME L. SOLIDO: LIQUIDO HIDROLISIS

ENZIMATICA BAJO LAS
CONDICIONES DE LA
ETAPA 1.

PECTINASA DE
ASPERGILLUS
ACULEATUS.

CELULASA.

Para la cinética se realizé el mismo procedimiento, por triplicado, se evalué el tiempo
en el que el rendimiento de aceite es mayor, se realiz6 la evaluacion cada 30 min,
durante varias horas, tomando el primer tratamiento en el tiempo 0, y cada 30 min
respectivamente. Los tratamientos fueron enumerados de la siguiente manera para
cada cinética 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,8 etc., por triplicado. Para determinar el tiempo en el
cual se obtuvo mejor respuesta se realiz6 una curva con los resultados obtenidos de
la cantidad de aceite.

En la tercera parte del proyecto se realizé la extraccion de aceite de 5g de muestra
seca de cada semilla a peso constante, usando el equipo soxhlet y realizando la
extraccién con hexano como solvente, la operacion duro 6h, para cada semilla.

4.3 DISENO ESTADISTICO
4.3.1 Identificacion y exposicion del problema

La hidrolisis enzimatica de Jatropha Curcas L ,Oecopetalum mexicanum y Pistacia
vera L. se realiz6 por triplicado, en la primera etapa se realizd la prueba de cuatro
relaciones S:L, en la segunda etapa se desarroll6 la cinética de extraccion de en las
condiciones adecuadas del proceso cada 30 min durante varias horas.
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Eleccién de los factores, niveles y rangos
El experimento fue ejecutado con un solo factor con:
a= cantidad de agua (1:3; 1:4; 1.5, 1:6)

n= 3 repeticiones

4.3.2 Etapa 1
Seleccioén de la variable de respuesta

Esta definida por el resultado de la influencia de la relacion S:L sobre el rendimiento
del aceite. Esta etapa se realizé con el fin de optimizar las condiciones de la hidrolisis
acuosa enzimatica de cada semilla.

El disefio consistidé en evaluar cuatro relaciones S:L, cada una por triplicado, la cual
sumaron doce unidades experimentales, todas las relaciones evaluadas fueron
sometidas a las mismas condiciones de temperatura, 200 rpm durante 4h. El mismo
disefio fue usado para el pifion, cacaté y pistache tabla 4.4. En el caso del pifién y
cacaté donde solo se usé una enzima la relacion S:L fue evaluada solo para esa
enzima, en el pistache la relacion S:L fue evaluada para cada una de las tres
enzimas utilizadas.

Tabla 4.4 Tratamientos con cada relacién de carga soélido: liquido

NUmero de 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tratamientos

Relacion 1:3 1:3 1:3 1:4 1:4 14 15 1:5 1.5 1:6 1:6 1:6

Solido: liquido

En esta etapa se realiza la comparacion de las cantidades de aceite obtenido en
cada una de las relaciones S.L de las tres semillas en cada enzima empleada, una
vez optimizadas las condiciones en esta primera etapa se realiza la cinética de
extraccion de aceite para evaluar el tiempo de hidrolisis en la que se obtiene mayor
cantidad de aceite.
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4.3.3 Etapa 2
Seleccidn de la variable de respuesta

La etapa consiste en evaluar la influencia del tiempo en el resultado del aceite
obtenido, por la cual se lleva a cabo la cinética de extraccion de aceite de las tres
semillas con las enzimas respectivas con la cual se trabajé cada una de ellas en la
etapa anterior, el objetivo de esta etapa fue obtener los rendimientos de aceite en la
cinética cada 30 min empezando por el tiempo cero, el ensayo del tiempo cero no
contenia enzima pero fue sometido a 5 min en agua hirviendo y luego 5 min de agua
fria, como el procedimiento que se llevd a cabo para inactivar la enzima de los
demas ensayos.

La cinética se realiz6 evaluando cada media hora la cantidad de aceite obtenida
después de la hidrolisis para cada semilla con cada una de las enzimas empleadas,
bajo las mismas condiciones de temperatura y agitacion de la etapa 1 y tomando en
cuenta el resultado de la evaluacion de la relacion S:L. La cinética se realizo en 4h la
primera vez, para realizar un pre-analisis de la curva que se realizé con los
resultados obtenidos hasta las 4h , después de observar los resultados en algunas
semillas se requirié evaluar el tiempo en mas de 4h hasta que el resultado se
mantuviera constante o en el menor de los caso decayera.

Esta etapa obtiene como resultado el tiempo en el que se alcanza la cantidad
maxima de aceite extraido con la hidrolisis enzimatica.

4.4 RECUPERACION DEL ACEITE

La fraccion de aceite se recuper6 extrayendo con una jeringa y se almacené en tubos
Ependorf de 20 ml a 4°C. La fase acuosa y sélida fue almacenada en tubos Falcon
bajo las mismas condiciones que el aceite. Los resultados de las dos etapas del
proceso son aproximados debido al método de separacion del aceite de la fase
acuosa.
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5 RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 RECUPERACION DEL ACEITE DESPUES DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA,
PARA LA EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE LA RELACION SOLIDO:
LIQUIDO

En la tabla 5.1 se presentan los resultados de la hidrolisis enzimatica para la
evaluacion del efecto de las relaciones S:L para la semilla de pifion, empleando la
enzima Viscozyme L.

Tabla 5.1 Influencia de la relacion de carga solido: liquido sobre el rendimiento
de aceite extraido de la semilla de pifidon

Relacion sdlido: | Recuperacién del Promedio % de aceite
liguido aceite en gr. extraido
1:3 5.86 1.95+0.0215 39.09°
1:4 3.80 1.27+0.08 25.34°
1:5 6.84 2.28+0.18 45.58°
1.6 6.86 2.29+0.01 45.73°

En la tabla 5.1 muestran los resultados de las tres repeticiones en el ensayo
experimental. La relacibn con mejor rendimiento de aceite extraido fue de 1:6.
Estadisticamente la relacién 1:3 y 1:6 son diferentes, mientras que los resultados de
la relacion 1:5 y 1:6 no muestran una diferencia significativa entonces es decir son
iguales. Los resultados sugieren que para el caso del pifion no se le atribuye a que
en suspensiones muy diluidas, la posibilidad de la interaccion enzima-sustrato es
baja (Li et al., 2001), por lo tanto puede favorecerse el resultado del aceite obtenido.
La desventaja de este tipo de suspensiones es la separacion del aceite de la fase
acuosa, esto pudo deberse a que en suspensiones muy diluidas se favorece la
formacion de una emulsion estable que dificulta mantener el aceite en suspension
(De Moura et al., 2008).

La tabla 5.2 muestra los resultados de la hidrolisis enziméatica para la evaluaciéon S: L
de la semilla de cacaté empleando la enzima Viscozyme L.
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La relacion S: L 1:5 es donde se obtuvo la mayor cantidad de aceite, entre la relacion
1:5 y 1:6 no hubo diferencia estadistica significativa, por lo tanto tomando en cuenta
las ventajas de una suspension con menos contenido de agua, la relacién S:L 1:5 es
la mas a adecuada para la extraccion de aceite de cacaté empleando la enzima
Viscozyme L. resultados similares han sido reportados por Moura y Johnson (2009)
encontrando el maximo rendimiento en una relacion 1:5.

Tabla 5.2 Influencia de la relacién de carga solido: liquido sobre el rendimiento
de aceite extraido de la semilla de cacaté

Relacion sdlido: | Recuperacion del Promedio % de aceite
liquido aceite en gr. extraido
1:3 0.9 0.3+0.01 6°
1:4 2.4 0.8+0.01 16"
1:5 8.3 2.77+0.015 55.3%
1:6 7.8 2.6+0.02 522

Picuric-Jovanovic et al., (1997) mencionan que una adecuada relacion sélido: liquido
permitira el acceso de la enzima a la pared celular de la semilla oleaginosa ya que
permite la difusion de la enzima hacia el sustrato.

Los resultados que se muestran en la tabla 5.3 corresponden a la hidrolisis
enzimatica de la semilla de pistacho de la evaluacion S: L con tres enzimas
diferentes, Viscozyme L, Pectinasa de Aspergillus Aculeatus y Celulasa.

El resultado de la tabla 5.3 para la evaluacion de la relacion sélido: liquido de la
semilla de pistacho se utilizaron tres diferentes complejos enzimaticos a diferencia de
las otras dos semillas, por lo tanto la evaluacion se realizo para las tres enzimas.

Los resultados muestran que para la enzima Viscozyme L, la relacibn con mayor con
mayor aceite extraido (12%) después de las 4 h de hidrolisis enzimética fue la
relacion de carga 1:5.

Los resultados obtenidos de la relacion 1:5 y 1.6 no presentaron una diferencia
estadistica significativa. Resultados similares han sido reportados por Moura y
Johnson (2009) encontrando el maximo rendimiento en una relacién 1:5.

Para la enzima Pectinasa de Aspergillus Aculeatus, el mayor porcentaje de aceite
extraido se obtuvo con la relacién S: L 1:6, analizando la tabla 5.3 podemos ver que
los resultados de las relacion de carga 1:3 y 1:5 tampoco son muy variables, por lo
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tanto si solo tomamos en cuenta el % de las tres repeticiones de la relacién 1:6
podemos decir que la condicién Optima para la semilla de pistacho empleando la
enzima Pectinasa de Aspergillus Aculeatus es la relacion S: L 1:6. Los resultados
fueron similares para la semilla de pifion con el empleo de la enzima Viscozyme L.

Tabla 5.3 Influencia de la relacion de carga solido: liquido sobre el rendimiento
de aceite extraido de la semilla de pistacho

a) Viscozyme L
Relacion solido: | Recuperacion del Promedio % de aceite
liguido aceite en gr. extraido
1:3 0.9 0.3+0.001 6
1:4 1 0.33+0.001 6.67
1:5 1.8 0.6+0.011 12
1:6 1.7 0.5740.0025 11.33
b) Pectinasa de Aspergillus Aculeatus
Relacion solido: | Recuperacion del Promedio % de aceite
liguido aceite en gr. extraido
1:3 3.5 1.17+0.004 23.33
1:4 2.6 0.87+0.0023 17.33
1:5 3.4 1.134+0.0012 22.67
1:6 3.9 1.34£0.002 26
C) Celulasa
Relacion sdlido: | Recuperacion del Promedio % de aceite
liquido aceite en gr. extraido
1:3 3.1 1.3340.0011 20.67
1:4 2.1 0.7+£0.0015 14
1:5 2.6 0.87+0.001 17.33
1.6 2.8 0.93+0.001 18.67

La tabla 5.3 parte ¢ muestra los resultados de la prueba de la relacion de carga S: L
de la semilla de pistacho empleando la enzima Celulasa, obteniéndose el mayor
porcentaje de aceite extraido empleando la relacion 1:3, los resultados de la relacion
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1:3 y 1:6 no tiene una diferencia estadistica significativa, lo mismo sucede con la
relacion 1:5 y 1:6. Por las ventajas que tiene el uso de poca agua al momento de la
separacion del aceite de la fase acuosa, la relacion 1:3 es la 6ptima para realizar la
hidrolisis enzimatica con el empleo de la enzima Celulasa.

Los resultados de la prueba de relacion se realizé con el fin de saber en qué
concentraciones de agua habia un mayor rendimiento de aceite para cada semilla
con cada complejo enzimatico empleado. Para la siguiente etapa se evalud el
comportamiento cinético de la hidrolisis enzimatica de las tres semillas empleando
las mismas enzimas y las mejores condiciones de la relacion sdlido: liquido.

5.2 RECUPERACION DEL ACEITE DESPUES DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA
EVALUANDO LA INFLUENCIA DEL TIEMPO

Los siguientes datos muestran los resultados de la cinética de extraccion de aceite
de las tres semillas, se evallua el tiempo en el que los rendimientos de aceite son
mucho mayor, las graficas muestran el tiempo en que las cantidades de aceite se
mantienen constantes.

5.2.1 Cinética de extraccion de aceite de pifién

La grafica (figura 5.1) muestra los resultados de la cinética de extraccion de aceite de
la semilla de pifién. Para la hidrolisis enziméatica se emple6 15 g de muestra de
harina, se utilizé la relacion optima S:L 1:6 obtenida en la primera parte del proyecto,
empleando Viscozyme L. La concentracion de enzima empleada en ambas etapas
del experimento fue de 0.2 %.

La grafica (figura 5.1) muestra que a un tiempo de incubacién de 6.5 h se alcanz6 el
maximo contenido de aceite extraido de la hidrolisis acuosa enzimatica (8.15+0.06)
de la semilla de pifibn empleando la enzima Viscozyme L. El resultado de las 6 y 6.5
h deja ver que no hay una diferencia significativa en cuanto a la cantidad de aceite,
en un tiempo mayor (7 h) no se observo diferencia significativa con respecto a 6.5 h.
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Figura 5.1 influencia del tiempo en la extraccién de aceite de piidn empleando la
enzima Viscozyme L.

5.2.2 Cinética de extraccion de aceite de cacaté

Para la cinética de extraccion del aceite de cacaté los resultados muestran que, a las
6 h de la hidrolisis se obtuvo la méaxima cantidad de aceite extraido(3.59+0.02), a las
6.5 h el resultado se mantuvo y a las 7h los resultados empiezan a disminuir de
manera moderada, eso puede deberse a que con el tiempo de agitacion constante se
pueden formar emulsiones eso depende también de la cantidad de agua esa es otra
de las desventajas de emplear mucha agua y la influencia de tiempo de agitacion, los
valores de los resultados de aceite extraido son aproximados por el tipo de método
empleado para la separacion del aceite de la fase acuosa.
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Figura 5.2 influencia del tiempo en la extraccion de aceite de cacaté empleando
enzima Viscozyme L.

5.2.3 cinética de extraccion de aceite de pistacho

Los siguientes resultados muestran el tiempo en que se obtuvo mayor cantidad de
aceite en la semilla de pistacho, la cinética se realiz6 para las tres enzimas
empleadas en esta semilla por separadas. Los resultados de las cantidades de aceite
gue se muestran en cada grafica son de tratamientos de 10 g de muestra de harina.
Las enzimas empleadas fueron Viscozyme L, Pectinasa de Aspergillus Oculeatus y
Celulasa.
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Figura 5.3 influencia del tiempo en la extraccidén de aceite de pistacho empleando
Viscozyme L.

Como podemos observar en la grafica (figura 5.3) los resultados de la cinética de la
semilla de pistacho con la enzima Viscozyme L, el comportamiento de la gréfica
indica que a las 7h se alcanza obtener con la hidrolisis enzimética la mayor cantidad
de aceite (4.63+0.03), la grafica muestra los resultados de forma ascendente desde
el tiempo 0 hasta las 7h, es a las 7.5h que los resultados empiezan a descender de
manera moderada.

68



6.000 -

5.000 -
= = k 3
I =
4.000 - : I
(@))
S 3.000 - !
s :
—
-g 2.000 !
. . =z
<
k3
1.000 -
x
O-OOO T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo h

Figura 5.4 influencia del tiempo en la extraccion de aceite de pistacho empleando

enzima Pectinasa de Aspergillus Aculeatus.

Los resultados de la grafica (figura 5.4) muestra la cinética de extraccion del aceite
de pistacho empleando la enzima Pectinasa de Aspergillus Aculeatus. Los resultados
indican que a las 5 h de la hidrolisis enzimética se alcanzé la maxima recuperacion
de aceite de la semilla (4.823+0.03), a partir de este tiempo el contenido de aceite
extraido se mantuvo constante.

Los resultados que se muestran en la gréafica (figura 5.5) corresponden a la cinética
de extraccion del aceite de pistacho empleando la enzima Celulasa, el
comportamiento de la grafica muestra un aumento lineal gradual en el contenido de
aceite extraido conforme transcurrié el tiempo de incubacién enzimatica
obteniéndose la maxima cantidad de aceite a las 5,5h de la hidrolisis enzimatica
(4.913+0.07).
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Figura 5.5 influencia del tiempo en la extraccion de aceite de pistacho empleando

enzima Celulasa.

Comparando el comportamiento de la cinética del aceite extraido con la enzima
Viscozyme L (figura 5.3), el obtenido con la enzima Pectinasa de Aspergillus
Aculeatus (figura 5.4) y la cinética con la enzima Celulasa se observa que con
Pectinasa es posible obtener la mayor cantidad del aceite extraido en un menor
tiempo obteniéndose el maximo contenido (4.63+£0.03g aceite) a las 5 h mientras que
con Viscozyme L la extraccion fue mas lenta obteniéndose hasta las 6.5 h un maximo
de (4.823£0.03g de aceite). Mientras que con Celulasa se obtuvo (4.913+0.079g
aceite) pero en un tiempo de 5.5 h. Independientemente del tipo de enzima empleada
con las tres se alcanzd la misma cantidad maxima de aceite pero en diferentes
tiempos.

El resultado de la comparacién de las graficas de las tres enzimas empleadas en la
cinética de extraccion de aceite de pistacho y la evaluacion de la influencia del
tiempo, como se ve no tienen el mismo comportamiento una enzima requiere mas
tiempo que las otras dos, lo Unico que tienen en comun es la cantidad de aceite
maxima extraida mediante este método porque no tiene una diferencia significativa,
por lo tanto podemos decir que la capacidad hidroliticas de una enzima es mucho

70



mas eficiente que otra por el tiempo que requiere para sacar de la semilla la maxima
cantidad de aceite posible, en la hidrolisis influye la concentracién de agua por eso
las relaciones solido:liquido utilizada para la evaluacion de la influencia del tiempo
fue de la primera etapa.

5.3 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACEITE, METODO SOXHLET

En la tercera etapa del proyecto se determinaron las cantidades de aceite de las tres
semillas con el método soxhlet con el fin de tener el porcentaje correspondiente de
cada semilla y un punto de comparacién con los rendimientos del método que se
empled para la cinética de extraccion de aceite de las semillas en cada enzima. Para
saber el porcentaje de aceite que contiene 5g de muestra seca a peso constante de
cada semilla se utilizé la férmula que se menciona anteriormente donde se explica en
gué consiste el método soxhlet.

La tabla 5.4 muestra el contenido de aceite, que se determinaron mediante el método
soxhlet, utilizando hexano como solvente.

Tabla 5.4 Contenido de aceite obtenido mediante el método soxhlet usando
hexano como solvente.

Semilla Contenido de aceite
(Soxhlet)
Jatropha curcas L 58%
Oecopetalum mexicanum 40%
Pistacia vera L. 50%

El contenido de grasa reportado por Makkar et al., (1998) fue de 55-62% para el
pifidn empleando el método soxhlet. Centurién et al., (2000) reportaron un contenido
de grasa de 30.7 % y proteina de 8.0% de una semilla de cacaté cosechada en el
municipio de Tlacotlalpa, Tabasco. Woodroof (1979) reporta 54.70-58.30% extraido
de aceite con éter para la semilla de pistacho.

La variacion pudo estar influenciada por las condiciones de extraccion del aceite
(Solis-Fuentes et al., 2001), la localizacion geografica de la zona de recoleccién, la
época de cosecha vy los cambios climaticos (Belén et al., 2001; Matos y Acufia,
2010).
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Comparando los resultados con las maximas cantidades de aceite obtenido en la
hidrolisis enzimética en la etapa donde se realiz6 la cinética donde se evalud la
influencia del tiempo podemos concluir si el método de extraccion que se utilizé para
este proyecto resulta conveniente en cuanto a rendimientos, se realiza la
comparacion del contenido de aceite en la semillas determinado por soxhlet con los
de la cinética de extraccion de aceite de las semillas.

Tabla 5.5 Comparacion del contenido de aceite extraido mediante el método
soxhlet con los obtenidos mediante la hidrolisis acuosa enzimética.

Porcentaje de aceite extraido

Semilla (Soxhlet) % Hidrolisis acuosa
enzimética %

Jatropha curcas L 58 54.33 Viscozyme L

Oecopetalum mexicanum 40 36 Viscozyme L

46.60 Viscozyme L
Pistacia vera L 50 48 Pectinasa de
Aspergillus Aculeatus.
48.9 Celulasa

Los porcentajes que muestra la tabla 5.5 en la hidrolisis enzimatica corresponden a
las cantidades mas altas obtenidas de aceite en gramos en la evaluacion de la
influencia del tiempo.

La tabla 5.5 hace la comparacién de los rendimientos con el método acuoso
enzimatico con los resultados obtenidos de contenido de aceite de las semillas
mediante el método soxhlet, la tabla 5.5 dice que en 15gr de harina de pifién se
puede extraer 54.33% de aceite empleando el método de hidrolisis enzimatica con la
enzima Viscozyme L durante 6.5h empleando una relacion S:L 1:6, ademas que en
10gr de harina de cacaté se puede extraer 36% de aceite mediante hidrolisis
enzimatica empleando la enzima Viscozyme L en un tiempo de 6h, con una relacion
S:L 1:5.




Para la semilla de pistacho la tabla 5.5 nos dice que utilizando el método de la
hidrolisis enzimatica y empleando la enzima Viscozyme L, con una relacion S:L 1:5
se puede obtener un 46.60% de aceite en un tiempo de 7h. Empleando la enzima
Pectinasa de Aspergillus Aculeatus con una relacion S:L 1:6 se puede obtener 48%
de aceite en un tiempo de 5 h. Empleando la enzima Celulasa con una relacién S:L
1:3 y con un tiempo de hidrolisis de 5.5 h se puede obtener hasta un 48.9% de
aceite extraido mediante este método, siendo la enzima Celulasa la que tuvo el
mayor rendimiento de aceite en la semilla de pistacho.
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6 CONCLUSION

Relacién sélido: liquido

La mayor cantidad de aceite acorde a la relacion solido: liquido para la semilla de
pifidn fue 1:6, a 200rpm durante 4h de hidrolisis enzimatica empleando la enzima
Viscozyme L aunque analiticamente los resultados no mostraron diferencia
significativa, la semilla de cacaté obtuvo mayor cantidad de aceite con la relacion de
carga solido: liquido 1:5 empleando la enzima Viscozyme L a las mismas condiciones
de agitacion y tiempo que la semilla de pifion y para el pistache se evalud tres
enzimas comerciales diferentes,para cada enzima se evaluaron las mismas cuatro
relaciones de carga solido: liquido los cuales para la enzima Viscozyme L se
observé mayor cantidad de aceite con la relacién 1:5 al igual que el cacaté, para la
enzima Pectinasa de Aspergillus Aculeatus la relacion sélido: liquido que favorecio el
resultado fue 1:6 al igual que el pifidn, y para la Celulasa el mejor resultado fue con
la relacion 1:3 las condiciones fueron las mismas en todas las semillas en cuanto a
tiempo solo para esta etapa, mismas condiciones de agitacion y la misma
concentracion de enzima a 0.2%. Por lo tanto la relacion de carga si influye en el
resultado de la cantidad de aceite extraido por lo que para optimizar el proceso de
extraccion es importante tomar en cuenta que para cada semilla y empleando
diferentes preparados enzimaticos se requiere diferentes relaciones de carga
solido:liquido.

Cinética de extraccion de aceite

Para el pifion el maximo rendimiento de aceite lo obtuvo a las 6.5h de la hidrolisis,
empleando la enzima Viscozyme L, una relacion solido: liquido 1:6,a 200rpm con una
concentracion de enzima de 0.2%, obteniendo un rendimiento total de 54.33%.

El cacaté obtuvo su maximo rendimiento a las 6h de la hidrolisis enzimatica,
empleando la enzima comercial Viscozyme L a una concentracion de 0.2%, una
relacion solido: liquido 1:5 a 200rpm, el porcentaje total de aceite en estas
condiciones fue de 36%.

Para el pistache la hidrolisis enzimatica se llevd acabo a 200rpm, con una
concentracion de enzima de 0.2%, para la enzima Viscozyme L se realiz6 a una
relacion de carga solido: liquido de 1:5 y los resultados fueron favorecedores a las
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7h de la hidrolisis obteniendo un rendimiento total de 46.40% de aceite extraido. Para
la enzima Pectinasa de Aspergillus Aculeatus se realizé con las mismas condiciones
que la anterior excepto la relacion de carga solido: liquido 1:6 y el tiempo donde se
observa el mayor resultado de aceite es a las 5h obteniendo un porcentaje total de
48%. De igual manera para la enzima celulasa, la hidrolisis se realiza a 200rpm, con
una concentracion de enzima de 0.2%, una relacion solido: liquido de 1:3 y su mayor
rendimiento de aceite resulta a las 5.5h de la hidrolisis obteniendo un porcentaje total
de 48.9%. por lo tanto en todas las condiciones descritas anteriormente podemos
concluir que para cada tipo de enzima en las diferentes semillas aplicadas,el tiempo
donde se obtiene la mayor cantidad de aceite tienen diferencias de una semilla a otra
empleando diferentes complejos enzimaticos ,sin embargo, los porcentajes maximos
obtenido a esos tiempos indican que el método acuoso enzimatico es una buena
alternativa de obtencion de aceite tomando en cuenta las ventajas que tiene el uso
de este método y tomando en cuenta que los resultados son valores aproximados del
aceite debido al tipo de estrategia empleada para la separacion del aceite de la fase
acuosa.

El comportamiento de las graficas indica que en todos los casos se presenta un
comportamiento sigmoidal que se debe a la presencia de dos mecanismos: la
transferencia de masa intraparticular y posteriormente la reaccion enzimatica.

Determinacion del contenido de aceite, método soxhlet

Para tener un punto de comparacion con los resultados de la hidrolisis enzimatica de
las semillas, se determinaron las cantidades de aceite total por el método soxhlet
empleando hexano como solvente y se obtuvo, pifion con un 58% de contenido de
aceite total, cacaté 40% de aceite total y pistacho 50% de aceite total.

Los resultados obtenidos mediante hidrolisis enzimatica comparados con los
obtenidos con soxhlet no tiene una diferencia significativa lo cual significa que el
método acuoso enzimatico es realmente una buena alternativa de extraccion de
aceite considerando que los métodos convencionales son muy contaminantes y
peligrosos por el uso de solventes y otros tienden a perder mucho aceite en el
proceso, la ventaja del uso de enzimas es que en los procesos de extraccion las
condiciones son menos severas.
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ANEXOS

(A-1) Enzimas

Specification

Storage

Safety Aspects

Enzyme business
Novo Nordisk A/S
Novo Allé

2880 Bagsvaerd

Viscozyme® L

Viscozyme L is a multienzyme complex containing a wide range of carbohydrases,
including arabanase, cellulase, Q-glucanase, hemicellulase and xylanase. The enzyme
also has activity against the branched pectin like substances found in soy bean cell
walls. The enzyme preparation is produced from a selected strain of the

Aspergillus group.

The optimum conditions for the activities of this enzyme complex are pH 3.3-5.5 and a
temperature of 40-50°C.

Appearance
Viscozyme L is a clear brown liquid with a density of approximately 1.2.

Activity
Viscozyme L has a declared activity of 100 FBG/g. The analytical method is available
upon request.

Standard packing
Viscozyme L is available in 30-kg jerry cans and in 250-kg steel drums.

When Viscozyme L is stored at 25°C, the declared activity is maintained for at least 3
months. For longer storage periods, a loss of 1-2% per month may occur. When stored
at 5°C, the product will maintain the declared activity for at least one year.

Approval status
Viscozyme L is produced according to FAO/WHO JECFA and FCC recommendations,
supplemented with a maximum limit of 10%/g for moulds.

Handling precautions

The product is non-flammable, completely miscible with water and safe when used
according to directions. Enzyme dust may cause sensitization when inhaled.

Use normal handling precautions against inhalation of dust from the dried product or
direct body contact. In case of spillage or accidental contact with skin or eyes, rinse by
flushing with water.

A separate Novo Nordisk leaflet, "How to handle liquid Novo Nordisk enzymes - safely"
(B 144), and a Material Safety Data Sheet on the product are available on request.

Tel. +45 4444 8888 Ferment Ltd. Tel. +41 61 7656111
Fax +45 4444 1021 Neumatt Fax +41 61 7656333
Telex 37560 Dittingen Telex 962970

Switzerland
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Application Viscozyme L is a special enzyme used in the breakdown of cell walls for the

extraction of useful components from plant tissues and in the processing of cereal
and vegetable materials.

Extraction of materials from plant cells may be improved by pretreating the plant
material with Viscozyme either before conventional processing or as part of an
enzyme-based extraction process. The ability of the enzyme to function at low
temperatures will result in a reduced energy demand for the extraction and less
thermal degradation of the desired materials. In addition the absence of significant
levels of amylase and lipase activity in the preparation means that these major
components of plant materials will not be affected during the extraction process.
The multi-component nature of Viscozyme is of particular use for the processing of
plant materials in the alcohol, brewing, starch and related industries. The ability of
the enzyme to liberate bound materials and to degrade non-starch polysaccharides
can be used to improve starch availability in fermentation and to generally reduce
viscosity and hence improve yields.

For reduction of (3-glucans a dose rate of 0.02-0.1% on grist weight is
recommended. For other applications a preliminary recommendation is 0.05-
0.1%.

Technical

Service

Novo Nordisk's experienced industrial application group has laboratory facilities in
the USA, Japan, South-East Asia, Switzerland and Denmark and we will be pleased
to assist you with further information on the properties and optimum use of

Viscozyme.
Enzyme business
Novo Nordisk A/S Tel. +45 4444 83888 Ferment Ltd. Tel. +41 61 7656111
Novo Allé Fax +45 4444 1021 Neumatt Fax +41 61 7656333
2880 Bagsvaerd Telex 37560 Dittingen Telex 962970

Switzerland
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Pectinase from Aspergillus aculeatus

aqueous solution, 23,800 units/mL

Synonym: Pectinex” Ultra SPL

Descripciéon
Other Notes

View more information on enzymes for complex carbohydrate analysis at www.sigma-
aldrich.com/enzymeexplorer

Legal Information

A product of Novozyme Corp.

Pectinex is a registered trademark of Novozymes Corp.
Application

Pectinase is an enzyme from Aspergillus aculeatus that is used in plant protoplast
preparation to digest cell wall prior to organelle isolation. It has been used to conduct
partial saccharification of sugars. Pectinases are used to study their role in the invasion of
plant tissues by phytopathogens, the spoilage of produce and various food processing and
plant biotechnology applications. Pectinase, product P2611, has been used to treat leaf discs
from fifth wild-type and sitiens leaves'.

Biochem/physiol Actions

Pectinase is an active pectolytic enzyme preparation produced by a selected strain of
Aspergillus aculeatus that contains mainly pectintranseliminase, polygalacturonase, and
pectinesterase and small amounts of hemicellulases and cellulases. Pectinase hydrolyzes
pectin, which is a component of the cell wall. They may attack methyl-esterified pectin or
de-esterified pectin. It is a source of pectinase activity, also containing cellulase and
hemicellulase activities.

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p2611?lang=es&region=MX
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CELLULASE

DESCRIPTION

CELLULASE is an enzyme derived from the fermentation of a selected strain of
Trichoderma longibrachatum. This product is characterized by its ability to modify,
hydrolyze, or degrade the carbohydrate cellulose. CELLULASE contains all three
enzymatic activities (endo- and exo-cellulase and beta-glucosidase activities) required to
achieve complete cellulose hydrolysis. Other significant side activities include _-
glucanase, pectinase and arabinoxylanase. Typical applications include releasing bound
water from adsorbent gums, filtration improvement, viscosity reduction, degradation and
modification of soluble gums and fiber, and freeing materials from enveloping cellulosic
matrices. CELLULASE can be used for both partial or complete hydrolysis, depending
on dosage and conditions.
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# CELLULASE is supplied as a tan powder which is readily miscible in water.
# The product is standardized to 75,000 CU / g.
# CELLULASE can be sold as a custom blend at any strength below 75,000 CU / g.
# CELLULASE is sold as a GRAS product and complies with current FAO/WHO and FCC
recommendations for food grade enzymes.
# This product is essentially free of protease, amylase, and lipase activities.
STORAGE & PACKAGING

Please inquire about our available packaging options.

This product should be kept in a cool dry location. The drum should be kept closed when
not in use. Exposure to high humidity and temperature is not recommended.
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