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OBJETIVO 

DESARROLLAR UN PROCESO ENZIHATICO PARA OBTENER ACEITE DE HIGADÓ . 

DE TIBUROH RICO EN VITAMINA A. 
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I INTRODUCCION 

El aceite de hígado de tiburbn (AHT) es una fuente importante de 
Yit .. ina A natural (1). 

El AHT tiene adem6s otras aplicaciones. Se utiliza como lubricante 

industrial cuando se necesita un alto arado de resistencia al calor y a la 
fricci6n; ea una fuente de triterpeno usado en la industria japonesa para 
fabricar cosllltticos (2 0 3 0 44): en la manufactura de pinturas y barnices por 
ser secante (4) 0 y por tener la propiedad de absorber oxigeno y formar una 

película s61ida: como insecticida en virtud de su adherencia: en la 
fabricaci6n de lin6let111a (44), telas aceitadas, telas impermeables: en 

otras ocasiones se utiliza COllO arase lubricante para aantenimiento de 
maquinaria industrial y en minaria para separar por flotaci6n el mineral 

pobre de los •inerales pesados (5), en la fabricaci6n de jabones, teñido 
de piel 0 tinta de i•presi6n, y en el templado de partes de acero (44). 

La YitBllins A es sintetizada e iaportada actualmente (6) eliainando 
as{ la fuente de Yitaaina A natural a partir de AHT. Esto se debe a que 
los 8'todos de obtenci6n de AHT resultan incosteables, por lo cual el 
hiaado de los tiburones capturados en las costas de nuestro pais es 
tirado al 111ar (7). 

Los 9'todos de extracci6n de aceite de higsdo de pescado reportados 
por L6pez {8) 0 Taniltava (9) y Anon {46) son: 

l) Extracci6n por descompoaici6n al aire libre, 
2) extracci6n por trat .. iento con vapor directo. 
3) extracci6n por trataaiento con vapor indirecto. 
4) extracci6n por digesti6n alcalina, 
5) extracción por digesti6n alcalina y enzimática, 
6) extracci6n por solventes, J 

7) extracción por coagulación. 

La extracción por descomposici6n al aire libre produce un aceite con 

alto contenido de 6cidos grasos libres, color oscuro y olor desagradable, 

por lo que es de muy baja calidad. Este sistema ha caldo en desuso (8). 
La extraccibn con vapor directo o indirecto ea uno de los métodos 

mi\s empleados para extraer AHT, pero los costos energéticos y de 
maquinaria son elevados, el rendimiento es bajo (51%) y el aceite obtenido 
requiere de complejas refinaciones posteriores (5). 

Las condiciones drásticas de temperatura y pH utilizadas en la 
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digesti6n alcalina, as! como en la digesti6n alcalina y enzimática, 

provocan pérdidas significativas de vitlllllina A y la descomposición y 

disoluci6n de vitaminas hidrosolubles también presentes en el hígado 

(9), además de que resulta necesaria la refinaci6n posterior. 

El método de extracci6n por solventes se emplea poco debido, por una 

parte, a que las impurezas en los solventes (per6xidos) hacen que loa 

aceites obtenidos tengan un color .As oscuro, viscosidad aás alta y 

olores anormales (8), y por otra parte, a loa altos costos del equipo y a 

la insatisfactoria recuperación del solvente. 

El método de coagulación se efectúa transportando los hígados por 

medio de una bomba, del tanque de almacenamiento a un coagulador en espiral 

que consiste en una bomba de circulaci6n y un cambiador de calor. El 

producto calentado y coagulado se presiona a través de v'lvulas a una 

criba (la temperatura del producto es de alrededor de 95ºC) para llegar a 

los tubos receptores y de ahl es alimentado a la centrifuga de donde se 
separa el aceite (46). Este método requiere de un equipo sofisticado. 

Es importante considerar que por el carActer termol,bil de la 

vitamina A, los procesos que involucren un cocimiento del hígado darán 

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 extracci6n enzimitica de aceite de 

distintos sustratos, habiéndose obtenido resultados positivos para coco 

(10) y aguacate (11). Estoa trabajos se han realizado para proponer 

métodos alternativos ventajosos de extracci6n de aceite. CO!!!o 

antecedente a este trabajo se encuentra reportado un método enziaático 

con tratamiento térmico posterior para obtenci6n de aceites animales en 

una patente (12) que no explica las condiciones 6ptimas de extracci6n de 

aceite. 
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II GENERALIDADES 

II.l La Industrie del Tibur6n 

El tibur6n •e caracteriza por ser integramente aprovechable. Tienen 

Yalor comercial la carne, las aletas, la piel, el higedo, los dientes y 

los despojos (2;42-45). 

Del tibur6n que se capture en les costas mexicanas se aprovechan las 

aletas, la piel (13) y espor6dicemente el higado. (Ver cuadro I) 

Los datos de explotaci6n tiburonere en México se muestran en los 

cuadros 11, III, y IV (13). 

Según los datos de la Secretaria de Pesca de 1984 (13), México ocupa 

el décimos6ptimo lugar en la captura mundial de pesca y el séptimo lugar 

en la captura mundial de tibur6n y cez6n. (Ver cuadros V y VI) 

II.2 El Hígado de Tibur6n 

El h{gado de tibur6n represente del 3 al 20% en peso del tiburón, y 

tanto au t..afto como au peso varian según las especies y en particular, 

según la estaci6n del efto. Colla re¡la general, a aayor tamaño del 

tiburón, .. yor ser6 el peso relativo del hígado (2). 

En la .. yoria de las capturas tiburoneras de nuestro pais, el hígado 
es arrojado al mar (7). 

El h{gado de tiburón contiene entre un 30 y un 80% de aceite 

vita.inado (8). El higedo mis rico en aceite es el del tiburón tigre. 

La proporción de humedad y aceite contenidos en el higado de tibur6n 

es auy variable, pero la suma de ambos componentes suele estar entre el 68 
y el 87% (44), 

El hígado de tiburón contiene, además de las vitaminas liposolubles A 

y D que se consideran más adelante, nlgunas vitaminas hidrosolubles del 

complejo D como son la D&, B12 , riboflavina y tiamino (29). 
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CUADRO I 

VOLUMEN Y VALOR DE LAS EXPORTACIONES DE LOS PRODUCTOS PESQUEROS, SEGUN 

PRESENTACIONES Y ESPECIES 1984 

Producto Volumen Valor 
(toneladas) (miles de d6lares) 

Aleta de tibur6n 175 3 058. 
Piel de tibur6n (en bruto) 8 7 
Piel de tibur6n (preparada) 12 116 

Total de productos de 
tibur6n exportados 195 3 181 

Total de productos pesquero a 
exportados 73 566 453 316 

Anuario Estadistico 1984 SEPESCA 

Nota: los productos de tiburón representan s6lo el 0.26% en volumen y 

el 0.7% en valor del total de productos pesqueros exportados en 1984. 
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CUADRO II 
VOLUMEJI DE LA CAPl'URA EN PESO VIVO, EH TONELADAS• 1983 J 1984 

ESPECIE 1983 1984 

Tibar6n 19 218 20 488 

Caz6a 10 703 12 485 

Total. de todaa lea aspeciea· 1 075 547 1 134 592 

Anuario Eatadiatico 1984 SEPESCA 

Nota: El tibur6n J ei caz6n juntos representan casi el 31 del Yolwaen de 
la captura en peso vivo. 
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CUADRO III 

VOLUMEN Y VALOR DE LA CAPTURA EH PESO COMERCIALIZADO. POR PRINCIPALES 
ESPF.CIES. 1983 Y 1984 

(Toneladas y miles de pesos) 

F.sPECIE 

Volumen 

Tibur6n 17 532 
Caz6n 10 297 

Total de captura 598 580 

1983 

Valor 

1 317 904 
l 256 323 

105 572 303 

Anuario Estadístico 1984 SEPESCA 

Vol1188n 

8 749 
11 884 

715 465 

1984 

Valor 

2 653 238 
2 014 772 

152 936 498 

Nota: De los productos pesqueros que se ca.ercializan 0 el tibur6n J el 
caz6n representan el 2.44 y 3.05% en Yalor y un 4.6 J 4.31 en volamen en 
1983 J 1984 respectivamente. 
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CUADRO IV 

VOLUHENES CAPTURADOS Y PROCESADOS.EM.PF.SO COHl!RCIALIZADO, POR PRINCIPALES 
!SPF.CU:S, 1983 J 1984 

ESPECIES 

Tibur6n J 

caa6n 

Total 

Capturad•• 

28 061 

926 626 

(Toneladas) 

1983 
Proceaadas 

5 809 

549 009 

Anuario Estadistica 1984 SEPESCA 

1984 
Capturadas Proceaadas 

30 633 9 303 

992 694 558 322 

Nota: Como se desprende de este cuadro, la mayor parte del tibur6n J 

caz6n capturado no ea procesado. 
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CUADRO V 
CAP'l1JRA MUNDIAL DE PESCA POR PRINCIPALES PAISES Y LUGAR QUE OCUPARON. 

1983 

(Hiles de toneladas) 

PAIS 1983 

lo. Jap6n 11 250 
2o. U.R.S.S. 9 756 
3o. China 5 213 
4o. E.U.A. 4 142 
So. Chile 3 978 
60. Noruega 2 822 
7o. India 2 520 
So. Rep6blica de Corea 2 400 

9o. Tailandia 2 250 
lOo. Indoneaia 2 112 

llo. Dinamarca l 862 

120. Filipinas 1 836 
130. Rep6blica De•ocrAtica de C<>rea l 600 
140. Per6 l. 486 
150. CanadA l 337 
16o. España 1 250 
170. HEXICO 1 075 
18o. Brasil 844 

MUNDIAL 76 471 

Anuario Estadístico 1984 SEPESCA 
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CUADRO VI 
CAP'nJRA MUNDIAL DE TIBURON Y CAZON, POR PRINCIPALES PAISES Y LUGAR QUE 

OCUPARON, 1983 

(Toneladas ~trices) 

PAIS 1983 

lo. Pakiat6n 68 300 

2o. India 56 710 

Jo. Indoneaia 50 240 

4o. Jap6n 49 194 

So. Francia 38 774 

6o. Nigeria 35 578 

7o. HEXICO 30 321 

So. Sri Lanka 20 590 

9o. Per6 12 560 

lOo. u.s.A. 12 395 

Uo. Filipinas 12 194 

120. Tailandia 10 049 

130. Araentina 9 517 

140. Brasil 5 520 

MUNDIAL 656 752 

Anuario Estadístico 1984 SEPESCA 

Nota: México ocupa el séptimo lugar a nivel mu~dial en la captura de 
tibur6n y caz6n por lo que el incremento en su aprovechamiento es útil. 
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II.3 El Aceite de Hígado de Tibur6n 

El aceite de hígado de tibur6n (AHT) contiene gran cantidad de 

ácidos grasos asociados con fosfol{pidos 0 ~teres de glicerina 

(alcoxidiglicéridos). esteroles, vitaminas, pigmentos e hidrocarburos. 

La proporci6n de ácidos grasos en el AHT reportada por Ito (1963) ** 

y por Banjo (1979) *** es la siguiente: 

14:0 16:0 16:1 18:0/1a:1 18:2 18:3 18:4120:1~20:4 
·;---,--

20:5 22:1 22:5¡22:6'• 

' i 9.2: 3.3 13.3 10.8 2.9[25.2 2.3 0.4 1.4¡ 
i i 1 ¡ ; 

29.11 
1 1 

0.3¡ - 1 

: 
6.4 6.2 4.4j11.ol - 3.o¡ 

¡ i 1 1 
i 

•número de carbonos en el ácido, graso 

** y *** porcentaje 

3.4¡ 7.3!** 3.1 9.2 6.6 
1 

• 1 1 

5.3: 6.9¡ - 1 3.7il7.21*** 
! 1 

1 1 - 1 

nÚJllero de dobles ligaduras 

Morice & Shorland (1956) aislaron ácidos dé cadenas ramificadas con 

nÚJllero impar de carbonos en .urr. entre ellos· el ácido 

13-11etiltetradecanoico0 ácido (+) 12-metiltetradecanoico. y el ácido (+) 

14-metilhexadecanoico, y encontraron que estos tres ácidos juntos formaban 

d'el O. l-0.2% de los ácidos grasos del AHT. 

Trabajos previos por Horice & Shorland (1952) demostraron la presencia 

de otros ácidos de cadena ramificada en AHT que se ase11ejaban al ácido 

2,3-dimetiloctadecanoico y ácido 2 0 3 0 4-trimetilhexadecanoico. 

Según Broc:kerhoff y Hoyle (1963) los ácidos polienoicos se 

distribuyen preferentemente en la posici6n a. 
Una característica general del AHT ea un alto contenido de ácido 

monoenoico (14 0 15 0 16). 

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

la cantidad recomendada para un niño o para periodos de embarazo y 

lactancia es de 400 U.I./d!a (37) 0 el AHT no es una buena fuente de 
vitamina D. 
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II.4 La Vitaaina A 

El contenido de •itamina A en el higado de tibur6n oscila de 
1000-150,000 U.I.*/g (9) teniendo un promedio de 120 000 U.I./g (37) y 

•aria dependiendo de la edad, tamafto, especie, sexo, te•porada, lugar 
geogr6fico, medio 11111biente y alimentsci6n del tibur6n (2). 

* Una Unidad Internacional (U.I.) de •itamina A se define como la 

actividad de 0.344 µg de 6ster de vitamina A • 0.6 µg de B-caroteno 

• 0.3 µg de vitamina A. 
En este trabajo el AHT se considera principalmente como una fuente de 

•it .. ina A -retinol-, por ser la aplicaci6n far111ac6utica mis importante. 
La eliminaci6n parcial o total de la importaci6n de vitamina A se 

reflejarla en un beneficio econ6mico directo para el pais, ya que el 

precio de la •itamina A sintbtica es elevado. (Ver cuadro VII (6)) 
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CUADRO VII 

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

CANTIDAD VALOR PRECIO flfEDIO 
(Kg) (d6lares) (d6lares/Kg) 

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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II.4.1 Propiedades Físicas y Químicas de la Vitamina A 

Es un s6lido cristalino amarillo p6lido: su punto de fusión 
es 63-64•c: puede purificarse y cristalizarse en fonniato de etilo o en 

6ter de petr6leo a baja te•peratura. Es un alcohol poliénico 
isoprenoide que muestra un espectro de absorción muy característico. que 

consiste en una banda de absorción con un solo máximo a 325 nm. 
Como alcohol primario. la vitamina A forma f6cilmente ésteres y 

éteres. que pueden usarse para su caracterizaci6n: acetato. punto de 

fusi6n 57-SSºC y pal•itato 0 punto de fusi6n 27-28ºC. Los ésteres y los 

6terea son -'• establea que el alcohol libre. 
La vitemina A no se afecta por 6lcalis. pero por la naturaleza 

al1lica de su grupo hidroxilo se reordena muy f6cilmente y se deshidrata 
en presencia de 6cidoa 0 dando anhidrovitamina A. 

La vitamina A y sus derivados metabólicos importantes. retinaldehido 
y 6cido retinoico son solubles en solventes org6nicos. 

La insaturaci6n de la vitamina A la hace vulnerable a la oxidación 

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 pasteurización no la 
destruyen (38): es •uy estable en higado de res. cerdo y cordero, pues 
retiene el 90% de la vitamina A cuando se le somete instant,neamente a 

una teaperatura interna de 76°C (40): de la vitamina A contenida en una 
margarina en agua hirviendo. se destruye el 16% en 30 •inutos. el 40% en 

una hora. y el 70% en 2 horas (41). 
Las estructuras qu1eicas de la vitamina A y algunos de sus isómeros 

se •aestran en la figura l. 
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FIGURA l 

ESTRUC'l1JRAS QUIHICAS DE LA VITAMINA A (TRANS-RETINOL) Y ALGUNOS !SOMEROS 
IMPORTANTES 

Vitamina A1 (Trans-retinol) 

CHO 

Vitaaina A1 aldehido (trans-retinal) 

cis-retinal 
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II.4.2 Fisiologia y Bioquimica de la Vitamina A en el Organismo Humano 

La vitamina A tiene una funci6n biológica 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 éste contribuye a 1a formaci6n de pigmentos visuales y al 

crecimiento de casi todas sus células, en particular les epiteliales. 

La deficiencia de vitamina A provoca numerosos problemas entre los 

cueles podemos mencionar: xeroftalmie, susceptibilidad a infecciones a 

nivel de epitelios (18), asociaci6n con anemia (19), deficiencia en 

crecimiento (20), y descamación en células del tracto reproductor (21). 

Mate y colaboradores (22) reportan una deficiencia de vitamina A en más 

del 80% de la población en Yucstán. Se ha estudiado le deficiencia de 

vitamina A en poblaciones de Centroamérica (23) y posteriormente se han 

realizado programas de ca.plementaci6n vitaminica (24). En la India se 

estima que existen cerca de un millón de casos de ceguera que se 

atribuyen a deficiencia de vitamina A (25). 

Se ha reportado también que 1a vitamina A presenta cierta acción 

preventiva contra el cáncer ya que promueve la diferenciación celular y 

en el cáncer le formación de células malignas es fundamentalmente un 

proceso de pérdida de diferenciación celular (26-28). 

Algunos de los mecanismos de prevención o curación adjudicados a la 

vitamina A no han sido explicados. El ciclo visual en el que participa la 

vitamina A si está claramente dilucidado desde el punto de vista 

bioquímico, gracias al trabajo que realizó George Wald y por el que 

obtuvo el Premio Nobel en 1967. 

El ciclo visual se define como una conversi6n del trans-retinol 

por medio de la enzima retinal isomerasa a 11 cis retinal. Este compuesto 

interact6a con una proteina localizada en los conos del ojo, llamada 

opsina, para formar el pigmento visual rodopsina, que permite la 

adaptación visual en la oscuridad. Finalmente, en respuesta a la energía 

luminosa, el retinal se libera de la rodopsina como isómero trans para 

repetir el ciclo (ver esque:oa 1) (1 y 29), 
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ESQUEMA 1 

CICLO VISUAL 

Energía Luminosa 

l 

11-cis-retinal trans-retinal 

retinal reductasa 

retinol isomerasa 
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ll.S Procesos de Extracci6n Enzimática de Aceite 

Loa procesos de extracci6n enzimática de aceite se basan en el 

ro•pimiento de loa organelos que contienen el aceite utilizando enzimas 

según la composici6n de dichos organelos, que dé lugar a la liberaci6n 

del aceite posteriormente separado por centrifugaci6n. 

ll.S.l Generalidades sobre Enzimas 

Es sabido que las enzimas son proteínas especializadas en catalizar 

rea~cionea biol6gicas. Las eru:imas tienen una configuraci6n espacial 

específica y el sitio de la actividad catalítica dentro de la molécula 

se llama sitio activo. Las enzimas se clasifican con base en la reacci6n 

que catalizan en 6 grandes grupos: 

l. Oxido-reductasas, 

2. transferaaas, 

3. hidrolasas, 

4. liases, 

s. iaomerasas, y 

6. ligases. 

Algunas enzi1111s requieren para su actividad de algún o algunos 

componentes no proteicos llamados cofactores. 

En las reacciones catalizadas por enzimas, al aumentar la 

concentraci6n de sustrato, aumenta la velocidad de reacci6n hasta un 

punto en el que la enzilll8 se satura y entonces la velocidad de reacci6n 

es independiente de la concentraci6n de sustrato. Cada enzima tiene una 

concentraci6n de sustrato característica (Km, constante de 

Hichaelis-Henten), a la cual la velocidad de reacci6n es la mitad de la 

velocidad máxima, 

Las enzimas tienen un rango y un punto 6ptimo de temperatura y pH, en 

los cuales se mantienen estables y activas. 
Las enzimas que se utilizarán en este trabajo son amilasas y 

proteasas; ambas pertenecen al grupo de las hidrolasas. 
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Las amilesas a(l,4) son carbohidrasas. Su actividad consiste en 

hidroli~ar enlaces glucosidicos fragmentando los polimeros de azúcar en 

unidades mAs pequeñas. Estas se consideren en el trabajo por el 

gluc6geno que pueda encontrarse en el higado, 

Las proteasas hidrolizan el enlace peptidico de las cadenas de 

aminoAcidos de las proteinas. Las proteases pueden ser exopeptidesas, 

que hidrolizen el enlace peptidico empezando por un extremo de la cadena 

peptidice, y endopeptidasas que hidrolizan el enlace peptidico en el 

interior de la cadena peptidica (1 y 31). 

Las proteases se consideran porque le composici6n del higado de 

tibur6n es, en parte importante, proteína. 

Las amilasas y las proteasas tienen colllO funci6n, en este trabajo, 

romper los organelos que contienen al aceite, para liberarlo. 

II.5.2 Antecedentes en Extracci6n Enzimática de Aceite 

El proceso enzimático de obtenci6n de aceite de coco report6 

rendimientos del 80% a partir del contenido de grasa en el coco fresco y 

ahorros energ6ticos importantes por lo que presenta una alternativa a la 

industr.ia extractora de aceite de coco (10). 

La extracción enzimática de aceite de aguacate registr6 

rendimientos del 73% a partir del contenido total de aceite en la pulpa, 

con un proceso más ra~ido y con menores requerimientos de equipo que. los 

métodos tradicionales (11). 

Kell (12) petent6 un proceso de extracci6n enzia6tica de aceites 

animales que involucra un acondicion~iento enzimático y un tratamiento 

térmico posterior, pero no especifica las condiciones 6ptimas, y no 
menciona rendimientos. Además, para AHT, el tratamiento t6rmico sugerido 

destruiría gran parte de la vitamina A que conviene conservar. 
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III MATERIALES Y METODOS 

III. l MATERIALFS 

L;>s materiales utilizados en la experimentaci6n fueron los siguientes: 

Aparato de extracci6n Goldfish. "Labconco" 

Aparato de destilaci6n Macro1Cje1dahl, "Labconco" 

- Estufa de ved.o, "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 O - 20 000 rpm. 

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

Balanza analítica. "Sartorius" (O - 160 g) 

Balanza granataria. "OHAUS" 1500 D 

- Colorimetro. "Spectronic 20 Bausch & Lomb" 

- Perillas de calentamiento. "UNAMEX" 125 V 60 C Modelo MC 3-2178 

Rotavapor. "Buchii" 

- Potenci6metro, "Beckman" Modelo 3500 

- Picadora. "Houlinex" 

- 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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III.2 METODOS. 

Para la caracterizaci6n de la materia prima se usaron los siguientes 

mfttodos: 

III.2.1 Deterininaci6n de Grasas 

Determinaci6n de extracto et6reo (grasa cruda) por extracci6n 
continua por percolaci6n en el aparato de extracci6n Goldfish (32) que 

se fundamenta en la extracci6n de 11pidos con 6ter etilico. 

Consiste en lo siguiente: 

a) Se pone a peso constante un vaso del aparato de extracci6n Goldfish 

con 2 6 3 perlas de vidrio; 

b) En un cartucho del aparato de extracci6n Goldfish. se coloca una 

cantidad conocida de la muestra h6meda J se introduce el cartucho en el 

vaso de extracci6n; 

c) El vaso ssi preparado se mete a secar en la estufa al vacio a 70ºC 

hasta peso constante; 

d) . Se coloca en el aparato de extracci6n el cartucho con la muestra y 

aproxi11&d88ente 60-80 al de 6ter et11ico en el vaso; 

e) Se realiza la extracci6n durante 4-6 horas hasta que por medio de 
una prueba con papel filtro se conozca el final de la extracci6n: 

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 6ter hasta que el 

contenido del vaso est6 casi seco; 

g) Se termina de llevar a sequedad en una estufa con vacio a 60-70ºC 

hasta que el peso del vaso con la grasa no varie más de 5 mg¡ y 

h) Se calcula la concentraci6n de lipidos extraidos por 100 g de 

material. 

La determinaci6n se efectu6 por duplicado y se reporta el promedio. 
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lll.2.2 Determinación de proteines 

Este determinación se realizó por HacroKjeldahl (32). El fundamento 

del método es que las prote!nas y demlls materia orgánica son oxidadas 

por el ácido sulf6rico; el nitrógeno que se encuentre en forma orgánica 

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 ácido valorado. Por titulación del ácido no neutralizado se 

calcula la cantidad de amoniaco desprendido y por tanto, la cantidad de 

nitrógeno de la muestre. En este caso se recibe el amoniaco en ácido 

bórico, y se titula con HCl; lo que se titula.es el borato de amonio. 

La t~cnica tiene los siguientes pasos: 

a) Se pesan en balanza analitica 0.5 g de muestra en papel delgado 

blanco y con todo y papel se introduce en un matraz de ~jeldahl de 800 ml; 

b) se agregan 0,3 g de sulfato de cobre pentehidretado, 5 g de sulfato 

de potasio y 15 ml de ácido sulf6ric~ concentrado y se añaden pedazos de 

plato poroso para regular la ebullición en la destilación; 

c) se coloca el matraz en posición inclinada mediante soporte y 

pinzas, se calienta bajo la campana hasta la total destrucción de la 

11111teria orgánica; la soluci6n debe quedar completamente clara, se enfría 

y diluye con 350 ml de agua destilada y se enfria sobre hielo; 

d) se añaden 40 al de una solución concentrada de sosa, que también 

ha sido enfriada sobre hielo, haciéndola resbalar lentamente por la pared 

del matraz de manera que se eatratif iquen las dos soluciones; 

e) Se adicionan 0.2 g de polvo de zinc y se conecta inmediatamente el 

matraz a la alargadera de ~jeldahl unida al refrigerante, que a su vez 

está conectado a una alargadera la cual va introducida en SO ml de HCl 

O.lN, contenidos en un matraz Erlenmeyer de 500 ml y adicionados de 5 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 me\zclar las 2 capas e 

inmediatamente se coloca en le perilla ya caliente del aparato, se regula 

la ebullición al inicio de ésta agitando de vez en vez; 

R) Se destilan aproximadamente 250 ml, se suspende la destilación, 

retirando primero el matraz con el destilado de manera que la alargadera 

quede por encima y antes de apagar la perilla 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 llllltraz: 

h) Se titula el exceso de Acido con soluci6n valorada de NaOH O.lN 

hasta vire amarillo dal indicador: y 

i) Se corrige mediante una determinaci6n en blanco de los reactivos 

usados empleando la misma cantidad de papel. 

El ~todo se sigui6 en todo excepto en que se recibi6 el destilado 

en hcido bórico y se tituló con HCl O.lN. 
C&lculos. 

% nitrógeno (ml problema - ml blanco) X (N HCl) X·0.014 X 100 

g muestra 

% proteina cruda • % nitr6geno X 6.25 

Esta determinación se realiz6 por duplicado y se reporta el promedio. 

III.2.3 Determinación de Humedad 

Secado en Estufa al Vacio (32). Este procedimiento evalúa cualquier 

p¡rdida. no 6nicamente de humedad. sino de la materia volAtil a las 

condiciones dadas. 

Se pesan de 2 a 3 g de muestra preparada en un pesaf iltro de aluminio 

con tapa que ha sido previamente secado 2 horas a 65°C en la estufa de 

vacio. Se seca la muestra una hora en la estufa de vacio a 65ºC. 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. 

C&lculoa. 

% humedad • (A - B) X 100 

M 

donde: 

M • peso de la muestra 

A a peso del pesafiltro mAs la muestra 

B • peso del pesafiltro mAs ia muestra seca 
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Destilaci6n Azeotr6pica con Tolueno (33). Se basa en los distintos 

puntos de ebullici6n del agua y el tolueno y en su inmiscibilidad. 

Se pesa en un matraz de 250 ml o se transfiere al matraz una cantidad 

de muestra que contenga de 2 a 5 ml de agua. Se cubre el material con 

aproximadamente 75 ml de tolueno. Se une el matraz con un condensador 

Liebig en posici6n de reflujo por medio de un receptor Bidvell Stirling. 

Se llena el tubo receptor con tolueno derramando el liquido por el 

condensador. Se destila lent8111ente a una velocidad aproximada de 2 gotas 

por segundo y despu~s más rápido cuando prácticamente toda el agua 

est~ en el tubo. Antes de terminar la destilaci6n se lava el condensador 

con tolueno. Se continúa destilando y si no se recolecta más agua, 

quiere decir que la destilaci6n ha terminado. 

Se lee el volumen de agua en el tubo de destilaci6n y se calcula el % 
de humedad considerando que el volumen de agua es equivalente a su peso en 

gramos, dividi~ndolo entre el peso de la muestra y multiplicando por 100. 

Ambas determinaciones se hicieron por duplicado y se reporta el 

promedio. 

III.2.4 Determinaci6n de pH 

Se determin6 el pH a la muestra al principio y al final del tiempo de 

experimentaci6n para evaluar el avance de deterioro de la muestra en dicho 

tiempo. 

Para la medici6n de pH se tomó una muestra de 10 g de hígado, 

previamente descongelada, lavada y picada y Be le agregaron 30 m1 de agua 

destilada y desionizada, se agit6 y se midi6 el pH en un potenci6metro. 

III.2.5 Determinaci6n de Vitamina A. ~todo de Carr-Price (29, 32) 

Se fundamenta en la medici6n espectrofotom~trica del color azul 

producido al reaccionar la vitamina A con el tricloruro de antimonio. La 

ebsorben::in ~ 52'.J r,rri es funclóa de la concentraC.i6n. 

Los pasos que se siguieron para la determinaci6n son: 



a) Se pesan 0.1 g de muestra en un matraz de 

b) se agregan 30 ml de etanol y 10 ml de KOH 

e) se refluja durante 30 minutos; 

d) se deja enfriar a temperatura ambiente; 

e) se hacen 4 6 5 extracciones de 30 ml cada 

embudo de separaci6n; 
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250 ml; 

concentrada (1:1); 

una de éter et!lico en 

f) se unen los extractos etéreos y se lavan con agua destilada hasta 

reacci6n negativoa de los lavados con fenolftale!na; 

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

h) se evapora el extracto etéreo en rotavapor al vac!o; 

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 soluci6n 

problema (diluido 1:10). En el tubo B se agregaron 0.5 ml de soluci6n estándar 

{estándar interno), 0.2 ml de la soluci6n problema, y 0.3 ml de cloroformo 

.J) se agregan 5 ml de reactivo de Carr-Price (tricloruro de antimonio 

en cloroformo al 20%) con jeringa de vidrio; y 

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

Clllculos. 

Se prepar6 una curva estándar considerando de O a 50 U.I./ml. Se 

construye la gráfica de absorbencia contra concentraci6n. El.contenido 

de vitamina A en la muestra se calcul6 de la siguiente manera: 

U.I./g a X R 
(b - a) W 

donde: 

a • U.I. de vitamina A por ml de solución problema de acuerdo a la 
curva estándar. 

b"•.U.I. de vitamina A por ml de la solución estándar interno y 

soluci6n problema calculadas de acuerdo a la curva estándar. 

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

w a gramos de muestra. 

La vitamina A usada para la curva patrón y estándar interno fue 

Palmitato oleoso de vitamina A (1 000 000 U.I./g), de Hoffman La Roche 

(México). 
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III.3 DESARROLLO EXPERIME:'lTAL 

III.3.1 Características de la ~ateriH Prima 

El hígado que sirvi6 de materia prima para este trabajo provenía de un 

caz6n macho capturado en Puerto Madero, Tamaulipas. El hígado se congeló 

y as! se envi6 a la ciudad de México. En el laboratorio donde se llev6 a 

cabo la parte experimental de este trabajo permaneci6 congelado el tiempo 

requerido para la experimentaci6n. La congelaci6n fue el único medio 

utilizado para la preservaci6n del hígado de tibur6n; no se hizo uso de 

sustancias antioxidantes. 

III.3.2 Extracci6n de Aceite 

El procedimiento general para la extracci6n de aceite de hígado de 

tibur6n es el siguiente: 

una); 

+ Descongelar el hígado; 

+ lavarlo; 

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

+ homogeneizarlo (con una palita durante 5 segundos); 

+pesar 10.00 gen un matraz Erlenmeyer de 250 ml; 

+ diluir; 

+ incubar a temperatura constante y agitar a 120 oscilaciones por 

minuto; 

+ adicionar la enzima (sólo en los casos de extracciones enzimáticas); 

+ centrifugar; y 

+ medir el aceite obtenido (en tubos de centrífuga graduados}. 

Las condiciones que se variaron para establecer el método adecuado de 

extracci6n enzimática son: 



1) Elecei6n de enzima¡ 

2) combinaci6n de enzimas; 

3) dilw:::i6n; 

4) temperatura de reacci6n; 

5) concentraci6n de enzima; y 

6) tiena;><> de reacci6n. 

Cada reac.ci6n se rea1iz6 por triplicado, se reportan promedios y 

desviaci6n estAndar. 

Se hizo una prueba por quintuplicado para obtener el error estindar. 

La metodología que se sigui6 para optimizar las condiciones del 

proceso se describe a continuaci6n. 

La selecei6n de enzi111Ss se realiz6 con base en la caracterizaci6n de 

la materia prima, esto es, considerando los componentes más abundantes en 

base seca del higado de tibur6n, despu~s del aceite, naturalmente. Una 

Yez determina.do el tipo de enzima que habia de liberar el aceite, se 

probaron las enzimas amilasss y proteasas. Se hicieron pruebas combinando 

enzimas. 

Tanto en los experi.entos destinados a elegir la enzi.Jlla más adecuada, 

como en los subsiguientes, se fijaron las condiciones con base únicamente 

en el criterio de favorecer la actividad enzimática. 

Todas las extracciones enzimáticas se compararon contra un control. 

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

adicion6 enzi.ea. 

buscó que el tiempo de reacci6n y las condiciones de 

centrifugaci6c no representaran un factor limitante, sino que se 

11antuvieron excedidas durante la elección de las demás condiciones. 

La primera condici6n que se optimizó fue la dilución. Lo que se 

busc6 fue evitar que el agua, necesaria para la actividad enzimática, se 

convirtiera en nn factor limitante. 

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

parte de h!gado. 

A continuación se eligi6 la temperatura 6ptima de reacci6n. Uno de 

los factores más i~portantcs ~n una Lt~cclón enzimática es la 

temperatura de reacci6n, Es necesario considerar la temperatura óptima 

de reacción, 1a temperatura 6ptima de estabilidad de los productos de 
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reacci6n, la temperatura a la que se someterá el aceite extraído. tanto 

por la posible destrucci6n parcial o total de vitamina A que es 

termolábil, como por las características de calidad que puedan verse 

afectadas. 

Se probaron 6 temperaturas distintas, con una separaci6n de 10 grados 

entre una temperatura y otra, de 20 a 70°C, considerando como par!metros 

la temperatura 6ptima de la enzima previamente seleccionada as! como su 

temperatura de desnaturalizaci6n. 

El siguiente aspecto que se consider6 fue la concentraci6n de enzima. 

Por razones de ahorro econ6mico evidentes la concentraci6n de enzima que 

se busca es la mínima necesaria para obtener m!x:iJllos rendi.adentos. 

Para la mayor parte de las reacciones enzim!ticas 0 la velocidad de 

reacci6n es proporcional a la concentraci6n de enzima, al menos durante 

las primeras etapas de la rescci6n, después de éstas, su velocidad decae 

por la pérdida de sustrato o por inhibici6n de la rescci6n causada por 

los productos de reacc16n (31). 

Se probaron ~as siguientes concentraciones en peso de la enzima HT 

proteolítica: 0.1. 0.5. 1 0 2 y 3%, El tiempo de reaccibn es un factor 

que debe minimizarse por el costo energético que representa. Depende en 

gran medida de la velocidad de rescci6n. 

Se hicieron reacciones a distintos tiempos en un intervalo de O a 120 

minutos. 

Aún cuando la separaci6n del aceite no es parte de la reacci6n en 

sí misma. si es una parte del proceso que debe definirse. Se probaron 

distintas velocidades y distintos tiempos de centrifugaci6n para lograr la 

mejor separsci6n posible del aceite. 

Conforme se avanzaba en la optimizsci6n del proceso, dejaban de 

utilizarse las condiciones establecidas inicialmente. para sustituirlas 

por_aquéllss que se iban definiendo comé> las 6ptimas. 
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III.3.3 Determinaci6n de Vitamina A a Distintas Muestras de Aceite 

Extraldo 

La deterninaci6n de vitamina A se realiz6 a las siguientes muestras: 

+Extracto en fr!o de aceite de hlgado de tibur6n. Se preparó de la 

siguiente manera: se pic6 el hlgado. se le agreg6 ~ter. se separó la 

fase acuosa. se evapor6 en rotavapor en fr!o. y se siguió el mismo 

procedimiento de pesar 1 preparar la muestra de aceite para la 

determinaci6n de vitam.ina A. 

+Extracción a 40ºC control. 

+Extracción a 40ºC vla enzimática. 

+Extracción a so•c control. 

+Extracción a so•c vla enzimAtica. 

+Extracción a 60°C control. 

+Extracción a 60°C vla enzimática. 

La determinaci6o de vitamina A en el extracto frlo de AHT se realiz6 

para tener un parAmetro de referencia del contenido de vit8Jllina A en el 

aceite de hlgado extraído sin ningún tratamiento térmico fuera de los 

propios de la determinaci6n en si misma (reflujo). y as! poder comparar 
1 conocer la pérdida de vitamina A debida al proceso de extracci6n que se 

propone. 

La determinación a 3 temperaturas distintas se 

de observar el comportamiento de la vitamina 

tratamientos a temperaturas distintas. 

efectu6 con el objeto 

A después de sufrir 



IV RESULTADOS 

IV.l Caracterizaci6it Quimica del !ligado de.Tibur6n. 

GRASA 

promedio 61.66% 

desvia;i6n std 0~08%_. 
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Considerando que le densidad ~0.9l9 g/ml ·(34); .~e éada 100 g 

de hígado, 61.66 g es adeite, ;/'~sí:~ e~ui~~l~ a. 6i~o9' mi~; 

PROTEINA 

promedio 7.72% 

desvieci6n std 0.15% 

HUMEDAD 

Por secado en estufe a1 vacio 

Por destilaci6n azeotr6pica 

promedio 

desviaci6n std 

promedio 

desvieci6n std 

26.83% 

0.24% 

27.89% 

0.19% 

Se decidi6 considerar el valor de la humedad obtenido por el m~todo 

de destilaci6n azeotr6pica con tolueno por tener menor probabilidad de 
errores que interfirieran con el resultado real, por la caracteristica de 

la materia prima de contar con un alto porcentaje de aceite. 
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CUADRO 1 

Base Húmeda Base Seca 

x desv. std i desv. std 

% % % % 

Grasa 61.66 o.os 85.51 0.11 

Prote1na 7.72 0.15 10.71 0~21 

Cenizas, carbohidratos, fibra cruda 2.73 0.14 3.78 0~19 

Humedad 27.89 0.19 -- ·--

La ceracterizaci6n de 1a materia prima indice que el porcentaje_ de 

aceite es elevado, 1o cual justifica la extracci6n del mismo. 

pH inicial 

pH final 

6.66 

6.71 

De lo anterior deducimos que e1 deterioro del higado de tiburón fue 

casi illperceptible. 

IV.2 Selecci6n de enzimas para el proceso de extracción 

Una vez caracteri.zada 1a materia prima, se procedi6 a seleccionar 1a9 

enzillas para la eztracci6n. 

Considerando la composici6n de la materia prima en base seca de 85.51% 

de grasa, 10.71% de prote1na, y 3.78% de cenizas, carbohidretos y fibra 

cruda, se decidi6 probar enzimas proteol1ticas, por ser les prote1na.s el 

componente en mayor proporción que contiene al aceite. 

1 ¡ 

Cabe comentar los problemas de toma de muestra, ya que por estar toda 

la pieza de lrl.gado congelada, era dificil tomar una muestra 

representativa y honbgenea. No se consider6 conveniente descongelar el 

h!gedo para tomar la muestra y despu~s volver a congelar porque se 

introducirla otro factor externo de rompimiento de c~lulas que podr1a 

liberar cierta cantidad de aceite no adjudicada al proceso enzimático a 

desarrollar. Por ta1 motivo se lleg6 al siguiente procedimiento: hacer un 
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corte transversal en el hígado hasta tener una rebanada, descongelarla y 

efectuar el proceso descrito anteriormente; ceda reacci6n se reeliz6 por 

triplicado para minimizar el error debido a la heterogeneidad de le 

muestra. 

Debido a que los rendimientos de extracci6n de aceite figuran como une 

parte esencial de este trabajo, se determin6 el error estándar o error 

propio de la metodología en la medici6n de rendimientos de extracci6n. 

El error estándar, obtenido luego de realizar una misma extracci6n por 

quintuplicado, fue de 0.2 ml que equivale al 3% en volumen en las lecturas. 

Se probaron dos proteasas distintas: 

Papaína Enmex pH 6ptimo • 5; temperatura 6ptima • 40°C; 

HT Proteolítica Enmex pH 6ptimo 6.5; temperatura 6ptima 50ºC; 

actividad enzimática 2 200 N.U.*/g (35) 

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

40% de un litro de sustrato de caseína en 60 minutos. 

Se hizo una combineci6n con una amilasa (Tenase Enmex 340 000 H.W./g) 

por el efecto amilolítico que pudiera ejercer sobre el gluc6geno residual 

del hígado. 

Las condiciones se fijaron de la siguiente manera: 

temperatura de reacción 

tiempo de reacción 

centrifugación 

concentración de enzima 

dilución 

pH 

SOºC 

2 horas 

15 minutos a 10 000 rpm 

2% 
una parte de hígado por una parte de agua 

sin modificaci6n 

Los resultados se muestran en la gráfica l. 



DATOS 

REACCION 

control 

papa!na 

HT proteoteolltica 

HT proteoteolltica 

+ amilasa 

RENDIMIENTO 
(%) 

56.98 
71.90 

88.73 

88.73 
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CUADRO 2 

.DESVIACION ESTANDAR 
(%) 



Rendimiento 

de 100 
extracci6n 

de 

aceite (%) 

GRAFICA 1 
SELECCION DE ENZIMAS 

+ amilasa 

36 

Enzima 
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Como puede observarse en la tabla, la enzima HT proteolítica presenta 

mejores rendimientos de extracci6n que la papaína. Esto se explica 

considerando el pH de la mezcla de reacci6n (6.66), que es muy cercano al 

pH 6ptimo de la HT proteolítica (6.5). 

Se analiz6 la posibilidad de acidificar la mezcla de reacci6n para 

acercarse al pH 6ptimo de la papalna, pero se constat6 lo conveniente 

que resulta desde el punto de vista econ6mico y práctico, utilizar la HT 

proteolltica, ya que su precio es considerablemente menor al precio de la 

papaína (36). 

En la tabla puede observarse asimismo que la adici6n de la amilasa no 

mejora el rendimiento de extracci6n por lo que no se us6 en experimentos 

subsecuentes. 

La enzima elegida es, por tanto, la HT proteolitica. 
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IV.3 Selecci6n de las Condiciones Optimas de Reacci6n 

IV.3.1 Efecto de Diluci6n 

Para realizar los experimentos se mantuvieron las misma's·. condiciones 

fijadas en el inciso anterior {selecci6n de enzimas) Y. que se repiten a 

continuaci6n: 

temperatura de reacci6n 

tiempo de reacci6n 

centrifugación 

concentración de enzima (HT proteolítica) 

50°C 

2 horas 

15 minutos a 10 000 rpm 

2% 

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

parte de higado. 

DATOS 

Promedio de 3 experimentos {cada uno con diferente m~todo de medir el 
aceite), rendimiento expresado en %. 

CUADRO 3 

Diluci6n Rendimiento Desviaci6n estándar 
(%) (%) 

control 1/1 56.33 7.9 
1/0 62.44 6.8 
1/0.S 71.08 11.9 
1/1 64.98 9.7 
1/2 62.89 15.9 
1/3 62.44 17.0 

A continuaci6n se muestra la gráfica 2. 
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aceite (%) 
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GRAFICA 2 
EFEC'IU DE DILUCION 

2 

(par_tes de agua 
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-~ .. --> 
3 

Nivel de diluci6n 
por cada parte' de hígado) 
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Se efectu6 paralelamente una reacción control (sin enzima) con una 

diluci6n í/l (una parte de hígado por una parte de agua) que presentó un 

rendimiento de extracci6n del 56.33%. 

menos al rendimiento presentado por la 

diluci6n. 

es decir, aproximadamente un 9% 

reacción enzimática de igual 

De la gráfica puede observarse claramente que el mejor rendimiento de 

extracción se obtuvo utilizando una dilución de 0.5 partes de agua por 

cada parte de hígado, por lo que esta dilución será la óptima y la que 

se utilizará en los siguientes experimentos. 

Se ha sugerido que a muy bajos niveles de agua libre, la rigidez del 

medio obstaculiza la difusión de enzima o sustrato, En este caso la 

hidrólisis se limita a aquellas porciones de sustrato que están en 

contacto in.mediato con la enzima (31). 



IV.3.2 Temperatura de Reacci6n 

Se probaron temperaturas de 20. 30 0 40,. SO •. 60• y 70 ºC. 

Las condiciones fijadas fueron: 

tiempo de reacci6n 

centrifugaci6n 

diluci6n 

concentraci6n de enzima 

DATOS 

con enzima 

2 horas 

una 1hora a 3200 rpm 

1/0.5 

2% 

CUADRO 4 

control 

41 

l 
rendimiento desv •. std. rendimiento desv. std. 1 

temperatura 
. . 

1 .. _¡ 

(ºC) % '% % % 

20 79.43 1~79 80.92 2.23 
30 84.95 1~49 85.84 2.23 
40 88.38 0.89 80.48 1.49 
50 88.38 1.79 79.88 0.89 
60 97.76 0.89 90.91 1.49 
70 93.89 2.49 93.29 0.89 

Ver gráfica 3. 
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Aparentemente la temperatura a elegir es 60°C por ser la temperatura a 

le que se registra un mayor rendimiento; pero el aceite extraído presenta 

a partir de dicha temperatura un oscurecimiento probablemente debido a que 

se extraen en mayor grado los componentes liposolubles (pigmentos 

carotenoides) de color oscuro (3), a los productos de la prote6lisis o tal 

vez incluso a la reacci6n de Maillard entre las proteínas y los 

carbohidratos (gluc6geno). 

Por dicha raz6n se establece como temperatura 6ptima para el proceso 

40°C, ya que es la menor temperatura de máximo rendimiento (89%) que no 

presenta oscurecimiento. 

En la gráfica puede notarse una ca!da en el rendimiento de 

extracci6n e los 70°C explicada por le desnaturalizaci6n de la enzima HT 

proteolitica. 

El comportamiento de la curva que representa el experimento control 

puede deberse a enzimas end6genas presentes en el hígado. 
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IV.3.3 Concentraci6n de Enzima 

Se probaron las siguientes concentraciones en peso de la enzima HT 
i•roleolitica: 0.1, 0.5, 1, 2 y 3% r 2% combinada con 1%.·de amilasa, Esta 

•:ombinaci6n, se realiz6 probando el efecto amilolitico que pudiera 

ejercer sobre el gluc6geno residual del hígado. 

Los datos reportados son el pro,,,edio de ·3 pruebas •. Las condiciones 

preestablecidas son: 

diluci6n 

temperatura 

tiempo de reacci6n 

centrif ugaci6n 

l/o;s 
SOºC. 

2 horas 

15.ininiltos a 10 000 rpm y 15 minutos a 3200 rpm 

CUADRO 5 

,.---~~·-~~~~~-~~.,---,-....,..,~---,~~~~-,-~,.-~~~~~~~~~~-,-~~~~1 

' Conccntraci6n 

(%) 
¡-- ---------'------'------'----'------'-"---C-l 

1 
O (control) 

0.1 

o.s 
1 

2 

2 con 1% amilasa 

3 

2~23 

0.89 

0.89 

0.89 

0.89 

La grt.f:i co 4 muestra ·c:t-rcndimiento con respecto a concentraci6n de 
enzima. 
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J>,. ··rle o preciarse que la combinaci6n con ami lasa no mejora en nada el 

re11c1imic11t:o probablemente por la'esca~a presencia de glué6geno residual en 

el higudo tratado, y que el máximo· .de rendimiento se ··obtiene con 1% de IIT 

proteoH.tica. Las curvas de' coric~~tracib,n;:dé. eniima, normalmente llegan a 

un máximo y luego se .;.a;itien~.:i·;cón'~i:á';,tés; ya que ia· erizinifi ha llegado a 

la saturaci6n. Por lo tfinto la caída ~ost~rior a 1% de ~oncentraci6n de 

enzima observada puede dt?bcrse/a .:a.lgúna ·inhi.bici.6n por exceso de enzima, 

y/o parcialmente al error estóridar:del. método que es del 3%• 

La concentraci.6n escogida c0n.base en la gráfica es 1% en peso de IIT 

proteolitica. 



IV.3.4 Tiempo.de Reacci6n 

En este 

fueron: 

centrifugaci6n 

concentraci6n de 

diluci6n 

Se reportan 

estándar. 

tiempo 

(min) 

1 
io ¡ 

i 10 
! 30 l so 

1
70 

90 

/ 120 

; >66'.b2 
;8o~48 
80;92' 

·. 82.41 

81~97 
86.44 

88.38 

desv~ . st·d. 
.·(%)··.· ... 

2.23 

1.49 

0.89 

1.49 

0.89 

1.49 

0.89 

47 

que se mantuvieron constantes 

y · su desviaci6n 

rendimiento - desv. std •. 
(%) (%) 

66.02 2.23 
70,04 1,49, 

67.96 0.89 

67.96 2.23 

71.98 2.23 .. 
. ;'.''-: .. -

81.97 0.00'' 

80.48 1.49 :..:,: ... ,:', 

La gráfica 5 muestra el rendimiento con respecto 
reacci6n. 
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En la gráfica se observan 2 máxí.mos, que son a los 10 y a los 90 

minutos. 

Cabe señalar que el aceite obtenido a partir de los 90 winutos 

nuevamente era más oscuro, probablesente por las mismas razones del 

oscurecimiento a altas temperaturas. Por dicha razón se elimina como 

opción establecer un tiempo mayor o igual a 90 minutos. 

Considerando tiempos por debajo de los 90 minutos y observando la 

gráfica se nota un muy buen rendimiento a los 10 minutos, pero se 

consideró prudente, a pesar del ~scaso incremento en rendimiento de 10 a 

30 minutos, fijar como tiempo de reacción 30 minutos, tomando en cuenta 

que la enzima sufre un período de acondicionamiento antes de efectuar de 

manera óptima la proteólisis. 



so 

TV.3.~' Condid<ones ele Reaccj6n 

¡:,.a ve"" h"'chos los experimentos ,dest.i11ado,,¡' a; elegir cada condición por 

scp,,rado, "'" prcsentnn las condici~nes~6pt:i,;;as de \·ea~ci6n:. Pªl'.ª .extraer 

AllT via enzimát.ica: :<, ? < ',t.7.i\''. é','V, : · <
0

•••• 

Diluci6n 

Temperatura de reacci6n 

Concentraci6n de enzima 

Tiempo de reacci6n 

·~:~'.' ---~t:· -,;:;~"':~ 

= ~~=c~;r~~ ,~e·h~~llíl,o, pcir: º~.:¡ ~part~~ .de ·igua 

1~ ·:ti_~~· ~i pr~~~oii~~-c~·~. :"·,:- .. -~; 
30minuto~ 
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IV.3.6 Condiciones de Centrifugación 

Las condiciones que aqu! se recomiendan son las que mejor resultado 

dieron de acuerdo a la metodología establecida, 

Al principio de la experimentación se utilizó una centrífuga con un 

limite de O 20 000 rpm. Se estuvo separando el aceite a 10 000 rpm 

durante 15 minutos y la razón por la que se sustituyó por una centrífuga 

clínica con limite de O - 3 200 rpm es que la primera es una centrifuga 

de rotor fijo, lo cual ocasionaba que el material sólido formara una fase 

inclinada entre la fase acuosa y el aceite, por lo que la medición del 

volumen de aceite se complicaba, Este problema se eliminó al usar una 

centrífuga sin rotor fijo, 

Una vez seguros de que la 6nica centrífuga disponible que facilitaba 

la medición de volumen de aceite era una centrífuga clínica con un rango 

de velocidad de O - 3200 rpm, se procedió a definir el tiempo necesario 

para la separación total del aceite extraído. Para tal propósito se 

efect6o la reacción con las siguientes condiciones: 

dilución 

concentración de enzima 

temperatura de reacción 

tiempo de reacción 

1/0.S 

1% de HT proteolítica 

SOºC 

2 horas 

Se centrifugaron las muestras a una velocidad de 3 200 rpm a diferentes 

tiempos: 20, 30, 40, SO, 60, 70 y 80 minutos registrándose los siguientes 

datos: 
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CUADRO 7 

enzimática control 

...__t_i_e_m~p~º--~'---r_e_n~d-im_i_e_n_t_o_-'--'----d-e_s_v_._s_t_d_. ·rendimiento desv •. std • 
(min) . (~)' (%) · '· · . · (%) (%) 

i-----'--'---'--'--...:..;_...:..;_;__;__...:..;_.....:..___; ________ __:"----'-----'- ------·--

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

al 

control. 

· ... ·.· ¡}~s··. 

40~68; 
_7i~~3 
83;4s 

8ai38 ' 
89;87 

90.31. 
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De la gráfica observamos que a los 60 minutos se encuentra el máximo 

de separaci6n de aceite (los rendimientos registrados a 70 y 80 minutos 

son ligeramente mayores pero el incremento entra dentro del error 

estándar). Es un tiempo largo para una separaci6n. Por esto. 

establecemos que la centrifugaci6n en el proceso ha de efectuarse durante 

60 minutos a 3200 rpm a menos que se cuente con un aparato de,, ,'nlayor 

alcance. 
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IV.3.7 Vitamina A 

La determinaci6n de vitamina A se realiz6 en el extracto en frío y 

en muestras de aceite obtenido empleando las condiciones 6ptimas del 

proceso (tanto enzimático 

reacci6n: 40, 50 y 60 ºC. 

como control), a 3 diferentes temperaturas de 

Esto se efectu6 con el objeto de observar el 

vitamina A después de sufrir tratamientos a comportamiento de la 

temperaturas distintas, a las cuales el rendimiento de extracci6n es muy 

bueno. 

Los resultados son: 

Extracto fr!o 

40°C enzim&tico 

40ºC control 

SOºC enzimático 

SOºC control 

60°C enzimlltico 

60°C control 

CUADRO a.· 

5178.13 

5602~51 

5951.16 

6076.67 

3957.69 

3901.47 

42.9. 

42.3 

La diferencia de vitamina A encontrada en el aceite obtenido a 40 y 

SOºC es pequeña, y puede deberse a errores en la determinaci6n. El 

decremento de vitamina A encontrado en el aceite extraído a 60ºC tiene una 

explicaci6n coherente en el carácter termolábil de la vitamina. 

Las diferencias entre la vitamina A encontrada en el aceite control y 

el extraído vía enzimática a cada temperatura son insignificantes, de 

los cual deducimos que la enzima, como era de esperarse, no tiene ningún 

efecto -positivo o negativo- sobre la concentraci6n de vitamina A en el 

aceite. 
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La utilidad que tiene el AHT está al menos en gran parte en función 

de la vitamina A que proporcione, por lo cual se propone .utilizar 

temperaturas de extracción de SOºC, para obtener casi un .65% de la 

vitamina A que originalmente· tiene .el aceite. 
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IV.3.8 Diagrame del Proceso de Extrecci6n y Balance de Materia 

. creácci6n enzim&tice 

. a so~c durante 1/2 hora 

centrifugacibn 60 

600 ml 6 551 g de AHT 

500 ml egua y 

Proteolitica 
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El método enzimático de extracci6n de AHT propuesto en este trabajo 

presenta rendimientos promedio de un 90% y una recuperaci6n de v.il:a"lina A 

de 65% aproximadamente con respecto al contenido de vitamina A en el 

aceite extraído en frío. 

El proceso control presenta rendimientos de alrededor de 80%: es decir 

un 10% menos que el proceso enzimático. 

De los resultados se deduce que el método más eficiente es el 

enzimático, aún cuando ambos métodos presentan ventajas de ahorro 

energético, de inversi6n inicial, de posteriores refinaciones. con 

respecto a los métodos tradicionales. A simple vista se observa 

igualmente una mejor calidad del aceite extraído enzimáticamente con 

respecto al proceso control (sin enzima) debido a ~ue 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, recordemos que utilizarlo 

como suplemento de vitamina A no es su, única aplicaci6n actualmente. ya 

que está adquiriendo gran importancia el triterpoerno 0 el uso de AHT como 

lubricante. secante. etc •• ya que a mayor temperatura (llegando a un 

límite de 60°C) y a mayor tiempo de reacción awrenta el rendimiento. 

pero al mismo tiempo el color del aceite es más oscuro. Así mismo. a 

altas temperaturas de proceso (40-60°C) 0 el aceite extraído con enzimas 

es más oscuro que el extraído sin enzimas. 

El residuo de hígado 0 que tiene un elevado porcentaje de proteína. 

es potencialmente un producto alimenticio para aniAales. 
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V CONCLUSIONES 

1) El aceite de h!gado de tiburón es apreciado por su alto contenido 

de vitamina A (1), cuya deficiencia en la población del país ha sid;; 

reportada anteriormente (22). 

2) El método de extracci6n de AHT propuesto en este. trabajo·es un 

proceso simple cuyo diagrama 6ptimo de operaci6n aparece en el apartado 

IV.3.8., con rendimientos promedio de un 90% y una recuperación de 

vitamina A de 65% aproximadamente con respecto al contenido de \•itamina A 

en el aceite extra!do en frío. 

El mismo proceso propuesto, con la única diferencia de no agregar la 

enzima (control), presenta rendimientos de alrededor de 80%; es decir un 10% 

menos que el proceso enzimt.tico. 

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

Conviene hacer un estudio econbmico a fondo para analizar la 

factibilidad de industrializar el proceso de extraccibn de aceite de 

hígado de t.iburón a modo de cooperativas pesqueras que puedan sustituir 

la importacibn de vitamina A • 

. A.símislllo es conveniente hacer un estudio para determinar las 

caracterisd.é:as de calidad objetivas para comparar la calidad del AHT 

extraído vía enzimática con respecto al obtenido por otros m~todos. 
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