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1. Resumen

La obtencién de los aceites vegetales se realiza industrialmente por la extraccion

con disolventes organicos que posteriormente son removidos por evaporacion.

En este trabajo se propuso un método alternativo de extracciéon con dioxido de
carbono en estado supercritico (SC-CO,) para la obtencion de aceite de semilla de
chia (Salvia hispanica L.). Al utilizarse CO, como disolvente se suprime la
operacion de separacion, ya que se obtiene integramente el aceite y el CO; se

elimina completamente a presion atmosférica.

La utilizacion de la semilla de chia como matriz alimentaria permiti6 obtener
resultados cuantitativos debido a su alto contenido de aceite (32%) (Vazquez, et.
al., 2009).

Para la optimizacién del proceso de extraccion de aceite de chia con diéxido de
carbono supercritico (SC-CO;) se estudio el efecto de tres variables sobre el
rendimiento y caracteristicas del extracto; temperatura (<C), presion (bar) y tiempo

(min) de extraccion.

Las condiciones Optimas de extraccion se determinaron estadisticamente
utilizando un modelo de superficie de respuesta central compuesto el cual permitio
establecer que a 80T, 450 bar y 240 minutos se obtiene el mayor rendimiento,
26.3667%,_s. de aceite de chia.

De acuerdo a la ecuacion que describe la superficie de respuesta, el tiempo (min)
de extraccion es la variable que tiene mayor influencia sobre el rendimiento,
seguido de la presion (bar). La temperatura no influye en el rendimiento con un

95% de confianza.

La determinacion del perfil de acidos grasos del aceite de chia extraido con
diéxido de carbono supercritico (SC-CO,;) mediante cromatografia de gases,
permitid conocer que los acidos grasos contenidos mayoritariamente en el aceite
de chia son los &cidos linoléico y linolénico, 20.9% y 62.3% respectivamente.

Ademas de los acidos grasos ya mencionados, el aceite de chia contiene el 4.1%
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de acido oléico, 1.9% de acido estearico y 11.5% de acido palmitico. Los
porcentajes que se mencionaron anteriormente se calcularon tomando como

100% el total de acidos grasos del perfil cromatografico.

El estudio reolégico del aceite de chia indicO que éste presenta un
comportamiento Newtoniano, es decir que la viscosidad no cambia con el tiempo

manteniéndolo a una temperatura constante.



2. Introduccién

La chia (Salvia hispanica L.) es una planta anual de verano originaria del suroeste
de México y Guatemala. Sus semillas son oleaginosas y contienen de 32 a 39%
(Ayerza, 2001) de aceite, y es ésta semilla el alimento de origen vegetal que
proporciona el mayor porcentaje de acido a-linolénico (60 a 63%) ( Ayerza, 2001).

Al utilizar la semilla de chia como fuente de &cidos grasos omega-3 se reduce la
depredacion de las fuentes naturales comunes como el pescado y se suprime la
preocupacion por la acumulacién de toxinas como la dioxina y el mercurio

presente en el pescado.

En la industria de los alimentos se ha aplicado con éxito la extraccién con fluido
supercritico y el CO, es mas empleado porque debido a su baja temperatura
critica (Tc) (31.1C) resulta ideal para extraer co mpuestos termolabiles. Entre
éstas destaca el proceso de descafeinizacion del grano de café verde.

La optimizacion de procesos permite determinar las mejores condiciones a las que
se consigue el objetivo de éste, para lo cual se ha utilizado ampliamente el disefio
experimental de superficie de respuesta (MSR) el cual se compone de un conjunto
de técnicas matematicas y estadisticas utilizadas para modelar y analizar
problemas en los que la respuesta que nos interesa estudiar esta influida por
diversas variables. En un estudio reciente se optimizd el proceso de extraccion
con dioxido de carbono supercritico del aceite de semilla de granada, en donde se

empleo el disefio de superficie de respuesta para tal fin (Liu, et. al., 2009).

La reologia es la ciencia que estudia la deformacion y el flujo de la materia. En el
area de alimentos se utiliza en la ingenieria de equipos como bombas,
mezcladores etc. Se utiliza ademas en la determinacion de funcionalidad de

ingredientes, en control de calidad y en evaluaciones sensoriales.

Las propiedades reoldgicas de los aceites dependen de diversos factores como la
temperatura, la velocidad de corte y propiedades quimicas. En el 2005 Wan, N. y
cols. estudiaron el comportamiento reoldgico de los aceites de palma, coco,
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canola, maiz y girasol los cuales presentaron un comportamiento pseudoplastico,
es decir que su viscosidad disminuye conforme aumenta la velocidad de cizalla, a

una temperatura constante.



3. Objetivos

Objetivo general

Optimizar las condiciones del proceso de extraccion de aceite se semilla de

chia con dioxido de carbono supercritico (SC-CO,).

Objetivos particulares

Conocer el efecto de los métodos de extraccidon utilizados sobre el

rendimiento del aceite obtenido.

Saber el perfil de &cidos grasos del aceite de chia y la influencia que tienen

las condiciones de extraccion sobre éste.

Observar el comportamiento reolégico del aceite extraido.

Evaluar si existe interferencia del mucilago de la semilla de chia en la

extraccion con el fluido supercritico y Soxhlet hexano.



4. Antecedentes

4.1La chia

La chia (Salvia hispanica L.) es una planta anual de verano originaria del suroeste
de México y Guatemala. Es una planta de la familia Labiatae. De acuerdo al
programa de manejo denominado: Reserva de la Biosfera Sierra Gorda México
esta planta no cuenta con ningun estatus, es decir, no esta en peligro de extincion,
no estd amenazada, no es rara y no estd sujeta a proteccion especial

(http://www.conanp.gob.mx).

En la actualidad la chia se cultiva en la zona de “Los Altos” en el estado de
Jalisco, en México se siembran 450 hectareas por afio con una produccion de 6.3

hectareas (Ayerza, 1995).

Figura 1. Planta de Salvia hispanica L. (www.orgonoproducts.com)

En 1991 se inicié un programa de investigacion y desarrollo formado por un grupo
de productores, entidades comerciales y personal técnico y cientifico de Argentina,
Bolivia, Colombia, Peru y los Estados Unidos; este programa se denominé
Northwestern Argentina Regional Project. Los objetivos de este programa son
proveer a los agricultores cultivos alternativos, mejorar la salud humana
reintroduciendo a la chia en la alimentacion diaria por las propiedades de la

semilla.

La harina de chia es considerada suplemento dietético por la Administracién de

Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA); ademas, completa las exigentes
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regulaciones de contenido de nutrientes alimenticios establecidas por esta
organizacion para ser un “alimento saludable” (U.S. Food and Drug Administration,
1999) (www.eatchia.com).

4.1.1 Historia

En la época de los Aztecas la chia formaba parte de los alimentos base en las
civilizaciones de América Central, después del maiz y el frijol y antes del
amaranto. Esta semilla se utilizaba ademas como tributo y ofrenda a los dioses;
durante el imperio Azteca se recibian de 5 000 a 15 000 toneladas de semilla
como tributo de los pueblos conquistados. Al utilizarse con fines religiosos y por su
incapacidad para desarrollar en el clima europeo no se propagdé su cultivo,

inclusive se olvidd (www.eatchia.com).

En el Cddice Florentino, escrito de 1548 a 1585 por Fray Bernardino de Sahagun y
titulado Historia general de las cosas de la Nueva Espafia, se presenta de manera

detallada el modo en que los Aztecas convivian con la chia.

La utilizacion de la semilla se describe como alimento mezclado con otro tipo de
cultivos, como bebida al mezclarla con agua, como harina, como base en
medicinas e incluso como base para pinturas corporales debido a la naturaleza de
su aceite. En la alimentacion se consumia de diferentes formas, molido para lo
cual primero tostaban la semilla, esta harina se denominaba Chianpinolli, en forma
de tortillas al combinarlo con maiz, en tamales y bebidas (Chiantoles) y otra
denominada chia fresca la cual es chia con agua de limon y se consume en la
actualidad (Ghill, 2003).

El avance en la agricultura al utilizar chinampas les permitié cultivar la semilla,
esto lo hacian tejiendo corteza de arboles en forma de alfombras las cuales
colocaban en lagos, cubrian éstas con tierra y cultivaban amaranto, chia, frijol y

maiz.



4.1.2 Caracteristicas

Las semillas de chia (figura 2 ) son ovales de dos milimetros de largo por uno y
medio de ancho, de aspecto son lisas, brillantes, de color oscuro con manchas

irregulares de color rojizo oscuro (Flores, 1938).

Figura 2 . Semillas de chia (Salvia hispanica L.) (www.alamaula.com)

4.1.2.1 Contenido de acidos grados

En diversos estudios publicados se informa que el contenido de aceite en las
semillas de chia, el cual va de 32-39% (Ayerza, 2001) proporciona el mayor
porcentaje conocido de acido a-linolénico extraido de una fuente natural ya que

representa del 60 a 63% en el perfil de acidos grasos del aceite (Ayerza, 2001).

En los ultimos afios se ha estudiado la composicion del aceite de semilla de chia,
en la Tabla 1 se muestran los datos publicados en algunos trabajos.



Tabla 1. Perfil de acidos grasos del aceite de semilla de chia encontrados en

la literatura.
%
Ayerza Coatesy | Coatesy Heuer Ayerzay Chicco, Peiretti,
(1995) Ayerza Ayerza, (2002) Coates 2009 2009
Acido graso (1996) 1998 (2004)
Hexadecanoico
(16:0) 6.2-7.1 6.4-7.9 7 7.6-8.7 6.6-7.7 6.6 7.1
Octadecanoico
(18:0) 3.1-3.7 2.4-3.2 3 2.6-3.0 2.7-3.6 2.8 3.3
Octadeca-9-
enoico
(18:1 n-9) 7.3-8.2 6.0-6.6 6.5-7 6.1-6.3 6.8-13.3 6.8 6
Octadeca-9:12-
dienoico (18:2
n-6) 19.8-20.8 | 17.0-20.1 19-20 17.4-18.7 | 18.0-21.1 18.6 18.8
Octadeca-
9:12:15-
trienoico (18:3
n-3) 60.7-63.4 | 63.2-67.8 63 63.5-65.1 | 54.2-64.2 64.6 64.1

En la figura 3 se muestran las estructuras moleculares de los acidos grasos en

estudio y el contenido de acidos grasos omega-3 presentes en diferentes semillas

se muestra en la figura 4 (http://www.bagkf.de/sofa/).




| (@]
- M
OH

Acido esteérico o

/////A\\\\\/////~\\\\~/////\\\\\v/’///\\\\\/////A\\\\\/////«\\\\~/////\\\\\v/////\\\\\/////u\\\\()H
/jiiffijiifii/\\\\\/////\\\\»////A\\\\v////N\\\\/////\\\\\////A\\\\v////N\\\\////II\\\
///// OH

Acido linoléico o)
//////\\\\\\///,/‘\\\\\/////’\\\\\v/////\\\\\\/////”\\\\\v/////\\\\\\/////“\\\\\/////’\\\\\v////JJ\\\\c)H
Acido linolénico o)

F AN F

OH

Figura 3. Estructura de los acidos grasos contenidos en la semilla de chia

Contenido de acidos grasos omega-3 (%)
en el aceite de semillas de algunos
cultivos

chia

lino
nuez
canola
soya
oliva
sésamo

girasol

cartamo

Figura 4. Contenido de acidos grasos omega-3 de diferentes semillas.
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El aceite contenido en la semilla de chia presenta una gran estabilidad a la
oxidacion por lo que la semilla puede almacenarse a condiciones ambientales sin
deteriorarse; la estabilidad es atribuida a los antioxidantes que contiene, los cuales
son la quercitina, el kaempferol, el acido clorogénico y el acido cafeico, (Reyes, E.
et. al., 2008). Esto representa una ventaja sobre los aceites de origen marino que

también contienen un importante contenido de &cidos grasos omega-3.

Al utilizar la semilla de chia como fuente de &cidos grasos omega-3 se reduce la
depredacion de las fuentes naturales comunes como el pescado, se suprime la
preocupacion por la acumulacién de toxinas como la dioxina y el mercurio

presente en el pescado (http://www.conanp.gob.mx).

4.1.3 Acidos grasos

Los acidos grasos se definen como cualquier acido monocarboxilico alifatico que

pueda liberarse por hidrolisis de las grasas naturales (Fennema, 2000).

Si se considera que se conocen mas de 400 acidos grasos, los que comunmente
se encuentran en los alimentos son relativamente escasos. Generalmente se
encuentran esterificados como parte de los triacilglicéridos y cuando se
encuentran en estado libre se debe a que ocurrid una hidrélisis en el enlace éster
y la mayoria son acidos monocarboxilicos de cadena lineal con niumero par de

carbonos.
4.1.3.1 Acidos grasos saturados

Los &cidos grasos saturados mas abundantes en alimentos son el &cido ladrico
(dodecanoico), el acido miristico (tetradecanoico), el &cido palmitico

(hexadecanoico) y el &cido estearico (octadecanoico).

El punto de fusion de éstos acidos grasos aumenta con el peso molecular y su

solubilidad en agua es inversamente proporcional al peso molecular.

La estabilidad a los procesos oxidativos de estos &cidos grasos es mayor que la

de acidos grasos insaturados.
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4.1.3.2 Acidos grasos insaturados

Los acidos grasos insaturados presentan alta reactividad quimica por la presencia
de insaturaciones. Estan propensos a oxidacion e isomerizacion. Son abundantes
en los aceites vegetales y marinos y su temperatura de fusion disminuye al
incrementarse el numero de insaturaciones. A los que poseen una sola doble
ligadura se llaman monoinsaturados o monoendicos, a los presentan mas de una

doble ligadura se les denomina poliinsaturados o poliendicos.

Las insaturaciones presentan isomerismo geométrico (cis, trans) y posicional
dependiendo de la localizacion de las insaturaciones. En forma natural la mayoria
se encuentran en isomeria cis; las formas trans se encuentran en grasas
hidrogenadas comerciales. Los isomeros trans son termodinAmicamente mas

estables que los cis.
4.1.3.3 Acidos grasos poliinsaturados (PUFA)

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) tienen efectos en diferentes procesos
fisiologicos que impactan a la salud y son agentes reguladores de los niveles de
lipidos en la sangre, funciones inmunoldgicas y cardiovasculares, accion de la
insulina, desarrollo neural y funcién visual. También reducen el nivel de
triglicéridos y la viscosidad de la sangre, tienen actividad antitrombotica y
fibrinolitica y reducen la isquemia lo que aparentemente se debe a la incorporacién
de &cido eicosapentandico en los fosfolipidos de la membrana celular (Calvani,
2003).

Una manera de nombrar a los acidos grasos es distinguiéndolo de acuerdo a la
localizacion del doble enlace que estd mas cerca del metilo terminal, el carbono
omega (w): por ejemplo, el acido linoléico que presenta dos insaturaciones (9, 12-

octadecadienoico) se denomina acido 18:2w6 o n-6.

El &cido linoléico (n-6) y el alfa-linolénico (n-3) no pueden ser sintetizados por

humanos por lo que resultan ser beneficiosos en la dieta.
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El &cido alfa-linolénico se encuentra en verduras verde oscuro, tales como el
brécoli y la espinaca, y en oleaginosas y cereales. El &cido linoléico se encuentra

en animales marinos como el atdn y sardinas.

El consumo de &cidos grasos omega-3 esta asociado a la disminucion de
triglicéridos y modifica el factor de riesgo para las enfermedades cardiovasculares.
También reduce la produccion en el higado de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) y de baja densidad (LDL) en un 32% (Micallef, 2009), lo cual:

- Incrementa la sintesis de las lipoproteinas de alta densidad (HDL)

- Disminuye la disponibilidad de &cidos grasos libres de reserva adiposa

- Suprime la actividad lipogénica

- Incrementa la actividad de la enzima de la sintesis de triglicéridos

- Incrementa la produccién de fosfolipidos.

Para la salud humana es muy importante la prevencion secundaria realizada con
suplementos alimenticios de omega-3, ya que reduce la mortalidad prematura por

enfermedades de las arterias coronarias.

Algunos estudios han mostrado que el consumo de omega-3 reduce la incidencia
de ciertos tipos de cancer, enfermedades inflamatorias, diabetes mellitus,
esclerosis multiple y depresion clinica (Micallef, 2009); éstos también previenen el
cancer ya que actian como reguladores de segundos mensajeros y de la cascada

de células cancerosas inhibiendo el desarrollo del tumor (Calvani, 2003).

En Estados Unidos de América se recomienda una ingesta que represente el 7%
del total de energia ingerida, mientras que en Japon se estima un valor de 26%
(Calvani, 2003).

Los &cidos grasos poliinsaturados estan presentes en los aceites de origen
vegetal; las cantidades y proporcion en el que se encuentran dependen del origen

de éstos.
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Se encuentran de forma natural en diversos alimentos como el salmoén, frutos
secos como en almendras, nueces y semillas de soya, entre otros como los
aceites comestibles y su proporcién depende del vegetal de origen, canola, soya,

maiz, oliva entre otros, ya que éstas no tienen el mismo perfil de acidos grasos.

La industria ha creado alimentos funcionales afiadiendo &cidos omega-3 a
aquellos que no los contienen naturalmente como en la leche en donde se

sustituye la grasa de origen animal (saturada) por poliinsaturada.

Por todos los beneficios que representa una dieta donde se incluya el consumo de
omega-3, se han lanzado al mercado alimentos fortificados con estos, tal es el
caso de huevos producidos por gallinas que son alimentadas con dietas ricas en
acidos grasos omega-3, suplementos como aceites de pescado o derivados de

algas, leche, margarinas y pan.

4.1.4 Degradacion de lipidos
4.1.4.1 Oxidacion de lipidos

La oxidacion de los lipidos es una de las causas del deterioro de alimentos y
propicia la aparicion de sabores y aromas indeseados en los alimentos que los
contienen. La autooxidacion que se refiere a la reaccién con oxigeno molecular
mediante mecanismo catalitico, es la principal responsable de las reacciones de

deterioro oxidativo de los lipidos.
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4.1.4.2 Autooxidacién

La autooxidacidén ocurre por mecanismos en los que participan los radicales libres.

Su mecanismo genera compuestos que mantienen y aceleran la reaccion.

Para que inicie la autooxidacién se necesitan catalizadores ya que el oxigeno en
estado normal (triplete), en donde los dos electrones de los orbitales 2p
antienlazantes tienen el mismo spin pero en diferentes orbitales, es poco
electréfilo por lo que no actda por si solo a los dobles enlaces; el oxigeno
singulete si es electrdfilo y se une a los dobles enlaces de los &cidos grasos
directamente. En el estado singulete los dos electrones tienen espines opuestos lo

gue propicia el estado activado del oxigeno.

Para explicar la autoxidacion se ha postulado un mecanismo simplificado en tres

etapas: iniciacion, propagacion y terminacion.

La etapa de iniciacion ocurre cuando se forma un radical Re por accion de luz

ultravioleta, la presencia de un metal o algun radical prooxidante.

En la produccion de los primeros radicales libres para la reaccién de propagacion
se deben tener catalizadores debido a que este paso es termodinamicamente
dificil.

Después de la iniciacion, la propagacion ocurre al reaccionar el radical R* con el
oxigeno molecular en estado activado y se producen nuevos radicales libres.

Paralelamente, la también posible formacion de radicales perdxi (ROOe).

Los productos primarios de la autooxidacion, llamados hidroperoxidos, son
relativamente inestables e intervienen en reacciones de degradacion formando

nuMerosos compuestos.

La terminacion sucede cuando los radicales presentes interaccionan entre si

formando productos mas estables.
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4.1.5 Otras caracteristicas de la semilla de chia
Mucilago

En la literatura se encuentran estudios del contenido de mucilago de la semilla de
chia asi como la estructura del mismo; algunos de éstos informan que un 4.5%
(Kuei-Ying, 1994) a 5% (Ayerza, 2001) del peso de la semilla es mucilago, el cual
es capaz de absorber agua hasta 15 veces su peso (Vazquez, 2009), lo que

confiere propiedades espesantes a la semilla de chia.
Otros nutrimentos

El contenido de proteina en la semilla de chia es de 19-23% (Ayerza, 2001) cuyo
porcentaje es mayor al indicado para otros granos como se muestra de forma

comparativa en la tabla 2.

Tabla 2: Contenido protéico de algunas semillas y granos

Semilla/grano | % Proteina
Chia 19-23
Trigo 14
Maiz 14
Arroz 8.5

Avena 15.3
Amaranto 14.8

La semilla de chia es una buena fuente de vitamina B, calcio, fésforo, potasio, zinc

y cobre (www.eatchia.com).

En la tabla 3 se muestra la composicion de la semilla de chia de acuerdo a la
USDA.
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Tabla 3. Composicion de la semilla de chia.

Componente %

Humedad 4,90
Proteinas 15.62

Lipidos 30.75
totales
Cenizas 4.87

Carbohidratos | 43.50

Fibra dietaria

total 37.70

Datos publicados por USDA, 2009

4.2 Extraccion con scCO »

La extraccion con fluido supercritico se define como el uso de fluidos supercriticos
(SF) para remover selectivamente analitos de matrices solidas, semisélidas y
liquidas (Taylor, 1996).

421 SF

Un SF es un estado de la materia en el cual la fase liquida y la fase gaseosa no
se pueden distinguir entre si debido a que se comporta como un gas pero tiene la

densidad de un liquido.

En un diagrama de fases (figura 5) , el cual es especifico para cada sustancia, se
pueden visualizar los diferentes equilibrios en los que coexisten las fases de dicha
sustancia. En ésta representacion grafica se ubica el punto critico (PC) en el cual
a una temperatura y presion criticas se define que al aumentar la presion no

existira licuefaccion y al aumentar la temperatura no se formara un gas.
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El punto critico (Tc, Pc) representa la temperatura y presion mas altas a las que

existe una sustancia en equilibrio liquido-vapor.

Figura 5. Diagrama de fases del CO; (http:// ram.meteored.com).
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4.2.2 Caracteristicas de los fluidos supercriticos

Los SF no son gases ni liquidos; sin embargo, presentan difusividad parecida a los
gases y un poder de solvatacion similar a los liquidos. La difusividad es mayor en

los gases debido a la movilidad de las moléculas.

Es muy importante tomar en cuenta las propiedades del SF que se relacionan con
el proceso de extraccion; el SF debe presentar un poder solvatante directamente
relacionado con la densidad, tener una difusividad relativamente alta y una

densidad baja ademés de una tensién superficial minima.

El poder disolvente de los SF incrementa con la densidad, la cual aumenta al
incrementar la presion, por otro lado el aumento de la temperatura favorece la

solubilidad de los sustratos.
La difusividad incrementa con el aumento de la temperatura.
4.2.3 Extraccion con SF

En un estudio de extraccion supercritica (SFE) las temperaturas mas empleadas

caen en el rango de 30-150C.

Los factores que determinan el grado de extraccion son los siguientes:
- Solubilidad del analito en el SF utilizado

- Interaccion analito-matriz

- Ubicacion del analito en la matriz

- Porosidad de la matriz

El dioxido de carbono es el gas mas utilizado en los estudios de extraccion

supercritica por las siguientes caracteristicas (Taylor, 1996):

- No es toxico
- No es combustible

- Alcanza facilmente los parametros criticos
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- Comercialmente se consigue con alta pureza

- No destruye la capa de ozono

Las condiciones criticas del didxido de carbono son a una temperatura de 31.1Cy
presion de 72.8 atm (Taylor, 1996), por lo que al mantener el sistema con una
temperatura y presion por encima de éstas se tendran las condiciones de SF.
Cabe mencionar que a mayores densidades el poder solvatante aumenta
significativamente.

La molécula de CO, no presenta momento dipolo por lo que se considera
usualmente como no polar, sin embargo presenta un poder solvatante elevado
debido a su configuraciébn molecular, ya que su dipolo inducido &cido/base le
permite solvatar un gran numero de sustancias. Sin embargo al afadir co
solventes, se disuelven analitos polares que requieren mas interacciones con el
disolvente o analitos de alto peso molecular. Al no existir todos los diagramas de
fase P-T para sistemas que incluyan co solventes, no se puede saber con certeza
el comportamiento del fluido ademas de que se obtienen extractos con residuos de

co solvente.

Los componentes basicos de un extractor analitico de SF figura 6 off-line (Taylor,
1996) el cual se utiliza usualmente para optimizar las condiciones de extraccion
son:

- Suministro de CO; u otro fluido

- Compresor de gas o0 bomba

- Zona de calentamiento u horno

- Recipiente de extracciéon

- Restrictor o calentador de salida o de valvula

- Trampa o acumulador de extracto
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Colector

Figura 6 . Componentes basicos de un extractor de alta presion (Taylor,
1996).

4.2.4 Aplicacion de SF en la industria alimentaria

En la industria de los alimentos se ha aplicado la extraccion con SF y el CO; es el
mas empleado porque debido a su temperatura critica baja (31.1C) resulta ideal

para extraer compuestos termolabiles ademas de sus ventajas ya mencionadas.

Industrialmente se utiliza para extraccion de cafeina del café, extraccion de lupulo,

extraccion de aceites naturales (Garcia, 1995) entre otras.

El scCO, se ha utilizado recientemente en la extraccion de grasas y lipidos de
diferentes matrices. Es de particular interés el utilizar la extraccion con scCO, para
aceites y grasas debido a la gran solubilidad que presentan en este medio.
Algunas investigaciones han utilizado la extraccion por este método para extraer
carotenoides de algas, (Macias, 2009), aceite de amaranto entre otros (Sanchez,
20009).

21



Algunos estudios recientes han evaluado los efectos de diferentes factores que se
tienen en la extraccion supercritica como la presion, la temperatura, adicion de co

solvente, y tamafo de particula de la muestra.

4.3 Metodologia de superficie de respuesta

Para la optimizacion de procesos se utiliza la metodologia de superficie de

respuesta; el disefio més utilizado es el de central compuesto.

La superficie de repuesta es una representacién en una hiper-superficie que es un

subconjunto de un espacio euclideo (k+1) dimensional.

La metodologia de superficie de respuesta (MSR), son un conjunto de técnicas
matematicas y estadisticas utilizadas para modelar y analizar problemas en los
gue la respuesta que interesa estudiar esta influida por diversas variables y cuyo

objetivo, como ya se menciond, es optimizar la respuesta.

Al utilizar este método se busca establecer experimentalmente una aproximacion
apropiada de la funcion f para lo cual se propone un modelo de ecuacion
polinomial en los k factores Xj, Xz, ..., Xk Yy Se relaciona un conjunto de
tratamientos sobre los que se realizan las observaciones experimentales, que se
usan para obtener estimaciones de los coeficientes del modelo propuesto ademas

de obtener la estimacion de la variacion del error experimental.

Mediante una ecuacion polinomial se puede representar la funcién de la
respuesta. La superficie de respuesta con k factores se representa en k+1

dimensiones (Montgomery, 2004).
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4.3.1 Polinomio de segundo orden
El modelo de segundo orden es el mostrado en la ecuacion 1.

Y=08, +Z, B x;, +Zi, By xf+Z  Zi Buyxix;+ e Ecuacion 1

En donde los (3 son los coeficientes de regresion para los términos de primer
orden, los Bi son los coeficientes para los términos cuadraticos puros, los 3 son
los coeficientes para los términos de producto de interacciones y € es el término de

error aleatorio.
El nimero de términos en la ecuacion esta dado por p=(k+1)(k+2)/2
4.3.1.1 Disefio factorial 2 ¥

En un disefio factorial 2, k representa el nimero de factores los cuales se
codifican a los niveles estandarizados 1. Este disefio no permite estimar el error
experimental a menos que se repitan los experimentos, para lograr esto se

realizan varias observaciones del punto central del disefio.

Un disefio experimental de segundo orden debe tener al menos tres niveles de
cada factor (-1, 0, +1). Al desconocer la localizacion del punto 6ptimo es de gran
utilidad utilizar un disefilo que proporcione estimaciones en todas direcciones, por
lo que debe ser rotable; es decir, que la varianza de la respuesta predicha sélo

dependa de la distancia del punto del centro del disefio y no de la direccién.

Dentro de los disefios rotables de segundo orden se incluye el disefio central

compuesto.
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4.3.1.2 Disefo central compuesto
El disefio de central compuesto esta conformado por tres partes:

- Parte factorial: un disefio factorial 2 ¥, completo o fraccional, en el que los
niveles estan codificados en la forma habitual como +1.

- Puntos centrales : el nimero de puntos centrales es igual o mayor a 1
(np=1).

- Parte axial: dos puntos axiales en los ejes correspondientes a cada uno
de los factores, de tal manera que el niumero total de puntos del disefio

sea N=2+2k+n,

4.4 Reologia

La reologia es la ciencia que estudia la deformacion y el flujo de la materia. La

manera en la cual los materiales responden a la tension o esfuerzo aplicados.

En el area de alimentos se utiliza para calculos de ingenieria para equipos como
bombas, mezcladores, homogeneizadores etc. también se utiliza para determinar
la funcionalidad de ingredientes en un nuevo producto, para el control de calidad,
en estudios de vida media, en evaluacion de textura de alimentos para

correlacionarlo con datos sensoriales.

Los instrumentos reoldgicos incluyen los de tipo rotacional los cuales se muestran

en la figura 7.
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Platos paralelos | Cono y plato | Cilindro Mezclador

conceéntrico

L 4

Figura 7. Tipos de instrumentos reoldgicos, (Steffe, 1992).

4.4.1 Tipos de fluidos
Fluidos Newtonianos

- Newtonianos: los fluidos Newtonianos son aquellos que cumplen con la
Ley de Newton es decir que la viscosidad se mantiene constante con el

tiempo y presenta una relacion lineal.
Fluidos no Newtonianos

- Tixotropicos: Se trata de fluidos no-Newtonianos dependientes del
tiempo, alcanzan un valor contante de viscosidad aparente después de
transcurrido el tiempo.

- Liquidos de Bingham: en este tipo de fluidos después de la aplicacion de
una fuerza tienen un comportamiento similar a los Newtonianos.

- Pseudoplasticos: Para este tipo de fluidos la viscosidad disminuye
conforme aumenta la velocidad de cizallamiento.

- Dilatantes: Es el tipo de fluido en el que al aumentar la velocidad de

cizalla incrementa la viscosidad aparente.
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4.4.2 Esfuerzo cortante ( shear stress o) y velocidad de

corte (shear ratey)

El esfuerzo cortante (Shear stress g) se define como una fuerza por unidad de

area y se expresa generalmente en Pascales (N/m?).

Las sustancias consideradas como fluidos Newtonianos tienen valores de
esfuerzo cortante (shear stress o) directamente proporcional a la velocidad de
corte (shear rate )). La ecuacion 2 representa esta proporcionalidad, donde p es la

constante de proporcionalidad apropiada para un fluido Newtoniano.

O=HYy Ecuacion 2

4.4.3 Fluidos no Newtonianos

El comportamiento de los fluidos no Newtonianos se describe con el modelo de

Herschel-Bulkley (Ley de Potencia):
o=K()'+ x

Donde K es el indice de consistencia (Pa s"), n es el indice de comportamiento de
flujo, oy es la fluencia, o representa el esfuerzo (Pa) y y indica la velocidad de

deformacién (s™).

Esta ecuacidén permite al graficar los valores de log o contra los valores de log y
conocer el valor de la pendiente que corresponde a n cuyo valor indica el

comportamiento del fluido.

Con los modelos Newtonianos K se llama viscosidad (1) y es mayor a cero, n es
igual a 1 y el valor de op es cero. Ejemplos tipicos son la leche, el agua, el jugo

de fruta, la miel y los aceites vegetales (Steffe, 1992).

Para fluidos no Newtonianos el valor de K es mayor a cero, el valor de n 0<n<coy

0o debe ser mayor a cero.
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En la figura 8

se muestra el comportamiento de los fluidos. Para los fluidos con

comportamiento pseudoplastico los valores de K son mayores a cero, 0<n<1, y 0g

es cero. Los fluidos dilatantes K>0, 1<n<ec y 0y debe ser cero. Para el modelo

plastico de Bingham K>0, n=1y gy >0

Shear strese (Pa)

Herschel-Bulkley

Y

\

Bingham

(0

Pseudoplastico

w

MNewtoniano

~

Dilatante

Shearrate, 1/s

Figura 8 . Comportamiento de fluidos, (Steffe, 1992).
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4.4.4 Modelo de Arrhenius

En los fluidos Newtonianos la temperatura tiene influencia sobre la viscosidad, la
cual es la propiedad que define la magnitud de su resistencia debida a las fuerzas
de cizalla en su interior (Singh, et al., 1998), esto se puede expresar con la

ecuacion de Arrhenius (ec. 3).

Ea
= T = A P i6
p = f{T) EXP(RT) Ecuacion 3.

El término T se refiere a la temperatura absoluta, R es la constante de los gases,
Ea es la energia de activacion la cual al igual que A se determinan

experimentalmente.

En la relacion de Arrhenius (ecuacion 3) se describe el efecto de la Temperatura

sobre la viscosidad aparente.

(=Ea/RT) Ecuacion 4.

n=ke
n= viscosidad

k=factor preexponencial

E. =energia de activacion (cal/mol)

R = constante de los gases (1.987 cal/molK)

T= Temperatura (K)

Un valor mas alto de Ea indica un cambio méas rapido en la viscosidad con la

temperatura.
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4.4.5 Viscosimetro de placas paralelas

El esfuerzo cortante (shear stress) se puede determinar de la respuesta de torque
en el instrumento el cual la evalia mediante la construccion de una ecuacion de
balance de fuerzas en el disco e integrando sobre el radio. En el sistema de placas
paralelas la fuerza de cizalla es funcion del radio lo que hace el calculo mas

complicado.

La energia de activacion es un parametro que refleja la estabilidad de la
viscosidad ante la temperatura del aceite. Un valor mayor de energia de activacion
indica una menor estabilidad ante la temperatura, mientras que un valor menor de

energia de activacion indica una mejor estabilidad ante la temperatura.

4.5 Cromatografia de gases

La cromatografia es un método analitico de separacion en el que los analitos se

distribuyen entre dos fases.

En la cromatografia de gases se hace pasar el analito en fase gaseosa a través de
la columna, el analito es arrastrado por un gas portador, el mas empleado es el

helio.

La fase movil la cual es el disolvente que desciende a través de la columna es un
liquido o un gas. La fase estacionaria es la que se encuentra fija en el interior y
normalmente es un liquido viscoso enlazado quimicamente a las paredes
interiores del tubo capilar o a la superficie de las particulas solidas empaquetadas

dentro de la columna.

La fase movil atraviesa la columna en un minimo de tiempo posible el cual se
designa como tiempo muerto t,. El tiempo de retencion ajustado de un soluto es la
diferencia entre el tiempo que tarda un soluto en atravesar toda la columna y el

gue emplea un disolvente no retenido: t'; = t; - tp,.
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4.5.1 Cromatograma

Un cromatograma es una representacion de la respuesta del detector en funcion
del tiempo de elucion. El tiempo de retencidn t, de un componente es el tiempo
gue transcurre desde la inyeccién de una mezcla en la columna hasta que ese

componente llega al detector.
4.5.2 Analisis de la muestra

Para el analisis de la muestra ésta se inyecta a través de un septo en el inyector el
cual esta caliente por lo que se evapora rapidamente. El vapor es arrastrado por la
columna por el gas portador el cual puede ser He, N, o H, y después los analitos
llegan al detector. La temperatura de la columna es importante ya que debe
permitir que los analitos alcancen una presion de vapor adecuada y ocurra la
elucioén. El detector debe estar a mayor temperatura que la columna para que los
analitos estén en estado gaseoso.

4.5.3 Columna cromatogréfica

Comunmente el tipo de columnas utilizadas son las tubulares abiertas las cuales
estan hechas con silice fundida (SiO,) recubiertas de poliimida la cual resiste

hasta 350C y da soporte y proteccion a la columna.

Las columnas tubulares abiertas de pared recubierta (WCOT) se encuentran
recubiertas en su interior por una fase estacionaria liquida de un grosor de 0.1 a

0.5 um. La fase estacionaria liquida recubre el interior de la columna.

Otro tipo de columnas son las tubulares abiertas recubiertas de soporte (SCOT) en
donde la fase estacionaria liquida recubre a un soporte sélido, que se encuentra

unido a la pared interior de la columna.

Por su parte en la columna tubular abierta de capa porosa (PLOT) la pared interior

se encuentra recubierta de una fase estacionaria sélida.
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4.5.4 Programa de temperatura

La utilizacién del programa de temperatura tiene la finalidad de aumentar la
presion de vapor de los solutos al incrementar la temperatura de la columna
durante la separacion, para disminuir los tiempos de retencion de los componentes

que eluyen al final.

4.5.5 Eficiencia de la separacion

Para medir la eficacia de la separacién se utilizan dos factores, uno es la
diferencia en los tiempos de elucion de los picos, entre mas distantes las
separacion es mejor y el otro factor es el ancho de los picos se prefiere una menor
anchura para una buena separacion ya que los solutos tienden a difundirse al
pasar por la columna cromatografica cuanto mas tiempo pasa el soluto en la

misma.

La resolucion mide la capacidad de una columna cromatografica de separar dos
analitos. Se define como la distancia entre los picos de las bandas, dividida entre

el ancho promedio de las bandas.

B tr'2 —tri
T 05 w2 +wl)
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5 Diagrama general del experimento

Semilla de Chia (Salvia
hispanica)
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6. Materiales y métodos

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron semillas de chia (Salvia hispanica

L.) del estado de Jalisco como materia prima.
6.1 Preparacion de la muestra

6.1.1 Homogeneizacion

Se realizé la homogeneizacion del lote de semilla de chia para eliminar la materia
extrafia presente, se utilizd para ello un tamiz nimero 20 (USA Standard Testing

Sieve 850 um), desechando las particulas cuyo tamafo era menor a 0.085 mm.

6.1.2 Determinacion de humedad

La determinacion de humedad de la semilla de chia se realizo por triplicado de
acuerdo al método estandar ASAE 5352.2 DEC 97 el cual esta establecido a la
semilla de canola. El método consistié en pesar 10 g de la semilla en un pesafiltros
a peso constante el cual se colocé en una estufa durante 4 horas a 130C.
Posteriormente se calcul6 el porcentaje de humedad en base seca (%Hs)

utilizando la ecuacion 5.

_ [Pérdida de pesa{g)l
%Hb.s.= [Peso muestra final (g)] 100 Ecuacion 5.
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6.1.3 Obtencidén de la harina de chia

Una vez homogeneizada la muestra se pulverizé haciéndola pasar por un molino
(MF 10 basic Microfine grander drive, IKA 5250) con un cabezal de molienda de
impacto. Se homogeneizo el tamafio de particula utilizando un tamiz nidmero 20
(USA Standard Testing Sieve 850 um) desechando las particulas con un tamafio

mayor a 0.085 mm.

6.2 Determinacion de contenido de aceite por el método Soxhlet

Se extrajo el aceite de una muestra de la harina antes obtenida mediante el
método de extraccidon semicontinua Soxhlet. Se utilizé6 n-hexano como disolvente a
140%C durante 8 horas.

La eliminacion del disolvente se realizé con un rotavapor (Blichi R-124) a 45 con
un bafio de agua (Blchi Waterbath B-481) utilizando presion reducida (-30 kPa).

Mediante gravimetria se determin6 la cantidad de aceite extraido el cual se

almaceno en un frasco @&mbar con una atmdésfera de nitrogeno a 5.

6.3 Extraccion con (scCO )

El desarrollo experimental de la extraccion con scCO; se realizd en un extractor de
alta presion SFT-250 SFE/SFR (Supercritical Fluid Technology, Inc., Newark, Del.,

USA) utilizando un vaso de extraccion de 0.5 L.

Para cada extraccién se coloc6 el harina de semilla de chia (110-120 g) en el vaso
de extraccion, asi mismo se programaron las condiciones de acuerdo al disefio
experimental. Una vez alcanzada la temperatura (T) deseada, se bombe6 CO, al
vaso de extraccion mediante una bomba de pistones (Haskel) hasta el valor de
presion correspondiente. Al alcanzar las condiciones determinadas para cada
ensayo se abri6 la valvula de restriccion y a partir de este momento se empezé a

contar el tiempo de extraccion.
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El aceite extraido fue colectado y cuantificado gravimétricamente en una balanza
de precision (Sartorius BL 610, Alemania). Se almacend en un frasco ambar y se

mantuvo en una atmésfera de nitrégeno.

6.4 Optimizacion del disefio experimental de la extraccion con
scCO»

Para este disefio experimental se realizaron 18 experimentos variando las
condiciones de presion (bar), temperatura (°C) y tiempo (min) de extraccion las

cuales son las tres variables experimentales.

El tamafio de particula se mantuvo invariablemente menor a 0.085 mm vy el flujo de
CO; a 4.0 +/-0.5 Ib/h.

El analisis de datos del rendimiento del aceite extraido con SF se realiz6 con el
meétodo de superficie de respuesta (RSM) para la optimizacion del experimento.
Para esto se aplicé el disefio de central compuesto rotable (CCRD) en el que se
incluyeron tres factores X;=temperatura, X,=presion y Xs=tiempo, para cada uno
se establecieron tres niveles, los cuales se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Codificaciones para las diferentes condiciones experimentales.

Presion |
Temperatura (bar) | Tiempo Codificacién
() (min)
40 250 60 -1
60 350 150 0
80 450 240 +1

La respuesta en el disefio es el rendimiento de aceite extraido, refiriendose al
porcentaje correspondiente de acuerdo a la masa de harina utilizada en cada

extraccion, expresandola en base seca.
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El disefio experimental comprende 18 extracciones divididos en 3 bloques, el
primero es el bloque factorial que comprende 8 extracciones, el bloque axial
consta de 6 y el punto central cuenta con 4 réplicas de extraccion. De acuerdo a

esta distribucion cumple con el siguiente modelo:

N=2%+2k+m Ecuacion 6
Donde:

N =total de experimentos = 18

k = variables independientes = 3

m =repeticiones del punto central = 4

El modelo se expresa mediante una ecuacién polinomial de segundo orden para
indicar el rendimiento de aceite de chia (Y) en funcion de las variables

independientes:

3 3 2 3
Y =5 +Zﬂixi +Z:3iixi2 +Z Zﬁ’MX;
i=1 i=1 i=1 j=i+l Ecuacion 7

Donde:

Y es la variable respuesta, By es constante, Bis son los coeficientes lineales, Siis son
los coeficientes cuadraticos, Bis son los coeficientes de interaccion del modelo, y X;

y X; los valores codificados de las variables independientes.

El analisis estadistico se realizé con el programa Statgraphics Plus 5.1
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6.5 Caracterizacion del aceite extraido

6.5.1 Propiedades termoreoldgicas

Se analizaron cada una de las muestras de aceite de chia extraidas para
determinar la viscosidad de las mismas, asi como la energia de activacion de cada
muestra, cuyo valor indica la energia minima que hay que superar para que el

proceso de flujo pueda ocurrir.

Para determinar la energia de activacion de cada aceite se utilizaron los datos
obtenidos con el rebmetro para realizar una serie de tratamientos de los datos que
proporciona, siguiendo el modelo de Arrhenius con el cual es posible a partir de la

viscosidad, obtener la energia de activacion.

Se analizaron cada una de las muestras a distintas temperaturas en el reometro,
las cuales fueron 1C, 5C, 15T, 25€C, 35T, 45C, 55¢C, 65T, 75Cy 85<T.

Se utilizaron placas paralelas en el estudio y un GAP de 0.5 mm, cuyo valor se

refiere al espacio entre una placa y otra.

Dentro de los datos que proporcioné el reGmetro estan el esfuerzo cortante (shear
stress) y velocidad de corte (shear rate), a partir de los cuales al graficar shear
stress (Pa) en funcion de los valores de shear rate (1/s), se obtuvo un
comportamiento lineal. Para cada una de las temperaturas (C) corresponde una
ecuacion de regresion lineal, cuya pendiente indicé la viscosidad del aceite a

determinada temperatura.

Una vez obtenidos los datos de viscosidad se graficé log Viscosidad (Ns/m?) en
funcion de 1/T en temperatura absoluta (K). Se obtuvo para cada muestra una
gréfica del comportamiento lineal y a partir de la regresion lineal del grafico antes
descrito, se obtuvo la pendiente de la misma y se calculo la energia de activacion

(cal/mol) como se muestra a continuacion:
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Siguiendo el modelo de Arrhenius con la ecuacion n=Ke=¥R" después del

correspondiente tratamiento de la ecuacion, se expresa el valor de la
Ea
. m=———
pendiente como: 2.203R

Donde R se refiere a la constante de los gases (1.987 cal/molK); se calcula

asi la energia de activacion para cada muestra de aceite.

6.5.2 Acidez titulable
La determinacion de la acidez titulable se realiz6 de acuerdo a la IUPAC 2.201.

Se colocoé en un matraz Erlenmeyer de 50 mL 0.50 g de aceite de chia y se
agregaron 25 mL de alcohol, asi como 3 gotas de solucion de fenolftaleina al 1%.
Posteriormente se calentd en agua a ebullicion y se titul6 en caliente con KOH
0.0025 mol L ™.

El calculo de la acidez titulable se realiza utilizando la ecuacién 8, en donde el

término 56.1 se refiere al peso molecular del hidroxido de sodio.

Volumen gastado (mL)+= M = 56.1

Valor dcido =
Peso de la muestra empleada Ecuacion 8

El valor acido se expresa como porcentaje de acido oléico mediante la ecuacion
que a continuacion se muestra, en donde se utiliza en peso molecular del acido

oléico (282 g/mol) como factor de conversion.

282 « M « Titulo(mL)

Oleico =
0L 10 + Peso de la muestra empleada Ecuacion 9
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6.5.3 indice de peroxidos

La determinacion del indice de peroxidos se realizé de acuerdo a la AOCS Oficial
method Cd-8-53, 1997. Sin embargo debido a la cantidad de muestra de aceite
disponible para las determinaciones, se utiliz6 cada reactivo respetando las

proporciones a una décima parte.

Se pesaron 0.5 g de aceite en un matraz Erlenmeyer a los cuales se les agregaron
2.5 mL de acido acético/diclorometano (3:2) y 0.05 mL de solucion de Kl, se dejo
en oscuridad durante 60 segundos, transcurridos éstos se agregaron 7.5 mL de

agua desionizada.

Se realiz6 la titulacion con una solucién de Na,S,0; 4.92 x 10* M, utilizando

almidén como indicador.

El calculo del indice de peroxidos se realizd de acuerdo a la ecuacion 10, cuyo

resultado se expresa en mEq de perdxido por kg de muestra.

(V gastado — V blanco) = N = 10001::%

indide de peréxidos = —
mi g imuestra

Ecuacion 10

6.5.4 indice de yodo

De acuerdo a la AOAC 1998, a partir del perfil de acidos grasos del aceite se

puede calcular éste valor con la siguiente expresion:

indice de yodo: 0.860 (%C:18:1)+1.732 (%C:18:2)+2.616 (%C:18:3)
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6.5.5 Indice de saponificacion

La AOAC 1998 indica el calculo de este valor, para esto es necesario conocer el
perfil de acidos grasos del aceite y obtener el peso molecular promedio del mismo
y de acuerdo a lo obtenido se utiliza la ecuacion 11 donde se incluyen los factores
de conversion necesarios tomando en cuenta la reaccion de saponificacion ya que
el factor numeérico 3 se refiere al nimero de acidos grasos de un triacilglicerol, el
56.1 representa el peso molecular del hidroxido de potasio en g/mol, se incluye
ademas el factor de conversion de unidades de miligramos a gramos por lo que se
multiplica por 1000. Se utilizan los pesos moleculares del glicerol y del agua los

cuales son 92.09 g/mol y 18 g/mol respectivamente.

3 = 56.1 = 1000
(PM »3)+ 92.09 - (3 = 18) Ecuacion 11

indice de saponificacién =

6.6 Cuantificacion de aci dos grasos

6.6.1 Derivatizacion de la muestra

Se determiné el perfil de acidos grasos del aceite de chia por cromatografia de
gases de acuerdo a la NOM-490-1999, la cual se basa en la AOAC Oficial Method
963.22 (1995). Se siguid el siguiente procedimiento para la derivatizacion de la

muestra.

Se pesaron 500 mg de aceite de chia y se colocaron en un matraz de bola de 50
mL; se agregaron 6 mL de solucion metanolica de NaOH 0.5 M. Se llevo a
calentamiento durante 5 minutos manteniendo una temperatura a 40T.
Transcurridos estos se agregaron 7 mL de disolucion metandlica de trifloruro de
boro por el extremo superior del refrigerante y se calenté por 5 minutos mas.
Posteriormente se agregaron 4 mL de hexano, y se dej0 enfriar el sistema;
después se afiadieron 10 mL de disolucion saturada de NaCl y se agito
suavemente; se agregé mas solucion saturada de NaCl para llevar la fase

organica al cuello del matraz la cual se trasvaso a un tubo con 0.5 g de sulfato de

40



sodio anhidro para la eliminacion total de agua. La fase orgéanica, libre de agua, se
dispuso en viales con atmédsfera de nitrégeno y se almacenaron protegidas de la
luz a -20C.

6.6.2 Determinacion del perfil de acidos grasos

Para determinar el perfil de acidos grasos se inyectaron las muestras
derivatizadas en un cromatografo de gases (HP 5890 Serie Il Plus), mediante
inyeccion automética (HP 7673). El cromatografo utilizado cuenta con un detector
de ionizacion de llama (FID). La separacion cromatogréafica se realizd con una
columna de CG (Chrompack WCOT fused silica 30 m. 0,25 mm: coating: CP WAX
52CB DF=0.25um).

Las muestras se inyectaron a una temperatura de 260C. La temperatura inicial de
la columna fue de 170C y se utilizdé una rampa de t emperatura a una razéon de 2.5
T/min hasta 190C la cual se mantuvo durante 1 min uto seguida de un

incremento de 1C/min hasta 205<C.

Para la identificacion de los ésteres metilicos se inyectaron previamente al
cromatografo de gases patrones de referencia de los &cidos grasos (SIGMA-

Aldrich y Matreya) los cuales se derivatizaron como se menciond anteriormente.

La cuantificacion de los acidos grasos se expresé en porcentajes relativos de

acidos grasos.

Una vez determinado el perfil de 4cidos grasos, se determind la relacion de acidos

grasos poliinsaturados con los saturados de acuerdo a la ecuacion 12.

PUFA _ [{ oléico +linoléico#linolénico)] g
XSFA [palmitico+estedrico ] Ecuacion 12

La relacibn Q6:Q3 expresa la relacidn entre el acido linoléico, cuya primera

insaturacion se encuentra en la posicion 6 a partir del metilo terminal, y el acido

linolénico cuya primera insaturacion se encuentra en la posicion 3, por lo que

Q6:Q3=%relativo acido linoléico /%relativo acido linolénico.
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6.7 Cinética de extraccion

Una vez optimizado el disefio, se realizo la cinética de extraccion supercritica con

CO,, cuantificando el extracto gravimétricamente en lapsos de 15 minutos.

6.8 Muestra sin mucilago
6.8.1 Homogeneizacion

Previa a su utilizacion, se realizdé una limpieza a la semilla de chia tamizandola

para eliminar la materia extrana.
6.8.2 Hidratacion

La hidratacion del mucilago se realizé en una relacion 1:10, pesando una parte de
semillas por 10 de agua destilada. Se dejo reposar durante 4 horas.

6.8.3 Congelacién

Posterior a la hidratacion se trasvaso la muestra en recipientes de plastico para
congelarlos a -80 € en el Ultra Low Temperature Freezer REVCO Legacy
Refrigeration System modelo ULT 390-3-A30.

6.8.4 Liofilizacion

La liofilizacion se realiz6 durante 48 h para la total eliminacion de agua de la
semilla en el liofilizador HETO FD 1.0.

6.8.5 Eliminacién del mucilago

Una vez deshidratado el mucilago éste se separé de la semilla manualmente para
cuantificarlo y obtener la semilla libre de éste.
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6.8.6 Molienda

Como se describi6é en el apartado 6.1.3 se pulverizé la muestra haciéndola pasar
por un molino (MF 10 basic Microfine grander drive, IKA 5250) con un cabezal de
molienda de impacto. Se homogeneizé el tamafio de particula utilizando un tamiz
numero 20 (USA Standard Testing Sieve 850 um) desechando las particulas con

un tamafo mayor a 0.085 mm.
6.8.7 Extraccion con scCO

Al haber optimizado el método de extraccion supercritica mediante el disefio de
superficie de respuesta, se realizo la cinética de extraccion a las condiciones de
temperatura (C) y presion (bar) éptimos utilizand o el harina de semilla de chia sin

mucilago.
6.8.8 Cuantificacion

Se compard el rendimiento de la extraccion con la cinética realizada para la

semilla que no fue liofilizada.

6.8.9 Derivatizacion de la muestra

La derivatizaciéon del aceite de chia se realiz6 de la manera indicada en 3.6.1

6.8.10 Determinacion del perfil de acidos grasos

La determinacion del perfil se &cidos grasos se realizdé con la misma metodologia

mencionada en el apartado 3.6.2
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7. Resultados y discusion

7.1 Determinacion de humedad y contenido de aceite por el método
Soxhlet

Se realiz6 la caracterizacion de la semilla de chia (Salvia hispanica L.) proveniente
del estado de Jalisco de cada uno de los lotes utilizados. Se trabajo con dos lotes

por disponibilidad de la semilla.

El porcentaje de aceite extraido por el método Soxhlet resultd similar para ambos
lotes y estadisticamente no presentan diferencias en el contenido de aceite en un
95% de confianza; el contenido de humedad resultd diferente en un 95% de
confianza para ambas muestras. El valor promedio de porcentaje de aceite
obtenido por el método Soxhlet es de 32.85% s, valor que coincide con los
indicados en estudios previos de la semilla de chia.

En latabla 5 se muestran los resultados del contenido de humedad y de aceite.

Tabla 5. Resultado de contenido de humedad y de aceite de la semilla de chia

%Humedad | %Aceite

(b.s.) (b.s.)

6.33,7.41 32.85

Desviacion 0.05
estandar
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7.2 Extraccion del aceite de chia con scCO

El disefio experimental de la extraccion del aceite con SF se realiz6 aplicando el
disefio de central compuesto rotable (CCRD) en el que se incluyeron tres factores
Xi=temperatura, X,=presion y Xz=tiempo, para cada uno se establecieron tres

niveles, como se mostrod en la tabla 4 .

La respuesta en el disefio es el rendimiento de aceite extraido, que se refiere al
porcentaje correspondiente de acuerdo a la masa de harina utilizada en cada

extraccion, expresado en base seca.

Se obtuvieron los resultados presentados en la tabla 6, en la cual se muestra el
rendimiento para cada condicion experimental de acuerdo al disefio propuesto,
donde las condiciones 80T en el caso de temperatur a, 450 bar para presion y 240
minutos para la variable tiempo estan codificadas con +1; las condiciones 60T,
350 bar y 150 minutos estan representadas con el cédigo 0 y 40C, 250 bar y 60

minutos estan representados por el codigo -1.
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Tabla 6. Rendimiento de aceite extraido a las diferentes condiciones.

Temperatura | Presion | tiempo %Rendimiento

(b.s.)
0 0 0 14.76
-1 -1 -1 1.99
1 -1 -1 0.97
-1 1 -1 5.54
1 1 -1 7.75
-1 -1 1 9.69
1 -1 1 3.56
-1 1 1 12.37
1 1 1 29.08
-1 0 0 13.69
1 0 0 11.26
0 -1 0 5.99
0 1 0 13.29
0 0 -1 4.08
0 0 1 18.48
0 0 0 17.21
0 0 0 14.25
0 0 0 17.30

Se obtuvo un rendimiento de 29.08% en las mejores condicione de extraccion
supercritica, éste valor representa el 88.52% del total del aceite de la semilla

tomando como el 100% el contenido de aceite extraido por el método de Soxhlet.
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7.30ptimizacién del disefio experimental

El método de superficie de respuesta central compuesto para este experimento se

ajustd mediante una ecuacion polinomial de segundo orden.
La ecuacion polinomial ajustada esta expresada a continuacion en la ecuacion 13:

Y = 13.8419 + 0.624 X, + 4.883 X, + 5.58 X3 — 0.245345 X? + 2.88375 X, X,
+0.79875 X, X5 — 3.13084 X2 + 2.60875X,X5 — 1.49034X2

Ecuacion 13

La influencia de los factores sobre la respuesta se determina de acuerdo a la
magnitud de los coeficientes de cada término. A partir de la ecuacién 13 se puede
establecer que la variable tiempo (X3) es la que presenta mayor influencia sobre el
rendimiento de aceite extraido, ésto ya que le corresponde el coeficiente mayor
dentro de la ecuacién polinomial, seguido de la variable presion (X;) que influye
positivamente; mientras que a la temperatura (X;) le corresponde un coeficiente
menor por lo que no influye sobre el rendimiento. La interaccién de las variables
temperatura (X3) y presion (Xz) presenta mayor influencia que la interaccion de la

presion (Xz) y tiempo (X3) y la interaccion temperatura (X;) y el tiempo (X3z).

El disefio experimental predice resultados para los tratamientos realizados a partir
de la ecuacion obtenida para la superficie. Se pueden comparar los resultados con
las predicciones del modelo (tabla 7). En la figura 10 se presenta la correlacion
entre el modelo y los datos obtenidos experimentalmente; si el modelo indica
exactamente los mismos datos obtenidos experimentalmente entonces y = x y el
valor de R? sera igual a 1. La ecuacién que describe la figura 10 es la siguiente:
y=1.0137x+0.0626, R?>=0.9027. Se puede notar la variacién de los datos por lo que
el modelo no explica al 100% la variabilidad de datos experimentales, sin embargo
el rendimiento observado presenta correlacion con el rendimiento predicho de una
manera positiva debido a que los datos previstos provienen del modelo realizado

con los datos observados.
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Figura 10. Comparacion de los valores obtenidos para la extraccion con los

valores predichos por el modelo.
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Tabla 7. Rendimiento de extraccion SC-CO predichos por el modelo

Experimento | Temperatura | Presion | tiempo | %Observado | %Predicho
1 0 0 0 14.76 13.84
2 -1 -1 -1 1.99 4.17
3 1 -1 -1 0.97 -1.94
4 -1 1 -1 5.54 2.96
5 1 1 -1 7.75 8.37
6 -1 -1 1 9.69 8.53
7 1 -1 1 3.56 5.61
8 -1 1 1 15.37 17.75
9 1 1 1 29.08 26.36
10 -1 0 0 13.79 12.97
11 1 0 0 11.26 14.22
12 0 -1 0 5.99 5.83
13 0 1 0 13.29 15.59
14 0 0 -1 4.08 6.76
15 0 0 1 18.48 17.94
16 0 0 0 17.21 13.84
17 0 0 0 14.25 13.84
18 0 0 0 17.3 13.84
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7.3.1 Superficie de respuesta

7.3.1.1 Efecto de la presiéon y la temperatura
sobre el rendimiento del aceite de chia.

La superficie obtenida al representar graficamente la ecuacion polinomial de
segundo orden, manteniendo el tiempo (X3) constante en el punto central (150
min) es la presentada en la figura 11 donde se puede visualizar el efecto de la
presion sobre el rendimiento de extraccion de aceite; es evidente que a mayores
presiones se obtienen mayores rendimientos, ésto puede explicarse por el
incremento de la densidad del CO, cuando se aumenta la presion en el sistema, lo

gue resulta en una mayor solubilidad del analito en el CO..

El efecto de la temperatura no es significativo en un 95% de confianza de acuerdo
al andlisis estadistico, sin embargo en la figura puede observarse una ligera
disminucion en el rendimiento en la zona de menores presiones cuando la
temperatura aumenta, atribuido a que la densidad del CO, disminuye al
incrementar la temperatura, mientras que a mayores presiones el rendimiento
mejora al elevar la temperatura; éste efecto de reversion en el rendimiento se
conoce como cross over (Bozan, et.al., 2002).
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Superficie de Respuesta estimada
tiempo=00

Rendimiento
2palsl

-1 06 2

02 06 1

Temperatura

Figura 11 . Superficie de respuesta estimada manteniendo el pardmetro tiempo

constante en el punto central (150 min)

7.3.1.2 Efecto de la presion y el tiempo sobre
el rendimiento del aceite de chia.

La figura 12 representa la respuesta de los factores presion y tiempo al mantener

el factor Temperatura en el punto central (60<C).

Superficie de Respuesta estimada
Temperaura=00

Rendimiento

tiempo

Presion

Figura 12. Superficie de respuesta estimada a temperatura constante (60C).
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En la figura 12 se observa claramente que el tiempo de extraccidon es un factor
experimental importante ya que el rendimiento incrementa al prolongar el tiempo
de extraccion como ya se habia explicado anteriormente al analizar la ecuacion
polinomial de segundo orden. Es de notar que el tiempo presenta una mayor
influencia sobre el rendimiento que la presion, sin embargo ésta también influye de
manera positiva, lo que coincide con lo que se observa en la figura 10 en donde el
aumento de la presién implica un mayor rendimiento, lo que puede ser atribuido a

gue a mayores presiones la solubilidad de los solutos en CO; incrementa.

7.3.1.3 Efecto del tiempo y temperatura sobre
el rendimiento de extraccion del aceite

de chia.

Manteniendo el factor presion constante a la condicién central (350 bar), se puede
observar el efecto de los factores temperatura y tiempo sobre el rendimiento del
aceite de chia, lo que se presenta en la figura 13 en la cual se puede observar
gue la temperatura (donde +1 indica 80C y -1 40C) no afecta el rendimiento de
la extraccion ya que permanece practicamente constante, o que ya se habia

mencionado en el analisis de la ecuacion polinomial de segundo orden.

En esta figura se graficaron los factores con mayor y menor efecto sobre el
rendimiento de acuerdo a la ecuacion polinomial que describe la superficie de
respuesta, en donde el mayor efecto corresponde al tiempo y el menor o nulo
efecto a la temperatura; resulta evidente que el tiempo es la variable que ofrece
mayor efecto sobre el rendimiento en la extraccion. La temperatura no es un factor
gue influye en el rendimiento con un 95% de confianza, sin embargo es importante
mantener la temperatura por encima del valor critico para que el CO, se encuentre

en las condiciones supercriticas.

En esta figura también es notable que a mayor tiempo el rendimiento incrementa.
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Figura 13 . Superficie de respuesta estimada a presion constante (350 bar).

En la tabla 8 se indican las condiciones experimentales Optimas para la extraccion

scCO, del aceite de chia.

Tabla 8. Optimacion del disefio

Factor Inferior | Superior | Optimo
Temperatura -1 1 1

Presion -1 1 1

Tiempo -1 1 1

Se obtuvo un valor éptimo de 26.3591% para el contenido de aceite de chia, con
extraccion supercritica, a las mejores condiciones experimentales de 80C, 450

bar y 240 min.

Se realiz6 un andlisis de varianza para el rendimiento de SFE. Se determin6 que
el factor temperatura no afecta en el rendimiento de extraccién en un 95% de

confianza.
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El anélisis también nos proporciona el valor de R? el cual es igual a 91.0567% lo
gue indica que el modelo ajustado explica ese porcentaje de la variabilidad del

rendimiento (error estandar de 3.49).

Al realizar el analisis estadistico se determiné que la variable tiempo (min), asi
como la variable presion (bar) presentan efecto significativo en el rendimiento de la

extraccion supercritica del aceite de semilla de chia.

Es de esperarse que a una mayor presion (bar) el rendimiento también lo sea,
debido a que a pesar de que a las diferentes condiciones de presion el CO; se
encuentra en estado supercritico, la densidad del mismo no es igual en todas las
condiciones ya que a mayores presiones el CO, presenta mayor densidad; se ha
estudiado el efecto de ésta sobre la solubilidad con los aceites y se encontr6é que a
mayores densidades de CO, la solubilidad aumenta (Taylor, 1996), es por esto
gue se obtiene un mejor rendimiento a mayores presiones, ademas de que el
simple prensado de la semilla, ain sin la presencia de CO,, permite la extraccion

de aceite de la semilla.
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7.4Cinética de extraccion

En las condiciones Optimas encontradas para el método de SFE se obtuvo la
cinética descrita en la figura 14 la cual corresponde al modelo cinético de primer
orden por su comportamiento logaritmico, es decir que el rendimiento aumenta
logaritmicamente con el tiempo.

Se realiz6 la cinética de extraccion del aceite de la semilla de chia en las
condiciones de 450 bar y 80T hasta obtener el 32.68% s de aceite (tomando

como 100% la masa de harina utilizada en la extraccion) a los 370 minutos.

Cinética de extraccion a 450 bar, 80°C
35.00 -

30.00 - *

25.00 A4

o) *
E2O.00

.515 00
5 ¢

@
x10.00

5.00

0.00 T T T T

y 50 100 150 . 200 . 250 300 350 400
tiempo (min

Figura 14 . Cinética de extraccion para la condicion optima de presion y
temperatura.

En las condiciones 6ptimas del experimento se obtuvo un valor de 26.3674%ys. de
aceite para la extraccidon segun en modelo (450 bar, 80C y 240 min); sin
embargo, como se mostré en la cinética de extraccion, es posible extraer el total

del aceite prolongando el tiempo del experimento en un tiempo mayor a 350
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minutos, manteniendo la presion y temperatura contantes en las condiciones

optimas de acuerdo al modelo.

7.5 Caracterizacion del aceite extraido
7.5.1 Propiedades termo-reoldgicas

Se analizaron cada una de las muestras de aceite de chia extraidas para
determinar su viscosidad y asi la energia de activacion de cada una; este valor
indica la energia minima que hay que superar para que el proceso de flujo pueda

ocurrir.

Para determinar la energia de activacion de cada aceite se utilizaron los datos
obtenidos con el reGmetro. Para realizar una serie de tratamientos de los datos
gue proporciona, se siguid el modelo de Arrhenius con el cual es posible a partir

de la viscosidad, obtener la energia de activacion.

Se analizaron cada una de las muestras a distintos valores de temperatura en el
reémetro, siendo éstas 1C, 5C, 15C, 25C, 35T, 45T, 55T, 65T, 75T vy
85<C.

Se utilizaron placas paralelas en el estudio y un GAP de 0.5 mm, el cual es el

espacio entre una placa y otra.

El redmetro proporciona los datos de viscosidad aparente (Pa s) y Shear rate (1/s)
y con ellos es posible determinar la naturaleza del fluido, ya sea Newtoniano o no
Newtoniano. Al obtenerse rectas con pendiente igual a cero se indica que el fluido

estudiado es Newtoniano, tal como se muestra en la figura 15 .
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Figura 15. Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
las condiciones 450 bar, 80C y 240 min.

Dentro de los datos que proporciona el reémetro estan el esfuerzo cortante (shear

stress) y la velocidad de corte (shear rate), a partir de los cuales al graficar “shear

stress” (Pa) en funcidén de “shear rate” (1/s), se obtiene el comportamiento que se

muestra en la figura 16.
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Stress (Pa) vs rate(1/s)
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Figura 16. Gréfico Stress (Pa) contra rate (1/s) para las condiciones 450
bar, 80C, 240 min.

Para cada una de las temperaturas (C) se obtiene una ecuacién de regresion
lineal, cuya pendiente es la viscosidad del aceite a esa temperatura. Para el aceite
obtenido con fluido supercritico a 450 bar, 80C y 240 minutos se obtuvieron las

viscosidades mostradas en latabla 9.
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Tabla 9. Viscosidad a cada temperatura para el aceite extraido a 450
bar, 80C y 240 min.

Temperatura | Viscosidad

T (Ns/m?)
1 0.1337
5 0.1112
15 0.0643
25 0.0435
35 0.0319
45 0.0219
55 0.0162
65 0.0120
75 0.0102
85 0.0086

Una vez obtenidos estos datos de viscosidad se graficé log Viscosidad (Ns/m?) en
funcion de 1/T en temperatura absoluta (K) y se obtuvo para cada muestra una

gréfica del comportamiento de la figura 17.
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Figura 17. Logaritmo de la viscosidad en funcién de 1/T para la muestra
450 bar, 80C, 240 min.

A partir de la ecuacion de regresion lineal de la gréfica de la figura 17, se obtuvo

la pendiente de la misma y se calculo la energia de activacion (cal/mol) como se
muestra a continuacion:

pendiente=1416.8 K
Siguiendo el modelo de Arrhenius con la ecuacién n=Ke R’

A partir de la ecuacion anterior y la grafica de la figura 17 , se expresa el valor de
la pendiente como:

Ea
m=———
2203 R

Donde R se refiere a la constante de los gases (1.987 cal/molK); se calcula asi la

energia de activacion para cada muestra.

cal

Ea=12303 = 1987

molK m(K) Ecuacion 14

En la tabla 10 se listan los valores de las energias de activacion de los aceites
extraidos a las diferentes condiciones de extraccion scCO..
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Tabla 10. Energia de activacion para cada muestra de aceite de Chia por

extraccion suercritica con CO,.

Temperatura | Presion | Tiempo Ea

(cal/mol)
-1 -1 -1 6604.05
-1 -1 1 5882.72
1 1 -1 6445.33
-1 1 1 6176.31
1 -1 -1 7042.24
1 -1 1 6438.01
1 1 -1 6294.83
1 1 1 6483.36
-1 0 0 6284.76
1 0 0 6404.65
0 -1 0 6391.81
0 0 -1 6327.78
0 0 1 6130.09
0 0 0 6463.23

Todos los datos obtenidos mostraron un comportamiento Newtoniano y la Energia
de activacion promedio resulté de 6439.00 cal/mol con una desviacion estandar de
337.21.

La energia de activacion se refiere a la cantidad de energia minima que hay que
superar para que el proceso de flujo pueda ocurrir. A pesar de que se obtuvo un

comportamiento Newtoniano para el aceite de semilla de chia, la energia de
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activacion (cal/mol) resulté mayor a la que se indica para otros aceites los cuales

tienen un comportamiento pseudoplastico los cuales se listan en la tabla 11.

Tabla 11. Energias de activacion para diferentes aceites vegetales (Wan, et al,

2005).
Aceite Ea(cal/mol)
Semilla de girasol 5138.62333
Maiz 5473.23136
Canola 5640.53537
Coco 5783.93881

Se puede explicar este resultado tomando en cuenta que los datos presentados en
la tabla 10 son para aceites refinados, mientras que el aceite de chia es virgen. En
efecto ya que el extracto se analizé sin purificar, la composicion de los aceites
puede no ser representativa debido a que su diferente condicion; ademas de que
las propiedades reoldgicas de los aceites dependen de otros factores como la
concentracion, composicion de acidos grasos, sus propiedades quimicas y la

presencia de aditivos en los aceites.
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7.5.2 Calidad del aceite

7521

Acidez titulable e indice de peréxidos

Se determind el porcentaje de acidez e indice de peroxidos del aceite obtenido por

extraccion supercritica a las mejores condiciones de presion (bar) y temperatura

(), asi como a la muestra obtenida por extraccion Soxhlet. Los resultados se

muestran en la tabla 12.

El porcentaje de acidez de acuerdo a la AOAC se expresa como % de oléico.

Tabla 12. Caracterizacion del aceite obtenido a la condicion 6ptima 'y por

extraccion Soxhlet.

indice o, L, o o,
Desviacion ) Desviacion indice de Desviacion
Muestra de ; %0leico ; L, . ,
. estandar estandar peroxidos estandar
acidez
450 bar,
80C 0.81 0.16 0.41 0.08 0.61 0.028
Soxhlet 1.74 0.17 0.88 0.09 0.82 -
7522 Indice de yodo e indice de

saponificacion
Se calculo este parametro para cada muestra de acuerdo a la expresion:
indice de yodo: 0.86 (%C:18:1)+1.732 (%C:18:2)+2.616 (%C:18:3)
Se obtuvo un valor de indice de yodo de 202.9.

indice de saponificacion (AOAC 1998)

Para calcular el indice de saponificacion se obtuvo previamente el peso molecular

de acuerdo al perfil de acidos grasos y se determind el valor de indice de

saponificacion de 192.6 utilizando la ecuacion 15.
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3+=56.1=1000
(PM +3)+ 92.09 — (3 = 18) ecuacion 15.

indice de saponificacion =

El indice de yodo se define como el peso de yodo que absorben 100 partes de la
muestra en peso. El valor de yodo es una medida del grado de instauracién y es
constante para cada grasa o aceite, ya que los glicéridos de los &cidos grasos se
unen con una cantidad definida de halégeno. Al ser caracteristico para cada

aceite, es un parametro de identificacion.

Se obtuvo para el aceite de chia un valor de indice de yodo de 202.7 cuyo valor se
encuentra por encima de los encontrados para otros aceites como el aceite de
soya que tiene un valor de indice de yodo de 120-143, que varia dependiendo del
método utilizado, esto indica que el aceite de chia tiene un contenido de &cidos
grasos poliinsaturados superior a los estudiados previamente como los aceites de
soya Yy oliva, cuyos perfiles de acidos grasos indican valores de &cidos grasos

poliinsaturados de 36% y 21% respectivamente (Kirk, et.al., 2005).

De acuerdo al valor de yodo obtenido puede clasificar al aceite de chia como un
aceite secante ya que en esta clasificacion entran aquellos aceites cuyo valor de
yodo se encuentra entre 125 y 200, aunque rebasa este rango se encuentra
cercano a éste (Kirk, 2005). Se llama secantes a los aceites que se oxidan y

endurecen al exponerlos al aire.

El indice de saponificacién indica el nimero de miligramos (mg) de hidroxido de
potasio que se requieren para neutralizar los acidos grasos que resultan de
hidrolizar completamente una muestra de 1 g de aceite. El valor de saponificacion
es inversamente proporcional a la media de pesos moleculares de &cidos grasos
en los glicéridos presentes, ya que los ésteres de acidos grasos de peso molecular
bajo requieren mas alcali para saponificarse. Los valores de indice de
saponificacion son muy similares para muchos aceites por lo que no resulta una
medida confiable para autentificar un tipo de aceite. El indice de saponificacion del
aceite de chia resulté de 192.6 mg KOH/g lo que indica que el peso molecular de
los acidos grasos presentes es relativamente alto comparado con otros aceites

como el de babassu cuyo indice de saponificacion va de 245-256 (Kirk, et.al.,
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2005) y su perfil de acidos grasos incluye de 40% a 55% de acido laurico y de
11% a 27% de &cido miristico cuyos pesos moleculares son menores a los acidos

grasos contenidos mayoritariamente en el aceite de chia (linoléico y linolénico).

Se determinaron parametros de la calidad del aceite, se compar6 con el aceite
extraido con el método Soxhlet y se obtuvieron los resultados presentados en la
tabla 13.

Tabla 13. Caracteristicas de calidad de los aceites

Aceite SC- Soxhlet n-
CO2 hexano
%Acidez 0.81 1.74
%0leico 0.41 0.88
indice de 0.61 0.82
peroxidos

Se consideran caracteristicas de calidad de los aceites el % acidez y el indice de
peroxidos ya que representan una medida de la oxidacion por accion de lipasas y
otros factores como presencia de oxigeno y luz respectivamente. La rancidez
hidrolitica se manifiesta por la formacion de acidos grasos libres, por lo que los
valores mayores de %Acidez indican actividad hidrolitica. De acuerdo a los
resultados obtenidos se observa que se obtiene un aceite de mayor calidad por el
meétodo de scCO, comparado con el método Soxhlet. El %acidez es mayor para el
extracto obtenido por el método soxhlet o que indica mayor actividad hidrolitica
gue en el extracto obtenido con SC-CO,, ésto puede deberse a las condiciones de
extraccion ya que la actividad de lipasas se acelera a altas temperaturas y
presencia de luz y la extraccion con soxhlet se realiz6 a mayor temperatura que
las utilizadas para SC-CO, ademas de que ésta Ultima se encuentra en ausencia

de luz.
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El % oléico indica el porcentaje de acidos grasos libres y se calcula utilizando el
% acidez dividido entre dos que es el factor de conversién correspondiente para

el acido oléico.

El indice de perdxidos es un parametro que determina la rancidez oxidativa de los
aceites, para ambas condiciones de extraccion el resultado es menor a 10
mEg/kg, ya que se trata de aceites frescos por lo cual no se espera un valor muy
alto de este parametro debido a que la rancidez es notable después de algunas
semanas de almacenamiento del aceite. Para que se note rancidez es necesario

que presente un valor de peroxido mayor a 20 mEg/kg (Kirk, 2005).

7.6 Perfil de acidos grasos por CG

Para cada uno de los tratamientos se realiz6 un analisis de CG para analizar el
efecto de las condiciones de extraccion en el perfil de acidos grasos. Los
resultados se muestran en la Tabla 14.

Al analizar el perfil de acidos grasos para la caracterizacion del aceite, es de notar
gue el contenido de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) es muy alto lo que lo
hace susceptible a la oxidaxién. En la figura 18 se muestra el cromatograma que
corresponde a la muestra extraida con sCO; a 450 bar, 40C durante 240 minutos.
La identificacion de los ésteres metilicos contenidos en la semilla de chia se
realizé a partir de la determinacion de los tiempos de retencion de cada uno de
estos a partir de patrones de acidos grasos que se saponificaron siguiendo el
meétodo ya mencionado, los cuales estan representados en la figura 19.

Se hizo un estudio estadistico en el cual se determind la influencia de la presion, la
temperatura y el tiempo de extraccion sobre el perfil de acidos grasos, la relacion
PUFA/SFA vy la relacién Q-6:Q-3. Cuando se observan efectos significativos, el

valor de p es igual o mayor a 0.05.

Se observaron efectos significativos en un 95% del tiempo de extraccion en el

contenido de &cido linoléico y linolénico ademas de la relacion Q-6:Q-3. A mayores
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tiempos de extraccion el contenido de acido linolénico aumenta, mientras que el
contenido de &cido linoléico es mayor en las extracciones de tiempos intermedios.
Es de esperarse que el contenido de &cido linolénico sea mayor en las muestras
obtenidas a mayores tiempos de extraccién, ya que es el acido graso mas
abundante en el aceite y por lo tanto se requiere de mayor tiempo para extraerlo
completamente, mientras que en tiempos intermedios se obtiene méas &cido
linoléico debido a que al no extraerse completamente el acido linolénico a estos

tiempos, el &cido linoléico se encuentra en mayor proporcion.

FIDZ B, 231000s1610006.0) C1873

counts

C1&2

15 20 25 Tiempo(min) &

Figura 18. Cromatograma de la muestra de aceite extraida por sCO
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Figura 19. Cromatograma de patrones de ésteres metilicos
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Tabla 14. Resultados de perfil de acidos grasos de los extractos obtenidos
por fluido supercritico.

%Relativo
Temp. | Presion |Tiempo C:16 C:18 c:18:1 [C:18:2 (:18:3 PUFA/SFA Q6:Q3
-1 -1 -1 11.17 3.08 11.37 20.63 53.74 6.01 0.38
-1 -1 1 11.51 4.10 6.58 20.97 56.84 5.40 0.37
-1 1 -1 10.66 2.55 7.53 20.01 59.25 6.57 0.34
-1 1 1 9.50 3.98 7.69 19.82 59.00 6.42 0.34
1 -1 -1 13.85 5.17 9.01 20.64 51.33 4.26 0.40
1 -1 1 10.36 5.31 5.53 21.83 56.96 5.38 0.38
1 1 -1 11.93 4.07 11.08 21.47 51.44 5.25 0.42
1 1 1 12.83 5.17 7.67 20.48 53.85 4.56 0.38
-1 0 0 7.46 13.02 5.27 29.87 44.38 3.88 0.67
1 0 0 13.65 3.90 10.88 22.03 49.54 4.70 0.44
0 -1 0 6.82 3.10 7.07 30.55 52.46 9.08 0.58
0 1 0 7.96 4.87 3.84 35.80 47.53 6.80 0.75
0 0 -1 11.60 4.15 7.78 20.60 55.86 5.35 0.37
0 0 1 9.17 3.26 5.13 20.32 62.11 7.04 0.33
0 0 0 9.66 4.37 6.60 20.19 59.18 6.13 0.34
0 0 0 13.51 4.49 6.81 21.81 53.38 4.56 0.41
0 0 0 9.80 4.30 6.40 20.90 58.60 6.09 0.36

Al determinar diferencia significativa en las condiciones de extraccion, en la tabla
15 se indica el promedio del perfil de acidos grasos de aceite de chia obtenido a

las condiciones de 450 bar, 80C y 370 minutos.
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Tabla 15. Perfil de acidos grasos del aceite de semilla de chia extraido con SC-
CO;a 450 bar, 80TC.

Acido graso %
Palmitico C:16:0 11.5+24
Esteérico C:18:0 19+05

Oléico C:18:1 4.1 £0.7
Linoléico C:18:2 209+1.1
Linolénico C:18:3 62.3+2.5

Tabla 16. Comparacion de perfiles de acidos grasos de los extractos de aceite de

chia extraidos con SC-CO; y con Soxhlet.

SC-COz Soxhlet
% %
C:16 11.5+24 9.2+20
C:18 1.9+05 2.9+0.2
c:18:1 4.1+0.7 6.9+0.8
C:18:2 209+1.1 196+1.3
C:18:3 62.3+2.5 61.3+0.2

La comparacion entre medias de los datos de la tabla 16, aplicando un analisis
con la t de student a un nivel de confianza del 95%, muestra que no existe
diferencia estadisticamente significativa en el perfil de acidos grasos de ambas

muestras.
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La tabla 17 resume algunas de las caracteristicas del aceite de chia extraido con
SC-COa..

Tabla 17. Carateristicas del aceite de chia

PUFA/SFA Q6:03 indice de indice de
yodo saponificacion
6.5 0.34 202.7 192.6
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8. Extraccién scCO » de la semilla de chia sin mucilago

Se realiz0 la extraccion scCO, de la semilla de chia sin mucilago para comparar el
efecto y contenido de aceite entre los dos tratamientos, asi como el perfil de

acidos grasos de éstas.
8.1 Mucilago

Se cuantificé gravimétricamente el porcentaje de 10.74% para el mucilago de la
semilla de chia.

8.2 Contenido de aceite

La determinacidon del contenido de aceite se realizd por el método Soxhlet con
hexano, tomando este dato como el 100% de contenido de aceite en la semilla de

chia sin mucilago. El contenido de aceite de en este tratamiento es de 29.8%ys..
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8.3 Cinética de extraccién scCO ; con la semilla sin mucilago

Al realizar una comparacion entre las cinéticas de extraccion scCO, a 450 bar y
80T realizadas de las muestras semilla con mucilag o y semilla sin mucilago, se
obtuvieron los resultados presentados en la figura 20 e indicados en la tabla 18;
en donde se representan los porcentajes de extraccion relativos, ya que se tomo
como el 100% los contenidos de aceite obtenidos por el método Soxhlet para las
muestras de semilla con mucilago y sin mucilago 32.9%yps. Yy 29.8%ps.
respectivamente. Se observa claramente que la extraccion scCO, es mayor para
el tratamiento de la semilla con mucilago ya que para el tiempo de 75 minutos se
extrajeron 33.54% del aceite para la semilla con mucilago y 18.84% del aceite de
la semilla sin mucilago por lo que no es necesaria la remocion de éste para
obtener mejores resultados. La diferencia en los rendimientos obtenidos para las
dos muestras puede deberse a la posible pérdida de material en el proceso de

remocion de mucilago.

Tabla 18. Resultados de la cinética de extraccion scCO, de las muestras de

semilla de chia con mucilago y sin mucilago

tiempo (min) %Rendimiento s,
semilla con semilla sin
mucilago mucilago
0 0 0
15 4.04 1.27
30 9.95 7.85
45 18.47 12.92
60 26.26 15.49
75 33.54 18.84
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Cinética de extraccion a 450 bar, 80°C
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Figura 20. Cinética de extraccion scCO; para la muestra de semilla con mucilago

y sin mucilago.

8.4 Perfil de acidos grasos de los extractos de aceite de la semilla sin
mucilago.

Se realiz6 la derivatizacion de las muestras obtenidas por el método Soxhlet y con
scCO, para cuantificar por medio de cromatografia de gases el perfil de acidos

grasos.

En la tabla 19 se presenta el perfil de acidos grasos correspondientes a las
muestras de aceite de semilla de chia sin mucilago extraidas con Soxhlet-hexano
y scCOs,. El perfil de acidos grasos obtenido para el aceite de chia sin mucilago
con soxhlet no es comparable con el obtenido para el aceite de la semilla con
mucilago, atribuido a la posible pérdida del aceite que pudo ser arrastrada por el
agua durante la liofilizacion de la semilla. Asi mismo, el perfil de acidos grasos del
aceite de semilla de chia sin mucilago obtenido con scCO, no es comparable con
el obtenido a las mismas condiciones pero con semilla con mucilago ya que éste

se extrajo durante un mayor tiempo que para el caso del tratamiento sin mucilago,
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y como ya se menciono en este trabajo, el perfil de acidos grasos esta influido por

el tiempo de extraccion.

Tabla 19. Perfil de acidos grasos de las muestras de aceite de semilla de chia

sin mucilago

%Relativo
Acido graso Soxhlet -hexano scCO,
C 16:0 3.43 12.17
c 180
c18:1 50.20 10.20
c18:2 8.52 19.48
c18:3 37.85 58.15
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9. Conclusiones

La presion (bar) y el tiempo de extraccién (min) tienen efectos positivos
sobre el rendimiento de extraccion, el rendimiento aumenta al incrementar

los valores de éstas dos variables.

Se puede obtener el mismo rendimiento de extraccién de aceite de chia con
la extraccion supercritica scCO; (en las condiciones de extraccion a 80C y

450 bar durante 370 minutos) y con la extraccion con Soxhlet.

El modelo matematico indica que en las condiciones Optimas de extraccion
con fluido supercritico (SC-CO;) (450 bar y 240 minutos), se logra un
rendimiento de 26.3667% ps.

La temperatura no tiene efectos significativos en el rendimiento de

extraccion.

El porcentaje de &cidos linoléico y linolénico varia segun el tiempo de

extraccion.

Los indices de acidez y de peroxidos del aceite obtenido a las condiciones

Optimas con scCO, son mas bajos a los del aceite extraido con hexano.

El aceite de chia presenta un comportamiento de fluido Newtoniano.

El aceite de chia tiene un alto porcentaje de &cidos grasos omega-3
(62.3%).
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11.

Anexo 1

Tratamientos estadisticos

Tabla 20. Tabla ANOVA para el rendimiento de extraccion supercritica

Fuente de Suma de | grados | cuadrado F P
variacion Cuadrados de medio
libertad
A:Temperatura | 4.01956 1 4.01956 | 0.33 | 0.5869
B:Presion 238.437 1 238.437 | 19.54 | 0.0045
C:tiempo 311.922 1 311.922 | 25.56 | 0.0023
AA 0.198875 1 0.198875 | 0.02 | 0.9026
AB 66.5281 1 66.5281 | 5.45 | 0.0583
AC 5.10401 1 5.10401 | 0.42 | 0.5417
BB 25.4935 1 25.4935 | 2.09 |0.1985
BC 54.4446 1 54.4446 | 4.46 | 0.0791
cC 5.69425 1 5.69425 | 0.47 |0.5200
Error total 73.2203 6 12.2034
total (corr.) 15




Tabla 21. Valores de probabilidad (p) del andlisis de la varianza del efecto de la

Temperatura, Presion y tiempo de extraccion con scCO, sobre la composicion de

acidos grasos del aceite de chia.

Ho! M1= H2= HU3= Ma=HUs= HUg= M7= Hg= Mg = M10= H11= M2 = M1z = P1a = Has = HPig = Haz = Hus
Hil M1 #Z U # MoZ MaZ Us# HgZ M7 Z Ug# HoZ Mo Z M # a2 # MazZM1a # Mas # Mag # Ma7 # Mas

Palmitico | Esteéarico Oléico | Linoléico | Linolénico PUfA Q-6: Q-3
ISFA
Temperatura 0.186 0.165 0.138 0.600 0.332 0.107 0.698
Tiempo 0.052 0.388 0.069 0.038 0.044 0.790 0.044
Presion 0.901 0.448 0.945 0.087 0.431 0.255 0.190

Ho se rechaza en los casos donde el valor de p sea menor que 0.05 (a). Lo que

implica que el tiempo afecta significativamente en un 95% de confianza el

contenido de &cido linolénico y linoléico asi como la relacion (Q-6:Q-3).
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Tabla 22. Prueba t para el perfil de acidos grasos de los extractos de
aceite con fluido supercritico y Soxhlet.

SFE/CO2 Soxhlet
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
Media 11.5 1.9 4.1 20.9 62.3 9.2 2.9 6.8 19.6 61.3
Desviacion 2.18 0.10 0.21 0.81 3.19 | 2.015 | 0.219 | 0.766 1.283 0.253
estandar
S?./ng 2.77 0.15 0.26 0.61 3.18
S?,/n, 2.03 0.02 0.29 0.82 0.03
.5'2 .5'2
J 1,52 2.19 0.42 0.74 1.20 1.79
J[1 n2
.5'2 .5'2
,[—1 + —2] 13.84 2.64 4.69 7.55 11.31
NI T2
Dc 2.30 1.00 2.70 0.18 1.00
Ho: H1- H2=0
Hiipi-H2>0
tt:6314

Al ser el valor de la t de tablas (t;)) mayor a la diferencia calculada (Dc), se acepta

la hipétesis nula (Ho) lo que implica que no hay diferencia estadisticamente

significativa en los perfiles de acidos grasos de los extractos SFE-CO, y Soxhlet

con un 95% de confianza.
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Tabla 23. Prueba t para el contenido de humedad de los lotes de semilla de

chia.

Ho se rechaza ya que la diferencia calculada es mayor al valor de la t de tablas lo

lote 1 lote 2

Media 6.338 7.41
Desviacién estandar (s) 0.032 0.031
Desviacion estandar (s °) 1x 1073 9x10*
s°/n 5x 10 4.8x10™

[sg %] 0.0316
J|?1 Tz
te 0.092

2]
|1 nz
Dc 1.07

que implica que el contenido de humedad de ambos lotes es diferente en un 95%

de confianza.

86



Tabla 24. Prueba t para el contenido de aceite extraido por Soxhlet de los

lotes de semilla de chia.

lote 1 lote 2
Media 32.8 32.9
Desviacién estandar (s) 0.908 1.98
Desviacion estandar 0.824 3.91
(s?)
s?/n 0.41 1.953
| ﬁ . ﬁ ] 1.54
| Mz
ty 4.49
2
o L B L
Dc 0.1
Ho: p1- H2=0
Hi: Hi- H2> 0
t= 6.31

Ho se acepta lo que implica que el no hay diferencia significativa en un 95% de

confianza en el contenido de aceite de ambos lotes de semilla de chia.



12.

Anexo 2

Graficos obtenidos en el estudio reolégico

Muestra extraida a las condiciones 250 bar, 40C, 6 0 min.
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Figura 21. Grafico de Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite
extraido a 250 bar, 40C, 60 min.
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Shear stress (Pa) vs shear rate (1/s)
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Figura 22 . Shear stress (Pa) vs shear rate (1/s) para el aceite exraido a las

condiciones 250 bar, 40<C, 60 min.
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Figura 23 .log viscosidad vs 1/T(1/K) para la muestra extraida a las

condiciones 250 bar, 40C, 60 min.
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Muestra extraida a las condiciones 250 bar, 40C, 240 min.

viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s)
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Figura 24 . Gréfico de viscosidad aparente (Pa s) vs rate(1/s) para el aceite

extraido a 250 bar, 40 <C, 240 min.
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shear stress(Pa) vs rate (1/s)
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Figura 25. Grafico de shear stress (Pa) vs rate(1/s) para el aceite extraido a
250 bar, 40 C, 240 min.
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Figura 26. Grafico de log viscosidad vs 1/T(1/K) para el aceite extraido a
250 bar, 40 C, 240 min.
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Viscosidad aparente (Pas) vs. 1/s
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Figura 27. Grafico de viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite
extraido a 250 bar, 60C, 150 min.
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Figura 28. Grafico de Shear stress (Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido
a 250 bar, 60C, 150 min.
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log viscosidad vs 1/T
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Figura 29 . Grafico de log de la viscosidad vs 1/T (1/K) para el aceite
exrtaido a 250 bar, 60C, 150 min.

Muestra extraida a las condiciones 250 bar, 80, 6 0 min.
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Figura 30 . Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
250 bar, 80C, 60 min.
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Shear stress (Pa) vs rate (1/s)
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Figura 31. Shear stress (Pa) vs rate(1/s) para el aceite extraido a 250 bar,

80T, 60 min.
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Figura 32. Log viscosidad vs 1/T (K*) para el aceite extraido a 250 bar,

80%C, 60 min.
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Muestra extraida a las condiciones 250 bar, 80C, 2 40 min.
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Figura 33 . Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
las condiciones 250 bar, 80C, 240 min.
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Figura 34. Shear stress (Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido a 250 bar,
80T, 240 min.
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log viscosidad vs 1/T
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Figura 35. Log viscosidad vs 1/T (K*) para el aceite extraido a 250 bar,
80T, 240 min.

Muestra extraida a las candiciones 350 bar, 40C, 1 50 min.
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Figura 36 . Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
350 bar, 40C, 150 min.
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shear stress (Pa) vs rate (1/s)
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Figura 37 . Shear stress (Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido a 350 bar,
40C, 150 min.
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Figura 38. Log viscosidad vs 1/T (K*) para el aceite extraido a 350 bar,
40%C, 150 min.
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Muestra extraida a las condiciones 350 bar, 60T, 6 0 min.
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Figura 39. Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
350 bar, 60T, 60 min.
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Figura 40 . Shear stress ( Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido a 350 bar,
60C, 60 min.
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log viscosidad vs 1/T
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Figura 41. Log viscosidad vs 1/T (K') para el aceite extraido a 350 bar,
60C, 60 min.

Muestra extraida a las condiciones 350 bar, 60<C, 1 50 min.
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Figura 42 . Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
350 bar, 60TC, 150 min.
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Stress (Pa) vs Rate (1/s)
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Figura 43. Shear stress (Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido a 350 bar,
60C, 150 min.
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Figura 44 . Log viscosidad vs 1/T (K*) para el aceite extraido a 350 bar,
60C, 150 min.
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Muestra extraida a las condiciones 350 bar, 60T, 2 40 min.
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Figura 45 . Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
350 bar, 60T, 240 min.
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Figura 46 . Shear stress (Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido a 350 bar,
60T, 240 min.
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log viscosidad vs 1/T (K-1)
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Figura 47. Log viscosidad vs 1/T (K*) para el aceite extraido a 350 bar,
60T, 240 min.

Muestra extraida a las condiciones 350 bar, 80C, 1 50 min.
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Figura 48 . Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
350 bar, 80C, 150 min.
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stress vs rate
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Figura 49 . Shear stress (Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido a 350 bar,
80C, 150 min.
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Figura 50 . Log viscosidad vs 1/T (K™*) para el aceite extraido a 350 bar,
80%C,150 min.
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Muestra extraida a 450 bar, 40C, 60 min.
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Figura 51. Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
450 bar, 40C, 60 min.
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Figura 52 . Shear stress (Pa) vs rate(1/s) para el aceite extraido a 450 bar,
40<C, 60min.
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Log viscosidad vs 1/T
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Figura 53 .Log viscosidad vs 1/T (K') para el aceite extraido a 450 bar,
40%C, 60 min.

Muestra extraida a las condiciones 450 bar, 40C, 2 40 min.
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Figura 54. Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
450 bar, 40C, 240 min.
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Figura 55. Shear stress (Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido a 450 bar,
40%C, 240 min.
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Figura 56 . Log viscosidad vs 1/T (K™*) para el aceite extraido a 450 bar,
40%C, 240 min.
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Muestra extraida a las condiciones 450 bar, 60T, 1 50 min.
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Figura 57 . Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido a
las condiciones 450 bar, 60C, 150 min.
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Figura 58. Shear stress(Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido a 450 bar,
60C, 150 min.
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Figura 59 . Log viscosidad vs rate (1/s) para el aceite extraido a 450 bar,

60%C, 150 min.

Muestra extraida a las condiciones 450 bar, 80, 6 Omin.
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Figura 60. Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido

a 450 bar, 80C, 60 min.
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Stress (Pa) vs rate (s-1)
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Figura 61 . Shear stress (Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido a 450 bar,
80T, 60 min.
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Figura 62. Log viscosidad vs 1/T (K*) para el aceite extraido a 450 bar,
80C, 60 min.
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Muestra extraida con el método Soxhlet
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Figura 63. Viscosidad aparente (Pa s) vs rate (1/s) para el aceite extraido
por el método Soxhlet
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Figura 64 . Shear stress (Pa) vs rate (1/s) para el aceite extraido por el
método Soxhlet.
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Figura 65 . Log viscosidad vs 1/T (K™) para el aceite extraido por el método

Soxhlet
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