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Resumen

En este proyecto se llevo a cabo la extraccion de aceite de semillas de higuerilla
mediante extraccion acuosa y tratamiento enzimatico usando la Metodologia de
Superficie de Respuesta (MSR) para lograr maximizar el rendimiento al emplear un
tratamiento enzimatico previo a la extraccion con solventes para obtener aceite de
semillas de higuerilla (Ricinus communis), el cual contiene un 56.64 % de aceite.
También se evaluo el efecto que tiene este tratamiento sobre las caracteristicas de
la calidad de los aceites obtenidos. Los factores evaluados del tratamiento
enzimatico fueron: el tipo de enzima (Celulasa, Hemicelulasa, peptinasa y
Vizcozyme L. un complejo enzimatico con mezclas celuliticas con una actividad de
amplia gama de carbohidrasas), concentracion de enzima (2, 2.5, 3, 3.5, y 4% resp.
al sustrato), relacion solido: liquido (1:2, 1:3, 1:4, 1:5y 1:6), tiempo de hidrdlisis (4,
5,6,7y8horas)ylas rpm (100, 150, 200, 250 y 300). Los 6ptimos obtenidos fueron:
concentracion de enzima=3.5%, relacion solido: liquido= 1:3, tiempo de hidrélisis=
7 horas, rpm= 250 y el tipo de enzima fue vizcozyme L. lo que logro alcanzar un
rendimiento experimental de 74.55% en comparacion del rendimiento obtenido con
la extraccion convencional (sin aplicacion de enzimas). En cuanto al efecto del
tratamiento enzimatico sobre la calidad del aceite; la humedad y compuestos
volatiles, indice de refraccion, indice de acidez, indice de acidez y indice de
saponificacion se ven significativamente afectados cuando se aplican enzimas al
ser comparados con la extraccion convencional; asi mimo los acidos grasos libre y
el valor acido no se ve significativamente afectados. Es por ello que la aplicacion de
esta tecnologia aplicando enzimas es viable y puede resultar rentable por los niveles
de higuerilla que se produce a nivel nacional.



Introduccion

Los aceites esenciales, como extractos de plantas han sido utilizados desde tiempos
remotos para la obtencidon de aromas y sabores. En los ultimos afos se han
estudiado los extractos y aceites esenciales de semillas, condimentos y especias
desde el punto de vista funcional. Se han realizado estudios si los aceites esenciales
contienen actividad antimicrobiana, si tienen funcion como agentes antioxidantes o
si aportan nutrientes (Peredo, 2009). Los métodos de extraccién de los aceites
determinan el uso de los mismos. Debido al disolvente puede contaminarse o limitar
su uso, esto de acuerdo a su toxicidad del disolvente y el método utilizado para su
eliminacién.

Los métodos de extraccion de aceites que se han registrado actualmente son:
extraccidon mecanica, extraccion por solventes. Una vez obtenidos los aceites se les
da diferentes tipos de usos, que va desde el uso alimenticio como usos industriales
en fabricacién de cosméticos, fabricacion de plasticos y empleado en la extraccion
y fabricacion de hidrocarburos, es el caso del llamado biodiesel que por medio de
una reaccion de transesterificacién. es obtenido, de manera simple, se puede
realizar de aceites usados, asi como diferentes tipos de grasas animales sino
también todo tipo como de origen vegetal (Gonzalez, 2012).

Los métodos mas utilizados a nivel industrial de extraccion de aceites de semillas
son en las que hacen uso de solventes organicos, esencialmente hexano, y el
prensado. El caso del primero es mas eficiente, sin embargo, los solventes
organicos utilizados son toxicos e inflamables, como de altos costos energético y la
desolventizacion dafa las propiedades fisicoquimicas del aceite. Para conservar la
calidad de los principios bioactivos del aceite, tales como acidos grasos
polinsaturados y antioxidantes, es conveniente un método de extraccion suave
como el prensado en frio, sin embargo este ultimo presenta bajos rendimientos
(Hoffmann, 1989; Norris, 1982).

Para la extraccion de aceite de semillas oleaginosas se conocen diferentes métodos
para la obtencién, el uso de solventes con o sin pre-prensado procesos mas
utilizados a nivel industrial, en el cual la semilla se somete a extremas condiciones

como altas presiones o temperaturas, resultando eficiente en cuanto a los
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rendimientos de extraccion, aunque la calidad del aceite como la harina desgrasada
es disminuida (Hoffmann, 1989), causada por la inactivacion de vitaminas y
sustancias activas presentes en la materia prima.

Actualmente debido a las grandes desventajas de los métodos de extraccidn de
aceites conocidos, ha surgido la importancia de investigar nuevos métodos
alternativos para la obtencion de aceites.

La extraccion de aceite se realiza de forma convencional y aplicando un proceso de
refinado que no conserva sus caracteristicas nutritivas. Un método nuevo de
mejorar la extraccion de aceite es la extraccion por métodos enzimaticos utilizando
una tecnologia limpia, como una alternativa para los procesos a nivel industriales
ya que es mas simple y ecoldgico, no requiere disolventes organicos; que son
toxicos e inflamables, que generan un alto costo energético y la desolventizacion
dafa la calidad del producto, ni se exponen a altas temperatura (Rubio y Beltran,
2010)

Las ventajas que llevan a utilizar el método enzimatico para extraer el aceite de las
semillas es evitando emplear disolventes y altas temperaturas que destruyen los
antioxidantes, por lo que el aceite es una fuente importante de acidos grasos
insaturados, con gran potencial antioxidante (Graciani, 2006)

La extraccion enzimatica acuosa (AEE) ha sido considerada como un método
innovador para la extraccion simultanea de aceite y proteina, basada en la hidrélisis
enzimatica de celulosa y hemicelulosa para disminuir las defensas tisulares de las
semillas oleaginosas mediante la digestion de las paredes celulares. La eficiencia
de la extraccion de lipidos de las algas, y ayuda a liberar los compuestos deseados
en la solucion de extraccion (Quiang Liu et al. 2019)



2. Descripcion de la organizacion
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3. Problemas a resolver

Actualmente en la extraccion de aceites esenciales, se emplean diferentes métodos
los mas aplicados son los métodos quimios y fisicos. Es decir, métodos de prensado
en frio, pre-prensado, los cuales no afectan en mayor parte las propiedades fisico
quimicas de la materia prima; pero una desventaja de este método es que tiene

rendimientos bajos.

Los métodos quimicos para la extraccion de aceites mediante el uso de solventes,
los mas comunes son: hexano, éter de petréleo y otros derivados de petréleo, los
cuales son téxicos, y causan los dafios en el producto, debido a la exposicion de la
alta temperatura que destruyen los antioxidantes y otras propiedades fisicas del
producto. La desventaja de este método es que el uso de solventes es causa de
contaminacion del medio ambiente, pues dichos solventes limitan su uso por su

toxicidad y el método utilizado para su eliminacion.

Es por esto que actualmente se propone el uso de enzimas como alternativas para
lograr extraer aceites esenciales, siendo asi una tecnologia limpia, como una
alternativa para los procesos a nivel industriales siendo un método ecoldgico,
evitando asi el uso de solventes organicos. Teniendo como ventaja evitar el uso de
solventes y exponer a altas temperatura de la materia prima, conservando asi sus

antioxidantes y otras propiedades fisicas del aceite.



4.1.

4. Objetivos

Objetivo general

Optimizar la extracciéon de aceite de semillas de higuerilla mediante extraccion

acuosa y tratamiento enzimatico

4.2.

Objetivos particulares

Realizar un analisis proximal.

Optimizar las condiciones para la extraccion de aceite de las semillas de
higuerilla mediante extraccion acuosa variando la relacion solido/liquido, rpm,
tiempo de agitacion, pH y temperatura.

Optimizar las condiciones para la extraccion de aceite de las semillas de
higuerilla mediante tratamiento enzimatico variando la relacion solido/liquido,
rpom, tiempo de agitacion, pH, temperatura y porcentaje de enzima.

Evaluar las propiedades fisicoquimicas del aceite obtenido en las
condiciones optimas.

Evaluar un perfil de acidos grasos y su capacidad antioxidante del aceite

obtenido en las condiciones de mejor rendimiento.



5. Justificacion

La planta de Higuerilla (Ricinus communis L.) es una opcion de materia prima para
la produccién de aceite a partir de sus semillas, ya que en comparacion de otros
productos como: soja, girasol, canola, grasas o aceites animales; no compite con
cultivos alimenticios por lo que es considerada una planta con semillas toxicas.
Actualmente el uso del aceite de Ricino ha generado un gran interés a nivel mundial
debido a que es utilizada principalmente en produccidén de biocombustibles, en la
industria de los cosméticos, farmacéutica, en la fabricacién de pinturas, plasticos,
lubricantes entre otros. Sin embargo, las reformas agrarias actuales de México
prohiben consignar un terreno de cultivo alimenticio para la produccion de
bioenergéticos, debido, a que la Higuerilla podria considerarse en biocultivos o
sembrarla en terrenos que no sean utilizados para el cultivo alimenticio. (Diaz
Estrada,2015)

El aceite extraido de Ricinus communis L. (higuerilla) por sus caracteristicas
(lubricante, resistente a altas temperaturas, alta viscosidad y densidad), es un
producto de los mas empleados para la novedosa industria oleoquimica, que
permiten su transformacion en varios productos derivados del petréleo como el

biodiesel.

En México el cultivo de la higuerilla no es consideraba como un beneficio en si, por
lo que es considerada una maleza, es decir, no tiene la importancia o el impacto
que tiene en otros paises como Espafia, Brasil, India entre otros debido a la falta de
informacion sobre las propiedades fisicas y el uso de su aceite extraido de las

semillas.

La higuerilla tiene un facil crecimiento, crece de manera silvestre, adaptandose a
las condiciones climaticas ambientales de casa region, contiene un alto rendimiento
de aceite en sus semillas, tiene bajos requerimientos de agua para crecer y cuenta
con un ciclo de produccion de frutos semestral de 5 afos por planta como
durabilidad; ahorrando un gasto econdmico de la siembra. (Armendariz J.,2013)



El Ricino es una planta heliéfila y xerdfila; tiene la ventaja de poder adaptarse a
ambientes aridos y amante al sol. Es originaria del este de Africa,
considerablemente de Etiopia. Es decir que es una planta tolerante a la sequia,
exigente en calor luminosidad (Cornejo, 2012).

La superficie cultivada de higuerilla a nivel mundial en el 2014 fue de 1°'442,812 ha,
con una produccién total de 1°951,509 t de semilla. Los paises productores mas
relevantes son: India con 1°040,000 ha, China 57,000 ha, Brasil 63,498 ha, y con
una produccién de grano de 1°644,000 t, 50,000 t y 37,572 t, respectivamente
(FAOSTAT, 2017).

En 2015 a nivel mundial se importaron 602,816 t de aceite de higuerilla, los tres
principales paises importadores fueron China (226,984 t), Francia (67,716 t) y
Estados Unidos (60,791 t), con valor total de 842.179 millones de dolares, y para
los tres paises importadores esto represent6 291.829, 93.924 y 91.304 millones de
ddlares, respectivamente. Por otra parte, México importé 3,723 t de aceite de
higuerilla, con un valor de 6.965 millones de délares (Trade Map, 2016).



6.- Marco teorico

6.1. Higuerilla

Higuerilla (Ricinus communis)

La higuerilla es una planta herbacea en los paises de clima templado, arborescente,
y con 8-10 m de altura en los intertropicales y subtropicales [8], esto incluye a paises
como Colombia. Se adapta a suelos de baja calidad y clima semiarido, por su
sistema radicular, que busca humedad en profundidad y hojas con sistema de cierre
de estomas (puntos de intercambio de ), que disminuye la evapotranspiracion.

En condiciones climaticas favorables, con un alto grado de humedad ambiental y
calor adecuado, puede alcanzar varios metros de altura, asi en estado silvestre es
un arbol que alcanza los 10 metros de altura.

La planta de higuerilla es originaria del sureste de la regiéon mediterranea y de Africa
del este, asi mismo se presume tener su origen en la India, como ser nativa de
América. En la actualidad se ha distribuido por todas las regiones tropicales del
mundo, principalmente en lugares con climas calidos, tropicales, por ser una planta
helidfila y xerdfila puede adaptarse a los climas secos. La higuerilla se desarrolla
facilmente como una planta “nativa”( Comar.et.al; 2004).

Las semillas de la higuerilla se caracterizan su compuesto de aceite fijo (el oleum
ricino), en el que entre 35% a 55% lo constituyen los glicéridos de los acidos
ricinoleico, isoricinoleico, ricina y ricinina (un alcaloide con formula C8BH8N202). Las
semillas de higuerilla se componen de grasas en un promedio de 70%, del que el
68% corresponde a tricinoleina (un glicérido del acido ricinoléico), 20% son
proteinas, y el resto le corresponde a la ricina (una albumina de toxicidad, que a
dosis de minimo 0.03 gramos se considera letal, y que a su vez corresponderia a
25 gramos de semillas) y a las enzimas con presencia de lipasa(que en la aplicacion
industrial se emplean en la produccion de detergentes, aun en la industria de leche,
queso, panaderias, para mejoras en los sabores, bebidas, etc.) y vitaminas como la
E (Leal, 2009).
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Figura 1.- Anatomia de la higuerilla (Rendén, 2009)

Tabla 1.- Taxonomica de la planta de higuerilla.

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta
Supervision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Euphorbiales
Familia Euphorbiales
Nombre cientifico Ricinus communis

11




6.1.1. Aplicaciones principales del aceite de ricino

El producto principal de la higuerilla es el aceite, lamado “aceite de ricino” o “castor
oil’. Es una materia prima importante para la industria quimica. Es utilizada en la
composicion de numerosos productos como pinturas, barnices, cosméticos,
lubricantes, plasticos, etc. El aceite de higuerilla posee caracteristicas quimicas que
lo califican como el uUnico de su naturaleza. Estd compuesto casi que
exclusivamente (90%) de un unico acido graso (acido ricinocleico) que contiene un
radical hidroxilo que lo hace soluble en alcohol a baja temperatura, es muy viscoso
y con propiedades fisicas especiales.

6.1.2. Aceite de ricino

El aceite de higuerilla llamado también aceite de ricino o “castor oil” se extrae de las
semillas de la higuerilla o ricino (Ricinus communis). Su principal componente es el
acido ricinoléico (acido cis-12-hidroxi octadeca-9-enoico), el cual se encuentra
formando el triglicérido simple denominado trirricinoleina (figura 2), cuya
concentracion en porcentaje por peso es cercana al 90%. Adicionalmente, en el
aceite de higuerilla se pueden encontrar pequefias cantidades de tripalmitina,
triestearina y otros triglicéridos mixtos. Dada su naturaleza quimica, el aceite de
higuerilla es un liquido altamente viscoso, miscible en alcohol y acido acético y de
bajo punto de solidificacion(Aguilera, 2014).
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Figura 2.- Triglicérido del aceite de ricino (Cornejo, 2012)

El aceite de ricino, como todos los otros aceites vegetales, tiene diferentes

propiedades fisicas y quimicas que varian con el método de extraccion. El aceite de
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ricino prensado en frio tiene un valor bajo de acidez, bajo indice de yodo y un indice

de saponificacion ligeramente superior al del aceite extraido por solvente, y es de

color mas claro. Las propiedades tipicas se dan a continuacién (Tabla 2)

Tabla 2.- Propiedades tipicas del aceite de ricino.

Propiedades Aceite prensado | Aceite extraido por Aceite

b en frio solvente deshidratado
Gravedad

especifica 0.961 — 0.963 0.957 — 0.963 0.926 — 0.937
Valor acido 3 10 6

Valor de yodo 82 - 88 80 - 88 125 - 145
Valor

saponificacion 179 - 185 177 - 182 185 - 188

6.1.3. Composicion quimica

Al igual que otros aceites vegetales, el aceite de ricino es un triglicérido de diversos
acidos grasos y alrededor de 10% de glicerina. Los acidos grasos constan de
aproximadamente 80- 90% de acido ricinoleico, 3-6% de acido linoleico, 2-4% de
acido oleico y 1-5% de acidos grasos saturados (acidos estearico, palmitico,
dihidroxiestearico y eicosanoico). También contiene acido linolenico (alrededor del
0.3%). El alto contenido de acido ricinoleico es la razén para el valor versatil del
aceite de ricino en la tecnologia ya que la presencia de grupos hidroxilo y dobles
enlaces hace que el aceite sea adecuado para muchas modificaciones y reacciones
quimicas (ver tabla 3). En comparacion con otros aceites vegetales, el aceite de
ricino tiene una muy alta proporcién de acidos grasos insaturados (18:1).

Una proporcion relativamente alta de estos acidos puede encontrarse sélo en el
aceite de girasol de alto oleico (HO), que aparece, sin embargo, como acido oleico.
En el aceite de higuerilla es acido ricinoleico, el unico acido graso insaturado con
una funcion hidroxilo en el carbono 12 que aparece en los aceites vegetales
naturales. La viscosidad extraordinariamente alta del aceite de higuerilla se atribuye
a la presencia de este grupo hidroxilo (Scholz, 2008).

13



Tabla 3.- Composiciones de acidos grasos de aceite de ricino (Scholz, 2008)

Proporcién
Aceite de higuerilla
Acido graso Segun DIN Segun Bockisch
55939(%) (%) [Ogunniyi,

' [Garcia,2009] 2006]
Acido ricinoleico C 18:1-OH 86-92 82-90
Acido linoleico C 18:2 2.8-6 3.0-6

Acido oleico C 18:1 2.5-4 2.0-4
Acido palmitico C 16:0 1-1.5 1-1.5
Acido estearico C 18:0 0.5-1.5 -
Acido linolenico C18:3 0.2-0.8 0.2-0.6

6.1.4. Propiedades fisicas

El aceite de higuerilla es un aceite inodoro, viscoso y no secante, que en su estado
natural tiene un sabor suave inicialmente y después es desagradable; es de color
amarillo-verde a amarillo-marrén. En su estado procesado también puede ser claro.
A diferencia de otros aceites se caracteriza por su indigestibilidad, solubilidad en
alcoholes en cualquier proporcién, pero tiene una limitada solubilidad en disolventes
alifaticos de petroleo, alta higroscopicidad y viscosidad extraordinariamente alta.
Con un indice de yodo inferior a 90, el aceite de higuerilla es un aceite no secante.
Los largos tiempos de almacenamiento no representan un problema en condiciones
herméticas (Ogunniyi, 2006, Scholz, 2008).

En cuanto a las propiedades relacionadas con el combustible, el alto valor calorifico
y el alto indice de cetano son una ventaja junto con el bajo contenido de fésforo y
residuos de carbono. La desventaja es que el aceite de ricino tiene una viscosidad
significativamente mas alta a temperaturas menores de 50 oC, y posiblemente
también una compresibilidad mas alta, que otros aceites vegetales. Esto puede

causar problemas en la extraccion y la inyeccion.

Una desventaja adicional es su higroscopicidad, que causa un contenido de agua
relativamente alto, y por ende, posiblemente, el crecimiento de algas, problemas de
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filtracion y corrosion. El aceite de ricino también se caracteriza por su extraordinaria
estabilidad oxidativa y baja temperatura. Se afirma que, con excepcion de la
viscosidad, densidad y numero de cetano, no hay limitaciones en el uso de ésteres
a base de aceite de higuerilla como combustible y que puede ser posible cumplir
con los valores limite de dilucion o mezcla con el combustible diesel convencional
(Scholz, 2008).

6.2. Lipidos

La palabra lipidos proviene del griego lipos, que significa grasa y cuya aplicacién no
ha sido bien establecida, originalmente se definia como una sustancia insoluble en
agua, pero soluble en solventes organicos como cloroformo, hexano y éter de
petroleo (Badui, 2006).

Los lipidos son grupos de compuestos constituidos por carbono, hidrogeno y
oxigeno que integran cadenas hidrocarbonadas alifaticas o aromaticas, aunque
también contiene fosforo y nitrogeno, desempefian, muchas funciones en los
tejidos, ademas de que son la fuente energética mas importante, ya que cada gramo
genera 9 Kcal (38.2 KJ). Las grasas y los aceites son los principales lipidos que se
encuentran en los alimentos y contribuyen a la textura y en general a las
propiedades generales de la nutricion; no hay una distincion entre ambos grupos,
aun cuando algunos consideran que las grasas son de origen animal y los aceites
de origen vegetal o bien las grasas son sdlidas a temperatura ambiente, mientras
que los aceites son liquidos. Sus principales fuentes son las semillas oleaginosas y
los tejidos animales (Badui, 2006).

6.2.1. Importancia de las grasas y los aceites

Los aceites y las grasas han sido reconocidos como nutrientes esenciales tanto en
las dietas de los animales como en la de los humanos. Constituyen la fuente de
energia mas concentrada conocida, aportan acidos grasos esenciales (precursores

de importantes hormonas, las prostaglandinas). El conocimiento de la composicion
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quimica de las grasas y aceites y de las fuentes a partir de las que se obtiene es
esencial para comprender la nutricion y la bioquimica de las grasas. (Steven Ziller
et al. 1994).

6.2.2. Clasificacién de los lipidos

Los lipidos se clasifican segun sus propiedades fisicas o quimicas que los
caracterizan. Una manera de clasificarlos a los lipidos es dividirlos en tres grandes

grupos en funcion de su estructura quimica.

6.2.2.1. Acidos grasos

En forma pura, todas las grasas y los aceites estan constituidos exclusivamente por
triacilgliceridos (o triglicéridos), los que a su vez son esteres de acidos grasos con
glicerol, por consiguiente, dichos acidos representan un gran porcentaje de la
composicion de los triacilgliceridos y en consecuencia de las grasas y los aceites
(Badui et al. 2006).

Los triglicéridos se componen fundamentalmente de tres acidos grasos unidos por
enlaces éster a una molécula de glicerol. 100 gramos de grasa rinden

aproximadamente 95 gramos de acidos grasos.

Las propiedades de fisicas y quimicas de las grasas dependen en gran medida de
los tipos y proporciones de los acidos grasos que los constituyen, asi como del modo
en que se distribuye en el esqueleto del glicerol. La variabilidad de estos parametros
es el resultado de las exigencias fisiologicas del animal o de la planta que las
produce. (Ziller, et al, 1994). Los acidos grasos se producen industrialmente a partir
de diferentes fuentes de grasas y se utilizan en la elaboracion de diferentes tipos de
aditivos en la industria alimentaria. Los de 16 a 18 carbonos, palmitico, oleico y
estérico, se emplea como emulsificante en forma de sus respectivos esteres,
ademas las sales de calcio y magnesio del palmitico y del estearico se usan como
antiaglomerantes en vegetales deshidratados y en otros productos secos porque
son insolubles en agua vy, al recubrir las particulas solidas repelen el agua y evitan

la aglomeracion.
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Para su estudio los acidos grasos se han dividido en dos grandes grupos los
saturados y los insaturados (Badui et al. 2006).

6.2.2.2. Acidos grasos saturados

Varia de 4 a 26 carbonos y su temperatura o punto de fusibn aumenta con el peso
molecular o largo de la cadena; asi los de C4 a C8 son liquidos a 25°C, mientras
que los de C10 en adelante son sdélidos y su solubilidad en agua es inversamente

proporcional al peso molecular.

Los saturados son mucho mas estables que los insaturados, ante la oxidacion, sin
embargo en condiciones de temperatura muy alta (mas de 180°C), como llega a
suceder en el freido, y en presencia de oxigeno, pueden sufrir reacciones oxidativas
( Badui, 2006).

6.2.2.3. Acidos grasos insaturados

Debido a su instauracion, estos compuestos tienen una gran reactividad quimica ya
que son propensos a la saturacion y a transformaciones oxidativas y de
isomerizacién. Son muy abundantes en los aceites vegetales y marinos; su
temperatura de fusién disminuye con el aumento de las dobles ligaduras y siempre
es menor que la de los saturados para una misma longitud de cadena. Los de una
instauracion se llaman monoenoicos o monoinsaturados, y a los de mas de una se
les denomina polienoicos o poliinsaturados; en el primer caso, la mayoria presenta

la doble ligadura entre los carbonos 9y 10.

En los ultimos afos se han llevado a cabo diversas modificaciones genéticas que
han permitido desarrollar semillas con perfiles de acidos grasos distintos; algunos
ya son una realidad comercial, mientras que otros estan en proceso de desarrollo.
Por ejemplo, el aceite de soya bajo en linolenico (<3%) y alto oleico (>80%), la palma
baja en palmitico y en estearico y alta en oleico; oleina de palma con bajo punto de
enturbiamiento (<5°C); canola alta en oleico y baja en linolenico, girasol sin ceras,
etc. Estas modificaciones, en general, le confieren mas estabilidad a los aceites y

facilitan su procesamiento industrial, en detrimento, en ocasiones de su valor
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bioldgico para la reduccion del contenido de acidos grasos indispensable (Badui et
al. 2006).

6.2.2.4. Acidos grasos sustitutos

También llamados acidos Hidroxigrasos, el mas conocido es el acido ricinoleico

6.2.2.5. Acilgliceridos

Son lipidos neutros o sin carga, derivados de la reaccion de esterificacion entre el
glicerol y una, dos o tres moléculas de acidos grasos en las posiciones 1,2y 3 o a,
B, a del glicerol (Badui et al. 2006)

6.2.2.6. Fosfogliceridos

Son diacilgliceridos cuyo glicerol esta ligado a una molécula de acido fosforico, que
a su vez, se enlaza a una base nitrogenada (colina o etanolamina), a la cerina o a

un alcohol, como el inositol.

Se oxidan facilmente, pero en algunos casos funcionan como antioxidantes
naturales que protegen a los lipidos que lo contienen; es decir, de acuerdo con su
concentracion, pueden actuar como antioxidantes o como prooxidantes (Badui et al.
2006).

6.2.2.7. Ceras

Son esteres de un alcohol monohidroxilado de cadena larga como un acido graso,
son muy resistentes a la hidrdlisis. Funcionan como agentes protectiores en la
superficie de las hojas, los tallos y los frutos, al igual en el pelo, la lana y las plumas
de los animales y en los peces; son solidos en frio, pero liquidos y moldeables en
caliente y su temperatura de fusion varia de 40 a 100°C.
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6.2.2.8. Esteroles

Son sustancias integradas por el grupo perhidrociclopentanofenantreno, una
cadena hodrocarbonada y un grupo alcohol, y se encuentra tanto en el reino vegetal
como en el animal ( Badui et al. 2006).

Se oxidan facilmente, pero en algunos casos funcionan como antioxidantes
naturales que protegen a los lipidos que lo contienen; es decir, de acuerdo con su
concentracion, pueden actuar como antioxidantes o como prooxidantes (Badui et al.
2006).

6.3. Métodos de extraccion de aceites

El propésito principal de emplear métodos de recuperacion o extraccion de aceites
es obtener triglicéridos con un alto rendimiento y pureza para generar co-productos
de maximo valor. Las fuentes oleaginosas son procesadas por uno de los siguientes
tipos de procesos: Extraccion mecanica (proceso discontinuo y continuo) y la
extraccion por solventes. El tipo de proceso extractivo preferido depende de la
cantidad del aceite presente en la semilla, la cantidad de aceite residual en la torta,
la cantidad de proteina desnaturalizada permitida, la capacidad de inversion y el
impacto ambiental generado (O’Brien, 2009).

Desde hace muchos afos los aceites han sido un papel importante en la vida del
ser humano, debido a que en casos lo han empleado como fuente de energia, al

utilizarlo como combustible en las antorchas para generar luz.

Las grasas vegetales se obtienen extrayendo el aceite con solvente o exprimiendo
la semilla oleaginosa mediante presidn. Histéricamente se emplea un sistema que
consistia en exprimir la semilla en frio o en caliente. Estos métodos han sido
sustituidos por la extraccion con solvente sola o combinada con un prensado previo

que mejora el rendimiento (Ziller et al. 1994).
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6.3.1. Prensado discontinuo

Este es s el procedimiento mas antiguo y casi unico de extraccidén de aceite (Bailey,
1984). Se basa en la aplicacién de la presion sobre una masa de productos
oleaginosos confinados en bolsas, telas, mallas u otros artificios adecuados. Las
prensas discontinuas se pueden dividir en dos tipos principales: las “abiertas”, en
las cuales el producto oleaginoso debe estar encerrado entre filtros de tela; y en las
“cerradas”, que prescinden de esos filtros y en las cuales la materia oleaginosa se

introduce en una especie de jaula.

Este mismo autor menciona que el rendimiento en la obtencion de aceite por
prensado mecanico depende de una serie de factores relacionados con la afinidad
del aceite por los sdlidos de las semillas. Entre estos factores se encuentra: el grado
de humedad, método de coccion y composicion quimica de la semilla; ademas las
semillas alteradas retienen, generalmente, mas aceite que las sanas. Para una
carga determinada de semillas, acondicionada y lista para prensado, el rendimiento
en aceite depende de la velocidad a que se aplica la presién, el maximo de ésta,
tiempo de drenaje del aceite a la presion total y temperatura o viscosidad del aceite
(Bailey, 1984). La torta generada en este proceso tiene un contenido de aceite
residual desde 15 hasta 18% (O’Brien, 2009).

6.3.2. Prensado continuo

El aparato que se utiliza comunmente para extraer el aceite de la materia oleaginosa
es el “expeller”, el cual es un dispositivo mecanico que utiliza un tornillo horizontal
con un diametro del cuerpo creciente cuyo objetivo es aumentar la presion sobre la
materia prima a medida que avanza a traves del tornillo. El cilindro alrededor del
tornillo esta perforado de tal manera que permite incrementar la presion interna para
que en primera instancia desaloje el aire y posteriormente el aceite a través del
cilindro. Al final de todas las operaciones, se suele hacer pasar el aceite por un filtro
prensa para eliminar aquellas particulas que, por su tamafo pequefio, no han sido

separadas por las rejillas (Shahidi, 2005).

La torta proveniente del expeller presenta un contenido de aceite residual entre 3 y
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10%. Esta torta es normalmente transformada en harina y expendida como fuente
proteica (O Brien, 2009).

6.3.3. Método quimico

La extraccion de lipidos con solventes quimicos ha sido utilizada tradicionalmente
para obtener lipidos de fuentes animales y vegetales, para el caso de las micro
algas, el solvente es por lo general adicionado a la biomasa seca aunque en algunos
casos es utilizado en biomasa con cierta cantidad de agua, lo que disminuye los
costos globales del proceso, pero disminuye también la eficiencia de la extraccion.
(Gonzalez et al. 2009).

Una metodologia basada en solventes quimicos fue propuesta por Folch et al. En
1957, la cual extrae lipidos tanto polares, como no polares, esto se logra debido a
la utilizacion de un solvente apolar, el cual disuelve los lipidos neutros, en
combinacién con un solvente relativamente polar, el cual disuelve los lipidos polares
presentes en la muestra sometida a extraccion, estas propiedades de los solventes
fueron originalmente aprovechadas para desarrollar un método basado en la mezcla
metanol/cloroformo, seguido de una purificacion de los extractos con una solucion
de KCI. El aceite de ricino posee una composicion quimica peculiar, debido al alto
contenido (87-97%) de acido ricinoleico (acido cis-12-hidroxi octadeca-9-enoico). La
presencia del grupo hidroxilo provee de caracteristicas unicas tanto al aceite de
ricino como a sus derivados: polaridad, alta viscosidad y gravedad especifica,
ademas de permitir su completa solubilidad en alcoholes. (Garcia y cota., et al ;
2009).

Un inconveniente que presentan los métodos de extraccidn con solvente quimico
son las grandes cantidades de dichos solventes que se deben utilizar para obtener
cantidades significativas de aceite, esto implica mayores costos de operacion, una
alternativa para la disminucién de estos costos es la reutilizacién de solvente, sin
embargo, esto disminuye la eficiencia de la extraccion, ya que la pureza del solvente
es la fuerza impulsora de la transferencia de masa. (Gonzalez et al. 2009).
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6.3.3.1. Extraccion con solventes

Este método es el mas eficiente. El proceso de extraccién con solventes empieza
cuando se pone en contacto la materia prima oleaginosa con el solvente. Las
micelas del solvente que se encuentran en la superficie del material se difunden a
través de la pared celular hacia los cuerpos oleosos localizados dentro de las
células. La micela rapidamente solubiliza a los cuerpos oleosos. Mientras las
micelas continian entrando y solubilizando al aceite, la presion interna se acumula
y la micela concentrada se difunde de regreso fuera de la célula. Esta micela
concentrada se difunde a través de las paredes de las células adyacentes y
eventualmente alcanza la superficie de la particula. Una vez que la micela
concentrada alcanza a las demas de afuera del material oleaginoso, se solubiliza
con ellas y las concentra. Este proceso continua hasta que la concentracion de las
micelas dentro de las células del material oleaginoso se equilibre con la
concentracion de la micela fuera del material (Shahidi, 2005).

Una vez que termina el proceso extractivo, se procede a la separacion de las
particulas agotadas de las micelas concentradas con el aceite. Esto se puede
realizar en una centrifuga o en un filtro. Luego de la separacion de los solidos, se
buscara separar las micelas del solvente del aceite; esto se logra mediante una
destilacion fraccionada en la que se obtiene por separado el aceite y el solvente
recuperado (Shahidi, 2005).

Los solventes se pueden emplear tanto para extraer el aceite residual a partir de
tortas provenientes de prensado hidraulico (con un contenido de 15- 18% de aceite)
como para oleaginosas integras en forma de hojuelas (previamente extruidas con
el fin de expandir la estructura de la semilla y facilitar el ingreso del solvente)
(OBrien, 2009).

6.4 Aplicacién de enzimas en la extraccién de aceites

6.4.1. Definicion de enzima
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Las enzimas son proteinas con actividad catalitica. Como todas las proteinas, estan
formadas por aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. El que una proteina tenga
actividad catalitica, es decir enzimatica, depende de su secuencia de aminoacidos
que determina la conformacion de la cadena. Solamente unos pocos grupos
reactivos de la proteina enzimatica, que se situan en el llamado centro activo, son

responsables de la catalisis (Nelson y Cox, 2005).

El centro activo se compone del centro catalitico y del centro de enlace (separados
espacialmente). El primero es el responsable de la naturaleza quimica de la
reaccion catalizada (especificidad de accién), el segundo de la afinidad por el
sustrato (especificidad de sustrato). Mientras que el centro catalitico puede ser
relativamente inespecifico, la especificidad del centro de enlace es extremadamente
alta, de tal forma que solo unas pocas sustancias de naturaleza quimica muy

parecida pueden ser empleadas como sustrato (Nelson y Cox, 2005).

6.4.2.-Factores que influyen en la actividad enzimatica

6.4.2.1. Efecto del pH

La mayoria de las enzimas posee un pH caracteristico al cual su actividad es
maxima; por encima o por debajo de ese pH, la actividad disminuye. La relacién
entre el pH y la actividad de cualquier enzima depende del comportamiento acido-
base de la enzima y del sustrato, asi como de otros muchos factores que son por lo
general dificiles de analizar cuantitativamente (Nelson y Cox, 2005). Este
comportamiento acido-base de la enzima depende de los grupos ionizables que
posee, ya que los cambios de pH pueden alterar su conformacion, su capacidad de
unidn con el sustrato y la actividad catalitica de los grupos que forman el centro
activo (Wiseman, 1991).

6.4.2.2. Efecto de la temperatura

Al igual que ocurre con la mayoria de reacciones quimicas, las velocidades de las
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reacciones catalizadas por enzimas se incrementan con la temperatura, dentro del
intervalo en que la enzima es estable y permanece totalmente activo. La velocidad
de muchas reacciones enzimaticas se duplica, aproximadamente, por cada 10 °C
de aumento de la temperatura (Q10 = 2,0) (Nelson y Cox, 2005).

Aunque las reacciones catalizadas por los enzimas parecen, con frecuencia, poseer
una temperatura 6ptima, el pico que se observa al representar la actividad catalitica
frente a la temperatura se produce porque las enzimas, al ser proteinas, se
desnaturalizan por accion del calor y se inactivan cuando la elevacion de la
temperatura sobrepasa un cierto punto. La aparente temperatura “Optima” es, por
tanto, la resultante de dos procesos: 1) el incremento habitual de la velocidad de
reaccion con la temperatura, y 2) el incremento en la velocidad de desnaturalizacion

térmica del enzima al sobrepasar una temperatura critica (Nelson y Cox, 2005).

6.4.2.3. Efecto de la concentracion/Actividad de agua

Normalmente las actividades de las enzimas tienen lugar in vitro en medios
acuosos, aunque las reacciones enzimaticas in vivo pueden ocurrir no soélo en el
citoplasma, sino también en las membranas celulares, en los depdsitos de lipidos y
en el sistema de transporte electronico, donde se sabe que la transferencia de

electrones ocurre en una matriz lipidica (Fennema, 2000).

Existen diversos métodos para evaluar el efecto de la actividad de agua sobre las
enzimas. Uno de ellos consiste en desecar cuidadosamente una muestra bioldgica
no calentada (o sistema modelo) que contenga actividades enzimaticas, equilibrarla
a varias actividades de agua y medir la actividad enzimatica. De esta manera se ha
observado que por debajo de una actividad de agua de 0,35 (menos de uno por
ciento del agua total) no hay actividad de la fosfolipasa sobre la lecitina. Otro caso
observado es el de la B-amilasa, la cual no tiene actividad sobre el almidén hasta
alrededor de una actividad de agua de 0,8 (aproximadamente un dos por ciento del
agua total); su actividad aumenta unas quince veces hasta 0,95 (aproximadamente
doce por ciento del agua total). A partir de estos ejemplos, se pudo concluir que el
contenido total de agua tiene que ser menos que 1-2 % para evitar la actividad
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enzimatica (Fennema, 2000).

6.4.2.4. Efecto de la presencia de inhibidores

A partir del estudio de los inhibidores de las enzimas se ha obtenido informacion de
importancia sobre el mecanismo y los caminos de la catalisis enzimatica, la
especificidad de sustrato de las enzimas, la naturaleza de los grupos funcionales en
el centro activo y la participacion de ciertos grupos funcionales en el mantenimiento

de la conformacion activa de la molécula de la enzima (Nelson y Cox, 2005).

Muchos otros productos de origen animal y vegetal contienen sustancias capaces
de inhibir la actividad catalitica de algunas enzimas: su funcion biolégica no es muy
clara, aunque en muchos casos forman parte de diversos mecanismos reguladores
o de defensa contra depredadores. Entre los inhibidores mas conocidos estan los
que evitan la accion de proteasas, que se encuentran en las leguminosas y en el
maiz, trigo, arroz, la papa y otros alimentos. Ademas de estos existen otros
inhibidores de proteasas, como el ovomucoide y el ovoinhibidor de la clara de huevo.
Los cereales contienen inhibidores de amilasas, cuya funcion es proteger contra los
depredadores, impidiendo la degradacion del almidon, y por tanto el desarrollo de
infecciones. También se han identificado inhibidores de lipasas y de algunas
enzimas pépticas (Badui, 1990).

6.4.3. Ventajas del uso industrial de las enzimas

En la actualidad se conocen miles de enzimas, solo algunas se producen a escala
industrial para emplearse tanto en la manufactura de alimentos como de las
materias primas para su elaboracion. Cada dia aumenta el numero de reacciones
que se efectuan por rutas enzimaticas, y esta tendencia seguramente aumentara a
medida que existan mas catalizadores de este tipo en el comercio, a precios
accesibles (Badui, 1990).
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El empleo de enzimas tiene muchas ventajas, entre ellas destacan:

e Son de origen natural y por lo tanto no deben ser toxicas.

e Son muy especificas en su manera de actuar, por lo que no propician
reacciones

e secundarias indeseables.

e Funcionan en condiciones moderadas de temperatura y de pH y no requieren
de condiciones de procesamiento drasticas que puedan alterar la naturaleza
del alimento, ni de equipos muy costosos.

e Actuan a bajas concentraciones.

e Su velocidad puede ser controlada al ajustar el pH, la temperatura y la
concentracion de la enzima.

e Son facilmente inactivadas una vez alcanzado el grado de transformacion

deseado.

Por otra parte, la principal limitante es que algunas de ellas son muy costosas y no
se consiguen facilmente; sin embargo, es conveniente hacer un balance de las
ventajas y desventajas que trae consigo llevar a cabo una determinada reaccion con
enzimas, o con otros métodos quimicos o fisicos. Cabe indicar que en este sentido
hay muchas innovaciones tecnoldgicas que estan logrando hacer esta tecnologia
mas economica, como es el caso de la ingenieria genética que modifica el material
genético de los microorganismos y los hace sobre productores de enzimas (Badui,
1990).

6.5.4. Enzimas utilizadas en la degradacioén de paredes celulares
para la obtencidén de aceites vegetales

La pared celular vegetal esta compuesta por dos membranas: la primera compuesta
de una matriz amorfa de pectina, hemicelulosa y proteinas con microfibrillas de
celulosa; y la segunda prevalecen la celulosa y hemicelulosa (Sineiro et al. 1998).
Las enzimas utilizadas para degradar paredes celulares son del tipo carbohidrasas,
las cuales generalmente son especificas para un enlace glucosidico en particular
(Reed,1975).
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Por esta razén, Sineiro et al. (1998) recomiendan emplear celulasas y
hemicelulasas. Las pectinasas son también efectivas, sobre todo en vegetales y

frutas ya que las pectinas son componentes estructurales de estos.

6.5.4.1. Pectinasas

El término pectinasas o enzimas pectoliticas concierne s6lo a enzimas que
degradan la parte galacturénica de estas sustancias. Asi las enzimas que degradan
las cadenas laterales (arabinasa, galactanasas, etc.) no son consideradas dentro
de las enzimas pectoliticas. En consecuencia, las enzimas que degradan los
enlaces a-1,4 entre los residuos del acido galacturonico y las enzimas
desesterificantes de estos acidos constituyen el grupo de pectinasas (Bruchmann,
1980).

Las pectinasas se pueden clasificar en (Bruchmann, 1980):

Pectinestearasas: La enzima solo separa grupos metilo que se encuentren en la
proximidad de grupos carboxilo libres. La pectina totalmente esterificada con
metanol es atacada lentamente. La hidrélisis empieza por un extremo y va
progresando en la direccion de formacion de la cadena. La pectinestearasa es una
enzima muy especifica que ataca casi unicamente a los grupos metilos de las

sustancias pépticas.

Poligalacturonasas: Las enzimas de este tipo hidrolizan en general enlaces a-1,4-
D- galacturonidos en los pectatos y otros galacturénidos. Se pueden distinguir varios
tipos de actividades dependiendo de si las cadenas de pectina son descompuestas
cuando estan metiladas o cuando no lo estan, y si el ataque empieza por cualquier

punto no seleccionado (endoenzimas) o por el final de la cadena (exoenzimas).

Pectatoliasas: Esta enzima elimina restos A-4,5-D-galacturonicos de la pectina,

ejerciendo asi una despolimerizacion no hidrolitica.

6.5.4.2. Celulasas

Las celulasas hidrolizan los enlaces [3-1,4-glucano de las cadenas de celulosa y de
sus productos de degradacion dando como molécula final a la glucosa (Bruchmann,
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1980). La celulasa no es ninguna enzima asilada sino un sistema enzimatico que
posee por lo menos tres actividades: endoglucanasa (EC.3.2.1.4), celobiohidrolasa
(EC. 3.2.1.91), exoglucohidrolasa (EC. 3.2.1.74) y B-glucosidasas (EC. 3.2.1.21)
(Fennema, 2000).

La mejor fuente de obtencidn de preparados técnicos capaces de atacar a la
celulosa cristalina es el hongo Trichoderma viride. También los preparados
obtenidos a partir del Aspergillus niger tienen cierta importancia (Bruchmann, 1980).

El pH éptimo de los sistemas celuloliticos suele estar entre 4 y 6. Son termoestables
y la temperatura Optima para alguno de ellos se encuentra alrededor de 60 °C
(Bruchmann, 1980). Ademas, Reed (1975) menciona que estas enzimas son

fuertemente inhibidas por gluconolactonas.

6.5.4.3. Hemicelulasas

Existen varias endo- y exo- pentanasas (hidrolasas), debido a la gran complejidad
de las hemicelulosas. Las enzimas de tipo endo- son de dos tipos: las arabanasas
que hidrolizan los enlaces glucosidicos 1,4-a-D-arabinopiranosilo en el esqueleto
lineal de los arabanos y las xilanasas que hidrolizan los enlaces glicosidicos 1,4- B-
D-xilanopiranosilo en xilanos y arabinoxilanos. Las enzimas del tipo exo- de un
primer grupo actuan en el extremo no reductor de los arabanos (las arabinosidasas),
xilanos (xilosidasas) y las arabinoxilanos (xilanosidasas). Los enzimas del tipo exo-
del segundo tipo (arabinosidasas) eliminan unidades arabinofuranosilicas laterales
de los arabinoxilanos (Fennema, 2000).

Algunos hongos producen cantidades considerables de pentosanasas. También
existen varias endo y exo pentosanasas en niveles muy bajos en el trigo. La
concentracion de algunas pentosanasas aumenta en unas 6-10 veces durante la
germinacion de las semillas. Se cree que las pentosanasas estan primariamente
localizadas en el salvado, pero se desconoce donde estan localizadas las enzimas
que son sintetizadas de nuevo durante la germinacion (Fennema, 2000).
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6.4.5. Antecedentes de empleo de enzimas en la extraccion de
aceites de diferentes fuentes

Dominguez et al. (1994) mencionan que existen muchas aplicaciones de enzimas
en extraccion de grasas y aceites como: extraccion de aceites, produccion de mono
y diglicéridos, transformaciones de esteroides y acidos grasos, etc. En el caso de
procesos de extraccion de aceites, dos ventajas son ofrecidas por este tratamiento:
los rendimientos mas elevados y la mejor calidad de las tortas obtenidas. Hace
algunas décadas, esta tecnologia no era considerada viable debido al alto costo de
las enzimas. Sin embargo, en estos ultimos afios, con el desarrollo de la ingenieria
genética y la biotecnologia, es posible obtener enzimas con un precio

significativamente menor.

Wiseman (1991) menciona que existen varias publicaciones acerca del empleo de
enzimas en la extraccion de aceites a partir de pescados, levaduras y semillas de
colza, palma y soya. Por ejemplo, las celulasas y pectinasas se emplean en la
extraccion del aceite de palma. En la soya y el pescado, la mayor parte del aceite
esta asociado con proteinas, de forma que la adicion de proteasas incrementa el
rendimiento de aceite y de proteina.

La accion enzimatica, al igual que el tratamiento térmico o mecanico, dana las
paredes celulares, aumentando la permeabilidad del aceite. Un gran numero de
enzimas ha sido utilizado para mejorar la extractibilidad del aceite de semillas:
amilasas, glucanasas, proteasas, pectinasas, asimismo las celulasas vy

hemicelulasas. (Dominguez et al., 1994)

Taha y Hassanein (2007) trabajaron en un tratamiento enzimatico aplicado a
semillas de algodon. Utilizaron proteasas de diferentes fuentes, puras y mezcladas.
Estos autores reportan un incremento en la extractabilidad del aceite de 27,73 por
ciento en comparacién con el control. Estos dos investigadores aplicaron una

extraccion mecanica.
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Por otra parte, Zufiga et al. (2003) reportan un rendimiento de extraccion de 98,6
por ciento al aplicar una mezcla de enzimas sobre avellanas (Guevina avellana mol).
Estos autores trabajaron con un doble prensado a 39.2 MPa con la aplicacion previa

de un precalentamiento de la materia prima.

Ranalli y Serraiocco (1996) evaluaron el efecto de la aplicacion del complejo
enzimatico “Olivex” sobre tres variedades de frutos de olivo. EIl método de extraccion
utilizado fue uno mecanico el cual se trabajoé a una presion maxima de 380 kg/cm2.
Bajo estas condiciones, estos investigadores obtuvieron un rendimiento de 88,8 por

ciento en base al fruto.

Soto et al. (2007) aplicaron una mezcla de complejos enzimaticos “Olivex” y
Celulasas sobre borrajas. EI mayor rendimiento se obtuvo trabajando bajo las
siguientes condiciones: doble prensado (39,2 MPa), precalentamiento de la materia
prima (70 °C por 5 minutos) y condiciones especificas para el tratamiento enzimatico
(0,25 por ciento de enzimas, temperatura de reaccion de 45°C, 20 por ciento de
humedad y nueve horas de reaccion); con lo cual el rendimiento se elevé por encima
de 95 por ciento a comparacién del tratamiento control que se encuentra por debajo
de 90 por ciento. Ademas, estos autores reportan que la calidad del aceite obtenido

no cambio significativamente.

Badr y Sitohy (1992) optimizaron el tratamiento enzimatico para la extraccion
acuosa de aceite de semillas de girasol. Estos investigadores utilizaron celulasas,
hemicelulasas, pectinasas y proteasas de diferentes fuentes. El mayor rendimiento
reportado fue el de la proteinasa acida (57, 08 por ciento) respecto al tratamiento
control (41,6 por ciento), las que fueron tratadas bajo las siguientes condiciones: 2
por ciento de concentracién de enzima, 30 por ciento de concentracion de sustrato

y un tiempo de reaccion de tres horas.

Dominguez et al. (1995) obtuvieron aceite de soya a partir de una extraccion acuosa
de las habas previamente acondicionadas y tratadas enzimaticamente con

complejos multienzimaticos. Estos autores obtuvieron un incremento en el
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rendimiento de extraccion de 10 por ciento respecto al proceso de extraccion

acuoso.

Latif y Anwar (2008) trabajaron con semillas de moringa (Moringa concanensis) a
las que sometieron a una extraccion acuosa asistida y no asistida (control) con
complejos enzimaticos. El contenido de aceite de la semilla reportado es de
aproximadamente 38,4 por ciento. Las condiciones del tratamiento enzimatico que
se emplearon fueron las siguientes: 2 por ciento de concentracion de enzima Con
el tratamiento control se obtuvo un rendimiento de 15,41 por ciento mientras que
con el tratamiento enzimatico con el complejo “Kemzyme” (mezcla de a-amilasa, -

glucanasa, celulasas, proteasas y xilanasas) fue de 27,46 por ciento.

Guerra y Zuiiga (2003) utilizaron un tratamiento enzimatico para aumentar el
rendimiento de extraccion de las semillas de uva (Vitis vinifera) con un prensado en
frio. Estos rendimientos aumentaron desde alrededor de 60 por ciento con el
tratamiento control hasta por encima de 70 por ciento con una concentracion de 2
por ciento del complejo “Ultrazym 100G”. Esto signific6 un aumento de

aproximadamente 26 por ciento en cuanto al rendimiento de extraccion.

Schwartz et al. (2007) aplicaron dos complejos enzimaticos (“Pectinex” y “Olivex”) y
una mezcla de ambos para facilitar la extraccion del aceite de palta (Persea
Americana). El mayor rendimiento se obtuvo con la mezcla de los complejos
enzimaticos con el que se alcanzé el valor de 82,2 por ciento con una concentracion
de enzima de 0,06 por ciento. Se menciona ademas que las propiedades

fisicoquimicas del aceite crudo son adecuadas.
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7. METODOLOGIA

7.1. Materia prima

Las semillas de higuerillas fueron compradas a los productores, posteriormente
fueron lavadas, secadas al medio ambiente, descascarilladas, trituradas con una
picadora moulinex type 643, almacenadas en frascos ambar en condiciones de

refrigeracion hasta el momento de su uso.

7.1.1. Enzimas

Las enzimas empleadas son las mencionadas a continuacion:
e El complejo multienzimatico Viscozyme L

El complejo multienzimatico contiene una mezcla de enzimas celuliticas con una
actividad de amplia gama de carbohidrasas, que incluyen arabanasa, celulasa, f3-
glucanasa, hemicelulasa y xilanasa. Enzimas que son extraidas y purificadas a partir
de Aspergillus sp, complejo de enzimas degradantes de la pared celular de
Aspergilus sp.

e Celulasa (Sigma Aldrich)

Celulasa extraida a partir de Aspergillus niger. Es posible determinar su actividad
mediante el empleo de papel filtro o CMC como sustrato. Se emple6 una

temperatura de 37°C y pH 6 durante su aplicacion.
e Hemicelulasa (Sigma Aldrich)

Polisacarido formado por los mismos mono- sacaridos que la cadena de celulosa,
pero con una estructura ramificada que facilita la union entre moléculas de celulosa,

y también entre ésta y la pectina.
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e Peptinasa

Son substancias enzimaticas, especializadas en romper los enlaces peptidicos de
las proteinas. Para ello uti- lizan moléculas de agua, por lo que se clasifican como

hidro- lasas.

7.2. Analisis proximal

Las semillas de higuerilla y el aceite se sometieron a un analisis a proximal.

7.2.1. Determinacion de humedad

Para determinar la humedad de las semillas, se fundamenta en la perdida de agua
hasta llevar a peso constante, para luego colocar en una estufa como se describe a

continuacion.

1.- Se peso 5 +0.2 gramos de muestra dentro una charola de aluminio de capacidad
de 5 cm de diametro y 0.8 de profundidad (tarado previamente) tomandolo
cuidadosamente con las pinzas (realizandolo por duplicado).

2.- las muestras fueron colocadas en una estufa a una temperatura de 105°C hasta
llegar a peso contante (aproximadamente por 3 a 4 horas).

3.- Las muestras se colocaron en un desecador por 30 minutos para enfriar y pesar
la muestra.

3.- Se reporto el % de perdida de peso como humedad.

Pérdida de peso

% Humedad = X100

Peso de muestra

7.2.2. Determinacion de grasa total ( extracto etéreo)

La determinacion de grasa o aceite total se extrae a partir de la muestra seca con
el uso de solventes organicos, utilizando el equipo de extraccién Soxhlet como se

describe a continuacion.
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1.- Se pesd 5 gramos de materia prima totalmente secas y se colocaron en los
cartuchos de extraccién. Previamente pesar el matraz de balén llevado a peso

contante.

2.- El cartucho se colocara en el equipo Soxhlet y se agregara 200 ml de hexanos
(equivalentes a dos sifonadas). Se activo el equipo y se mantuvo en extraccion

durante 8 horas de arrastre por solvente.

3.- El extracto se recogié en el matraz balon de destilacion y se procedié a evaporar
hasta eliminar todo el hexano (punto de ebullicion del hexano 68°C) con el rota
vapor. El matraz balon se colocara en la estufa durante 2 horas para eliminar el

residuo de hexano a 60-68°C. Seguidamente se enfrian en un desecador.

4.- El peso se cuantificara en una balanza analitica. Para sustituir los diferentes

pesos en la siguiente ecuacion:

) C—(B—-4)
% Extrqcto etéreo = fxmo

En donde: A = Peso del matraz de balon de destilacion limpio y seco.
B = Peso del matraz de balon de destilacion con la grasa.

C = Peso de la muestra en gramos.

7.2.3. Determinacion de cenizas

La cantidad de materia incombustible restante obtenida luego de someterla a una

calcinacion en un equipo como la mufla. Como se describe a continuacion:

1.- Se tomaron 20 gramos de muestra de semillas y se colocaron en la estufa a
105°C hasta llegar a peso constante. Para luego dejar enfriar la muestra durante 30
minutos en un desecador. Previamente se usaron crisoles para llevarlo a peso

constate en el cual se colocara la materia prima.

34



2.- Se pesaron 5 g de semillas con una balanza analitica y se colocaron en un crisol

limpio y seco tarado previamente.

3.- Seguidamente el crisol y la muestra se colocaron en la mufla a 550°C durante 4
0 6 horas, hasta notar que la muestra este totalmente de color gris-blanco.

4.-Despues de la incineracion, enfriar el crisol colocandolo en el desecador por una

hora y luego pesar en una balanza analitica.

5.- Obtenidos los pesos anteriores utilizar la ecuacion siguiente reemplazando los

siguientes datos:

. (A-B)
% Ceniza = TXlOO

En donde: A = Peso del crisol a peso constante con muestra seca (g).
B = Peso de crisol con cenizas (g).
C = Peso de la muestra seca (g).

7.3. Caracterizacion del aceite

El producto obtenido fue sometido a los siguientes analisis fisicoquimicos:

7.3.1. indice de acidez

Para caracterizar el indice de acidez consiste en cuantificar a los acidos grasos
libres presentes en el producto, los que se encuentran formados por hidrélisis de los
triacilglicéridos.

El valor obtenido se representa como el numero de gramos de acidos grasos libres
contenidos en 100 g de grasa. La metodologia siguiente fue al que se realizo:

Preparacién de disoluciones

Preparacion de KOH 0.01N ( Etandlico):
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Pesar 0.56 g de hidréxido de potasio disolver con 100 mL de etanol a 96° y
seguidamente pasarlo a un matraz aforado de 1L, enfriar a temperatura ambiente y

aforar con el mismo etanol.
Disolucién de Etanol: Eter (1:1).

Medir 100 mL de etanol 96° y colocarlo a un matraz Erlenmeyer. Adicionar 100 mL
de éter etilico mezclar y agitar. Neutralizar al momento de usarse con hidréxido de

potasio etandlico a 0.01N utilizando como indicar fenolftaleina.
Desarrollo
1.- Se peso 5+0.2 g de muestra dentro de un matraz Erlenmeyer de 125 mL.

2.- Adadir 50 mL de la mezcla disolvente (alcohol-éter etilico) previamente
neutralizado con KOH 0.01N agitar y mezclar.

3.- Agregar 1 mL de Fenolftaleina.

4.- Titular la mezcla con la solucion de hidroxido de potasio valorada, agitando
frecuentemente hasta que una coloracion rosa persista durante 30 seg.

Expresion de Resultados

Los resultados se expresan en miligramos de hidroxido de potasio de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

Vhidroxido*M+N

(1)

Grado de acidez (% de acido oléico) = ,
10*P aceite

56.1xV hidroxido*N
(2)

Indice de acidez=

P aceite

En donde:
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V= volumen en mL de la disolucién en KOH utilizada
N= normalidad exacta de la solucion de KOH utilizada

M= masa molecular del acido graso en que se expresa la acidez (Mn ac. Oléco=282
g/mol; Mm ac. Palmitico= 256g/mol; Mm ac. Laurico= 200g/mol)

P=peso en gramos del aceite problema
56.1=equivalente quimico de la potasa
N=normalidad de la solucion de hidréxido de potasio

V= mL de disolucién valorada de hidréxido de potasio, gastados en la titulacién de

la muestra

P=masa de la muestra en gramos

7.3.2. indice de Yodo
Es una medida de la instauracion de los acidos grasos que componen el aceite o
grasa.

La cantidad de gramos de yodo que son absorbidos por cien de gramos de
muestra. Se adiciona en exceso el halégeno para que una parte reaccione con la
muestra y el resto en la titulacion con tiosulfato de sodio, mediante el uso de
almidén como indicador, realizando el método de Wijs:

Preparacion de disoluciones
1.- Yoduro de Potasio (Kl) al 15%
Se pesan 75 g de yoduro de potasio y disolver en 500ml de agua destilada.

Seguidamente pasar la solucion a un frasco color ambar.
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2.-Tiosulfato de sodio (Na2S203) al 0.1N

Se disuelve 25 g de tiosulfato de sodio pentahidratado y aforar el volumen a un
litro de agua destilada hervida y enfriada a 45°C. Seguidamente pasar la solucién

a un frasco color ambar.
3.- Solucién de almidén al 1%

Pesar 1g de almidon en un vaso de precipitado y se forma una suspension con
aproximadamente 20 mL de agua destilada. Se hierve aproximadamente 80 mL de
agua destilada y en caliente se adiciona la suspension anterior agitando y
calentando hasta disolucion de almidon. ( La solucién debe prepararse diariamente
cuando se utilice, debido a que no estable)

Desarrollo:

1.- Se peso 0.3 g de aceite en un matraz Erlenmeyer y duplicado con tapa y un
matraz como testigo. Anotando el peso exacto obtenido.

2.- Se afadio en cada matraz Erlenmeyer 20 m de cloroformo con ayuda de una
pipeta volumétrica para disolver el aceite. Adadir con otra pipeta 10 mL de reactivo
de Wijs.

3.- Se agitan suavemente y se dejan reposar por 45 minutos en la oscuridad ( el
exceso de yodo debe ser mayor o igual al 60% de la cantidad afiadida).

4.- Anadir a los Erlenmeyer 10 ml de solucion de Kl al 15%, agitar vigorosamente y
seguidamente anadir 50 mL de agua destilada, lavando cualquier cantidad de yodo
libre de la tapa.

5.- Titular el yodo con tiosulfato a 0.1N afiadiéndolo gradualmente, con una agitacion

constante, hasta que el color amarillo de la solucién casi desaparezca.

6.- Se agrego6 20 gotas de almidon como indicador. Continuar la titulacion hasta que

le color azul desaparezca completamente.

38



7.-Al finalizar la titulacién, tapar el Erlenmeyer y agitar vigorosamente de manera
que todo el yodo remanente en la capa de cloroformo pase a la capa de yoduro de

potasio. Correr un blanco con la muestra.
Expresién de resultados

El numero de mililitros de tiosulfato 0.1N requeridos por el blanco (Vs) menos los
usados en la determinacion de la muestra (Vm) dan la cantidad de tiosulfato
equivalente al yodo absorbido por la grasa o el aceite. Ecuacién para calcular el %
en peso de yodo absorbido.

(VB — VM)xNx12.67

ndice de Iodo = *
peso de la muestra

En donde:

V= volumen de tiosulfato gastado en el blanco.
Vm= volumen de tiosulfato gastado en la muestra
N=Normalidad del tiosulfato

12.67= equivalente del Yodo

7.3.3. indice de saponificacion
El indice de saponificacién es la cantidad de hidroxido de potasio expresado en
miligramos, necesario para saponificar un gramo de aceite o grasa.

Este método se basa en la reaccion quimica de los triglicéridos con un alcali,

formandose jabones o sales alcalinas de los acidos grasos y glicerina.
Preparacién de soluciones

1.-Preparacion de Hidroxido de potasio en solucidn alcohodlica (KOH)
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Disolver 40 g de KOH, en un 1L de alcohol etilico al 95% y enfrié para conservar la

temperatura < 15°C. La solucion debe de permanecer clara y transparente.
2.-Solucion indicadora de fenolftaleina-1% en alcohol etilico al 95%

Pesar 1g de fenolftaleina y disolverlo en 100 mL de etanol.

3.- Acido clorhidrico 0.5N

Para preparar un litro de solucion de 0.5N de HCI de densidad 1.19 y al 37% se

necesitan 41.34 mL de acido clorhidrico concentrado.

Nota: Para preparar la disolucién de acido recuerde colocar en un matraz aforado
un aparte de agua destilada para posteriormente incorporarle el acido.

DESARROLLO:

1.- Colocar en el matraz Erlenmeyer la cantidad de muestra empleada para la
determinacion esta debe ser de 5 g y debe estar seca vy filtrada.

2.- Agregue 50 mL de disolucion de hidroxido de potasio (KOH) alcohdlica con una
probeta de 50 mL.

3.- Prepare y conduzca determinaciones en blanco simultaneamente con la muestra

y similares en todos aspectos, excepto por el aceite.

4.- Conecte el condensador y lleve a ebullicion lenta pero constante hasta que la
muestra esté completamente saponificada. Esto normalmente requiere de 1 h para

muestras normales. Asegurese que no haya ninguna fuga.

5.- Después de que el matraz y el condensador se han enfriado pero no lo suficiente
para formar un gel, lave el interior del condensador con una pequena cantidad de

agua destilada.

6.- Desconecte el condensador, agregue aproximadamente 1 mL del indicador de
fenolftaleina y titule con la solucion 0.5 N de HCI.
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7.- Registre el volumen de la solucion requerida para la titulacion.
Expresion de resultados
indice de saponificacion = (B — M) * N * 56.1) /P
En donde:
B= Volumen, mL 0,5N HCI requeridos para titular el blanco
M= Volumen, mL 0.5N HCI requeridos para titular la muestra
N= Normalidad de la solucion de HCI
P= Peso de la muestra en gramos
56.1= Equivalente del hidréxido de potasio

Nota: Algunas muestras, particularmente aquellas que sean dificiles de saponificar
pueden requerir mas de 1 hora de reflujo. La claridad y homogeneidad de la solucion
de prueba son indicadores parciales de la saponificacion completa, pero no

representan un criterio absoluto.

7.3.4. Estabilidad de Oxidacién de aceites

El procedimiento para determinar Estabilidad oxidacidén y es aplicada en general a
todas las grasas, aceites y biodiesel.

Descripciéon del método

La estabilidad de oxidacion de los aceites (OSl) se define como el punto de cambio
maximo de la tasa de oxidacion o matematicamente como el maximo de la segunda
derivada de la conductividad con respecto al tiempo. (Ver figura 1). En esté método

para determinar el periodo de induccién (medida de la estabilidad oxidativa) se hace
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pasar una corriente de aire purificado a través de una muestra de aceite o grasa en
un bafio con termostato. El aire saliente de la muestra de aceite o grasa se hace
pasar por un recipiente que contiene agua desionizada. Se monitorea

continuamente la conductividad del agua conforme se lleva a cabo la oxidacion.

El acido organico que se forma predominantemente es el acido formico. Para esta

determinacion se usa el equipo Rancimat. En este aparato se consigue determinar
rapidamente la estabilidad de oxidacion de muestras de aceites o grasas y por
consiguiente su periodo de induccién, mediante la oxidacion acelerada de la
muestra y el registro constante de los cambios en la conductividad eléctrica del
agua, que recoge los compuestos volatiles formados durante la reaccidn.

7.3.5. Perfil de acidos grasos.

Para determinar el perfil de acidos grasos, se utilizd6 un cromatografo de gases por
lo cual las muestras fueron convertidas a metil ésteres. Se llevo a cabo una hidrdlisis
alcalina utilizando 100 pL de cada muestra y 1 mL de una solucion de NaOH 0.5 M
preparada con metanol grado HPLC. La reaccion se llevé a cabo a 80°C durante 20
minutos en bafio maria con agitacion constante. Transcurrido este tiempo, se
adicion6 1 mL de BF3/MeOH al 14%, y se mantuvo a 20°C durante 20 minutos, con
agitacion constante.

Posteriormente se realizé la extraccion de los metil ésteres utilizando 1 mL de
hexano grado HPLC. El extracto hexanico obtenido al finalizar la esterificacion, se
inyecto por triplicado 1 yL de cada una de las muestras en el cromatdgrafo de gases
marca Agilent Techologies, modelo 5975 inert XL (Net work GC system), equipado
con una columna DBWax de 60 metros de longitud, 0.25 mm de diametro interno y
0.25 ym de espesor de pelicula. La temperatura de entrada fue de 150 °C, la cual
se mantuvo durante 5 minutos y posteriormente se elevo hasta 210°C usando una
rampa de calentamiento de 30°C/min. De 210°C pas¢6 a 213°C a una velocidad de
1°C/min, finalmente de esta temperatura pasé a 225°C a una velocidad de
20°C/min, durante 20 minutos haciendo un total de 30.6 minutos por corrida por

muestra. Se uso helio como gas acarreador a un flujo de 1 mL/min. La temperatura
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del inyector fue de 250°C, inyeccion Split con una relacion de 50:1. Una vez obtenido
el cromatograma, la identificacion de cada una de las sefiales cromatograficas se
llevé a cabo mediante espectrometria de masas empleando un espectro de masas

marca Agilent Technologies modelo 5975 inert XL.

7.4. Diseino de la investigacion - procedimiento experimental

En el siguiente trabajo se buscé comparar los rendimientos entre la extraccion del
aceite por solventes y no asistida por enzimas con el fin de demostrar si la
optimizacion es efectiva. Para demostrar este hecho, se muestra la metodologia

que se empleo:

a. Materia Prima. Se utilizaron semillas de higuerilla las cuales fueron obtenidas

directamente de los productores.

b. Seleccion. Las semillas de higuerilla fueron seleccionadas y se eliminaron las de

mal estado o dafiadas.

c. Lavado. En esta operacion se procedid a separar a las semillas de las impurezas

(restos de tallos, piedras, hojas secas, cascaras de la misma semilla, etc.) y que

pudieran encontrarse entre las semillas, ademas de semillas secas.

d. Secado. Esta operacién unitaria tuvo el objetivo de reducir la humedad de la

materia prima lavada como método de conservacion. Se llevo a cabo en un secador

a una temperatura de 60°C.

e. Tratamiento enzimatico. En esta operacién, se sometieron a las semillas

previamente acondicionadas segun las variables que se manipulara (tipo de enzima

a emplear, concentracién de la enzima, relacion materia prima: agua y tiempo de

hidrdlisis, rpm ). El objetivo de este tratamiento es degradar las paredes celulares

para que se libere el aceite mas facilmente y de esta manera el rendimiento de

extraccion aumente.

Se llevo a cabo en un equipo de bafio maria para que la temperatura se mantenga

constante de acuerdo a la enzima durante todo el tratamiento. El pH de la materia

prima acondicionada es de aproximadamente 6.25 -6.45, la cual se requiere ajustar
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para que se encuentra dentro del rango de accion de las enzimas empleadas, por
lo que el pH se considerara un parametro. La temperatura del medio dependera del
tipo de enzima empleado (Vizcozyme L.: 50°C,Peptinasa: 40°C, Celulasa y
Hemicelulasa: 37°C). Los factores a evaluar son el tipo de enzima, concentracion
de enzima, relacion solido/liquido, pH y el tiempo de hidrdlisis, tiempo de agitacion,

r.p.m..

e. Centrifugacion. La centrifugacion se realizo con el objetivo de separar el aceite
crudo de restos de particulas y de humedad absorbida por las semillas en el
tratamiento térmico. Esta operacién se llevo a cabo a 4500 rpm por un tiempo de 30
minutos tal como lo realizaron Badr y Sitohy (1992), se utilizaron tubos Falcén de
50ml aforando a los 50ml, seguidamente la parte superior suspendida (mezcla de
aceite y particulas de semillas con poca densidad) era transferida a tubos ependor
de 2ml utilizando 2 tubos por cada tubo Falcdn, debido a que la pasta suspendida
era aproximadamente 3.5 a 4 ml.

Los tubos expender eran centrifugado a 10000 rpm por un tiempo de 30 minutos,
para separar la mezcla de aceite y particulas finas de las semillas, seguidamente
era pesados en tubos de cristal de 5 ml previamente llevados a pesos contantes
esto para obtener el rendimiento. Para producciéon masiva el aceite se coloco en

frasco color ambar previamente llevado a peso constante.

7.4.1. Diseio experimental

Los factores a evaluar presentaron variables continuas con las que es posible
aplicar la Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM) para optimizar esta
operacion (empleando a Viscozyme L. como la enzima optima para la extraccion).

Esta se divide en las siguientes partes.

a. Screening: Se procedio a identificar todos los factores que pueden afectar el
rendimiento de extraccidon del aceite en le tratamiento enzimatico. Los cuales son

los siguientes factores que se muestran en la siguiente cuadro.
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Tabla 4.- Niveles de los factores que intervienen en el tratamiento enzimatico.

-2 -1 0 1 2
Enzima 2 2.5 3 3.5
Tiempo 4 5 6 7 8
Agitacion 100 150 200 250 300
RSL 1:02 1:03 1:04 1:05 1:06

Para lograr establecer los valores de los niveles que se representan en el cuadro
anterior, se tomo6 como referencia la experimentacion de investigacion, evaluando a
cada enzima a utilizar con sus factores 6ptimos para la extraccion. Utilizando un
modelo de primer orden para optimizar la extraccion enzimatica de aceite. Ademas
de los factores presentados, considerando al tipo de enzima “Viscozyme L” como
un factor que afecta el rendimiento de la extraccion. Seguido de la identificacion de

los factores,

b. Maximizacién del rendimiento: Se utilizé un Disefio Central Compuesto (DCC)
para determinar las condiciones optimas de operacién en el tratamiento enzimatico.
c. Validaciéon de la maximizacién: Se procedié a llevar a cabo la extraccion
aplicando los niveles optimizados de los factores evaluados y obtener el rendimiento
optimizado experimental para ser comparado con el valor predicho por el modelo

matematico.
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8. Resultados

8.1 Caracterizacion de la materia prima

Figura 3 y 4. Se muestra las semillas de Higueriila que se caracteriz6 realizando
un analisis proximal, con el objetivo de determinar la composicion de las semillas

de higuerilla.

Figura 3. Semillas de higuerilla.

Figura 4. Semillas de higuerilla secas y descascarilladas.
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Los datos obtenidos durante el analisis a proximal para la caracterizacién de la

composicion de las semillas de higuerilla se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados del analisis proximal.

Composicion
Humedad | Cenizas | Grasa Cruda
Porcentaje (%)
Higuerilla
" 2.635 3.55 56.6384
( Ricinus
Communis L.)

En la tabla 5, se puede observar que la semilla de higuerilla dentro de su
composicion contiene un porcentaje de humedad 2.635, cenizas 3.55 y 56.6384.

Para la determinacion de grasa cruda de la semillas de higuerilla se llevd a cabo
mediante la extraccién Soxhlet utilizando como solvente n-hexano. Obteniendo los

resultados que se muestran en la tabla 5.

El aceite que se obtuvo de la semilla de higuerilla utilizada presento un color
transparente. El porcentaje de rendimiento de aceite extraido de las semillas fue de
un 56.6384% como se muestra en la tabla 5. Teniendo un rendimiento mayor de

51.59% como reportan Sanchez Iris, 2012.

8.2 Estudio de rendimientos de enzimas (Celulasa,
Hemiselulasa, Peptinasa y viscozyme L.) en la extraccion
acuosa de semillas de higuerilla.

Se estudiaron los rendimientos de las siguientes enzimas para la extraccion acuosa
enzimatica de semillas de higuerilla con las condiciones 6ptimas de cada enzima
(temperatura, pH), los factores de relacion solido:liquido, rpm, tiempo de hidrolisis y
% de enzima fueron las variables constantes para cada enzima, ajustando el
procedimiento con un pretratamiento de hervido como reportan Qiang Liu et al.
2019.
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Los resultados que acontinuacionse muestras, en algunos casos se tieness factores
de estudios simples, esto es debido a los factores optimos del uso de la activada de

cada enzima.

Tabla 6. Evaluacion del rendimiento de la enzima celulasa.

Celulasa (1:6, 200 rpm, 4h, 2% enzima, hervido)
Temperatura

45 °C 50° C
1.3222 1.7152

pH 4
1.3217 1.6901

Rendimientos
(%) 47.21 60.80

En la tabla 6, se puede observar el rendimiento de la extraccion enzimatica
utilizando a la celulasa como la enzima activa en la reaccidn, utilizando sus factores
optimos la temperatura 45 y 50 °C, y un pH 4. Siendo el pH 4 contante para las dos
temperaturas en 45°C se obtuvo un 47.21% de rendimiento, mientras que a 50°C
se obtuvo un 60.80% en rendimiento; siendo a 50°C el mejor rendimiento de

extraccion acuosa enzimatica de aceite utilizando como enzima activa a la celulasa.

Tabla 7. Evaluacion del rendimiento de la enzima Hemicelulasa.

Hemicelulasa ( 1:6, 200rpm, 4h, 2% Enzima, hervido)
Temperatura Rendimientos (%)
40° C 45°C 40°C 45°C
pH 5 1.1708 1.0112 43.84 32.29
1.2842 0.7974
pH 6 0.8958 0.4679 31.51 18.04
0.8691 0.5425

Se evalud el rendimiento de la extraccidn acuosa enzimatica de aceite de semillas
de higuerilla utilizando a la hemicelulasa como enzima activa en la reaccion. Se

considerd los factores 6ptimos de la enzima pH 5 y 6, temperatura 40°C y 45°C.
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Los resultados se pueden observar en la tabla 7, en el cual se obtuvo que a pH 5; a
40°C el rendimiento fue de 43.84% y en 45°C su rendimiento fue 32.29%, se observo
la decadencia de rendimiento a los 45°C debido a que la hemicelulasa no soporta
temperaturas mayores a los 45°C. Los resultados para pH 6 con temperatura de
40°C se obtuvo un rendimiento de 31.51%, alos 45°C se obtuvo un rendimiento de
18.04% se observdo que el rendimiento fue afectado notoriamente por la
temperatura; como se mencion6 anteriormente mas el efecto del pH 7 el cual es
menos acida.

Considerando los resultados de la tabla 7, se puede apreciar que el mejor
rendimiento para la extraccidn acuosa enzimatica de las semillas de higuerilla
utilizando a la hemicelulasa como enzima activa en la reaccion, esconunpH Sy a
una temperatura de 40°C, con un 43.84% de rendimiento en la extraccion,
comparada con lo reportado Sanchez Iris, 2012 de la extraccidon con solventes con
un rendimiento de 51.59%, mientras que en nuestra extraccion por solvente
obtuvimos un 56.6384% de rendimiento ; la hemicelulasa no seria una buena
enzima para llevar a cabo la experimentacion de la extraccion acuosa enzimatica

de semillas de higueriila.

Tabla 8. Evaluacion del rendimiento de la enzima Peptinasa.

Pectinasa (1:6, 200 rpm, 4h, 2% enzima, hervido)
Te”;%frgt”ra Rendimiento (%)
T
oH 16042 o133

En la tabla 8, se muestras los resultados obtenidos del estudio para evaluar el
rendimiento de la extraccion acuosa enzimatica de las semillas de higuerilla
utilizando Peptinasa como enzima activa en la reaccién. Se estudié a pH 4 y pH 5,
con una temperatura de 40°C. En pH 4 se obtuvo un rendimiento de 46.71%, para
pH 5 se obtuvo un rendimiento de 61.33%; se notd el incremento del rendimiento
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para pH 5, debido a que peptinasa tiene una mejor actividad en la reaccién menos
acida, sin embargo esto no asegura que si incrementamos el pH mejore el
rendimiento, es decir, si aumentamos el pH 6 o 7 esto hara que la peptinasa pierda
actividad de reaccion pues ya estaria en un medio basico.

El uso de la enzima peptinasa mejoro el rendimiento de la extraccion de semillas
obteniendo un 61.33% a pH 4 a 40°C, sobrepasando el rendimiento obtenido con el

uso de solventes que fue de un 56.6384%.

Tabla 9. Evaluacion del rendimiento del complejo enzimatico Viscozyme L.

Viscozyme L. (1:6,200rpm, 4h,2% enzima,hervido)
Tem{)%i"é’t”ra Rendimiento (%)
pH35 16508 05
e
oHs 1.7126 63 15

En la tabla 9, se puede observar los resultados obtenidos del estudio del rendimiento
del complejo enzimatico Viscozyme L. para la extraccion de aceite de semillas de
higuerilla. Se estudioé pH 3.5, 4 y 5 con una temperatura de 50°C.

En pH 3.5 se obtuvo un rendimiento de 60.51%, en pH 4 el rendimiento fue de
62.69%, mientras que pH 5 su rendimiento fue de 63.15%. Debido a que la
temperatura fue constante para evaluar el pH, se puede apreciar el incremento del
rendimiento al aumentar el pH, puesto que viscozyme L. es un complejo enzimatico

tiende a tener una mejor activad enzimatica en pH un poco alto como pH 5.
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Tabla 10. Rendimiento obtenido de una mezcla del compuesto enzimatico de Viscozyme
L. + Peptinasa

Viscozyme L. + Pectinasa
(1:6, 200 rpm, 4h, hervido, 1% + 1% enzima)

Temperatura Rendimiento (%)
45 °C
1.7408
pH S 1.7226 o164

En la tabla 10, se observa el rendimiento obtenido para el estudio de una mezcla de
enzimas Viscozyme L. + Peptinasa, este complejo de enzimas se estudio a pH 5 el
cual fue el mejor como se menciona observa en las tablas 8 y 9, y a una temperatura
de 45°C, debido a que le mejor rendimiento para petinasa fue 40°C y para viscozyme
L. fue de 50°C.

Estudiando estos parametros se obtuvo un rendimiento de 61.84%, este
rendimiento fue casi cercano para el uso de solo peptinasa el cual se obtuvo un
rendimiento de 61.33% a pH 5 y 40°C, pero no mayor para Vizcozyme L. el cual
tuvo un rendimiento de 63.15%. Este coctel de enzimas no tuvo un rendimiento
mayor por causa que la aunque el pH fue el indicado, la temperatura no fue la
indicada para el uso de los dos; puesto que ambas enzimas estuvieron expuestas

a temperaturas fuera de su Optima para complacer bien su actividad enzimatica.

8.3. Extraccion acuosa de semillas de higuerilla

Se realizaron varios experimentos al azar para optimizar la extraccién acuosa de
semillas de higuerilla, considerando los factores que pueden afectar el rendimiento
de la extraccion de aceite, temperatura, relacion solido: liquido, pH, rpm y tiempo de

Hidrdlisis. A continuacion, se muestras los experimentos realizados:
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Tabla 11. Evaluacion de la temperatura, teniendo como optimo la temperatura de 80° C

Evaluacion de la temperatura a 250 rpm, realacion 1:6, 4 h de hidrélisis, pH
nulo.
Mepei Peso gr Rendimiento %
Ml M2 Ml M2
40 1.0889 1.0739 38.75 38.22
50 1.1058 1.1009 39.35 39.18
60 1.1013 1.1237 39.19 39.99
70 1.7101 1.6925 60.86 60.23
80 1.8031 1.7632 64.17 62.75

En la tabla 11 podemos apreciar los rendimientos al momento de evaluar la
temperatura para la extraccion acuosa de higuerilla, manteniendo el resto de las
variables estables, asi con un tiempo de hidrdlisis de 4 horas, relacion sélido: liquido

de 1:6, pH nulo y 250 rpm, para apreciar la temperatura 6ptima.

En la tabla 11, se puede apreciar los resultados obtenidos del estudio de la
temperatura en la extraccion acuosa de semillas de higuerilla. Teniendo en cuenta
que al incremento de la temperatura el rendimiento fue mejorando debido a someter
las semillas a altas temperaturas se logré romper la estructura de las semillas
liberando la mayor cantidad de aceite posible. La temperatura optima fue de 80°C
como se muestra en la tabla 11 con un rendimiento de 62.75% siendo mayor que la

extraccion por solventes (56.63%).
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Tabla 12. Evaluacion de la relacion sélido: liquido, teniendo como optimo la relacién 1:4

Evaluacion de relacion (Solido/Liquido), Temperatura 80°C, 4
horas de hidrdlisis, pH nulo, 250 rpm.
Peso gramos Rendimiento %
Relaciéon (W/V)
M1 M2 M1 M2
1;2 1.7623 1.7971 62.72 63.95
1;4 2.0084 2.0344 71.47 72.40
1,6 1.9095 1.9147 67.95 68.14
1;8 1.5581 1.5950 55.45 56.76
1;10 1.2991 1.3213 46.23 47.02

Considerando el resultado obtenido de la tabla 11 donde se evalué la temperatura
optima (80°C) para la extraccion acuosa de semillas. Se estudio la relacién solido :
liquido como puede observarse en la tabla 12, teniendo un mejor rendimiento en la
relacion 1:4 con un rendimiento de 72.40%, el rendimiento mejoro en un 10%

utilizando la temperatura de 80°C.
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Tabla 13. Evaluacion de pH, se observo que a partir de pH 5 a pH 7 el incremento del
rendimiento se mantuvo.

Evaluacion de pH, Temperatura 80°C, relacion 1:4, 4 horas de
hidrélisis, 250 rpm.
Peso gramos Rendimiento %
pH
M1 M2 M1 M2
3 1.6842 1.7381 59.94 61.85
4 1.9338 2.0149 68.82 71.70
5 2.0459 1.9976 72.81 71.09
6 2.0095 2.0138 71.51 71.67
7 2.023 1.9987 71.99 71.13

En la tabla 13, se puede observar los resultados obtenidos del estudio de pH para

la extraccion acuosa de semillas de higuerillas, teniendo los resultados anteriores

de la tabla 11 y 12. Se considerd que el pH solo fue afectado en pH 3 debido al

medio acido, a diferencia del pH 4, 5, 6 y 7 se obtuvo el mismo rendimiento de 71%.

Tabla 14. Evaluacion de rpm, teniendo como optimo 250 rpm.

Evaluacion de rpm, temperatura 80°C, relacion 1:4, pH nulo, 4

horas de hidrolisis.

Peso gramos Rendimiento %
rpm
M1 M2 M1 M2
100 1.0851 1.176 38.62 41.85
200 1.6914 1.696 60.19 60.36
250 2.0154 2.0204 71.72 71.90
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En la tabla 14, se puede apreciar los resultados del estudio de la evaluacién de rpm
en el rendimiento de la extraccion acuosa de semillas de higuerilla. Teniendo como
referencia los factores 6ptimos de la tabla 11, 12 y 13; se observd que para 100,
200 y 250 rpm fue incrementando como fue aumentando las rpm. El mejor
rendimiento fue a 250 rpm con un 71,90%, con los datos de la tabla 13 se puede

considerar que el rendimiento es afectado por los rpm.

Tabla 15. Evaluacion del tiempo, se observo que el tiempo no tuvo una diferencia en el
rendimiento de la extraccion.

Evaluacion del tiempo, temperatura 80°C, relacién 1:4, pH nulo,
250 rpm.

Horas Peso gr Rendimiento %
M1 M2 M1 M2

4 1.9806 1.9898 70.48 70.81

8 2.008 1.9519 71.46 69.46

12 1.9404 1.9805 69.05 70.48

16 1.9955 2.0224 71.01 71.97

20 1.9693 1.9876 70.08 70.73

24 1.9263 1.9461 68.55 69.26

Teniendo los resultados de Optimos de las tablas 11, 12, 13 y 14 (temperatura,
relacion solido: liquido, pH y rpm).

En la tabla 15, se obtuvieron los resultados al evaluar el tiempo para la extraccion
acuosa de semillas de higuerilla. Se puedo observar que desde la hora 4 a 24 el
rendimiento de la extraccion no incremento, es decir, se mantuvo estable a
diferencia de los resultados anteriores obtenidos en el cual el rendimiento era de
71% en la tabla 15 el rendimiento puede varias un poco de 68 a 71% esto es debido

a errores de la manipulacion de las muestras.
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Los resultados obtenidos para el 6ptimo de cada estudio de los factores fueron los
siguientes: Temperatura 80°C, relacion solido: liquido 1:4, pH nulo debido a que tuvo
un incremento de rendimiento, rpom de 250 y un tiempo de reaccion de 4 horas

puesto que al incrementar las horas de reaccion el rendimiento era continuo.

8.4. Extraccion acuosa enzimatica

En la extraccion acuosa enzimatica se llevaron a cabo una serie de experimentos
usando la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) para lograr maximizar el
rendimiento al emplear un tratamiento enzimatico previo a la extraccion con
solventes para obtener aceite de semillas de higuerilla (Ricinus communis), en los
que se realizaron 28 experimentos con duplicados, los factores a estudiar fue el
tiempo de agitacion, relacion solido: liquido, porcentaje de enzima, rpm. Mientras
que el pH y la temperatura fueron los 6ptimos de la enzima Viscozyme L.

Tabla 16. Niveles de factores codificados.

Factor Niveles de factores codificados
Natural -2 -1 0 1 2
Enzima 2 2.5 3 3.5 4
Tiempo 4 5 6 7 8
Agitacion 100 150 200 250 300
RSL 1:02 1:03 1:04 1:05 1:06

En la tabla 16, se puede apreciar los factores codificados para el estudio de la
extraccion acuosa enzimatica de semillas de higuerilla utilizando como enzima
activa en la reaccion a Viscozyme L., teniendo en cuanta los factores naturales

como % de enzima, tiempo de reaccion, agitacion y relacidn solido.: liquido.
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Tabla 17. Rendimientos promedio (%) de la extraccién acuosa enzimatica de aceite de
semillas de higuerilla (Ricinus communis).

Run Enzima | Tiempo | Agitacion | RSL Respuest | Respuest
a1 (%) a2 (%)
1 -1 -1 -1 -1 63.91 65.22
2 -1 -1 -1 1 75.58 76.59
3 -1 -1 1 -1 71.14 71.31
4 -1 -1 1 1 71.27 72.79
5 -1 1 -1 -1 59.40 59.19
6 -1 1 -1 1 61.68 61.61
7 -1 1 1 -1 68.16 67.92
8 -1 1 1 1 7417 72.38
9 1 -1 -1 -1 68.98 68.22
10 1 -1 -1 1 65.06 64.82
11 1 -1 1 -1 71.80 72.16
12 1 -1 1 1 72.56 72.32
13 1 1 -1 -1 61.61 61.02
14 1 1 -1 1 64.43 65.06
15 1 1 1 -1 74.14 74.97
16 1 1 1 1 73.01 72.30
17 -2 0 0 0 67.79 68.68
18 2 0 0 0 71.10 71.73
19 0 -2 0 0 72.59 72.27
20 0 2 0 0 73.36 73.02
21 0 0 -2 0 34.85 36.49
22 0 0 2 0 72.20 73.16
23 0 0 0 -2 58.01 57.31
24 0 0 0 2 64.56 65.38
25 0 0 0 0 71.73 73.10
26 0 0 0 0 72.67 72.32
27 0 0 0 0 73.93 73.12
28 0 0 0 0 71.80 71.25

En la tabla 17, se muestras los experimentos realizados, para encontrar el mejor

rendimiento el cual fue el experimento numero 15 con los factores de % de enzima

de 3.5, tiempo de reaccion de 7 horas, rpm de 250 y relacion solido: liquido de 1:3.

Teniendo un rendimiento de 74.14 y 74.97% teniendo un aproximado a lo que

reportan Qiang Liu et al. 2019 con un rendimiento de 77.53%.
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8.5. Caracterizacion del aceite

Para la caracterizacion del

fisicoquimicas como se muestran en la tabla 18.

aceite obtenido se

llevaron a cabo pruebas

Tabla 18. Propiedades fisicoquimicas de los aceites de semillas de ricino obtenidos por

extraccion Soxhlet (SE), extraccion (AE), y extraccion acuosa enzimatica (AEE).

Propiedades Fisicoquimicas SE AE AEE
Valor acido (mg KOH/qg) 1.01 £ 0.01 0.46 £ 0.02 2.45 1 0.02
Acido graso libre (%) 0.51 £ 0.01 0.23 £ 0.01 1.23 £ 0.01
Valor de Yodo (g/100g) 54.8 £ 3.29 58.72 +1.79 58.01 £ 0.04
Valor de saponificcion (mg

194.12 £ 1.60 194.29 £ 1.49 194.34 £ 1.24
KOH/qg)
Estabilidad Oxidativa (h) 2403 +5.24 49.40 79.18

Los resultados del presente trabajo demuestran que las muestras de aceite de

higuerilla extraida por método de solventes, extraccion acuosa y extraccion acuosa

enzimatica se encuentran dentro de los limites tolerables para aceites vegetales y

los que resultados son muy semejantes a los obtenidos por diversas muestras de

aceites vegetales comestibles que actulamente se utilizan como materia prima para

el uso industrial.
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8.6. Perfil de acidos grasos

Se realizo el perfil de acidos grasos para apreciar la composicion del aceite extraido
de las semillas de higuerilla en los tres métodos empleados, Extraccion Soxhetl,

extraccion acuosa y extraccion acuosa enzimatica.

Tabla 19. Composicion de acidos grasos de aceites de semillas de ricino obtenida por
diferentes métodos de exaccion.

. Composicion de acidos grasos (%)
Acidos grasos
SE AE AEE
Acido palmitico (C16:0) 216 £0.15 2.05+0.06 2.20 £ 0.07
Acido esteriarico (C18:0) | 2.68 + 0.16 257 +0.12 2.31+£0.15
Acido oleico (C18:1) 7.87 £0.29 7.12+0.28 7.41+0.35
Acido linoleico (C18:2) 7.33+£0.32 7.06 £ 0.30 7.55+0.33
Acido linolénico(C18:3) 0.71 +£0.02 0.67 £ 0.01 0.74 £ 0.02
Acido ricinoleico (12-OH 79.23
80.53 £ 1.92 79.79 £ 2.94
C18:1) 1.84
Acido grasos saturado
4.84 £0.22 462 +0.15 4.71+0.27
(SFA)
Acido grasos
87.10 £
monoinsaturados 0.78 87.66 + 0.76 86.64 + 0.80
(MUFA) '
Acido grasos
3 8.05 + 0.46 7.72 £ 0.56 8.66 + 0.52
poliinsaturados (PUFA)




9. Conclusiones.

Se lograron los objetivos planteados en el presente trabajo ya que se
caracterizd los métodos de extraccion para el aceite de higuerilla (Ricinus

Communis), para el uso industrial.

Se estandarizo un método central para la extraccion de aceite de semillas de
higuerilla. A través de este trabajo se demuestra que el uso del método
enzimatico es posible para llevar a cabo la extraccion acuosa de aceite de
higuerilla para la produccion industrial de aceite esenciales, ademas
demuestra el mejoramiento del rendimiento de la extraccion al utilizar
enzimas sustituyendo el método de solventes, sin dudar de un método mas

adaptable para el medio ambiente.

Se demostré la identificacion del rendimiento para cada método de
extraccion, es decir, para le método con solventes y extraccion acuosa
tuvieron menor rendimiento que la extraccion acuosa enzimatica. Con la
finalidad de demostrar que el método con solventes puede ser sustituido

utilizando enzimas para la extraccion de aceite de semillas de higuerilla.
Se obtuvieron buenos rendimiento como bueno resultados en las

propiedades del aceite con la extraccion acuosa enzimatica de semillas de

higuerilla (Ricinus communis).
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10. Recomendaciones.

Se recomienda hacer un estudio de mezclas de enzimas para un mejor rendimiento

en la extraccion acuosa enzimatica.

Se debe tener en consideracion ajustar el pH correctamente, debido a que es un

factor muy importante para tener una mejor actividad con la enzima.

Se debe anadir la enzima al final, cuando se tenga el lote de los experimentos a

realizar, con el fin de que la enzima no tarde mucho tiempo sin estar en agitacion.

Escalar a nivel biorreactor enzimatico para estudiar variables como mezclado y

agitacion.
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Anexo |. Planta de Higuerilla.

Figura 6. Planta de Higuerilla.
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Anexo Il. Competencias Desarrolladas y Aplicadas.

Durante el periodo de residencia profesional realizada en el Instituto Tecnoldgico de
Tuxtla Gutiérrez logre obtener nuevas experiencias profesionales. Durante la
realizacion de la experimentacion para la extraccidon de aceite de semillas de
higuerilla, aplique los conocimientos adquiridos durante mi formacién de Ingeniero
Bioquimico, que me ayudaron a entender con mayor facilidad el tema de la
extraccion acuosa y tratamiento enzimatico de aceite de semillas de higuerilla. A
continuacién, menciono algunos conocimientos aplicados de cada una de las

asignaturas que me complementaron durante mi formacion profesional.

Cinética Quimica y Biolégica: Se aplicaron los conocimientos de los principios de
la cinética de las reacciones quimicas catalizadas, asi las propiedades de que se
analizan en los datos experimentales para proponer y demostrar la eficiencia y

rendimiento de las enzimas utilizadas.

Bioquimica: Se aplico la capacidad de percibir a través de sus sentidos los sucesos
que tienen lugar en el interior de las reacciones de experimentacién. Utilizando los
diversos instrumentos y técnicas experimentales que permiten estudiar las

reacciones propuestas.

Fisicoquimica I: Se aplicaron los conceptos de equilibrio termodinamico y equilibrio
de fases.

Quimica Analitica: Se aplicé el campo que hace impredecible una reaccion con la
practica totalidad de las ciencias experimentales y con la tecnologia industrial,
colaborando a la resolucion de los problemas y convertirlos en un poderoso auxiliar

para el desarrollo e investigacion.

Bioquimica del Nitrogeno y Regulacion: Se aplicaron las competencias
necesarias para disefiar, seleccionar, adoptar, operar, controlar, simular, optimizar
y escalar equipos y procesos en los que se aprovechen de manera sustentables los

recursos bioéticos.
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Durante el periodo de mi residencia profesional se desarrollaron y aplicaron
competencias profesionales que se describen en la siguiente tabla de manera

detallada:

Tabla 20. Competencias Desarrollada y Aplicaciones

Competencias Desarrollada y ¢ Donde se aplico?
Aplicaciones
Capacidad de Analisis y Sintesis En la lectura de articulos cientificos,

documentos de paginas web, libros, sitios
online de publicaciones cientificas y otros
para el desarrollo del contenido tedrico
relacionado a cada proceso.
Capacidad Critica En la seleccion y modificacion de algunas
de las variables de proceso experimental
para corregir variables no previstas, para
repetir la experimentacion.
Automotivacion Con interés constante por la investigacion
y la realizacion de la experimentacion de
extraccion de aceite.
Analisis de Problemas En solucionar los problemas que
impedian llevar a cabo la
experimentacion.
Comunicacion Escrita En la redaccion y uso de los datos
obtenidos de los rendimientos de cada
experimento de la Metodologia de
Superficie de Respuesta (MSR)
Compromiso En la entrega de avances y cumplimiento
de las responsabilidades asignadas en
tiempo y forma.
Capacidad de Comprender la Vision La capacidad de detectar informacion

del Asesor importante de la asesoria oral con mi
asesor y personal capacitado de
laboratorio.
Iniciativa La capacidad de idear y crear alternativas

para poder facilitar la realizacién de los
experimentos de extraccion.

Planificacion y Organizacion Cumplir con los objetivos del plan de

trabajo de acuerdo a lo pronosticado.
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