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L INTRODUCCION

A pesar de GQue 8l uso de las enzimas en la produccidn Y
conservacion da los alimentos se remonta a los primaros tiempos de
la humanidad en la produccién de quesos, vinos, leche agria, etc.,

an las altimas décadas, dentro del auge de la Biotecrologia, se
han intensificado los estudios de aplicacidn de las wenizimsas para
ae jorar y/o sustituir algunos procesos tradicionales de produccidn

da alimentos o de aditivos para alimsntos.

La utilizacidn de snzimas en la Industria Alimentaria pressnta
muchas ventajas: son muy wespecificas en su forma de accidn,
funcionan en condicionas wsodsradas da temperatura y pH, su
velocidad de reaccien puede ser controlada al ajustar el pH, la
temperatura y la concentracibn de enzima y son facilmente
inactivadas despubs da haber alcanzado el cambip dessado. Las
limitacionas para su uso depandsn del tipo de enzima, las mis
comunes suelen semr su 8levado costo y su disponibilidad a nivel
industrial. Actualments existe la tendencia a emplearlas en Fforma
continua, de esta manera msuchas resacciones enzimhticas se han
vuelto atractivas para la industria, dado qua los costos bajan

debido a la alta eficiencia de utilizacibn de la enzima.



E1 prasents proyecto ssté basado sn is experisncia obtenids a lo
largo del desarrollo de dom procesos relacionados con la extraccidn
anzimatica de aceites vegetales: "Extraccion da aceite de coco por
un nuevo procesc anzimético® (McGlone, Lépez-Munguia y Verron,
1988) vy “Extraccisn anzimstica oe aceits de aguacate’" (Busnrostro
y Lépmz—Munguia, 1986}, Dados loas buenos rasuitsdom obtenidos wen
dichos procssos, s& pens$ en adaptar esta tecnologia a procssce de
axtraccion de aceites de .otrom materiales. Be decidid aplicaris
pars obtsner productos de naturaleze lipidica de wun alto valor

agregado y 8n los cuslies los residuces o subproductos fueran de

interés sacundaria.

As{, el objetivo principal om este trabajo es determinar la

factibilidad tdcnica o8 la extraccisn da aceitas de alto valor

sgregado por medios enrimdticom.



1 ANTECEDENTER

NTR! A LA TECNOLOGIA ENIIMATICA

E! 3rea de la biotecnologla ha sido considerasca, en ahos
recientes, como una oe las opciones mds atractivas y oOe mayor
potencial en la solucidn de los problemas de alimentacidn, salud,
eanergla y contaminacioén, cuya complejidad y magnitud crecen dia con
dia.

La razén principal para ello es que siendo los microorganismos,
las celulas vegetales y las animales, entes muy varsatiles, es
posible concebir — a través de diversas técnicas —— que se pueda
llegar a suministrar al hombre todos los productos que requiere
para cubrir sus necesjdades; desde drogas y agentes saborizantes
hasta energ®ticos vy compuestos guimicos da amplio uso. Esto es
precisamante lo que hace que la combinacitn eﬁtr. las ciencias
biolégicas y la ingenierla, la denominada Piotecnologla, se haya
convertido en un inmenso campo de estudio Qque presenta grandas

atractivos,

El término biotecnologla es ambivalente y se confunde con
conceptos tales como ingenieria bioguimica, tecrologla microbiana,
tecnologia enzimatica, etc. pero el significado mas aceptado es que
consista en e}l procesamiento industrial de materiales por
microorganismos y otros agentes biolegicos para provear productos y
s@rvicios deseables. For tratarse de una 3rea multidisciplinaria,

incorpora otras muy diversas, tales como tecnologia enzimdtica,

microbiolegla industriai, gendtica, quimica, ingenierla, etc..



lL.os procescs biolégicos se llevan a cabo, en gran medida, por
raacciones catalizadas por protelnas Que s8 conocen comd anzZimas

(200,

La idea de que en las reacciones biolbgicas i1nterviene algtn tipe
de catdlisis es conocida desde 1835, cuando J.Berzelius descubrid
que el almigbn se hid;ulxzaba mAs rdpidamente en una disolucibn de
diastasa de malta (actualmente idantificada como la enzima amilasa)
que en agua pura. Durante muchos anos se pensd que las enzimas
aran una parte fundamental de la estructura y vida de la cé&lula. En
1897, Hans y Eduard Buchner consiguieron extraer de células de
levadura las enzimas que catalizan la fermantacidn alcohdlica; este
hecho demostrd claramente qus las enzimas pueden actuar fuera de la
c&lula., 8in embargo, fué hasta 1926 cuando se aisle, por J.B.
8umner, la primera anzima pura y cristalizada (la ureasal). Sumner
fué también el primero en demostrar que las enzimas son protelnas.
Actualmente se conocen casi 2 000 enzimas y wunas 200 se han
obtenido en forma cristalina (22),

Las enzimas presentan las siguientes caracteristicas generales (11
y 20)3

1. Son muy.especlficas.

2. La velocidad de reaccidn es de dos a tres brdenes gde magnitud

mayor que la de los catalizadores inorgdnicos.

3. Las condiciones ae reaccidn, temperatura v presién

relativamente bajas, nacem que Su uso S@a poco tostosc.

Ademds, los recientes adelantos en diversas dreas han peremitido gue

las @nzimas tengan mds aplicaciocnes porque:



4. Ba pueden preducir Fficilaants v en gran cantidsd medisnte
thcnicss gandticas,
S. 5@ pusden rsutilizar mediante t&cnicas de inmovilizecidn.

&, 5@ pusten realizar reaccicnes de sintesis sn varios pasos.

Las Arsas de aplicacitn actusl de la tecnologla enzimdtica son muy
diversas y compranden desde la agriculturs, la quimica, la
ensrghtica y los alimentos hasta 1a ds cosmbticos y productos

farmachbuticon.

W80 DE ENZINMAR EN LA TECNOLOGIA DK ALINMENTOS,

Desdae hace varias dbcadss la Industria agroalisantaria ha
utlntaldo las enzisas pars sajorar y tranefornar las propisdades oe
algunas materiss primas, al principio sstas aplicacicones fusron
mitressdamente eepiricas y dificilas de reprodgucir. La aplicactén
wn encata industrisl de 1a cathlisis enzimdtica es el resultado de
la walucidecibn de los principios fundassntales de ests 2res de 1l
bioquimica vy de la posibilidad de producir snzimsas en gran aescals,
principalsante a partir de cultivos microbianos. 8in embarge, es
necesario recordar que wdlo los microorganismos considerados como
“swguros" (como PBagillue subtilis, Aspergillus niger, etc) ee
pusden utilizar an la produccibdn da wnzimas lplic-blllv ®n el campo
de los alimentos. En la actualidad hay una creciente tendencia a
usar enzimas de origen microbiano en lugsr de las de origen vegstal
o animal, tanto porque aquellss son e mads facll obtencidn como
porque poseen propiedsades mas adscusdes oa  termosstabilidad,

resisten mefor las fluctuaciones ds pH, ste. (18).



€1 tecndlogo de alimentos enfacs las enzimas deede difsrentes
puntos de vista; desde luego que unc de los sspectos fundamentalas
1o constituysn 1los procesoa sn los que w8 produce un cambio
madiante ls adicion de una snzims (@3, la proguccidn da queso, 1la
clarificacibn de jugos de frutas, stc.), o mde aun los casos sn qus
las materias primas se producen madiante rsaccionea wnzimhticas:
resolucidn [\ mezclas racemicas, produccidn [\ ] fructuosa,

produce{dn oe triptofano, stc..

Perc tambisn al tecnflogo de slimeantos wnfrenta la presencia de
enzimas en prhcticamente todos los materisles que maneja, de tai
forma que daberd crear, en cisrtos casos, las condiciones adscuadas
para que sctusn enzimas andbgsnas responsables de cambios benkficos
en los alimentos. En otras circunstencias, los cambics que
gcasionan la accibn de las snzimas operan an detrinento de la
calidad del alimento, ya ssa& por pérdidas ol valaor nutritivo o por

cambios indeseables en el color y la textura.

€1l tmcndlogo podrd también beneficiarss de la termolabilided de
las -nzfmun, en ocasicones la estabilidad térmica de una enzima es
tal, gque su daesestabilizacién o inactivacidn coinciden can un
trlgam!lntu thrmico necesariao en el proc.\nmlnntu dé alimantos, vy
as! podrd satablecerss un mbtodo de :ont.m;l da calided indirecto

lgj, 1a inactivacidn de la fowfatasa alcalina en la pasteurizacién

de la lechs).



El tacndlogo de alisentos enfoca las sniisas desde difarentes
puntos oa vista; Cesde lusgo que uno de los aspectos fundamentales
1o conatituyan los procesos en 1os que 88 produces un cambio
mediante la adicion de una enzima (8. la produccitn de gueso, la
clarificacibn de jugos de frutaws, etc.}, o mbs a0Gn los casos sn qus
las matarias primas se producen msdiante ressccicnes anzimdticas:
resolucion de mezclas racemicss, produccidn de fructuoea,

produccibn de triptofans, stc..

Perc también el tecnélogo de alimentos enfrenta la presancia de
enzimam en prhcticamsntes todos los materiales que meneja, de tail
farma qua debera crear, sn ciertos casaos, lss condiciones adcecuadas
para que actudn snzimas sndbgenas responsables de cembios benkficos
an los alimentos. €En otras circunetancias, los cambios que
acasionan la accién de las snzimas opsran en detrimento dm la
galidad del alimento, ya sea por phrdidas del valor nutritive o por

cambios indeseables en el color y la textura.

El tecndlogo podr& también bemeficiarse de la termolabilidad des
las senzimas; en ocasiones 1a estabilidad térmice de una enzims ws
tal, que =su desestabilizacidna tnactivacidn coinciden con un
tratamiento térmico necesaric en »l procq‘taml.nto de alimentos, vy
‘ul podrh wstablecerse un método de control da calidad In&!rncto

{es. la inactivacidn de la fosfatasa alcalina en la pastesurizacion

de la lechml.



Igualmente s@ ha propussto a las enzimas como indicadoras
biologicos del! esatado Fisioldgico de difarantes vegetales (ej. ia
peroxidasa se relaciona con sl dafic celular, las asterasas como

indicadoras de contaminacitbn fungal, atc.)

En sl aspecto anallitico, las enzimas permitan determinar
cuantitativaments sustancias organicas., Hoy an dia existen
reactivos enzimdticos para determinar cerca de 30 sustancias (ej.

glucasa, colesterpl, Actdo ascOrbico y cltrico, lactoss, etc.).

En realidad, la mayor parte ce las enzimas disponibles pars su
aplicecidn an alguna atapa del procesamiento dea alimentos, pusden
cansiderarse como aditivos y es justamente an astos términos que
aon consideradas para efectos oe ragulacion y Imgislacion., No
cualquisr esnzima pumda ser usada en alimentos, en s} casp de las
enzimas microbianas,por ejemplo, mm necesario primero demontrar gue
no existe ningln riesgo toxico por la enzima misma © por el
microorganismo que la produjo. Esto resulta demasiado costoso vy
consume muche tiempa, razén por la cual no as sorprendente
encontrar que Bacillus subtilis vy Aspergiliug niger, dos
microorganismos inocuos, gue como ya se menciand san congiderados
como GRAS (ganeralmentes reconocidas tomo seguros) por la FDA (Food
ang Drug Administraticn de los EEUU), sean utilizados para producir

la mayoria de las mnzimas a nivel industrial (1&}.



En “la tabla 1 se presentan las principales enzimas utilizadas en

la industria de los alimentos (1 y 18).

TABLA | PRINCIPALES ENZIMAB UTILIZADAS EN LA IND. DE ALIMENTOS,

INDUBTRA

ENZIMA

PANADERA Y CEREALES

CERVECERA

AZUCARERA

LACTEA

HELADOS

FRUTAB Y HORTALIZAS

HUEVOD

CARNES Y PESCADOS

VITIVINICOLA

alfa~amilasa
Proteasa ‘Fﬂng ica
Lipoxidasa
pentosanasa

alfa-amilasa bacteriana
Proteasa bacteriana
Amiloglucosidasa fungica
Papaina

beta-glucanasa

alfa-amilama bacteriana
Amiloglucosidasa fungica
Invertasa

Glucosa isomerasa

Renina o suatitutos
Penicilinasa
Nicinasa

Lactasa

Catalasa

tactasa

Pectinasas
Celulasas
Naranginasa

Glucosa oxidasa
t.ipamas
Proteasas

Papalina
Bromelina

Pectinasas
Glucosa oxjdasa




INMOVILIZACION DE ENZINAS

E£n la actualidad 1la mayoria de las anzimas producidas que 8e
utilizan en 18 industria alimenticia, agon uwadss en forma
ineficiante, La reacci®n ocurre en bastanta tiempo, requiriesndose
una gran cantidad de snrzima y contando con dificultades en el
cantrol del procesa. £1 producto pusds ademis inhibir la accién de
ta enzima y limitar el éxito de la reaccitn. Las anzimas en las
chlulas vivientes son mds eficientes porque actéan como
catalizadoras immovilizados. Uns snzima inmovilizada es una senzima
activa pero insoluble, cuya movilidad difusional libre se sncuentra

rastringida.

Nelson y Griffin en 1213, descubrieron accidentalmente on el
laboratorio la fijacifn de una snzima activa par adsorcitn de
1nvartasa en Alamina y Carbon vagetal. Grubhofer y Schleith (1954)
acoplaron por primera ver una enzima a un soporte por wnlsce
covalente usande poliaminoestiranc diazotado, estudic en el qus
invirtiaron varios afios. Mosbach y Mattiason, an 1970-197(,
ancontraron por sstudic en diferentes enzimag, que ara mas

aficientas en su forma inmovilizada gue en su forma libre (} y 19},

En los ultimos 10 afios ha habido un importante nimera de métodos
reportados para f{nmavilizar enzimas. Las ventajas del uso de

anzimas inmovilizadas son:



- Capacidad des reuso.

- Son f4cilmente separables oe los reactantes al finalizar la
reaccionp,

- Permiten un control mds precisoc da la reaccién.

- Genaralmente presentan un incrementc en la @stabilidad de
operacibn.

- Reduce la inhibicibn por producto.

~ No ocurre autodigestién de mnzimas protelitjcas,

~ 6@ raducsen las posibilidades de reacciones inmunolbgicas,

- Parmite el usoc de enzimas de organismos patbgenos.

- Parmite 1a opsracion al alterar @l pH Optimo por modificacidn

caracteristica de la carga del soporte.

Los procesos da inmovilizacién ce enzimas pumden ser clasificados
8n dos categorias genarales, pudiendo presentarse combinacién de
allas: enzimas inclusas ¢ atrapadas y enzimas ligadas (1 y 14), Bin
profundizar mucho en el conocimiento de la i{nmovilizacidn de
aenzimas, se puede pensar que mediante estas nuevas técnicas se
mejorard considerablementa su modo de accién y por tanto, su
aplicacidn en la tecnologia ve alimentos y otras &reas aumantard de
mansra importante., Los principales incentivos son el desarrollo de
nuevos productos y la reduccién en el costo de los productos
existentes a través de un 1ncremento en la vida de la snzima vy en

su productividad (15},

A continuaciédn se mencionardn algunas de las principales

caracteristicas de las enzimas utilizadas en este trabajo:



AMILAGAD

Las am:lasas son las enzimas responsables de la hidrélisis del
almidon, encontrdndose ampliamente distribuidas en la natutaleza;
actuan sobre almdén, glucogens y derivados de otros polisdcaridos
hidrolizando los enlaces alfa - 1, 4 glucoslidicos. Las amilasas
puedan dividirse en tres grupos a saber: las alfa-amilasas, las
beta-amilasas y las glucoamilasas.

LLa alfa-amilasa (alfa-1, 4 glucan-glucanohidrolasa, €C.3.2.1.1,)
as una endoamilasa que hidroliza los snlaces alfa-1,4 glucosidicos
del interior oal sustrato y lo hace al azar, produciando poder
reductor. El modo de acclén, propiedades vy producto de reaccién
difieren dependiendo de 1la fuentes de obtencitn de la enzima.
Existen alfa-amilamas tanto en plantas como en tejidos de mamiferos
y microorganismos. Ss han obtenido alfa-amilasas con un alto grado
de pureza a partir de cebada malteada, de Aspergillus oryzae, de la

saliva humana, del pincreas porcino y de Bacillus subtilig (10},

PECTINARAD

t.as pectinasas son enzimas gque degradan a las pectinas,
polisacdridos formados por moléculas de dcido D-galacturénico
unidos por enlaces glucosidices alfa - D - 1,4 en donde algunos
grupos carboxllicos estan esterificados con grupos metilos, y que
se obtienen de plantas superiores y microorganismos., Las pectinasaa
se clasifican en tres Qrupos: las pectinesterasas, las

poligalacturonasas y las pectintranseliminpasas.

11



Las psctinesterasas (pectin pectil-hidrolasa, EC. R IO SN B I
hidrolizan los grupos metilos de los carboxilos del 4ciao
D-galacturdnico con la produccidon de metanol, las cantidades
producidas no llegan a alcanzar nivelas to&xicos. La actividad oe
esta enzima es determinada por medio de la relacidn de metanol
producido o la precipitabilidad con calcic del 4acido péctico

formado.

Las poligalacturonasas (poli-alfa-1,4 galacturon glucano hidrolasa
EC. 2.3.1.15) hidrolizan los enlaces glucosidicos de las pectinas
aen presencia de agua. Estas se subdividen en base a la forma de
ataque sobre el sustrato y de la naturaleza de ssts en endo y axo
polimetilgalacturonasas y an endo y exo poligalacturonasas, Ge
pusden diferanciar unas de otras mediante la relacién des su

actividad con #! sustrato.

La presencia de NaCl juega un papel {mportante en !4 maxima
actividad de las poligalacturonasas ya que parece ser gue evita la
inhibiciébn por producto de la enzima; algunas de ellas requisran

del i6n calcio para una actividad Optima.

La pectintranseliminasa (poli-alfa-1,4-D-galacturon liasa, EC.
4.2,99.3.) rompe 2] enlace glucoslidico por una eliminacibn trans de
hidrbgeno de los carbonos 4 y 5 del &cido D-galacturdnico con la
consecusnte formacion de un doble enlace. La actividad de la enzima
se puade medir por el incremento en la absorbancia a 235 nm causada

por la formacién del doble enlaca.



Las pectintranesliminases #8lo mon producidas por microorganismon,
su pH &ptiso se encuantra sntre 8.% y 9.5 y reguisrean del idn

calcio para incrementar su activided (4).,

ERQTEAGAR

LLas wenzimas protealiticas o protessss hidrolizan los aenlaces
peptidicos de las proteinas de uns mansrs ordenada debido » su
sspucificidad pars un detarminado anlace peptidico. En base a ssto,
las proteasas pusden ser: andopsptidamas, las cualas hidrolizan laos
enlaces peptidicoms internos y exopsptidesas, les qQue atacaen a los
aminodcidos terainales de ias protesinas. Las sxopeptidasas s su ver
se subdividen sn amincpeptidasas y carboxipeptidases. Las priweras
acttian a partir del grupo amino terminal y las ssgundas sobrs el

carboxilo terminal om las proteinam.

A partir de {960 sa propuso un nuavo sistama de clasificar a las
proteasas  (Hartley) en base a la naturalazs quilsica de su sitio

activo. A contipuacién se mencionan los cuatro grupos propusstos)

Berino protesssg. Tienen un residuo merilo sspecifico en su sitio
active, siando todas ®llas endopaptidasas. La tripsina, la

guimotripsina, 1la elastasa vy la subtilisina pertenscen a aeste

grupo.

13



Bulfidril protesases. Para su actividad dependan de la pressncia de
un grupo sulfidrilo sn su sitio activo y son {nhibidas por agentes
quelantes y por (Ones de meatsles peasados. Ejemplo de estas enzimas

son la papaina , la bromalina y la ficina.

Metalo protessgs. Tambien conocidas como metaloenzimas, depsnden
para su actividad de 1la pressncia de un idn metalico que sa
encusntra en relacidn estequiosdtrica con la molécula de la
protetna. Las carboxipesptidasas Y algunas aminopeptidasas

partsnecen a este grupo,

Protessas Acidas. Estas posesen dos grupos carboxilo en su witio
activo y eson inhibidas por bromuro de p-bromofenacilo o por
reactivos diszo. Bu pH bptimo de actividad se situa del lado kcido.

Ejemplo de estas snzimas son la pepsina y 1a renina (4),

CRLAARAG

Celulasas e al nombre comin de las enzimas bata-1,4-glucan 4
glucanchidrolasas (EC. 3.2,1.,4.) vy puedsn ser divididas en tres
gruposi

a) La C3, que s un factor cuya accién no ha sido aclarada, se

requiere para la hidrblisis de celulosa altamente cristalina.

b) La glucanasa, qus puede ser de dos tipos; la exo-beta-),4-

glucanasa y la endo-beta-1,4-glucanasa,

c) Las baeata-glucosidasas o celobissa, que muestran la mbs alta

afinidad hacia celobioma como sustrato.

14



El pH dptimo de las celulamas ewtd generalmente entrs 4.5 y 6,5,
las  preparaciones comerciales de Aspergillue niger o Trichoderma

viride muestran actividades 8ptimas entre 4.5 y S.5 .,

Las celulasas muestran tambidn una sorprandente astabilidad ai
calantamiento; la celulsss de Myrgthecium verrucaria en aussncia de
sustrato tiene 20 porciento de wu actividad original despubs de
calentarla 10 win, a 100 ' C. Law exocslulasas pisrden su
actividad completamants cuando a® hiervean por 2 ain. , mientras que
las ®ndo pierdan solewente de un 2% a un 37 ¥ de su actividad

(nadida como degradacidn Ue carboxisetilcelulose). Inclusc &e  han
raportado  temparaturas Optimas de S5y 60 °C  pera algunss

celulasas.

Las celulasas son fuertasente inhibidas por glucanolactonas, perc
el efecto inhibitorioc por metalas pesados tales como sl cobrs o
algunas sales de mercuric pueds ser reversible con un poco de

Ciasteina (10).



INTRQDUCCION A LA TECNOLQGIA DE GRABAR Y ACEITES.

Los lipidos son un grupo de compuestos de estructura heterogénes
muy abundantes en la naturaleza, del que las grasas y aceites =mson
los reprasentantes mlg importantes., €stdn formados por carbono,
oxigeno @ hidrbgeno y &n ciertos casos también pusdsn contener
fosforo y nitrbgeno. Dentro de los compuestos clasificedos como
lipidos existe una gran variedad de sustancias que presentan poca o
nula similitud en su estructurs quimica, pero todas tisnan la
particularidad de que son solubles en disclventes orglnicom, e
insolubles en aguaj; de hecho, esa es ls definicidn de 1lpidost
“compuastos solubles aen &ter, cloroformo y otros disolventes no
polares, pero insolubles en agua" (i3 y 11). Bin embargo, algunos
compuastos clasificados como tal, son solubles sn agua como es el

casD de las lecitinas (25).

Los lipidos desemparan diversas funciones biolégicas {mportantes
comos 1) componentas estructurales de todas las membranas
celulares, 2) transporte vy almacenamisnto de combustible
catabdlico, 3)cubierta protectora de muchos organismos vy 4)
componentes de la superficie celular relacionada con el
raconocimiento de las células y con la inmunidad de 1los tmejidos.
Algunas sustancias clasificadas como lipidos possen una intensa
actividad biolbgica, como es el caso de algunas vitaminas vy

hormonas.
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Los lipidos bhan nido clasificados de diferantes maneras; ain
embargo, 1a mAs satisfactoria es la que se basa en su estructura,

as! se tienen:

A} Lipidos complejos éaponiFicablas, los cuales sa caracterizan
por tensr JAcidowm grasos como componentes. Comprenden los
acilglicéridos, 1los esfingolipidos, los fosfoacilglicéridos vy
las caras. Reciban también sl nombre de lipidos saponificables
porque producen jabores (sales metédlicas de dcidos grasos) por

hidrdlisis alcalina,

B) Lipidos sencillos, #stos no contisnen Acidos grasos y por lo
tanto no son saponificables, aqu{ se incluyen a los terpencs,

los sateroides y las prostaglandinas.

En @l 4rea dm 103 alimentos se tiens un espacial interés por dos
clases principales de 1llpidos: las grasas vy los aceites,
constitulidos por Acidos grasos unidos por eanlaces éster a una
molécula de glicernl, formando triacilgliickridos principalmente.
Por conmveniencia se ha establecido qua la difarencia entre una
grasa y un aceite es que la primera es sgblida a temperatura
ambienta miantras que los segundos son liquidos en laas mismas
condiciones. Esta definicién no es totalmente correcta y tiende a
desaparscer. Actuslmente se utiliza el término grasa para referirse
a los triacilglicéridos sin importar su estado flsico a temparatura

ambjents, siendo los aceites la forma liguida de astos (25).



Normalments, los aceites son de origen vegetal —snya, algodsén
cdrtamo, ajonjoll, etc.— , mientras que las grasas son ds origen
animal —cerdo, vaca, ovejs,etc.. Las grasas y los aceites son
nutr imentos fundamentales en la dieta de los animales, ya que
representan la forma mds concentrada de calorlas en loe alimentos,
AdemAs de su valor nutritivo, los lipidos contribuyen en muchos
aspectos a la textura de los alimentos, sirven comc vehiculo de las
vitaminas liposolubles @ influyen an 8! sabor de muchos productos
alimenticios. Las grasas son muy pobres conductores del calor y por
ello el tejido adiposo sirva como aislante natural en los animales.
Asl, se pusde afirmar que las principales fusntes de aceites vy
grasas son los tejidos animales y las ssmillas oleaginosas, ya que
lom frutos y los vaegetales contiensn en gensral muy ba jas
concentracionss, aunque existen excepcionss ccmo el aguacate, las
aceitunas y alguncs de nueces, que tiensen un promedio de 20 % de

lipidons (3 y 11),

En cuanto a la extraccion de lipicos, parece ser que los primeros
intentos para procesar las semillas oleoginosas ocurrisron desde
tiempos remotos. Las antiguas escrituras de la India hablan de 1la
molienda y subsscuente harvido de la semilla de algoddn para la
racuperacién de aceite. Se dice que los antiguos chinos obtenian
aceite triturando las samillas oleaginosas por medio dm una piedra
filosa, calentaban la masa obtenida sn un recipiente abierto vy

presionaban ésta masa con una gran piedra.



tids adalante, varios tipos de prensa y prensas de: tornillo manual
fuaron inventadas por griesgos y romanos. No se sabe cual de los dos
aceites, si el de oliva o el de coce, ha sido 8l que se ha wusado
paor mas tiempo, perc ne hay duda que la extraccibn del aceite es

una de las mis antiguas industrias en sl mundo.

El desarrollo de la prensa hidrdulica fué el gran adelanto sn el
procesamisnto de las semilias clsaginocsae, tal prensa fue patentada
an Inglatarra en 1798 por Joseph Bramah. E} procesamiento
hidrdulico se volvid ol mdtodo predominante en la industria de las

semillas oleaginoeas y continud asi hasta el siglo XX.

Los métodos continuos de procesamianto que incluyen pransas de
tornille y extraccitn por solventes fueron desarrollados en el
presante siglo, s®in embargo, pocos sistemas continuaron an
oparacidtn antes de la primera guarra mundial. La prensa de tornillo
s8 usd ampliaments en los Estados Unidos antes de 1a segunda
guarra mundial, a ésta le siguip la extraccibn por solvantes,
pudiendo afirmarse que los dos procesos se desarrollaron juntos, La
mayoria de las plantas modernas emplean cualquiera de éstos dos
métodos o una combinaci&n de ellos; cualguiera que se use depende
de las condiciomes locales y del capital disponible. €n general una
planta de extraccion por solventes requiere de un capital mas

elavado.



Actualmenta, e! uso predominante de aceites y grasas aes para
propdésitos comestibles., Entre los aceites comeatibles, la principal
materia prima es la soya junto con el girasol y la palma. En una

manor escala se encuentran los aceitas de coco, nabo y algoden (101,

W80 DE LAS ENZIMAB EN LA EXTAACCION RE ACEITES

En los Gltimps afos s® han propuesto nuevos procesos, ean  los
cuales ae utilizan distintas mezclas enzimdticas para mejorar las
randimientos vy la weficiencia de extraccidn de las aceites

comastibles.

Estos métodos se basan Bn &l hecho de que los aceites se
ancusntran, generalmente, dentrp de distintas c#lulas vegatativas v
unidos a otras macromoléculas, por lo tanto después de una
hidrblisis parcial, la extraccidn del aceite puede ser caonseguida.
Dado gque esas macromolécuias pueden incluir protelpas y una amplia
variedad da carbphidratos (almiddn, celulosa, hemicelulosa,
pactina, stc.) el tratamiento hidrolitico puede ser llsvado a cabo

por medic de una mezcla enzimdtica adecuadda (&),

A continuacidn s8 mancionan algunos de los resultados mds

importantes que se han obtenido con eSibE nueves procesos:
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Fullbrook, en 1983, desarrollé un proceso a nivael labordtorioc en
#]l cual se realiza una hidrélisis acuosa .|:on varias mezclas
anzimhticas, previa a la extraccidn con solventes del aceite de
soya y otras oleaginosas. Reporta que ademds del ahorro en la
snergla y =l solvents utilizado, ss consigue aumsntar los
randimientos de extraccidn awl como la calidad del producto

obtenido (13).

La compadiia Genencor Inc. (Bimpsaon y colaboradores) reporta qus
con =l uu; de una mezcla de enzimas macerantes (Cytolese 104),
tambidn aplicada antes de la extraccion con soclvents, se consigus
incrementar los rendimientos de extraccitn del aceite de oliva
hasta en un &0 X . Esto principalmante por una mejor recupsracibn
del aceite residual que normalmante parmanece en sl material sdlido
despubs de la unoru!bﬁ de los liquidos. Tambibn reportan una

major calidad del aceite axtraido (menor indice de acidez) (23).

un nuevo método, basado an la accion enzimitica de

poligalacturonasas, alfa-amilasa y protoasas, fud propuesto para la

axtraccidn del aceite de coco por Cintra, Lbpez-Munguia y Vernon en
1986. Este mismo metodo fué aplicado tambien, con buenos
reasultados, a la extraccién des nc.itq de aguacats (Busnrostro vy
Lopmz-Munguia, i986). Lo importante de este mbtodo es que en &) sme

alimina @n forma definitiva @]l uso de soiventes orgénicos (¢ y 10},
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Recimntamente fud publicada (Barrios, Olmow, Noyola v Lopez-
Munguia, 1990) la optimiracidn de mesta método, concluyerarme gque
eatw proceso bioldgico wsté caracterizado por un costo de tmuersiocn
muy inferior al dal proceso tradicional vy por necys : dades

energbticas poco importantes. Adsmbs, tambidn se consigue mejorar

tanto el reand:mientc da extraccion como la calidad de! crooucto

final (32,

Aungue todos dutos resultasdos son muy prometedorss, hacw falta
rasclver varios problemss i(nhsrsntes a cualguier tmvacidp

tecnolbgica, pars podsr pansar #n su aplicecidn a nivel industriasl.

Es importants sencionar agui gue también se han ensayado diversas
thcnices de sxtraccidn de colorsntes pars alimentos, ds naturaleza
Lipidica y algunos no lipidicos, que ut{iizan mezclam enzimaticas
(colulesss, prateasss, pactinasas, amilssas, lipasas, etc.) pars
una hidrblisis previa o simultanea a ls extraci6n con aglventes,
£etos procesos se han ensaysdo sn diversas materias primas como los
desschos de la industria procesadora de crumtécecs (7, 8 y 9), an
frutas y floram (17, 21 y 24}, en inssctos (12), etc. En  todos
wilos 58 repaortan mejorss notables en los rendimientos do

extraccidn y la calidad del producto final.

En muchos cason, también ae esta astudiende la wutilizacion de

enzimags inmovilizadas con el objeto de disminuir los costos de

produccitn.
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Por otro lado, a manera de modelo de los procescos de extraccién de
aceites vegetales, a continuacidn as presenta a1 diagrama del
proceso tradicicnal de mxtraccion dal aceits de la materia prims

(M.P,} utilizada an sste trabajo:

COBECHA

ENGILADD

ol

BECADO

EXTRACCION CON HEXANO

PURIFICACION Y EBTABILIZACION

PRODUETO
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S pusdsn menciocnar como problemas principales de este proceso los

siguientas aspectos:

- En wl lapso comprendido sntrs la cosecha de la materia prima vy
la obtencién de la harina, existen pérdidas considerables por
oxidatcidén del acsite; #sto es debido, fundamentalmente, a la
exposicién dal material al oxigeno, la luz y al tratamiento

térmico aplicado.

- Dado qua la extraccién del acsite se lleva a cabo por medic de
un solvente orgénico, el riesgo de la presencia de rasiduos

téxicos an @l producto limita su comercializacidn.

~ Los gastos energéticos del proceso, para sl secado de la
materia prima y la svaporacién del solvente, son elavados vy

contrituysn considerablements en el costo de produccion.

Con ®! procesc alternativo que se propone an este trabajo se
pratends resolver, al mencs parcialmente, la problemética

planteada.
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111 GATERIALES ¥ METORDS

FLAN DE T8ABAJQ

Este trabajo se dividis en dos atapas: en la primera we examiné la
factibilidad técnica del proceso y en la segunda se procecid a
optimizar la resccidn enzimftica y e] proceso de separacién del
aceaite de! material vegetal que para efectos de ssts reporte

dancominaremcst Materia Prima (M.P).

Los pasos que se siguieron en la primers etaps fuerom

A} Anélisis de ls composicidén quimica de la materia prima para

dafinir el tipo de enzimas & utilizar.

B) Ensayos preliminares para determinar la relacién adecuadsa de
materia primss agua qua facilite la reaccidn snzimética y la

axtraccion del aceite.

C) Ensayos con las diferentes snzimas en forma {ndividual vy

combinadas.

B} QObsarvacidn de la evolucién del medio de reaccién y svaluacidn

dal procesc enzimdético.

25



La optimizacién del proceso tuvo la siguiente metodologia:

A)

)

c)

s3]

€)

Par

mezcla de compusstos lipidicos, totslments insoluble en agua,

Definicidn de la reaccién enzimsticar tipo de enzimais) v
concentracién, pH, temperatura y tiempo de reasccién.
Optimizacién de la relacién materia prima : agua,
Definicidn del proceso de ssparacién del acsite.
Cuantificacién ds rendimientos parciales y totales
extraccion del aceite.

Definicidn global del proceso.

W

o

otro lado, podemos mancionar que ®) aceite a extrasr es uma

presenta las siguientes caracteristicas:

Concentracién (g/kg M.P.) 79.8 ¢ 10.7
Humedad (%) 1.3 ¢ 0.6
Indice de Acidez 36.3 * 7.8
Indice. de SBaponificacidn 123.2 & 4.1
indice da Enteras 85.5 ¢ 6.
Viscosidad (cps) 957.5 + 295.3

Yy
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La materia prima utilizada en e! desarrollo de ests

proyecto fus&

proporcionada por la compadia patrocinadora vy provenia de uno de sus

centroe de acopio.

En la tabla 2 se snumeran las snzimas utilizadas.

TABLA 2 LIRTA DE ENIIMAS

EN2 1A

Proteasa A
Proteass B
Froteasa C
Calulama A
Celulama B
Pactinasas A
Pectinama 8
Pactinasa C
Alfa-amilasa A
Mazcla Comercial A
Mazcla Comsrcial B

Mezcla Comearcial €
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En la tabla 3 se presanta 8l aequipo utilizado

desarrolio de este trabajo.

TABLA 3 EQUIPO Y MARCA

durante el

EQUIPO MARCA
Picadora casera (tipo 320} MOUL INEX
Balanza granataria {(mod.1500 D) OHAUB
Balanza analitica (mod. GM BHD-7470) ' BAUTER

Molino (Ciclone sample mills)

BaRo de agua con agitacidn reciproca
(mod. R76)

Incubadora agitadora con temperatura
controlada (mod. R2S5)

Bafo de agua con control de tempsratura
{mod, JB. I}

Centrifuga para tubos (mod. IEC-HT)
Cantrifuga de discos (LAPX-202 BGT 24)
Estufa de vacio (mod. SB31)
Potencidmetro (mod. PHI 41)
Espectrofotémetro WV {mod,3000-310)
Espectrofotdmatro mod. Spectronic 20

Farmantador LH (mod. 2000 serie [}

CICLONE U.D.

NEW BRUNSWUICK &C.

NEW BRUNSWUICK 8C.

GRANT

DAMON/IEC DIVIEION
ALFA-LAVAL
NATIONAL APPLIANCE
BECKMAN

HEWLETT PACKARD
BAUSCH AND LOMB

LH FERMENTATION

co.
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En la tabla 4 se enumeran los diversos aditivos utilizados en la

etapa de extraccidn y solubilizacién del aceite.

TABLA 4 LIBTA DE ADITIVOS

ADITIVO
Aditive A
Aditivo B
Aditivo ©
Aditivo O
Aditive E
Aditivo F
Aditivo G
Aditivo H
Aditivo I
Aditiva

€8s importante msncionar aqui{ gque estos compuestos también fueron

ensayados de manera individual y combinados.

En la tabla 5 se presentan los reactivos utilizados durante

desarrollo de esta trabajo.

el
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TaBLA 8 REACTIVOB Y B8Y MARCA

REACTIVOS MARCA

Acido Clorhidrico (G.R.) J.T. BAKER B.A, DE C,V.

Hidréxido de Bodio (G.R.) " "
Hexano (G.R.}
Acetona (G.R.} " "
Etanol (G.R.) " "
Tolusno (G.R.} " "
Hidréxido de Potasio (G.R.) " "
Metanol (G.R.} " "
Sulfato de Bodic (G.R.) " "

Cloruro de Bodio (G.T.) TECNICA QUIMICA B.A,

R. = grado reactivo.
T.

G.
G. = grado técnico.
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HETO008

La materia prima utilizada an wl transcursoc os dste trabejo fueé

proceso pravio de farmantacién ldctics an

somatida a un

condiciones ambisntaleas durants (0-15 dias. E] praocasc geaneral

originalmente pensado para 8 extraccidn del aceits fué el

siguiente:

AGUA
ADITIVO
ENZIMAS

CENTRIFUGACION

CUANTIFICACION




La molisnda da l1a materia prima se realizé con una licuadora
Moulinex casera, requiriendo de un tismpo aproximado de 2-3
minutos para conseguir al tamafo adecuado., Para cada experimanto,

se determind ®l porcentaje de humedad a una mueatra molida.

Antas de agregar la muestra molida a)l agua, en esta ultime se
disolvian primero los aditivos y las enzimas. Estando ya bien
mezclados los componentes del medio de reaccidn se detarminé

directamente el pH,

L.os aditivos se agregaron debido a que en los ensayos preliminares
wa cobservd que s) aceite extraldo presentaba uns alte resistencia a
1a solubjilizacidn sl final de la raaccidén enzimética., Esto s, muy
probablemente, conasacusncia de aligunas de las propiedades
fisicoquimicas que presenta (alta viscosidad ¢ insolubilidad en

agual.

Para realizsr 1la incubacién se utilizaron, generalmente, matraces
Erlsnmayer. Esta se llevo a cabo en incubadoras con control de
temperatura y de agitacibdn: la tempsratura utilizada varib de 40 a
55 * C (dependiando del tipo de enzimas utilizadss en cada
exparimento), la agitacién aplicada fué circular y se mantuvo £ija
a 100 rpm. Finalmente, @] tiompo de incubacidén tambiédn varié antre

4, B y 12 horas.

Despu#s ¢e la incubacidén se aplicé, a todo 8l medio de raeaccidn,
una centrifugacién exhaustiva (2 horas a 11 000 rpm) en una

centrifugs de tubos.
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Como se menciond anteriormente, ®l aceite presenta una alta
resistencia a la separacitn de la materia prima, por tal motivo fue
necesario aplicar dos lavados con el objeto de separarla
totalmentes. €! lavado consiste en suspsnder 1la materia prima

reaidual en una solucibn acuocsa con aditivos.

Al bagazo obtenido sw le aplica un proceso de secado al vacio
durante aproximadaments & horas a %5 * C y 22 pulg. de Hg,
posteriorsents es molido hasta obtenar una hnrim'dq un tasafo de

particuls capaz de pasar por un tamiz del 40 .,

Dado que ®! trabajo en el laboratorio dificulta la evaluacién
diracta da la cantided de aceits extraido de 1a materia prima —
debido al mansjo de muestras muy pequefas (3 y 1O gramos) v a la
baja concentracitn del aceite extraldo— se decidid detarminar la
concentracitn del producto {(mbtodo A.0.A.C.) sn la materia prime,
con y ain proceso enzimhtico. En base a estas determinaciones se
calculd el porcentaje del rendimiento de sxtraccitn del aceits de

cada exparimento.
Los andlisis realizados durante el desarrollo del procaso fueroms
A) Determinacién del porcentaje de humedad inicial de la materia prima:

Se pess una muestra de 10 g da materia prima picada en
una caja de aluminjo (previamente tarada). Be seca la
muestra a una temperatura da 55 * C (£ 2) y una presién de 25
pulg. Hg (2 2) hasta peso constante (aprox. & horas). Ge

calcula e8! porcentaje de humedad como pérdida de peso de la

muastra.
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ha W
B) Determinacidn de! pH de la mezcla de reaccidn:

88 realiza directaments sn la mazcis de reaccidén por medio de

un potencidmentra, justo antes da incubar la muestra.

C) Detearminacitn del contsnido dm aceite sn materia prima antes vy
despuls dal proceso anzimdtico, basado an &l metodo oficial

del A.D.A.C. (2},

ANALISIS EOTADISTICO.

En los ensayas preliminares que ss realizarcn con algunas de las
anzimaa se detarmind la nacesidad de realizar cada axperimento por
triplicado, esto ful dabids a la alta variabllidad gue we encontrd
on lom resultados. Ast pismo, se decidi® tambidén utilizar un
testigo (unidad exparimantal con todos los slementos, excepto las

snzimas} para determinar s! sfactoc del proceso snzimhtico.

Para determinar el parcentajs de reandimianto de extraccién del
sceite wss defini® como 100 porciento a la cantidad de aceite
prusentes originalmente en la harina de la materia prima de cada

lote trabajado, ®in ningin tratamiento,

Todas los resultados fusron sujetos de andlisis dma varianza,
comparacién de mmdias o andlisis factorial {sagun wl caso), por
medio de un programa computacional de estadlstica (8P8s,
“Btatistical Package for the Bocial Sciences"). En todos los casos
w8 conniderd que si el valor "F" calculado excadia gnun 5 % al

valor "F"  tabulado, existia gvidancia de  un sfacto

significative {p < 0,05},
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1Y BESALTAROS

Ce acuerdo a la composicién quimica de la mataria prims

(tabla 6)

se decidid utilizar las siguientes enzimas para tratar de extraer

«] aceite del tejida:

Protessas! Protmasa A, Protsasa B, y Proteasa C.

Celulasas: Celulasa A y Celulasa 8.

Pectinasass Pectinasa A, Pectinasa B y Pactinasa C.

Amilasas: Alfa amilasa A.

Mezclas comarciales: Mezcla Comsercial A, B y C.

Estas snzimas fusron probadas an forma individual y combinadas.

TABLA & ANALISIS PROXIMAL DE LA HARINA DE LA MATERIA PRIMA

COMPONENTE PORCENTAJE
HUMEDAD 9.63 ¢ 1.5
PROTEINA 10.67 £ 1.83
GRABA 11.39 £ 1.8S

FIBRA CRUDA
CENIZAB
EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO

ACEITE

26.76 £ 2,91
13.90 & 4.81
26.12 * 5,09

7.76 % 1,44
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8e realizaron varios ensayos con algunas de las snzimsas
mencionadas para determinar la dilucién més adecuada (materia
primasagua P/V) para la reaccidn enzimética y para la extraccién
posterior del aceite. Inicialmente as sencontr® que la mejor

dilucidén era de 1:46 (P/V),

B¢ realizaron ensayos con !as anzimas mencicnadas variando la
temparatura Yy @l tiempo de reaccién de acuerdo con las

sspecificaciones de la(s) enzima(s) utilizada(s):

El intervalo de temparatura varid desde 40 hasta 55 * C .

€l intervalo de tiempo fub de 4, B y 12 horas,

La concentracién de la(s) anzima(s) se mantuvo conatante en 1% P/P
con respectoc a la M.P,

El pH se dejd tal cual resulta de la preparacidn de la muestra,

os decir 4.20

En la tabla 7 se presenta un resumen de los resultados obtenidos
«n snesayos con algunas de las enzimas (las que pressntaron mejores

rendimientos), en las siguientas condicionas:

Ralacién mataria prima/agua = { 3 & (P/\V),

Concentracién de cada enzima = 1 % (P/P en relacién a la M.P.)
Temperatura = 55 °*C.

Agitacidn = 4 rpm,

Tiampo = 4 horas.
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TABLA 7 EFECTQ DEL TIPD DE ENIIMAB BOBRE EL RENOIMIENTO
DE EXTRACCION DEL ACEITE.

EN1IMAS RENDIMIENTO DE EXTRACCION &

MEZCLA COMERCIAL A 10 %

MEZCLA COMERCIAL A
ALFA AMILABA A 11,3 %

MEZCLA COMERCIAL A
PROTEASA 8 17 %

MEICLA COMERCIAL A
ALFA AMILABA A
PROTEABA A 34 %

PROTEASA A

ALFAR AMILASA A

PECTINASA A

CELULASGA B 28.5 X%

(¢ medido en término de aceite residual an la materia prima)

A pesar de gue los rendimientos de extraccidén obtanidos fueron
bajos, me obsarvé que al final de la reaccidn la mezcla presentaba
cierto contenido de aceite que hacia pensar que si se extraia, pero
por sus caracteristicas fisicoquimicas, no se alcanzaba a libarar

completansnte del bagazo.

Asi, se dacidié realizar otros experimentos con diversos
aditivos variando la temperatura (45 *C) y e)l tiempo (12 horas);

las otras condiciocnes se mantuvieron igualas., Los rssultados

obtenidos es presentan en la tabla 8.
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TABLA @ EFECTO DEL TIPO DE ENIIMAS BOBRE EL. RENDIMIENTO DE
‘ EXTRACCION ODEL ACEITE, CUANDD BE EMPLEAN DIVERSUO8

ADITIVOB.
ENZIMAS RENDIMIENTD DE EXTRACCION
MEZCLA COMERCIAL A 17 %
MEZCLA COMERCIAL A
PROTEABA A 36 %
MEICLA COMERCIAL A
PROTEABA B
LIPABA 25 %
PROTEABA C
ALFA AMILABA A
PECTINABA B
CELULABA A 30 %

Al obsarvar los raesultados de la tabla 9 se puede dacir, de
manera general, que aunque se mejoraron los randimientos de
axtraccién, éstos aGn resultan bajos. Asi, se decidié probar con
las mezclas @nziméticas que resultaron mds eficientas y ensayar con
otras nuevas, pero aumentando la concentracidén de aditivos (2 lil y
proporcionando uno o dos lavados (con una ®solucién acuosa del
aditivo) al bagazo residual. Como ss puede observar en la tabls 9,
en e8tas condiciones los rendimientos de extraccién aumentaron
significativamente, destacando {con més de B0 %) los obtenidos con
las mezclas wanzimidticas que an adelante se denominardn X a la

primera y W a la segunda.



TABLA @ EFECTO DEL TIPO DE ENZIMAB GOBRE EL RENDIMIENTO
DE EXTRACCION DEL ACELITE.

ENZIMAB RENDIMIENTO DE EXTRACCION
MEZCLA COMERCIAL C S %
MEZCLA COMERCIAL B 62 %
MEZCLA COMERCIAL A

CELULABA A 63 %
MEZCLA COMERCIAL A .

PROTEASA B (MEICLA X) 80 %
MEZCLA COMERCIAL A

CELULABA A

PROTEABA B &4 %
MEZCLA COMERCIAL A

PROTEABA A 66 %
MEZCLA COMERCIAL B

PROTEABA B (MEZICLA W) 85 %
MEICLA COMERCIAL C

PROTEABA B 68 %
PROTEABA A

ALFA AMILABA A
PECTINABA A
CELULABA B 54 %

TESTIGOD ¢ 31 %

(¥ mismas condicicnes pero sin enzimas)

Como consecuancia de estos resultados, se trabajé con las dos
mezclas enzimiticas mencionadas (X y W) para estandarizar las
condicionss de reacci6n gue aseguraran un rendimiento satisfactorio
(mds del B80%). Esto se logré on las condiciones aestipuladas a

continuacidn:
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Exparimanto I.

Sustrato: Materia prima molida.

Dilucién: 1 a & (mataria primatagua P/V).
Enzimas : Mezcla X

Concentracibn 3 1 % P/P.

Aditivos al 2 %

Temperatura t 45 * C

Agitacibn T 4 rpm.

pH t 4,2 (el qus rasulta),
Tiempo 1 12 horas,

Cantrifugacibn: 1,5 horas a 11 000 rpm,
Filtrado, lavado (2 vaeces)
Centrifugacidn : 1.5 horas a 11 000 rpnm.
Filtrado, secado y molido,

Rendimiento 1 Del B2 al 88 %.

Experimento II.

Bustrato: Materia prima molida

Dilucidbn : 1 a & materia primasagua (P/V).,
Enzima 1t Mezcla W.

Concentracion 3 1 % P/P

Aditivo al 2 X,

Temperatura s 45 * C

Agitacidn : 4.0 rpm.

pH : 4,2 (@l que resulta)
Tiempo t 12 horae.

Centrifugacitn : 1.5 horas a 11 000 rpm.
Filtrado y lavado (2 veces).
Caentrifugacién : 1.5 horas a 11 000 rpm.
Filtrado, secado y molido.

Rendimiento : Del B2 al 85 %,

Se determiné que, en estas condiciones, la extraccién

del aceite s un proceso factible. Cabe sefalar que

enzimdtica

todos los

aditivos empleados en el proceso estdn an exceso, por lu que esta

etapa es seguida de un estudic de optimizacidn,
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Por. otro lado, se realizaron ensayos con varios aditivos con al
objeto da dafinir la necesidad © no de efectuar los lavados del
bagazo residual as! como para optimizar la partes mhs importante del

proceso de solubilizacifin del aceite.

€1 objetivo fundamental wra encontrar un aditiva o una mezcla de
ellos, que permitiera la solubilizacidn del producto durante al
proceso enzimdtico y su separacidn.al final de la centrifugacion.
Se realizaron snsayos con todos los aditivaos gnumeradocs en la

tabla 4 de matariales y métodos.

En un principio e realizaron estas prusbas de aditivos an un
sistema acuoso y smpleando aceite puroj el agua a los volumenss
utilizados en los ensayos snzimhticom (30 ml.) y @] aceite de
acusrdo con lo que se ttens en el ensayo enzimdtico (una parte de
materia prima por seis de agua), considerando la concentracibn

tobrica maxima.

En la figura 1 se® presenta una curva astdndar de dispersion del
aceite, en proporciones del 10 al 100% del valor tedrico extralbla,
utilizando e] aditivo A. Esto se hizo con e! fin des tener una
raferencia vy asi poder evaluar el proceso enzimatico mediante la

absorbancia del sobranadante.
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El aditivo G se probs a concantracionss desde 0.1 hasta 1.0 %
(P/V) en las siguientes condiciones: T = 45 *C , agitacién 180 rpm,
tiempo = 3,0 horas . En la figura 2 s8 mue@stra qua la absorbancia

maxima s® logra a las concentraciones de 0.5 y 0.6 % .

El Aditivo H se probdé a concentracionas deasde 1 hasta &6 4 (P/V) an
las miasmas condiciomes que el aditivo G, Ea eaencontré que la
absorbancia méxima se corsigue a una concentracign del 3 % , segun

puedea conatatarse en la figura 3,

Con el fin de svaluar el efecto de mezclas de aditivos, se probé
también una mezcla de A y B a diferentes relaciones, en las mismas
condiciones qQue los aditivos anteriores y a dos concentraciones
difarentes (0.625 y 1.25 % V/V). La absorbancia mi&xima se conmiguié
en ambas concentracionss, con la mezcla de 12.5 partes da A vy
87.5 de B siendo mayer a la concentracidn da 0.625 ¥% ; estos

rasultados sa muestran an la figura 4.

La misma mezcla se probé con otras relacionss de concantracidn a
la misma temparatura (45 °C) y agitacidn (180 rpm) pero aumentands
al tiempo a 12 horas. Da estos resultados se concluyéd que 1la
absorbancia méxima ee consigue con el aditivo A solo, sagun asa

demusstra en la figura S.
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Dadoa los resultados anteriores, se decidid probar el Aditivo A en
diferantes concentraciones (0.2, 0.4, 0.4, 0.8, 1.0y 2.0 % ,W/V)
8n  las mismas condiciones qua el experimento anterior (7=45 * C ,
180 rpm y 12 nrs.}; se encontrd que, como B8 musstra en la figura &
la absorbancia mixima se consigue a una concentracién de 0.4 %

S 742

Todos estos resultados, sfectuados con aceite puro, psrmitisron
concluir sobre la factibilidad de asu soclubilizacién, pero al
momento de esplear algunos de westos aditivos en el proceso
enzimdtico los rendimientos dismipuyeron considerableasnte (hasta
30 - 35 %). La explicacién que se puede dar a este hecho, ode
acuerdo a lo expresado en el boletin técnico del fabricante de los
aditivos , @8 que su comportamiento en sl sistesma puro (agua vy
aceite) pusde ser diferente al comportamiento del sistema biolédgico
(agua, aceite, materis prima y enzimas), Be menciona ademis, que
esta es una de lam limitantes més importantes al meguir este método

de selecci¢n dw los aditivos para un sistema dado.
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Como consscuencia de lo anterior se decidié hacer pruetas con
algunos de los aditivos mencionados, a difsrentes concentraciones
y relaciones de mezcla, pero directamente en la materia prima

durante sl proceso enzimdtico.

En estas condicicnes se encontrd que con una de las mezclas de
agditivos snsayadas (A e I) se conaiguieron rendimientos de entre el

60 vy el 70 % de extraccidn del aceitw.

Con westos resultados se di¢ por terminada la primera etapa dal
proyecto, sstableci#ndose que es factible la extraccién del aceitae
de la mataria prima por medio de un proceso enzimdtico, Be decidié
cantinuar los estudios en las condiciones mencionadas en el
axparimento I, utilizando Gnicamente la primera mezcla enzimética X

dado que as mds barata y disponible que la mezcla snzimatica W.

Como se mencioné antericrments, en la segunda etapa del proyacto
ss procedid & la optimizacidn del proceso, incluyendo la
continuacién del estudio del afacto de aditivos. A continuacién se

presentan los resultados.

Efacto da la temperatura ¥ sl pH

8@ realizé un disefo factorial para estudiar sl efacto de la
temperatura a tres niveles (40, 45 y 50 *C) y @l dal pH a dos
niveles (4.2 y 6.0}, realizando cads experimento por triplicado vy

manteniendo constantes los siguientes factores:

47



Tiempo de incubacidén = 12 horas.

Dilucién para la reaccidn = 1156 (materia primataguas, P/V)
Tipo de anzimas = Mezcia X

Concentracién oe snzimas = 1 % (P/P con raespecto a la M.P.)
Concentracién del aditivo = 1.5 % de A,

Centrifugacidn = 1.5 horas a 10 000 rpm.

Filtrado y lavado (dos vecas).

Centrifugacién = 3.5 horas a 10 000 rpm,

Filtrado, sscado y molido.

En la tabla 10 se muestran los rendimiantos de wextraccidn del
aceite. £l porcentajs de sxtraccidn se detarmind con respecto a la
cantidad original que contiane ia materia primsa (cads valor as @}

promedio de tres determinacionas).

TABLA 10 EFECTO DE LA TEMPERATURA Y EL pH BOBRE
EL RENDIMIENTO OE EXTRAGCCION DEL ACEITE.

TEMPERATURA (*C)

40 4s 50 X
4.2 74,3 % 7.4 89.6 % 2.1 08.9 * 5.4 62.9 £ 7.8
6.0 71.9 * 6.5 88.1 * 1,7 80.4 * 6,1 80.1 * B,1.
X 73.1 % 1,7 88.8 ¢ 1.1 82.6 ¢ 3.2
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€1 analisis estadistico f(andlisis factorial) ce los resultados
indica gque no hay diferencias significativas en los porcentajes  de
axtraccién por el sfacto del pH, Asi{, se determins realizar los
exparimantos postariaores al pH original oe la mezcla .de
reaccién, es dacir 4.2 . Por otro lado, hay un afecto significativo
de la temperatura , determindndosa que sl mayor rendimiento de
extraccidén se consigue utilizando 45 * € durante la incubactdn,

Eatos resultados sea suestran en la figura 7.

ETECTO DE o0 7 TROEMTTRE BN x N EXTRMCCION
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L ‘ log
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.n B - & » s v .
e

PTG ° EFECTO DEL pH ¥ LA TEMPERATURA EN
El, RENDIMIENTO DE EXTRACCION.

49



Ademés, se continuaron los ensayos, en el sistesa biolégico, conr
aditivos con e! objeto de definir la necesidad cde efectuar lavacos
de la materia prima reasidual. Todas las pruebas se realizarcn po-

triplicado.

Efacto de la mezcla de aditivos,

Be realizaron ensayos con la mezcla de aditivos A vy B a una
concentracién de 1.5 % (V/V) y a difsrentes raelaciones de mezcla,
Emtos ensayos se llevaron a cabo en las condicicnes éptimas
eancontradas en el experimento anterior y realizando un solo
lavado del bagazo residual, los resultados se presentan sn la tabla

1.

TABLA 11 EFECTO DE LA MEICLA DE LOB ADITIVOB A Y B

EN EL RENDIMIENTO DE EXTRACCION DEL ACEITE.

RELACION A/B % DE EXTRACCION
65:33 7.6 £ 2.9
75125 2.4 ¢ 1,9
85113 8.9 ¢+ 4.8
95105 68.1 ¢ 1.0
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Sw obwarvé claramente que s mezcla de A y 8 3 93 : 05 , es la que
prnporlciona los mejoras resultados. Es evidente qua, coea ss ha
demostrade con anterioridad, sdélo la solubllizacidn logra la

separacién del aceite de la materia prima.

Este resultado sm comparable con 81 comportamisnto observado para
el sistema de ensays reportado an la figura 5, aungue lo dristico

del cembio cbservado a altas relaciones de A ®s sorprendents.

En las mismss condiciones me ensayaron los siguientes aditivos:

A, C, 0, E, G, Hal,
Con el aditive H no se logrd la solubilizacidn mientras gue los

rasultados da los otros aditivos sa pressntan en la tadbla 12,

TABLA 12  RENDIMIENTO® DE EXTRACCION OBTENIDO@
AL VARIAR EL TIPQ DE ADITIVOS.

ADITIVD % DE EXTRACION
ADITIVO G 33,6+ t.8
" 1 51.7 % 15.7
" A 66,5 & 9.4
* [+ 53.4 = 5.6
" £ 36,0 ¢t 7.7
“ D 30.1 + 2.0

51



NO obatante gqus el andlisis estadistico de loms resultadus indica
que no hay difarencias significativas entre w) aditivo A, @l [ v el
€ <prueba de DUNCAN, alfa=0,05), sl msjor rendimianto de extraccidn
sm obtuve con el aditivo A, chservindows que s pricticamants igual
al obtenido con la mezcla del A con el B (relacidn 95 ; 05) del
arparimento anterior.

Con e objeto de facilitar 8] trabajo y por cusstion ds costos,
se decidié utilizar aditivo A sin mezclar, procadiéndoss entonces

& determinar la concentracién més adecuada.

Concentractén de aditive
Se ansayaron diferentas concentracionss del aditivo A (da 0.5 a
3.0 % V/V) en las mismas condicionss gque loa exparimentos

anteriores. Los rusultados se presentan sn la tabla 13,

TABLA 3 EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL ADITIVC A
EN EL RENDIMIENTO DE EXTRACCION DEL ACEITE.

X DE ADITIVD A (V/V) % DE EXTRACCION
0.0 12,7 £ 4.4
0.5 46.3 * 1.8
1.0 49.8 % 1,3
1.5 &7.9 £ 3.0
2.0 57.1 £ 3.5
2.5 59.2 £ 9.4
3.0 78.5 ¢ 3.3
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Como se pueds observar, 8l rango de variacidn en el porcentajs de
extraccién del aceite permanece mads o menoe constante (60 al 70 %)
cuando 88 usaron concentracionas bajas del aditivo. Sin embargo, al

utilizar un 3 % we consigus una mejor extraccién, aunque,

estadisticamante podria afirmarse que no hay diferencia entre las

concentraciones. Es importante recalcar que estos resultados se

obtuvieron aplicands un solo lavado a la materia prima residual.

cfacto del tiempo de reaccién y concentracidén de la anzima.

Una vez definidas algunas da las condiciones dptimas del procesa
(pH = 4.2, T = 45 *C , aditivo A al 3.0 % y dando un solo lavado s

la materia prima resicdual), se realizd un diseldo factorial para
optimizar el tiampo de reaccién y 1a concentracién de la mezcla

enzimstica X.

El. tiempo se probé a tres niveles (2, &6 y 10 horas) y la
concantracién de la mazecla anzimstica X a cuatro (1,2,3 y 4 %

P/P) con respecto a la materia prima. Los resultados obtenidos se

muegtran en la tabla 14.
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TABLA 14 EFECTO DEL TIEMPO Y DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA

EN EL RENDIMIENTO DE EXTRACCION DEL ACEITE,

TIEMPO (HORAB)

2 & 10 X
o} 1 42,6 * 3.0 48,2 * 4.3 62.6 * 2,3 Si.1 * 2.4
0
N
o] 2 58.4 ¢ 2.3 4&9.3 * 2.1 80.1 * 5.3 69.2 £ 9.8
€
N
T 3 60.3 * 3.7 72.2 = 2.9 B4.1 * 2.1 72.2 * 10.6
R
A
c 4 64.9 * 0.5 71,4 £ 1.7 83.2 * 0.6 73.2 + 8.1
1
o .
N X 56.5 £ 9.0 65.3 * 10.6 77.5 * 9,5
(% P/P)

El andlisis estadistico de los resultados (andlisis factorial)
indicé que hay un sfecto significativo de ambos factores sobre el

rendimiento de extraccién del aceite.

En el caso del tiempo de reaccién, se trata de un efecto linsalj;
esto es, a mayor tiempo mayor rendimisnto de extraccidén. La
concentracidn de la mezcia enzimdtica presenta un efecto pero es no
lineal, también produce un aumento pero sélo hasta cierto punto,
después del cual permanece mis o menom constante; es decir, los
rendimientos de extraccién del aceite con 2, 3 y 4 % de anzima no
presentan diferencias significativas. Estos resultados se puedan

observar claramente en las figuras 8, 9 y 10,
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De acuerdo con estos resultados, se podria pensar sn utilizar una
concentracion de la mezcla enzimdtica X de 2 % con un tiempo de
reaccién de & horas para obtenmr un rendimianto de extraccién

aproximado del 70.0 % , que es ya satisfactorio.

€s convaniente seSalar qus en este proceso no es factible aplicar
un astudio cindtico enzimético clésico para determinar el efecto
del tiempo y de 1la concentracién de la aenzima. Recuér dese
primeramante gue se trata de varias actividades anzimdticas
actuando simulténsamentes por 1o que requeriria de un aestudio més
elaborado para determinar cual de ellas es la limitante. Por otro
lago, la medicién del rendimiento de extraccién, objetivo del
proyecto, no es una consecuencia irmmediata oe la accién de las
enzimas sino gque requiere ademis de la intervancién del lavado con

aditive vy de la centrifugacién.
Esta es la razén por la cual, la concentracidén de la mezcla

enzimitica y el tiempo fueron estudiados como parametros afectando

el proceso, fumra de un contexto cinético.
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Relacién Agua / Materia prima para la rsaccidn.

Siguiende un procedimiento similar, se realizaron ensayos para
definir la mejor relacidén entre la mataria prima v e] agua. Se
probaron cuatro niveles materia prima/agua (1:3, 1314, 1:S y 1:16),
todos por triplicado. Es importante mencionar que después de la
roaccién enzimitica a todos los bagazos residuales s las agregd la
misma cantidad de solucidn de aditivo A (en una relacién 1:6) para

efectuarles »]l lavado. Los resultados se presentan an la tabla 15.

TABLA 13 EFECTO DE LA RELACION MATERIA PRIMA / AGUA
EN EL RENDIMIENTO DE EXTRACCION DEL ACEITE.

DILUCION (M.P./ AGUA P/V) % DE EXTRACCION
1:3 74,4 % 2.4
1:4 71.4 £ 6,2
113 71.2 * 8.8
116 71.6 £ 7.4

Como wme puede observar, no existen diferencias significativas an
1os porcentajes de sutraccién del aceite al variar la relacién
materia prima/agua para la reaccidn en estos niveles (Prusba de
Duncan, alfa =0,05). Es factible entonces pensar gue se pusde
recucir la cantidad de agua que sa venia agregando a la reaccién.
En este sentido, se consigue disminuir uno de 'lan principales
limitantes a los que se anfranta el procaeso para su implementacién,

pues los requerimientos de agua son muy importantes.
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Prusbs asamipiloto

Con 8! objeto de rsalizar prusbas de recuperacién dsl producto
pobtenido en el proceso, se disefté un experimento a mayor escala
(con 2 Kg. de materia prima en lugar de los 5§ g. que se venian
utilizando) en las siguientes condiciones:

Relacidn mataria prima / agua =1 1 6 (P/V).

Enzimas = Mezcla enzimética X

Concentracién = I % (P/P) con respacty a mataria prima.
Concentracidén de aditivo A = 3X (V/V),

Temperatura = 45 °C

Agitacidn = 300 rpm {(propela)

Tiempo = 12 horas.

Se empled un fermentador Lh modslc 2000 sarie 1, en una jarrs de

20 litros, para efeactuar el proceso.

Al final de la reaccién enzimdtics, la mezcla de resccidén se
filtré &n una malla plastica para ssparar el bagazo , sl
sobrenadants se centrifugd en una centrifuga continua de discos
mod.LAPX-202 de Alfa Laval. E] equipo y las instalacicrnes fueron

facilitadaa por la empresa Alfa-Laval de México.

Oespués de varios intentos, se comprobdé que &n las condiciones de
centrifugacién del egquipo propuesto por la empresa Alfa lLaval no
se logré la racuperacién dal groducto. E&s conveniente recordar
aqui, que an los experimentos a nivel laboratorio la centrifugacién
a 12 000 rgm tampoco lograba la ssparacion. Esto tal vez esa
congecuencia de la poca cantidad de aceite que sa encuentra

disparso en la solucién. QL

R

s N \%\&‘3“' =
o S
LN &

S\



Una observacidn importanta de este exparimento, e que en aestas
condiciones se consiguid un alto rendimiento ode extraccidén del
aceite de 12 materia prima (B9 %) ein necemidad del lavado que
comunmente e le aplicaba. E; muy probable que este incremento sea
consecuencia del cambio en atl tipn. de agitacidn que se did en este

expar imento,

Alternativas de recuparacidn del products,

Dados los resultados antericres, se decidié explorar otras

alternativas con e} fin de recupsrar el productot

a) Adicién de cloruro da sodic an distintss concentracicres y a
diferentes ‘tamparaturas.
b} Adicién de un solvente orgénico.

c) Modificacién oel pH original.

En ninguna de las pruesbas realizadas, se logrd la recuperacidn del

producta,

La Gnica opcidn que dio buenos resultados y mediante la cudl se
pudo recuperar el producto fus la adicién de un nuevo aditivo (Z);
éste neutralliza la accidn del aditivo A , logrando con ello 1la

liberacion del aceite extraido.

690



Adi, o8 acuerdc a los reaaultados cbtenidos en el laboratorio, se

puade afirmar que la extraccién del aceite da la materia prima

estudiada, por medioc de un proceso enzimdtico es factible

mejords candicionas pare llevarla a cabo sons

Sustrato : materia prima molida.
Uilucion 3 113 (materia prima:agua, P/V).

Enzimas ! Mazcla enzimstica X

Concentracion de la enzima : 2 % P/P con respecto a la M.

Aditivo A al I % (V/W»

Tempsratura 1 845 *C

Agitacidén 1 300 rpm., {propela),

pH ; 4.2 (al que resulta).

Tiempo : & horas.

Filtracién : malla plaatica.

Secado y molido del bagazo residual.
Aditivo I al 3 % (VY/V].
Centrifugacidn : 5 min. & 10 OO0 rpm,

Oecantacién y evaporacidén.

(En Ia tahla 16 se presenta el diagrama de flujo dea éste

y que las

P.

procaso. )

-}



TABLA 16 PROCESO FINAL FROPUKSTO
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¥ CONCLUBIONES

En el presente trabajo se determiné que es tecnicamente
factible extraer aceites vegetales en un proceso da reaccidn

enzimdtica acuosa en presencia de aditivos,

Sa definié el tipo de enzimas mds adecuado para e! proceso, asi
como las condiciones principales de la repaccién: concentracidn

de las anzimas, temperatura, pH y relacién mataria prima / agua.

Se puso en evidencia la importancia de los aspectos mecdnicos
dgal proceso: molido de la materia prima y agitacién durants la

reaccidn.

Los rendimientos da extraccidén alcanzados an las prusbas en
matraz fluctuan entre el 70 y B0 % , mientras que la primer
prueba an tanque agitado alcanzé un 90 % (en ningdn caso al
rendimiento corresponde a la obtancidn del aceite sino a wsu

eliminacidn de la materia prima}’.

Una vaz liberado el aceite, se presentaron dificultades para su

recuperacion,

Se probaron diversas técnicas para su recuperacién: adicién de
sales, adicién da solventes orgdnicos y modificacién del pH, sin
#xito alguno. Sélo se logré su racuperacitn por medio de la

adicién de un segundo aditivo.

Se definié el tipo y la concentracién de los aditivog

requeridos para la solubilizacién y separacidn del producto.
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As:, se puede afirmar Que el uso de enzimas para la extraccidn de
aceites vegetales as un proceso alternativo muy atractivo v - sus

vantajas principales son;

3 La materia oprima no reculere dea ningun tratamiento termico
previp al procceso, por lc cual se evitan pérdidas por o-xidacién
que se presentan en el proceso tradicional. Logrande con ésto

mejores rendimientos de extraccidn,

%  No requiere del usp de ningun solvente organico y por lo tanto,

el producte final no presenta residuos de este tipo,

¢ Dado que la materia prima s sometida, bisicamente, a un proceso
hidrolitico, esto puade tener como consecuencia un incremgnto en
el valor nutritivo del bagazo residual ademis de la seguridad de
la ausencia de residuos téxicos, Con esto se obtendria un

subproducto mas atractivo para comercializar.

No obstante, es recomendable una mayor invastigacién — en lo
referente a la recuperacién del producto, as{ como en la
recirculacitén del agua vy el reuso de las enzimas —- antes del

escalamiento a nivel pilpoto de este proceso. Hasta entonces podra

ser evaluada su aplicacién a mivel industrial.
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