Recepcion: Marzo 25, 2018 | Aceptacion: Abril 13,2018

OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION
ACUOSA ENZIMATICA DEL ACEITE
DE OECOPETALUM MEXICANUM

Sandy Luz Ovando Chacén
ovansandy@hotmail.com

Guillermo Efrén Ovando Chacdn
Dulce Alheli Borraz Castaneda

Rocio Meza Gordillo

INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTLA GUTIERREZ,
TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO, MEXICO

..E ESPACIO I+D, Innovacién mas Desarrollo « Vol. vii, N° 18, Octubre 2018 « ISSN: 2007-6703



OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION ACUOSA ENZIMATICA DEL ACEITE DE OECOPETALUM MEXICANUM

Para citar este articulo:

Ovando-Chacén, Sandy L., Ovando-Chacén, Guillermo E., Borraz-Castafieda, Dulce A.
(2018) Optimizacion de la extraccién acuosa enzimatica del aceite de
Oecopetalum mexicanum. Espacio I+D Innovacién mds Desarrollo, 7(18) 71-91. doi:
10.31644/IMASD.7.2018.204

RESUMEN

En el presente trabajo se analiz6 la composicion bromatologica de la semilla
de cacaté (Oecopetalum mexicanum) y se optimizé el proceso de extraccion
acuoso enzimatico del aceite. Los preparados enzimaticos Crystalzyme Cran
y Cellulase fueron evaluados para determinar su influencia sobre los ren-
dimientos de extraccion del aceite de O. mexicanum. La parte experimental se
desarroll6 en dos etapas, en la primera se evalud el efecto de las variables tipo
de enzima, concentracion de enzima, tamafio de particula y tiempo de in-
cubacion mediante un disefio experimental L8 tipo Taguchi, la segunda etapa
consistié en optimizar aquellas variables que influyeron sobre el rendimiento
de aceite, a través de un disefio Box-Benhken. Los resultados del andlisis
bromatolégico muestran que la semilla de cacaté contiene 39.25+0.33% de
aceite. Un incremento en la extraccion de aceite fue observado usando el
preparado enzimitico Crystalzyme Cran a 50°C, con una relacion solido:
liquido de 1:5. Las condiciones 6ptimas para la extraccion del aceite de O.
mexicanum obtenidas mediante el disefio experimental Box-Benhken fueron
velocidad de agitacion de 89 rpm, concentracion de enzima de 0.5% y tamafio
de particula 0.595 mm con un porcentaje de rendimiento de 150.
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OPTIMIZATION OF THE AQUEOUS ENZYMATIC EXTRACTION OF OIL
FROM OECOPETALUM MEXICANUM

— Abstract—

In the present work, the bromatological composition of the cacaté seed
(Oecopetalum mexicanum) was analyzed and the process of aqueous
enzymatic extraction of the oil was optimized. The enzymatic preparations
Crystalzyme Cran and Cellulase were evaluated to determine their influence
on the oil extraction yields of O. mexicanum. The experimental part was
developed in two stages, the first one evaluated the effect of the variables
type of enzyme, enzyme concentration, particle size and incubation time
by means of an experimental L8 type Taguchi design, the second stage was
to optimize those variables that influenced the oil yield, through a Box-
Benhken design. The results of the bromatological analysis showed that
the cacaté seed contains 39.25 + 0.33% 0il. An increase in oil extraction
was observed using the Crystalzyme Cran enzymatic preparation at 50°C,
with a solid: liquid ratio of 1: 5. Optimal conditions for the extraction of
O. mexicanum oil obtained by the Box-Benhken experimental design were
agitation speed of 89 rpm, enzyme concentration of 0.5% and particle size
0.595 mm with a yield percentage of 150.

Keywords

Oecopetalum mexicanum; oil extraction; aqueous enzymatic process; comercial
enzyme preparation.
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as semillas oleaginosas se caracterizan por su contenido en grasas

o aceites de alta calidad, y el método empleado para su extraccion

es una etapa importante para su comercializacion. Existen diversas
alternativas para la extraccion de aceite los cuales tienen efecto directo
sobre el rendimiento extraido y la calidad de aceite obtenido; siendo la
extraccion por solvente y por prensando los procesos mas utilizados a
nivel industrial (De Moura et al., 2008; Latif y Anwar, 2008; Do y Sabatini,
2010, Li et al., 2013). Sin embargo, el uso de solventes para la extraccion de
aceite ha demostrado tener diversos inconvenientes como dafno al medio
ambiente (Taha y Hassanein, 2007, Zhang et al., 2010), baja calidad del
aceite (Latif y Anwar, 2011), problemas de seguridad por el uso de solventes
(Latif y Anwar, 2008) y baja calidad de la harina residual (Latif y Anwar,
2011; Li et al., 2013) razones importantes que han renovado el interés en
la busqueda de procesos de extraccion alternativos eco-amigable (Li et al.,
2013; Mojtaba y Fardin, 2013).

En la Gltima década se han descrito diversas investigaciones referentes a
la extraccidon acuosa de aceites vegetales asistida por enzimas, tales como
la extraccion de aceite de coco (Mohammad et al., 2015, Agarwal y Bosco,
2017), algodon (Taha y Hassanein, 2007), Moringa concanensis (Latif y
Anwar, 2008), uva (Guerra y Zufiga, 2003), soya (Kapchie et al., 2008;
Kapchie et al., 2010; Mohammad et al., 2015), oliva (Ghodsvali et al., 2009),
palma aceitera (Teixeira et al., 2013), entre otros.

La extraccion acuosa enzimatica ha emergido como una herramienta bio-
tecnologica prometedora, competente para la extraccion de aceite de diversos
materiales oleaginosos (Latif y Anwar, 2011; Lianzhou et al., 2011, Li et al.,
2013; Kumar et al., 2017), ofreciendo diversas ventajas comparadas con la
extraccion convencional, debido a la especificidad que tienen las enzimas
y las condiciones de operacion moderadas principalmente su accion a bajas
temperaturas (Soto et al., 2008; Ahmadi et al., 2013; Li et al., 2013; Mojtaba
y Fardin, 2013). La funcion principal de las enzimas durante la extraccion
acuosa de aceite es digerir mediante hidrolisis 1a estructura de los polisacaridos
tales como la celulosa, hemicelulosa y proto-pectina que forman la pared
celular de las semillas oleaginosas aumentando su permeabilidad (Soto et al.,
2008; Kapchie et al., 2010; Silvamany y Jahim, 2015) y como consecuencia se
mejora la eficiencia y el rendimiento de extraccion (Rathi et al., 2012) del
aceite y compuestos fendlicos retenidos en la matriz de la pared celular (Soto
et al., 2008) o las proteinas que forman la membrana celular y los cuerpos
lipidicos (Taha y Hassanein, 2007; Latif y Anwar, 2008; Soto et al., 2008).

..E ESPACIO I+D, Innovacién mas Desarrollo « Vol. vii, N° 18, Octubre 2018 « ISSN: 2007-6703

74



OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION ACUOSA ENZIMATICA DEL ACEITE DE OECOPETALUM MEXICANUM

En la actualidad existen preparados enzimaticos comerciales de grado
alimenticio con multiples actividades como celulasa, hemicelulasa y pectinasa;
que se aplican a las semillas oleaginosas con la finalidad de hidrolizar los
componentes de la pared celular de los tejidos (Ahmadi et al., 2013, Agarwal
y Bosco 2014 ). La eleccion adecuada del preparado enzimatico depende de
la composicion estructural de la pared celular de la semilla oleaginosa a
tratar para garantizar asi una eficiente extraccion de aceite (Yingyao et al.,
2008, Amante et al., 2012, Rong et al., 2017). Por otro lado, las condiciones
de reaccion tales, como tamafio de particula, concentracion de enzimay
tiempo de reaccion, son factores que también influyen sobre el grado de
hidrolisis y efectividad del proceso (Kumar et al., 2017).

La amplia demanda de aceites vegetales con fines de uso en la industria
alimentaria y farmacéutica principalmente, ha llevado a la busqueda de
nuevas fuentes de semillas oleaginosas nativas como alternativas no con-
vencionales para la extraccion y obtencion de aceite. México es un pais
que cuenta con una gran riqueza y biodiversidad de plantas autdctonas
cuyo potencial de uso atn se desconoce por los escasos estudios que se
han realizado (SAGARPA, 2007). En este contexto, en Chiapas se produce
de forma cultivada una planta arborea conocida como cacaté (Oecopetalum
mexicanum) que ha sido escasamente estudiada a pesar de su contenido
atractivo de aceite presente en sus semillas, y que podria ser considerada
como una alternativa viable no convencional para la produccion de aceite
(Jimenez et al., 2013).

El cacaté o cachichin (Oecopetalum mexicanum) es un fruto silvestre comestible
que se distribuye en el sureste mexicano (Veracruz, Chiapas y Tabasco) y
Guatemala. Un analisis preliminar de las semillas de cacaté indico que es rico en
aceite, con contenidos similares a las que presentan algunas semillas oleaginosas
reconocidas como la soya, olivo, aguacate y maiz (Ballinas et al., 2009).

Por lo tanto, en el presente trabajo fue optimizado el proceso de extraccion
acuoso enzimatico para la obtencion de aceite a partir de la semilla de cacaté.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima-Localizacién geogrdfica de la colecta

Las semillas de cacaté (Oecopetalum mexicanum) fueron obtenidas en
el mercado local del municipio de Tecpatdn, una localidad del estado de
Chiapas, México; cuyas coordenadas geograficas son 17°08'10” N y 93°18'40”
O, a una altitud de 320 msnm. El clima de este municipio es calido humedo.
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Limita al norte con el estado de Tabasco y el municipio de Ostuacan, al este
con los municipios de Francisco Leon, Copainala y Ocotepec; al sur, con los
municipios de Berriozabal, Ocozocoautla y Cintalapa y al oeste con el Estado
de Veracruz (INEGI, 2005). Se empled un lote de 30 kg de semilla de cacaté,
seleccionados visualmente los que no presentaron dafios fisicos aparentes
(Sant’Anna et al., 2003). Las semillas se mantuvieron en bolsas negras de
polietileno, almacenadas en refrigeracion a 4°C hasta su uso (Ahmadi et al.,
2013; Mohammad et al., 2015).

Molienda de la materia prima

Las semillas de cacaté refrigeradas fueron previamente dejadas a temperatura
ambiente durante 6 h y después descascaradas manualmente, eliminando la
testa y recuperando el endospermo. Los endospermos que correspondia a
la fraccion de interés, fueron molidos en molinos de discos (Engineering
Industrial) y posteriormente tamizados en tamiz vibratorio (Luheng
Instrument Co.), obteniéndose una harina de granulometria variada. Se
almaceno en frascos ambar con tapa y fueron mantenidos en refrigeracion a
4°C hasta su uso (Guerra y Zaiiga, 2003; Belén-Camacho et al., 2005).

Composicion bromatoldgica

La caracterizacion quimica del endospermo, se evalué determinando la
composicién bromatologica humedad (A0AC 925.10), ceniza (AOAC 923.03),
proteina por el método Kjeldahl (AoAC 920.87), grasa y aceite por el
método Soxhlet (A0OAC 920.39), fibra total por digestion acida y alcalina
(A0AC 985.29) y carbohidratos por diferencia de peso (A0Ac, 1990). Todos
los anilisis se realizaron por triplicado.

Extraccion acuosa-enzimatica del aceite

La extraccion acuosa-enzimatica de la semilla de cacaté se realiz6 con 15 g
del endospermo molido (Grasso et al., 2006) la cual fue pesada en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, se ajust6 el contenido de humedad a una relacién
solido: liquido (w/v) 1:5 (Guerra y Zaiiga, 2003; Latif y Anwar, 2008).
Posteriormente, se adiciond6 el preparado enzimatico a una concentracion
enzima: sustrato de acuerdo a la tabla 1 (Guerra y Zaniga, 2003), inmediatamente
después fue incubada la muestra para su hidrélisis en un bafio de agua con
calentamiento marca Felisa a 50°C por el periodo establecido para cada
tratamiento (tabla 1) segtn lo reportado por Li et al., (2011). Transcurrido
el tiempo de hidrélisis la muestra contenida en el matraz fue sometida a un
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bafo de agua en ebullicion durante 5 min (Latif y Anwar, 2011), seguido de
un bafio frio por 5 min para inactivar la enzima.

La muestra hidrolizada se transfirio a tubos Falcon de 50 mL, fue centrifugada
a 4,000 rpm durante 20 min a 4°C (Latif y Anwar, 2008) en una centrifuga
marca Eppendorf. La fraccion de aceite (Aceitel) se recupero6 por decantacion
de la muestra centrifugada, almacenando a 8°C, en un frasco ambar. La
fase acuosa se sometio a tres lavados con 15 mL de hexano, con la finalidad
de recuperar el aceite disperso en el agua, luego el hexano fue evaporado
y la fraccion de aceite (Aceitell) recuperado fue pesado y almacenado a
8°C en un frasco dmbar. Todos los tratamientos de la hidrolisis enzimatica
se realizaron por triplicado, el tratamiento testigo fue sometido a las
mismas condiciones excepto la adicion de enzima, la eficiencia del proceso
de extraccion acuoso-enzimatico se compar6 con el rendimiento de ex-
traccion del aceite por solvente el cual fue el tratamiento control, siguiendo la
metodologia descrita por la Aoac (1990).

Preparados enzimaticos comerciales

Los preparados enzimaticos usados en este estudio para mejorar la eficiencia de
la extraccion del aceite de cacaté fueron Crystalzyme Cran (CC) con actividad
celulasa, hemicelulasa y pectinasa de Aspergillus niger con temperatura
optima de 40 a 60°C del laboratorio Valley Research y el preparado Cellulase
17600 (C17600) con actividad celulasa de Aspergillus niger, temperatura
optima de 40 a 60°C, ambos son considerados preparados enzimaticos GRAS
(Generally Recognized As Safe por sus siglas en inglés) por la Fpa (Food
and Drug Administration) (Spok, 2006).

Diseno experimental L8 tipo Taguchi

Los efectos de las variables tipo de enzima, concentracién de enzima, tiempo
y tamafio de particula; fueron evaluados empleando un disefio estadistico
L8 tipo Taguchi. El trabajo experimental desarrollado considera cuatro
factores uno cualitativo (tipo de enzima) y tres cuantitativos (concentracion
de enzima, tiempo y tamafio de particula) evaluando cada variable inde-
pendiente en dos niveles (tabla 1). Como variable de respuesta se evalu6 el
rendimiento de extraccion, calculado mediante la siguiente formula.

Aceite; + Aceite

Rendimiento (%)= Aceite
ceite

x100 (1)
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Donde:

Aceitel es la fase de aceite recuperada después de la centrifugacion,
Aceitell es el aceite recuperado en la fase acuosa después del lavado con hexano,
AceiteT es el aceite extraido con hexano comercial por extraccion con Soxhlet.

Los tratamientos estadisticamente significativos se evaluaron mediante
el analisis de varianza (ANovA simple) con un nivel de confianza del 95%
(Montgomery, 2001). Los tratamientos que mostraron diferencia significativa
se analizaron por medio de la prueba Tukey al 5% para la comparacion de
medias (Latif y Anwar, 2008). Los datos obtenidos fueron analizados mediante
el software estadistico STATGRAPHICS Plus version 5.1. El tratamiento que
gener6 rendimientos 6ptimos fue empleado para establecer el disefio
experimental en la optimizacion.

Tabla 1. Disefio experimental tipo Taguchi

Tratamiento Preparado en‘zimético Concentrac‘ién' d.el pre- Ta'maﬁo de Tiempo (h)
comercial parado enzimatico (%) particula (mm)
1 CcC 0.5 1.19 4
2 CcC 0.5 2.38 8
3 CC 1.0 1.19 8
4 CcC 1.0 2.38 4
5 CC-C17600 0.5 1.19 8
6 CC-C17600 0.5 2.38 4
7 CC-C17600 1.0 1.19 4
8 CC-C17600 1.0 2.38 8

OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES DE OPERACION

Las variables que influyeron sobre el rendimiento de extraccion de aceite en
el disefio experimental L8 tipo Taguchi, fueron posteriormente optimizadas
por la Metodologia de Superficie de Respuesta (MsrR), empleando un disefio
experimental Box-Benhken (tabla 2). Las variables consideradas fueron,
velocidad de agitacion, concentracion de enzima y tamafio de particula,
evaluando cada variable en tres niveles. Los niveles naturales y codificados
de las variables independientes usados en el disefio experimental se
muestran en la tabla 3.

Tabla 2. Disefio experimental Box-Benhken
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Tratamiento Velocidad de agitacion Concer?tracién de Tamano de particula
(rpm) enzima (%) (mm)

1 0 0 0
2 -1 -1 0
3 1 -1 0
4 -1 1 0
5 1 1 0
6 -1 0 -1
7 1 0 -1
8 0 0 0
9 -1 0 1
10 1 0 1
11 0 -1 -1
12 0 1 -1
13 0 -1 1
14 0 1 1
15 0 0 0

Tabla 3. Niveles de las variables independientes del disefio Box-Benhken

Variable independiente Niveles
-1 0 1
Tamano de particula? (mm) 0.595 0.8 1.19
Velocidad de agitacion® (rpm) 60 80 100
Concentracién de enzima© (% v/v) 0.5 1.0 1.5

a = Guerray Zufiga (2003), b = Grasso et al. (2006), c = Latif y Anwar (2008)

La metodologia de la superficie de respuesta permitié determinar la combinacion
optima de tamafio de particula, velocidad de agitacién, concentracion de
enzima que maximiza el rendimiento de extraccion del aceite. El total del
tratamiento fueron 15 con tres repeticiones. Los efectos estadisticamente
significativos se evaluaron mediante el andlisis de varianza (ANOVA) a un
nivel del 95% de confianza (P<o0.05) (Montgomery, 2001; Latif y Anwar,
2008). Los datos obtenidos fueron analizados mediante el software estadistico
STATGRAPHICS Plus version 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas generales

Los rendimientos de las fracciones que conforman la semilla de Oecopetalum
mexicanum se muestran en la tabla 4. Cabe destacar que la fraccion mayoritaria
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corresponde al endospermo que represento6 el 54.91% del peso total de la
semilla, y es la fracciéon de interés como materia oleaginosa.

Tabla 4. Rendimientos de las fracciones de la semilla de cacaté

Fraccion Proporcion (%, w/w)
Semilla entera 100
Endospermo 54.91

Exocarpio 45.09

Composicion bromatoldgica de la semilla de cacaté

El endospermo de la semilla del fruto de cacaté se caracteriza por un
contenido de humedad del 64.79+0.20%, este valor es relativamente alto
comparado al reportado por Cruz (2004) de semillas recolectadas en el
municipio de Ocozocoautla (47.26%) y por Ballinas et al. (2009) (52.6%)
para semillas recolectadas en el municipio de Tapilula. La diferencia en
el contenido de humedad puede deberse a la ubicacion geografica de los
cultivos, la temporada de cosecha, las condiciones climéticas, entre otros
factores (Belén et al., 2001).

Se observa en la tabla 5 que la semilla de cacaté empleada en este estudio
se destaco por su contenido atractivo en grasa, proteina y fibra, con 39.25,
12.59 Y 4.25% respectivamente; estos resultados son consistentes con los
obtenidos por Ballinas et al. (2009) para semillas de cacaté recolectadas
en el municipio de Tapilula, Chiapas reportando un contenido de grasa de
35%, proteina 13.24% y fibra de 4.15%. Centurion et al. (2000) reportaron
un contenido de grasa de 30.7% y proteina de 8.0% de una semilla de cacaté
cosechada en el municipio de Tlacotlalpa, Tabasco. La variacién observada
en el contenido de grasa puede atribuirse a las condiciones de extraccion
del aceite (Solis-Fuentes et al., 2001), ademas la composicion de la semilla
esta influenciada por la madurez del fruto (Belén et al., 2001), 1a localizacion
geografica de la zona de recoleccion, la época de cosecha y los cambios
climaticos (Belén et al., 2001; Matos y Acufia, 2010).

Tabla 5. Composicion bromatologica de 1a semilla de cacaté

Compuesto Contenido (g/100 g)
Ceniza 2.30+0.13
Grasa 39.25+0.33

Proteina 12.59+0.10
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Fibra cruda 4.25+0.16
Carbohidratos 41.61+0.16

Fuente: Datos reportados en base seca

Nota: Los resultados presentados corresponden a la media + DS (n=3)

El contenido de proteina del cacaté es comparable con el del amaranto (15%)
y superior al promedio reportado para trigo (10.6%), maiz (11%) y arroz
(7.4%) (Belén et al., 2001). El contenido de fibra encontrado para la semilla
de cacaté (4.25%) es similar al reportado para el girasol (3.7%) (Badr y
Sitohy, 1992) y Moringa oleifera (4.2%) (Compaoré et al., 2011), pero inferior
al reportado para el ajonjoli (11.2%) y la canola (7%) (Belén-Camacho et
al., 2005), aunque el método aplicado no revela la naturaleza de las fibras
de la semilla de cacaté, la presencia de fibra dietética es importante dada
la relacion con la prevencion y control de enfermedades cardiovasculares,
diabetes y cancer intestinal (Belén et al., 2001). Por otro lado, el contenido
de grasa fue mayor al promedio de los cereales (5%) (Belén et al., 2001).
Al compararlo con semillas oleaginosas convencionales, éste supera al ajonjoli
(30%), algodon (22%) y soya (18%) (Belén-Camacho et al., 2005) y es
inferior para el reportado para la canola (43%), Moringa oleifera (43.5%)
(Compaoré et al., 2011), girasol (45%) (Badr y Sitohy, 1992), por su atractivo
contenido de aceite, la semilla de cacaté podria considerarse una fuente
importante no convencional para el aprovechamiento del aceite.

El contenido de proteina y de fibra encontrado en la semilla de cacaté permite
derivar que el subproducto resultado de la extraccion del aceite podria ser
empleado en la formulacion de alimentos destinados para consumo humano
o consumo animal, considerando los efectos benéficos para la salud que
conllevan al consumir estos compuestos.

Extraccién acuosa enzimadtica del aceite empleando un
disefio experimental Taguchi (L,)

En la Figura 1 se muestran los rendimientos de aceite obtenidos en cada
tratamiento del disefio experimental tipo Taguchi. El rendimiento de aceite
extraido vario de 35.9 a 71.1% segun las condiciones del tratamiento
enzimatico, estos valores fueron superior al obtenido con el tratamiento
control empleando hexano el cual fue de 34.25+2.00%. El maximo rendimiento
de aceite extraido se obtuvo en los tratamientos T3 y T?, realizados con el
preparado enzimatico Crystalzyme Cran (71.06+4.37%) y la combinacion
de Crystalzyme Cran-Cellulase 17600 (relacion 1:1) (66.68+2.49%) respec-
tivamente; estadisticamente no hubo diferencia significativa (p<0.05)
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entre estos dos tratamientos. Con base a estos resultados se seleccion6
el preparado enzimdtico Crystalzyme Cran, con actividad enzimatica
celulasa, hemicelulasa y pectinasa que debido a su accion hidrolitica,
actta rompiendo o desestabilizando la estructura de la pared celular
del cotiledén promoviendo la solubilizacion de diferentes componentes
principalmente los polisacaridos (Soto et al., 2008) haciéndola mas
permeable (Silvamany y Jahim, 2015), lo que mejora los rendimientos
de extraccion del aceite. La sacarificacion de los polisacaridos de la pared
celular se lleva acabo con una mezcla de enzimas celulasas y pectinasas,
conteniendo también actividad hemicelulolitica, las enzimas aumentan
el area superficial de contacto con las particulas s6lidas incrementando
la extraccion del oleosoma (Kapchie et al., 2010).

Figura 1. Rendimientos de extraccion del aceite de cacaté, de acuerdo al
disefio experimental tipo Taguchi
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Las variables tamafo de particula (Figura 2) y concentraciéon de enzima
(Figura 3) presentaron diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
sobre la variable de respuesta. Un aumento en el tamafo de particula de 1.19
mm a 2.38 mm se observa una disminucion significativa en el rendimiento
de aceite extraido, valores muy cercanos de tamano de particula de 1.5 mm
de didmetro fue reportado como adecuado pero no 6ptimo para la extraccion
de aceite (Matos y Acufa 2010). Al incrementar la concentracioén de enzima
(1% v/v), el rendimiento de aceite extraido aumenté alcanzandose hasta un
65% (Figura 3), esto se atribuye a que a mayores concentraciones de enzimas,
se encuentran mas sitios activos disponibles para interactuar con los sustratos,
lo que resulta en un incremento en el rendimiento de aceite (Li et al., 2011).
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Figura 2. Medias y 95.0 porcentajes intervalos LSD para
el tamafo de particula
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Figura 3. Medias y 95.0 porcentajes intervalos LSD para la
concentracion de enzima
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El disefio experimental Taguchi permiti6 evaluar el efecto de la concentracion
de enzima, tamafio de particula, tiempo de incubacién y tipo de enzima
sobre el rendimiento de aceite extraido. En la Figura 4 se observa mediante
el grafico de Pareto que los factores concentracion de enzima (P=0.0127)
y tamano de particula (P=0.0451) mostraron efecto significativo sobre el
rendimiento de extraccion del aceite. La concentracion de enzima induce
un efecto positivo, mientras que el tamano de particula induce un efecto
negativo (Figura 4). Lo anterior se confirma mediante los resultados de
andlisis de varianza presentados en la tabla 6.

Figura 4. Grifico de Pareto estandarizado para rendimiento (media)
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Tabla 6. Andlisis de varianza para el rendimiento de aceite de cacaté

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-Valor
A:Enzima 1.35963 1 1.35963 0.36 0.5920
B:[Enzima] 109.516 1 109.516 28.81 0.0127
C:Tamano 38.4708 1 38.4708 10.12 0.0451
D:Tiempo 0.18635 1 0.18635 0.05 0.8390
Error Total 11.405 3 3.80166

Total (corr.) 160.938 7

Optimizacion de las variables de operacion

El disefio de Box-Behnken para encontrar las condiciones 6ptimas de
concentracion de enzima, tamafo de particula y velocidad de agitacion que
maximice el rendimiento de extraccion de aceite se presenta en la tabla 2. El
grafico de Pareto (Figura 5) muestra que solo la velocidad de agitacion tuvo
efecto significativo sobre el rendimiento de extraccidon de aceite, lo cual se
comprueba con los resultados del andlisis de varianza (tabla 7) que presento
diferencia estadistica (p<0.05) significativa con un valor de P=0.0037. El tamafio
de particula, la concentracion de enzima y todas las interacciones no tuvieron
efecto significativo sobre el rendimiento de aceite extraido (Figura 5y tabla 7).

Figura 5. Grafico de Pareto para el rendimiento de extraccion de aceite
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Tabla 7. Analisis de varianza para el rendimiento de aceite

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-Valor
A:Velocidad 8122.96 1 8122.96 9.76 0.0037
B:[Enzima] 1047.67 1 1047.67 1.26 0.2700
C:Tamafo particula 2180.49 1 2180.49 2.62 0.1150
AA 1931.26 1 1931.26 2.32 0.1372

AB 543.706 1 543.706 0.65 0.4247

..E ESPACIO I+D, Innovacién mas Desarrollo « Vol. vii, N° 18, Octubre 2018 « ISSN: 2007-6703



OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION ACUOSA ENZIMATICA DEL ACEITE DE OECOPETALUM MEXICANUM

AC 10.0631 1 10.0631 0.01 0.9131
BB 425.489 1 425.489 0.51 0.4796
BC 1190.0 1 1190.0 1.43 0.2403
CcC 88.2608 1 88.2608 0.11 0.7467
Bloques 54.3765 2 27.1882 0.33 0.9679
Error Total 27462.4 33 832.193
Total (corr.) 43246.4 44

Segin el modelo matematico, el mdximo rendimiento predicho de aceite
extraido fue 150.82% con una R2 de 89.73%, en las condiciones 6ptimas de
velocidad de agitacion 8o rpm, concentracion de enzima 0.5% y tamafo
de particula 0.595 mm. La validacion del modelo se realizé repitiendo por
triplicado el experimento en las condiciones 6ptimas, obteniéndose un
rendimiento experimental de extraccion de aceite de 151.54%, esto es un
error de prediccion de 0.0048%; lo que indica un ajuste satisfactorio de la
ecuacion con los datos experimentales y sugiere que el modelo optimizado
fue adecuado y eficaz.

El porcentaje del rendimiento de aceite fue ajustado con el modelo:

Rendimiento(%) = 22.4836 + 5.66577A — 176.3958 — 143.603C — 0.03301044% +

0.673118A - B — 0.153907A - C + 24.791B% + 66.9462B - C + 31.8934C* (2)

Donde:

A es la velocidad de agitacion (rpm), B es la concentracion de enzima (%)
y C es el tamafo de particula (mm).

La ecuacion del modelo Box-Behnken (Ec. 2), se representa graficamente
en las Figuras 6 y 7. Considerando constante la concentracion de enzima
(Figura 6), el grafico de superficie de respuesta muestra que a valores
bajos de agitacion los rendimientos de extraccion son bajos, esto debido
a que no se permite la difusién adecuada de la enzima sobre su sustrato;
sin embargo, conforme aumenta la velocidad de agitacion el rendimiento
de aceite es mayor hasta alcanzar una velocidad en la que hay un descenso
del rendimiento lo cual es atribuido a que a mayor agitacion se permite o
favorece la formacion de emulsion impidiendo el contacto enzima-sustrato
(Sharma et al., 2002). Se observa (Figura 6) un maximo rendimiento de
extraccion de aceite de 127 a 133% empleando velocidad de agitacion en el
rango medio y a menor tamano de particula. Estos resultados concuerdan
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con lo reportado por (Ahmadi et al. 2013) que observaron un incremento
en la recuperacion del aceite al aumentar la velocidad de mezclado de 40 a
80 rpm mientras que se redujo la recuperacion al aumentar mas de 80 rpm
la agitacion. Los rendimientos alcanzados pueden ser atribuidos.

Considerando contante la velocidad de agitacion (Figura 7), se observa en el
grafico de superficie de respuesta que a la menor concentracion de enzima
y menor tamafno de particula, el rendimiento de extraccién de aceite se
maximiz6 hasta un 133 a 139%.

Figura 6. Superficie de respuesta estimada para [Enzima]=1.0%
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Figura 7. Superficie de respuesta estimada para velocidad=8o rpm
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CONCLUSION

La semilla se cacaté es una materia prima recomendable para la extraccion
de aceite, como producto de interés, Ademas por su contenido de proteinas
la harina podria ser utilizada en la formulacion de alimentos destinados a la
alimentaciéon humana o animal.

El tratamiento enzimatico del endospermo de los frutos de cacaté
(Oecopetalum mexicanum) resulté un método eficiente para mejorar los
rendimientos de extraccion del aceite.
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El proceso de estandarizaciéon de las condiciones de operacion permitio
establecer los parametros que influyen sobre el rendimiento de extraccion
siendo estos la temperatura, tamafio de particula, relacion sélido:liquido y
tipo de enzima. Por otro lado, el disefio experimental Box-Benhken arrojo
como condiciones 6ptimas: velocidad de agitacion= 89 rpm, concentracion
de enzima= 0.5% y tamafo de particula 0.595 mm con un rendimiento
optimo de aceite de 150.

El modelo tiene un error de prediccion del rendimiento de extraccion
de aceite del 0.0048%, indicando que el modelo predice en un 99.52% la
variable de respuesta.
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