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OBJETIVO

DESARROLLAR UN PROCESO ENZIMATICO PARA OBTENER ACEITE DE HIGADO
DE TIBURON RICO EN VITAMINA A.



I INTRODUCCION

El aceite de higado de tiburdn (AHT) es una fuente importante de

vitamina A natural (1).

ElL AHT tiene ademfis otras aplicaciones. Se utiliza como lubricante
industrial cuando se necesita un alto grado de resistencia al calor ya la
friccién; es una fuente de triterpeno usado en la industria japonesa para
fabricar cosméticos (2,3,44); en la manufactura de pinturas y barnices por
ser secante (4), y por tener la propiedad de absorber oxigeno y formar una
pelicula sblida; como insecticida en virtud de su adherencia; en 1la
fabricacién de 1inbleums (44), telas aceitadas, telas impermeables; en
otras ocasiones se utiliza como grasa lubricante para mantenimiento de
maquinaria industrial y en mineria para separar por flotacién el mineral
pobre de 1os minerales pesados (5), en la fabricacibn de jabones, tefiido
de piel, tinta de impresibn, y en el templado de partes de acero (44).

La vitamina A es sintetizada e importada actualmente (6) eliminando
asi la fuente de vitamina A natural a partir de AHT., Fsto se debe a que
los wmétodos de obtencién de AHT resultan incosteables, por lo cual el
higado de los tiburones capturados en laa costas de nuestro pafs es
tirado al mar (7). '

Los métodos de extraccidén de aceite de higado de pescado reportados
por Lépez (8), Tanikawa (9) y Anon (46) son:

1) Extraccibn por descomposicibn al aire libre,

2) extraccidn por tratsmiento con vapor directo,

3) extraccién por tratamiento con vapor indirecto,

4) extraccién por digestién alcalina,

5) extraccién por digestidn alcalina y enzimitica,

6) extraccidn por solventes, Yy

7) extraccién por coagulacidn.

La extraccidén por descomposicién al aire libre produce un aceite con

alto contenido de &cidos grasos libres, color oscuro y olor desagradable,
Este sistema ha cafdo en desuso (8).

por lo que es de muy baja calidad.
de los métodos

La extraccibén con vapor directo o indirecto es uno
para extraer AHT, perc 1o0s costos energéticos y de

mAs empleados
obtenido

maquinaria son elevados, el rendimiento es bajo (51%) y el aceite
requiere de complejas refinaciones posteriores (5).

las condiciones dréasticas de temperatura y pH utilizadas en la



digestién alcalina y enzimitica,
vitamina A y la descomposicién y
en el hfgado

digestién alcalina, asf como en la
provocan pérdidas significativas de
disolucién de vitaminas hidrosolubles también presentes
(9), ademis de que resulta necesaria la refinacién posterior.

El método de extraccién por solventes se emplea poco debido, por una
parte, a que las impurezas en los solventes (perdéxidos) hacen que los
aceites obtenidos tengan un color m&s oscuro, viscosidad mis alta y
olores anormales (8), y por otra parte, a los altos costos del equipo y a
la insatisfactoria recuperacidn del solvente,

El método de coagulacién se efecttia transportando los hfgados por
medio de una bomba, del tanque de almacenamiento a un coagulador en espiral
bomba de circulacibn y un cambiador de calor. E1

que consiste en wuna
de vélvulas a una

producto calentado y coagulado se presiona a través
criba (la temperatura del producto es de alrededor de 95°C) para llegar a
los tubos raeceptores y de ahi es alimentado a la centrifuga de donde se
Este método requiere de un equipo sofisticado.

que por el carActer termoldbil de la

higado darén

separa el aceite (46).

Es importante considerar
vitamina A, 108 procesos que involucren un cocimiento del
lugar a aceites menos ricos en vitamina A.

A partir de 1984 en el Departamento de Alimentos de la DEPg se ha
venido desarrollando un proceso de extraccién enziméitica de aceite de
diutintqs sustratos, habiéndose obtenido resultados positivos para coco
(10) y aguacate (11). Estos trabajos se han realizado para proponer

métodos alternativos ventajosos de extraccién de aceite, Como

antecedente & este trabajo se encuentra reportado un sétodo enziamftico
-con tratamiento térmico posterior para obtencibn de aceites animales en
una patente (12) que no explica las condiciones bptimas de extraccidén de

aceite,



II GENERALIDADES

II.1 La Industria del Tiburén

El tiburén se caracteriza por ser {ntegramente aprovechable. Tienen
valor cowmercial 1a carne, las aletas, la piel, el higado, los dientes vy
los deapojos (2,42-45).

Del tiburén que se captura en las costas mexicanas se aprovechan las
aletas, 1a piel (13) y esporf&dicamente el higado. (Ver cuadro I)

Los datos de explotacidn tiburonera en México se muestran en los
cuadros II, III, y IV (13).

Seglin los datos de la Secretarfa de Pesca de 1984 (13), México ocupa
el décimoséptimo lugar en la captura mundial de pesca y el séptimo lugar
en la captura mundial de tiburén y cazén. (Ver cuadros V y VI)

II.2 El1 Hfgado de Tiburén

El higado de tiburén representa del 3 al 20T en peso del tiburdn, y
tanto su tamaiio como su peso varian seglin las especies y en particular,
segin 1a estacién del ailo. Como regla general, a mayor tamaiio del
tiburdn, mayor seré el peso relativo del higado (2).

En la mayoria de las capturas tiburoneras de nuestro pals, el higado
es arrojado al mar (7).

El higado de tiburén contiene entre un 30 y un 80% de aceite
vitaminado (8). El higado mds rico en aceite es el del tiburén tigre.

La proporcién de humedad y aceite contenidos en el higado de tiburén
es muy variable, pero la suma de ambos componentes suele estar entre el 68
y el 87% (44).

El higado de tiburdn contiene, ademés de las vitaminas liposolubles A
y D que se consideran mis adelante, algunas vitaminas hidrosclubles del

complejo B como son la Bs, Biz, riboflavina y tiamina (29).



CUADRO I

VOLUMEN Y VALOR DE LAS EXPORTACIONES DE LOS PRODUCTOS PESQUEROS, SEGUN
PRESENTACIONES Y ESPECIES 1984

Producto Volumen : Valor

) (toneladas)_ (miles de dllares)
Aleta de tiburbn _ 175 . 3058 .-
Piel de tiburdn (em bruto) - 7 7
Piel de tiburén (preparada) 12 116

Total de productos de .
tiburén exportados 195 3 181

Total de. productos pesﬁueros )
exportados 73 566 . - 453 316

Anuario Estadistico 1984 SEPESCA

Nota: los productos de tiburén representan sélo el 0.26% en volumen y
el 0,72 en valor del total de productos pesqueros exportados en 1984,



CUADRO II .
VOLUMEN DE LA CAPTURA EN PESO VIVO, EN TONELADAS, 1983 y 1984

", ESPECIE 1983 1984
Tiburén _ 19 218 20 488
Cazén 10 703 12 485
Totsl de todas las especies 1 075 547 1 134 592

Anuario Estadfistico 1984 SEPESCA

Nota: El1 tiburén y el cazén juntos representaﬁ casi el 3% del volumen de
la captura en peso vivo.



CUADRO III

VOLUMEN Y VALOR DE LA CAPTURA EN PESO COMERCIALIZADO, POR PRINCIPALES
ESPECIES, 1983 Y 1984
{Toneladas y miles de pesos)

ESPECIE 1983 1984

Volumen Valor Yolumen '~ Valor
Tiburén 17 532 1 317 904 8 749 2 653 238
Cazén 10 297 1 256 323 11 884 2 0l4 772

Total de captura 598 580 105 572 303 715 465 152 936 498

Anuario Estadistico 1984 SEPESCA

Nota: De los productos pesqueros que se co-efcinlizan, el tiburbn y el

cazbn representan el 2,44 y 3.05% en valor y un 4.6 y 4.3% en volumen en

1983 y 1984 respectivamente,



'CUADRO IV

VOLUMENES CAPTURADOS Y PROCESADOS EN PESO COMERCIALIZADO, POR PRINCIPALES
ESPECIES, 1983 y 1984

(Toneladas)
ESPECIES 1983 1984
Capturadas Procesadas Capturadas Procesadas
Tiburén y
cazdn 28 061 5 809 30 633 9 303
Total 926 626 549 009 992 694 558 322

Anuario Estadistico 1984 SEPESCA

Nota: Como se desprende de este cuadro, la -ayorA parte del tiburén vy
* cazdn capturado no es procesado.
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CUADRO V
CAPTURA MUNDIAL DE PESCA POR PRINCIPALES PAISES Y LUGAR QUE OCUPARON,
1983

(Miles de toneladas)

PAIS o ‘ - 1983
1o, Jepbn 11 250
20. U.R.S.S. 9 756
30. China 5 213
4o. E,U.A, 4 142
50, Chile 3 978
6o, Noruega . 2 822
70. 1India 2 520
80. Repliblica de Corea 2 400
90. Tailandia -2 250
10o. Indonesia 2 112
1lo. Dinamarca 1 862
120, Filipinas 1 836
130, Repliblica Democritica de Corea 1 600
l40. Perl 1 486
150. Canad& 1 337
160. Easpaiia 1 250
170. MEXICO 1 075
180, Brasil ’ 844
MUNDIAL 76 471

Anuario Estadistico 1984 SEPESCA



il

CUADRO VI
CAPTURA MUNDIAL DE TIBURON Y CAZON, POR PRINCIPALES PAISES Y LUGAR QUE
OCUPARON, 1983 '

(Toneladas métricas)

PAIS . 1983
lo. Pakistén 68 300
20, Indie 56 710
30, Indonesia 50 240
4o. Japén 49 194
S50, Francia 38 774
60, Nigeria ' 35 578
70. MEXICO 30 321
80. Sri Lanka 20 590
90. Perfi 12 560
100. U.S.A. 12 395
llo. Filipinas 12 194
120. Tailandia 10 049
130. Argentina ' 9 517
140, Brasil . 5 520

MUNDIAL C 656 752

Anuario Estadistico 1984 SEPESCA

Nota: México ocupa el séptimo lugar a nivel mundial en la captura de
tiburdn y cazén por lo que el incremento en su aprovechamiento es Gtil.
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II1.3 El1 Aceite de Higado de Tiburén

(AHT) contiene gran caantidad de

El aceite de higado de tiburén
éteres de glicerina

&cidos grasos asociados con fosfolipidos,
(alcoxidiglicéridos), esteroles, vitaminas, pigmentos e hidrocarburos,
La proporcién de &cidos grasos en el AHT reportada por Ito (1963) &

y por Banjo (1979) %% e¢g la siguiente:

T T
14:0116:0{1621{18:0118:1{18:2|18:3[18:4]20:1:;20:4] 20:5 22:1[22:%;22:
H |

3.3(13,3(10.8] 2.9

25.2; 2.3) 0.4 1.4; 9.2? 3.1 9.2f 6.6 3.4; 7.3
1
!
I

1
6.4 29.1! 6.2| 4.4{17.,0{ 0.3] -~ -
j i

* nfimero de carbonos en el &cido, graso : nimero de dobles ligaduras

#% y #%% porcentaje

Morice & Shorland (1956) aislaron &cidos de cadenas ramificadas con
entre ellos’ el écido

y el Acido (+)
Jjuntos formaban

nimero dimpar de <carbonos en AHT,
13—-ét11tetradecanoico. &cido (+) 12-metiltetradecanoico,
l4-metilhexadecanoico, y encontraron que estos tres Acidos
del 0.1-0.2% de los 4cidos grasos del AHT.

previos por Morice & Shorland (1952) demostraron la presencia

Trabajos
al A&cido

de otros &cidos de cadena ramificada en AHT que se asemejaban
2,3-dimetiloctadecancico y &cido 2,3,4-trimetilhexadecancico.
Segfin  Brockerhoff y Hoyle (1963) los &cidos polienoicos se

distribuyen preferentemente en la posicibn B,

Una caracteristica general del AHT es un alto contenido de &cido

monoenoico (14,15,16).
El AHT contiene de 5-25 UI/g de vitamina D (37)., Tomando en cuenta que

la cantidad recomendada para un nific o para perfodos de embarazo y

lactancia es de 400 U,I./dia (37), el AHT no es una buena fuente de

vitamina D.
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II.4 La Vitamina A

) El contenido de vitamina A en el higado de tiburén oscila de
1000-150,000 U.I.*/g (9) teniendo un promedio de 120 000 U.I./g (37) y
varia dependiendo de la edad, tamaiio, especie, sexo, temporada, lugar
geogréfico, medio ambiente y alimentacién del tiburén (2).

* Una Unidad Internacional (U.I.) de vitamina A se define como la
actividad de 0.344 ug de &ster de vitemina A = 0.6 ug de RB-caroteno
= 0,3 ug de vitamina A.

En este trabajo el AHT se considera principalmente como una fuente de
vitamina A -retinol-~, por ser la aplicacién farmacéutica més importante.

La eliminacién parcial o total de la importacién de vitamina A se
reflejarfa en un beneficio econbmico directo para el pafs, ya que el
precio de la vitamina A sintética es elevado. (Ver cuadro VII (6))
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CUADRC VII

DATOS DE IMPORTACION DE VITAMINA A DE 1985 y PRIMER SEMESTRE DE 1986

CANTIDAD ~ VALOR PRECIO MEDIO
(Xg) - (délares) (délares/Xg)
VITAMINA A ESTABILIZADA
1985 ’ 29 227 611 322 : 20,92
primer semestre 1986 9 179 177 859 19.37
VITAMINA A ACEITE
100 000 UI/g . .
1985 18 316 758 481 41.41
primer semestre 1986 5 043 : 214 450 42,52

Anuario de Importaciones 1985 y primer semestre 1986 SPP
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11.4.1 Propiedades Fisicas y Quimicas de la Vitamina A

Es un 8élido cristalino amarillo pAlido; su punto de fusién
ea 63-64°C; puéde purificarse y cristalizarse en formiato de etilo o en
&ter de petréleo a baja temperatura. Es un alcohol poliénico
isoprenoide que muestra un espectro de absorcién muy caracteristico, que
consiste en una banda de absorcién con un solo méximo a 325 nm.

Como alcohol primario, 1a vitamina A forma fAcilwmente &steres y
éteres, que pueden usarse para su caracterizacién: acetato, punto de
fusibn 57-58°C y palmitato, punto de fusién 27-28°C. Los &steres y los
éteres son més estables que el alcohol libre. )

La vitamina A no se afecta por 8&lcalis, pero por le naturaleza
alflica de su grupo hidroxilo se reordena muy fAcilmente y se deshidrata
en presencia de #cidos, dando anhidrovitamina A.

La vitamina A y sus derivados metabdlicos importantes, retinaldehido
y &cido retinoico son solubles en solventes orgénicos.

La insaturacibén de la vitamina A la hace vulnerable a la oxidacién
por calor, luz ultravioleta, y oxigeno, catalizada por algunos metales
como el cobre y el fierro (39). En cuanto a la termoestabilidad de la
vitamina A se ha reportado que las condiciones de pasteurizacibn no la
destruyen (38); es muy estable en higado de res, cerdo y cordero, pues
retiene el 90% de la vitsmina A cuando se le somete instanténesmente a
una temperatura interna de 76°C (40);: de la vitamina A contenida en una
margarina en agua hirviendo, se destruye el 16X en 30 minutos, el 40%Z en

una hora, y el 70 en 2 horas (41).
Las eatructuras quimicas de la vitamina A y algunos de sus isdémeros

se muestran en la figura 1.
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FIGURA 1

ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LA VITAMINA A (TRANS~RETINOL) Y ALGUNOS ISOMEROS
IMPORTANTES

CHZOH

Vitamina A; (Trans-retinol)

CHO

Vitamina A; aldehido (trans-retinal)

R

‘cis-retinal



17

II1.4.2 Fisiologia y Bioquimica de la Vitamina A en el Organismo Humano

La vitamina A tiene una funcién bioldgica general en los tejidos de
todos los mamiferos y especialmente en el ciclo visual de los
vertebrados, que ha sido estudiada inicialmente a través de su
deficiencia o de su exceso en la rata y clinicamente en el ser humano (1,
17); en &ste contribuye a la formacién de pigmentos visuales y al
crecimiento de casi todas sus células, en particuler las epiteliales.

La deficiencia de vitamina A provoca numerosos problemas entre los
cuales podemos mencionar: xeroftalmia, susceptibilidad a infecciones a
nivel de epitelios (18), asociacibn con anemia (19), deficiencia en
crecimiento (20), y descamacidén en células del tracto reproductor (21).
Mata y colaboradores (22) reportan una deficiencia de vitamina A en més
del BOY de la poblacién en Yucatdn. Se ha estudiado la deficiencia de
vitamina A en poblaciones de Centroamérica (23) y posteriormente se han
realizado programas de complementacién vitaminica (24). En la India se
estima que existen cerca de un millén de casos de ceguera que se
atribuyen a deficiencia de vitamina A (25).

Se ha reportado también que la vitamina A presenta cierta accibn
preventiva contra el cédncer ya que promueve la diferenciacién celular y
en el clncer la formacién de células malignas es fundamentalmente un
proceso de pérdida de diferenciacibn celular (26-28).

Algunos de los mecanismos de prevencidn o curacibn adjudicados a la
vitamina A no han sido explicados. El ciclo visual en el que participa la
vitamina A s estd claramente dilucidado desde el punto de vista
bioquimico, gracias al trabajo que realizb George Wald y por el que
obtuvo el Premio Nobel en 1967,

El ciclo visual se define como una conversidn del trans-retinol
por medio de la enzima retinal isomerasa a 11 cis retinal. Este compuesto
interactia con una proteina localizada en los conos del ojo, llamada
opsina, para formar el pigmento visual rodopsina, que permite la
adaptacidén visual en la oscuridad. Finalmente, en respuesta a la energia
luminosa, el retinal se libera de la rodopsina como isdmero trans para

repetir el ciclo (ver esque=a 1) (1 y 29),



ESQUEMA 1

- CICLO VISUAL

. VVEnerrgia Luminosa

e 7 Rodopsina

ll-~cis-retinal
oA

retinal reductasa

4
trans-retinal

retinol isomerasa
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II.5 Procesos de Extraccién EnzimAtica de Aceite

Los procesos de extraccién enzimAtica de aceite se basan en el
rompimiento de los organelos que contienen el aceite utilizando enzimas
seglin la composicién de dichos organelos, que dé lugar a la liberacién

del aceite posteriormente separado por centrifugacién.

11.5.1 Generalidades sobre Enzimas

Es sabido que las enzimas son protefinas especializadas en catalizar
reacciones biolégicas. Las enzimas tienen una configuracién espacial
especifica y el sitio de la actividad catalitica dentro de la molécula
se llame sitio activo, Las enzimas se clasifican con base en la reaccién

que catalizan en 6 grandes grupos:

1, Oxido~reductasas,
2. transferasas,

3. hidrolasas,

4, liasas,

S. isomerasas, y

6. ligasas,

Algunas enzimas requieren para su actividad de alglin o algunos
componentes no proteicos llamados cofactores,

En las reacciones catalizadas por enzimas, al aumentar la
concentracién de sustrato, aumenta la velocidad de reaccién hasta un
punto en el que la enzima se satura y entonces la velocidad de reaccién
es independiente de la concentracién de sustrato. Cada enzima tiene una
concentracién de sustrato caracteristica (Km, constante de
Michaelis-Menten), a la cual la velocidad de reaccibdn es la mitad de la
velocidad méxima,

Las enzimas tienen un rango y un punto éptimo de temperatura y pH, en
los cuales se mantienen estables y activas,

Las enzimas que se utilizarin en este trabajo son amilasas y

proteasas; ambas pertenecen al grupo de las hidrolasas.
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Las amilasas a(l,4) son carbohidrasas. Su actividad consiste en
hidrolizar enlaces glucosidicos fragmentando los polimeros de aziicar en
unidades mAs pequefias. Estas se consideran en el trabajo por el
glucégeno que pueda encontrarse en el higado.

Las proteasas hidrolizan el enlace peptidico de las cadenas de
aminoAcidos de las proteinas. Las proteasas pueden ser exopeptidasas,
que hidrolizan el enlace peptidico empezando por un extremo de la cadena
peptidica, y endopeptidasas que hidrolizan el enlace peptidico en el
interior de la cadena peptidica (1 y 31). .

Las proteasas se consideran porque la composicifn del higado de
tiburén es, en parte impertante, proteina,

Las amilasas y las proteasas tienen como funcifn, en este trabajo,
romper los organelos que contienen al aceite, para liberarlo.

Il.5.2 Antecedentes en Extraccién EnzimAtica de Aceite

El proceso enzimAtico de obtencién de aceite de coco reportb
rendimientos del 80% a partir del contenido de grasa en el coco fresco y
ahorros energéticos importantes por lo que presenta una alternativa a la
industria extractora de aceite de coco (10).

La extraccidén enzimética de aceite de aguacate registrd
rendimientos del 73% a partir del contenido total de aceite en la pulpa,
con un proceso miAs rapido y con menores requerimientos de equipo que los
métodos tradicionales (11).

Kell (12) patenté un proceso de extraccién enzimética de aceites
animales que involucra un acondicionamiento enzimftico y un tratamiento
- térmico posterior, pero no especifica las condiciones éptimas, y no
menciona rendimientos. AdemAs, para AHT, el tratamiento térmico sugerido
destruirfa gran parte de la vitamina A que conviene conservar.
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ITI MATERIALES Y METODOS

III.1 MATERIALES

Los materiales utilizados en la experimentacidén fueron los siguientes:

- Aparato de extraccién Goldfish. "Labconco"
- Aparato de destilacién MacroKjeldahl. "Labconco"
- Estufa de vacio. '"National Appliance Company" modelo 5831

- Agitador con temperatura regulada. "New Brunswick Scientific -Co.,"
Modelo R~76

Centrifuga con rotor fijo. 'Damon/IEC" Con rango de 0 — 20 GO0 rpm.

- Centrifuga clinica "IEC" con rango de O - 3 200 rpm.

; Balanza analitica. "Sartorius" (0 - 160 g)

- Balanza granataria. "OHAUS™ 1500 D

~ Colorimetro. "Spectronic 20 Bausch & Lomb"

- Parillas de calentamiento. "UNAMEX" 125 V 60 C Modelo,MC _3;2173-»-,
~ Rotavapor. "Buchii"

- Potencibmetro., '"Beckman" Modelo 3500

-~ Picadora., "Moulinex"

- Material de vidrio de bajo actinio, "Pyrex"
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- Reactivos. "Merck", "J.T. Baker", y "Técnica Quimica"; Grado:

reactivo analitico.
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I11I.2 METODOS '

Para la caracterizacién de la materia prima se usaron los siguientes
métodos:

III.2.1 Determinacién de Grasas

Determinacidn de extracto etéreo (grasa cruda) por extraccién
continua por percolacidén en el aparato de extraccibn Goldfish (32) que
se fundamenta en la extraccibn de lipidos con &ter etilico.

Consiste en lo siguiente: )

a) Se pone a peso constante un vaso del aparato de extraccidn Goldfish
con 2 § 3 perlas de vidrio;

b) En un cartucho del aparato de extraccidn Goldfish, se c¢oloca wuna
cantidad conocida de 1l1a muestra hiimeda y se introduce el cartucho en el
vaso de extraccidn;

¢) El vaso asi preparado se mete a secar en la estufa al vacio a 70°C
hasta peso constante;

d) . Se coloca en el aparato de extraccibn el cartucho con la muestra y
aproximadamente 60-80 ml de &ter etilico en el vaso;

e) Se realiza la extraccidén durante 4-6 horas hasta que por medio de
una prueba con papel filtro se conozca el final de la extraccibn;

e) Se retira el cartucho si se ha llegado al final y se reemplaza por
un tubo para recuperar el disolvente;

f) Se evapora y recupera la mayor parte del éter hasta que el
contenido del vaso esté casi secoj

g) Se termina de llevar a sequedad en una estufa con vacfo a 60-70°C
hasta que el peso del vaso con la grasa no varie mis de 5 mg; y

h) Se calcula 1la concentracién de lfpidos extraidos por 100 g de
material,

La determinacidédn se efectud por duplicado y se reporta el promedio.
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111.2.2 Determinacién de proteinas

~ Esta determinacibén se realizd por MacroXjeldahl (32). El fundamento
del método es que las proteinas y demAs materia orghnica son oxidadas
por el Acido sulffirico; el nitrbgenc que se encuentra en forma orglnica
se fija como sulfato de amonio. Al hacer reaccionar esta sal con una base
fuerte se desprende amoniaco que se destila y se recibe en un volumen
conocido de &cido valorado. Por titulacibén del Acido no neutralizado se
calcula 1la cantidad de amoniaco desprendido y por tanto, la cantidad de
nitrégeno de 1la muestra, En este caso se recibe el amonfaco en &cido
bérico, y se titula con HCl; lo que se titula es el borato de amonio.

La técnica tiene los siguientes pasos:

8) Se pesan en balanza snalitica 0.5 g de mueatra en papel delgado
blanco y con todo y papel se introduce en un matraz de Kjeldahl de 800 ml;

) b) se agregan 0.3 g de sulfato de cobre pentahidratado, 5 g de sulfato
de potasio y 15 ml de Acido sulflirico concentrado y se afiaden pedazos de
plato poroso para regular la ebullicidén en la destilaciédn;

c) se colocs el matraz en posicidén inclinada mediante soporte vy
pinzas, se calienta bajo l1la campana hasta la total destruccién de 1la
materia orghnica; la solucibn debe quedar completamente clafa. se enfria
y diluye‘con 350 ml de agua destilada y se enfria sobre hielo;

d) se afiaden 40 ml de una solucibn concentrada de sosa, que también
ha sido enfriada sobre hielo, haciéndola resbdalar lentamente por la pared
del matraz de manera que se estratifiquen las dos soluciones;

e) Se adicionan 0.2 g de polvo de zinc y se conecta inuediatangﬁte el
matraz a la alargadera de Kjeldahl unida al refrigerante, que a su vez
estA conectado a una alargadera la cual va introducida en 50 ml de HClL
0.1N, contenidos en un matraz Erlemmeyer de 500 ml y adicionados de S gotas
de indicador rojo de metilo; las conexiones deben ser de hule para dar un
ajuste perfecto y evitar fugas; )

f) Una vez conectado al matraz se agita para mezclar las 2 capas e
inmediatamente se coloca en la parilla ya caliente del aparato, se regula
la ebullicién al inicio de ésta agitando de vez en vez;

) Se destilan aproximadamente 250 ml, se suspende 1l1la destilacidn,
retirando primero el matraz con el destilado de manera que la alargadera
quede por encima y antes de apagar la parilla se deja destilar unos minutos
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con el objeto de lavar la alargadera por dentro y por fuera recogiendo los
lavados en el mismo matraz;

h) Se titula el exceso de Acido con solucibn valorada de NaOH 0.1N
hasta vire amarillo del indicador; y

i) Se corrige mediante una determinacién en blancoe de los reactivos
usados empleando la misma cantidad de papel. '

El método se siguib en todo excepto en que se recibid el destilado
en Acido bérico y se tituld con HC1 O.1N.

Célculos.

% nitrégeno = (ml problema - ml blanco) X (N HC1l) X 0.014 X 100

g muestra -

% proteina cruda = % nitrdgeno X 6.25
Esta determinacidn se realizbd por duplicado y se reporta el promedio.

131.2.3 Determinacibn de Humedad

Secado en Estufa al Vacio (32). Este procedimiento evallia cualquier
pérdida, no Gnicamente de humedad, sino de 1la materia volétil a las
- condiciones dadas.

Se pesan de 2 a 3 g de muestra preparada en un pesafiltro de aluminio
con tapa que ha sido previamente secado 2 horas a 65°C en 1la estufa de
vacfo. Se seca la mnuestra una hora en la estufa de vacio a 65°C. Se
retira de la estufa, se tapa, se deja enfriar en el desecador y se pesa tan
pronto como se equilibre con la temperatura ambiente.

Célculos.

Z humedad = (A - B) X 100
M

dondes

M = peso de la muestra
A = peso del pesafiltro mAs la muestra
B = peso del pesafiltro mds la muestra seca
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Destilacibén Azeotrbépica con Tolueno (33). Se basa en los distintos
puntos de ebullicién del agua y el tolueno y en su inmiscibilidad.

Se pesa en un matraz de 250 ml o se transfiere al matraz wuna cantidad
de muestra que contenga de 2 a 5 mi de agua. Se cubre el material con
aproximadamente 75 ml de tolueno. Se une el matraz con un condensador
Liebig en posicién de reflujo por medio de un receptor Bidwell Stirling.
Se llena el tubo receptor con tolueno derramando el 1iquido por el
condensador. Se destila lentamente a unma velocidad aproximada de 2 gotas
por segundo y después mis rfpidoc cuando précticamente toda el agua
esté en el tubo. Antes de terminer la destilacibn se lava el condensador
con tolueno., Se continida destilando y si no se recolecta méAs agua,
quiere decir que la destilacién ha terminado.

Se 1lee el volumen de agua en el tubo de destilacidn y se calcula el X
de humedad considerando que el volumen de agua es equivalente a su peso en
gramos, dividiéndolo entre el peso de la muestra y multiplicando por 100,

Ambas determinaciones se hicieron por duplicado y se reporta el

promedio.

I11.2.4 Determinacibn de pH

Se determiné el pH a la muestra al principio y al final del tiempo de
experimentacién para evaluar el avance de deterioro de la muestra en dicho
tiempo.

Para la medicién de pH se tomé una muestra de 10 g de higado,
previamente descongelada, lavada y picada y se le agregaron 30 ml de agua
destilada y desionizada, se agitd y se midib el pH en un potenciémetro.

ITI.2.5 Determinaciédn de Vitamina A. Método de Carr-Price (29, 32)

Se fundamenta en la medicién espectrofotométrica del color azul
producido al reaccionar la vitamina A con el tricloruro de antimonio. La
absorbanzia & 620 nm &s funcidn de ia concentracifn.

Los pasos que se siguieron para la determinacién son:



a) Se pesan 0.] g de muestra en un matraz de 250 ml;

b) se agregan 30 ml de etanol y 10 ml de KOH concentrada (1:1);

c) se refluja durante 30 minutos;

d) se deja enfriar a temperatura ambiente;

e) se hacen 4 § 5 extracciones de 30 ml cada una de éter etf{lico en
embudo de separacidn;

£f) se unen los extractos etéreos y se lavan con agua destilada hasta
reaccidn negativoa de los lavados con fenolftaleina;

g) se trata efi extractp etéreo con sulfato de sodio anhidro granular;

h) se evapora el extracto etéreo en rotavapor al vacio;

i) se adiciona de inmediato el cloroformo (25 ml);

— En el tubo A se agregaron 0.8 ml de cloroformo y 0.2 ml de solucién
problema (dilufdo 1:10). En el tubo B se agregaron 0.5 ml de solucibn estindar
(estlndar interno), 0.2 ml de la solucién problema, y 0.3 ml de cloroformo -

.j) se agregan S ml de reactivo de Carr-Price (tricloruro de antimonio
en cloroformo al 20%Z) con jeringa de vidrio; y

k) se lee la absorbancia 10 segundos después en el colorimetro a 620 nm.

CAlculos.
Se prepard$ una curva estfindar considerando de 0 a 50 U.I./ml. Se
construye la grAfica de absorbancia contra concentracién. El contenido

de vitamina A en la muestra se calculd de la siguiente manera:

U.I./g = a XR
(b ~a8) W

donde:

a = U,I, de vitamina A por ml de solucibén problema de acuerdo a la
curva esténdar,

b.=.U,I. de vitamina A por ml de la solucién esténdar interno y
solucidn problema calculadas de acuerdo a la curva esténdar,

R = U.I. de vitamina A por ml contenidas en el esténdar interno.

W = gramos de muestra.

La vitamina A usada para la curva patrdn y esténdar interno fue
Palmitato oleoso de vitamina A (1 000 000 U.I./g), de Hoffman La Roche
(México).
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ITI.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

ITIT.3.1 Caracteristicas de la Materia Prima

El hfgado que sirvié de materia prima para este trabajo provenia de un
cazén macho capturado en Puerto Madero, Tamaulipas. El higado se congeld
y as{ se envid a la ciudad de México. En el laboratorio donde se llevd a
cabo la parte experimental de este trabajo permanecié congelado el tiempo

requerido para la experimentacién. La congelacibén fue el Ginico medio
utilizado para la preservacién del higado de tiburén; no se hizo uso de

sustancias antioxidantes.

IIT1.3.2 Extraccién de Aceite

El procedimiento general para la extraccién de aceite de higado de

tiburén es el siguiente:

+ Descongelar el higado;

+ lavarlo;

+ picarlo en una picadora "Moulinex" (3 sesiones de 3 segundos cada
una);

+ homogeneizarlo (con una palita durante S segundos);

+ pesar 10.00 g en un matraz Erlenmeyer de 250 ml;

+ diluir;

+ incubar a temperatura constante y agitar a 120 oscilaciones por
minutos

+ adicionar la enzima (s6lo en los casos de extracciones enzimAticas);

+ centrifugar; y
+ medir el aceite obtenido (en tubos de centrifuga graduados).

Las condiciones que se variaron para establecer el método adecuado de

extraccién enzimitica son:
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1) Eleccién de enzima;

2) combinacibn de enzimas;

3) dilucibdn;

&) temperatura de reaccién;
5) concentracibn de enzima; y
6) tiempo de reaccibn,

Cada reaccién se realizé por triplicado, se reportan promedios y

desviacibén esténdar.
Se hizo une prueba por quintuplicado para obtener el error estindar.

La metodologia que se siguié para optimizar las condiciones del
proceso se describe a continuacién,

- La seleccién de enzimas se realiz$ con base en la caracterizacién de
la materia prima, esto es, considerando los componentes m&s abundantes en
base seca del higado de tiburén, después del aceite, naturalmente. Una
vez determinado el tipo de enzima que habfa de liberar el aceite, se
probaron las enzimas amilasas y proteasas, Se hicieron pruebas combinando
enzimss,

Tanto en los experimentos destinados a elegir la enzima més adecuada,
como en los subsiguientes, se fijaron las condiciones con base {nicamente
en el criterio de favorecer la actividad enzimitica,

Todas las extracciones enzimiticas se compararon contra un control,

Este control se obtuvo de la misms manera, con la salvedad de que no se

adicion$ enzi=a.

Se  buscd que el tiempo de reaccidn y las condiciones de
centrifugaciéc no representaran un factor limitante, sino que se
mantuvieron excedidas durante la eleccidédn de las demls condiciones.,

La primera condiciébn que se optimizd fue la dilucién. Lo que se
buscé fue evitar que el agua, necesaria para la actividad enzimitica, se
convirtiera en un factor limitante.

Se probaron diluciones de O, 0.5, 1, 2, y 3 partes de agua por cada
parte de higado.

A continuacidn se eligié la temperatura éptima de reaccién. Uno de
los factores mAs importantes en una reasccidn enzimitica es la
temperatura de reaccién. Es necesario considerar la temperatura &Sptima

de reaccibén, la temperatura &6ptima de estabilidad de los productos de



reaccién, la temperatura a la que se someterd el aceite extraido, tanto

o total de vitamina A que es
verse

por la posible destruccibén parcial
termol&bil, como por las caracteristicas de calidad que puedan
afectadas.

Se probaron 6 temperaturas distintas, con una separacidén de 10 grados
entre una temperatura y otra, de 20 a 70°C, considerando como parémetros

la temperatura &ptima de la enzima previamente seleccionada asi como su

temperatura de desnaturalizacién.

El siguiente aspectce que se consider$ fue la concentracibén de enzima.
Por razones de ahorro econbmico evidentes la concentracién de enzima que
se busca es la mi{nime necesaria para obtener mlximos rendimientos.

Para la mayor parte de las reacciones enzimSticas, la velocidad de
reacciébn es proporcional a la concentracifn de enzima, al menos durante
las primeras etapas de la reaccién, después de &stas, su velocidad decae
por la pérdida de sustrato o por inhibicibén de la reaccidén causada por
los productos de reaccién (31).

Se probaron las siguientes concentraciones en peso de la enzima HT
proteolitica: 0.1, 0.5, 1, 2 y 32.. El tiempo de reaccidn es un factor
que debe minimizarse por el costo energético que representa. Depende en
gran medida de 1la velocidad de reaccién,

Se hicieron reacciones a distintos tiempos en un intervalo de 0 a 120
minutos.

AlGn cuando la separacién del aceite no es parte de la reaccién en
si misma, st es una parte del proceso que debe definirse. Se probaron
distintas velocidades y distintos tiempos de centrifugacién para lograr la
me jor separacién posible del aceite,

Conforme se avanzaba en 1la optimizaciédn del proceso, dejaban de
utilizarse las condicilones establecidas inicialmente, para sustituirlas

por aquéllas que se iban definiendo como las Sptimas.
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III.3.3 Determinacién de Vitamina A a Distintas Muestras de Aceite
Extrafdo

La determinacién de vitamina A se realizd a las siguientes muestras:

+Extracto en frio de aceite de higado de tiburén. Se prepard de la
sigulente manera: se picd el higado, se le agregb &ter, se separ$ la
fase acuosa, se evapord en rotavapor en frio, y se siguid el miamo
procedimiento de pesar y preparar la muestra de aceite para la
determinacibn de vitamina A.

+Extraccibn a 40°C control.

+Extraccibn a 40°C via enzimitica.

+Extraccibén a 50°C control.

+Extraccibn a 50°C via epzimitica.

‘+Extraccibn a 60°C control.

+Extraccibén a 60°C via enzimftica.

La determinacién de vitamina A en el extracto frio de AHT se realizd
para tener un pardmetro de referencia del contenido de vitamina A en el
aceite de higado extraido sin ningiin tratamiento térmico fuera de 1los
propios de la determinacién en s{ misma (reflujo), y asi peder comparar
y conocer la pérdida de vitamina A debida al proceso de extraccidn que se
propone,

La determinacidn a 3 temperaturas distintas se efectud con el objeto
de observar el comportamiento de la vitamina A después de sufrir

tratamientos a temperaturas distintas.
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IV RESULTADOS

IV.1 Caracterizacidn Quigica"delﬂﬂigadb'de:Tibur6n.

GRASA

‘promedio 61.66%
_ desviacién std 0.08%
e N

Considerando que laidensida
de higado, 61.66 g es aceite,’y:

FROTEINA

promedio 7.72%
desviacién std 0,152

HUMEDAD
Por secado en estufa al vacio promedio 26.83%
desviacibén std 0.24%
Por destilacidn azeotrépica promedio 27.892
desviacién std 0.192

Se decidid considerar el valor de la humedad obtenido por el método
de destilacién azeotrbpica con tolueno por tener menor probabilidad de
errores que interfirieran con el resultado real, por la caracterigtica de

la materia prima de contar con un alto porcentaje de aceite.



33

CUADRO 1
Base Hlmeda Base Seca
X desv. std X desv. std
z % z z
Grasa T 61.66 0.08 85.51 0.11
Proteina B : 7.72  0.15 10,71 .- 0,21
Cenizas, carbohidratos, fibra cruda 2.73 0.14 3.78 . 19
Humedad 27.89 0.19  —

La caracterizacibn de la materia prima indica que el porcentajéfae
aceite es elevado, lo cual justifica la extraccién del mismo,

pH inicial = 6.66
pH final = 6.71 -

De 1lo anterior deducimos que el deterioro del higado de tiburén fue
casi imperceptible.

IV.2 Seleccién de enzimas para el proceso de extraccién

Una vez caracterizada la materia prima, se procedib a seleccionar las
enzimas para la extraccibn.

Considerando la composicién de 1la materia prima en base seca de 85.51%
de grasa, 10.71% de proteina, y 3.78% de cenizas, carbohidratos y fibra
cruda, se decidié probar enzimas proteoliticas, por ser las proteinas el
componente en mayor proporcifn que contiene al aceite,

Cabe comentar los problemas de toma de muestra, ya Que por estar toda
la pieza de higado congelada, era dificil tomar una muestra
representativa y hombgenea. No se considerd conveniente descongelar el
higado para tomar 1la muestra y después volver a congelar porque se
introduciria otro factor externo de rompimiento de células que podria
liberar cierta cantidad de aceite no adjudicada al proceso enzimitico a
desarrollar. Por tal motive se llegd al siguiente procedimiento: hacer un
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corte transversal en el higado hasta tener una rebanada, descongelarla y

efectuar el proceso descrito anteriormente; cada reaccién se realizd por

triplicado para minimizar el error debido a 1la heterogeneidad de la

muestra.
Debido a que los rendimientos de extraccibén de aceite figuran como una

parte esencial de este trabajo, se determind el error estAndar o error
propioc de 1a metodologia en la medicibdn de rendimientos de extraccibn,

El error estindar, obtenido luego de realizar una misma extraccién por
quintuplicado, fue de 0.2 ml que equivale al 3% en volumen en las lecturas.

Se probaron dos proteasas distintas:

Papafina Enmex pH Sptimo = 5; temperatura Sptima = 40°C;
HT Proteclitica Enmex pH Sptimo = 6.5; temperatura ©&ptima 50°C;
actividad enzimdtica = 200 N.U.*/g (35) :

* Una unidad Northrop (N.U.) es la cantidad de enzima que hidrbliza el’

40%Z de un litro de sustrato de casefna en 60 minutos.

Se hizo una combinacién con una amilasa (Tenase Enmex 340 000 M.W./g)
por el efecto amilolitico que pudiera ejercer sobre el glucégeno residual

del higado,

Las condiciones se fijaron de la siguiente manera:

temperatura de reaccidén = S50°C

tiempo de reaccién = 2 horas

centrifugacién = 15 minutos a 10 000 rpm

concentracibén de enzima = 2%

dilucién = una parte de higado por una parte de agua
pH sin modificacibn

Los resultados se muestran en la grifica 1.



+ amilasa

. DATOS
CUADRO 2.

REACCTON - RENDIMIENTO - "DESVIACION ESTANDAR [ -
' (%) 2l -
control 56.98

papaina 71.90

HT proteoteolitica 88.73

AT proteoteolftica

88,73

35
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Como puede cobservarse en la tabla, la enzima HT proteolitica presenta
mejores rendimientos de extraccién que la papaina. Esto se explica
considerando el pH de la mezcla de reaccidn (6.66), que es muy cercano al
pH éptimo de 1la HT proteolitica (6.5).

Se analizd 1la posibilidad de acidificar la mezcla de reaccién para
acercarse al pH 6ptimo de la papaina, pero se constatdé lo conveniente
que resulta desde el punto de vista econbmico y préctico, utilizar la HT
proteolitica, ya que su precio es considerablemente menor al precio de 1la
papaina (36).

En 1la tabla puede observarse asimismo que la adicidén de la amilasa no
me jora el rendimiento de extraccibn por 1o que no se usé en experimentos
subsecuentes.

La enzima elegida es, por tanto, la HT proteolitica.
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IV.3 Seleccién de las Condiciones Optimas de Reaccidn

1V.3.1 Efecto de Dilucién

Para realizar los experimentos se mahtdvier@h 1@ bhditiones
fijadas en el inciso anterior (seleccién de enzimas) y;Quéiséfrééitéhba
continuacién: ‘ ST T

= 50°C

=2 horas

= 15 minutos a 10 000 rpm

temperatura de reaccibn
tiempo de reaccién
centrifugacibn
concentracidén de enzima (HT proteolftica) = 2%

Se probaron diluciones de O, 0.5, 1, 2, y 3 partes de agua por cada

parte de higado.

DATOS
Promedio de 3 experimentos (éada uno con diferente método de medir el

aceite), rendimiento expresado en Z.

CUADRO 3
Dilucién Rendimiento Desviacién esténdar
(%) (Z)
control 1/1 56.33 7.9
1/0 : 62.44 6.8 _
1/0.5 71.08 . - 11,9 o
1/1 . 64.98 i? o 9.7
1/2 ' - 62.89 o 15.9
1/3 L 62444 : S 17,0

A continuacién se muestra la gr&fica 2.
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GRAFICA 2
EFECTO DE DILUCION
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una reaccidn control (sin enzima) con una
un

Se efectubd paralelamente
dilucidén 1/1 (una parte de higado por una parte de agua) que presentd
rendimiento de extraccidén del 56.33%, es decir, aproximadamente un 93

menos al rendimiento presentado por la reaccidn enzimitica de igual

dilucibn.

De 1la gréAfica puede observarse claramente que el mejor rendimiento de
extraccibn se obtuvo utilizando una dilucién de 0.5 partes de agua por
cada parte de higado, por lo que esta dilucidn serd la 6ptima y la que
se utilizard en los siguientes experimentos.

Se ha sugerido que a muy bajos niveles de agua libre,
wedio obstaculiza la difusidn de enzima o sustrato.
de sustrato que estén en

la rigidez del

En este caso la

hidrélisis se limita a aquellas porcicnes
contacto inmediato con la enzima (31).
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IV.3.2 Temperatura de Reaccién:

Se probaron temperaturas de 20. 30. 40. 50.;60, y 70 °C.

Las condiciones fijadas fueron.

tiempo de reaccidn

= 2. horas : . :
unafhora a 3200 Tpm

centrifugacién
dilucién = 1/0 5.
concentracién de enzima Ce 2
DATOS
CUADRO 4
con enzima Do ébntrbl
rendimiento desv, 'std. . rendimiento desv. std.
temperatura ” ERC : ’
(°c) z - 4 z ;
20 79.43 80.92 2,23
30 84.95 85.8% ' 2.23
40 88.38 80.48 1.49 -
50 88,38 79.88 0.89
60 97.76 90.91 1,49
70 93,89 93,29 0.89

Ver gr

Afica 3.
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Aparentemente la temperatura a elegir es 60°C por ser la temperatura a
la que se registra un mayor rendimiento; pero el aceite extraido presenta
a partir de dicha temperatura un oscurecimiento probablemente debido a que
se extraen en mayor grado los componentes liposolubles (pigmentos
carotencides) de color oscuro (3), a los productos de la proteblisis o tal
vez incluso a la reaccién de Maillard entre 1las proteinas y 1los
carbohidratos (glucdgeno).

Por dicha razdén se establece como temperatura &ptima para el proceso
40°C, ya que es la menor temperétura de mAximo rendimiento (89%Z) que no
presenta oscurecimiento. '

En la grafica puede notarse una cajida en el rendimiento de
extraccidn a los 70°C explicada por la desnaturalizacidn de la enzima HT
proteolitica.

El comportamiento de 1la curva que representa el experimento control

puede deberse a enzimas endégenas presentes en el higado.
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IV.3.3 Concentracibén de Enzima

Se probaron las siguientes concentraciongsren peso._de la enzima HT
proteolftica: 0.1, 0.5, 1, 2 y 3T y 2% combiﬁéda con lzfde amilase. Esta
-~ombinacibn, se realizb probando el efecto amllolitlco que pudiera ‘
ejercer sobre el glucdgeno residual del’ higado.,

Los datos reportados son el promedlo de 3 prueba Laé:;bndicidnés~

preestablecidas son:

dilucibn =1/0.5 "

temperatura = 507C" >
tiempo de reaccidn = 2 hotas - = :
centrifugacién 15vm1nutos a 10 000 rpm y 15= minutos a 3200 rpm

CUADRO 5

—

: Concentracién de

@)

rendimiento -

cnzime

7 desviacién estandar |

4] (controi);
Yo.1 :
0.5

1

2 N

2 con 1% amilasa
3

La gréf:cn 4 muestra ‘els rendimiento con respecto a concentracién de

enzima,
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GRAFICA 4
CONCENTRACION DE ENZIMA

e

100 1
Rendimiento
de
extraccibn
de
aceite (%)

50 ¢
! ~ — S SENEREN
op.1 0.5 1 2 S 3

" ‘Concentracién ‘de enzima (%'en pesc)
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Pooede npreciarsc que la combinacibn con amllasa no.mejora en nada el

rendimiento- probablementc por la'escasa presencia de glucbgeno ‘residual en
e,rgndlmientq se'obtlgne con 1% ‘de HT

el higodo tratado, y quc el méxn

proteolitica. Las: curvas de co

un  méximo y 1uego se m a\que~1a enz ma ha llegado a

la saturacién, Por lo Lanto 1a osLerior 5 1% de concentracibn de
'alguna 1nh1bic16n_pon exceso de enzima,
y/o parcialmente al error esténda ~d 1 método que es. del.3%,

La concentracién escogida cnn base enla gréfica.es 1% en peso de HT

enzima observada puede dubcrse

proteolitica.
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Iv.3.4 Tiempo\dé Reaccidn

diciéhes ‘que‘_sg,@ahtuviéton_constantes

En = este “experim

fueron:.

temperaﬁura de reaccié
centrifugacién

concentracién de enzima
dilucién :

Se reportan promedi "3d¢sQiaci6n

estindar.

BEERT R ‘control .

tiempo ' : .std,  rendimiento’ desv..std.
C(min) SRy Ty
) 20230 66.02

10 149 70.04

30 ‘0.89 67.96

50 1.49 67.96

70 " 0.89 71.98

90 1.49 81,97

120 0.89 80.48

La gréficé,LSi:ﬁuestra';él‘ rendimiento  con reépeéto;;a ;iempo;de

reaccién.’
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GRAFICA 5
TIEMPO DE REACCION

100 T
Rendimiento
de
extraccién
de
_aceite (Z)

nzindtica .
50 -+ G i

“‘control .

—~

88 120
: Tiempo’ (minutos) .~
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En la gré&fica se observan 2 miximos, que son a'los 10 y a los 90

minutos,
Cabe sgefialar que el aceite obtenido a partir de los 90 winutos

nuevamente era mAs oOscuro, las  mismas razones del

probablemente por
altas temperaturas. Por dicha razdn se elimina como

oscurecimiento a

opcidn establecer un tiempo mayor o iguwal a 50 minutos.
los 90 minutos y observando la

10 minutos, pero se
10 a

Considerando tiempos por debajo de

grafica se nota un muy buen rendimiento a los

consideré prudente, a pesar del escaso incremento en rendimiento de

30 wminutos, fijar como tiempo de reaccibdn 20 minutos, tomando en cuenta

que la enzima sufre un periodo de acondicionamiento antes‘de efectuar de

manera dptima la protedlisis.



TV.3.5 CoudicigneS de,Reaccj6n

Una ver hecliogs” 105 experiment'

separado, se. prneenLnn 1as cond1c1

AHT via enziidtice:

Dilucién

Temperatura de reaccibn
Concentracidén de enzima
Tiempo de reaccién
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IV.3.6 Condiciones de Centrifugacidn

Las condiciones que aqui se recomiendan son las que mejor resultado
dieron de acuerdo a la metodologia establecida,

Al principio de la experimentacidn se utilizé una centrifuga con un
1imite de O - 20 00O rpm. Se estuvo separando el aceite a 10 000 rﬁm
durante 15 minutos y la razén por la que se sustituyd por una centrifuga
clfnica con limite de O - 3 200 rpm es que la primera es una centrifuga
de rotor fijo, lo cual ocasionaba que el material sblido formara una fase
inclinada entre 1la fase acuosa y el aceite, por lo que la medicidn del
volumen de aceite se complicaba. Este problema se elimind al usar una

centrifuga sin rotor fijo.
Una vez seguros de que la (nica centrifuga disponible que facilitaba

la medicidén de volumen de aceite era una centrifuga clinica con un rango
de velocidad de O - 3200 rpm, se procedié a definir el tiempo necesario
para la separacibn total del aceite extraido. Para tal propdsito se

efectfio la reaccién con las siguientes condiciones:

dilucibn = 1/0.5

concentracién de enzima = 1Z de HT proteoclitica
temperatura de reaccidn = 50°C

tiempo de reaccién = 2 horas

Se centrifugaron las muestras a una velocidad de 3 200 rpm a diferentes
tiempos: 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 minutos registrlndose los siguientes

datos:
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CUADRO 7

enzimética control -

tiempo ... . rendimiento - desv. std. i rendimiento’

Z) =

20
30

40 o
500
ey
70
80

A ‘continuacién  encon
al tiempo de centrifugac

control.




Rendimiento
de 100 J
extraccidn
de
aceite (%)

TIEMPO DE CENTRIFUGACION

GRAFICA 6

53

via enzimhtica
control

T

fg;, —>
Tiehpo’(minutos)
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De 1la grafica observamos que a los 60 minutos se encuentra el miximo
de separacién de aceite (los rendimientos registrados a 70 y 80 minutos
son ligeramente mayores. pero el incremento entra dentro ~del -etfor‘
estédndar)., . Es.. un _Eiempo largo para una separacién, - Porillééfok  _
establecemos que 15 Eentfifugacién en el proceso ha de eféctﬁargé{duféﬁtél
' ' ato mayor

60 minutos ‘a 3200 rpm a menos que Se cuente con un aparato -d
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IV.3.7 Vitamina A

La determinacién de vitamina A se realizd en el extracto en frio y
en muestras de aceite obtenido empleando 1las condiciones 6&ptimas del
proceso (tanto enzimitico como control), a 3 diferentes temperaturas de
reaccién: 40, 50 y 60 °C. Esto se efectud con el objeto de observar el
comportamiento de la vitamina A después de sufrir tratamientos a
temperaturas distintas, a las cuales el rendimiento de extraccién es muy
bueno.

Los resultados son:

. CUADRO 8 -

Extracte frio

40°C enzimtico 5178013

40°C control . ’5602.51 -
50°C enzimitico o 5?51;16v
" 50°C control L 6076.67 - TF
60°C enzimAtico ' 3957.69 42,90
60°C control 3901.47 42.3

La diferencia de vitamina A encontrada en el aceite obtenido a 40 y
50°C es pequefia, y puede deberse a errores enrn la determinacién. El
decremento de vitamina A encontrado en el aceite extraido a 60°C tiene una
explicacidén coherente en el caricter termoldbil de la vitamina.

Las diferencias entre la vitamina A encontrada en el aceite control vy
el extraido via enzimitica a cada temperatura son insignificantes, de
los cual deducimos que la enzima, como era de esperarse, no tiene ningin
efecto -positive o negativo- sobre la concentracién de vitamina A en el

aceite,



La utilidad que tiene el AHT esti al menos en gran parte- en fpncién
de la vitamina 4 .que: proporcione;‘ por. lok cual ,Sé- pf@pone,utilizar
temperaturas de extracc16n de ::50°C,: para’ obtener' casi’ un .65Z de 1la

vitamina A que orlglnalmen e t1ene el acelte.“
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IV.3.8 Diagrama del Proceso de Extraccidn y Balance de Materia

|_1—tg,higado':f?'

di;i6ﬁfdé‘590;m11§gua y

0 g de HT Proteolitica

gé?céibnfenéiméfica
50°C: durante 1/2 hora

-centrifugacién 60

600 ml & 551 g de AHT

minutos a 3200 rpm




El método enzimitico.de extraccién de AHT propuesto.en-este trabajo
presenta rendimientos proﬁédio de un’ 90% y una :géupergci6n de vitamina A
de 65% aproximadamente con respecto al contehido ée’vitaﬁiha A en el
aceite extraido en frio. )

El proceso control presenta rendimientos de alrededor de 80%; es decir
un 10%Z menos que el proceso enzimitico.

De los resultados se deduce que el método mis eficiente es el
enzimitico, alin cuando ambos métodos presentan ventajas de ahorro
energético, de inversién inicial, de posteriores refinaciones, con
respecto a los métodos tradicionales, A simple vista se observa
igualmente una mejor calidad del aceite extraido snzimhticamente con
respecto al proceso control (sin enzima) debido 2 que el primero presenta
mayor transparencia, y el control contiene sustancias no disueltas que le
confieren turbidez.

La temperatura y el tiempo del proceso pueden variarse de acuerdo
al destino que se le pretenda dar al aceite, reccrdemos que utilizarlo
como suplemento de vitamina A no es su, Gnica aplicacién actualmente, ya
que estd adquiriendo gran importancia el triterperno, el uso de AHT como
lubricante, secante, etc., ya que a mayor temperatura (llegando a un
limite de 60°C) y a mayor tiempo de reaccidn ausenta el rendimiento,
pero al mismo tiempo el color del aceite es mas oscuro. Asi mismo, a
altas temperaturas de proceso (40-60°C), el aceite extraido con enzimas
es mis oscuro que el extrafido sin enzimas.

El residuo de higado, que tiene un elevado porcentaje de proteina,

es potencialmente un producto alimenticio para animales.
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V  CONCLUSIONES

1) El aceite de higado de tiburbén es apreciado ﬁof éd'ditdicdnténidd:'
de vitamina A (1), cuya deficiencia en la poblaclon del pais ha' sido :
reportada anteriormente (22). :

2) El método de extraccidn de AHT propuesto en este{tiabajo-es an
proceso simple cuyo diagrama Sptimo de operaciébn apareée en el apartado
IV.3.8., con rendimientos promedio de un 90% y una recuperacién de
vitamina A de 65% aproximadamente con respecto al contenido de vitamina A
en el aceite extraldo en frio.

El mismo proceso propuesto, con la (nica diferencia de no agregar la
enzima (control), presenta rendimientos de alrededor de 80%; es decir un 10%"
menos que el proceso enzimAtico.

3) El1 método descrito es técnicamente viable en el laboratorio.
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VI RECOMENDACIONES

Convieneiﬁacer un estudio econémico a fondo para analizar la
factibilida

higado de tibuf&ﬁ'h-mddo de cooperativas pesqueras que puedan sustituir

de induscrializar el proceso de extraccién de aceite de

12 importacién’de vitamina A.

es ‘conveniente hacer un estudio para determinar .las
caracteristicas. de calidad objetivas para comparar la calidad del AHT
extraido via enzimftica con respecto al obtenido por otros métodos.,
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