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1. INTRODUCCION

El estado de Chiapas cuenta con una diversidad de cultivos entre los que destaca
el zapote mamey (Pouteria sapota). El mamey es un fruto muy conocido y la
mayoria de la produccion se consume como fruta fresca. Esta fruta autdctona de
Mesoameérica, ha tenido diversos usos en la historia de los pueblos latinoamericanos
y, actualmente, su produccion e industrializacion para la elaboracién de diversos
productos alimenticios ha observado ampliaciones importantes. Sin embargo,
todavia es muy poca la investigacion que se ha realizado en torno a sus multiples

propiedades.

Cuando la fruta se industrializa para procesar su suculenta y apreciada pulpa se
generan cantidades diversas de residuos. Dentro de estos residuos esta su semilla,
la que ha sido objeto de algunas investigaciones debido a su alto contenido de

aceite (Solis-Fuentes y col., 2001).

Varios aceites vegetales han sido investigados ampliamente, probados e incluso
usados para la produccién comercial de biodiesel. Generalmente estos aceites, han
sido aquellos que derivan de materias primas que abundan en los paises donde se
analiza su viabilidad. El uso de aceites comestibles representa entre el 60 a 70%
del costo de produccion del biodiesel, por lo que el estudio y localizacién de
opciones de materias primas no comestibles o no convencionales de bajo costo,
especialmente aquellas que provienen de residuos agroindustriales, es un aspecto
de gran importancia (Fukuda y col., 2001; May Hanna, 1999; Ozgiil-Yucel y Tirkay,
2003).

Los aceites de las semillas se encuentran en vacuolas intracelulares y también

enlazadas a proteinas y a una amplia variedad de carbohidratos (celulosa,



hemicelulosa, pectina, etc.). Para mejorar el rendimiento y la velocidad de extraccion
del aceite es necesario degradar las paredes celulares a fin de incrementar la
permeabilidad del aceite a través de la membrana (Olsen, 1988). Existen algunas
investigaciones relacionadas con la extraccion de aceites asistida por enzimas, lo
gue ayuda en la extractabilidad del aceite al degradar la pared celular de la semilla
(Dominguez, 1994). En general, el éxito de la aplicacion de enzimas en el proceso
extractivo, depende de cada materia prima (Zufiiga y col., 2003; Soto y col., 2004),
y no se conocen antecedentes sobre la utilizacion de enzimas en la extraccion de

aceite de la semilla de mamey.

A partir de esto, se propuso estudiar la extraccion de aceite de la semilla de Zapote
mamey empleando un método de extraccion por centrifugado y asistida por accién

enzimatica.



2. JUSTIFICACION

La recuperacion de compuestos presentes en los residuos agroindustriales se ha
vuelto un tema interesante en los Ultimos afios y ha despertado el interés de muchas
industrias para aprovechar y dar uso a los diversos residuos que generan dia a dia
y, el caso de la industria procesadora de la pulpa de mamey no es la excepcioén, ya
que presenta un alto porcentaje de residuos que incluye desde las cascaras hasta
las semillas, esta ultima puede ser aprovechada para la obtencidén de aceite.

Uno de los principales objetivos en la industria oleaginosa es la optimizacion del
proceso de extraccion de aceite. Si bien existen numerosas referencias al respecto,
continda la busqueda de tecnologias que reduzcan el consumo energético, que
sean mas seguras para el medio ambiente y el ambito laboral. Para facilitar la
obtencion del aceite se recurren a pre tratamientos para romper y/o degradar la
estructura celular y asi facilitar no solo la liberacion del aceite de los cuerpos
lipidicos sino ademas el acceso del disolvente (Freccero, 2006).

Es por esto que el siguiente proyecto tiene como finalidad incrementar los
rendimientos de extraccién de aceite de la almendra de mamey, empleando como
método de extraccion a la centrifugacion con un tratamiento previo de hidrolisis

enzimatica y compararlos con una extraccion convencional por disolventes.



3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

3.1 GENERAL

Evaluar el efecto del pretratamiento enzimatico con Viscozyme L sobre el
rendimiento y la composicidon en la extraccion de aceite obtenido de almendras de

zapote mamey (Pouteria sapota).

3.2 ESPECIFICOS:

e Determinar las condiciones adecuadas de concentracién de enzima y pH
sobre la hidrolisis enzimatica de zapote mamey (Pouteria sapota) para

maximizar la eficiencia de extraccion de aceite.

e Comparar los rendimientos de extraccion de aceite obtenidos por el método

convencional Soxhlet y por el método acuoso-enzimético.

e Determinar el efecto de la extraccién acuosa-enzimatica sobre el perfil de
acidos grasos del aceite de almendras de mamey.



4. CARACTERIZACION DEL AREA.
4.1 HISTORIA

El Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG), es una institucién que nacié un
22 de octubre de 1972, con la mision de formar de manera integral profesionistas
de excelencia en el campo de la ciencia y tecnologia con actitud emprendedora,

respeto al medio ambiente y apego a los valores éticos.

En la década de los 70s, se incorpora el estado de Chiapas al movimiento educativo
nacional extension educativa, por intervencion del Gobierno del Estado de Chiapas
ante la federacion. Esta gestion dio origen a la creacion del Instituto Tecnolégico
Regional de Tuxtla Gutiérrez (ITRTG) hoy Instituto Tecnol6gico de Tuxtla Gutiérrez
(ITTG).

El dia 23 de agosto de 1971 el Gobernador actual de ese afio, colocé la primera
piedra de lo que muy pronto seria el Centro Educativo de nivel medio superior mas

importante de la entidad.

El dia 22 de octubre de 1972, con una infraestructura de 2 edificios con 8 aulas, 2
laboratorios y un edificio para talleres abre sus puertas el Instituto Tecnoldgico de
Tuxtla Gutiérrez con las carreras de Técnico en Maquinas de Combustion Interna,

Electricidad, Laboratorista Quimico y Maquinas y Herramientas.

En el afio 1974 dio inicio la modalidad en el nivel superior, ofreciendo la carrera de
Ingenieria Industrial en Produccién y Bioguimica en Productos Naturales, 1980 se
amplié la oferta educativa al incorporarse las carreras de Ingenieria Industrial

Eléctrica e Ingenieria Industrial Quimica.

En 1987 se abre la carrera de Ingenieria en Electrénica y se liquidan en 1989 las
carreras del sistema abierto del nivel medio superior y en el nivel superior se

reorientd la oferta en la carrera de Ingenieria Industrial Eléctrica y se inicia también

9



Ingenieria Mecanica asi también en 1991 surge la licenciatura en Ingenieria en
Sistemas Computacionales. Desde 1997 el Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez
ofrece la Especializacién en Ingenieria Ambiental como primer programa de

posgrado.

Para 1998 se establecié el programa interinstitucional de posgrado con la
Universidad Autébnoma de Chiapas para impartir en el Instituto Tecnologico la
Maestria en Biotecnologia posteriormente en 1999 se inici6 el programa de
Maestria en Administracion como respuesta a la demanda del sector industrial y de

servicios de la region.

A partir de 2000 se abrié también la Especializacion en Biotecnologia Vegetal y un
afio después dio inicio el programa de Maestria en Ciencias en Ingenieria

Bioquimica y la Licenciatura en Informatica.

En la actualidad es un instituto de alta capacidad ya que cuenta con instalaciones
de calidad tal es el caso de polo nacional, asi como los laboratorios de alimentos e
investigacién, aulas entre otros (Universia México, 2011).

4.2 MISION

Formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la ciencia 'y
la tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y apego a los

valores éticos.

4.3 VISION

Ser una institucion de excelencia en la educacién superior tecnolégica del sureste,

comprometida con el desarrollo socioecondmico sustentable de la region.

10



4.4 VALORES
e El ser humano.

e El espiritu de servicio.

e Elliderazgo.

e Eltrabajo en equipo.

e La calidad.
El alto desemperio.
Respeto al medio ambiente

4.5 LOCALIZACION
El Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez se encuentra ubicado en la Carretera

Panamericana Km.1080 Teran, Chiapas (Figura 4.1).
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Figura. 4.2. Vista de la entrada al instituto tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez.

4.5.1 INSTALACIONES

El 29 de noviembre de 2011 se inaugurd el “Polo Tecnolégico Nacional para la
Certificacion y Pruebas Analiticas en Biocombustibles” (figura 4.3), esto con la
finalidad de impulsar el programa federal mesoamericano de biocombustibles,
actualmente el polo entre los muchos laboratorios cuenta con el laboratorio de
andlisis bromatologicos (figura 4.4), en donde se llevo a cabo el desarrollo de este
proyecto que lleva por nombre “evaluacion del pre tratamiento enzimatico de la
semilla de zapote mamey (Pouteria sapota) sobre el rendimiento de extraccion del

aceite.
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El laboratorio cuenta con agitadoras con bafio maria requeridas como equipo clave
para la elaboracién del proyecto, asi también cuenta con balanzas analiticas,
potenciémetros, equipo de digestion asi como equipos utilizados para la elaboracién

de andlisis bromatoldgicos.

Figura. 4.4. Laboratorio de bromatologia

13



5. FUNDAMENTO TEORICO
5.1 MAMEY

5.1.1 CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS BOTANICAS.

El mamey pertenece a la familia de las sapotaceae (cuadro 5.1), que ademas
incluye otros &rboles frutales como el chicozapote (Achras zapota L.) y el zapote

verde (Calocarpum viride L).

Cuadro 5.1. Clasificacion taxonémica del mamey.

Clase Angiosperma
Subclase Dicotiledoneas
Orden Ebanales
Familia Sapotaceae
Genero Pouteria
especie sapota

Balerdi y col, 2009.

El arbol es atractivo (Figura 5.1) de copa abierta con un tronco central grueso y
unas cuantas ramas grandes, su corteza es gruesa y fisurada de 1 a 3 cm de
espesor y presentan una coloracion gris o café en el exterior y un color rosado en
el interior. El follaje es abundante de color verde brillante, las ramas son
horizontales, la copa es piramidal, las hojas son largas y ovaladas (de 15 a 30 cm

de largo) y se agrupan en los extremos de las ramas.

Las flores son blancas, pequefias, hermafroditas y se agrupan en inflorescencia,

son seésiles, esto es no tienen pedicelo o pedunculo. Se producen abundantemente
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a lo largo de ramas pequefias de 1.3 a 5.1 cm, y tienden a agruparse hacia el final

de las ramas.

Figura 5.1. Arbol de mamey
Balerdi y col, 2009.

El peso del mamey oscila entre 0.3 a 2.7 kg y se propaga por semilla tardando de 8
a 10 afos para producir, los cuales en un afio y medio aproximadamente alcanzan
su desarrollo completo. Es un fruto climatérico, de corta vida de anaquel debido a
su alta tasa de respiracion. Es drupaceo de forma ovoide, sus medidas varian de 15
a 30 cm de largo por 10 a 15 cm de ancho, llegando a pesar hasta 3 Kg, presentan
una coloracién café en el exterior, adquiriendo un color rosado en su interior con
exudado abundante y presenta un olor caracteristico a almendras (figura 5.2) y es
recuente encontrar en un mismo arbol frutos en diferentes estados de desarrollo. La
cascara es dura, aspera de color gris rojizo, escamosa,; el mesocarpo es de sabor
dulce, es de un sabor dulce y aroma muy agradable y/o finamente granular, de color
rosa salmon, llegando a ser casi roja. La semilla tiene una superficie dura de color

carmelita oscuro y brilloso pero en el lado ventral posee una zona mas estrecha
15



(hilo) de color carmelita claro, tiene una testa dura de color café oscuro brillante de

forma eliptica y su nimero puede variar de 1 a 3 (Balerdi y col, 2009).

Figura 5.2. Zapote Mamey (Pouteria sapota)
Laiz-Saldafa y col, 2009.

La porcién comestible, la pulpa, representa aproximadamente el 70% mientras que
la porcion no comestible representa cerca del 30% de la masa total del fruto, la
cascara constituye entre el 14.54 y el 16.21%, la semilla o hueso del mamey
aproximadamente el 14% vy la almendra contenida en la semilla o hueso entre el

10.07 y 8.83% de la semilla de la fruta respectivamente (Solis-Fuentes y col, 2015).

Es un fruto tropical muy apreciado por su agradable y especial sabor, la pulpa se
emplea tanto para consumo en fresco como para la elaboracién de helados, ates,
jaleas, cremas, mermeladas, dulces, postres. Las semillas se utilizan para obtener
aceites, jabones y objetos ornamentales entre otros (Morera, 1994).

El mamey se come usualmente en preparaciones donde la pulpa fresca o congelada

se mezcla con otros ingredientes para hacer batidos o helados. Puede comerse
16



fresco también, cortando la fruta sagitalmente y removiendo la semilla. EI mamey
es también excelente para hacer pastas y conservas. Las semillas pueden molerse

para preparar un “chocolate” amargo.

El mamey es un fruto valioso no solo para la produccion comercial sino también
como arbol ornamental, si no hay limites de espacio. Requiere pocos cuidados y
produce un fruto atractivo, Gtil y que tiene buen sabor.

El contenido nutricional de 100 gramos de pulpa de mamey fresca es: calorias 107;
1.0 g de proteinas; 0.5 g de grasas; 28 g de carbohidratos; 1.4 g de fibra; 0.7 g de
cenizas; 22 mg de calcio; 14 mg de fosforo; 0.9 mg de hierro; 6 mg de sodio y 226
mg de potasio. En cuanto al contenido vitaminico posee 60 IU de vitamina A; 0.02
mg de tiamina; 0.02 mg de riboflavina; 1.4 mg de niacina'y 23 mg de acido ascorbico
(Balerdi y col, 2009).

5.1.2 USOS DE LA SEMILLA DE MAMEY

Esta fruta autéctona de Mesoamérica, ha tenido diversos usos a lo largo de la
historia de los pueblos de América Latina y, actualmente, su produccién e
industrializacion para la elaboracion de diversos productos alimenticios ha
observado ampliaciones importantes. Sin embargo, todavia es muy poca la
investigacion que se ha realizado en torno a sus multiples propiedades que los
pueblos prehispanicos y la cultura popular en algunos paises de Centroamérica ha

conocido.
Aunque el valor del zapote mamey radica principalmente en su pulpa, la semilla ha

sido utilizada de manera tradicional como fuente de aceite, debido al alto contenido

de este componente, aproximadamente el 46% de su peso. A este aceite se le han

17



dado diversos usos, principalmente en las areas de cosmetologia y farmacéutica

entre otras (Solis—Fuentes y col, 2001).

El contenido de lipidos de la semilla de mamey puede fluctuar entre 40 y 60%,
cuestion que por si misma le otorga una gran potencialidad como fuente alterna de

grasas y aceites de origen vegetal (Solis—Fuentes y col, 2005).

Laiz—Saldafia y col. (2009), mostraron la posibilidad de usar el aceite de la semilla
de mamey para la produccion de biodiesel, resaltando una perspectiva favorable
desde el punto de vista técnico y econdmico, ya que la semilla de mamey es
considerada un residuo. Sin embargo, esta tiene un alto contenido de aceite en la

gue predominan acidos grasos insaturados.

Hoy en dia el aceite de la semilla de mamey esta siendo evaluado mas alla de
aplicaciones artesanales y se ha estado analizando en gran detalle, por ejemplo, ha
adquirido una posicion interesante como una fuente de alcohol triterpeno, cuyas
propiedades permiten que sea utilizado para aplicaciones en cosméticos (es
comunmente considerado efectivo en el cuidado y curacion de la piel, y para mejorar
la tolerancia a los rayos UV, etc.) y en la farmacologia (su capacidad anti —
inflamatoria, el tratamiento de hematomas y quemaduras, etc.) (Solis—Fuentes y col,
2015).

5.1.3. ESTRUCTURA DE LAS OLEAGINOSAS.

La principal caracteristica de las células de las semillas oleaginosas es la presencia
de organelos celulares llamados cuerpos lipidicos y cuerpos proteicos, los cuales
contienen respectivamente la mayoria del aceite y proteina presentes en el grano,

como se observa en la figura 5.3., que muestra la estructura microscopica de la
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semilla de soya, la cual es muy similar a la estructura de la mayoria de las semillas

oleaginosas.
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Los cuerpos proteicos o granos oleurdnicos varian en tamafio dependiendo de la
semilla oleaginosa y también varian de tamafio en un amplio rango dentro de cada
tipo de oleaginosa. Estos cuerpos proteicos contiene entre 60 y 70% de toda la
proteina contenida en la semilla, en tanto que los cuerpos lipidicos (también
conocidos como oleosomas o esferosomas) son el sitio principal de depdsito de los
lipidos, no solo en semillas oleaginosas sino también en frutos oleaginosos. Su
tamafio frecuente oscila entre 1 a 2 um de diametro para la mayoria de semillas

oleaginosas.

A partir de estudios de microscopia se ha demostrado ademéas que los cuerpos
lipidicos en las semillas oleaginosas, estdn inmersos en un entorno citoplasmatico
presumiblemente compuestos por proteinas, de manera que los espacios entre los
cuerpos proteicos presentes en las células son llenados posteriormente por los

cuerpos lipidicos y el entorno citoplasmaético.

Las células de las semillas oleaginosas estan rodeadas por una pared celular
conformada principalmente por celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina. La
celulosa es un polisacarido formado por unidades de anhidro glucosa que se
mantienen unidas mediante enlaces 3 1,4 glucosidico. Su configuracién 3 le permite
a la celulosa formar cadenas largas y lineales, las cuales se unen entre si mediante
enlaces de hidrogeno intermolecular formando una estructura supermolecular

cristalina y organizada (Duran, 2010).

5.2 ACEITES

Los aceites son una de las categorias pertenecientes a los lipidos, y debido a esto
comparte caracteristicas similares, como insolubilidad en el agua, mayor viscosidad

y menor densidad que ésta (Casimir, 2002).
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Los aceites de origen vegetal o animal son triacilglicéridos ya que la glicerina se
esterifica en sus tres posiciones con acidos grasos. La glicerina o glicerol es un
alcohol cuyos carbonos estan sustituidos por tres grupos oxidrilos (propanotriol).
Los acidos grasos son cadenas hidrocarbonadas con grupos carboxilo (COOH) en

el extremo de la cadena lineal (Rojas, 2011).

Los triacilglicéridos son los acilglicéridos mas abundantes en la naturaleza y los
principales componentes de todas las grasas y aceites ya que representan mas del
95% de su composicion. Los acilglicéridos (figura 5.4), lipidos neutros o sin carga,
son los productos derivados de la reaccion de esterificacion entre el glicerol y una,

dos o tres moléculas de acidos grasos (Badui, 1999).

CH, —OH CHH —0—C — Ri
B | [
HO —CH HO —CH 0
| |
CHZ— OH CHZ— OH
glicerina 1- monoacilglicérido
CHL—0—C — Ri CHL—0—C — Ri
& | B H
R,—C—0—CH 0 R,—C—0—CH 0
| | | |
0 CH, — OH 0 CHZ—O—(‘:—Rs
o

diacilglicérido triacilglicérido

Figura 5.4. Tipos y estructuras de los acilglicéridos.
Badui, 1999.
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Tradicionalmente, los acidos grasos se definieron como acidos monocarboxilicos de
cadena alifatica con numero par de &tomos de carbono, que podian ser saturados
e insaturados; sin embargo, en la medida en que las técnicas de analisis cualitativo
y cuantitativo mejoraron, se identificaron muchos otros con estructuras diferentes,
tales como acidos ciclicos, ramificados, hidroxilados, con namero impar de atomos
de carbono, etc., de tal manera que en la actualidad se conocen més de 400 que se
localizan en los tejidos animal y vegetal, asi como en ciertos microorganismos
(Badui, 1999).

Los &cidos grasos se nombran de acuerdo al hidrocarburo que derivan. Por ejemplo,
un acido con una cadena de 18 carbonos es llamado &cido octadecanoico que

deriva del octadecano (Casimir, 2002).

En cuanto a los acidos grasos que comunmente se localizan en los alimentos, su
namero se reduce considerablemente y solo resaltan por su importancia los que se
muestran en los cuadros 5.2 y 5.3.

Cuadro 5.2. Acidos grasos saturados mas comunes en alimentos.

Nombre Nombre Formula Punto de Punto de
trivial cientifico fusién(°C) ebullicion(°C)
Laurico  Dodecanoico CHs (CH2)10 COOH 44.2 130
Miristico = Tetradecanoico CHs (CH2)12 COOH 54.4 149
Palmitico Hexadecanoico CHs (CH2)14 COOH 63.0 167
Estearico Octadecanoico  CHs (CH2)16 COOH 69.4 184
Casimir, 2002.

Los acidos grasos saturados estan constituidos principalmente por acidos de 4 a 24
atomos de carbono; su temperatura de punto de fusibn aumenta con el peso
molecular o tamafio de la molécula; asi los de C4 a Cs son liquidos a 25°C, mientras

que los de Ci0 en adelante son sélidos; su solubilidad en agua es inversamente
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proporcional al peso molecular. Los acidos grasos saturados son mucho mas
estables a los diversos mecanismos oxidativos de deterioro de las grasas que los
insaturados; sin embargo, en condiciones de temperatura muy alta (mas de 200°C),

y en presencia de oxigeno, puede sufrir reacciones de oxidacion (Badui, 1999).

Cuadro 5.3. Acidos grasos insaturados mas comunes en alimentos.

Nombre Nombre cientifico Formula Punto de
trivial fusion (°C)
Palmitoleico = Hexadeca-9-enoico CH15H29COOH -0.5
Oleico Octadeca-9-enocio CH17H33COOH 13.0
Linoleico Octadeca-9:12-dienoico CH17H31:COOH -5.0
Linolénico Octadeca-9:12:15-trienoico CH17H29COOH -11.0
Araquidénico Eicosa-5:8:11.14-tetraenoico = CH19H3:COOH -49.5
Vaccénico Octadeca-11-enoico CH17H32COOH 39.5
Gadoleico Eicosa-11-enoico CH19H37COOH 23.5
Casimir, 2002.

Estos acidos son los llamados &cidos grasos insaturados o acidos grasos
esenciales, llamados asi porque el organismo humano no es capaz de sintetizarlos

por si mismo, y es necesario por tanto ingerirlos en los alimentos (Rojas, 2011).

Debido a la presencia de insaturaciones, estos compuestos tienen una gran
reactividad quimica ya que estan propensos a transformaciones oxidativas y de
isomerizacion. Son muy abundantes en los aceites vegetales y marinos, su
temperatura de fusion disminuye con el aumento de las dobles ligaduras y ésta es
siempre menor que la de los saturados para una misma longitud de cadena. Los
gue contienen solo una insaturacion se llaman mono insaturados, y a los demas de

una se les denomina poliinsaturados (Badui, 1999).
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La nomenclatura de los triacilglicéridos depende de los acidos, de tal manera que
cuando contienen un solo tipo se llaman triacilglicéridos simples y cuando poseen
dos o tres 4cidos se consideran como mixtos, los nombres de los primeros se forman
afiadiendo el sufijo “ina” a la raiz que denota el acido graso que contiene:
triestearina, tripalmitina y trioleina, corresponden a triacilglicéridos que contiene solo
acido esteérico, palmitico y oleico, respectivamente; también se pueden nombrar
usando la terminacion “acilglicéridos”, en cuyo caso se llamarian:

triestearilacilglicérido, tripalmitilacilglicérido y trioleilacilglicérido.

Por otra parte, la nomenclatura de los mixtos se basa en indicar consecutivamente
los tres acidos grasos, utilizando la terminacion “il” o “ato” para cada uno; cuando
se hace en forma ordenada se llama enumeracion estereoespecifica, y se denota
con el prefijo “sn” que se escribe antes del nombre del compuesto. Por ejemplo, un
triacilglicérido con los &cidos linoleico, estearico y palmitico en posiciones 1,2y 3
respectivamente, se denomina sn-gliceril-1-linoleato-2-estereato-3-palmitato, o
bien, linoleo-estearo-palmitina, 6 1-linolil-2-estearil-3-palmitina. Los que contienen
dos acidos grasos iguales y uno desigual se designan con el prefijo “di”, o bien se
numeran las posiciones donde se encuentran dichos acidos: B-palmitil-a, o
diestearina equivale a la 2-palmitil-1,3-diestearina; en muchos casos se omiten las
posiciones de los acidos, en cuyo caso este compuesto seria la diestearopalmitina

0 palmitidildiestearina.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de los triacilglicéridos dependen
fundamentalmente del tipo, concentracién y la forma de distribucion de sus acidos

grasos en las tres posiciones (Badui, 1999).

Pueden distinguirse dos tipos de aceite: los virgenes y los refinados. Los primeros
se extraen mediante prensado en frio (no mas de 27°C) y finalmente se aplica un
proceso fisico como la decantacion durante 40 dias para separar los residuos mas

finos. Los principales aceites virgenes que se comercializan son los de oliva y de
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girasol (aunque la mayor parte de este ultimo es refinado), algunos de semillas como
colza, soya, uva, calabaza o0 de algunos frutos secos como nuez, almendra,

avellana., etc.

Los aceites refinados son aquéllos que se someten a un proceso de refinado y
desodorizado que permite obtener un aceite que responde a ciertos criterios:
organolépticamente es de sabor neutro, visualmente esta limpio y con un color
adecuado, y ademas es seguro alimentariamente; la refinaciéon permite que el aceite
tenga una mejor conservacion. Esta técnica suele utilizarse para modificar aceites
que no son aptos para el consumo humano o para aumentar la produccion de
determinados productos que no resultan rentables cuando se someten a presion en
frio (Rojas, 2011).

Dentro de las propiedades fisico-quimicas de los aceites se encuentran:

Densidad (g/mL): se presenta como la cantidad de aceite (en unidades de masa)
contenida en un volumen determinado. Comunmente se utiliza la densidad del agua

para su comparacion, la cual es mayor que la de los aceites (Jiménez, 2001).

indice de refraccion: mide el grado de desviacion que sufre un haz de luz cuando
pasa a través de un medio, (en este caso aceite). Este puede ayudar a determinar
de manera cuantitativa y cualitativa la presencia de acidos grasos saturados; si es
alto, la grasa tendra tendencia a solidificarse y serd més turbia (Jiménez, 2001).

indice de saponificacion (mg KOH/g): se define como la cantidad de hidréxido de

potasio, expresada en mg, que se precisa para saponificar (hacer jabon) un gramo
de muestra (Jiménez, 2001).
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indice de yodo (g I/g): se define como la cantidad de gramos de yodo que resulta
ligada por cada 100 gramos de grasa. El indice de yodo es una medida del grado
de instauracion de los componentes de una grasa; sera tanto mayor cuanto mayor
sea el numero de dobles enlaces por unidad de grasa, por esto se utiliza para
comprobar la pureza e identidad de las grasas. Asi, el indice de yodo del acido

oleico es 90, del acido linoleico es 181 y del acido linolénico es 274 (Jiménez, 2001).

indice de peroxido (meg/g): indica el estado de oxidacion inicial del aceite en
miliequivalentes de oxigeno activo por gramo de grasa, permitiendo detectar la
oxidacion antes de que se note organolépticamente, por medio de olores
caracteristicos de la rancidez. A mayor indice de peroxido el aceite se oxidard mas

facilmente (Jiménez, 2001).

indice de acidez (mg KOH /g): es el porcentaje de acidos grasos libres contenidos
en el aceite. En los aceites vegetales se expresa como si todos los acidos grasos
libres fueran acido oleico CisHz4O2. So6lo en casos particulares, segun la
procedencia de la grasa, se expresa referida a acido palmitico CieHs202, acido
Laurico C12H2402, u otros. Salvo que se indique otra cosa, la acidez de un aceite
vegetal se entiende expresada en gramos de &cido oleico por gramos de muestra
(100 g) (Jiménez, 2001).

5.3. METODOS DE EXTRACCION DE ACEITES

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

con solventes (Grasso, 2013).
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Sin embargo, se han sugerido nuevos métodos de extraccion alternativos a los
procesos que involucran principalmente el uso de solventes, tal es el caso de

extraccion por microondas, fluidos supercriticos, prensado en frio y centrifugacion.

5.3.1 EXTRACCION POR PRENSADO

El prensado hidraulico, es el proceso mas antiguo, se origindé en Europa en 1795.
Debido a la produccion intensiva de aceites su uso ha declinado con el paso de los

afios y actualmente no es muy utilizado.

Las prensas de tornillo como los expeller han reemplazado a los originales equipos
hidraulicos y son usadas para una amplia variedad de materiales oleaginosos. Para
materiales que contienen relativamente altos contenidos de aceite se llevan a cabo
dos procesos, los cuales consisten en una etapa continua de pre-prensado seguida
de extraccion por solvente. La principal ventaja del pre-prensado es que permite
realizar extraccion por solvente a materiales que son muy dificultosos de procesar
por métodos de extraccion directa. Ademas, los requerimientos de solvente
disminuyen en forma considerable. Estos procesos combinados son usados,
generalmente, con oleaginosas de alto contenido en aceite (alrededor de 35%)

como girasol, algodén y germen de maiz (Grasso, 2013).

5.3.2 EXTRACCION POR SOLVENTE

La extraccion por solventes se inicié6 en Europa en procesos por lotes en 1870.
Después de la Segunda Guerra Mundial se desarrollaron técnicas para que la
extraccion fuera continua y en contracorriente, con el fin de que esta tecnologia
fuera efectiva inclusive para aquellos materiales con muy bajo contenido de aceite
(Rosenthal y col, 1996).
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La extraccion por Soxhlet es efectiva para varios tipos de semillas, pero es
potencialmente perjudicial en consumo de energia (tiempo de extraccion 4-48 h) y
altos volumenes de solvente (100-500 mL por muestra). El solvente en particular
presenta numerosos retos: debe ser altamente puro y estar en condiciones de
reducir picos no deseados en un subsecuente analisis cromatografico y es por lo

fanto muy costoso.

La extraccion permite separar los componentes de una solucién debido a la
distribucion desigual de los componentes entre dos liquidos inmiscibles. En general,
la sustancia que se va a tratar se pone en contacto directo con un liquido
completamente inmiscible capaz de extraer por solubilidad uno 0 mas componentes.
Es usual que el aceite obtenido por esta técnica sea utilizado para uso cosmético y

farmacéutico (Acosta, 2011).

El proceso de extraccion con solventes requiere de una posterior purificacion para
retirar las impurezas solubles e insolubles presentes, esta etapa en general se
conoce como refinacién, aunque incluye los procesos de refinacion, blanqueo y

desodorizacion (Acosta, 2011).

5.3.3 EXTRACCION POR MICROONDAS

Debido a las preocupaciones ambientales y los riesgos potenciales para la salud de
los disolventes orgéanicos, los disolventes no organicos se han hecho populares.
Recientemente se ha informado, el uso de digestibn por microondas para la
extraccion de lipidos. Se sugiere que la energia de microondas, mediante el
aumento de la fuerza de rotacién sobre enlaces que conectan restos dipolares de
las moléculas adyacentes, reduce la energia requerida para interrumpir las
asociaciones hidr6fobas como el enlace de hidrogeno vy las fuerzas electrostaticas,
ayudando asi a disolver todas las clases de lipidos. La tecnologia de microondas ha

permitido el desarrollo de métodos rapidos, seguros y rentables para la extraccion
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de lipidos y no requiere que las muestras sean sometidas a secado para eliminar el
agua (Casimir, 2002).

Ortiz y Col, (2005) aplicaron el método combinado de microondas y prensado para
la extraccion del aceite de aguacate variedad Hass. Obtuvieron los valores mas
bajos de enantiémeros trans (0.5 g) y concluyeron que la aplicacion de microondas
no afecta las propiedades fisicas ni quimicas del aceite obtenido. También
observaron del andlisis microestructural, que la aplicacion de microondas provoca

la salida de aceite de las vacuolas sin colapsar su pared celular.

5.3.4 EXTRACCION POR FLUIDOS SUPERCRITICOS

La extraccién con fluidos supercriticos (SFE), se lleva a cabo cuando el diéxido de
carbono se comprime a una temperatura de 31.1°C y una presion de 72.9 atm por
encima de su punto critico, de forma que no se licta, alcanza un estado gaseoso
denso que se comporta como un disolvente. Por lo tanto, se llama CO:2 supercritico
(SC- COy2). Eluso de SC- CO2 para la extraccion de lipidos reduce significativamente
el uso de disolventes orgéanicos, evita los problemas de eliminacién de residuos,
elimina el uso de disolventes potencialmente toxicos e inflamables, y reduce el
tiempo de extraccion de manera que los lipidos extraidos no son sometidos a altas

temperaturas durante el proceso de extraccion (Casimir,2002).

De acuerdo a Vinkler y col (2002), en el proceso de extraccién con CO2 supercritico,
la alimentacion, generalmente un solido molido, se carga al extractor. EI COz2
comprimido se calienta en un intercambiador de calor hasta la temperatura de
extraccion (30-60°C). Luego se alimenta al extractor a través de una bomba de alta
presion (100 a 400 Bar) que procede a extraer la esencia del sélido molido cargado.
La mezcla CO2- extracto se envia a un separador (150 a 50 Bar) con un paso previo
a través de una valvula de reduccion. A la temperatura y presion reducidas, el

extracto precipita espontaneamente en el separador, mientras el COg, libre de
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cualquier extracto, se recicla al proceso, con pasos previos de enfriamiento y
compresion.

La extraccion SC-CO: es capaz de recuperar 97-100% de lipidos en comparacion
con los métodos convencionales de extraccion con disolvente; no se presentd
diferencias significativas entre los acidos grasos extraidos de aceite a partir de soya,

germen de maiz y semillas de canola (Taylor y col, 1993).

Varios investigadores han demostrado que la extraccion con fluidos supercriticos
(SFE) podria sustituir a los métodos de extraccion con disolvente en una gran
variedad de muestras. De hecho SFE recientemente se ha incluido en los métodos
recomendados de la AOAC para extraer lipidos a partir de semillas oleaginosas. El
principal inconveniente de SC-CO: es el costo del equipo y la extraccion de

materiales no grasos, tales como agua (Casimir, 2002).

5.3.5 EXTRACCION POR PRENSADO EN FRIO

La extraccion por prensado en frio constituye una buena alternativa para obtener un
aceite natural sin involucrar productos quimicos dentro del proceso, sin embargo, el
bajo rendimiento es uno de los puntos cuestionables de esta técnica, aunque
Gltimamente se han postulado alternativas como la degradacion de la pared por

medio de enzimas, que permiten mejorar la eficiencia del proceso (Clavijo, 2004).

El prensado es la separacion de liquido de un sistema de dos fases (sélido -liquido)
gue no se puede bombear con facilidad, mediante la compresion en condiciones
gue permiten que el liquido escape al mismo tiempo que retiene el sélido entre las
superficies de compresion. Este método se origind en Europa en 1975 (Rosenthal y
col., 1996).

El método de prensado utiliza la fuerza de dos planchas metélicas, una fija y la otra

movil accionada por presion, puede ser en forma de mandibula o de cilindro
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compresor y se utiliza para romper las estructuras de la muestra liberando la materia
grasa presente en ella. Este método se utiliza para tamafios variables de muestra y
en la mayoria de los casos también se utiliza como una etapa previa a la extracciéon
con solventes, para facilitar la accion y disminuir la cantidad necesaria del mismo
(Acosta, 2011).

En el proceso las fases soélida y liquida se separan por presion, mientras que la
separacion final del aceite de la fase acuosa y de otras sustancias, se hace por
centrifugacion. Es el modelo mas comun en la produccion del aceite de oliva virgen
(Acosta, 2011).

5.3.6 EXTRACCION POR CENTRIFUGACION

Otro método de extraccidn es por medio de centrifugacion, este se realiza por medio
de equipos que utilizan la fuerza centrifuga y la diferencia de densidades entre el
agua y el aceite para la obtencion del aceite. Se realiza a temperaturas menores de

45°C, lo que permite que no se modifiquen las propiedades nutricionales de este.

Los separadores centrifugos se basan en el principio de que si un objeto gira a gran
velocidad en torno a un punto central, a una distancia radial constante del mismo,
esté sujeto a la accion de una fuerza. El objeto cambia constantemente de direccién
Yy, por consiguiente, se acelera incluso cuando la magnitud escalar de su velocidad
es constante. Esta “aceleracion centripeta” se debe a la fuerza centripeta que actia
en la direccion hacia el centro de rotacién. Si el objeto es un recipiente cilindrico, su
contenido ejerce una fuerza igual y opuesta, la “fuerza centrifuga”, hacia fuera de
las paredes del recipiente. Esta fuerza es la que provoca la sedimentacion de las
particulas sélidas pesadas a través de una capa de liquido (Acosta, 2011).

Fawcett (2004), report6é la obtencién de un rendimiento del 57.38% (b.s.), en la

extraccion del aceite de pulpa de aguacate de la variedad Lorena. El aguacate fue
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sometido a un pre tratamiento que incluye el despulpado manual, en el que se
descartan la semilla y la cascara, la maceracion y la homogenizacion se realizaron
a 35°C por 15 minutos. La pasta obtenida se dispone para la centrifugacion a una
velocidad de 8000 rpm durante 10 minutos. Después se retira la fase oleosa y se
coloca en una segunda centrifuga a la misma velocidad y durante 5 minutos, se
retira de nuevo la fase oleosa y se repite el proceso hasta que se asegure la
remocion de restos de agua y tejido celular que pudieran haberse mezclado con el

aceite.

5.4 ENZIMAS

Quimicamente las enzimas son proteinas con una estructura quimica especial,
contienen un centro activo, denominado apoenzima y algunas veces no proteico,
denominado coenzima. Toda la molécula (apoenzima y coenzima) recibe el nombre

de haloenzima (Pelczar, 1984).

Las enzimas tienen la capacidad de acelerar las reacciones quimicas, sin alterarse
como consecuencia de la reaccién; son especificas y solo actian en un determinado
tipo de reaccién. Como todos los catalizadores funcionan en una concentracion
molar mucho menor que la del reactivo sobre el cual funciona. Un mol de enzima
facilita la conversion de muchos moles de reactivo en producto. Una molécula
enzimatica generalmente cataliza la conversion de 10 al000 moléculas de
sustrato/s. Con frecuencia estas reacciones catalizadas por enzimas tienen lugar
con velocidades de 1000 a 1000 000 de veces mas rapidas que si no esta cataliza

la reaccién por la enzima.

Las enzimas pueden ser: Enzimas extracelulares o exoenzimas (funcionan fuera de

la célula) o enzimas intracelulares o endoenzimas (funcionan dentro de la célula).
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La funcién principal de una enzima es rebajar el nivel de energia de activacion para
que tenga lugar una reaccién quimica. La energia de activacion es la cantidad de
energia necesaria para inducir en una sustancia un estado de reactividad. La
enzima se combina con la sustancia (S) induciéndole una situacion transitoria que

requiere una menor energia de activacion, para que tenga lugar la reaccion. La
Figura 5.5 representa este proceso (Pelczar, 1984).
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Figura 5.5. Comportamiento del nivel energético en el avance de una reaccion
enzimatica.
Pelczar, 1984

Desde sus inicios, la nomenclatura enzimatica ha sido poco sistematica, y carece
de los lineamientos necesarios para darles nombres adecuados. Existen muchas

enzimas cuyos nombres no ofrecen ninguna informacién sobre su actividad o sus
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propiedades. Unas se han designado con el nombre del descubridor, otras de
acuerdo con su procedencia y en otros casos, segun el sustrato que utilizan. Debido
a esta falta de homogeneidad en la nomenclatura, se integré la comision de enzimas
de la unién internacional de bioquimica. La base de clasificacidon y nomenclatura
esta en el tipo de reaccion que catalizan, de acuerdo a la clasificacion internacional
las enzimas se agrupan en seis clases principales, como se muestra en el cuadro
5.5 (Badui, 1999).

Cuadro 5.5. Clasificacion de las enzimas

NUumero Clase Reaccion catalitica
1 Oxidoreductasas Catalizan reacciones de 6xido-reduccion
2 Transferasas Promueven transferencia de distintos

grupos quimicos.

3 Hidrolasas Llevan a cabo la ruptura de enlaces
guimicos con la introduccién de una
molécula de agua.

4 Liasas Rompen los enlaces sin la participacion
de agua.

5 Isomerasa Catalizan las isomerizaciones de distintos
compuestos.

6 Ligasas Promueven la union de dos moléculas por
mediacién de ATP o de un compuesto
similar.

Badui, 1999.

Las enzimas se ven afectadas principalmente por la concentracion en la que se
empleen, la concentracion del sustrato, pH y la temperatura del medio. En la Figura
5.6 se observa que al incrementar la concentracion de enzima aumenta la actividad
enzimatica, mientras que al incrementar la cantidad de sustrato la actividad aumenta

hasta cierto punto y luego permanece constante, también se muestra que la
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actividad maxima se presenta a un pH determinado y las desviaciones de éste
determinan menor actividad. Por su parte, la actividad enzimatica crece al
incrementarse la temperatura hasta que se alcanza un 6ptimo. EI posterior
incremento de la temperatura provoca un descenso de actividad y la eventual
destruccion de la enzima, por el efecto de la desnaturalizacién de las proteinas
(Conn, 1996).
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Fig.5.6. comportamientos de la actividad enzimética a diferentes factores.
Conn, 1996.
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5.4.1 USO INDUSTRIAL DE LAS ENZIMAS

Las enzimas llamadas industriales se utilizan frecuentemente para mejorar
procesos, por ejemplo, para facilitar el empleo de nuevos tipos de materias primas
o las propiedades fisicas de un material con el objeto de poder procesarlo mas
facilmente, ya sea aumentando su solubilidad o disminuyendo su viscosidad de
forma que se facilite su transporte durante el procesado. En segundo lugar, las
enzimas se utilizan para mejorar el producto; por ejemplo, cambiando el color,
aroma, textura, sabor o vida util de un alimento, con el fin de que resulte mas

aceptable para el consumidor (Wiseman, 1991).

El empleo de enzimas en la industria no es nuevo, ya que ha estado asociado a
procesos tradicionales en algunos casos con una vigencia de cientos de afos. Los
biocatalizadores se usan en industrias como la licorera, panadera, lactea, textilera,
de aplicaciones ambientales, de produccion de detergentes, entre otras (Villate y
col, 1998).

Las enzimas intervienen en muchos procesos industriales, como se muestra en la
figura 5.7 (Carrera, 2003).

De las miles de enzima conocidas, solo algunas se producen en escala industrial
para emplearse en la manufactura tanto de alimentos como de las materias primas
para su elaboracién. Cada dia aumenta el nimero de reacciones que se efectian
por rutas enzimaticas, y esta tendencia seguramente aumentard a medida que
existan mas catalizadores de este tipo en el comercio, a precios accesibles (Badui,
1999).
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Figura 5.7. Usos industriales de las enzimas
Carrera, 2003.

Actualmente la mayoria de las enzimas utilizadas en la industria se emplean en el

procesado de alimentos, sin embargo, es muy probable que los usos industriales de

las enzimas aumenten en el futuro, ya que se ha estimado que el 40% de la

produccion industrial de los paises desarrollados sera de origen bioldgico (Villate y

col, 1998).

La produccion de enzimas para uso industrial tuvo sus origenes en Dinamarca y

Japon a finales del siglo XIX. Las enzimas son productos de las células y por lo tanto

pueden obtenerse a partir de tejidos animales, tejidos vegetales o mediante

37



procesos de fermentacion empleando microorganismos seleccionados. Las plantas
han sido la fuente tradicional de ciertas enzimas (Acosta, 2011).

El empleo de enzimas tiene muchas ventajas: son de origen natural y por lo tanto
no deben ser toxicas; son muy especificas en su manera de actuar, por lo que no
propician reacciones secundarias indeseables; funcionan en condiciones
moderadas de temperaturay de pH y no requieren de condiciones de procesamiento
drasticas que puedan alterar la naturaleza del alimento, ni de equipo muy costoso;
actian a bajas concentraciones; su velocidad puede ser controlada al ajustar el pH,
la temperatura y la concentracion de enzimas y son facilmente inactivadas una vez

alcanzado el grado de transformacion deseado (Badui,1999).

Al igual que cualquier aditivo alimentario, las enzimas deben cumplir con
determinadas especificaciones de calidad, sobre todo en cuanto a su toxicidad, o la
del microorganismo que la produce, en caso de que sea de origen microbiano.
Debido a que las enzimas que se emplean en la industria no son puras (resulta muy
costosa su purificacibn completa), es preciso tomar en consideracion todos los
materiales extras que contienen, por esta razén, una preparacidn enzimatica
comercial es en realidad una mezcla de enzimas, en la que una de ellas predomina
en actividad (Badui, 1991).

5.4.2. IMPORTANCIA Y CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS
HIDROLASAS

Entre las hidrolasas, que son definitivamente las mas abundantes, destacan las

lipasas, las proteasas y las carbohidrasas (Badui, 1999).

Las lipasas son estereasas ampliamente distribuidas tanto en el reino animal como
en el vegetal; abundan en las semillas oleaginosas, asi como en la leche; en el
pancreas y en muchos hongos y bacterias. Su accion es hidrolizar los enlaces éster,

principalmente de los triacilglicéridos, existen diversos tipos de lipasas y su actividad
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conjunta puede causar la liberacion de los tres acidos grasos. En general se usan
poco y su mayor aplicacion es en la elaboracion de diversos productos lacteos,
principalmente en quesos duros; en estos liberan acidos grasos de cadena corta
(rancidez hidrolitica) que contribuyen al aroma o que sirven de sustrato para

reacciones secundarias (Badui, 1999).

Las enzimas proteoliticas o proteasas comerciales hidrolizan los enlaces peptidicos
con diferentes grados de intensidad y de selectividad. Existen de origen vegetal
como la papaina, la ficina y la bromelina; y de origen animal como la pepsina, la

tripsina y la quimotripsina (Badui, 1999).

De todas las enzimas comercialmente disponibles, las carbohidrasas son las mas
abundantes y tal vez las mas empleadas; se obtienen principalmente de fuentes
microbianas que pueden ser hongos, levaduras y bacterias. Entre las carbohidrasas
mas importantantes destacan las amilasas, las glucoamilasas, las dextranasas, las
lactasas, las pululanasas, las invertasas, las pectinasas, las f — glucanasas, las

celulasas y las hemicelulasas (Badui, 1999).

De estas, las tres ultimas ejercen una accion hidrolitica sobre los enlaces  (1,4) de
diversos polisacaridos, asi la celulasa hidroliza la uniones 3 (1,4) de las glucanas,
como la celulosa, produciendo celulodextrinas, se ha usado en forma limitada para
mejorar la extraccion de aceites, asi como para ablandar los tejidos celulésicos de
verduras y frutas. Las B — glucanasas se emplean principalmente para mejorar la
extraccion del mosto de cerveceria y las hemicelulasas ayudan a descascarar los

granos de café y en la produccién del mosto para cerveceria (Badui, 1999).
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5.5 CASOS DE ESTUDIOS DEL USO DE ENZIMAS EN PROCESOS
DE EXTRACCION DE ACEITE

Ghazali y col, (2005) compararon la composicién en &cidos grasos del aceite de
semilla de moringa oleifera extraido con solvente (hexano) y pre-tratamiento acuoso
enzimatico. En la extraccion del aceite con solvente obtuvieron 67.9% de acido
oleico en comparacion con 70% en la extraccion con enzimas. Otros acidos grasos
predominantes obtenidos fueron: acido palmitico (7.8% y 6.8%), acido estearico
(7.6% y 6.5%) y acido behénico (6.2% y 5.8%) para extraccion del aceite con
solvente y extraccion con enzimas, respectivamente. Reportando que los
pardmetros de calidad fueron mejores en la extraccion asistida con enzimas que

con solvente, evidenciandose por el bajo porcentaje de acidos grasos libres.

La adicidén de enzimas ha sido utilizada ampliamente en procesos de extraccion de
aceite de semilla de uva obteniéndose un aumento del 27% (Zufiga y col, 2003);
aplicando un tratamiento enziméatico previo a la extraccion del aceite de semilla de
uva con fluidos supercriticos se obtuvo un aumento del 44% (Passos y col, 2009).
También en semillas de girasol y un hibrido, empleando una pectinasa al 2% w/w
han reportado un aumento en el rendimiento de extraccion del aceite de 13.6 para

la semilla de girasol y 1.6 para el hibrido (Freccero y col, 2006).

Rojas-Morales y col, (2011) analizaron el efecto del pretratamiento enzimatico,
sobre la cantidad y calidad del aceite extraido de la almendra de dos variedades de
mango, Tommy y AzUcar. Reportando que luego de utilizar la hidrélisis enzimatica
hubo un aumento en el rendimiento de la extraccion de 9.63 y 8.25 % para el mango
Tommy y Azlcar respectivamente, comparado con el método tradicional por
solvente; sin embargo, en cuanto a calidad se refiere no reportan una mejora

considerable.
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Taha y col, (2007) estudiaron el efecto del pretratamiento con mezclas de enzima
sobre la extractabilidad del aceite en hojuelas de semilla de algoddn. Las enzimas
que utilizaron fueron proteasa bacteriana (Bp), papaina (Pa), savinasa (S), temamil
(T), pectinasa (Pe) y celulasa (C). El incremento relativo de extractabilidad debido
al pretratamiento con mezclas de enzima siguieron el orden S: Pe: Bp > S: Pe > S:
C:Pe>S:Bp>S: T<S:C>S:Pa con valores de 44.9%, 38.9%, 37.1%, 34.9%,
30.1%, 28.9%, respectivamente. Las caracteristicas de los aceites obtenidos
aplicando pretratamiento enzimatico fueron generalmente similares al aceite control
obtenido con hexano como solvente en cuanto a composicion de acidos grasos,

acidez, indice de yodo e indice de peroxidos.

Clavijo (2004), analiz6 el efecto del tratamiento enzimético de Flavourzyme ® y
celubrix ® sobre el rendimiento de extraccion del aceite de la semilla de maqui
(Aristotelia chilensis) antes del prensado, con enzimas de actividad pectolitica y
celulitica, para ello evalué la accion enzimética bajo diversas condiciones de
concentracion de enzima, pH, temperatura y tiempo de reaccion, incrementando el
rendimiento del proceso de extraccion por prensado en frio en aproximadamente

un 49%.
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6. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES
REALIZADAS

6.1 MATERIA PRIMA

6.1.1. OBTENCION Y PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

Los frutos de mamey fueron comprados en el mercado local de Tuxtla Gutiérrez
tomandose en cuenta el estado de maduracion del fruto y para ello se seleccionaron

los frutos con mayor grado de madurez.

Se separaron la cascara y la pulpa de las semillas manualmente, posteriormente se
lavé las semillas para eliminar los residuos de pulpa, se secé con papel absorbente
y se fracturaron empleando un martillo, para extraer las almendras. Previamente los
frutos fueron pesados asi como las partes anatomicas de los mismos (cascaras,
pulpa, semilla y almendra) con el fin de estimar el porcentaje promedio de cada uno

en relacion con la masa total del fruto (ANEXO A).

6.1.2. REDUCCION DE TAMANO.

Las almendras obtenidas se redujeron de su tamafo original a trozos de
aproximadamente 3 mm de espesor con un cuchillo de acero inoxidable, esto con
la finalidad de evitar pérdidas de aceite por molienda, teniendo cuidado de que los

trozos fueran de tamafio uniforme (ANEXO B).

6.1.3. SECADO DE LA MUESTRA

El material troceado fue deshidratado en una estufa de secado durante 12 horas a
temperatura de 70°C hasta un contenido de humedad de aproximadamente del
14%.
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6.2. EXTRACCION CON PRETRATAMIENTO ENZIMATICO

6.2.1 TRATAMIENTO ENZIMATICO

La almendra troceada y deshidratada fue empleada para llevar a cabo la hidrolisis
enzimatica, para ello se pesaron 5 g de la semilla previamente troceada en cada
uno de los matraces Erlenmeyer, se adicioné 5 mL de agua destilada y se dej6
hidratandolas por 24 horas. Posteriormente se adicion6 10 mL mas de agua
destilada y se ajustaron su pH a 5y 6, tal como se sefiala en el cuadro 6.1, con

solucion de acido acético 0.1 M.

Se adicioné la enzima comercial Viscozyme L, a la concentracion como se indica en
el cuadro 6.1.

Cuadro 6.1. Distribucion de las muestras.

No. de tratamiento pH Concentracion de enzima

(%V/IV)

1

2 0.2%

3

4

5 S 0.5%

6

7

8 1.0%

9

10

11 0.2%

12

13

14 6 0.5%

15

16

17 1.0%

18
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Una vez adicionada la enzima, los matraces fueron tapados con papel aluminio y se
colocaron en una agitadora con bafio maria a 50°C y 200 rpm durante cuatro horas.
La enzima que se utilizd fue adquirida de la empresa Sigma Aldrich, su hombre
comercial es Viscozyme L, y se clasifica como carbohidrasas, las especificaciones

técnicas se presentan en el cuadro 6.2.

Cuadro 6.2. Ficha técnica de la enzima Viscozyme L

Actividad enzimética Arabanasa, celulasa, p-glucanasa,

hemicelulasa y xilanasa.

Apariencia liquido color marrén
Densidad 1.21 g/mL
Temperatura de actividad 50-60°C

pH de actividad 3.3-6

Sigma Aldrich, 2014.
6.2.2 CENTRIFUGACION

Transcurrido el tiempo de incubacion enzimética, la mezcla acuosa-enzima-aceite
contenida en los matraces Erlenmeyer fue transferida a tubos falcén de 50 mL,
posteriormente las muestras se llevaron a centrifugacion a 4000 rpm durante 20
minutos a 25°C. El aceite fue separado de la torta y se colocé en tubos de ensayo

previamente pesados y bajo condiciones de refrigeracion (-5°C) hasta su analisis.

6.3 EXTRACCION POR SOLVENTE
Se pesaron 5 g de la almendra troceada deshidratada de mamey y se someti6 a

extraccion en el equipo soxhlet durante 4 horas de reflujo, utilizando hexano como

solvente, luego se separ0 la mezcla hexano-aceite en un evaporador rotatorio de
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vacio (rota vapor), se cuantifico la cantidad de aceite extraido y se coloco en un
recipiente ambar y bajo condiciones de refrigeracién para su posterior analisis
(ANEXO C).

6.4 PERFIL DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE LA ALMENDRA
DE ZAPOTE MAMEY

6.4.1 TRANSESTERIFICACION DEL ACEITE

Para la determinacion del perfil de acidos grasos se llevd a cabo su
transesterificacion de la siguiente manera, a partir de 100 pL de aceite se llevo a
cabo una hidrdlisis alcalina utilizando 1.0 mL de solucién de NaOH 0.5 M preparada
en metanol grado HPLC, la hidrdlisis se llevd a cabo a 80°C por 20 minutos con
agitacion constante. Transcurrido este tiempo se adicion6 1.0 mL de BFs/MeOH
14% y se mantiene a 20°C por 20 minutos con agitacion constante. Posteriormente
se realizd la extraccion de los metil ésteres utilizando 1.0 mL de hexano grado
HPLC, finalmente el extracto hexanico se inyecto6 al cromatdgrafo de gases (Tahay
Hassanein, 2007).

6.4.2 CROMATQGRAFiA DE GASES  ACOPLADO A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (CG-EM) DE LOS METIL ESTERES

Del extracto hexanico obtenido al finalizar la esterificacion, se inyecto 1 pL de las
muestras. La separacion de los compuestos se realiz6 mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). Para el analisis se utiliz6 un
cromatdgrafo de gases marca Agilent Technologies modelo 5975 inert XL (Net
Work GC system), equipado con una columna DB-Wax (Agilent Technologies) de
60 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de espesor de pelicula.
La temperatura de inicio fue 70°C, la cual se mantuvo durante 5 min. Posteriormente
la temperatura se elevé hasta 210°C usando una rampa de calentamiento de
10°C/min. De 210°C pasa a 213°C a una velocidad de 1°C/min, finalmente de esta
temperatura pas6 a 225°C a una velocidad de 5°C/min durante 20 minutos haciendo
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un total de 44.4 min por corrida para cada muestra. Se usO helio como gas
acarreador a un flujo de 1 mL/min, la temperatura del inyector fue 250°C, en

inyeccién Split.

Una vez obtenido el cromatograma, la identificacién de cada una de las sefales
cromatograficas se llevo a cabo mediante espectrometria de masas empleando un
espectrometro de masas marca Agilent Technologies modelo 5975 inert XL. Los
espectros de masa se obtuvieron mediante ionizacion por impacto electronico a 70
eV, para la identificacidbn se compararon los espectros de masas obtenidos para

cada compuesto con la base de datos NIST MS Library version A.00.1995.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

La masa total del fruto del zapote mamey en promedio fue de 501.67+41.93 g, el
porcentaje promedio que representa cada una de las partes que componen el fruto

de zapote mamey en relacion con su masa total se presentan en el cuadro 7.1.

Cuadro 7.1. Porcentaje de cada constituyente de la fruta de mamey (Pouteria sapota).

Partes del fruto Peso (g9) Porcentaje (%)
Cascara 95.00 * 8.66 18.94
Pulpa 368.33 + 36.17 73.42
Semilla con almendra 40.00 +5.00 7.97
Almendra 20.67 £ 2.05 4.12

Los porcentajes para cada componente del fruto en relacion con la masa total de la
fruta son similares con los reportados por Solis-Fuentes, (2015); quien report6 que
cerca del 30% de toda la masa total del fruto corresponde a la porcién no comestible,
de las cuales, la cascara representan entre el 16.215% vy el 14.54%, las semillas
con la almendra cerca del 14% y la almendra que se encuentra dentro de la semilla
entre el 10.07% y el 8.83% esto para frutos inmaduros y maduros respectivamente.
En nuestro estudio aunque la parte no comestible representa un dato similar a lo
reportado por Solis-Fuentes (2015), para la cascara el porcentaje fue mayor con un
18.94%, para la semilla con la almendra se obtuvieron porcentajes menores con un
7.97% y para la almendra un 4.12%. Sin embargo, la parte comestible represent6
73.42% ligeramente mayor comparado con el 70% que reporta el mismo autor. Esto
puede atribuirse al grado de madurez del fruto, la variedad, el desarrollo del fruto

por las condiciones climaticas y las condiciones de cultivo.
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A continuacion se presenta en el cuadro 7.2 los resultados obtenidos en la
extraccion de aceite por via acuoso-enzimatica a tres diferentes concentraciones de
la enzima viscozyme L empleando pH 5.

Cuadro 7.2. Rendimientos de aceite para muestras a pH 5 y a diferentes
concentraciones de Viscozyme L.

pH Concentracion de Total aceite % aceite
enzima extraido(g) (g aceite*100)/5
5 1% 1.87 £ 0.06 37.33 £1.15
0.5% 1.93 +0.06 38.67. £1.15
0.2% 2.03 +0.06 40.67 +£1.15

Asi también se muestran resultados para el tratamiento enzimatico con pH 6, con
las mismas tres diferentes concentraciones de enzima utilizadas para el tratamiento
con pH 5 (cuadro 7.3).

Cuadro 7.3. Rendimientos de aceite para muestras a pH 6 y a diferentes concentraciones
de Viscozyme L.

pH concentraciéon de total aceite % aceite
enzima extraido(g) (aceite*100)/5

6 1% 2.00£0.30 40 +4.24

0.5% 1.90+£0.10 38 +2.00

0.2% 1.60 £ 0.30 32 +6.00

Para validar los resultados obtenidos, se sometieron los datos a un analisis
estadistico en el programa estadistico STATGRAPHICS centurién XVI, en donde se
analiz6 el efecto de la concentracion de enzima y del pH sobre el porcentaje de

aceite extraido. En el cuadro 7.4 se muestra el andlisis de varianza realizado.

48



Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Para
el contenido de aceite en porcentaje obtenido en los tratamientos con pH 5 y con
pH 6, el valor de P nos indica que los porcentajes de aceites obtenidos son similares

para las tres concentraciones es decir, no hubo diferencia significativa.

Cuadro 7.4. Analisis de varianza para el porcentaje de aceite.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razéon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS
PRINCIPALES
A:concentracion 577778 2 2.88889 0.31 0.7395
B:pH 10.8889 1 10.8889 1.17 0.3013
INTERACCIONES
AB 67.1111 2 33.5556 3.60 0.0598
RESIDUOS 112.0 12 9.33333
TOTAL 195.778 17

(CORREGIDO)

Puesto que ningun valor-P es menor que 0.05, ninguno de los factores 6
interacciones tiene un efecto estadisticamente significativo sobre el porcentaje de
aceite extraido con un 95.0% de nivel de confianza; lo que significa que tanto la
concentracion de enzima como el pH no tienen un efecto significativo sobre el
porcentaje de aceite obtenido. Para tener una mejor vision sobre el efecto de la
concentracion de enzimas a pH 5 y 6 sobre el porcentaje de extraccion del aceite,

se presenta el grafico de interacciones (Figura 7.1).
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Figura 7.1. Grafico de interacciones del efecto de la concentracion

de Viscozyme L sobre el porcentaje de aceite parapH 5y 6

Se observa que existe una interaccion para pH 5y pH 6 es decir, el efecto del pH
sobre el porcentaje de aceite depende de la concentracion de enzima. Por lo que
de acuerdo al comportamiento que se presenta, para un pH igual a 5, a mayor
concentracion de enzima disminuye los rendimientos de aceite, lo contrario para

una pH de 6 donde a mayores concentraciones mayores rendimientos de aceite.

Asi mismo se presenta el cuadro 7.5, que muestra los rendimientos de aceite, para
la extraccion por centrifugacion con un previo tratamiento enzimatico se tomo el
valor maximo de porcentaje de aceite obtenido y para la extraccion convencional

con solvente por el método soxhlet es el porcentaje promedio.
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Cuadro 7.5. Rendimientos de aceite para extraccion con y sin tratamiento enzimatico.

Extraccion por Extraccién con
centrifugado con solvente por método
tratamiento enzimatico. soxhlet.
Aceite obtenido (g) 2.03 £ 0.06 1.23+0.21
Porcentaje de aceite (%) 40.67 £ 1.15 24.67+4.16

Una vez comparados los valores de rendimientos de aceite tanto para el
procedimiento que utiliza un tratamiento enzimético previa a la extraccion por
centrifugacion como para la extraccion por solvente con equipo soxhlet, se observo
diferencia entre los porcentajes de aceite extraido, ya que el aceite obtenido por el
método de extraccion soxhlet representaba aproximadamente la mitad de lo que se
obtuvo en la extracciébn con un previo tratamiento enzimatico. De acuerdo a Laiz-
Saldafia y col, (2009) obtuvieron 37.5% de aceite por método soxhlet, el cual fue
superior al extraido en este proyecto, pero se obtuvo un porcentaje mayor (40.67%)

empleando el método del tratamiento enzimatico.

Para obtener el incremento del rendimiento del proceso de extraccion de aceite de
la semilla de mamey, se calculé respecto al porcentaje de aceite obtenido con

extraccion con solvente por método soxhlet de acuerdo a la ecuacion 1:

% incremento en
Porcentaje de aceite = (%aceite TE - % aceite SS) * 100 (1)
% aceite TE
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Donde;
Aceite TE= aceite extraido con aplicacion de tratamiento enzimatico.

Aceite SS = aceite extraido con solvente con equipo soxhlet.

Obteniéndose un valor de: 39.35 %. Un dato aceptable y que se encuentra dentro
de los resultados reportados por otros autores como Zufiga y col, (2003) quienes
incrementaron hasta un 27% el rendimiento de aceite de semillas de uvas por
prensado en frio con un previo tratamiento enzimético comparado con la extraccion
por prensado sin enzimas. Asi también Passos y col, (2009) aplicaron un tratamiento
enzimatico previo a la extraccion del aceite de la semilla de uva con fluidos

supercriticos obteniendo un incremento del 44%.

Por otro lado, ademéas de evaluar el efecto del tratamiento enzimético sobre el
rendimiento del aceite, se observo que el aceite obtenido con la ayuda del equipo
soxhlet no mostré un olor y color caracteristicos como el que presento el aceite
extraido de forma enzimatica (ANEXO D), esto probablemente puede ser atribuido
a las condiciones drasticas principalmente de temperatura que se emplean en la
extraccion con el método Soxhlet, lo cual puede originar cambios en el perfil de

acidos grasos.

Los aceites obtenidos con ambos métodos fueron analizados para determinar el

perfil de &cidos grasos (cuadro 7.6).
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Cuadro 7.6. Perfil de acidos grasos del aceite de la semilla
de mamey (Pouteria sapota).

Acidos grasos Métodos de extraccién

Enzimético (%) Solvente (%)

Oleico 18:1 51.68+ 3.80 52.31+0.82
Estearico 18.0 31.76x 4.20 31.14+0.30
Palmitico 16.0 9.92+ 2.00 10.69+0.37
Linoleico 18:2 5.10+ 2.3 4.00+1.5
Araquidico 20:0 1.04+0.19 0.96+0.19
Linolénico 18:3 0.26+0.05 0.15+0.11
Laurico 12:00 0.04+0.01 0.05+0.04
Caprilico 8:0 0.03x0.02 -
Caprico 10:0 0.01+0.0 s
Gondoico 20:1 trans =~ --------- 0.19+0.03
N.I 0.17+0.02 0.51+ 0.06

Dentro del perfil de acidos grasos se reportaron con mayor abundancia el acido
oleico, estearico, palmitico, linoleico y araquidico, casi a la misma proporcion tanto
para las muestras de aceite extraidas por método soxhlet como por la enzimatica.
Comparando estos datos con los de Solis-Fuentes y col, (2015); ellos encontraron
en frutos maduros de mamey 48.62% del acido oleico, 28.65% del acido estearico,
10.77 % del &cido Linoleico, 10.50% del acido palmitico, 0.58% del acido Linolénico,
0.40% del acido behénico y 0.36% del acido Araquidico. Estos datos son similares
para los acidos grasos como el oleico, el estearico y el palmitico; por lo que respecta

a los &acidos linoleico y linolénico, se encontraron en menor proporcion en
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cantidades de 5.10% y 4.00% para el acido linoleico mientras que para el acido
linolénico 0.26% y 0.15%; para muestras con y sin tratamiento enzimatico
respectivamente. El &cido araquidico se encontré6 en mayor proporcion en ambas
muestras con 1.04% para aceite con tratamiento enzimatico y 0.96% para aceite

extraido con solvente.

El &cido behénico no se encontro en este estudio en ninguno de los aceite extraidos
por los dos métodos empleados, comparado con el aceite reportado por Solis-
Fuentes y col, (2015), esto es importantes ya que a pesar de su baja disponibilidad
en comparacién con el &cido oleico, se ha reportado que el acido behénico puede
aumentar los niveles de colesterol en los seres humanos (Caterm-Nilo y col, 2001),
al igual que el acido gondoico, un acido graso monoinsaturados con isémeria trans
(Miwa,1971), que se encontré Unicamente en aceite obtenido por soxhlet, esto
probablemente a las condiciones de temperatura en que se realiza la extraccion de

aceite por este método.

Asi también se encontraron otros acidos como el acido laurico en 0.04% y 0.05%
en muestras de aceite extraidas por via enzimatica y por método convencional
respectivamente, asi como acidos grasos de cadena corta como el &cido caprilico y
el acido caprico, estos solo se detectaron en muestras de aceite extraida por el
método enzimatico y a los que se le puede atribuir la responsabilidad del olor

caracteristico a la semilla.

La relacion entre los acidos grasos encontrados en este estudio fue de 42.8% y
42.84% para acidos grasos saturados, 51.68 y 52.5% para acidos grasos
monoinsaturados, 5.36 y 4.15% para acidos grasos poliinsaturados; para muestras
de aceite obtenidas con y sin tratamiento enzimatico. Comparando estos resultados
con los obtenidos por Solis-Fuentes y col, (2015); ellos encontraron en sus

muestras 39.9% para acidos grasos saturados, 48.6% para monoinsaturados y
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10.7% poliinsaturados. Estos valores demuestran un bajo contenido de &acidos
grasos poliinsaturados frente a los que reportan los autores, pero presentan valores
altos para acidos grasos monoinsaturados y saturados.

De acuerdo a estudios realizados por salinas y col (2012), la grasa de cacao
contiene predominantemente triglicéridos de acidos grasos consistentes de acidos
oleico (37,3%), esteérico (34,4%), y palmitico (26,2%) y mas de 73% de los
glicéridos estan presentes como formas monoinsaturadas. Tomando en cuenta que
en este estudio para el aceite obtenido por via enziméatica el 51.68% corresponde a
acidos grasos monoinsaturados, y que el acido esteérico es su principal fuente de
acido graso saturado, similar a como se muestra en los datos reportados por el
autor, este aceite podria tener un posible uso como sustituto de manteca de cacao,

una de las principales grasas industriales.

Cabe sefialar que el acido estearico como &cido graso saturado predominante no
representa problema alguno ya que de acuerdo a Salinas y col, (2012), el &cido
esteérico, a diferencia de otros acidos grasos saturados, no aumenta el nivel de
colesterol en la sangre. El exceso de &cido esteérico es convertido en acido oleico
mediante una enzima desaturasa en el higado, y luego recircula esterificado en los
triglicéridos presentes en la lipoproteina VLDL, por lo que no tiene poder
hipercolesterolémico, por esto no eleva los niveles de colesterol en el plasma en la

fase post-hepatica.

Asi también, la presencia de altos niveles de acido oleico y linoleico permite que en
las zonas tropicales a temperatura ambiente, el aceite de la semilla de zapote
mamey sea en forma liquida y no una grasa (Solis —Fuentes, 2015); es por esta
razon y con el alto porcentaje de acido oleico encontrado en las muestras

analizadas, el aceite obtenido estaba en estado liquido a temperatura ambiente.
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8. CONCLUSION

El uso de la enzima Viscozyme L ® en el proceso de extraccion del aceite
de las semillas de mamey, permiti6 aumentar el rendimiento de extraccion
hasta de un 39.35% comparado con la extraccion por solvente con equipo

soxhlet.

La maxima eficiencia de extraccién con Viscozyme L ® (40.67 %) se alcanzo
usando un pH de 5 y una concentracion de enzima de 0.2% a una
temperatura de 50°C con una agitacion de 200 rpm, en un tiempo de 4 horas.

El pH optimo para la extraccion del aceite de semilla de mamey por
centrifugacion con un previo tratamiento enzimatico con Viscozyme L ® es
a 6, ya que permite mejores rendimientos de aceite conforme la

concentracion de enzima aumenta.

La extraccion con ayuda de la enzima Viscozyme L ® permite conservar en
el aceite el olor caracteristico de las semillas debido a la presencia de acidos
graso de cadena corta que proporcionan aroma, mientras que por extraccion

por soxhlet el aceite se torné inodoro.
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10. ANEXOS

ANEXO A. porcentaje de cascaras, pulpa, semillas y almendras.

e .::‘., 2 '.;4; e
Fig.10.1. fruto entero y sus partes de zapote mamey.
Fuente: autor.
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Fig.10.2. Fruta de zapote mamey cortado longitudinalmente
Fuente: autor.
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Fig.10.3. Céascaras del fruto zapote mamey.
Fuente: autor.

Kot cg"':"53;1.&' :
.




Fig.10.4. Semilla de zapote mamey.
Fuente: autor.

Fig.10.5. Semilla con almendra del fruto zapote mamey.
Fuente: autor.

Los parametros de porcentaje de cada constituyente con respecto al fruto entero
son muy Utiles a escala industrial ya que determinan los rendimientos esperados,
por esta razon a cada fruto se le separa la cascara, pulpa y semilla con almendras,
para cada una de las muestras, teniendo cuidado de no confundirlas, respetando la
marcacion inicial de las mismas. En la balanza analitica, se pesa cada uno de los
componentes, registrando el peso en gramos, para posteriormente, calcular el
porcentaje de cada uno. Registrando la relacién Semilla: Cascara: Pulpa.

peso cascara
% céascara = *100
peso total fruto

peso pulpa
% pulpa = * 100
peso total fruto

peso semilla
% semilla ¢/ almendra = * 100
peso total fruto
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peso almendra
% almendra = *100
peso total fruto

ANEXO B. Semillas enteras y troceadas.
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ANEXO C. Extraccién del aceite por método soxhlet.

FUNDAMENTO: Una cantidad seca y pesada de
almendra de mamey se somete a una extraccion
con éter de petréleo o hexano, libre de peroxidos
0 mezcla de ambos. Posteriormente, se realiza la
extraccion total de la materia grasa libre por
Soxhlet.

MATERIAL Y EQUIPO
Sistema extractor Soxhlet
Rota vapor

Balanza analitica

Dedal de celulosa

REACTIVOS
Hexano grado analitico
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PROCEDIMIENTO:

Pesar 5g de almendra de mamey previamente secadas y colocarle en el dedal a
peso constante.

Pesar el matraz o balén de extraccion y colocarlo en el sistema Soxhlet.
Posteriormente colocar el dedal en el tubo de extraccion y adicionar el solvente al
matraz, aproximadamente 140 ml de hexano.

Extraer la muestra con el solvente por 4 horas de reflujo. Una vez terminada la
extraccion eliminar el solvente por evaporacion en rota vapor. Hasta que no se
detecte olor a hexano.

Secar el matraz con la grasa en estufa a 103+ 2°C por 10 min, enfriar en desecador
y pesar.

CALCULOS
Wawb - Whp
% ACEITE = *100
M
Donde W a+b = peso del matraz baldén con aceite.
W = peso del matraz balon vacio.
M = peso de la muestra
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ANEXO D. Aceite obtenido con y sin tratamiento enzimatico.

Aceite extraido Aceite extraido
por solvente con por tratamiento
soxhlet enzimatico
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