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RESUMEN

Dada la importancia del aceite de girasol en el comercio nacional e internacional,
surge la necesidad de realizar investigaciones para incentivar la incorporacién de
alternativas tecnolégicas “amigables” con el medio ambiente que logren reducir las
pérdidas y perfeccionar el procesamiento. El uso de enzimas en el proceso de extraccion
acuosa o la utilizacién de enzimas como tratamiento previo a la extraccion alcohdlica,
pueden estar consideradas dentro de las “tecnologias limpias” y puede dar como
resultado una mejor calidad de los productos, un aumento en la competitividad frente a
otros aceites en crecimiento y una mejora de la rentabilidad, debido a que se podria
eliminar algunas etapas del refinado.

Dentro de este marco se plante6 como objetivo general de la presente tesis
estudiar el uso de enzimas en el proceso extractivo de aceite de collets de girasol,
utilizando solventes no convencionales y la obtencion de otros derivados a escala
laboratorio, promoviendo el desarrollo de tecnologias alternativas. Dentro de los
objetivos especificos se pueden identificar dos grandes areas en el uso de enzimas, por
un lado se plantea su uso en la extraccion acuosa de aceite de collets de girasol,
estudiando variables operativas a través de disefio de experimentos para optimizar
dicha extraccion y por otro lado, el uso de enzimas como pre-tratamiento para la
posterior extraccion de aceite de collets de girasol con alcoholes de cadenas cortas
como etanol e isopropanol.

En el Capitulo 1 se presenta el complejo oleaginoso argentino y la relevancia del
girasol en el mercado interno y externo. Se describe su localizacion en Argentina y sus
productos, detallando la composicion quimica del aceite, los subproductos y sus
aplicaciones. Ademas, se realiza una breve resefia sobre la extraccion de aceite con

proceso convencional y no convencional, como la extraccion acuosa, extraccion asistida



Resumen

por enzimas y extraccion alcohdlica. En el Capitulo 2 se especifican los materiales y las
técnicas analiticas utilizadas en el trabajo de tesis. A su vez, se detalla la caracterizacién
de la materia prima principal utilizada y la caracterizacién de su aceite

En el Capitulo 3 analiza la extraccion acuosa y extraccion acuosa-enzimatica a
través de un disefio de experimentos robusto para definir variables generales del
proceso extractivo. El estudio se complementa con la optimizacién de la extraccion
acuosa-enzimética empleando un disefio de experimentos mas amplio y detallado que
incluye otras variables necesarias, su significancia y el efecto de las interacciones entre
las mismas.

En el Capitulo 4 se evalla la extraccion alcohdlica con pretratamiento
enzimatico, utilizando como solventes alternativos etanol e isopropanol. Se analiza la
eficiencia del proceso extractivo para ambos alcoholes y se compara con la extraccion
convencional con n-hexano. Ademas se realiza una caracterizacion de los aceites
obtenidos segun su contenido de fosfolipidos y tocoferoles.

Finalmente, en el Capitulo 5, se exponen las conclusiones generales y se
proponen trabajos futuros continuando las lineas de investigacion de esta tesis, en base

a los conocimientos adquiridos.

Palabras claves: Collets, extraccion, aceite de girasol, solvente alternativos,

tratamiento enzimatico.



ABSTRACT

Given the importance of sunflower oil in national and international trade, there is
a need to research for the incorporation of eco-friendly technological alternatives that
reduce losses and improve processing. Use of enzymes in the aqueous extraction
process or the use of enzymes as pre-treatment to alcoholic extraction, can be
considered within the "clean technologies" and can result in a better quality products, an
increase competitiveness compared with other growing oils and improvement in
profitability, due to the fact that some stages of refining could be eliminated.

Within this framework, the overall objective of this thesis was aimed to study the
use of enzymes in the extractive oil process of sunflower collets, using non-conventional
solvents and obtaining other derivatives at a laboratory scale, promoting the
development of alternative technologies. Among specific objectives, enzyme use in the
agueous extraction of oil from sunflower collets was considered, studying operational
variables through the design of experiments to optimize performance and on the other
hand, its use in the pre-treatment to oil extraction from sunflower collets with short-chain
alcohols such as ethanol and isopropanol

Chapter 1 presents the Argentine oilseed complex and the relevance of sunflower
in the internal and external market. Its location in Argentina and its products are
described, detailing the chemical composition of the oil, the by-products and their
applications. In addition, a brief review is made on the conventional and non conventional
oil extraction process, such as aqueous extraction, enzyme-assisted extraction and
alcoholic extraction. Chapter 2 specifies the materials and analytical techniques used in
the thesis work. At the same time, the characterization of the main raw material used

and the characterization of its oil are detailed.



Abstract

In Chapter 3, it analyzes aqueous extraction and enzyme-aided aqueous
extraction through a robust design of experiments to define general variables of the
extractive process. The study is complemented with the optimization of the enzyme-
aided aqueous extraction using a broader and more detailed design of experiments that
includes other necessary variables, their significance and the effect of the interactions
among them. In Chapter 4, alcohol extraction with enzymatic pretreatment is evaluated,
using ethanol and isopropanol as alternative solvents. The efficiency of the extractive
process for both alcohols is analyzed and compared with conventional extraction with
n-hexane. In addition, a characterization of the oils obtained according to their content
of phospholipids and tocopherols is carried out.

Finally, Chapter 5 presents overall conclusions and future studies are proposed

continuing the research lines of this thesis, based on the knowledge acquired.

Keywords: Collets, enzyme-aided aqueous extraction, alcoholic extraction, sunflower

oil, alternative solvent, enzymatic pretreatment.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

1.1. EL COMPLEJO OLEAGINOSO

El complejo oleaginoso comprende desde la produccion de granos hasta su
industrializacion, que permite la obtencion de aceites crudos y refinados, subproductos
de la industria aceitera procesados (pellets) y biodiesel. Su importancia radica en la
cantidad de hectareas destinadas al cultivo, la alta eficiencia de la industria, los grandes
volimenes de exportacion y la cantidad de destinos que alcanza (Marin y Pérez, 2011).

El complejo oleaginoso esta subdividido en tres sectores: produccion primaria,
etapa industrial y destino final o comercial (Figura 1.1). El sector primario esta integrado
por los productores primarios, proveedores de insumos (semillas, fertilizantes,
magquinarias, asistencia técnica, etc.) y acopiadores. Luego de la década del '90, se
incorporaron nuevos actores a la produccién primaria de oleaginosas como los “pools”
de siembra y los fondos comunes de inversion. Estos surgieron ante la necesidad de
lograr una mejor competitividad en los mercados internacionales mediante la
explotacibn agraria a escala. Este un sistema conformado por inversores,
administradores, propietarios de campos y contratistas (Giancola et.al., 2009). Por su
parte, el sector industrial, lo integran las industrias molineras, aceiteras, alimenticias, de
biocombustibles y otros complejos como el de alimentos balanceados, mientras que el

sector comercial o destino final estd conformado por el mercado interno (mayoristas,
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minoristas, supermercados, otras industrias) y el mercado externo (traders, brookers,
consumidores) (Afion, 2016).

La produccion primaria es el sector mas representativo del complejo oleaginoso,
consolidado en los ultimos afios por los ya mencionados “pools” de siembra. El perfil del
complejo oleaginoso esta fuertemente orientado al mercado externo. Segun informe
técnico del INDEC (2017), el volumen de exportaciones en el 2017 aportdé 32,4 %
(U$S 18,4 mil millones) del total vendido al exterior, generando el mayor ingreso de
divisas de nuestra economia, por encima de la cadena automotriz y petroquimica (Marin

y Pérez, 2011).

Produccién Etapa Destino
Primaria Industrial Final

Molienda

T = Aceite Industria Mercado
Soja y Girasol i
jay Gi Acopio (acgrtes crudos, Refinado Alimenticia Interno
harinas y pellets)
Semillas Granos
Biodiesel
Mercado
Externo

Otros Complejos
(Alimentos balanceados)

Figura 1.1: Esquema del complejo oleaginoso.
Fuente: Marin y Pérez (2011)

El principal cultivo del Complejo Oleaginoso lo constituye la soja, seguido por el
de girasol, mientras que otros cultivos como los de cartamo, lino y colza/canola lo hacen
en menor escala dentro de la produccion a nivel nacional (Afién, 2016). La mayor parte
de la produccién primaria de soja (80 %) se destina a la industrializacion y en el caso
del girasol, casi la totalidad de la produccién de semilla se destina a la elaboracién de

aceite. En la etapa industrial, de la molienda de soja y girasol se obtiene el aceite crudo
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y como subproducto, las harinas proteicas para la alimentaciéon animal. Con relacion al
aceite de girasol, la exportaciéon representa alrededor del 30 % y el resto se refina,
principalmente para consumo doméstico de aceite comestible y, en menor proporcion,
para uso industrial (margarinas, mayonesas, galletitas y otros alimentos) (Constanz6 y
Starti, 2017).

La Asociacion Argentina de Girasol (ASAGIR, 2018) ha definido ocho regiones
en donde se cultiva girasol por sus condiciones agroeconémicas similares (Figura 1.2):
sureste de la provincia de Buenos Aires (SE), suroeste de la provincia de Buenos Aires
(S0O), oeste de Buenos Aires Provincia (OBA), centro de la provincia de Buenos Aires
(CBA), provincias de San Luis y La Pampa (SL-LP), argentina central, que comprende
las provincias de Cordoba y Santa Fé (CENTRO), provincia de Entre Rios (ER) y noreste
de Argentina (NEA). La provincia de Buenos Aires concentra mas de la mitad de la
superficie sembrada de girasol (52 %), seguida por La Pampa (18 %), Santa Fe (10 %)
y Chaco (10 %). En términos de produccion, también Buenos Aires es la provincia mas

importante (representa el 68 %), siendo el resto explicado por La Pampa y Santa Fe.

Figura 1.2: Mapa de la Republica Argentina donde se representan las zonas del
cultivo de girasol. Fuente: ASAGIR (2018)

La evolucion del area sembrada de girasol en Argentina desde la campafia

2008/2009 a 2017/2018 se muestra en la Figura 1.3. Las estadisticas nacionales
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reportan que para la campafia 2017/2018 la siembra de girasol cubri6 la totalidad del

area estimada en

1,7 millones de hectéreas, registrando una leve caida respecto de la

campafa anterior. Como se puede observar en la Figura 1.3, a lo largo de las diez

campafias presentadas, el girasol presenta ciclos de caida y recuperacién constantes

(Sandoval, 2018).
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Figura 1.3: Evolucion del area sembrada de girasol en Argentina.
Fuente: Elaboracion propia usando de MINAGRI

Del mismo modo se presenta la produccion total de girasol en Argentina de las

campafias 2008/2009 a 2017/2018 en la Figura 1.4. Se observa que la produccién total

de girasol se mantiene constante con respecto a la campafia anterior a pesar de la

disminucién del rendimiento en este periodo.
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Figura 1.4: Evolucién de la produccion total de girasol.
Fuente: Elaboracion propia usando datos de MINAGRI
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En términos de produccién, Argentina ocupa el cuarto lugar respecto de aceite
de girasol por detrds de Ucrania, Rusia y la Uniébn Europea. En contraste con otros
aceites vegetales, alrededor del 90 % de la produccién total, a nivel mundial, se utiliza
para consumo humano y solo el 10 % se utiliza para biodiesel y aplicaciones industriales
(Bolsa de Comercio de Rosario, 2018). La industria hacional de aceite de girasol procesa
alrededor de 3,5 millones de toneladas de semilla por afio para obtener mas de
1,5 millones de toneladas de aceite crudo y una cantidad similar de pellets o harinas.
Alrededor de dos tercios de la produccién total sigue el proceso de la refinacién, ya sea
para consumo domeéstico como para uso industrial. El tercio restante se dirige a la
exportacion. El total de consumo familiar, que incluye aceites de girasol puro y aceites
mezcla (girasol con soja) en botella, alcanza los 478 millones de litros al afio, es decir,
un promedio de 10,9 litros por afio por habitante (INDEC, 2017). La Figura 1.5 muestra

la evolucion de la produccion de aceite de girasol en la ultima década.
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Figura 1.5: Evolucion de la produccion de aceite de girasol en la ultima década.
Fuente: Adaptacion de base a datos de MINAGRI

Actualmente, se registran 46 plantas aceiteras en actividad en nuestro pais,
localizandose gran parte de ellas en Santa Fe (21) y en Buenos Aires (15),
distribuyéndose el resto entre Cordoba (4), Entre Rios (3) y La Pampa, Misiones y

Santiago del Estero, con una planta cada una (INDEC, 2017). A nivel mundial, Argentina
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posee la segunda capacidad instalada en términos de molienda diaria y anual de granos

oleaginosos y las plantas de mayor capacidad promedio (Afion, 2016).

1.2. EL GIRASOL
1.2.1. SEMILLA: COMPOSICION Y PROPIEDADES
El girasol (Helianthus annuus) es una planta que pertenece a la familia de las
compuestas (Asteraceae) y al género Helianthus. Es una planta anual que tiene una
gran inflorescencia amarilla que consiste en una cabeza circular, o capitulo, con
pequenas flores que cuando son fecundadas desarrollan un fruto, llamado aquenio o
cipsela, muy rico en aceite. Su nombre deriva de dos palabras griegas: helios que
significa sol y anthos, flor, aludiendo a su movimiento heliotrépico de su inflorescencia
(Melgarejo, 2003).
Comunmente se emplea el término semilla de girasol para referirse al aquenio.
De aqui en adelante y a pesar de la imprecisién, se utilizara el vocablo “semilla” para
referirse al fruto. El aquenio se caracteriza por estar formado por un embrién o pepa
(semilla propiamente dicha) cubierto por su tegumento seminal y por el pericarpio (0
cascara) (Figura 1.6). Un capitulo contiene al madurar entre 250 y 1500 aquenios

(Melgarejo, 2003).

——~ »Embrién o semilla
= Tegumento seminal

» Pericarpio o cascara

Figura 1.6: Estructura de la semilla de girasol

El embrién representa el 75-80 % del peso seco de la semilla, y en él se

encuentran dos cotiledones en donde se almacenan las reservas de lipidos y proteina.
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Por otra parte, el pericarpio representa el 20-25 % del peso seco de la semilla, y es
principalmente de naturaleza lignocelulésica (Gonzalez-Pérez y Vereijken, 2007). Su
color puede ser gris, blanco castafio o negro y presentar estrias blancas, segun la
variedad.

Los componentes mayoritarios en las semillas de girasol son el aceite, las
proteinas, las fibras y los carbohidratos, siendo los primeros dos los més importantes.
La céscara aporta principalmente fibra y compuestos fendlicos. Un andlisis tipico de la
composicion de las semillas y de las cascaras se muestra en la Tabla 1.1. La variabilidad
que presenta la composicién se atribuye no sélo al genotipo sino también a diferencias
de localizacion geogréfica y condiciones ambientales durante el periodo de maduracion.
La variacion entre cultivares se evidencian en diferencias en la proporcion de pericarpio
(cascara) y en la concentracion de aceite en la semilla. En general, los cultivares con
granos de pericarpio negro presentan una mayor concentracion de aceite que los de
pericarpio estriado. La concentracibn de proteinas varia entre 15 y 19 9%,
correspondiendo los valores mayores a una menor concentraciéon de aceite (Le Clef y

Kemper, 2015).

Tabla 1.1: Composicién de semillas y cascara de girasol

Semilla de girasol Céscara de girasol
Humedad (%) 55-8,0 7-11
Aceite (%) 45 - 55 15-3,0
Proteina (%) 14 - 27 4-6
Fibra cruda (%) 22-24 50 - 60
Hidratos de carbono (%) 18 - 26 14 -16
Cenizas (%) 3 -4 5-7

Fuente: Le Clef y Kemper (2015); Salgado, (2009); Gonzalez-Pérez y Vereijken (2007)

Una buena comprension de la materia prima, la estructura fisica, la composicion

guimica y la organizacién de los componentes a nivel macroscépico y molecular es

importante para disefiar procesos eficientes de extraccion.
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1.2.2. ACEITE: COMPOSICION Y PROPIEDADES

En las células de los cotiledones se hallan estructuras de reserva que almacenan
la mayor parte de los lipidos y proteinas del grano, llamadas cuerpos lipidicos (CL) y
cuerpos proteicos.

El aceite se almacena en forma de globulos rodeados por una capa no
membranosa dentro de las células. Esos sistemas se llaman oleosomas, los cuales se
forman cuando la estructura proteica particular, constituida por oleosinas, se une a la
superficie de los glébulos para formar una capa limitante. Los oleosomas estan asi
constituidos por un nucleo de triglicéridos (TAG) rodeado por una monocapa de
fosfolipidos en la que estan conectadas las oleosinas (Figura 1.7). El objetivo de esta

capa limite es prevenir la coalescencia de los oleosomas (Muniglia et.al., 2014).

Fosfolipidos
Oleosinas

TAG

Figura 1.7: Estructura general del oleosoma.
Fuente: Tzen, 2012

El aceite esta compuesto principalmente por triglicéridos que estan formados por
tres &cidos grasos unidos a una molécula de glicerol por uniones éster, y por otros
compuestos minoritarios como fosfolipidos, esteroles, tocoferoles, ceras y acidos grasos
libres, que pueden estar presentes en diferentes cantidades conformes las
caracteristicas y la calidad de la materia prima de origen (Velasco y Ruiz-Méndez, 2015).

En la Tabla 1.2 se presenta intervalos posibles de componentes menores

presentes en un aceite crudo de girasol.
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Tabla 1.2: Composicién promedio del aceite de girasol crudo

Componentes g/kg
Fosfolipidos 6-12
Acidos grasos libres (AGL) 3,7-45
Fitoesteroles 24-46
Tocoferoles 0,403 - 0,935
Ceras 0,2-3,5
Carotenoides 0,006 - 0,015

Fuente: Velasco y Ruiz-Méndez. (2015)

La alta proporcion de &cidos grasos insaturados, como oleico y linoleico, le
confieren una excelente calidad nutricional al aceite. Ademas completan el perfil de
acidos grasos el acido palmitico (4-9 %), el acido esteérico (1-7 %) y trazas de otros
acidos grasos, como miristico, miristoléico, palmitoléico, araquidico y behénico.
Dependiendo del contenido de acidos oleico y linoleico se los suele clasificar al aceite
en (Gupta, 2002, Melgarejo, 2003; Salas et.al., 2015):

- tradicional o poliinsaturado, conteniendo 65-70 % de acido linoleico,
- monoinsaturado o alto oleico, con mas del 80 % de acido oleico y sélo 5-9 % de

acido linoleico, y

- mid-oleico, como su nombre lo indica el contenido acido oleico es intermedio
entre los anteriores, 55—-75 % acido oleico y 15-35 % de &cido linoleico.

Otro de los componentes del aceite de girasol son los tocoferoles, los cuales son
antioxidantes naturales. El tocoferol mayoritario es el a-tocoferol que hace que el aceite
sea resistente a la fotooxidacién. El y-tocoferol, proporciona estabilidad oxidativa frente
a la autooxidacion, estd presente en el aceite solo a niveles bajos (Velasco y Ruiz-
Méndez, 2015).

Los esteroles y ésteres de esterol también son antioxidantes naturales, pero los
estudios sobre estos compuestos han avanzado mas en el area de la nutricibn humana

gue en el de su propiedad antioxidante en el aceite.
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Los fosfolipidos (también conocidos como fosfatidos) estan presentes de forma
natural en todas las semillas oleaginosas. Al igual que los tocoferoles y los ésteres de
esterol, estos compuestos son solubles en aceite y se encuentran en él, luego de la
extraccion. El aceite de girasol tradicional contiene cuatro tipos de fosfatidos principales:
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (Pl) y &cido fosfatidico
(PA). El contenido de fosfolipidos en un aceite completamente refinado debe ser bajo.
El contenido de fosfolipidos en el aceite de girasol crudo varia entre 0,5% y 1%, donde
alrededor de un 50 % del total son eliminados durante el proceso de extraccion. El perfil
de fosfolipidos de un aceite tradicional es aproximadamente: 2,2 % PA, 21,2 %
PE, 27,9 % PI, y 48,7 % PC (Gordon Dorrell y Vick, 1997; Veldstra y Klere, 1993). La
concentracion de los fosfolipidos en el aceite depende del método de extraccion que se
utilice y del tipo procesamiento en el refinado (desgomado). Los aceites obtenidos
mediante extraccion con solvente presentan un contenido mayor de fosfolipidos que
aguellos aceites obtenidos mediante prensado de las semillas, siendo generalmente
mas concentrados en PC y PE (Carelli et al., 2002a).

Las ceras pueden estar presentes en el aceite de girasol, debido a que las
mismas se encuentran en el pericarpio de las semillas y durante la extraccion de aceite,
las semillas solo presentan un descascarado parcial. Las ceras dan una apariencia
turbia al aceite cuando esta refrigerado y esto es indeseable para el aceite comestible
(Carelli et. al., 2002b).

El aceite de girasol también presenta una proporcién de pigmentos como
carotenoides y clorofila. Los carotenoides imparten un tinte rojizo. La clorofila puede
estar presente solo si las semillas fueron cosechadas antes de que estén
completamente maduras o cuando se cosechan humedas. Esta puede impartir una
tonalidad verdosa al aceite. Los niveles de pigmentos se reducen durante las etapas de

refinado (Gupta, 2002).

10
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1.2.3. PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS

Las proteinas constituyen otro de los componentes principales de las semillas de
girasol, que resultan atractivas por su amplia disponibilidad y representan entre el 20 %
y el 40 %, de los componentes totales. En comparacion con otras fuentes de proteinas
vegetales, las semillas de girasol tienen escasos factores antinutricionales, como por
ejemplo, inhibidores de proteasas, ciandgenos, factores bociégenos, etc. (Gonzalez-
Pérez et.al., 2007).

Alrededor del 87-99 % del nitrdgeno en las semillas de girasol consiste en el
nitrégeno de las proteinas intactas y entre el 1-13 % restante se origina a partir de
péptidos, aminoacidos u otras sustancias nitrogenadas (Gassmann, 1983; Schwenke et
al., 1981).

Las proteinas del girasol consisten en gran parte en albuminas y globulinas
(70-85 %). Estas constituyen proteinas de reserva y pueden clasificarse en base a su
solubilidad, segun lo propuso Osborne (1924). Las albuminas son solubles en agua, las
globulinas insolubles en agua, pero solubles en soluciones salinas diluidas, las
prolaminas solubles en alcoholes y las glutelinas solubles en soluciones alcalinas.
Siguiendo esta clasificacion, las proteinas mayoritarias en las semillas de girasol son
globulinas y albuminas, representando el 40-90 % y 10-30 % del total de las proteinas,
respectivamente (Gheyasuddin et al., 1970; Prasad, 1990; Raymond et al., 1995;
Schwenke et al., 1981). Algunos autores también han descripto la presencia de
pequefias cantidades de glutelinas y prolaminas (Gonzalez-Pérez y Vereijken, 2007;
Sripad y Rao, 1987). Las semillas de girasol también contienen otras proteinas que son
las oleosinas; éstas, como se menciond anteriormente, se localizan en la superficie
externa de los cuerpos oleosos y previenen la coalescencia, gran parte de los cuerpos
oleosos estan cubiertas por ellas (Frandsen et al., 2001). Las oleosinas representan
entre el 2 y el 8 % de las proteinas de las semillas de girasol. Debido a su alta
hidrofobicidad las oleosinas no se encuentran en la harina obtenida luego de la
extraccion de aceite (Gonzalez-Pérez, 2015).

11
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Hoy en dia, la principal salida de mercado para la proteina de girasol se basa en
la alimentacién animal porque el crecimiento del girasol como fuente de proteina para el
consumo humano ha sido limitado por los compuestos fendlicos presentes en las
semillas. Los compuestos fendlicos son el grupo mas grande de constituyentes de
plantas capaces de interactuar con proteinas, afectando el sabor y el color en muchos
productos alimenticios (Maga y Katz, 1978). Los primeros estudios atribuyeron el color
oscuro de los concentrados de proteina que prepararon de las semillas de girasol a un
compuesto llamado &cido heliantotanico en ese momento. Algunos afios mas tarde, este
compuesto fue identificado como acido clorogénico (CGA) y se determiné su estructura
como un éster de acido quinico (QA) y acido cafeico (CA) (Velazco et. al. 2015). EI CGA
puede entrecruzarse con las proteinas durante la extraccion, lo que da como resultado
la decoloracién de la proteina final y la alteracion de su funcionalidad y biodisponibiliad.

El contenido total de carbohidratos de los granos oscila en un rango entre 4 y
18 %. Una caracteristica particular de los carbohidratos de semilla de girasol es el bajo
contenido de almidén (0,42 %) en comparacion con las semillas monocotiledéneas (Bau
et al., 1983). El andlisis de la composicién de azlcares en los granos revela que el
girasol contiene una elevada cantidad de glucosa (46 %), seguido de arabinosa (16 %),
acidos uronicos (14 %) y galactosa (11 %) (Gonzalez-Pérez et al., 2002). Por otro lado
la harina de girasol descascarada y desgrasada, contiene aproximadamente un 8 % de
carbohidratos.

Las fibras representan alrededor de un 20 % de los componentes presentes en
el grano de girasol. Las fibras estructurales estan compuestas por polisacaridos como
celulosa, hemicelulosa, lignina y sustancias pécticas. Estos componentes son mas
abundante en la cobertura de los granos y estan constituyendo las paredes celulares
primarias y secundarias de las células (Pérez et al., 2007). Se sintetizan e hidrolizan
naturalmente mediantes enzimas especificas. La pared celular primaria esta compuesta
por cuatro tipos de polimeros dispuestos entre ellos. La celulosa, es un glucano lineal
compuesto por mondémeros de glucosa, este polimero es insoluble en agua. Las

12
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cadenas de celulosa se ensamblan en paralelo para formar miofibrillas. Las miofibrillas
se enredan en una matriz amorfa compuesta esencialmente de hemicelulosa y
compuestos pécticos. La hemicelulosa es una mezcla compleja de carbohidratos
heterogéneos. Contiene hexosas (glucosa, manosa y galactosa), pentosas (arabinosay
xilosa), derivados metilados (ramnosa y fucosa) y acidos (urénico y acético). Las
hemicelulosas y las celulosas estdn unidas mediante puentes de hidrégeno. Las
pectinas, son un conjunto de polisacaridos ricos en acido galacturénico. Esas unidades
se encuentran a veces con ramnosa (ramnogalacturonano). Las Glucoproteinas son
polipéptidos que contienen uno o varios oligosacaridos de diversa complejidad unidos
covalentemente a una proteina. El glacido puede representar entre el 1y el 70 % o mas
de la masa de la glucoproteina. Las paredes secundarias estan compuesta un
45 % (m/m b.s.) de celulosa, hemicelulosa y pequefias cantidades de compuestos
pécticos. La mayoria de las paredes secundarias estan compuestas en un 35 % de
lignina (m/m b.s.). La lignina es un polimero fenilpropanoide complejo derivado
principalmente de tres alcoholes denominados monolignoles. Es un componente crucial
de la estructura de la pared celular, ya que preserva su integridad, imparte rigidez y
resistencia a las plantas vasculares, permite el transporte de agua y solutos a través de
los elementos traqueales en el sistema vascular y proporciona barreras fisicas contra la
invasion de fitopatdgenos y otros contaminantes ambientales (Le Clef y Kemper, 2015;
Muniglia et.al., 2014).

La Figura 1.8 muestra un diagrama general de los componentes de la pared

celular vegetal (Balam et al. 2006).

Las semillas de girasol también contienen una cantidad sustancial de minerales.
Sin embargo, a menudo forman complejos con el acido fitico, por lo tanto, los minerales

en las semillas de girasol no estan biolégicamente disponibles (Salunkhe et al., 1992).
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celulosa

lignina -

/
hemicelulosa

Figura 1.8: Diagrama general de los componentes de la pared celular vegetal.

1.3. PROCESOS DE EXTRACCION DE ACEITE
1.3.1. PROCESO CONVENCIONAL

El proceso de obtencion de aceite de las semillas de girasol se realiza
industrialmente por prensado mecanico y posterior extraccién con solventes organicos.
Del prensado mecanico se obtiene una torta o expeller, que posee un 18-25 % de aceite.
Dicho aceite sera extraido con solventes organicos, mayoritariamente n-hexano (Danso-
Boateng, 2011, Gupta, 2002; Lloyd y van Wyk, 2012). En un proceso convencional, se
espera que la torta de salida, contenga menos del 1 % de aceite luego de la extraccion
con solvente.

Las etapas en el proceso convencional de extraccion de aceite de girasol y la
obtencion de la harina proteica se detallan a continuacion (Figura 1.9):

- Limpieza: elimina el material extrafio que pueden generar obstrucciones o
incendios a traveés de zarandas tamizadoras, separadores magnéticos y sistemas de
aspiracion. Los equipos para la eliminacion de impurezas deben tener caracteristicas no
agresivas en la semilla para evitar que sufran algun tipo de deterioro para su posterior
almacenamiento.

- Secado: el principal objetivo es reducir la humedad del grano para niveles
seguros de almacenamiento, comercializacion y/o la posterior extraccion de aceite. El

secado se puede realizar con aire natural o con aire caliente. Sin embargo la
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temperatura que el grano adquiere en los procesos de secado, determinard si el mismo

mantiene la calidad inicial (Rodriguez y Bartosik, 2005).

Semillas de girasol

»

Limpieza

i

Secado

R

Almacenamiento

i

Descascarado

i
Aceite Crudo . Extraccion por prensado

Extraccién por solvente

Destilaciéon de la miscela Desolventizacién-Tostado
o .
Aceite Crudo Harina
Refinado Pelleteado

*

&

Figura 1.9: Diagrama de flujo de un proceso de extraccion de aceite convencional.

- Descascarado: esta operacion consiste en la remocién mecanica del pericarpio
de las semillas a través de fuerza centrifuga y la separacion posterior de la misma y de
distintos materiales se realiza a través de zarandas y con aire a contracorriente. El alto
contenido de ceras de la cascara que podria transferirse al aceite durante la extraccion
es una de las principales razones para descascarar la semilla antes de la extraccion. El
contenido de ceras del aceite extraido de una semilla sin descascarar es
aproximadamente cinco veces mayor que para los aceites extraidos de semillas
descascaradas. Sin embargo una fraccion de la cascara debe quedar, para facilitar la

percolaciéon del solvente durante la extraccion (Grompone, 2011). En la industria
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aceitera se trabaja con un 10-12 % aproximadamente de cascara residual (de Figueiredo
et al., 2013). El contenido de humedad de la semilla es un parametro relevante en el
proceso de descascarado, ya que si bien un bajo contenido de humedad facilita la
eliminacion de la cascara, por otro lado aumenta la cantidad y la composicién de los
finos.

- Extraccién por prensado: se realiza a través de prensas hidraulicas o prensas
de tornillo sin fin. Permite extraer la mayor cantidad de aceite proveniente de la semilla
de girasol, aproximadamente un 65 % del total de aceite de la semilla. Luego del
prensado se obtiene por un lado el aceite, que se denomina aceite crudo de prensay
se une a una corriente posterior del aceite extraido por solvente, dicho aceite ya se
encuentra en condiciones para ser refinado; y por otro lado la torta o expeller, que
representa el sélido extraido que aln contiene entre un 18-25 % del aceite total de la
semilla original. La torta de prensa constituye el material que sera utilizado para la
posterior extraccion por solvente.

- Extrusion: los extrusores se utilizan para formar cilindros porosos, que se
conocen comunmente como “collets”. Las semillas con alto contenido de aceite, como
el girasol, el cartamo, el mani, la canolay la colza tienen demasiado aceite para producir
escamas o collets. Por lo tanto, estan pre-prensados para reducir el contenido de aceite
de harina antes de la extraccion con solvente. Los extrusores consisten en tornillos sin
fin donde se puede inyectar agua o vapor en el flujo de productos. Esta transformacién
del producto mejora la eficiencia de extraccion con solvente y el drenaje de la miscela
(aceite + solvente) en el extractor. Este tipo de operacion se realiza después del
prensado, en granos con un alto contenido de aceite, ya que la extrusion solo puede
realizarse si la torta posee entre un 18 y 25 % (Dunford, 2012).

- Extraccién por solvente: se utiliza solventes no polares, como n-hexano, para
remover el aceite restante que queda en la torta o expeller, quedando,
aproximadamente, un 1-2 % del aceite total de la semilla original. Este tipo de extraccion,
utiliza un solvente que difunde a través de la matriz semi-permeable. Este proceso de
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extraccion es una combinacion de varios mecanismos que incluyen lixiviacion, lavado,
difusién y dialisis. La lixiviacion y el lavado retiran el aceite libre y de facil acceso para
el solvente. La difusion y la didlisis son procesos mas lentos para extraer el aceite que
no esta facilmente accesible. Luego las micelas son procesadas mediante destilacién
por vacio o evaporacion a fin de obtener por un lado el aceite crudo y por otro, el solvente
para ser reutilizado.

- Desolventizacién: tiene por finalidad retirar el solvente remanente de la harina
por calentamiento y arrastre con vapor. La desolventizacion es la etapa del proceso de
extraccion que tiene mayor consumo energético, porque ademas de la energia utilizada
para remover la torta, se necesita energia para calentar y asi evaporar el solvente de la
superficie de la torta. Cuando la torta sale del desolventizador, contiene menos del 0,01-
0,05 % de solvente y su temperatura es cercana a los 100°C. Posteriormente se realiza
un enfriamiento donde se logra obtener una harina con una temperatura menor a 38°C
y con un contenido de humedad menor al 11 %.

- Destilacion: la miscela que sale del extractor contiene aproximadamente un 25-
35 % de aceite y un 65-75 % de disolvente. EL propdsito del proceso de destilacion es
eliminar el solvente residual en el aceite. Esta operacion se realiza a través de
evaporadores que permiten recuperar el aceite y el solvente por dos lineas diferentes.
A la salida del evaporador la miscela contiene un 92-98 % de aceite y 2-8 % de solvente
residual. El solvente residual debe ser eliminado a través de la extraccion por vacio con
vapor sobrecalentado. El aceite en esta etapa sale con un 0,001-0,005 % de solvente y
0,1-0,3 % de humedad (dicha humedad puede ser eliminada en un secador a vacio para
reducirla a 0,05-0,10 %, para el almacenamiento o el transito).

- Refinado: esta etapa produce un aceite comestible con las caracteristicas
deseadas por los consumidores, como sabor y olor suaves, aspecto limpio, color claro,
estabilidad frente a la oxidacién e idoneidad para freir. Las etapas del refinado son las

que se detallan a continuacion:
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e Neutralizacion quimica: es un tratamiento acuoso con hidréxido de sodio para
eliminar los &cidos grasos libres (AGL) presentes en el aceite crudo en formar
jabones, que luego son separados del aceite por centrifugacion.
¢ Blanqueado: consiste en eliminar pigmentos del aceite. Para ello, se lo mezcla
con un adsorbente que se separa posteriormente por filtracion. Esta operacion
también elimina contaminantes particulados.
e Winterizado: separa por enfriamiento las ceras cristalizables (entre 36 y 48
carbonos), ésteres de acidos grasos y alcoholes grasos del aceite de girasol. El
aceite se almacena entre 9 y 14 °C, con agitacién continua, por un periodo de
10-12 h. Asi, se logra un crecimiento lento de los cristales y controlado para
conseguir un tamafio tan que puedan ser separados mediante filtracion o
centrifugacion (Protocolo de calidad para aceites, 2015)
e Desodorizado: elimina compuestos volatiles, principalmente aldehidos vy
cetonas, mediante un proceso de destilacion con arrastre de vapor a bajas
presiones (2-4 mbares) y altas temperaturas (220-240 °C). Ademas de mejorar la
calidad del aceite, esta operacion mantiene la estabilidad oxidativa por la remocién
de acidos grasos libres (AGL) remanentes (Velasco y Ruiz-Méndez, 2015).
- Pelleteado: puede realizarse de dos maneras, por un lado comenzar a producir el pellet
a partir de una harina molida y por otro, el enfoque méas reciente que es realizar el
pelleteado a partir de la harina directamente salida de la desolventizacién (sin secar ni
enfriar). Las condiciones requeridas para el molino de pellets son una temperatura de
alrededor de 85 °C y una humedad de alrededor del 15 %, con granulos flexibles. Para
obtener estas condiciones, la harina debe procesarse a través de un acondicionador de
paletas horizontal con vapor directo e indirecto. El granulador es un dispositivo que
presiona la harina a través de orificios en una placa de matriz cilindrica utilizando rodillos
giratorios en su interior para formar granulos densos. Después del granulador los pellets
contienen aproximadamente 14 % de humedad y estan a 85 °C y son algo fragil, por lo

que deben transportarse a un enfriador. La mayoria de los molinos de pellets estan
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ubicados directamente sobre un enfriador de pellets vertical. El enfriador de pellets
vertical utiliza aire ambiente forzado para enfriar simultdneamente los pellets, eliminar
la humedad a través de efecto de enfriamiento por evaporacion y dar a los pellets el

tiempo necesario para volverse mas firmes y menos friables (Le Clef y Kemper, 2015).

1.3.2.USOS

Como la mayoria de las oleaginosas, el girasol tiene una potencial utilidad para
muchas industrias, dado que se pueden obtener diferentes productos a partir del aceite
crudo, torta, cascara o aceite refinado, incluyendo plasticos, lecitinas o agentes
emulsionantes. La mejora genética y la aparicion de nuevos procesos industriales hacen
posible la implementacion de estos usos potenciales (Salas et. al., 2015). El producto
mas importante de la trituracién de las semillas de girasol es el aceite. A partir de una
tonelada de girasol se extrae un 41 % de aceite, 42 % de subproductos y 7 % de
desperdicio. Por otra parte, el aceite de girasol es considerado de excelente calidad
comestible por su elevado tenor de acidos grasos insaturados (oleico y linoleico). El
aceite de girasol, ha sido por anos del tipo “linoleico”, sin embargo las razones
vinculadas al cuidado de la salud y la demanda de caracteristicas especiales para usos
industriales, impulsaron el desarrollo de los girasoles medio y alto oleico. Estos aceites
se obtuvieron a través de mutacién genética. El hecho de tener un mayor porcentaje de
acido oleico los hace menos susceptibles a cambios oxidativos durante la refinacion, el
almacenaje y las frituras, confiriéndole mayor estabilidad. En la actualidad, la industria
alimentaria mundial prioriza el cuidado de la salud y esta utilizando cada vez mas aceites
vegetales con alto contenido de &acidos grasos insaturados, favoreciendo las
perspectivas de uso para el aceite de girasol alto oleico. Estos productos que estan
creciendo a nivel mundial son una oportunidad que se le abre a nuestro pais para
satisfacer una demanda creciente de un aceite diferenciado (Secretaria de

Agroindustria, 2018)
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El principal subproducto de la extraccion de aceite es una harina proteica la cual
se pelletiza para facilitar su transporte. El pellet de girasol es empleado principalmente
para alimentacién animal (Salgado, 2009). El elevado contenido de proteinas hace de
la harina una fuente atractiva para el aislamiento de las mismas. La idoneidad para las
aplicaciones alimentarias de las proteinas de harina de girasol depende principalmente
del método de extraccion de aceite. Debido a este proceso, las proteinas pueden estar
desnaturalizadas en gran medida, lo que resulta en una harina con alto contenido de
proteinas insolubles (Gonzélez-Pérez y Vereijken, 2007). La desnaturalizacion de las
proteinas puede ocurrir durante el acondicionamiento de las semillas, la extrusion (hasta
140 °C) y la desolventizacion / tostado. Por lo tanto, la salida principal de las proteinas
de girasol es la alimentacién animal. Otra aplicacion menor de la proteina de girasol es
por ejemplo, la fortificacion de algunos alimentos, como suplementos para carne y leche,
férmulas infantiles, productos de panaderia y pasta, etc. Las proteinas de girasol se han
evaluado ampliamente como ingredientes alimentarios (Lusas, 1982, 1985; Sosulski,
1979). En comparacién con las proteinas de leguminosas y otras semillas oleaginosas,
se ha informado que las proteinas de girasol no contienen componentes
antinutricionales, como los inhibidores de la proteasa, y su composicion de aminoacidos

cumple con el patrén de la FAO, excepto por la lisina (Gonzéalez-Pérez, 2003).

1.3.3. PROCESO DE EXTRACCION DE ACEITE CON SOLVENTES ALTERNATIVOS

La extraccion por solvente es considerado un proceso de transferencia de masa
entre una fase sélida (matriz sélida insoluble), una fase liquida ocluida dentro de los
poros de las particulas y una miscela que se mueve a través del espacio entre dichas
particulas (Cacace y Mazza, 2003). El éxito de un proceso de extraccion de aceite
industrial depende de qué tan rapido el componente es extraido por el solvente y en el
equilibrio logrado en dicha fase.

El principal solvente utilizado a nivel industrial para la extraccion de aceites
vegetales, como se ha mencionado en secciones anteriores, es el n-hexano; la industria
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utiliza generalmente una mezcla de isomeros (Bessa et al., 2017). El n-hexano presenta
varias ventajas, en particular su alta capacidad de solubilizar los componentes oleosos
y su bajo punto de ebullicién, lo que facilita la recuperacion de solutos y el reciclaje de
solventes (Le Clef y Kemper, 2015). La industria del aceite utiliza grandes volimenes
de solventes organicos, sin embargo dichos solventes, ademas de ser obtenido de una
fuente no renovable, pueden contribuir a la emision de compuestos organicos volatiles
(VOC). La produccion de VOC en el proceso convencional resulta preocupante ya que
pueden reaccionar en la atmésfera con otros contaminantes para producir 0zono y otros
oxidantes fotoquimicos peligrosos tanto para la salud humana, como para los cultivos.
Aunque el proceso convencional se caracteriza por la alta eficiencia de extraccion y el
bajo costo, la extraccion por solvente involucra altas temperaturas durante la extracciéon
y posterior destilacion de la miscela que pueden tener efectos indeseables en la calidad
del aceite, por ejemplo el deterioro oxidativo de acidos grasos poliinsaturados vy el
desarrollo de rancidez. Ademas, las etapas posteriores de refinado de estos aceites,
como desgomado, neutralizacién y blanqueo, dan lugar a pérdidas de componentes
valiosos y a un posterior deterioro de la calidad de los aceites (Dominguez et al., 1995b;
Latif y Anwar, 2009; Rosenthal et al., 1996). Por otra parte, la fraccién proteica no es
apta para consumo humano, por la presencia de solvente residual en la harina y el sabor
amargo que presenta a causa de los compuestos fendlicos.

En los Ultimos afios, se han realizado avances importantes en el desarrollo, la
optimizacion y la aplicacion de tecnologias limpias de extraccion en la industria
alimentaria, para reducir el impacto ambiental mediante la minimizacion de residuos,
disminucion del consumo energético y del tiempo de procesamiento, ademas de evitar
riesgos para la salud mediante la sustitucion de solventes toxicos e inseguros. La
combinacién de técnicas avanzadas con solventes “Green” proporciona tiempos de
extraccidn mas cortos, menos uso de solvente y disminuye el consumo de energia,
haciendo que un proceso de extraccion general sea mas ecoldgico (Dunford, 2012; Le
Clef y Kemper, 2015; Lloyd y van Wyk, 2012).
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Recientemente, la guia de seleccion de solvente CHEM21 (Prat et al., 2016),
basada en guias ya existentes, clasifica los solventes mas comunes, en cuatro
categorias: recomendados o preferidos, problematicos, peligrosos y altamente
peligrosos. El ranking fue desarrollado para promover el uso de los solventes
recomendados, como etanol y agua. A pesar de que el n-hexano es un solvente
permitido para la industria alimentaria por la FDA (Food and Drug Administration -
Administracién de Alimentos y medicamentos), éste estd clasificado como solvente
peligroso. Por lo tanto, mediante la busqueda de un reemplazo para el n-hexano durante
el proceso de extraccion, el uso de solventes ecoldgicos se esta convirtiendo en una
prioridad para la industria alimentaria (Prat et al., 2016).

Los solventes de extraccion alternativo, como algunos alcoholes, agua e incluso
acetato de etilo, son fluidos de procesamiento mas ecoldgicos para la separacién de
aceites de semillas oleaginosas y deberian probarse primero en nuevos métodos
desarrollados para establecer posibles incompatibilidades en las condiciones de

proceso (Toda et al., 2016; Mat Yusoff et al., 2015).

1.3.4. EXTRACCION ACUOSA

El proceso de extraccion acuoso de aceite (AEP) es una alternativa y un método
mas ecoldgico de procesamiento para extraer el aceite de las semillas oleaginosas. Este
proceso utiliza agua como medio de extraccion. El agua fue sugerida originalmente en
los afos '50 como solvente alternativo en el proceso de extraccidn de aceite por su
disponibilidad y seguridad. Ademas, se planted la posibilidad de la recuperacion
simultanea de aceite y proteinas (concentrados proteicos o aislados proteicos), de
elevada calidad y la eliminacion de la etapa de recuperacion del solvente (Rosenthal et
al., 1996).

La AEP utiliza un principio diferente a la extraccidon convencional, ya que esta
basado en la insolubilidad del aceite en el agua. En este caso, los componentes de la
matriz solubles en agua se difunden en el medio, dejando paso al aceite que estaba
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previamente ligado a la estructura original (Rosenthal et al., 1996). La extraccion se
realiza en un sistema batch, con agitacioén constante, donde el aceite extraido se recoge
por centrifugacion y posteriormente es calentado para eliminar la humedad del mismo.
Las operaciones unitarias que involucra la AEP son: molienda, separacion sélido-
liguido, centrifugacién, demulsificacion y secado. Estas operaciones pueden variar
segun el material oleaginoso. Durante la centrifugacién se divide el extracto en una fase
superior oleosa, una fase acuosa intermedia (sobrenadante) y una fase sélida en la parte
inferior. Una parte del aceite se recupera en la fase superior y otra parte se recupera
luego de romper la emulsién O/W (aceite/agua) en la fase acuosa donde se encuentra
emulsionado con el agua (Campbell, 2010). Después de la separacion de las fases, la
mayor parte de las proteinas se pueden recuperar como concentrado en la fase sélida
0 como aislado en la fase acuosa, dependiendo del pH del medio de extracciéon. La
Figura 1.10 muestra un esquema de la separacion de las diferentes fases luego de la

centrifugacion.

) Aceite Acei
L L, ceite
) Emulsion F’rac_C|0n Proteinas
Liquida Azlcares
) Sobrenadante
N . Fraccion
4 Harina

\/ solida

Figura 1.10: Fases formadas luego de la etapa de centrifugacion para la recuperacion
del aceite.

Este método ofrece algunas ventajas frente a los solventes organicos
convencionales, una de ellas es la extraccion simultdnea de aceites y componentes
solubles en agua (generalmente proteinas y carbohidratos). Ademas, el uso de agua
como solvente de extraccion posee otras ventajas, es mas seguro y amigable con el
medioambiente, lo cual conduce a operaciones mas flexibles y seguras. Por otro lado el

agua es econdmica, requiere condiciones operacionales leves y el aceite no necesita
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ser sometido a un refinado posterior. Estos factores contribuyen a un menor consumo
energético, menores costos de operacion, menor inversion de capital y
consecuentemente un menor costo de operacién y de procesamiento. La extracciéon
acuosa puede ser aplicada a una amplia variedad de materiales y el uso de condiciones
operacionales mas leves resulta en subproductos mas valiosos, como harinas no téxicas
y agrega valor a las fibras y proteinas (Danso-Boateng, 2011; Rosenthal et al., 1996).

Los rendimientos de la extraccion son de alrededor del 40-50 % respecto del total
de aceite presente en la matriz, si bien la eficiencia es baja, comparada con la extraccion
convencional, puede considerarse satisfactorio para los procesos no comerciales
tradicionales. Sin embargo hay ciertas limitaciones en el proceso, ya que incluyen la
necesidad de romper la emulsion que podria formarse, para separar las fases de aceite
y agua y los costos de tratamiento de efluentes. Por otro lado la harina obtenida de la
extraccion rica en proteina, necesita un secado posterior ya que sale del proceso con
un elevado contenido de humedad (Dunford, 2012).

Hace algunos afios, este tipo de metodologia ha sido aplicada en diferentes
fuentes de aceite, como por ejemplo en maniy coco (Cater et al., 1974), soja (Campbell,
2010; Campbell y Glatz, 2009; Kapchie et al., 2008; Rosenthal et al., 1998), semillas de
colza (Embong y Jelen, 1977), semillas de girasol (Evon et al., 2009; Hagenmaier,
1974), germen de trigo (Nikiforidis y Kiosseoglou, 2009) y harina de mostaza (Tabtabaei

y Diosady, 2013), entre otros.

1.3.5. EXTRACCION ASISTIDA POR ENZIMAS

La extraccién de aceite por solvente presenta como requisito previo la ruptura de
la semilla para hacer la pared celular mas porosa; se dice que la completa ruptura de la
célula es necesaria para una rapida extraccion por solvente. En un proceso
convencional, como se menciond anteriormente, la ruptura de la pared celular de las
semillas se obtiene mediante operaciones unitarias como, laminado, coccién y
trituracion, dependiendo del tipo de matriz utilizada (Jung et al., 2014).
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En un proceso de extraccion asistido por enzimas, son estas las que pueden
provocar la ruptura de la pared celular incluso a nivel molecular. Debido a la efectividad
de las enzimas para romper la pared celular, pueden actuar de forma sinérgica con otros
solventes (denominados “Green”) o medios fisicos en la extraccion de aceites (Johnson,
1997).

Una definicion de extraccion puede abarcar el prensado y/o la extraccion por
solvente; a partir de ello se pueden considerar tres enfoques en el uso de enzimas.
Estos pueden categorizarse en extraccion por solvente asistido con enzimas, prensado
asistido por enzimas y extraccioén acuosa asistida por enzimas. En todos estos procesos,
el objetivo es el uso de enzimas para romper la estructura celular y aumentar el
rendimiento de la extraccion (Mat Yusoff et al., 2016; Johnson, 1997).

Tanto en extraccién por solvente como en el prensado asistido por enzimas, la
reaccion enzimatica constituye un pre-tratamiento en el proceso. El pre-tratamiento
enzimatico requiere de condiciones de pH, temperatura y contenido de humedad
adecuados, y la duracion de la hidrolisis es determinada experimentalmente, segun la
matriz y la enzima utilizadas. Luego de la hidrdlisis, el material es secado a la humedad
deseada pararealizar la extraccién por solvente o el prensado convencional. La principal
ventaja de estos dos procesos es el incremento de la recuperacion de aceite. En el caso
del uso de enzimas en la extraccion con solventes, otra ventaja importante resulta la
posible reduccion de la cantidad de solvente utilizada durante la extraccion. Mientras
gue en la extraccion por prensado podria incluirse el uso de una temperatura inferior a
la del proceso convencional proporcionando un aceite de mejor calidad. Por otro lado,
etapas posteriores del refinado como el desgomado son mejorados. Dentro de las
desventajas de ambos procesos, pueden incluirse los largos periodos de incubacion y
el costo de energia extra utilizada para los tratamientos de secado adicionales (Carr,
1997). El costo de la enzima, también podria ser considerado como una desventaja.

El pre-tratamiento enzimético antes del prensado mecénico para mejorar la
extractabilidad del aceite se ha estudiado para el aceite de oliva de grado virgen, colza,
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girasol y algodon utilizando mezclas de enzimas que contienen pectinasas, celulasas y
hemicelulasas (Dominguez et al., 1994). El pre-tratamiento enzimético seguido de la
extraccion con solvente ha sido informado para soja y girasol. Sin embargo estos
estudios no investigan la posibilidad de lograr una alta recuperacion de aceite en un
tiempo mas corto de extraccion (Danso-Boateng, 2011).

La extraccidn acuosa asistida por enzimas constituye una extraccion con un
tratamiento enzimatico en simultdneo, ya que la enzima es incorporada al medio de
extraccion. El uso de enzimas en una extraccion acuosa, podria incrementar el
rendimiento de aceite en la extraccion. Este tipo de extraccion, al igual que las otras dos
mencionadas anteriormente, requiere de condiciones adecuadas de pH, temperatura,
relacion solido: liquido y un tiempo de extraccion. Luego de cumplido el tiempo de
extraccion, se realiza una centrifugacion para separar el sélido del liquido y la fraccion
liquida se centrifuga nuevamente para separar el aceite.

En el procesamiento de extraccién acuosa (AEP) o acuosa asistida por enzimas,
una parte del aceite se libera como aceite libre y otra parte se encuentra emulsionada.
El aceite emulsionado a menudo resulta dificil de separar debido la estabilidad impartida
por los componentes celulares interfacialmente activos que también se extraen durante
el mismo proceso. Por lo tanto, es necesario considerar cuidadosamente las técnicas
empleadas para separar el aceite, ya que el rendimiento final de la extraccion y la calidad
del aceite dependeran de manera critica de la demulsificacion.

Dentro de las ventajas de la extraccién acuosa asistida por enzimas, se destaca
que las harinas de extraccion contienen menor cantidad de compuestos indeseables
que son los que limitan el uso de la misma en formulaciones alimenticias. Por otro lado,
la calidad del aceite también mejora en términos del contenido de fosforo, por lo cual el
aceite puede ser refinado fisicamente sin necesidad de realizar un desgomado. A su
vez, el medio acuoso es mucho mas seguro, econémico y amigable con el
medioambiente, permitiendo operaciones flexibles, menor consumo energético y menor
inversion de capital.

26



Introduccién general

Las posibles desventajas de este proceso de extraccidbn son los bajos
rendimientos y la separacion del aceite emulsionado. Por otro lado, podrian
considerarse como desventaja, los costos incluidos para el tratamiento de los efluentes
liberados durante la extraccién (agua con componentes solubles extraidos del material
de extraccidn). Si bien, esto Ultimo constituye una desventaja, una forma de amortiguar
dicho costo es incluyendo otras corrientes para la recuperacion de los componentes
solubles de los efluentes (Galanakis, 2012).

El potencial de las tecnologias de extraccidon asistida por enzimas parece
evidente debido a las preocupaciones actuales sobre el medio ambiente y la salud,
referidos al uso de disolventes organicos. Sin embargo, la adopcién comercial de estas
tecnologias solo se realizaria si se pueden obtener ventajas demostrables (en costo)
sobre los procesos de extraccién convencionales. Si bien el uso de enzimas aun esta
en estudio y se han obtenido avances considerables en la Ultima década, los
inconvenientes de la tecnologia se deben a problemas que podrian superarse mediante

esfuerzos de investigacion concertados (Johnson, 1997).

1.3.5.1. Tipos de enzimas aplicadas a la extraccion

El uso de enzimas imparte su propio beneficio de “amigable con el medio
ambiente” o “green”. Diversos estudios sugieren que las enzimas pueden usarse para
mejorar la produccion de aceite en los procesos de extraccion de semillas oleaginosas
donde se utilicen solvente no convencionales y pueden, también, ser inmovilizadas para
Su recuperacion y reutilizacion, lo que puede reducir el costo de procesamiento.

Las enzimas son moléculas biolégicas que tienen la capacidad de catalizar
reacciones quimicas. A excepcion de las ribozimas (ARN), todas las enzimas son de
naturaleza proteica. Cada enzima posee sus caracteristicas biologicas para catalizar
dichas reacciones y se diferencian de los catalizadores quimicos en tres puntos:

- Condiciones de reaccion mas suave (pH, temperatura, presion, etc.)

- Mayor especificidad de las reacciones
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- Regulaciéon de la reaccién catalitica a través de pardmetros externos como
concentracion de productos y sustratos, pH, temperatura, entre otros.

Para llegar a los compuestos de interés almacenados en las células vegetales,
diversas barreras deben cruzarse, entre ellas: paredes celulares, extracelulares y
oleosomas. Como se menciond en la seccidn 1.2.3, cada una de esas paredes celulares
esta compuesta de determinados componentes organizados en una estructura
compleja. Comunmente, hay cuatro familias de enzimas que se utilizan para hidrolizar
parte de los constituyentes de las paredes celulares vegetales: celulasas,
hemicelulasas, pectinasas y proteasas.

Las celulasas hidrolizan la celulosa para liberar moléculas de celobiosa y glucosa
cuando la hidrélisis estd completa. Los mecanismos de accién de las celulasas no estan
completamente identificados. Zhang et al. (2010) consideraron que los mecanismos
guimicos mas aceptados sobre la hidrolisis enzimatica es el resultado de la accién
sinérgica de tres tipos de enzimas: las endoglucanasas, exoglucanasas y glucosidasas.
La accion de un conjunto de enzimas comienza con una hidrélisis primaria o de fase
sélida, que se produce por las endo y exoglucanasas, que depolimerizan el sustrato y lo
vuelven soluble. El factor limitante de esta hidrolisis es la concentracion de estas
enzimas. La hidrodlisis secundaria o de fase liquida, implica esencialmente la hidrdlisis
de la celobiosa en glucosa por las glucosidasas, aunque estas también tienen la
capacidad de hidrolizar otras moléculas solubles.

Las hemicelulasas hidrolizan la hemicelulosa produciendo azlcares simples u
oligosacéridos. Esta estructura, es mas compleja que la de celulosa por lo tanto requiere
mayor actividad enzimatica, debido a la gran variedad de hemicelulosas. Las enzimas
en general son especificas para un tipo de enlaces, por lo que muchas de ellas estan
involucradas en la degradacion de este componente (exo B 1,4-anosidasa; B 1,4-
xilosidasa; endo a 1,5-arabinanasa; B galactosidasa; endo B 1,4-mananasa; a
galactosidasa; B glucosidasa; feruloil esterasa; a L - rabinofuranosidasa; o
glucuronidasa; acetilxilano esterasa; endo 8 1,4-xilanasa) (Jung et al, 2014).
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Las pectinasas hidrolizan los diferentes tipos de pectinas, liberando &cidos
urénicos. La biodegradacién de las pectinas se realiza gracias a las pectinasas y
especificamente endopoligalacturonasas, que solo actlan sobre unidades &cidas (no
esterificadas). Las unidades esterificadas son degradadas por las metil pectina
esterasas, que permiten adaptar el sustrato para reaccionar con la enzima anterior. En
el caso de las pectinas altamente metiladas, solo las pectinliasas de origen bacteriano
(no detectadas en las plantas) poseen la capacidad de hidrolizarlas (Jung et al., 2014).

Las proteasas son capaces de hidrolizar proteinas que liberan péptidos,
aminodcidos, etc. Para romper los enlaces utilizan una molécula de agua, por lo que
suelen denominarse también hidrolasas (Jung et al., 2014).

Las primeras tres enzimas citadas (celulasas, hemicelulasas y pectinasas) se
pueden usar solas 0 en una mezcla; sin embargo, las proteasas tienen que actuar por
separado por tres razones principales: ellas son capaces de hidrolizar las proteinas
enzimaticas y por lo tanto de disminuir profundamente la actividad especifica de mezcla
hidrolitica de enzimas. Ademas, si son utilizadas para la extracciébn de aceite, los
péptidos liberados por la accién de la proteasa, estabilizarian las emulsiones resultantes
(Jung et al., 2014)

Las enzimas se pueden utilizar como herramientas adicionales para procesos
regulares con el fin de aumentar rendimientos de extraccién al debilitar las paredes
celulares vegetales, solubilizando los componentes estructurales de dicha pared.

La aplicacion de enzimas en el proceso extractivo se ha convertido en una
propuesta tecnoldgica destinada a reducir al minimo el contenido residual de aceite en
las harinas (Ramadan et al., 2009, Rosenthal et al., 1996) y resulta una tecnologia en
auge tanto en la industria de alimentos como en biotecnologia.

Las enzimas parecen ser mas eficientes en las mezclas que por separado, ya
que muchas de ellas tienen un efecto sinérgico que mejoran la extracciéon comparado

con su comportamiento individual.
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Cuando las actividades enzimaticas son numerosas, los rendimientos de
extraccion son mejores, los efectos de una enzima promoveran la liberacion de un
sustrato favorable para otra enzima, esto se ha demostrado por ejemplo en algunos
sustratos utilizando xilanasas y B-glucanasas. Cuando el medio de reaccién contiene
una gran cantidad de enzimas la liberacion de aceite serd mayor y mas rapidamente
lograda. Sin embargo la mezcla Optima dependerd de cada sustrato, debido a la
variacién entre especies. Para obtener una mejor comprension del proceso y el posible
papel de las enzimas, es esencial investigar la estructura de las matrices de las cuales
se extraera el aceite.

Los diversos antecedentes sobre el uso de enzimas en la extraccién de aceite,
han reportado extracciones acuosa-enzimaticas en granos de soja, utilizando proteasas
(Rosenthal et al., 2001; Moura et al. 2008; Chabrand et al., 2009; Jung et al., 2009; Qian
et al., 2010; Campbell y Glatz, 2009). Otros autores como Dominguez et al. (1994)
reportaron para el mismo grano, el uso de celulosas, proteasas y complejos
multienzimaticos, como pre-tratamiento para una posterior extracciéon por solvente.
Estudios sobre la extracciébn acuosa enzimatica en semillas de girasol empleando
complejos multienzimaticos y diferentes combinaciones entre proteasas, pectinasas y
celulasas fueron reportados por Dominguez et al. (1995a), Sineiro et al. (1998) y Latif y
Anwar (2009). Campbell et al. (2016) estudiaron el uso de proteasas y celulasas en
extrusados de girasol, mientras que Pérez et al. (2013) y Danso-Boateng (2011)
utilizaron enzimas en girasol como pre-tratamiento para una posterior extraccién con
solvente, pectinasas y un complejo multienzimatico, respectivamente. El uso de
proteasas en colza fue informado por Zhang et al. (2007).

Los antecedentes del uso de enzimas en extraccién acuosa enzimatica y como
pre-tratamiento, también ha sido estudiado en otras matrices no oleaginosas como,
semillas de melén, nueces, coco, semillas de sandia, sésamo, olivo, orujo de ardndanos,
entre otras (Muniglia et al., 2014; Jiang et al., 2010; Latif y Anwar, 2011; Liu et al., 2011,
Najafian et al., 2009; Nyam et al., 2009; Sharma et al., 2002; Zhang et al., 2012).
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1.3.5.2. Parametros que afectan la eficiencia de la extraccion enzimética

El conocimiento de la teoria cinética enzimatica basica es importante para
comprender el mecanismo de reaccién enzimatica y para seleccionar métodos para
analizar las reacciones. Varios factores pueden afectar la velocidad a la que avanzan
las reacciones y la capacidad de la enzima de romper estructuras, entre ellos pueden
describirse la temperatura, el pH, la concentracion de enzimas, la concentracién de
sustrato y la presencia de inhibidores o activadores:

» pH: el valor del pH de la solucién en la que las enzimas trabajan, ya sea para
realizar un pre-tratamiento o una extraccion en si, depende del pH 6ptimo de cada una.
Las enzimas poseen grupos quimicos ionizables (carboxilos, aminos, sulfhidrilos,
imidazol, etc.) en las cadenas laterales de sus aminoacidos. Segun el pH del medio,
estos grupos pueden tener cargas eléctricas positivas, negativas o neutras. Como la
conformacion de las proteinas depende, en parte, de sus cargas eléctricas, habra un pH
en el cual la conformacion sera la mas adecuada para la actividad catalitica. Este es
considerado el pH éptimo de trabajo de una enzima. A pH distinto al 6ptimo la forma del
sitio activo de las enzimas cambia de manera tal que no puede cumplir su funcién. Sin
embargo la mayoria de las enzimas nombradas anteriormente, tienen su actividad
méaxima en el intervalo del punto isoeléctrico de las proteinas el cual depende de la
naturaleza de la semilla oleaginosa; dado que las proteinas son altamente insolubles en
un intervalo de pH cercano al punto isoeléctrico, la liberacion de aceite puede inhibirse.
Por esta raz6n muchos autores consideraron la posibilidad de usar mezclas enzimaticas
que demuestran una alta actividad lejos del punto isoeléctrico de las proteinas y se
consideran efectivas en la extraccion de aceite (Yusoff et al,. 2016).

» Fuerza idnica: la mayoria de las enzimas aceptan una fuerza iénica moderada,
comunmente entre 0,05y 0,2M; solo las enzimas termofilas y haléfilas prefieren mayores
concentraciones (hasta 1M). Una fuerza ibnica menor a la mencionada puede
desestabilizar la estructura de la proteina. Los buffers sirven para ajustar el pH deseado
durante ensayos enzimaticos y consisten en la combinacién de un acido débil y una
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base fuerte. Cuanto mas centrado el sistema, mayor seré la capacidad para estabilizar
el pH. La adicién de componentes en una mezcla puede influir en el pH ajustado si no
cuenta con una neutralizacion previa. La solucién tampon (buffer) sin embargo, puede
neutralizar cantidades bajas de componentes sin que el pH de la soluciéon sea
modificado. Debido a que cualquier desviacién en el pH 6ptimo reduce drasticamente la
actividad enzimatica, tal efecto puede malinterpretarse como inhibicion enzimatica
(Bisswanger, 2014).

» Temperatura: la temperatura constituye un parametro importante, ya que la
mayoria de las enzimas permanecen activa en un intervalo de temperatura estrecho. La
temperatura 6ptima para las enzimas utilizadas en extraccién oscila entre 40 °C y 55 °C.
En la practica se prefiere utilizar temperaturas lo mas bajas posibles para obtener una
actividad adecuada (Passos et al,. 2009).

La temperatura tendra efectos sobre la materia prima, por ejemplo en la viscosidad del
medio y en la eficiencia de la enzima. La materia prima a hidrolizar estd compuesta
mayoritariamente de polisacaridos. El comportamiento reoldgico de estos polimeros
depende de la temperatura mientras estan en agua. La pectina por ejemplo es soluble
a bajas temperaturas pero tiene la capacidad de gelificar al enfriarse luego de un paso
de calentamiento. Estas modificaciones pueden resultar problematicas durante un
proceso de calentamiento (Jung et al., 2014).

La actividad catalitica de la enzima es mayor con el aumento de la temperatura. Sin
embargo, dado que también son proteinas, la desnaturalizacion térmica es posible con
un calentamiento, una modificacion de estructura tridimensional, incluso una pequefia,
podria detener la vinculacion con el sustrato y asi evitar la reaccion quimica deseada.
La temperatura de desnaturalizacion esta globalmente relacionada con el organismo
productor. En general, una enzima animal tiene una temperatura de desnaturalizacion
de 40-45 °C, mientras que esta temperatura es mas de 60-65 °C para enzimas

producidas por microorganismos (Jung et al., 2014).

32



Introduccién general

» Relacion solido/liquido (materia prima/solvente): La relacion semilla/ solvente se

discute a menudo en la literatura; siempre es diferente dependiendo de la materia prima
estudiada y si ésta ha sufrido algun tipo de proceso previo.
El agua utilizada en extraccién acuosa-enzimética de aceite (EAE) no solo sirve como
medio de extraccion sino que también ingresa al material que contiene aceite y modifica
su actividad de agua. El contenido de humedad resultante del material que contiene
aceite puede ayudar a la reaccién hidrolitica, la difusiéon y la movilidad de las enzimas y
los productos (Dominguez et al., 1995, Sineiro et al., 1998, Zhang et al., 2006). Por otro
lado, un contenido de humedad muy bajo da como resultado la formacion de
suspensiones espesas que pueden evitar que las enzimas penetren efectivamente en
el sustrato (Zhang et al., 2006). Sineiro et al. (1998) informaron que solo ciertas "areas"
en granos de girasol con bajo contenido de humedad fueron degradadas por enzimas.
Aunqgue los materiales con mayor actividad acuosa demuestran una mayor eficiencia de
extraccion, la presencia de un contenido de humedad excesivo en el material que
contiene aceite puede disminuir la concentracion de enzimas y sustratos, y tener un
efecto adverso en la extraccion (Dominguez et al., 1996; Yang et al., 2011; Zhang et al.,
2007). Por lo tanto, la seleccién del contenido de humedad apropiado es fundamental
para el éxito de EAE.

» Relacién enzima/semilla: La relacion enzima:sustrato y el tiempo de hidrélisis
son muy discutidos. Para encontrar una buena relacién, es necesario tener en cuenta
diferentes factores:

- Las enzimas tienen un costo al igual que la energia requerida en el proceso. Para ello
es necesario definir la relacion entre ambos, teniendo en cuenta la cantidad de enzima
y el tiempo de hidrdlisis.

- Rendimiento: otro factor econdémico. La reaccién debe ser lo suficientemente efectiva

para dar buenos rendimientos y calidad de las especies de interés.
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- Microbiologia: una mezcla de agua y materia organica es un ambiente favorable para
el desarrollo de microorganismos. El tiempo total de hidrélisis debe tener en cuenta este
factor.

- Calidad del producto: algunos productos pueden ser sensibles a la hidrdlisis, la
oxidacién o la temperatura. La extraccion durante demasiado tiempo puede afectar la
calidad del aceite o, en algunos casos, la concentracion de antioxidante que se busca
extraer.

» Agitacion: no afecta directamente a las enzimas o la materia prima. Sin embargo,
es importante considerar este parametro por varias razones:

- Debe garantizar una buena transferencia de calor para apoyar la acciéon de las
enzimas.

- Debe permitir una buena transferencia de masa. Las enzimas deben estar presentes
en todo volumen de reaccion e interactuar con el sustrato en todo momento.

- Debe limitar el efecto de corte para evitar la emulsificacion si la materia prima

procesada contiene aceite.

1.3.6. EXTRACCION ALCOHOLICA

Los alcoholes han sido, durante mucho tiempo, solventes atractivos para el
reemplazo de n-hexano en la extraccién de aceite vegetales, ya que muchos estudios
han demostrado la viabilidad técnica de emplear solventes alcohdlicos como sustitutos
del n-hexano en el proceso de extraccion de aceite de diferentes matrices sélidas. Pero
eventualmente los rendimientos de aceite y algunos aspectos econémicos, favorecieron
la seleccién del n-hexano (Capellini et al., 2017, 2019; Castejon et al., 2018).

A luz de esta nueva tendencia que conduce a una mayor proteccion ambiental y
al desarrollo de una quimica ecoldgica, se han llevado a cabo varios estudios, tanto en
laboratorio como a escala piloto, destinada a reemplazar el hexano con otros
hidrocarburos (Conkerton et al., 1995; Wan et al., 1995a,b) o alcoholes (Abraham et al.,
1988; Hron et al.,, 1994; Rittner, 1992; Sineiro et al., 1998) como disolventes para
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extraccion de aceite. El isopropanol y el etanol son los alcoholes méas prometedores
para la extraccion de aceite de la semilla de algoddn (Abraham et al., 1988; Hron et al.,
1994), semilla de girasol (Sineiro et al., 1998) y soja (Baker y Sullivan, 1983; Rittner,
1992). Tir et al. (2012) reportaron al etanol e isopropanol como ejemplos de alcoholes
de cadena corta, que se han propuesto como solventes alternativos debido a su alta
disponibilidad, biorenovabilidad y baja toxicidad (Navarro et al., 2016).

El etanol es un candidato digno de ser estudiado como solvente alternativo
porque es barato y se puede producir por fermentacién a partir de una gran variedad de
materiales bioldgicos usando tecnologia simple, y por lo tanto, es calificado como
"natural" o "biorenovable". Ademas, aunque es inflamable, el etanol se reconoce como
no toxico y tiene menos riesgos de manejo que el n-hexano (Rittner, 1992). El uso de
etanol como disolvente de extraccion también evita eventuales problemas de toxicidad
de las harinas obtenidas al final de la extraccion, utilizadas como alimento para animales
(Baumler et al., 2016). Sin embargo, una de las desventajas que los alcoholes
presentan, principalmente el etanol, es que la solubilidad de los lipidos esta
drasticamente afectada por el contenido de agua del solvente y la temperatura de
extraccion (Baumler et al., 2016). En la década del ‘30, se discutié el uso de etanol
anhidro como posible solvente para reemplazar el n-hexano, pero el principal problema
era mantener el alcohol en ese estado. A medida que disminuye la concentracion de
etanol y aumenta el contenido de agua, la solubilidad del aceite se reduce
significativamente en la miscela. Sin embargo, la solubilidad del aceite en etanol al 95 %
(mezcla azeotrépica) se puede llevar a un rango practico operando a suficiente presion
para llevar la temperatura a 90 °C, pero la capacidad de extraer compuestos no lipidicos
aumenta (Hron et al., 1982; Hron et al., 1984; Sineiro et al., 1996). Como los alcoholes
son mas polares que el n-hexano, tienden a extraer mas compuestos que no sean
triglicéridos, debido a su menor selectividad, los alcoholes pueden extraer
conjuntamente, otros compuestos como fosfolipidos, polifenoles, pigmentos y azlcares
solubles (Hron et al., 1982; Hron et al., 1984; Sineiro et al., 1996). Después de la
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extraccion con etanol, y cuando la miscela se enfria, puede ser que parte del material
extraido se vuelva insoluble (en etanol) y se separe como una emulsion.

Entre las ventajas de usar etanol como un sustituto de n-hexano, ademas de su
seguridad operacional y baja toxicidad, permite la extraccion de aceites de mejor
calidad, con bajos niveles de &cidos grasos libres y también puede ser considerado
porque elimina factores antinutricionales como el gosipol, las aflatoxinas y el acido
clorogénico (Toda et al., 2016).

El etanol ha sido reportado como solvente alternativo para la extraccion de aceite
de semillas de jatrofa (Brossard-Gonzalez et al., 2010), collets de girasol (Baumler et
al., 2016), salvado de arroz (Bessa et al., 2017; Capellini et al., 2017), semillas de girasol
(Cuevas et al., 2009; Sineiro et al., 1998), soja (Gandhi et al., 2003), semillas de algodoén
(Hron et al., 1994; Hron et al., 1984), colza (Li et al., 2014), palma (Jesus et al., 2013) y
nueces (Neto et al., 2018).

El alcohol isopropilico (IPA), es considerado otro de los solventes alternativos
que pueden ser utilizados como reemplazo del n-hexano en la industria del aceite.
Ademas es un subproducto de la hidratacion de propileno y se utiliza principalmente en
la fabricacién de acetona (Baker y Sullivan, 1983).

La dependencia de la temperatura en la solubilidad del aceite en IPA forma la
base principal del proceso de extraccidén con isopropanol, ya que permite la recuperacion
del aceite por enfriamiento y separacion de las fases en lugar de una destilacion. La
miscibilidad del IPA en agua confiere ciertas ventajas operativas, entre ellas que
matrices con un alto contenido de humedad no resultan problematicas y por lo tanto la
migracion del agua en el lecho de extraccién tampoco. Por otro lado no se forman
aglomerados en el proceso de desolventizacién y tostado (Seth et al., 2007). Sin
embargo, dentro de las desventajas que presenta este solvente, se encuentra el alto
calor de vaporizacion del azeétropo y los altos costos de energia para la recuperacion

del mismo.
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El isopropanol ha sido reportado como solvente alternativo para la extraccion de
aceite de soja (Harris et al., 1947; Seth et al., 2007), colza (Li et al., 2014), salvado de
arroz (Capellini et al., 2017; Proctor y Bowen, 1996), germen de maiz (Navarro et al.,

2016) y semillas de algoddn (Zhang et al., 2002).

1.4. PLANTEO Y DEFINICION DE LA PROBLEMATICA

La industria de extraccion de aceite de oleaginosas utiliza grandes volimenes
de n-hexano y largos tiempos de extraccién que causan problemas ambientales debido
a las pérdidas directas de solventes organicos en la atmésfera; Por lo tanto, se necesitan
alternativas “mas limpias” que permitan el reemplazo de este solvente en la industria del
aceite.

En los ultimos afios, se han realizado avances importantes en el desarrollo, la
optimizacion y la aplicacién de técnicas ecoldgicas en la industria de alimentos para
reducir el impacto ambiental mediante la minimizacién de desechos, la reduccién del
consumo energético y de tiempo de procesamiento. Estos cambios han permitido evitar
riesgos para la salud y mejorar el cuidado del medioambiente. Debido a los avances en
la industria de alimentos en general con respecto al uso de tecnologias mas amigables,
resulta de interés, para la industria del aceite, el estudio de una combinacién de técnicas
de extraccion avanzadas, utilizando solventes alternativos al n-hexano y tratamientos
en las matrices oleaginosas, para proporcionar la posibilidad del uso tiempos de
extraccién mas cortos, un menor consumo de solvente, una disminucion en el consumo
de energia, lo que haria posible un proceso de extraccibn mas amigable con el medio

ambiente.
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En virtud de lo expuesto, los objetivos del presente trabajo de tesis doctoral, se

detallan a continuacion:

Objetivo general
Estudiar el uso de enzimas en el proceso extractivo de aceite de collets de
girasol, utilizando solventes no convencionales y la obtencion de otros derivados, a

escala laboratorio, promoviendo el desarrollo de tecnologias alternativas.

Objetivos especificos

» Estudiar el efecto de las variables operativas generales para la extraccion acuosa
enzimatica de collets de girasol, utilizando como factor de respuesta rendimiento de

aceite y concentracion de azlcares reductores.

» Desarrollar un disefio de experimentos para identificar la mejor condicion de
extraccidn acuosa enzimatica, teniendo en cuentas variables definidas con el objetivo

anterior y analizando otras relevantes para la extraccion de aceite y proteinas.

» Extraer aceite de collets de girasol empleando etanol e isopropanol cony sin pre-

tratamiento enzimatico, para comparar los rendimientos de extraccion.

> Realizar ensayos comparativos de la caracterizacion del aceite extraido de los
collets de girasol, con muestras con pre-tratamiento enzimatico, utilizando dos tipos de

solventes alternativos: etanol e isopropanol.
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CAPITULO 2

MATERIALES, METODOS Y
CARACTERIZACION

En el presente capitulo se detallan las técnicas analiticas empleadas a lo largo
de la tesis. Ademas se incluyen la caracterizacion de la materia primay la determinacion

de los componentes menores en el aceite, como tocoferoles, fosfolipidos y ceras.

2.1. MATERIALES Y METODOS
2.1.1. MATERIA PRIMA Y REACTIVOS

El material utilizado para todas las experiencias fueron muestras de expandido
de girasol, denominado “collets”. Este material se obtiene luego de la extraccién por
prensado, el cual se realiza en semillas que presentan un elevado contenido de aceite,
como el girasol, cartamo, mani y canola, donde se extrae la mayor parte del aceite y
posteriormente pasan a extrusores donde se realizan los expandidos (Figura 2.1). Los
collets permiten un mejor flujo del disolvente y por lo tanto, mejor drenaje de la miscela
(aceite + disolvente).

Las muestras de collets fueron provistas de la planta industrial de Oleaginosa
Moreno Hermanos, localizada en la ciudad de Daireaux en la Provincia de Buenos Aires.
Los mismos se almacenaron en camara frigorifica a 4 °C en recipientes plasticos con

tapa a rosca hasta su uso.
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Figura 2.1: Collets de girasol

Los reactivos utilizados en las extracciones y métodos analiticos fueron grado
analitico (J. T. Backer, Anedra, Dorwill, Merck, Cicarelli) mientras que aquellos usados
en las técnicas cromatograficas fueron grado cromatogréfico (UVE, J. T. Backer y

Merck)

2.1.2. ENZIMA

Los ensayos con tratamiento enzimatico se realizaron con Viscozyme® L, un
complejo enzimatico con una amplia gama de carbohidrasas (arabinasa, celulasa, beta-
glucanasa, hemicelulasa y xilanasa). Este complejo fue provisto por Novozymes
(Bagsvaerd, Denmark) y sus caracteristicas y propiedades, obtenidas a partir de sus

especificaciones comerciales, se presentan en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Especificaciones de origen y caracteristicas del complejo enzimético

Complejo Enzimético

Nombre Comercial Viscozyme® L
Aspecto Fisico Liquido amarronado
Origen Fermentacion sumergida de un microorganismo

Organismo productor: Aspergillus aculeatus
Organismo donante: no declarado

Actividad 112 FBGU g
pH 3,3-5,8
Temperatura 45-55 °C

* FBGU = Unidades Fungicas de Beta-Glucanasa. FBG es la cantidad de enzima que libera 1 micromol de
azucares reductores (en equivalentes de glucosa) por minuto a partir de beta-glucano, a un pH de 4,8 y una
temperatura de 50 °C.
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2.1.2.1. Determinacion de la actividad enzimatica

Los ensayos de actividad enzimética, se llevaron a cabo con buffer de citrato, de
una fuerza iénica de 0,05 My pH 4,8, utilizando como sustrato papel de filtro Whatman
N °1 de 50 mg aproximados (1,0 x 6,0 cm) (Adney y Baker, 2008).

La preparacion del buffer se realizé con acido citrico monohidratado (210 g),
agua destilada (750 mL) y NaOH (50-60 g), se homogeneizé en vaso de precipitado con
varilla de vidrio y se trasvas6 a un matraz de litro, donde se llevé a volumen con agua
destilada. Posteriormente se comprobo6 el pH y se ajustd a 4,8 si fuere necesario.

En tubos de ensayos, se afadio el sustrato y 1,0 mL de buffer citrato (el buffer
debié saturar la tira de papel del filtro). Los tubos se colocaron en un bafio de agua a
50 °Cy se agreg6 en cada uno, 0,5 mL de la solucién de enzima diluida apropiadamente
en buffer citrato. La concentracion de enzima utilizada, dependié de su tipo. Se debe
contar con al menos dos diluciones de cada muestra de enzima. La dilucién principal
debe permitir la liberacion de 2,0 mg de glucosa (cantidad absoluta), luego se debieron
preparar dos diluciones posteriores, una mas concentrada y otra mas diluida.
Dependiendo de la enzima, estos objetivos pueden ser dificiles de alcanzar y se deben
realizar mas diluciones adicionales. Una vez incorporada la cantidad de enzima
adecuada en el tubo, se incubaron a 50 °C durante exactamente 60 minutos. Al final del
periodo de incubacion, se retiré cada tubo de ensayo del bafio a 50 °C y se realiz6 la
técnica de Nelson-Somogyi para determinar los azlcares por espectrofotometria, como
se detalla en la seccién 2.1.3.6.

Para realizar una medicion adecuada, fue necesario realizar un blanco y un
control de la enzima y del sustrato, los cuales se detallan a continuacion:

- Blanco de reactivo: 1,5 mL de buffer citrato.
- Control de la enzima: 1,0 mL de buffer citrato + 0,5 mL de dilucidbn enzimatica

(realizar un control para cada dilucion probada).

- Control del sustrato: 1,5 mL de buffer citrato + sustrato (tira de papel de filtro).
La cantidad de FBGU se calculé como se presenta en la Ecuacion (1):
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0,37
[enzimal]

FBGU = (1)
El numerador (0,37) en la ecuacion se deriva del factor para convertir los 2,0 mg de
"equivalentes de glucosa" generados en el ensayo a pmoles (2,0/0,18016), del volumen
de la enzima que se esta probando y que se usé en el ensayo (0,5 mL) y el tiempo de
incubacién (60 minutos) requerido para la generacion de los equivalentes reductores.
La [enzima] representa la proporcion de la solucidon enzimatica original presente en la
dilucion de enzima colocada en los tubos de ensayos (dilucién de la cual se agregan 0,5

mL a la mezcla de ensayo).

2.1.3. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA Y PRODUCTOS

La materia prima se caracteriz6 segun su contenido de humedad, contenido de
aceite, proteinas y se determin6 el contenido de fibras estructurales como celulosa,
hemicelulosa y lignina. A su vez, se determiné el contenido de azlcares reductores en
los collets y capacidad de absorcién de agua. También se mencionan otras técnicas
analiticas realizadas en materiales obtenidos a los largo de los capitulos, como la
determinacion del contenido de proteinas solubles.

En el aceite extraido se cuantifico el contenido de componentes minoritarios
como tocoferoles, fosfolipidos y ceras.

A continuacion se detallan las técnicas utilizadas. Cabe aclarar que los collets
fueron acondicionados antes de los ensayos, triturdndolos en molinillo de cuchilla

horizontal. De aqui en mas, denominaremos “muestra” a los collets triturados.

2.1.3.1. Contenido de humedad y material volatil

El contenido de humedad se determind segun técnica IUPAC 1.121 (Paqueot y

Hautfenne, 1992), por secado en estufa de vacio a 100 °C hasta peso constante.
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2.1.3.2. Contenido de aceite

La extraccion de aceite se llevo a cabo en un equipo Soxhlet, empleando como
solvente, n-hexano grado comercial, siguiendo la norma IUPAC 1.122 (Paqueot et al,
1992). Se coloco la muestra (aproximadamente 10 gramos), en un cartucho de papel
Whatman N°4. El proceso se llevo a cabo a la temperatura de ebullicibn del hexano a
presion atmosférica durante 6 horas (aproximadamente 20 ciclos de extraccién para
asegurar que el contenido de aceite de la muestra sea menor al 1 %). Transcurrido ese
tiempo, se procedié a separar el solvente del aceite mediante un evaporador rotatorio a
una temperatura de 40 °C bajo vacio. Para remover posibles restos del solvente en el
aceite extraido, éste fue expuesto a una corriente de nitrégeno hasta que la diferencia
entre dos pesadas consecutivas sea menor a 0,001 g.

El contenido de aceite fue expresado como porcentaje en muestra libre de

humedad (Ecuacion 2).

g Aceite

% Aceiteg, s)= 100 )

g muestraseca
2.1.3.3. Contenido de proteinas

El contenido de proteina cruda se determiné utilizando el método de Kjeldahl
(Helrick, 1990), empleando un digestor y destilador Biichi. La técnica se divide en tres
partes, una digestion de la muestra, una destilacion y por Gltimo una valoracion para
determinar la cantidad de nitrégeno en la muestra.

Digestion: un gramo de muestra desengrasada (tamafio de particula de 1 mm)
se coloco en el tubo digestor junto con 10 g de catalizador, el cual consistié en una
mezcla al 7 % de CuSO, en K;SO.. Seguidamente, se afiadieron 25 mL de H.SO,
concentrado y se procedi6é al calentamiento. Se prepard en forma paralela un blanco.
Una vez que la solucion se hubo aclarado, se prosiguié el calentamiento por otros
30 min, con lo cual se aseguro la completa oxidacion de la materia organica. Se retiré y

se dejé enfriar. Luego se agregaron 100 mL de agua.
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Destilacién: se prepar6 una soluciéon de H3sBOs al 4 % a la que se afiadié una
solucién indicadora de rojo de metilo y verde de bromocresol* en una proporciéon de 5 mL
por litro de HsBOs al 4 %. Se colocaron 50 mL de esta solucién 4cida preparada en un
Erlenmeyer de 250 mL el que se situé a la salida del condensador para recoger el
amonio destilado. Se afiadié NaOH al 30 % a la muestra digerida para liberar el amonio,
hasta que la solucion tomo una coloracion azul intensa. Esta coloracion se debe a la
formacion de un complejo entre iones amonio y cobre e indica que la cantidad de NaOH
fue suficiente para neutralizar el exceso de H;SO.,

La destilacion se detuvo cuando se recogieron aproximadamente 100 mL de
destilado. Un tiempo de destilacion tipico es de 3-4 minutos con una potencia de vapor
del 100 %

Luego, se titulé el destilado con HCI 0,1 con el fin de determinar el amonio

absorbido por el H3BO:s.

[(V1=Vp)*Npc1]*0,014 .
Wy

%Nitréogeno = 100 3)

donde:
V;: volumen de HCI consumido en la titulacion de la muestra (mL)
V. volumen de HCI consumido en la titulacién del blanco (mL)
W;: masa de la muestra, expresado en base seca (g)
Ny normalidad del acido sulfarico utilizado en la titulacion
A fin de estimar el porcentaje de proteinas se multiplicé el % Nitrégeno por un

factor F= 6,25.

2.1.3.4. Contenido de fibra estructurales
Se siguio el método de Van Soest para el analisis de las fibras estructurales (Van

Soest et al., 1991). Es un método de analisis mas contemporaneo e intenta salvar los

10,02 g de rojo de metilo y 0,04 g verde de bromocresol de disueltos en 19 mL de alcohol y 1
mL de agua destilada.
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inconvenientes surgidos al evaluar forrajes y alimentos fibrosos. El método de analisis
separa la pared celular del contenido celular y sus componentes: celulosa, hemicelulosa
y lignina. Para tal fin, la técnica hace uso de detergentes acidos (FDA) y neutros (FDN)
(Helrick, 1990; Guiragossian et al., 1977). Empleando un simple balance, se puede
calcular el contenido de celulosa con la diferencia entre el valor de FDA vy lignina, vy el

contenido de hemicelulosa entre el valor de FDN y FDA.

2.1.3.4.1. Fibra detergente neutra (FDN)

La muestra desgrasada se colocé en un matraz de Erlenmeyer con cuello
esmerilado junto con una solucién neutra (pH 6,9 - 7). Se conecto a un refrigerante y se
colocd sobre una placa calefactora y se dejé a ebullicion durante una hora. Se filtré el
contenido del Erlenmeyer a través de un crisol Gooch de porosidad N° 1. El residuo se
enjuago con agua destilada a 80 °C y finalmente con acetona. El crisol con su contenido
se coloc6 en estufa a 105 °C durante una noche (Van Soest et al., 1991). Se dej6 enfriar,

se peso y se calculd el porcentaje de FDN como (Ecuacion 4):

%FDN =

&2, 100 (4)

3

donde,
W;: masa del crisol (g)
W,: masa del crisol del crisol mas el residuo (g)

Ws: masa de la muestra, expresa en base seca (g)

2.1.3.4.2. Contenido de fibra detergente acida (FDA)

Para la determinacién del contenido de FDA se procedié de la misma manera
que para la determinacién del contenido de FDN (Van Soest et al., 1991), modificando
simplemente la etapa de lavado del residuo, donde se lavé con agua destilada a 80 °C,
luego acetona y finalmente con hexano. El crisol con el contenido se colocé en estufa a

105 °C durante una noche. Se dejo enfriar y se peso. Este residuo se reserva para
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proseguir con la determinacion de lignina. El porcentaje de fibra detergente acida se

calcul6 de la siguiente manera (Ecuacion 5)

%FDA — (WZM_le)

* 100 %)

3

Las variables son las que se indicaron en el punto 2.1.3.4.1

2.1.3.4.3. Contenido de lignina

El residuo sélido de la determinacion de fibra detergente acida (FDA) se colocé
en un crisol con una solucién de &cido sulfarico al 72 % fria (15 °C) y se agit6 para
desmenuzar los terrones. Se dejé que drene el acido y se agitd. Después de tres horas,
se filtré empleando vacio. Se enjuago el residuo con el agua caliente hasta que el liquido
estuviese libre de &cido. Se llevo el residuo a estufa 105 °C durante toda la noche y
luego se llevd a mufla a 500 °C por tres horas. Se filtrd, se pesé y se calculé el contenido
de lignina como se muestra en la Ecuacion (6):

% Lignina = (W%Wl) * 100 (6)

3

Las variables se especificaron en el punto 2.1.3.4.1

2.1.3.5. Capacidad de absorcion de agua (CAb)

La capacidad de absorcion de agua (CAb) se define como la cantidad de agua
gque una fuente de fibra es capaz de absorber cuando se la coloca en un exceso de
agua. Esta propiedad es importante, por ejemplo cuando el material se somete a un
proceso de extraccion acuoso.

La capacidad de absorcion de agua se realiz6 segun método 88-04 propuesto
por la AACC (Chen et al., 1984). Inicialmente, se determind la CAb aproximada. Para
ello, se pes6 2 g de muestra (b.s.), se le adicioné agua destilada hasta la saturacion
(aproximadamente 35 mL) y se homogeneiz6 en un agitador tipo vértex durante

aproximadamente 1 minuto. Luego, se centrifugd a 2000xg durante 10 minutos, se retird
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el agua sobrenadante y se peso la fase sélida. La CAb aproximada se calcul6 de la

siguiente manera (Ecuacion 7):

(masa final-masa inicial)

CAb aprox.= )

masa inicial
Con el valor de la CAb aprox. se calcul6 el peso de la muestra, empleando la

siguiente Ecuacion (8):

15
Peso Muestra = m (8)

Luego, se determind la cantidad de agua necesaria para llevar a 15 g el peso de
la muestra utilizada, restando a 15 el peso de la muestra determinada en la Ecuacion 8.
Para determinar la CAb, se le adicion6 a la muestra 1,5y 0,5 mL de agua destilada por
encima y por debajo de la cantidad calculada como necesaria, se homogeneizé y se
centrifugd a 2000xg por 10 minutos, se retird el sobrenadante y se peso.

Los gramos de agua absorbidos fueron calculados para obtener un promedio y

La CAb se calculo de la siguiente manera (Ecuacion 9):

promedio de agua absorida (g)

CAb =

peso de muestra (g) (9)
2.1.3.6.  Cuantificacién de azucares reductores
- Acondicionamiento de la harina:

Los azucares reductores debieron ser extraidos de las harinas para su
determiacion. Para ello se pesaron 10 g de cada una de las harinas y se las colocé en
un erlermeyer. Luego se afiadié a cada una de las muetras, 125 mL de etanol al 50 %
(v/v), previamente neutralizado con un g de CaCOs. Posterioremente se colocaron los
erlermeyers en un bafio de agua por una hora a una temperatura de 83-87 °C, para

evitar la evaporacion del etanol, se coloc6 un pequefio embudo invertido en el cuello del
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erlermeyer, modo de condensador. Se dejo enfriar y se centrifug6 durante 15 minutos a
1500 rpm, se lavaron los residuos (solidos) dos veces con 25-40 mL de etanol cada vez.
Todos los liquidos obtenidos de los tres lavados (de cada muetra) fueron recuperados.
A cada fraccion liquida se procedio a la defecacién con el agregado de acetato de sodio
de plomo neutro (solucién saturada), se agité y se dejé reposar unos 15-20 minutos,
luego se filtré con papel walkman N °4. A cada filtrado se le afiadié Na,COs anhidro para
precipitar el plomo. Se filtr6 nuevamente cada muestra y se verifico si el plomo precipitd
totalmente. Por ultimo se llevo a volumente en un matraz de 250 mL.

La determinacion de los azUcares reductores se realiz6 a partir de cada uno de
los filtrados obtenidos, por espectrofotometria, utilizando la técnica de Nelson-Somogyi
(Marais et al., 1966) .

- Método de Nelson-Somogyi:

El fundamento de la técnica es la oxidacion de los glucidos reductores por el
Reactivo de Nelson, en solucién alcalina moderada, a temperatura de 100 °C durante
15 minutos. El complejo cuprico, en medio alcalino, es de color azul, pero en presencia
del glucido reacciona para formar Cu.O. Este precipitado rojizo, en frio y en medio acido,
reduce al Reactivo de Somogyi, formando productos de color verde azulado, la
intensidad de color se mide en el espectrofotometro a una longitud de onda de 540nm.

La determinacion de azucares reductores se determind utilizando los Reactivos
de Nelson A, Nelson B y Somogyi y una solucién patron de glucosa (0,001 M) para la
realizacion de la curva de calibrado. A continuacion se detalla la composicion de los
reactivos mencionados.

El Reactivo de Nelson A fue preparado con carbonato de sodio anhidro (6,25 g),
bicarbonato de sodio (5 g), tartrato de sodio y potasio (6,25 g), sulfato de sodio anhidro
(36 g) y agua destilada, descarbonatada por ebullicion (200 mL). Los primeros tres
reactivos se disuelven en 175 mL de agua destilada, se agrega el tartrato y se completa

hasta los 200 mL de agua.
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El Reactivo de Nelson B se prepar6 con sulfato de cobre pentahidratado (4 g),
sulfato de sodio anhidro (36 g), una gota de acido sulftrico concentrado y agua destilada
(200 mL).

El Reactivo de Somogyi se prepard con molibdato de amonio (25 g) disuelto en
450 mL de agua, luego se incorporé &cido sulfdrico concentrado (21 mL) y
posteriormente se incorporo el arseniato acido de sodio (3 g), disuelto previamente en
25 mL de agua. Los tres reactivos preparados, se colocaron en botellas de vidrio color
caramelo y se mantuvieron por 24 horas a 37 °C.

La curva de calibrado se realiz6 a partir de una solucién patrén de glucosa
0,001 M. Se tomaron 0,1; 0,25; 0,5; 0,7 y 1 mL de la solucion estandar, se colocaron en
tubos de ensayo y se le afiadi6 agua destilada hasta un volumen de 1 mL,
posteriormente se le colocé 1 mL de reactivo de Nelson AB (preparado con 4 partes de
Nelson A y una parte de Nelson B) y se llevaron a ebullicion durante 15 minutos. Se
retiraron, se dejaron enfriar y se les agregé 1 mL de reactivo de Somogyi y 7 mL de
agua destilada a cada tubo. Luego se realiz6 la medicidbn en un espectrofotbmetro
(Shimadzu Corporation UV-160A, UV-VIS). A continuacion se presenta la recta de

calibrado (Tabla 2.2).

Tabla 2.2: Recta de calibrado de glucosa

N° Glucosa (pg/mL) Absorbancia  Recta de calibrado

1 18 0,102
2 45 0,320 Y = 5,6874x
3 90 0,530

2 —
4 126 0,726 R*=0,9956
5 180 1,045

La determinacion de azucares reductores en las muestras se realiz6 de la misma
manera, tomando 1 mL de muestra y colocando los reactivos de la misma manera que

para la recta de calibrado.
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Los azucares reductores se determinaron por la siguiente Ecuacién (10):

% Azucares reductores = MLV\;Q] * f %100 (20)

[AzR] = pg de glucosa calculados a partir de la curva de calibrado.
f = factor de dilucion de 1000
W = peso de la muestra en gramos, expresados en base seca.

- Acondicionamiento del sobrenadante:

Las fracciones liquidas obtenida durante los ensayos, ademas de azlcares
liberados por hidrélisis enzimatica, contiene otros componentes mayoritarios como
aceite y proteinas, por lo tanto, el sobrenadante debi6 ser acondicionado previamente,
para la determinacion del contenido de azucares reductores. El aceite fue separado con
n-hexano en ampollas de decantacion. Las proteinas fueron extraidas del liquido por
precipitacion con acetato de plomo neutro (solucién saturada). Se agitd, se dejo
descansar 15 minutos y se centrifugb6. Se afadié suficiente Na,COs; anhidro para
precipitar todo el plomo presente, se centrifugd nuevamente y se verifico si todo el plomo
precipité. Luego del acondicionamiento, con el filtrado se procedi6 a realizar la técnica

espectrofotométrica para determinar el contenido de azucares reductores.

2.1.3.7. Cuantificacién de proteinas solubles

La cuantificacion de la proteina de fracciones liquida obtenidas en los ensayos,
se llevé a cabo por el método colorimétrico de Lowry (Lowry et al., 1951) modificado por
Peterson (1977).

El fundamento de esta técnica es la formaciéon de un complejo coloreado con
la proteina. El principio del método se basa en que ciertos aminoacidos como tirosina,
triptéfano y cisteina reaccionan en un medio alcalino con &acido fosfotungsténico y acido
molibdico del reactivo de Folin (color amarillo) para dar un complejo incoloro que se

puede reducir mediante una reaccion lenta con fenol en un complejo de coloracién azul
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detectable por espectrofotometria entre 600 y 900 nm. Esta coloracion se refuerza por
el acomplejamiento de sulfato de cobre con los enlaces peptidicos de las proteinas.

Los reactivos utilizados fueron:

- Reactivo A: Na,COs al 2 % en NaOH 0,1 M (pesar 2 g de carbonato y
adicionar 0,4 g de hidroxido de sodio y diluir a 100 mL con agua destilada)

- Reactivo B1: CuSO4 x 5H,0 al 1 % (1 g en 100 mL de agua destilada).

- Reactivo B2: tartrato sodico-potéasico al 2 % (2 g en 100 mL de agua
destilada).

- Reactivo C (Reactivo de Lowry): Se prepard, mezclando los reactivos: A,
B1ly B2, en proporciones 50 : 0,5 : 0,5 (en volumen).

- Reactivo Folin-Ciocalteau: reactivo comercial diluido a 1:4 en agua, 10 mL
de reactivo comercial y 40 mL de agua destilada (Biopack cod.0891.05)

- Solucién patron de albimina de suero bovino (BSA) (concentracion=
2mg/mL)

La técnica se realiz6 tomando 1 mL de sobrenadante y colocandolo en un tubos
eEperdorf donde se adicionaron 200 uL NaOH 0.1N, se mezclé y se llevé a centrifuga
refrigerada a 4 °C por 15 minutos. Se tomaron 100 pL del sobrenadante y se le agregé
300 pL de NaOH 0.1N nuevamente. Este volumen (400 pL) se coloc6 en un tubo de
precipitado donde se adicionaron 2 mL del Reactivo C (Lowry), se dej6 10 minutos
reposar a temperatura ambiente y se le adicionaron 200 pL de Reactivo de Folin. Se
dej6 reposar por 30 minutos y se agit6é antes de realizar la medicion. La absorbancia se
midi6 a 740 nm.

Se realizé una curva de calibrado con estandar de albumina. Se tomaron 10;
20; 40; 80y 120 pL de la solucién estandar de Albumica, se coloco en tubos de ensayos
y a cada una de ellas NaOH de modo que el volumen final sea de 400 pL. A este
volumen se le adicioné el Reactivo de Lowry y el Folin en las mismas cantidades que
para las muestras y con las mismas condiciones. Posteriormente se leyé la absorbancia
a 750nm.
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A continuacidn se presentan los resultados de la recta de calibrado (Tabla 2.3).

Tabla 2.3: Recta de calibrado de albimina

N® Albumina (ug/mL) Absorbancia Recta de calibrado
! 50 0,126

2 100 0,233 Y = 0,00207x
3 200 0,442 R? = 0.0877

4 300 0,592

2.1.4. COMPONENTES MENORES EN EL ACEITE
2.1.4.1. Determinacién del contenido de tocoferoles

El contenido de tocoferoles se determind por el método estandar externo,
utilizando a-tocoferol como referencia (AOCS, 2009).

La preparacién de la muestra se realizé pesando 0,7-1,2 gramos de aceite en un
matraz aforado de 10 mL y se llevé a volumen con fase moévil, homogeneizando la
solucién con ultrasonido. Los recipientes fueron envueltos en papel aluminio para
protegerlos de la luz. Cada muestra se analizé por cromatografia liquida, para lo que se
utilizé un equipo HPLC (High Performance Liquid Chromatography) Waters 600. La
columna para la determinacion debi6 ser acondicionada, circulando metanol durante 10
minutos a una velocidad de flujo de 1mL/min, luego diclorometano durante 10 minutos
mas, con el mismo flujo y por dltimo n-hexano, en las mismas condiciones. Antes de las
inyecciones se bombed fase movil durante media hora a ImL/min.

La curva de calibrado se preparé con una soluciéon patrén de a-tocoferol con
10 mg diluidos en 100 mL de n-hexano. La concentracion real de esta solucién se
determiné por espectrofotometria UV. Para ello se tom6 una alicuota de 10 mL de la
solucion, se la colocé en un frasco color ambar y se evaporo el solvente con una
corriente de nitrégeno. Luego, se afiadié 10 mL de metanol y se midi6 la absorbancia a

una longitud de onda de 292 nm en un espectrofotdmetro UV (Shimadzu Corporation
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UV-160A, UV-VIS). El valor obtenido se dividié por 0,0076, dando como resultado la
concentracion en pg/mL. A partir de la solucion patrén se prepararon soluciones de
diferentes concentraciones para realizar la curva. La Tabla 2.4 muestra la recta de
calibrado. El intervalo donde se cumple la relacion lineal con el detector de fluorescencia

es 0,4-50 pg/mL.

Tabla 2.4: Recta de calibrado de tocoferoles

Concentracion (ug/mL) Area Recta de calibracion
9,88 9298
18,11 18829 Y = 1040x
25,08 26793 R? = 0,9983
36,23 37251
49,40 51952

Las condiciones de trabajo empleadas fueron las siguientes:
Columna: Lichrosorb SI-60, (250x4 mm), 5 ym de tamano de particula
Detector: Florescencia, A 290 nm, A de emisiéon: 330 nm
Fase movil: Isopropanol:Hexano, 0,5:99,5 (v/v), filtrado y desgasificado.
Velocidad de flujo: 1 mL/min
Volumen de inyeccion: 10 pL
Procesador de datos: Empower 2
El contenido de tocoferoles presentes en el aceite, fue expresado en ppm y se

calculo con la Ecuacion (11):

a—Toc=[a—Toc]*% (11)
Donde:

[@ — Toc]: concentracion de tocoferoles en ppm calculado a partir de la recta de
calibrado.
V: volumen de la muestra en mL.

m: masa del aceite en gramos.
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2.1.4.2. Determinacién del contenido de fosfolipidos

Los fosfolipidos presentes en el aceite de collet de girasol se concentraron
empleando cartuchos de extraccién de fase sdlida diol de 0,5 gramos (S.P.E). Se
cuantificaron por el método del estandar externo mediante cromatografia liquida
empleando detector UV (Carelli et al. 1997; AOCS, 2009).

Los cartuchos utilizados para la extraccion de fosfolipidos, se acondicionaron
mediante el pasaje de metanol (2 mL) cloroformo (2 mL) y n-hexano (4 mL), respetando
el orden de agregado de los solventes. Los lipidos neutrales se extrajeron con 2,5 mL
de cloroformo y fueron desechados. Los fosfolipidos fueron recogidos con 7 mL de una
solucion amoniacal con metanol (0,5 mL metanol en 100 mL de solucién amoniacal al
25 %), en un recipiente de fondo cénico y subsecuentemente se eliminé el solvente bajo
corriente de nitrégeno. Luego el concentrado se llevd a un volumen de 100 uL con la
fase movil (fase empleada en el analisis cromatografico).

La muestra se prepar6 pesando 1,25 g de aceite en matraz aforado de 5 mL y
se llevd a volumen con cloroformo. De esta solucion se tomoé una alicuota
correspondiente a 50-150 mg de aceite y se sembré en el cartucho, previamente
acondicionado.

Los patrones de fosfolipidos utilizados para realizar las curvas de calibrado
fueron: Fosfatidiletanolamina (PE- P-8193 = 98 %), Sal de sodio del &cido fosfatidico
(AP- P-9511 298 %), Fosfatidilinositol (PlI- P-6636 ~50 %) y Fosfatidilcolina
(PC- P-7443 = 98 %) de Sigma-Aldrich. Se prepararon soluciones con diferentes
concentraciones a partir de soluciones madres de cada fosfolipido, los cuales fueron
pesados a la quinta cifra decimal y disueltos en fase mévil. Se tomaron alicuotas de
cada solucién madre, a fin de obtener disoluciones en el rango de 0,1 a 4 mg/mL. La

Tabla 2.5 muestra las rectas de calibrado de cada patron de fosfolipido.
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Tabla 2.5: Recta de calibrado de fosfolipidos

Fosfolipido Area = k * C (mg/mlL) R?
PC 3,02x108 0,9913
PE 2,94x108 0,9652
Pl 1,23x10¢6 0,9824
PA 1,19x106 0,9993

Los analisis cromatograficos se realizaron en un equipo HPLC Waters 600E
(Waters Associates, Milford, MA, USA). El acondicionamiento de la columna requiere la
estabilizacion de la linea de base. Para ello se hace circular fase moévil durante tres dias
con una velocidad de flujo de 0,2 mL/min. Las condiciones de trabajo empleadas fueron
las siguientes:
- Columna: Nucleosil 50-5 (250 x 4.6 mm, tamafio de particula 5 um,
Macherey-Nagel)

- Detector UV: Water PDA 996 a 206 nm.
- Fase movil: Hexano:Isopropanol:buffer acetato*, 8:8:1 (v:v:v).
- Velocidad de flujo: 2 mL/min
- Volumen de inyeccién: 10 pL
- Procesador de datos: Empower 2

El contenido de fosfolipidos presentes en el aceite fue expresado como

porcentaje en masa y se calcul6 con la siguiente formula:

[PLI+V

%PL = 100 (12)

donde:
[PL]: cantidad de fosfolipido en mg/mL determinado con la recta de calibracion.
V: volumen de dilucién en mL.

m: masa de la muestra colocada en el cartucho de extraccién, expresada en mg.
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2.1.4.3. Determinacion del contenido de ceras

Las ceras se determinaron por el método de fraccionamiento del aceite al que se
le ha afiadido un patrén interno, mediante cromatografia de columna de gel de silice
hidratado, recuperacion de la fraccion eluida y analisis directo mediante cromatografia
de gases de columna capilar (Carelli et al., 2012).

Para desarrollar la cromatografia de columna de gel, se prepararon tres
soluciones:
- Soluciéon I: Esta solucion fue utilizada para mejorar las condiciones del andlisis
cualitativo y la determinacion de factores de respuesta. Se prepar6 pesando 10 mg de
los estdndares de C32 a C44 y se diluyeron con 10 mL de heptano (grado
cromatogréfico).
- Solucidn II: Esta solucion fue empleada como estandar interno y se la afiadié al aceite
previamente a la cromatografia de columna. Se pesé 25 mg del estandar, laureato de
araquidilo (Sigma L-0506 ~99 %) y se llevo a un volumen de 25 mL con n-hexano. De
esta solucion se tomaron 5mL y se llevd a 25 mL en matraz aforado.
- Solucién llI: Utilizada para visualizar la finalizacién de la eluciéon de ceras en la
cromatografia de columna. Se prepard una solucién al 1 % en n-hexano del colorante
Sudan |. El colorante Sudan | posee un frente de avance comprendido entre ceras y

triglicéridos, que permitio visualizar la completa elucion de las ceras.

El acondicionamiento de la silica gel utilizada para la cromatografia de columna
y para la elusion se realiz6 llevando 15 g en cépsula de porcelana a 500 °C en mufla
durante 4 horas. Luego se retird, se dejé enfriar en desecador, se pesoé y se le afiadié
el 2 % de su peso en agua, se agitd vigorosamente durante 15 minutos y se dejé en
reposo por 12 horas antes de su uso.

La cromatografia de columna se llevé a cabo en una columna de vidrio de 15 mm
de diametro interior, 40 cm de longitud con robinete de teflébn. En ella se colocaron

aproximadamente 15-20 mL de n-hexano y se introdujo un tapén de algodén en el
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extremo del robinete. Se suspendié 15 g de la silica, previamente acondicionada, en
n-hexano y se coloco en la columna con pequefios golpecitos para la eliminacién de
posibles burbujas de aire. La superficie de la silica en la columna debi6 estar nivelada.
Posteriormente se eluyeron 30 mL de n-hexano para eliminar posibles impurezas. Por
otro lado se pesaron con exactitud 0,5 g de aceite, previamente calentado (a 80 °C, para
disolver las posibles ceras precipitadas) y llevado nuevamente a temperatura ambiente.
Se le anadio 500 uL de Solucién Il y una gota de Solucion lll. La muestra de aceite y
acondicionada fue transferida a la columna con 2 mL de n-hexano. El disolvente se dej6
fluir hasta que se situ6 en la fase absorbente de la columna. A continuacion se inicio la
elusién con n-hexano: éter etilico (98,5:1,5) libre de peréxidos, a una velocidad de flujo
aproximado de 3 mL/min. Cuando la banda coloreada llegé a la parte inferior de la
columna, el proceso de elucion se considero finalizado. El solvente de la solucién eluida
fue evaporado en evaporador rotatorio hasta un volumen de 2-3 mL, se trasvas6 a un
recipiente de base conica y se llevo a sequedad en una corriente de nitrégeno y se le
afiadieron 500 uL de n-heptano.

Las condiciones de trabajo empleadas fueron las siguientes:

Cromatografo: Gas-Liquido, Clarus 580

Columna: HP-5, (15 m x 0,32 mm, espesor: 0,25 um)

Detector: FID

Gas carrier: H, 3mL/min, presion en la cabeza de la columna: 8 psi

Inyector: “on-Column” (80-40 °C/min - 320)

Volumen de inyeccion: 2 pL

Programa de temperatura: 80 °C, 1’-20 °C/min hasta 240 °C, 5 °C/min hasta 325 °C
6 min, 20 °C/min hasta 340 °C, 27 min.

Procesador de datos: Total Chrom de PerkinElmer
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2.1.5. ANALISIS ESTADISTICO Y TRATAMIENTO DE LOS DATOS

Las determinaciones analiticas sobre el aceite crudo fueron realizadas por
triplicado, excepto las determinaciones cromatograficas (tocoferoles, fosfolipidos, y
ceras) que se hicieron por duplicado, inyectando dos veces cada réplica en el
cromatografo.

Los resultados se expresaron como valor medio + desvio estandar. Las
diferencias entre los valores medios fueron consideradas significativas a valor p< 0,05,
mediante ANOVA (Oneway Analysis of Variance), utilizando el ajuste del test de Tuckey
calculado con el Software InfoStat, version 2017, Grupo InfoStat, FCA, Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina (Di Renzo et al., 2017)

Cabe aclarar que cuando se usa material desengrasado porque asi lo requiere
la técnica, como por ejemplo en el analisis de las proteinas y fibras estructurales, se

aplica una correccion a fin de obtener un valor representativo de la muestra.

2.2. RESULTADOS Y DICUSION

La materia prima (collets de girasol) fue caracterizada segun su contenido de
humedad, aceite, proteina y fibras estructurales. Por otra parte, se determiné la
composicion de aceite de los collets, segun su contenido de componentes menores,

como tocoferoles, fosfolipidos y ceras.

2.2.1. CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA.

Los collets presentaron un contenido de humedad de 7,03 + 0,07 %. El contenido
de aceite fue de 22,95 + 0,01 %, este valor, se asimila a los obtenidos en la industria
luego de la etapa de prensado, donde se extrae la mayor cantidad de aceite de las
semillas (Dunford, 2012). El contenido de proteina bruta del collet fue de 33,28 + 0,67 %.
El contenido de azlcares reductores fue de 0,769 + 0,143 %. La FDN fue de
30,92 £ 0,32 % y la FDA de 21,46 + 0,03 %. Los porcentajes de celulosa, hemicelulosa

fueron determinados por diferencias entre FDN y FDA y se presentan en la Tabla 2.6.
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Todos los resultados de la composicién, fueron expresados como porcentajes libres de

humedad.

Tabla 2.6: Composicion de fibras estructurales

Composicion % (b.s.)
Celulosa 16,56 £ 0,05
Hemicelulosa 9,47 + 0,45
Lignina 4,90+0,16

En general, los resultados obtenidos presentan concordancia con los informados
en estudios previos con collets de girasol realizados en el grupo de investigacion (Tabla
2.7)

Tabla 2.7: Composicién de collets de girasol, referencias.

Composicién (%) Pérez et al. (2018) Baumler et al. (2016)
Aceite 21,88 + 0,32 22,8 + 0,60
Proteina bruta 33,57 £ 0,30 nd
FDN 31,20+ 0,54 nd
FDA 21,65+0,17 nd
Azlcares reductores nd* 0,42 = 0,06

*No determinado

La capacidad de absorcion de agua de los collets de girasol fue de 2,99 g
agua/g collet, este resultado fue similar a los reportados para harina de soja (3,03 g/g),
harina de canola (3,90 g/g) y harina de poroto (2,9 g/g) (Khattab y Arntfield, 2009;
Narayana y Narasinga Rao, 1982). La capacidad de absorcién de agua permitio definir
la minima relacién soélido:liquido, utilizada para la extraccion, asegurando una correcta
agitacion y una adecuada movilizacion de la enzima dentro del medio.

Los componentes minoritarios de los aceites fueron determinados por
cromatografia como se mencioné mas arriba. En la Tabla 2.8 se describe la composicion

del aceite en dichos componentes.
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Tabla 2.8: Componentes minoritarios del aceite extraido con n-hexano de collets

de girasol.
COMPONENTES
Tocoferoles (ppm) 510+ 18
Fosfolipidos (g/kg) 4,62 £ 0,20
Ceras (ppm) 1592 + 110
Ceras cristalizables (ppm) 1228 + 88

Estos valores fueron inferiores a los reportados por Pérez et al. (2018), para todos los
componentes. Por otro lado, la composicion de tocoferoles resultdé similar a los
reportados por Baumler et al. (2016), mientras que el contenido de ceras y fosfolipidos

fueron considerablemente mas bajos.

2.3. CONCLUSIONES

La caracterizacidbn de las muestras permiti6 aportar informacion sobre la
composicion de la matriz utilizada en las extracciones, respecto del contenido de aceite,
contenido proteico, contenido de azucares reductores y contenido de fibras
estructurales, que resultaron ser los componentes mayoritarios de los collets de girasol.
Los componentes mayoritarios en los collets, fueron concordantes a los informados
previamente. Por otra parte, la caracterizacion del aceite de los collets permitié conocer
la composicion de componentes menores de las muestras.

Toda la informacion obtenida en la caracterizacion, sera de utilidad para
comparar los posibles cambios en la composicion tanto de la matriz sélida como del

aceite luego de los tratamientos y procesos realizados sobre la materia prima.
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CAPITULO 3

EXTRACCION ACUOSA ASISTIDA
POR ENZIMAS

En el presente capitulo se estudia la extraccion acuosa asistida por enzimas de
aceite de girasol a partir de collets. En primera instancia se propone la seleccién de
variables operativas generales y el estudio del efecto de dichas variables a partir de un
disefio de experimentos robusto. Posteriormente se propone un disefio de experimentos
mas amplio y detallado, incluyendo otras variables de proceso, con el fin de determinar
su significancia e interaccion entre las mismas. Las variables analizadas fueron:
velocidad de agitacién, temperatura, relacién enzima: sustrato, tiempo de extraccion y
el efecto de sus interacciones. En dicho disefio de experimentos se plantean como
variables de respuesta maximizar la extraccién de aceite y minimizar el contenido de
proteina liberada en la fraccién liquida durante la extraccion. Posteriormente se procede
a determinar la combinacion 6ptima de las condiciones de operacion, mediante la
metodologia de superficie de respuesta (MSR) y se define un modelo optimizando
ambas variables de respuesta, simultdneamente. A su vez se aporta informacion sobre

la calidad del aceite luego del tratamiento en las condiciones Optimas.
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Extraccion acuosa asistida por enzimas

3.1. INTRODUCCION

Como se menciond en el Capitulo | el interés por la extraccion acuosa de aceite
de semillas ha resurgido actualmente, debido a la intensificacion en la busqueda de
tecnologias alternativas ambientalmente limpias. Al igual que otros solventes bio-
renovables, el uso de agua como solvente de extraccion resulta mas econémico y
presenta diversas ventajas frente a la extraccién con solventes convencionales, ya que
podrian disminuir la contaminacion ambiental, los costos de inversién y los
requerimientos energéticos. Por otro lado, el proceso de extraccion acuosa utiliza
condiciones operativas mas suaves que favorecen la produccion de aceites y proteinas
de mayor calidad y permite la recuperaciéon simultdnea de los mismos en la mayoria de
las oleaginosas (Nyam et al., 2009).

Debido a los bajos rendimientos obtenidos en la extraccion acuosa, la aplicacion
de enzimas en este proceso extractivo de aceite se ha convertido en una propuesta
tecnolégica interesante destinada a reducir al minimo el contenido de aceite de la
materia prima (Ramadan y Moersel, 2009; Rosenthal et al., 1996). La degradacién de la
pared celular de las semillas como resultado de un tratamiento enzimatico exégeno
permite la liberacion mas facil de componentes contenidos en la matriz. Las células
vegetales contienen aceite intracelular, por lo cual, el uso de enzimas en el proceso
extractivo podria potenciar la extraccion de aceite por accion hidrolitica de carbohidrasas
y proteasas, que actiian sobre la pared celular, favoreciendo la liberacion.

La extraccion acuosa-enzimatica (EAE) ha sido utilizada en varios granos como
soja, semillas de melon, semillas enteras de sésamo, semillas de girasol enteras o
molidas (0,75mm-1,00mm), harina de mostaza, colza, entre otros; en todos los casos
se han obtenidos mayores rendimientos que con la extraccién acuosa simplemente (Mat
Yusoff et al., 2015). El tipo de enzimas empleada depende de la composicion celular y
de la estructura del material oleaginoso (Mat Yusoff et al., 2015). Latif y Anwar (2009)
reportaron los mayores rendimientos en la extraccion acuosa-enzimatica de semillas de
girasol con Viscozyme® L., un complejo multienzimético compuesto principalmente por
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carbohidrasas. Si bien el conocimiento de las enzimas, su modo de accion y las
condiciones para una actividad Optima son esenciales para un uso eficiente, las
condiciones de proceso para obtener la maxima recuperacion de aceite también resultan
indispensables. En el proceso de extraccibn acuoso-enzimatico, la accién de las
enzimas no solo depende de factores como pH, temperatura, relacién enzima: sustrato,
tiempo de hidrdlisis, velocidad de agitacion y tamafio de particula, sino también de las
interacciones entre dichos factores. Para un mismo grano, la eficiencia enzimatica
puede ser diferente, segun el estado de la matriz (molida, entera o extrusada) lo cual
sumado al comportamiento de las variables afectara el rendimiento de la extraccion
(Perez et al., 2013).

La calidad y la estabilidad tanto del aceite como de las harinas de extraccion son
los principales factores en la produccion, aceptabilidad y comercializacion de los
productos de extraccion. Estas propiedades dependen principalmente de la calidad de
la semilla, los pre-tratamientos que reciben y de las condiciones de procesamiento para
la extraccion de aceite. La calidad del aceite puede estar influenciada por componentes
menores tales como acidos grasos libres, trazas de metales, tocoferoles, fosfolipidos y
ceras (Brevedan et al., 2000). Mientras que la calidad de la harina est4 dada por su
elevado contenido de proteinas vegetales, de las cuales, las principales son las
albdminas y las globulinas.

La extraccién acuosa-enzimatica de aceite a partir de semilla de girasol molida y
descascarada total o parcialmente ha sido estudiada por varios autores.
Dominguez et al. (1995) estudiaron la extraccion acuosa de semilla de girasol
decascarada (kernels con un contenido de aceite de 66 % b.s.) y tratada con una mezcla
de celulasa y pectinasa, obteniendo recuperaciones del 40 % para el material sin tratar
y del 50-70 % para el material tratado enziméaticamente. Sineiro et al. (1998) utilizaron
semilla parcialmente descascarada (con un contenido de aceite del 53,4 % b.s.)
obteniendo recuperaciones de 4 a 35,6 % dependiendo de las condiciones. Latif y Anwar
(2009) utilizaron semilla descascarada y estudiaron el efecto de distintos tratamientos
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enzimaticos, obteniendo rendimientos de 26,6 a 39,7 % (el maximo con Viscozyme L)
comparado con 18,3 % para la extraccion acuosa sin tratamiento y 45,5 % para la
extraccion con hexano. Danzo-Boateng (2011) también utilizé semilla descascarada y
el complejo enzimatico Viscozyme® L, reportando una recuperacion del 61,5 % del
aceite extraible y un 28,8 % en el caso de extraccion acuosa sin tratamiento enzimatico.

Por otra parte, la extraccidon acuosa enzimatica de aceite a partir de collets de
girasol no ha sido suficientemente estudiada. Solo Campbell et al. (2015) estudiaron la
extraccion acuosa a partir de harina de girasol sin descascarar y previamente extrusada
(con un contenido de aceite de 20,6 % b.s.), tratadas con una proteasa y/o una celulasa
y obtuvieron rendimientos en el rango 20-40 % para el aceite extraido y 54-85 % para
la proteina solubilizada. Como se menciond anteriormente, los collets constituyen una
corriente industrial de semilla acondicionada, parcialmente descascarada, pretratada y
sometida a extraccién por prensado, que se alimenta al proceso de extraccidon por
solvente. Considerando un contenido de aceite en la semilla del 48 % b.s., un
descascarado parcial a la mitad del contenido inicial (22-25 %) y un contenido de aceite
en los collets de 22-23 % b.s., se obtiene que alrededor del 75 % del aceite puede ser
extraido por prensado. Este valor ya es superior a las recuperaciones obtenidas con
extraccidn acuosa enzimatica a partir de semillas, por lo que la combinacién de ambos
procesos puede dar mejores rendimientos. En consecuencia, resulta de interés
considerar el uso de enzimas solo en la extraccidn por solvente, para permitir el

reemplazo del n-hexano por otros disolventes amigables con el medioambiente.

3.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
3.2.1. EXTRACCION A ESCALA LABORATORIO

Los ensayos de extraccion se llevaron a cabo en recipientes de vidrio, con
camisa calefaccionada mediante un bafio de circulaciébn de agua termostatizada y
agitado con un impulsador a varilla tipo hélice montado verticalmente y centrado
(Figura 3.1). Los parametros geomeétricos del sistema fueron: diametro del tanque (Dt),
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6,7 cm; diametro de la hélice (Da), 4 cm; altura del liquido (H), 6,5 cm; distancia de la

hélice al fondo del tanque (E), 1,7 cm.

Figura 3.1: Sistema de extraccion batch y su esquema: D:: diametro del recipiente,
D.: diametro de la hélice, H: altura del liquido, E: distancia de la hélice al fondo del

recipiente.

La solucion reguladora (pH: 5-5.8; fuerza i6nica 0,1 M) correspondiente a la
utilizada en cada experiencia se coloco en los recipientes y se la llevo a la temperatura
de extraccion, antes del ensayo. Posteriormente se incorporaron los collets (muestra) y
la enzima. Los collets fueron suspendidos en la solucién reguladora, en una relacion
solucion reguladora:sélido (L:S) de 10:1 (mL/g). La eleccidén de esta relacién estuvo
supeditada a la capacidad de absorcion de agua de la muestra (Capitulo 2, secciéon
2.1.3.5) y los valores sugeridos por la literatura consultada (Latif y Anwar, 2009).
Mientras que la relacion enzima:sustrato utilizada fue definida en cada ensayo, el valor
de pHy la relacion L:S se mantuvieron constantes en todos los experimentos. Tanto la
muestra como la solucion reguladora y la enzima fueron atemperadas a la temperatura
de trabajo antes de ponerlas en contacto en cada experiencia.

El dispositivo que se describi6 anteriormente se emple6 en todos los

experimentos adecuando las condiciones operativas a las requeridas para cada caso.

80



Extraccion acuosa asistida por enzimas

Después del tiempo de extraccion preestablecido, el sélido fue separado de la
fase liquida por filtracion bajo vacio, empleando un embudo Biichner, conteniendo papel
de filtro Whatman N° 4. La fraccion solida se sec6 a 45 °C durante 8 horas en un horno
de aire forzado y la fraccion liquida se recogié y se refriger6 a 4 °C hasta su uso
posterior. La Figura 3.2 muestra un esquema general de extraccion, donde se detallan
las condiciones de extraccidn que permanecieron constantes a lo largo de todas las

experiencias mientras que las variables solo se mencionan en forma genérica.

COLLETS

!

'Y

Solucién reguladora
o
Solucién reguladora +
Enzima

Condiciones de extraccion:
- pH 5 (fuerza iénica 0,1 M)

- Relacion S: L, 1: 10

- Temperatura

- Velocidad de agitacion

- Relacion enzima: sustrato

- Tiempo de extraccion

A
\J

.. . Aceite
‘ Fraccion solida -
Proteinas

} FILTRACION

N
!

Fraccion liquida { Azlcares reductores

Figura 3.2: Esquema general de la extraccién acuosa y acuosa-enzimatica

3.2.2. RENDIMIENTO DE ACEITE Y PROTEINA EXTRAIDA
Las respuestas analizadas fueron porcentaje de aceite y proteina extraidos. El
analisis se llevd a cabo en la fase sélida, y las cantidades extraidas de los componentes

se calcularon a partir de la diferencia entre las cantidades originalmente presentes en
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los collets y la cantidad restante en la fase sdlida después de la extraccién. La
determinacion se llevd a cabo en la fase solida para disminuir el error experimental.

La relacion de rendimiento de aceite y la relacion de proteina liberada se
expresaron como el porcentaje del componente extraido de la extraccion
acuosa-enzimatica en relacién con la cantidad total originalmente presente en los

collets.

= mo-mn) . 100 (13)
mo

donde:
Y: rendimiento relativo porcentual,
m,: masa de aceite o proteina presente en el collet,

m,: masa de aceite o proteina remanente en el collet después del tratamiento.

Los valores del rendimiento relativo porcentual de aceite se expresa como Y, y

el rendimiento relativo porcentual de proteinas como Y,,.

3.2.3. AZUCARES REDUCTORES EN LA FRACCION LIQUIDA

El contenido de azlcares reductores en la fase liquida fue determinado de
acuerdo con el método de Somogyi-Nelson por espectrofotometria a 540 nm, utilizando
D-glucosa como estandar (capitulo 2, seccion 2.1.3.6) y fue expresado en mg por mL
de fraccion liquida.

El estudio de este componente en la fraccién liquida podria ser considerado
como parametro de la actividad de la enzima frente al sustrato, considerando que cuanto
mayor sea el contenido de azucares en el liquido, el efecto de la enzima sobre las fibras

estructurales, podria ser mayor.
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3.2.4. EXTRACCION A ESCALA PILOTO

Luego de determinar un punto Optimo durante el desarrollo de un disefio de
experimentos ampliado, se decidid realizar una extracciébn a mayor escala, la cual se
llevo a cabo en un reactor a escala piloto de 6 L de capacidad (Figura 3.3).

Los parametros geométricos del sistema fueron: diametro del tanque (Dt), 25 cm;
didmetro de la hélice (Da), 10 cm; altura del liquido (H), 30 cm; distancia de la hélice al
fondo del tanque (E), 10 cm. El reactor al igual que los utilizados a escala laboratorio

fueron termostatizados y con agitacién constante.

Figura 3.3: Extraccion acuosa-enzimatica a escala piloto

3.3. SELECCION DE CONDICIONES OPERATIVAS GENERALES

3.3.1. SELECCION DE FACTORES

El rendimiento de la extraccion acuosa-enzimética esta influenciado por multiples
variables, la determinacion de los efectos individuales y la combinacion de los mismos
son temas ya estudiados, sin embargo las condiciones mencionadas por los autores,
presentan una amplia variabilidad. En la Tabla 3.1 se detallan las condiciones utilizadas
en investigaciones anteriores para girasol.

Segun los antecedentes mencionados y considerando otros estudios realizados

en granos como soja, se decidio seleccionar las tres variables operativas mas versatiles.
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Dichas variables fueron: relacion enzima:sustrato, tiempo de extraccién y tipo de

solucion reguladora.

Tabla 3.1: Condiciones utilizadas en investigaciones anteriores para girasol.

. ) Velocidad Solucién Tiempo de
Referencia E:S o Temperatura . 2
de agitacion reguladora incubacion
Dominguez 05_4% 200 rpm 50 °C Agua, ajuste 2.3h
et al. (1995) ' de pH
Sineiro et al. 0 o .
(1998) 0,5-2% 150 rpm 50 °C Citrato 1-3h
Campbell et ) o i R Agua, ajuste i
al. (2016) 0,02-0,04 %  160-300 rpm 50 °C de pH
Danso-
Boateng 10 % 150 rpm 50 °C Citrato 24 h
(2011)
Latif y Anwar 50 R Agua, ajuste
(2009) 0,5-2 % 120 rpm 45 °C de pH 2h
Pérez et.al. o °
(2013) 2% 200 rpm 50 °C - 2h
. Agua, ajuste
- ) - - -
Latif (2009) 0,5-2,5 % de pH 1-3h

El tipo de solucién reguladora fue seleccionado como variable ya que la mayoria
de los antecedentes mencionados para semillas de girasol utilizan un ajuste de pH a lo
largo de la incubaciéon con NaOH o HCI cuando sea necesario, sin embargo la necesidad
de mantener el pH constante es fundamental, ya que el mismo puede influir tanto en la
fijacion del sustrato como en la catdlisis, en algunos casos también en la estabilidad y
solubilidad del soluto (Rosenthal et al., 1996; Tabtabaei y Diosady, 2013). Para esta
variable se seleccionaron las tres soluciones reguladoras mas utilizadas en extracciéon
acuosa-enzimatica para diferentes granos (Campbell, 2010; Li et al., 2016; Moreau et
al., 2004) las cuales fueron citrato, fosfato y acetato. En el caso del tiempo y relacion
E:S, el intervalo seleccionado fue de 1 a 3 horas de extraccion y 1:20 a 1:5,
respectivamente, abarcando el intervalo mas amplio posible de acuerdo con los

antecedentes mencionados en la Tabla 3.1.
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3.3.2. DISENO DE EXPERIMENTOS: METOLOGIA TAGUCHI

Se optd por utilizar la metodologia TAGUCHI para determinar la combinacién de
los niveles de las variable seleccionadas, sin que las fuentes de variacion (o ruido) no
controladas puedan afectar el proceso (Montgomery, 1991; Pulido et al., 2012). El
principal objetivo de elegir un disefio robusto fue obtener la mejor respuesta en los
experimentos, donde existen factores de ruidos (no controlables), cuyo efecto se
pretende minimizar de forma indirecta. Para ello, se utilizé un disefio experimental Lo de
Resolucion IV (Tabla 3.2.), esto indica que los factores no son confundidos entre si ni

tampoco con interacciones entre los mismos (Fernandez et al., 2014).

Tabla 3.2: Arreglo ortogonal Lo

_ Niveles de factores
N° de Experimento

A B C D
1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
5 2 2 3 1
6 2 3 1 2
7 3 1 3 2
8 3 2 1 3
9 3 3 2 1

El disefio requiere de nueve experimentos, con sus respectivos duplicados y aunque no
tiene suficientes grados de libertad para estudiar las interacciones del sistema, requiere
un bajo nimero de experimentos que permiten definir variables operacionales. Las
interacciones entre factores, podrian ser analizadas solo si se utiliza una matriz
ortogonal con un mayor nimero de experimentos, pero en este caso se reducirian las
ventajas de la metodologia.

Las variables fueron tipo de solucidon reguladora, relacion enzima: collets

(sustrato) y tiempo de extraccion, a lo largo del texto seran mencionadas como factores.
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Dichos factores fueron asignados en las columnas B, C y D para la matriz TAGUCHI, la
columna A no fue considerada para obtener un disefio de Resolucion IV. En la Tabla 3.3

se detallan los factores y niveles utilizados en el disefio de experimentos.

Tabla 3.3: Factores y niveles de experimentacion.

. Solucion Reguladora  Relacion E:S Tiempo de extraccion (h)
Niveles
(B) ©) (D)
1 Acetato 1.5 1
2 Citrato 1:10 2
3 Fosfato 1:20 3

La extraccion asistida por enzimas, se llevd a cabo con la combinacion de
factores descripta en el arreglo ortogonal Le. En todas las experiencias se realizaron
“blancos de enzima” en las mismas condiciones de reaccién que en la extraccion
acuosa-enzimatica agregando el mismo volumen de buffer sin enzima. Estas

extracciones fueron consideradas como extraccion acuosa.

3.3.3. EVALUACION DE FUENTES DE VARIACION

La metodologia utilizada propuesta por TAGUCHI fue el estadistico sefial-ruido
(SR) que se calcula en cada combinacién de factores (Montgomery, 1991;
Pulido et al., 2012). El término “sefal”’ representa el valor deseado o valor medio para
las respuestas y el término “ruido” representa el valor no deseado (que puede ser interno
0 externo a cada experimento). La combinacion mas robusta entre los niveles de los
factores controlables es aquella que puede maximizar el estadistico sefial-ruido (SR).
El tipo de caracteristica elegida fue una respuesta de “cuanto mas grande es mejor”,
definida por el estadistico.

El valor de SR para cada experimento se analiz6 como cualquier variable de

respuesta, donde el valor de SR se obtuvo con la ecuacién 14:
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(14)

&
|
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=
N
—

donde
SR: relacion Sefial-ruido
X,: respuesta obtenida experimentalmente
n : numero de mediciones para cada experimento
k : nUmero de repeticiones

El uso del logaritmo en la ecuacion tiene que ver con minimizar la posibilidad de
efectos de interaccion entre los factores. La multiplicacion por 10 permite trabajar en
una escala méas grande y el signo antecesor se escoge de acuerdo a si la necesidad es
maximizar o no el valor estadistico para obtener operaciones mas robustas (Pulido et
al., 2012).

Debido a la sugerencia de un modelo de “no interacciones”, el efecto de cada
factor analizado i (factor) en SR puede ser encontrado comparando las respuestas

promedio (M;;), obtenidas a diferentes niveles (j):

M, = Y SRij

S g (15)

Las respuestas promedios (M;;) fueron analizadas con ANOVAy Test de Tuckey

en todos los casos. A partir de ello y basado en la caracteristica “cuanto mas grande es
mejor” mencionada previamente, se eligio el valor mas alto de SR para los factores que

resultaron significativos en el analisis de varianza.

3.3.4. OPTIMIZACION Y VALIDACION DEL MODELO
La optimizaciéon del modelo se realizé con el célculo de la respuesta predicha
(SR,,) basado en la respuesta promedio global (SR) y las respuestas promedio (M;;) de

cada factor significativo, considerando como se menciono previamente, la caracteristica
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“mientras mas grande es mejor”. Cuando los tres factores estan en su menor nivel la

respuesta predicha (SR,,.) se calcula segun la Ecuacion (16):
SRy, = SR + (Mg, —SR) + (M¢y; — SR) + (Mpy — SR) + error (16)

El valor de SR surge de la media global del disefio y es la respuesta promedio global de
los nueve ensayos llevados a cabo. El valor de SR se obtuvo del promedio de todos los
valores de (Mij). La Ecuacion 16 representa el modelo predicho.

Para validar el modelo se realiz6 un experimento adicional (experimento N °10),
se decodifico SR, y se comparé con el optimo obtenido en el experimento N °10. Si el
modelo concuerda con el resultado experimental, la suposicion de “no interacciones”

puede ser considerada correcta.

3.4. RESULTADOS Y DICUSION

3.4.1 EXTRACCION ACUOSA VS EXTRACCION ACUOSA ENZIMATICA

La extraccidon acuosa-enzimatica se realizé segun el disefio propuesto (Tabla
3.2). La Tabla 3.4 muestra los resultados obtenidos experimentalmente, para extraccion
acuosa y extraccion acuosa-enzimatica. En ella se puede observar la diferencia entre
ambos procesos segln la combinacién de niveles de experimentacién propuestos por
el disefio Ly de TAGUCHI (Tablas 3.2.y 3.3).

Los resultados de la extraccidon acuosa, presentaron rendimientos muy bajos y
del mismo orden para los nueve experimentos, con una variacion de un 2,74 % (b.s)
entre el valor minimo y el maximo. Sin embargo, presentaron diferencias significativas
entre ellos (p<0,001). Estos valores son muy pequefios en comparaciéon a los
rendimientos reportados para extraccién acuosa a partir de semillas de girasol, entre 20
y 40 % dependiendo del material y de las condiciones (Danso-Boateng, 2011;

Dominguez et al., 1995; Sineiro et al., 1998). Pero los resultados no son comparables
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debido a la mayor disponibilidad y extractabilidad del aceite presente en la semilla,

mientras que los collets retienen la fraccion de aceite no extraido por prensado.

La extraccion acuosa-enzimatica para los nueve experimentos realizados,

resultd mas eficiente que la extraccion acuosa sin el uso de enzimas, entre 2 y 3 veces

mayor, de modo que el tratamiento enzimatico mejora significativamente la extraccién.

Aun asi, los rendimientos obtenidos en ambos casos resultaron ser muy bajos

comparados con una extraccién convencional con n-hexano (94-97 %). Esto puede ser

explicado por la polaridad del solvente, ya que cuando se utiliza n-hexano como

solvente, éste se difunde por la matriz para solubilizar el aceite formando una miscela.

En el caso de la extraccién acuosa, el aceite no puede ser solubilizado en el agua, sino

gue el agua solubiliza otros componentes que difunden en el medio para permitir el

pasaje del aceite (Rosenthal et al., 1996). Este mecanismo indirecto de extraccion,

resulta menos eficiente.

Tabla 3.4: Porcentajes relativos de aceite extraido (Y,) en la extraccién acuosa y

acuosa-enzimatica segun el disefio TAGUCHI.

Ya

N° Experimento

Acuosa Acuosa-enzimatica
1 3,87 + 0,12b¢ 10,21 + 0,02°
2 4,31 + 0,08¢ 10,72 + 0,01
3 2,94 + 0,262 10,12 + 0,16
4 2,74 + 0,092 8,49 + 0,642
5 3,38 + 0,2620°¢ 13,95 + 0,08°
6 2,563 + 0,302 12,55 + 0,06°
7 2,91 + 0,002 9,42 + 0,892°
8 3,45 + 0,5223b¢ 8,25 + 0,012
9 5,27 + 0,004 9,72 + 0,132

Valores para el mismo factor en la misma columna seguido de misma letra no son significativamente

diferentes (p<0.05) por el Test de Tuckey.

Estos rendimientos son también mas bajos que los publicados para una

extraccion acuosa-enzimatica de harina de girasol previamente extrusada (Campbell et
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al., 2016), aunque debe tenerse en cuenta que en este caso también se utilizé una
proteasa para solubilizar y recuperar las proteinas.

Ademds, hay otros factores no considerados que pueden afectar o limitar la
accion de las enzimas, reduciendo la eficiencia del tratamiento enzimatico. Uno de ellos
es el tamafio de particula, ya que una reduccion del mismo permite un tratamiento y una
extraccion mas eficientes. En estudios con semillas de girasol se han utilizado tamafos
de particula relativamente pequefios, menores a 0,75 mm (Dominguez et al., 1995) o en
el rango 0,75-1 mm (Danso-Boateng, 2011; Sineiro et al., 1998) por considerarlos
optimos para favorecer la accidon enziméatica y la difusion del solvente en la extraccion.
La harina que forma los collets tiene un tamafio de particula mayor, en el rango 1 a
3 mm, y un promedio de 1,8 mm.

Otro factor es la presencia de cascara en los collets. La cascara tiene un bajo
contenido de aceite (menor al 5 %) y un contenido muy alto de fibra compuesta por
cellulosa, hemicelulosa y lignina; pero puede tener adherida parte de la pepa. Para
semilla de girasol parcialmente descascarada Sineiro et al. (1998) obtuvieron
rendimientos inferiores a los reportados en un estudio previo para semilla sin cascara
(Dominguez et al., 1995). Esto puede ser atribuido en parte a la alta lignificacion de la
cascara que limita el contacto de la enzima con el sustrato, y ademas el complejo lignina-
celulosa puede actuar como agente inactivante (Sineiro et al., 1998).

Finalmente, otro factor puede ser el efecto del tratamiento térmico y el prensado
industrial previo sobre la estructura de los collets. Se ha observado que tanto los
tratamientos térmicos (Danso-Boateng, 2011) como la extrusion en caliente (Campbell
et al.,, 2016) producen una disrupcion de la estructura celular de los cotiledones, asi
como desnaturalizacion de los cuerpos proteicos, liberando los cuerpos lipidicos (de
modo que el aceite se encuentra en gotas ocluidas dentro de las células dafiadas y en
los espacios vacios de la estructura celular) y haciendo la estructura mas permeable al
solvente. Teniendo en cuenta que el tratamiento enzimético causa efectos similares, en
estos casos su efecto puede ser més reducido. De hecho, Danso-Boateng (2011) no
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obtuvo mejores rendimientos cuando combind pretratamiento térmico y tratamiento
enzimatico en la extraccion acuosa a partir de semilla de girasol. En cambio, Campbell
et al. (2016) reportaron un efecto importante del tratamiento enzimatico sobre la

extraccion acuosa en harina de girasol sometida previamente a extrusion en caliente.

3.4.2. OPTIMIZACION DE VARIABLES OPERATIVAS

Las condiciones Optimas de cada factor se determinaron utilizando como
respuesta los valores de SR para cada experimento. En la Tabla 3.5 se muestran los
valores de SR calculados utilizando la Ecuacion (14) presentada en la Seccién 3.3.3,
asociados con el rendimiento porcentual relativo de aceite y el contenido de azlcares

obtenido en cada ensayo, de acuerdo al disefio experimental propuesto.

Tabla 3.5: Valores de SR asociados al rendimiento porcentual relativo de aceite y

contenido de azucares.

Sefial-Ruido
Experimento Y, Contenido de azlcares
1 20,18 27,52
5 20,61 25,99
3 20,20 19,79
4 19,01 25,58
5 22,85 20,04
6 21,95 19,89
7 20,04 19.82
8 18,33 26,75
9 19,83 1831

A partir de los valores de sefial ruido, se calculo la respuesta promedio (M;;) para

realizar los analisis de varianza. Se presenta a continuacion un ejemplo de calculo para
el factor B (Solucion reguladora citrato) al nivel 2 en la respuesta rendimiento de aceite,

utilizando la Ecuacion (15), donde M;; se obtuvo de los valores de SR de los
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experimentos E2, E5 y E8 (en los tres casos se utilizd buffer citrato, con una relacion

E:S y un tiempo de 1:10-2 h; 1:20-1 hy 1:5-3 h, respectivamente).

20,61+22,85+18,33

M, =
c2 3

= 20,59

En las Tablas 3.6 y 3.7 se muestran las respuestas promedio de los parametros
obtenida en los diferentes niveles. Como se menciond previamente, un valor elevado de
SR indica una mejor respuesta, de esta manera se puede determinar la combinacion
optima de los niveles de los factores de control, considerando solo los factores

significativos obtenidos a partir del analisis de varianza.

Tabla 3.6: Respuesta promedio (Mij) de los factores de control en cada nivel para

el rendimiento porcentual relativo de aceite

Nivel B C D
1 19,742 20,152 20,962
2 20,59 @ 19,81° 20,872
3 20,66 @ 21,03¢ 19,17°

Valores para el mismo factor en la misma columna seguido de misma letra no son significativamente
diferentes (p<0.05) por el Test de Tuckey.

Tabla 3.7: Respuesta promedio (Mij) de los factores de control en cada nivel para

el contenido de azlcares.

Niveles B C D
1 21,882 24,7232 21,962
2 24,26° 23,29° 21,902
3 19,33 ¢ 19,88 ¢ 24,042

Valores para el mismo factor en la misma columna seguido de misma letra no son significativamente
diferentes (p<0.05) por el Test de Tuckey.

Los datos mostrados en las Tablas 3.6 y 3.7 de los efectos de los tres factores

de control con sus niveles correspondientes se muestran en la Figura 3.4 Ay B.
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Figura 3.4: Efecto de la relacién SR los factores de control para (A) rendimiento

relativo porcentual de aceite y (B) contenido de azucares liberados en la fraccion
liquida.

Cuando se analiz6 el rendimiento de aceite se observé que la relacion
enzima:sustrato 1:20 en el menor tiempo de extraccién (1 hora), presenté la mejor
respuesta (p<0,0001) en ambos casos. Esta combinacion se consideré la 6ptima en el
intervalo de factores estudiados. El factor buffer no resulté significativo (p = 0,064), este
efecto se puede observar en la variacion minima de los valores de SR presentados en
la Tabla 3.6 y sugiere que el factor B no afecta la extraccion de aceite.

Segun la optimizacion del disefio de experimentos, se observd que la menor
concentracion de enzima en el medio de extraccion fue el 6ptimo para obtener un mayor

rendimiento de aceite. Para semillas de girasol utilizando Viscozyme® L. en la extraccion
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acuosa asistida por enzimas, se informé que a valores superiores al 1 % la eficiencia de
la enzima disminuy6 y consideran que dicha disminucion podria estar dada por la
naturaleza de la pared celular de las semillas oleaginosas en general, la cual resulta un
sustrato complejo que se degrada mas facilmente por una mezcla de enzimas que con
enzimas puras (Latif, 2009). Por lo tanto, el complejo multienziméatico podria actuar
sobre varios sustratos y la concentracion de producto podria inhibir la reaccion o el grado
de saturacion de la enzima con sustrato disminuir por el agotamiento del mismo. Estas
variables podrian explicar la mejor extraccién con la concentracion de enzima mas baja
y a un menor tiempo de extraccion.

Considerando el tiempo de extraccién, Dominguez et al. (1994), reportaron que
tiempos entre 0,33-2 horas, son suficientes para promover un aumento significativo en
el rendimiento de aceite. Por otro lado Latif (2009) informé que para una extraccion
acuosa-enzimatica en semillas de girasol, la extraccibn de aceite aumenta
significativamente hasta 1,5 horas. Algunos autores reportaron que con tiempos
prolongados de extraccién se forman emulsiones mas estables que evitan la separacion
de aceite de la fraccion liquida (Latif y Anwar, 2009; Rosenthal et al., 1996). Estos
resultados son similares a los obtenidos en este trabajo, con respecto al uso de tiempos
cortos de extraccion.

La mejor respuesta para el contenido de azlcares reductores en la fraccion
liquida se observo con solucién reguladora citrato y con una relacion enzima: sustrato
de 1:5 (p<0,0001). Para esta respuesta, el tiempo de extraccién resulté no significativo
(p = 0,1211), esto podria indicar que el contenido de azlcares reductores no resulta
afectado por el factor tiempo, en el intervalo de tiempo analizado.

Dado que la respuesta de mayor relevancia en este capitulo es el rendimiento
de aceite, los factores para realizar la validacion del modelo fueron seleccionados
teniendo en cuenta solamente esa respuesta, cuyos factores significativos fueron

relacion E:S y tiempo.

94



Extraccion acuosa asistida por enzimas

3.6.2. VALIDACION DEL MODELO

El experimento adicional (Experimento N°10) para validar el modelo se realizé
con una relacién enzima: sustrato 1:20 (m:vol) durante 1 hora. El factor B puede ser
tratado como error ya que no resultd significativo. La Tabla 3.8 presenta los valores
predichos, obtenidos utilizando SR,,,y los obtenidos experimentalmente del
rendimiento relativo porcentual (Y,) de aceite extraido y el contenido de azlcares

liberado en la fase acuosa.

Tabla 3.8: Test de validacién del modelo

Y, Contenido de azucares
Test de validacion 13,52+ 0,81 15,80 £ 0,73
Valor predicho 12,56 10,10

El error relativo entre el valor predicho y el valor observado experimentalmente
para el rendimiento porcentual de aceite fue de 7,1 %. Esto indicaria que no habria
interaccion entre los factores en las condiciones mencionadas. Por otra parte, el error
relativo para el contenido de azucares liberados en la fraccion liquida fue superior al

30 %, lo que podria indicar posibles interacciones entre los factores analizados.

3.5. CONCLUSIONES DE LA SELECCION DE VARIABLES OPERATIVAS

Esta parte del trabajo permitioé brindar informacién sobre factores generales que
pudieran afectar la extraccibn acuosa enzimatica, sin considerar el efecto de las
interacciones de dichos factores. Ademas aporté informacion de las diferencias entre
extraccién acuosa y acuosa enzimatica en el rendimiento de extraccion de aceite.

El rendimiento relativo porcentual de aceite para la extraccion acuosa en el
intervalo de tiempo analizados y con los diferentes tipos de buffers no supero el 5,27 %.
Si bien se presentaron diferencias significativas en la extraccion acuosa entre los

experimentos realizados, aun asi la capacidad extractiva del agua resulté muy baja. En
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la comparacion realizada entre la extraccibn acuosa y la acuosa-enzimatica se
determin6 que en la segunda los rendimientos fueron mayores, del orden del 10 %. Los
bajos rendimientos relativos se puede explicar parcialmente en términos de ciertas
caracteristicas de los collets, como el tamafio de particula de la harina y el contenido de
cascara y el efecto de los procesos previos a los que fue sometida la semilla de girasol,
como el pretratamiento térmico y la extraccidén de la mayor parte del aceite por prensado.
A partir de esto se puede suponer que el uso de enzimas en la extraccion acuosa podria
optimizarse, mejorando el rendimiento de aceite.

El modelo de “no interaccion” propuesto por TAGUCHI, podria ser eficiente para
analizar el rendimiento de aceite de la extraccion acuosa-enzimatica, en las condiciones
definidas. La seleccién de experimento 6ptimo fue utilizando una relacion E:S de 1:20
(m: vol) durante 1 hora, obteniéndose un 13,52 % (b.s.) de aceite en la extraccién. Sin
embargo dicho modelo no predice adecuadamente la respuesta del contenido de
azucares reductores en la fase liquida, esto podria indicar que las interacciones entre
los factores deberian tenerse en cuenta.

A partir de los resultados obtenidos, se pudieron definir pardmetros generales
para la realizacion de una extraccion acuosa-enzimatica con un disefio de experimentos

mas detallado y analizando variables mas especificas.

3.6. DISENO DE EXPERIMENTOS AMPLIADO
3.6.1. SELECCION DE FACTORES

En la metodologia de TAGUCHI se definié una relacién E:S (1:20) y un tiempo
de extraccion (1h) como la mejor opcion de trabajo para lograr la mayor extraccion de
aceite. Debido a que en ese disefio no se consideraron las interacciones entre los
factores mencionados, se decidio realizar un disefio de experimentos mas amplio y

detallado.
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Los factores considerados en este disefio fueron: velocidad de agitacién, tiempo
de extraccion, relacion enzima:sustrato y temperatura. La velocidad de agitacion fue
incorporada por los antecedentes mencionados, teniendo en cuenta que algunos
autores informaron que resulta significativa para la extraccién acuosa-enzimatica en un
intervalo de 120-300 rpm. La temperatura fue seleccionada segun el intervalo
considerado como el éptimo de trabajo para Viscozyme® L. En la metodologia de trabajo
también se incorporaron los factores tiempo y relacién enzima:sustrato. Si bien estos
dos factores fueron los factores significativos en el disefio anterior, en el mismo no se
tenian en cuentas las interacciones entre los mismos, por lo tanto resulté de interés
considerarlos nuevamente para definir la condicidén éptima del proceso de extraccién.

En este disefio se decidi6 buscar la mejor combinacion de factores para
maximizar la extraccion de aceite y, por otro lado, minimizar la cantidad de proteinas
liberada en la fraccién sélida, y de esta manera asegurar la obtencion de un residuo

sélido rico en proteinas.

3.6.2. DISENO DE EXPERIMENTOS: CENTRAL COMPUESTO

El estudio de las variables operativas se basoé en la aplicacion de Metodologia
de Superficie de Respuesta combinada con un disefio central compuesto, ya que esta
metodologia experimental es utilizada frecuentemente en el desarrollo de procesos
alimentarios ya que combina un disefio central compuesto (DCC) y la Metodologia de
superficie de respuesta (MSR) para examinar exhaustivamente diversos parametros con
un tiempo experimental minimo, determinando los factores mas relevantes y sus
intervalos de influencia, asi como las interacciones entre los factores (Corzo et al., 2008;
de Figueiredo et al., 2013; Myers et al., 2009; Pulido et al., 2012). El disefio central
compuesto es el disefio mas utilizado en la etapa de busqueda de segundo orden debido
a su gran flexibilidad.

Los factores seleccionados para el disefio como se menciond previamente,
fueron: velocidad de agitacién (A), temperatura (B), relacién enzima:sustrato (C) y
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tiempo de extraccién (D), expresados en revoluciones por minutos (rpm), grado
centigrado (°C), porcentaje (%) y minutos (min), respectivamente.

El intervalo utilizado para cada factor se detalla en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9: Factores con sus respectivos niveles de experimentacion usados en el

DCC para la extraccion acuosa-enzimatica.

-a Niveles o
Factores
-1,66 -1 0 1 1,66
Velocidad de agitacién (rpm) 86 120 170 220 253
Temperatura (°C) 42 45 50 55 58
Relacidn enzima:sustrato (%) 0,127 0,50 1 1,50 1.8
Tiempo de extraccion (min) 40 60 90 120 140

La matriz de ensayos para determinar la combinacion de los factores fue
generada por STATGRAPHICS software Centurion XV (Statgraphics Centurion, 2009).
El resultado indicé 29 ensayos aleatorios que se realizaron por duplicado. De los 29
ensayos experimentales, 16 correspondieron a puntos factoriales, 8 a puntos axiales y
5 a puntos centrales. Los puntos centrales permiten estimar el error experimental y una
medida de falta de ajuste. Los puntos axiales afiadidos al disefio factorial proporcionan
una estimacion de la curvatura del modelo, el a (alfa) determinado por el programa
estadistico fue de 1,66 (Tabla 3.9). Todos los experimentos se realizaron por duplicado
y se ejecutaron en orden aleatorio.

Las variables independientes fueron codificadas por STATGRAPHICS software
Centurion XV (Statgraphics Centurion, 2009). Dicho programa, se utilizé para realizar el
analisis estadistico de los resultados, desarrollar modelos de regresiébn multiple
asignando valores codificados a los diferentes factores y predecir las condiciones del

proceso. Los factores fueron codificados de acuerdo con la Ecuacion (17):
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Xi—X .
Xi = 4,2 * [ (17)

donde x; es el valor variable en unidades reales, X; es el valor adimensional del factor i,
X es la media del valor mas alto y mas bajo de x;, y d; es la diferencia entre el valor mas
alto y mas bajo de x; (de Figueiredo et al., 2015).

La Tabla 3.10 muestra los factores codificados y reales, con sus niveles de

experimentacion usados para el disefio central compuesto.

Tabla 3.10: Variables independientes codificadas y reales, con sus niveles de

experimentacion usados para el disefio central compuesto.

N° Variables codificadas Variables reales
Vel. Agit T E:S t Vel. Agit T E:S t

1 -1 -1 -1 -1 120 45 0,5 60
2 1 -1 -1 -1 220 45 0,5 60
3 -1 1 -1 -1 120 55 0,5 60
4 1 1 -1 -1 220 55 0,5 60
5 -1 -1 1 -1 120 45 15 60
6 1 -1 1 -1 220 45 15 60
7 -1 1 1 -1 120 55 15 60
8 1 1 1 -1 220 55 15 60
9 -1 -1 -1 1 120 45 0,5 120
10 1 -1 -1 1 220 45 0,5 120
11 -1 1 -1 1 120 55 0,5 120
12 1 1 -1 1 220 55 0,5 120
13 -1 -1 1 1 120 45 15 120
14 1 -1 1 1 220 45 15 120
15 -1 1 1 1 120 55 15 120
16 1 1 1 1 220 55 15 120
17 -1,66 0 0 0 86 50 1 90
18 1,66 0 0 0 253 50 1 90
19 0 -1,66 0 0 170 42 1 90
20 0 1,66 0 0 170 58 1 90
21 0 0 -1,66 0 170 50 0,17 90
22 0 0 1,66 0 170 50 1,8 90
23 0 0 0 -1,66 170 50 1 40
24 0 0 0 1,66 170 50 1 140
25 0 0 0 0 170 50 1 90
26 0 0 0 0 170 50 1 90
27 0 0 0 0 170 50 1 90
28 0 0 0 0 170 50 1 90
29 0 0 0 0 170 50 1 90

Vel.Agit: velocidad de agitacion (rpm) - T: temperatura (°C) - E:S: relacion enzima:sustrato (%) — t':

tiempo de extracciéon (minutos).
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3.6.3. OPTIMIZACION Y VALIDACION DEL MODELO

El aspecto de optimizacion esta formado por algunas técnicas matematicas que
sirven para que, dado un modelo ajustado, se explorare a fin de obtener informacion
sobre el punto 6ptimo. El punto 6ptimo implica que es la mejor combinacién posible en
toda la region de operacion. El problema es encontrar la combinacion de las variables
que da por resultado el rendimiento 6ptimo del proceso.

La optimizacion simultanea de las variables de respuesta (Y, y ¥,,) se llevo a cabo
utilizando la funcién de deseabilidad. Un alto valor de deseabilidad indica las mejores
combinaciones de factores para optimizar el sistema estudiado. EIl método Deseabilidad
fue originalmente propuesto por Harrington (1965) y luego mejorado por Derringer y
Suich (1980) y Derringer (1994). Consiste en definir una funcién en el espacio factorial
gque estima la deseabilidad global (DG) del producto en cada punto; de esta manera,
convierte el problema de optimizacién multivariable (en este caso con dos variables de
respuesta) en un problema de optimizacién univariable (Pulido et al.,, 2012). La
deseabilidad global requiere que todas las respuestas (Y) estén en la misma escala, y
esto se logra transformando cada respuesta predicha ¥; (x) en un valor de deseabilidad
individual d; (x) que cae en el intervalo [0, 1]. De esta manera, d; (x) mide la variable
del punto x. Una vez calculadas las deseabilidades individuales sobre el punto x, la

deseabilidad global de x es definida por la media geométrica ponderada (Ecuacion 18):

1
DGy = (d + d¥2 ..dYm) /Zx (18)

donde los pesos w; son constantes que permiten balancear la importancia relativa de
cada variable; mientras mas grande es el peso dado a una variable con respecto a las
restantes, mas grande sera la exigencia para que el punto 6ptimo global beneficie a tal

variable.

100



Extraccion acuosa asistida por enzimas

La funcién deseabilidad se desarrolld para los criterios de maximizar Y, y
minimizar Y, ya que el objetivo en este trabajo fue maximizar la extraccion de aceite y
que la mayor cantidad de proteina quede retenida en el solido.

La validacion del modelo se llevd a cabo mediante la realizacion de un punto
experimental adicional en las condiciones determinadas por la optimizacién simultanea
donde se analizaron ambas respuestas (rendimiento relativo porcentual de aceite y
proteina en la fraccion liquida). Los valores experimentales obtenidos se realizaron por

triplicado y fueron comparados con los valores predichos obtenidos por el modelo final.

3.6.4. CARACTERIZACION DE ACEITES

Luego de la extraccidn acuosa-enzimatica, se extrajo el aceite residual del
residuo solido y se caracterizé segun su contenido de tocoferoles, fosfolipidos y ceras
como se detallaron en el Capitulo 2 (seccion 2.1.4.1., 3.1.4.2.y 2.1.4.3.). Los resultados
fueron comparados con los valores de componentes minoritarios del aceite de la
muestra de collets original, es decir previos a la extraccion. Ademas se determiné el
contenido de proteinas de los collets y del residuo sélido luego de la extraccion

acuosa-enzimatica (capitulo 2, seccién 2.1.3.3).

3.7. RESULTADOS Y DISCUSION DEL DISENO AMPLIADO
3.7.1 EXTRACCION ACUOSA-ENZIMATICA
El disefio de experimentos planteado con 29 ensayos presentaron los siguientes

rendimientos porcentuales relativos de aceite Y, y proteina ¥, (Tabla 3.11):

101



Extraccion acuosa asistida por enzimas

Tabla 3.11: Rendimiento relativo porcentual de aceite y proteinas para los 29

experimentos realizados.

N° experimentos Y, Y, N° experimentos Y, Y,
1 11,52 6,49 16 10,19 12,79
2 10,36 11,17 17 7,45 6,05
3 3,15 5,95 18 12,01 8,48
4 11,13 7,21 19 25,18 6,28
5 5,13 5,02 20 12,77 8,40
6 17,27 5,95 21 8,74 6,04
7 9,19 7,95 22 9,78 7,15
8 11,53 10,15 23 10,86 8,75
9 11,09 5,80 24 8,10 9,31
10 10,91 4,68 25 12,61 9,98
11 9,93 7,22 26 7,89 6,77
12 8,92 7,88 27 10,57 8,24
13 13,72 6,37 28 10,48 7,75
14 15,12 7,73 29 11,35 6,95
15 5,78 11,15

3.7.2. MODELOS

Sobre la base de los resultados experimentales del disefio central compuesto y
del analisis de regresioén, se establecié una ecuacion polinémica de segundo orden para
estimar la relacion entre las variables de respuestas y los factores o variables de
procesamiento. El comportamiento de los modelos puede ser expresado con la siguiente

ecuacion general (Ecuacion 19):

Yi= Bo+ PiXs+ BoXo+ BsXs + BaXa+ BriXi® + PorXo® + Ba3aXs® + PaaXs® +

P12X1X2 + B13X1 X35 + B1aX1Xs + P23XoX3 + P2uXoXs + P3aX3X, (19)

donde Y; representa una de las respuestas predichas, 5, es una constante, los X;
representan los valores codificados de las cuatro variables independientes (velocidad
de agitacién, temperatura, relacion enzima:sustrato y tiempo de extraccion) y los
coeficientes £, fi, Bi,, representan el término lineal, cuadratico y las interacciones,

respectivamente. Los coeficientes se presentaron en términos de factores codificados y
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el tamafio podria estar directamente relacionado con el cambio observado en la
respuesta, permitiendo la posibilidad de comparar entre los coeficientes y en
consecuencia, describir la importancia de cada factor en la respuesta. La Tabla 3.12
presenta los coeficientes de los modelos individuales para las dos variables de

respuestas analizadas y su nivel de significancia representado por el valor p.

Tabla 3.12: Significancia de los coeficientes de regresiébn de los modelos
polinomiales de segundo orden para el rendimiento relativo porcentual de aceite y

rendimiento relativo porcentual de la proteina liberada en la fraccién liquida.

Y, Y,

Coeficiente Valor p Coeficiente Valor p

Constante g, 11,105 0,000 7,856 0,000
Vel. agitacion (B, ) 1.557 0,0235 0,727 0,0090
Temperatura (B8,) -2,134 0,0036 0,958 0,0013
Enzima:sustrato (8, ) 0,588 0,3533 0,584 0,0290
Tiempo extrac.(B,) 0,084 0,8933 0,217 0,3821
Vel. agitacion (B8, 2 -0,882 0,2458 -0,154 0,5961
Temperatura (ﬁz 2) 2,473 0,0043 -0,127 0,6624
Enzima:sustrato (B, 2 -1,052 0,1702 -0,398 0,1849
Tiempo extrac. (8, D\ -0,972 0,2028 0,486 0,1100
Interaccion 1*2 (B, ) 0,095 0,1641 -0,006 0,1641
Interaccion 1*3 (B, ) 0,916 0,2178 0,041 0,8860
Interaccion 1*4 (B, ) -1,043 0,1641 -0,408 0,1645
Interaccién 2*3 B, ) -0,238 0,7430 1,053 0,0020
Interaccion 2*4 (B,, ) -0,421 0,5625 0,739 0,0188
Interaccion 3*4 (B34) -0,188 0,7956 0,888 0,0065

Ambos modelos son validos en el dominio experimental seleccionado. Los
valores p de los modelos fueron inferiores a 0,001, indicando que los mismos resultaron
significativos en este dominio experimental. El analisis de regresion mostré que los

coeficientes de determinacion (R?) fueron satisfactorios para validar la prediccién de los
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modelos. Si bien los coeficientes de determinacién fueron relativamente bajos, eso no
siempre resulta en una baja calidad del modelo (Dolhalit et al., 2016). La validez de los
modelos y la calidad de los mismos fueron verificadas a través de otras pruebas como
la falta de ajuste y el Test de Durbin-Watson (DW) (Pulido et al., 2012). La falta de ajuste
resultdé no significativa en ambos casos y el Test Durbin-Watson mostré6 que no hay
autocorrelacion en los residuos en un nivel de significacién del 5 %. La Tabla 3.13
muestra los valores del coeficiente de determinacion, falta de ajuste y Test de Durbin-
Watson. Por otra parte, se verificO que las variables de respuestas se distribuyeron
normalmente, con varianza constante y que las mediciones tenian independencia entre

e

Sl.

Tabla 3.13: Pruebas de ajustes de los modelos polinomiales.

Ya YP
Falta de ajuste 0,1926 0,2399
Coeficiente de
determinacion (R?) 0,7346 0,8349
Test Durbin-Watson 216361 250246

(p = 0,6018)

Las predicciones de los modelos polinomiales y los resultados experimentales
(Figura 3.5) presentaron una buena concordancia en su comparacién, con menores
errores para los rendimientos relativos de proteina Y,, que para aceite Y,. Las mayores
desviaciones porcentuales se dieron para los experimentos 3,5y 9enelcasode Y,y

para los experimentos 10y 25 en el caso de Y,,.
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Figura 3.5: Comparacioén entre las predicciones y los resultados experimentales

paraY, (A) eY, (B).

3.7.3. ACEITE

Los factores de mayor significancia para el rendimiento relativo porcentual de
aceite fueron temperatura y velocidad de agitacion. La temperatura tuvo un efecto
negativo en la cantidad de aceite extraido (p <0,05), este comportamiento indica que a
medida que la temperatura aumenta, Y, resulta menor. Tal comportamiento no se
observo con otros factores, ya que los demas factores presentaron un efecto positivo
para dicha respuesta. La tasa de contribucion de los factores analizados, obtenida a
partir del valor de p fue la siguiente: temperatura > velocidad de agitacién > relacion
enzima:sustrato > tiempo de extraccion.

La Figura 3.6 muestra de forma esquemética el comportamiento individual de

cada factor, frente a la respuesta analizada para los puntos factorial.
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Figura 3.6: Efecto individual de los diferentes factores para Y,

Las diferentes combinaciones de factores definidas por el disefio de
experimentos dieron un valor maximo de rendimiento relativo porcentual de aceite
extraido de 21,46 %, mientras que el valor minimo fue de 5,80 %. Las condiciones que
maximizaron la respuesta, fueron las siguientes: velocidad de agitacién 246 rpm,
temperatura 42 °C, relacion enzima: sustrato 1,46 % y tiempo de extraccion 67 min, que
correspondi6 a un Y, predicho de 23,02.

La Figura 3.7-A muestra el efecto de la temperatura y de la relacion
enzima:sustrato, en el intervalo experimental estudiado, considerando los demas
factores en su punto 6ptimo (246 rpm y 67 minutos). En la figura se distingue que el
factor temperatura presenta una curvatura dada por el coeficiente cuadratico, donde la
menor extraccion se observa a una temperatura intermedia y la maxima extraccion a las
temperaturas mas bajas. Mientras que la variacion en Y, con respecto a la relacién
enzima:sustrato es de menor magnitud relativa debido a que el factor presenté una
menor significancia para el modelo de Y.

En la Figura 3.7-B se observa un efecto marcado de la velocidad de agitacion
sobre Y,, a medida que el factor aumenta, el rendimiento es mayor; mientras que el
efecto de la relacion enzima:sustrato es menor y con un maximo intermedio. La Figura
3.7-C, presenta los dos factores mas significativos para el rendimiento de aceite. En ella

se puede observar el notable efecto de los dos factores frente al rendimiento de
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extraccién, a mayor velocidad de agitacion y menor temperatura el rendimiento relativo
porcentual de aceite se hace maximo. Ademas se puede observar en la figura que el
efecto de la velocidad de agitaciébn es aproximadamente lineal y el efecto de la
temperatura presenta una leve curvatura dada por el coeficiente cuadratico de dicho
factor. Por otra parte, el tiempo no fue considerado en las graficas por ser el factor con

menor significancia en el modelo.

Figura 3.7: Representacion tridimensional que muestra los efectos correlativos
de: A) la relacion enzima:sustrato y la temperatura, B) la relacién enzima:sustrato
y la velocidad de agitacion y C) la temperatura y velocidad de agitacion sobre el

rendimiento relativo porcentual de aceite de extraccion.
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Segun estudios reportados por Campbell et al. (2016), quienes realizaron una
extraccion acuosa-enzimatica sobre extrusado de girasol, la velocidad de agitacion
también fue significativa y con un efecto positivo en el rendimiento de aceite, alcanzando
la mayor extraccion a 350 rpm, valor superior al obtenido en este trabajo, aunque los
dispositivos de agitacion no son exacta mente comparables. La velocidad de agitacién
resulta importante en la extraccion acuosa-enzimatica ya que el aceite es inmiscible con
el solvente (agua) y la extraccion aumenta cuando el aceite atrapado dentro de las
células rotas se puede emulsionar en gotas mas pequefias y méviles mediante fuerzas
turbulentas en el medio de extraccion. Sin embargo, el resultado es la formacion de una
emulsion de aceite en la fase acuosa mas estable dificil de separar (Mat Yusoff et al.,
2016). Ademas, el uso de velocidades de agitacibn mas altas conduce a un mayor
consumo y costo de energia.

Latif y Anwar (2009) informaron la temperatura de extraccibn mas alta para las
semillas de girasol con Viscozyme® L. a 45 °C. Ademas, Passos et al. (2009) informaron
una temperatura 6ptima de 40 °C para extraccion de aceite de semillas de uvas, donde
se utilizé un complejo multienzimatico. Sharma et al. (2002), por otra parte, reportaron
una temperatura 6ptima de 40 °C en extraccion acuosa de aceite de mani asistida por
proteasas. Estos resultados se encuentran en concordancia con el valor de temperatura
Optima obtenida en este trabajo. Los autores mencionados concluyeron, ademas, que
las temperaturas superiores a 50 °C no mejoran la extraccion de aceite (Latif y Anwar,
2009; Passos et al., 2009).

Latif, (2009) reporté una concentracion de Viscozyme® L. utilizada en semillas
de girasol del 1 %. Como se mencion0 previamente, la naturaleza de la pared celular de
las semillas oleaginosas, es un sustrato complejo, que puede ser degradada con mayor
facilidad por una mezcla de enzimas, esto puede mejorar el rendimiento de aceite a
medida que aumenta la concentracion, sin embargo el efecto no es lineal sino que puede
reducirse considerablemente la eficiencia de la enzima a concentraciones superiores e
inferiores a 1 %. Si bien el comportamiento de la enzima resulté acorde al presentado
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en este trabajo, la concentracion 6ptima informada por Latif (2009) se encuentra por
debajo del 6ptimo obtenido en el presente trabajo. En cambio, Dominguez et al. (1995)
estudiaron el efecto de la concentracion de enzima en la extraccion de aceite de semillas
de girasol, reportando una concentracion Optima de 2 %, con mezclas de celulasas.
Jiang et al. (2010), informaron una concentracion optima de enzima de 1,5 % durante la
extraccion acuosa-enzimatica de aceite de mani utilizando complejos enziméaticos;
observando que a partir de este valor la reaccion comenzé a ser mas lenta y el
rendimiento de aceite no se vio incrementado, atribuyendo dicho efecto a la saturacion

del sustrato. Este valor resulté similar al obtenido en el presente trabajo.

3.7.4.PROTEINA LIBERADA

Al finalizar la extracciobn acuosa asistida por enzimas, se pretende retener la
mayor cantidad de proteinas en el residuo sélido, a fin de mantener esta fraccion rica en
proteinas para su utilizacién en alimentacion animal o para la obtencién de derivados
proteicos

Las variables que afectaron significativamente el rendimiento porcentual relativo
de proteina liberada en la fraccién liquida fueron: velocidad de agitacion, temperatura y
relacién enzima:sustrato, con un nivel de significancia inferior al 5 % (Tabla 3.12). El
tiempo no resulté una variable significativa (p = 0,3821). Resultados similares fueron
reportados por Guan y Yao (2008) quienes no encontraron diferencias significativas en
el factor tiempo durante la extraccion de proteinas de avena en un intervalo de 30 a 150
minutos. Las cuatro variables tienen un efecto positivo en el rendimiento porcentual
relativo de proteina en la fraccion liquida. La tasa de contribucion de los factores
analizados obtenida a partir del valor p fue la siguiente: temperatura > velocidad de
agitacion > relacion enzima:sustrato > tiempo. Por otro lado, las interacciones entre la
relacidbn enzima:sustrato y la temperatura y el tiempo tuvieron un efecto sinérgico
altamente significativo (p<0,01) mientras que el resto de las interacciones fueron menos
significativos desde el punto de vista estadistico (p<0,05).
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La Figura 3.8 muestra el comportamiento individual de cada factor frente a la

respuesta analizada para los puntos factoriales.
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Figura 3.8: Efecto individual de los diferentes factores para Y,

La cantidad maxima de proteina liberada en la fase liquida, segun el disefio de
experimentos fue de 12,46 % mientras que la minima fue de 4,69 %. Segun el modelo
obtenido para proteinas, las condiciones que minimizaron la respuesta fueron las
siguientes: velocidad de agitacion 86 rpm, temperatura 42 °C, relacion enzima:sustrato

1,8 % y tiempo de extraccion 70 min, que correspondio a un Y, predicho de 1,09 %.

La solubilidad de las proteinas del girasol es afectada por el pH del medio,
fundamentalmente debido a su naturaleza anfotérica &acido-base, presentando una
solubilidad maxima a pH muy acido (pH = 2-3) o pH muy alcalino (pH = 9-11) y una
minima solubilidad en la proximidad de su punto isoeléctrico (pH = 4-5) (Dominguez et
al., 1995; Guany Yao, 2008; Rosenthal et al., 2001; Salgado, 2009; Sineiro et al., 1998),
esto podria ser una de las causas de la baja extraccion de proteinas, favorable para el
objetivo de este trabajo.

La Figura 3.9-A, muestra la correlacion entre temperatura y relacion
enzima:sustrato, donde se observa el minimo Y, cuando E:S aumenta y la temperatura
disminuye. Sin embargo, el efecto contrario se observa en el otro extremo de la
superficie de respuesta. Este efecto podria deberse a que la interaccion entre estos dos
factores present6 el coeficiente mas elevado del modelo (1,053) y resultd ser la
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interaccion mas significativa (0,002), por lo que podria cambiar la tendencia cuando uno
de los factores resulte negativo. Las Figuras 3.9-B y 3.9-C, que muestran la correlacion
entre velocidad de agitacion y relacion enzima:sustrato y velocidad de agitacion y
temperatura respectivamente, se caracterizan por no presentar curvaturas, debido a que
los coeficientes cuadraticos no fueron significativos. La Figura 3.8-B muestra que a
medida que la velocidad de agitacion y la relacibn enzima:sustrato disminuye, la
liberacion de proteina disminuye. La Figura 3.8-C por su parte, muestra que a medida
que la velocidad de agitacion y la temperatura disminuyen, la cantidad de proteina
liberada en la fase liquida también resulta méas baja. El factor tiempo no fue considerado
en las figuras por ser el factor con menor significancia en el modelo.

Guany Yao (2008) informaron a la temperatura como la variable mas significativa
para la extraccion de proteina de avena con Viscozyme® L.; ellos encontraron una
maxima extraccioén a 44 °C en un intervalo de temperatura estudiado entre 35y 55 °C y
consideraron que temperaturas inferiores o superiores a ella tendrian un efecto negativo
en la extraccién de proteinas. Por su parte, Ansharullah y Chesterman (1997) obtuvieron
para la extraccion de proteinas de salvado de arroz con pre-tratamiento enzimatico, una
temperatura éptima de extraccion de 50 °C con Viscozyme® L., obteniendo menores
rendimientos a medida que la temperatura desciende. Los resultados obtenidos en este
trabajo fueron similares a los descriptos por los autores mencionados. Por su parte,
Jiang et al. (2010) obtuvieron una extracciéon méaxima de proteina hidrolizada de mani
con proteasas a una relacion enzima:sustrato de 1,5 % e informaron que con
concentraciones superiores no se logré un efecto positivo sobre la liberacion de
proteinas en la fase liquida. Por lo tanto estos resultados podrian resultar concordantes

con los informados en el presente trabajo.
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Figura 3.9: Representacién 3D que muestran los efectos correlativos de (A) la
relacibn enzima:sustrato vs. temperatura. (B) relaciébn enzima:sustrato vs.
velocidad de agitacion. (C) velocidad de agitacién vs. temperatura sobre el

porcentaje de proteina liberada en la fraccion liquida.

3.7.5. OPTIMIZACION Y VERIFICACION DE LOS MODELOS

Las condiciones de extraccion Optimas finales se determinaron analizando
ambas respuestas en conjunto (rendimiento relativo porcentual de aceite y rendimiento
relativo porcentual de proteinas), esto fue definido como “optimizacién simultanea”. La
optimizacion simultdnea puede realizarse de forma correcta si los modelos individuales
presentados fueron modelos jerarquicos, es decir, que por cada interaccion o término
cuadratico en el modelo, éste también incluy6 los términos mas simples que se pueden
formar con los factores involucrados. También fue necesario verificar que cada modelo

cumpla con los supuestos tradicionales de normalidad, varianza constante e

112



Extraccion acuosa asistida por enzimas

independencia de los datos entre si. Para llevar a cabo la optimizacion simultanea fue
necesario realizar optimizacion de los modelos individuales de cada respuesta (seccion
3.7.3y 3.7.4). El problema de una optimizacién simultdnea radica en que, por lo general,
las combinaciones de factores, no son las mismas que en los modelos individuales. Esto
hace necesario buscar una solucién compromiso, donde todas las variables tengan un
nivel satisfactorio. Esa solucion compromiso se denomina Optimo simultaneo. En
muchos casos, la optimizacion simultanea para mejorar dos respuestas en conjunto
puede tener un efecto opuesto de una sobre la otra, o que dificulta la seleccion de
niveles de factores independientes que optimicen ambas respuestas simultdneamente
(Pulido et al., 2012).

La optimizacion simultanea analitica se realizé aplicando la funcion deseabilidad
global (DG) del producto en cada punto. De esta forma, se convirtié el problema de
optimizacion multivariado en un problema de optimizacién univariado, donde se
maximizo el valor de DG para obtener el punto éptimo buscado. Al aplicar la metodologia
de la funcién de deseabilidad, las condiciones Optimas se obtuvieron con un valor de
deseabilidad igual a 0,939. Por lo tanto, en estas condiciones, la combinacién 6ptima de
factores para optimizar ambas respuestas simultdneamente fue a 249 rpm, con una
relacién enzima:sustrato de 1,72 %, a 42 °C de temperatura, durante 52 min.

La Tabla 3.14 presenta los valores reales de los factores obtenidos en la
optimizacion individual de cada respuesta (Y, y Y, ) y la optimizacion simultanea. En la
tabla se observa que el Gnico factor coincidente en las tres optimizaciones es el factor
temperatura, donde el valor 6ptimo en todos los casos fue de 42 °C. Por otra parte, el
valor éptimo de velocidad de agitacion de los modelos individuales presentados fueron
totalmente opuestos y la optimizacién simultdnea adopt6 un valor cercano al del modelo
individual de Y,. Esto puede explicarse porque mientras mayor peso tiene el factor con
respecto a una u otra respuesta, mayor serd la exigencia para que el punto 6ptimo global
beneficie a tal respuesta (Pulido et al., 2012). La optimizacidén simultanea resulté en un

valor alto para la relacion enzima:sustrato y una valor bajo de tiempos de extraccion, en
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concordancia con los valores obtenidos para las optimizaciones individuales (Tabla

3.12).

Tabla 3.14: Condiciones Optimas de las variables operativas de la EAE obtenidas con
los modelos individuales y simultaneos de las respuestas rendimiento relativo de aceite
y proteina soluble.

Optimizacién individual

Factor Optimizaciéon simultanea
Y. Y,
Velocidad de agitacién (rpm) 246,5 86 249
Temperatura (°C) 42 42,35 42
Relacion E:S (%) 1,46 1,8 1,72
Tiempo de extraccion (min) 66,6 79,5 52

La Figura 3.10 presenta las superficies de ambas respuestas (Y, yY,) en la
misma region experimental, en funcion de la temperatura y la velocidad de agitacion, ya
gue ambos factores resultaron significativos en los modelos independientes. La figura
muestra el valor éptimo de las respuestas en la zona donde las superficies se cruzan,
no coincidiendo con las respuestas individuales.

La validacion del modelo se realizé con un experimento adicional (N °30) por
duplicado en las condiciones operativas obtenidas en la optimizacion simultdnea (249
rpm, relacién enzima:sustrato 1,72 %, a 42 °C durante 52 min). La Tabla 3.15 muestra
los valores predichos y los observados en el experimento adicional.

La prueba de Tuckey mostr6 que no hubo diferencias significativas (p> 0,05)

entre los valores predichos y los observados tanto en Y, como en Y,, (Tabla 3.15). Se

observa que, en las condiciones obtenidas con la optimizacion simultanea, los
rendimientos relativos de aceite extraido y proteina liberada predichas por MSR fueron

comparables a los obtenidos experimentalmente.
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25

Oplimizacion

Figura 3.10: Representacion 3D de las superficies de respuesta obtenida en la
optimizacion simultanea de rendimiento porcentual relativo de aceite Y, y
contenido de proteina liberada en la fase acuosa Y,,, en funcion de la velocidad de

agitacion y la temperatura.

Tabla 3.15: Valores predichos y experimentales para el rendimiento porcentual
relativo de aceite extraido y de proteina liberada en la fraccion liquida.

Y, Y,
Valor Predicho 22,072 5,662
Valor experimental* 22,30 + 0,142 5,34 + 0,022

*Promedio + desvio estandar de los diferentes experimentos.

Valores para la misma columna seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p<0,05) por
el Test de Tuckey.

Algunos autores han informado el uso de superficie de respuesta para optimizar
factores que pueden influir en la extraccién acuosa-enzimatica. Zhang et al. (2012)
informé una optimizacion de cuatro factores, relacién solido:liquido, (1:4-1:6),
concentracion de enzima (2-4 %) tiempo de extraccion (4-6 h) y temperatura (35-55 °C)
para mejorar el rendimiento de aceite de Myrica rubra utilizando proteasas y celulasas,
donde el factor no significativo resulté ser temperatura, sin embargo la interaccion de
dicho factor con otros, presentd significancia. Los valores 6ptimos obtenidos fueron:
temperatura 51,6 °C, concentracion de enzima 3,17 %, relacion S:L 1:5 y 4 h de

incubacion. Nyam et al. (2009) utilizaron MSR para aumentar el rendimiento de aceite
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de semillas de meldn con dos tipos de proteasas, donde los factores analizados fueron
concentracion de enzima (2-5 %), pH (5-9), temperatura (40-60 °C) y tiempo de
incubacion (12-36 h), siendo el tiempo el factor mas significativo para ambas enzimas.
La optimizacién de dichos factores dio como resultado un mayor rendimiento de aceite
con una concentracion de enzima de 2,5 %, pH 7, temperatura 58 °C y un tiempo de
incubacién de 12 y 36 h segun la enzima utilizada. Por otra parte, Guan y Yao (2008),
utilizaron MSR para la extraccion de proteinas de salvado de avena utilizando
Viscozyme® L., donde optimizaron cuatro factores, concentracion de enzima
(6-30 FBG), pH (3-5), tiempo de extraccion (0,5-2,5 h) y temperatura (35-55 °C). De
acuerdo a los resultados presentados, observaron que solo el factor pH resulté no
significativo en el intervalo analizado. La optimizacion de los factores dio como resultado
una concentracion de enzima de 30 FBG, pH 4,6, tiempo 2,8 h y una temperatura de
44 °C. Si bien algunos de los factores mencionados fueron estudiados en este trabajo,
no se realizaron comparaciones de la optimizacion debido a que tanto los materiales
como los intervalos de estudio resultaron diferentes.

Los antecedentes mencionados reflejan que la superficie de respuesta es
ampliamente utilizada en la EAE, tanto para optimizar una respuesta como para
determinar el comportamiento de factores y la interaccion entre los mismos, que puedan
influir en la extraccibn acuosa-enzimatica. Sin embargo, no se han encontrado

antecedentes donde se optimicen conjuntamente dos variables de respuesta.

3.7.6. AZUCARES REDUCTORES

Otro componente importante de la fraccion liquida, después de la extraccion
acuosa-enzimatica, fueron los azucares. La cantidad de azucares reductores liberados
en la fraccion liquida se consider6 como un producto de la hidrélisis de las fibras
presentes en el sustrato por accidén enzimética. Por lo tanto, el contenido de azlcares
reductores podria emplearse como un parametro de la degradacion en la estructura de
la pared celular que permite la liberacion del aceite de la matriz del collet (Sineiro et al.,
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1998). Sin embargo, esta es una medida relativa ya que parte de los azlcares pueden
quedar retenidos en la matriz sélida.
El contenido de azlcares reductores fue determinado experimentalmente segun

el disefio propuesto (Tabla 3.16)

Tabla 3.16: Contenido de azucares reductores en 100 mL de fase liquida para los

29 experimentos realizados.

N° experimentos % Azacares |, experimentos % Azlicares
reductores reductores
1 2,184 16 5,275
2 1,519 17 5,704
3 4,937 18 3.919
4 5,141 19 3.318
5 5,971 20 4,025
6 3,297 21 5472
7 2,368 22 2,405
8 2,627 23 2500
9 4,888 24 5331
10 5,570 25 4,077
11 5,176 26 3.228
12 2,817 27 5001
13 1,936 28 5563
14 5,760 29 3.677
15 4,754

A partir de ello, se desarroll6 un modelo polinomial de segundo orden que podria
predecir el comportamiento de dicha respuesta. La Tabla 3.17 muestra los coeficientes
de regresion del modelo. El valor p del modelo fue inferior a 0,001, lo que indica que el
modelo es significativo para el analisis de los azlUcares reductores, y valido en el dominio
experimental seleccionado.

De acuerdo con el analisis de varianza, la temperatura y el tiempo de extraccion
afectaron significativamente el contenido de azlcares reductores en la fraccién liquida

(p<0,05), mientras que la relacion enzima:sustrato fue menos influyente en el
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comportamiento de dicha respuesta (p = 0,10). La velocidad de agitacion resulté menos

significativa en esta respuesta en el intervalo estudiado.

Tabla 3.17: Coeficientes de regresion del modelo polinomial de segundo orden

para azlcares reductores.

Azlcares Reductores

Coeficiente Valor p
Constante g, 4,699 0,00
Vel. agitacion (B, ) -0,247 0,19
Temperatura (8,) 0,364 0,05
Enzima: sustrato (8,) -0,110 0,10
Tiempo extrac.(B,) 0,367 0,03
Vel. agitacion (B, %) 0,389 0,23
Temperatura (8, *) -0,370 0,23
Enzima: sustrato (8, ) 0,081 0,53
Tiempo extrac. (8, %) -0,613 0,03
Interaccion 1*2 (B 12) 0,205 0,57
Interaccion 1*3 (f 13) -0,215 0,30
Interaccion 1*4 (B 14) 0,217 0,35
Interaccién 2*3 (B 23) -0,366 0,83
Interaccion 2*4 (B 24) 0,289 0,30
Interaccion 3*4 (B 24) -0,359 0,33

Sin embargo, el modelo obtenido no predice razonablemente los resultados

experimentales por lo que no puede ser utilizado para analizar en mas detalle el

comportamiento individual de cada factor. Ademds, algunas tendencias no son

consistentes con los resultados obtenidos para la recuperacion relativa de aceite y

proteina.
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3.7.7. EXTRACCION A ESCALA PILOTO
3.7.7.1. Caracterizacion de la fraccion liquida

Luego de la extraccidn acuosa-enzimatica a escala piloto realizada en las
condiciones del punto 6ptimo obtenido en el punto anterior, la fase liquida se caracterizo
segun contenido de aceite, proteinas y azlcares reductores. A partir de esta

caracterizacion se evaluaron los rendimientos de extraccion Y, e Y,. Los resultados se

presentan en la Tabla 3.18.

Tabla 3.18: Extraccion acuosa-enziméatica a escala piloto.

Variable
Proteina (Y,) 2,13+0,04
Azlcares reductores (mg/100mL) 4,40 + 0,54
Aceite (Y,) 14,15 + 0,06

Cuando se compararon los valores mostrados en la Tabla 3.18 con los obtenidos
en una escala menor se observo que todos los componentes presentaron diferencias
significativas (p<0,05). El rendimiento porcentual relativo de aceite extraido en fraccién
liquida fue de 14,12 % mientras que a escala laboratorio se obtuvo un rendimiento
relativo porcentual de 22,30 %. Por otra parte el contenido de azlcares reductores
resulté el doble que los obtenidos a escala laboratorio (2,81 mg/100 mL). En el caso de
las proteinas, el rendimiento relativo porcentual a escala piloto se redujo a la mitad del
rendimiento porcentual relativo de proteina liberada a escala laboratorio (5,34 %).

Estos resultados indican que el proceso estudiado no puede ser escalado en
forma directa ya que no se alcanza la extraccion éptima, por lo que seria necesario
realizar un estudio experimental adicional en el equipo piloto aumentando la velocidad
de agitacion y el tiempo de extraccion para obtener las mejores condiciones. De todas
formas, el aceite y/o el residuo solido obtenidos fueron analizados para evaluar el efecto

del proceso sobre la calidad del aceite.
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3.7.7.2. Caracterizacion del residuo sélido

El residuo solido fue caracterizado segun el contenido de azlcares, contenido
de proteinas y contenido de aceite. El contenido de proteinas luego de la extraccion fue
de 33,25 % (g de proteina/ 100g de collets b.s.), superior al obtenido a una escala menor
(32,81 % (g proteina/ 100 g de collets b.s.)) y en concordancia con el andlisis de la fase
liguida. El contenido de azUcares reductores en el sélido fue de 36,90 + 0,20 mg/g (mg
de azucares reductores/g collets b.s.), mientras que el collets original utilizado para
todas las determinaciones presentd un contenido de azlcares reductores de
7,59 £ 0,14 mg/g (mg de azucares reductores/ g collets original b.s.). Esto podria indicar
como las enzimas actuaron sobre las fibras presentes en la matriz.

Por otra parte, el contenido de aceite fue de 17,90 % (g aceite/ g de collets
inicial b.s.). Como se expreso anteriormente se redujo en aproximadamente un 22 % del
total de aceite presente en los collets, por lo que el residuo sélido obtenido luego de la
EAE presento un elevado contenido de aceite que debe ser extraido. Por esta razén se
opt6 por realizar una extraccion de aceite convencional por método Soxhlet, con n-
hexano y analizar la composicién de los mismos, para estudiar el efecto que pudo haber
tenido la extraccion acuosa-enzimatica sobre el aceite residual del sélido. Cabe destacar
que el residuo sélido obtenido luego de la extraccién acuosa-enzimatica puede ser

mencionado también en el texto como collets pre-tratados.

3.7.7.3. Caracterizacion de los aceites
La caracterizacion de los aceites extraidos de los collets y del residuo solido de
la extraccion EAE se realiz6 segun su contenido en componentes minoritarios como:

tocoferoles, fosfolipidos, y ceras.

3.7.7.3.1. Tocoferoles
Los tocoferoles, como se mencioné previamente, son los principales
compuestos con actividad antioxidante en los aceites, donde tienen un efecto importante
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en sus propiedades nutricionales y tecnoldgicas. El aceite crudo de girasol tiene un
contenido relativamente alto de tocoferoles, predominando el a-tocoferol, lo que hace
gue el aceite de girasol sea la fuente mas rica de vitamina E entre los aceites vegetales
de importancia comercial. El contenido de tocoferoles de las semillas es el resultado de
factores genéticos y ambientales, asi como de sus interacciones (Velasco et al., 2010).
Esto explica la gran variacion del contenido de tocoferol en aceite crudo de girasol
reportado en la literatura, con valores que varian en un intervalo de 389 a 1873 ppm
(Dolde et al., 1999; Nolasco et al., 2004; Velasco y Ruiz-Méndez, 2015).

La Tabla 3.19 muestra los resultados obtenidos para el contenido de
tocoferoles en el aceite extraido de los collets de girasol (materia prima) y del residuo
solido de la EAE. Los valores obtenidos en los dos casos, resultaron similares a los
reportados en bibliografia para aceites de semillas y collets de girasol (Baumler et al.,

2016; Dijkstra, 2015; Fisk et al., 2006; Grompone, 2011; Nolasco et al., 2004).

Tabla 3.19: Composicion de tocoferoles del aceite obtenido de los collets y del

residuo solido de la EAE

Collets Residuo sdlido
Tocoferoles Totales (ppm) 510 + 182 414 + 13°
a tocoferol (%) 94 + 3,52 92 +2,6°
B tocoferol (%) 1,5+0,92 1,2+0,22
B tocotrienol (%) 4,5+0,18 6,5+0,78

*Valores para el mismo componente en la misma fila seguido de letras iguales no son significativamente

diferentes (p<0.05) por el Test de Tuckey.

Los aceites analizados presentaron principalmente a-tocoferol, con porcentajes
relativamente pequefios de B-tocoferol y B-tocotrienol. El aceite obtenido del residuo
sélido luego de la extraccién acuosa-enzimética, presentd un contenido de tocoferoles
totales menor que el aceite de los collets, disminuyendo en un 19 %. La disminucion se

debio principalmente al a-tocoferol (tocoferol mayoritario). Como se puede observar en
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la tabla, el perfil se mantuvo relativamente estable entre una muestra y otra. Latif (2009)
inform6é una disminucién en a-tocoferol, presentando una tendencia similar a la
observada en este estudio, para aceites de semillas de girasol tratadas enzimaticamente
con Viscozyme® L. Por otra parte, Pérez et al. (2013) reportaron también una
disminucion en tocoferoles totales en muestras de girasol tratadas enzimaticamente con
pectinasa, lo cual lo atribuye a cambios en el oxigeno, la luz, el pH y los efectos de la

temperatura, ya que los tocoferoles son sensibles a estos efectos.

3.7.7.3.2. Fosfolipidos

El contenido de fosfolipidos en el aceite de girasol crudo varia de 5,9 a 12 g/kg
y los aceites obtenidos por extraccion con solvente generalmente tienen un mayor
contenido de fosfolipidos que los obtenidos por prensado (Brevedan et al., 2002; Carelli
et al., 1997; Lamas et al., 2014). Los principales fosfolipidos en el aceite de girasol son
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) y acido fosfatidico
(PA). La mayoria de estos fosfolipidos son hidratables y se pueden eliminar del aceite
crudo mediante un proceso de desgomado con agua. Los fosfolipidos no hidratables,
principalmente sales de calcio y magnesio de PA y lisoPA, glicerofosfatos y fosfatos
inorganicos permanecen en el aceite después del desgomado con agua. También se
puede obtener un desgomado mas eficiente por tratamiento acido, donde la hidratacion
de estos compuestos se incrementa mediante la adicién de &cido fosforico o acido
citrico.

El contenido de fosfolipidos totales y su perfil se detallan en la Tabla 3.20.

Como se mencion6 en el Capitulo 1 los valores de contenido de fosfolipidos
para el aceite de collets son inferiores a los reportados por algunos autores para aceite
de semillas de girasol.

El aceite obtenido del residuo sélido podria ser considerado como parcialmente
desgomado, ya que el contenido es de alrededor de 2 g de fosfolipidos totales por kg de
aceite (Brevedan et al., 2002, Lamas et al.,, 2014). En el aceite del residuo sélido
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obtenido luego de la EAE, se observé que el contenido de fosfolipidos se redujo
considerablemente en un 55 %. Este resultado se encuentra en concordancia con
algunos autores que informaron que los procesos acuosos-enzimaticos facilitan la
eliminacion de fosfolipidos hidratables del aceite (Christensen, 1991; Latif, 2009). La
Figura 3.11 muestra el perfil de fosfolipidos de aceite de los collets y del residuo sélido
(Ay B, respectivamente). En la figura mencionada, se puede observar la disminucién de
las areas de cada fosfolipido (andlisis realizado en iguales cantidades de aceite y

condiciones, para que puedan ser comparables las areas).

Tabla 3.20: Fosfolipidos totales y perfil del aceite extraido con n-hexano de los

collets y del residuo sdlido obtenido luego de la EAE.

Collets Residuo sdlido
Fosfolipidos Totales (g/kg Aceite) 4,62 + 0,202 2,08 + 0,05°
PC (%) 55,84 + 1,312 61,55 + 0,72°
Pl (%) 30,83 +1,192 24,01 + 0,69°
PE (%) 6,56 + 0,102 6,36 + 0,0432
PA (%) 6,77 £ 0,232 8,08 + 0,02°

Valores para el mismo componente en la misma fila seguido de letras iguales no son significativamente

diferentes (p<0.05) por el Test de Tuckey.

Dentro del perfil (Tabla 3.20) se observaron diferencias significativas entre los
aceites obtenidos del residuo sdlido y los obtenidos de collets y se contempla que solo
el PE no presenté diferencias significativas en el perfil, mientras que PC, Pl y PA se
vieron modificados.

Sin embargo, cuando se analiz6 el contenido de fosfolipidos en g/kg de aceite,
se observo que los cuatro fosfolipidos analizados se redujeron, correspondiendo la
mayor reduccion al Pl (65 %), esto podria atribuirse a que el Pl existe como un complejo
con potasio 0 magnesio y debido a su grupo inositol hidrofilico puede ser totalmente
hidratable (Lamas et al., 2014). Por otro lado, el PA presenté la menor reduccion (46 %).

Si bien este ultimo forma parte de los fosfolipidos no hidratables, el PA existe como
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acido parcialmente disociado combinado con un ion metalico formando un complejo, si
este ion es monovalente el PA resulta hidratable, por lo tanto debido a la complejidad
de la matriz podria suceder que parte del PA se encuentra acomplejado con un ion
monovalente, por lo que pudo ser extraido en la fase acuosa durante el proceso de
extraccion acuoso-enzimatico.
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Figura 3.11: Perfil de fosfolipidos luego de la extraccion con n-hexano por Soxhlet

(A) aceite de collets (B) aceite del residuo sélido

3.7.7.3.3. Ceras

Las ceras del aceite de girasol son alcoholes (C18 a C28) esterificados con
acidos grasos saturados de cadenas largas (C20 a C22) (Belitz et al., 1999). Se
encuentran naturalmente en las semillas de girasol y residen principalmente en la
cascara, solo el 17 % se localiza en la pepa (Perez et al, 2001). Si bien, antes de la
extraccion se realiza un descascarado parcial donde el contenido de ceras puede
reducirse, el aceite debe ser descerado o winterizado para eliminar el residuo, ya que

las ceras le confieren turbidez al aceite. El contenido de ceras en el aceite puede
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cambiar de acuerdo con la variedad de semilla, su origen y conservacion, el porcentaje
de cascara eliminada, la temperatura y la tecnologia utilizadas en los pasos de
procesamiento a través de los cuales se obtuvo el aceite.

La Figura 3.12 muestra un cromatograma del perfil de ceras para el aceite de

collets extraido con n-hexano.
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Figura 3.12: Perfil de ceras de aceite de collets de girasol.

La Tabla 3.21 muestra el contenido y el perfil de ceras de aceite extraido de los
collets de girasol y del residuo sélido obtenido luego de la extraccién acuosa-enzimatica.

El contenido total de ceras no presento variacion entre los aceites analizados a
partir de ello, podria considerarse que el tratamiento enzimético y la extraccién acuosa
no provocan algun efecto sobre contenido de ceras en el aceite residual. Las ceras
cristalizables no fueron estadisticamente significativas a pesar de la variacion del perfil
(p>0,05).

Dijkstra (2015) report6 para aceite de semillas de girasol un rango de ceras entre
600-3500 ppm, acorde con lo informado por Martini et al., (2000). Segun Carelli et al.
(2002) el contenido total de ceras puede variar entre 200 y 3500 ppm en peso para los

aceites de girasol crudos y puede ser tan alto como 600 ppm en peso para los aceites
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de girasol refinados. Pérez et al. (2018) determinaron contenidos de ceras totales que
variaron entre 808 y 1118 ppm para muestras de collets de girasol, de las cuales
alrededor del 67-70 % son ceras cristalizables. Si bien estos valores resultaron mas

bajos que los obtenidos en el presente trabajo, el perfil resultd similar.

Tabla 3.21: Perfil de ceras de aceite extraido de los collets de girasol y del residuo

sélido obtenido luego de la extraccién acuosa-enzimatica.

Perfil Collet Residuo solido
C36 4,56 + 0,262 5,15+ 0,192
C38 3,04 +0,812 3,62 £ 0,072
C40 8,78 + 0,642 9,67 + 0,532
C42 6,41 + 0,652 6,58 £ 0,412
C44 15,59 + 1,062 14,18 £ 0,872
C46 20,48 £ 1,242 18,41 + 0,96°
C48 22,39 +1,082 20,65 + 0,50°
C50 9,05 £ 0,042 8,64 + 0,02°
C52 1,06 £ 0,352 6,68 + 0,37°
C54 3,96 £ 0,182 3,36 £ 0,272
C56 2,25 +0,212 2,09 £ 0,242
C58 1,39 + 0,052 1,34 + 0,072
C60 0,86 + 0,022 0,85 + 0,092
Ceras Totales (ppm) 1592 + 1102 1514 + 372
Cristalizables (ppm) 1228 + 88?2 1177 + 312

*Valores para el mismo componente en la misma fila seguido de letras iguales no son significativamente

diferentes (p<0.05) por el Test de Tuckey.

3.8. CONCLUSIONES DEL DISENO AMPLIADO

En el presente trabajo, se realiz6 un estudio mas detallado sobre los factores de
control que pudieran afectar la extraccién acuosa-enzimatica (velocidad de agitacion,
temperatura, relacion enzima: sustrato y tiempo de extraccion), a su vez se estudio el
efecto de las interacciones entre dichos factores y se realizé una optimizacion
simultanea de los mismos para mejorar el rendimiento de aceite y disminuir el contenido

de proteinas solubles en la fraccién liquida.
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Los modelos polinomiales individuales de segundo orden fueron obtenidos para

predecir las respuestas Y, (rendimiento porcentual relativo de aceite) e Y,, (rendimiento

porcentual relativo de proteina liberada en el liquido). Ambos modelos fueron vélidos en
el dominio experimental seleccionado y fueron necesarios para realizar la optimizacion
simultanea.

El Y, fue afectado en forma significativa mayoritariamente por los factores

velocidad de agitacion y temperatura, mientras que Y, se vio afectada, ademas, por la

relacién enzima:sustrato (p <0.05). La optimizaciones individuales dieron para ambos
casos una temperatura optima de 42 °C, valores altos para la relacion enzima:sustrato
y valores bajos de tiempos de extraccion. En cambio, los valores 6ptimos de velocidad
de agitacion fueron totalmente opuestos, siendo el mayor para maximizar Y, y el menor
para minimizar Y,,.

La metodologia de superficie de respuesta se utilizé para predecir los modelos
de cada respuesta individual y realizar su optimizacion. La funcion deseabilidad fue
utilizada para predecir la optimizaciéon simultanea a partir de los modelos individuales.
Las condiciones predichas obtenidas por la optimizacién simultanea fueron: 1,72 % de
relacion enzima:sustrato, velocidad de agitacion 249 rpm, temperatura 42 °C y
52 minutos de tiempo de extraccion. La optimizacién simultanea permite predecir
adecuadamente tanto el rendimiento porcentual relativo de aceite extraido como el
rendimiento relativo porcentual de proteina liberada en la fase liquida.

Luego de estudiar la extraccibn acuosa-enzimética a escala laboratorio, se
realiz6 la misma extraccion con los factores optimizados a escala piloto. Se observé que
los rendimientos relativos porcentuales de aceite y proteina liberada en la fraccion
liquida disminuyeron en comparacién con los valores obtenidos a escala laboratorio. Del
mismo modo se realizo el andlisis de los azlcares reductores obtenidos en la fraccion
liquida, resultando mayor que el valor observado a escala laboratorio. Estos resultados

indican que el proceso estudiado no puede ser escalado en forma directa ya que no se

127



Extraccion acuosa asistida por enzimas

alcanza la extraccion 6ptima, por lo que seria necesario realizar un estudio experimental
adicional en el equipo piloto aumentando la velocidad de agitacion y el tiempo de
extraccion.

Con el objetivo de estudiar el efecto del proceso sobre la calidad del aceite se
realizé una extraccion con n-hexano del aceite residual en el sélido luego de la
extraccion acuosa-enzimatica, se analizd6 su composicion y se compardé con la
composicion original del aceite del collets de girasol (materia prima). Se observo que el
aceite obtenido del residuo sélido presenté diferencias significativas en la cantidad de
tocoferoles totales con respecto al aceite extraido del collet, siendo la misma un 19 %
menor, debido principalmente a una disminucién en el a-tocoferol. Por otra parte, el
contenido de fosfolipidos totales se encuentra dentro de los valores reportados en
bibliografia para aceites desgomados y presento diferencias significativas entre el aceite
extraido de los collets y el del residuo sélido, con una reduccién del 55 %. Cuando se
analizo el perfil de fosfolipidos, se observaron diferencias significativas en Pl, PC y PA,
mientras que PE permanecié constante. Con respecto al contenido de ceras totales, se
encuentra dentro de los rangos hallados para girasol, en ambas muestras de aceites y
no presentaron diferencias significativas entre ellas. Los principales componentes de las
ceras fueron esteres de atomos de carbono entre 44 y 48, en ambos casos. Por lo tanto,
podria considerarse que el tratamiento enzimatico no afecta el contenido de ceras del
aceite, luego de la extraccién con n-hexano.

En base a lo expuesto, se podria considerar que el aceite obtenido del residuo
sélido con n-hexano presento diferencias en componentes menores, debido a que posee
un contenido de fosfolipidos de 2,08 g/kg, favorable para la industria y por otro lado si
bien el contenido de a-tocoferol se vio disminuido en un 19 %, el contenido total se
encuentra en los rangos hallados para aceites crudos de girasol.

La extraccion acuosa asistida por enzimas a partir de collets de girasol brinda
rendimientos maximos de alrededor del 22 %. Si se suma a lo extraido en la etapa de
extraccion por prensado da rendimientos del orden del 80 % del aceite extraible
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presente originalmente en la semilla. Esto muestra que, en general, la combinacién
prensado - extraccion acuosa enzimatica es mas eficiente que la extraccion acuosa
enzimatica directa a partir de las semillas de girasol. Sin embargo, estos rendimientos
todavia son muy bajos en comparacion con los obtenidos por extraccion con hexano,
por lo que esta tecnhologia no puede ser competitiva a nivel comercial. Por esta razon,
es conveniente explorar la utilizacién de otros solventes alternativos al agua, como los

alcoholes, para esta etapa.
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CAPITULO 4

EXTRACCION ALCOHOLICA

CON PRE-TRATAMIENTO ENZIMATICO

En el presente capitulo se estudia el uso de la enzima Viscozyme® L como
pretratamiento a la extraccién de aceite de girasol con etanol e isopropanol. Se
analizé la eficiencia del proceso extractivo en comparacién con la extraccion
convencional con n-hexano y se caracterizaron los aceites obtenidos segun su

contenido de fosfolipidos y tocoferoles.

4.1. INTRODUCCION

Desde la década del '40 el etanol ha sido estudiado como posible sustituto
del n-hexano en la extraccion de aceites vegetales. Su bajo costo y la tecnologia
simple para su producciéon mediante la fermentacion de una gran variedad de
materiales biolégicos, lo convierten en un solvente considerado como
biorenovable. El etanol es menos inflamable y tiene baja toxicidad, por lo que su
manipulacion es menos riesgosa que el n-hexano y no deja residuos nocivos en
las harinas residuales de extraccion destinadas a alimentacion animal (Baumler et
al., 2017; Ferreira-Dias et al., 2003; Sangaletti-Gerhard et al., 2014). Como

desventaja, la solubilidad de los lipidos en etanol se ve afectada drasticamente
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por el contenido de agua, tanto en la materia prima como en la mezcla solvente, y
por la temperatura de extraccién (Rao y Arnold, 1956). La elevada solubilidad de
los alcoholes en el agua da como resultado la transferencia de humedad desde
las semillas al solvente, reduciendo la eficiencia de extraccion (Rao y Arnold,
1957). A temperatura ambiente, el aceite es parcialmente miscible en el alcohol.
El incremento de la temperatura mejora la solubilidad de los lipidos en el solvente
y por ende, mejora su extraccion. Por el contrario, una disminucién de la
temperatura por debajo de la temperatura ambiente provoca una separaciéon de
fases y permite una facil recuperacion de la fase oleosa después del proceso de
extraccién. La demanda energética de esta recuperacién es menor que la
requerida en la etapa de desolventizaciébn convencional (Capellini et al., 2019;
Johnson y Lusas, 1983; Oliveira et al., 2012).

El etanol permite la obtencién de aceites y harinas de mejor calidad ya que
reduce los niveles de acidos grasos libres, ademas permite la eliminacién de
factores antinutricionales como el gosipol, las aflatoxinas y el acido clorogénico
(Hron Sr et al., 1982; Toda et al., 2016). Mas alla de la buena calidad del aceite
extraido, los estudios reportan que el etanol, debido a su menor selectividad hacia
los triglicéridos, extrae junto con el aceite una mayor cantidad de azlcares,
fosfolipidos, pigmentos, ceras y otros compuestos (Johnson et al., 1983; Toda et
al., 2016; Balumler et al. 2017).

Por otra parte, se ha estudiado el uso del isopropanol para la extraccién
de aceite de soja (Baker y Sullivan, 1983; Gandhi et al., 2003; Lusas et al., 1991;
Seth et al., 2007; Seth et al., 2008; Sullivan et al., 1982), girasol (Gallegos-Infante
et al., 2007), semilla de algod6n (Abraham et al., 1988; Harris et al., 1947; Kuk y
Hron, 1998; Zhang et al., 2002) y salvado de arroz (Proctor y Bowen, 1996), entre
otros. Al igual que el etanol constituye una alternativa interesante para el

reemplazo de n-hexano en la extraccion de aceite.
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La extraccion con isopropanol también produce aceites y harinas de mayor
calidad que la extraccién convencional. Los aceites requieren menos etapas de
refinado y la etapa de tostado de las harinas resulta simplificada. Por otro lado la
extraccion con isopropanol consume menos energia, es menos toxico y presenta
un punto de inflamacién mayor comparado con el n-hexano, por lo cual el proceso
extractivo resulta mas seguro (Baker y Sullivan, 1983).

La dependencia de la solubilidad del aceite en isopropanol con la
temperatura forma la base del proceso de extraccion, ya que difiere del proceso
con n-hexano principalmente en la recuperacion de aceite de la miscela, que se
realiza por enfriamiento y separacion de fases en lugar de por destilacion.
Abraham et al. (1988) informaron que una mayor miscibilidad del aceite en
isopropanol reduce la proporcion de disolvente utilizado en comparacion con el n-
hexano o el etanol. La miscibilidad en agua del isopropanol confiere ciertas
ventajas operativas; en el caso de la soja las laminas (flakes) de alto contenido de
humedad se extraen satisfactoriamente (Singh et al., 2004), y no se producen
aglomeraciones en la etapa de desolventizacion y tostado.

El uso de alcoholes en la extraccién de aceite de semillas y collets de
girasol ha sido estudiado previamente en algunos pocos trabajos. Sineiro et al.
(1998) estudiaron el efecto tipo de flujo en un extractor de laboratorio sobre la
extraccién etandlica de aceite a partir de semillas de girasol parcialmente
descascaradas, informado rendimientos del 41,6 y 50,3 % para flujo continuo y
pulsante respectivamente. Gallegos-Infante et al. (2007) analizaron la calidad del
aceite obtenido de tres variedades de semillas de girasol descascaradas utilizando
n-hexano e isopropanol como solventes para la extraccion en Soxhlet y la
refinacion en miscela. Baluimler et al. (2016) investigaron la extraccidn etandlica en
Soxhlet a partir de collets, obteniendo rendimientos finales similares a los
correspondientes a hexano pero en tiempos muy grandes, y modelaron la cinética
de extraccion en un equipo batch. En un trabajo posterior (Batmler et al., 2017)
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analizaron la difusion de tocoferoles, fosfolipidos y azlcares durante esta
extraccion.

La informacion alun es relativamente escasa y no se han informado
antecedentes en el uso de etanol e isopropanol en collets de girasol tratados
enzimaticamente. Por lo expuesto, resulta de interés comparar la eficiencia de la
extraccion de aceite con los dos alcoholes propuestos (etanol e isopropanol), en

el residuo sdlido obtenido luego de la extraccion acuosa-enzimatica.

4.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los experimentos se realizaron en cuatro etapas. En las tres primeras
etapas se empled un extractor Soxhlet en tanto que en la cuarta un sistema de
extraccion batch. Las extracciones y el andlisis de cada muestra se realizaron por
triplicado.

Los materiales utilizados fueron los collets originales y el residuo sélido
obtenido luego de la extraccién acuosa-enzimatica (denominado de aqui en
adelante como collets tratados o collets pre-tratados, para diferenciarlo de los
collets sin tratamiento enzimatico). La composicién de los mismos se presenta en

la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Composicién quimica del collets original y de los collets pretratados

Collet original Collet pre-tratado
Humedad (% b.s.) 7,03 £ 0,07 7,52+0,13
Aceite (% b.s.) 2295+0,01 19,74 £ 0,19
Proteinas 40,69 + 0,67 38,70 + 0,60

(%b.s.d)*

*base seca desgrasada

La primera etapa tuvo como objetivo analizar el efecto del contenido de

humedad del material sobre la recuperacion de aceite. Para ello, se sometieron a
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extraccion collets de girasol acondicionados a distintos contenidos de humedad
(en el rango 6-65 %) durante 6 h utilizando etanol.

La segunda etapa tuvo por finalidad analizar el efecto del tratamiento
enzimético en funcion del tiempo de extraccién de aceite. Para lo cual, se
acondicionaron los collets originales y los collets pre-tratados al contenido de
humedad seleccionado a partir de los resultados de la etapa 1y, posteriormente,
fueron sometidos a extraccion con etanol durante distintos tiempos en el intervalo
de 1 a 6 horas. En la tercera etapa se comparé la capacidad extractiva del etanol
y del isopropanol para la recuperacion del aceite de los collets tratados
enzimaticamente a dos tiempos diferentes.

Finalmente, en la Ultima etapa la extraccion se realizé en un sistema batch
a escala laboratorio empleando tanto etanol como alcohol isopropilico. Las

condiciones operativas se detallan en las secciones siguientes.

4.2.1. Etapal

Se selecciond un rango de contenidos de humedad comprendidos entre el
valor inicial de los collets (ver Seccion 2.2.1) y un valor superior al de salida del
tratamiento acuoso-enzimético. Los collets con 7 % de humedad inicial se
acondicionaron a 12, 25, 40 y 65 % (b.s.) de humedad mediante pulverizacion con
cantidades precalculadas de agua destilada. Luego, se mezclaron completamente
y se sellaron en recipientes de polietileno cerrados con tapones de rosca.
Finalmente, las muestras se mantuvieron en un refrigerador a 4 °C durante al
menos 48 horas para permitir una distribucion homogénea de la humedad. El
contenido de humedad se determind mediante una balanza analitica infrarroja
OHAUS (Modelo MB 45) utilizando una temperatura de 105 °C. Se llevaron a cabo
tres réplicas para estimar la variabilidad inherente de la determinacion. Para cada
experimento, la muestra requerida se sacO del refrigerador y se permiti6 que
alcance la temperatura ambiente durante aproximadamente 2 horas.
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La extraccion se llevd a cabo en un equipo Soxhlet, siguiendo la
metodologia de la norma IUPAC 1.122 (IUPAC, 1992), empleando etanol al 96 %
m/v (composicién azeotropica) como solvente. Cabe aclarar que se utilizd la
composicion azeotropica debido al costo de un solvente etandlico absoluto y a la
funcionalidad del mismo a nivel industrial para su escalado, teniendo en cuenta
gue se requiere una etapa de recuperacion de solvente. La extraccion se realizé
a la temperatura de ebulliciéon del etanol (78,2 °C) durante 6 h. Luego de finalizada
la extraccion se evaporo el solvente en un evaporador rotatorio a 50 °C bajo vacio,

hasta reducir el volumen de etanol en un 90 % aproximadamente.

4.2.1.1. Separacion de las fracciones

Con el objetivo de cuantificar la fraccion lipidica correspondiente al total del
material extractable con etanol se procedié a la separacion fraccionaria por
solvente. Un esquema del procedimiento se muestra en la Figura 4.1.

Luego de reducir el volumen de la miscela (material extraido + solvente)
obtenida, se trasvaso a un tubo Falcon y se le afiadieron aproximadamente 10 mL
de n-hexano, se agitd y se centrifugé 15 minutos a 3000 rpm. Se obtuvieron dos
fases separadas con nitidez: una superior, en donde se encuentran los
compuestos solubles en n-hexano, y que denominaremos fase lipidica y otra
inferior, en donde se solubilizan compuestos en etanol, como fosfolipidos,
polifenoles, pigmentos, azlcares solubles, etc. y a la que llamaremos resto. La
fase lipidica fue retirada con pipeta Pasteur y colocada en frasco de color
caramelo, de 15 mL, previamente tarados. Este procedimiento se repitio reiteradas
veces hasta no percibir coloracion en la fase superior (3-5 extracciones) y las
alicuotas fueron juntadas. Entre un procedimiento y otro se eliminé el hexano con
corriente de nitrégeno. Luego cada fraccion se llevd hasta peso constante por

arrastre del solvente con corriente de nitrégeno.
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COLLETS
(Cony Sin
pre-tratamiento)

!

EXTRACCION - Residuo
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DESTILACION

!
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[

[ X, Fraccion Aceite J
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Figura 4.1: Extraccion alcohdlica y separacion de fases

A su vez, la fraccién etandlica fue recogida en frasco color caramelo de 30
mL y separado el etanol mediante una corriente de nitrégeno hasta peso
constante.

Se cuantific6 gravimétricamente (Balanza Sartorius CP2245,
precision 0,0001) la fraccion lipidica y del resto. La cantidad de material extractable

(MET) con etanol se calculé como:

MET = mg + m, (20)

donde:

m,: masa de los compuestos solubles en hexano,
m,: masa de los compuestos solubles en etanol,

Asi, el rendimiento de extraccion alcoholica (Yygr) Se expresé como:
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masa de material extractable

masa de collet seco

A su vez, se calculd la fraccion de componentes lipidicos, o fraccion de aceite

(W,), como:

masa aceite en el material extractable

W, = . (22)
masa de material extractable
y la fraccion de resto (W) por diferencia,
Wr=1-x,4 (23)

Se estimo la eficiencia de la extraccion (Ea) con etanol con respecto a la

extracciéon con hexano por método Soxhlet como:

Mg

E, =

«100 (24)

Mao

donde:
m,: es la masa de aceite presente en la fase lipidica 0 masa de los compuestos
solubles en hexano
mg,,: €S la masa de aceite inicial en el collets
La eficiencia E, es equivalente al rendimiento porcentual relativo de aceite

Y, utilizado en el Capitulo 3.

4.2.2. Etapa?2
Como se menciond anteriormente, en esta etapa se analizo el efecto del

tratamiento acuoso-enzimatico en funcién del tiempo de extraccion de aceite. Para
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ello, se acondicionaron los collets sin tratamiento y con tratamiento acuoso-
enzimatico al contenido de humedad definido en base a los resultados de la Etapa
1. El procedimiento de extraccion, fraccionamiento y cuantificacion se realizaron
de mismo modo que fueron descriptos en el inciso anterior, con la salvedad de
gue lo tiempos de extraccion fueron de 1, 2, 3, 4y 6 horas.
Complementariamente, se determind el contenido total de fosfolipidos y su
perfil a dos tiempos: uno en donde se presenta variacion de la fraccién lipidica y

otro en donde esta no ocurre.

4.2.3. Etapa 3

Se analiz6 la capacidad extractiva del etanol y del isopropanol (IPA)
siguiendo el mismo procedimiento que en la Etapa 1, utilizando collets con y sin
tratamiento enzimatico acondicionados al contenido de humedad seleccionado.
Se empleé etanol al 96 % m/v con un punto de ebullicién de 78,2 °C e isopropanol
(para analisis 99 %) con un punto de ebullicion de 82,5 °C. Se compararon dos
tiempos de extraccion (1 y 4 horas) y se analiz6 la fase de extraccién a ambos
tiempos (uno en donde se presenta variacion de la fraccion lipidica y otro en donde
esta no ocurre).

Se evalué6 la eficiencia de la extraccién etandlica y con IPA segun la

Ecuacion (24) y se cuantifico cada una de las fracciones.

4.2.4. Etapa4d

La extraccion alcohdlica se realizé en el sistema batch y el fraccionamiento
se realizé como se describio en la Seccion 4.2.2.1, utilizando etanol 96 % (m/v) e
isopropanol (IPA). Las extracciones fueron realizadas a una temperatura
constante de 70 °C, una velocidad de agitaciéon de 270 rpm, que asegura una
suspension del material sélido y una relacién solido:solvente de 1:5 (m:v). La

relacion de soélido:solvente fue determinada en base a los antecedentes sobre el
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tema (Liaw et al. 2008; Kwiatkowski et al. 2002; Oliveira et al. 2012). Los tiempos
de extraccion se establecieron segun el andlisis de la Etapa 2.

El tratamiento enzimético de los collets se realizé a escala piloto en las
condiciones utilizadas en el Capitulo 3 (seccion 3.2.4) para llevar a cabo todos los
ensayos con una muestra homogénea, obtenida de un mismo tratamiento.

Se determino el contenido de fosfolipidos y tocoferoles totales, ademas de
sus perfiles, de la fraccidn lipidica segun se describié en el Capitulo 2, seccion

2.1.4.2y2.1.4.1., respectivamente.

Se procedié a la cuantificacion del contenido de proteina (Capitulo 2,

seccion 2.1.3.3.) de los residuos sélidos agotados.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1. EFECTO DE LA HUMEDAD EN LA EXTRACCION ETANOLICA

Se realizaron extracciones con etanol de collets de girasol con diferentes
contenidos de humedad (entre 7 % y 65 % b.s.). La Tabla 4.2 muestra el
porcentaje de material total extraido (Yyzr), la fraccion lipidica (W,) y la eficiencia
de la extraccién de aceite (E,) en funcién del contenido de humedad.

El material total extraido estuvo comprendido entre 30 y 34,5 % (g
material extractable/100 g collets seco) y no se observa una funcionalidad con la
humedad de la muestra, no presentando diferencias significativas en el intervalo
analizado (p>0,05). La fraccion de aceite (W,) estuvo comprendida entre un
60,5 % y un 70,1 % del material extractable, indicando la menor selectividad del
etanol respecto al n-hexano durante la extraccion. Los resultados sugieren una
disminucion de esta fraccién con la humedad, pero el analisis estadistico so6lo
indica diferencias significativas a la menor humedad (p = 0,001).

Baumler et al. (2016) reportaron un porcentaje de material extraido de

32,2 % con una fraccién lipidica de 69 %, en muestras de collets de girasol con

145



Extraccion alcohdlica con pre-tratamiento enzimético

una humedad de 6 % b.s., en extraccién con etanol por método Soxhlet. Estos
valores son similares a los obtenidos en el presente trabajo para una humedad

del 7 % b.s.

Tabla 4.2: Porcentaje de material total extraido, la fraccion lipidica y la
eficiencia de la extracciébn de aceite, para los diferentes contenidos de

humedad analizados.

Yuer* W.* E.*
Humedad MET @ a
(% b S) g material extractable g aceite g aceite
’ ( 100 g de collets seco ) <100 g material extractable) (100 g aceite inicial en el colle:
7,0 32,04 +0,72%° 70,13+1,132 98,51 + 0,632
12,0 34,48 + 0,26° 63,84 + 0,56° 96,54 + 1,56%°
25,0 32,88 1,122 62,25 + 1,26° 86,32 + 1,04°
40,0 29,99 +0,15? 61,53 +1,83" 80,96 + 2,83°
65,0 32,94 + 0,88 60,50 + 0,88" 87,41 + 3,90

Los datos son valores medios * error estandar. Los valores en la misma columna con la misma
letra no son significativamente diferentes (p<0,05) por método Tuckey.

* Estos valores fueron obtenidos calculando las ecuaciones presentadas en la seccion.

La eficiencia de la extraccion de aceite presenté mayor variabilidad (Tabla
4.2). A 7 % de humedad el etanol tiene una capacidad similar a la del n-hexano
para extraer aceite, con una eficiencia de 98,51 %. En cambio, en el rango de
mayores humedades no se observan diferencias significativas y la extraccion cae
a valores de alrededor del 85%. A estas humedades la extractabilidad del aceite
se vi6 afectada por la mezcla agua:solvente, observandose que cuando la
concentracion de solvente disminuye, la fraccion de aceite tambien lo hace, dando
lugar a una mayor extraccion de los compuestos que representan el material no
lipidico obtenido durante la extraccién etandlica.

Estos resultados pueden ser explicados en términos del efecto de la

humedad sobre la estructura del sélido y su interaccién con el solvente. La
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isoterma de sorcidén de agua en harinas y collets de girasol puede ser dividida en
tres regiones (Cardarelli et al., 2000; Pérez et al., 2018). A bajas humedades, en
la region de monocapa, el agua es fuertemente retenida por enlaces hidrofilicos
sobre los sitios polares en la matriz del sélido, principalmente carbohidratos y
proteinas, por lo que practicamente no interactla con el solvente. Se han
reportado valores de monocapa en el intervalo 4-5,7 % b.s harinas y collets de
girasol (Cardarelli et al., 2000; Pérez et al., 2018). En la region intermedia el agua
es retenida fundamentalmente por adsorcién en multicapas, con enlaces mas
débiles, en los microcapilares y la estructura fibrosa del sélido. El agua adsorbida
produce una cierta expansién y disrupcidon de la estructura, favoreciendo la
adsorcion y difusion del solvente. Pérez et al. (2018) estudiaron el efecto de la
humedad de los collets sobre la extraccion con hexano y la calidad del aceite
obtenido. Dichos autores utilizaron contenidos de agua de 12,40y 18,92 % b.s. y
obtuvieron rendimientos similares, levemente superiores al valor con 5.65 % b.s.
A humedades relativamente altas la mayor parte del agua esta condensada
y es retenida mecanicamente en los espacios vacios y macrocapilares del sélido,
por lo que tiene un comportamiento similar al agua libre. Este agua libre puede
interferir con la penetracion del solvente cuando es inmiscible como el hexano,
reduciendo la velocidad de extraccion pero no significativamente el rendimiento
(Pérez et al., 2018). Pero en el caso de un solvente miscible en agua como los
alcoholes, un alto contenido de agua libre puede modificar la composicion, y en
consecuencia, las propiedades del solvente. Cuando la concentracién de alcohol
disminuye, la solubilidad del aceite se reduce bruscamente a causa de que la
polaridad del solvente aumenta, y con ello tambien aumenta la extraccion de otros
componentes solubles en solventes polares (Johnson y Lusas, 1983; Navarro et
al., 2016). Gandhi et al. (2003) obtuvieron eficiencias de 96 % y 86 % para una
relacion etanol:agua de 90:10 y 80:20 respetivamente; en la extraccion de aceite
de soja en Soxhlet durante 6 h. En el presente trabajo, con una relacion
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etanol:agua cercana a 90:10 (considerando la humedad de la muestra) se obtuvo
una eficiencia promedio de 86 %, inferior a la reportada por estos autores.

A bajas humedades la extraccidén etandlica presenta un alto rendimiento
final, aun cuando la velocidad de extraccién es menor (Baumler et al., 2016), por
ello no es conveniente analizar el efecto del tratamiento enzimatico, en este
intervalo ya que las diferencias pueden resultar poco significativas. Ademas, el
material obtenido luego de la extracciobn acuosa-enzimatica sale del extractor
batch con un contenido acuoso entre 48 y 65 % b.s., lo que implicaria la
incorporaciéon de una etapa intermedia de secado para acondicionar la humedad
del sélido. Los resultados obtenidos muestran que a humedades relativamente
altas no hubo diferencias significativas en la eficiencia de extraccion de aceite
(Tabla 4.3), presentando una eficiencia promedio de 85 %. Por estas razones se

decidi6 utilizar el collet pre-tratado tal cual sale del extractor batch.

4.3.2. EFECTO DEL TIEMPO EN LA EXTRACCION ETANOLICA

El efecto del tiempo en la extraccion etandlica fue otra consideracion
importante para determinar la capacidad extractiva del etanol tanto en collets
como en collets pre-tratados enzimaticamente para estudiar simultaneamente el
efecto del tratamiento enzimatico. Se utilizaron tiempos de extraccion entre 1y 6
horas. A fin de posibilitar la comparacién de los resultados, y en funcién de lo
discutido en la seccion anterior, el contenido de humedad de las muestras fue
fijado en 48 % b.s

En la Tabla 4.3 se muestran los valores promedio obtenidos para la
fraccion lipidica (W,) (g aceite/ 100 g de material extractable) y la eficiencia de la
extraccion etanolica (E,) (g de aceite/ 100 g de aceite inicial en los collets pre-
tratados) durante la extraccién etandlica en ambos materiales. El andlisis

estadistico presento diferencias significativas en la eficiencia de extraccion entre
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las muestras (p = 0,005) y entre los tiempo de extraccion (p<0,0001), pero no se

encontrd interaccion significativa entre las variables (tiempo y tratamiento).

Tabla 4.3: Eficiencia de la extraccion etandlica de aceite y fraccion lipidica

en collets con y sin pre-tratamiento enzimatico (humedad de 48% b.s.)

Tiempo Sin pre-tratamiento Con pre-tratamiento
(h) E, W, E, W,
1 38,02 £ 0,30 48,54 +0,20* 47,72+ 3,87%® 75,36 + 0,272
2 60,94 + 4,69°A 67,54 +3,04° 75,02 +4,70°® 77,98+ 0,022
3 75,16 + 7,95°°A 67,00+ 0,94° 94,21 +3,95°® 84,64 + 2, 46°
4 80,57 +7,33° 59,59 +0,88° 96,08+ 0,57°® 80,42 + 1,99%
6 80,43 +2,81° 61,54+ 1,83b° 98,67 +0,50°® 78,94 + 1,30%°

Valores en la misma columna seguida por diferentes letras minusculas (efecto del tiempo) son
significativamente diferentes con p<0,05 Test Tuckey.

Valores en la misma fila seguida por diferentes letras mayuscula (efecto del tratamiento) son
significativamente diferentes con p<0,05 Test Tuckey
En la Figura 4.2 se observa que la eficiencia de la extraccién etandlica E,
para muestras con y sin pre-tratamiento enzimatico aumenté continuamente con
el tiempo de extraccién, especialmente en las primeras tres horas, y luego tiende
asintéticamente a un valor maximo. En el analisis estadistico del efecto del tiempo
en cada muestra se observo que la eficiencia de la extraccion presenté diferencias
significativas (p<0,001) a 1, 2 y 3 horas en collets sin y con pre-tratamiento (Tabla
4.3). A partir de las 3 horas de extraccidén, no se observaron diferencias
significativas en la eficiencia (p>0,0936), debido fundamentalmente al alto grado
de error observado en algunas determinaciones, obteniendo un maximo promedio
de 80,50% y 96,32% en collets sin y con pre-tratamiento, respectivamente. Al
analizar el efecto del tratamiento enzimatico a un mismo tiempo de extraccion, se
observa que E, fue superior en las muestras con pre-tratamiento (Figura 4.3), para

todos los tiempos analizados.
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Figura 4.2: Eficiencia de la extraccién etandlica en collets sin y con

pretratamiento enzimatico

Al evaluar la fraccion lipidica se observaron diferencias significativas tanto
a los distintos tiempos de extraccion como entre muestras (p = 0,005). En la
Tabla 4.3 se puede observar que con el avance de la extraccién en los collets sin
pre-tratamiento, la fraccién lipidica aumenté en las primeras 3 horas de extraccion
y luego disminuy6 levemente. Esto puede explicarse en términos de la baja
selectividad del etanol hacia los triglicéridos. Al principio, algunos compuestos
polares que tiene afinidad con el etanol (fosfatidos, polifenoles, azlcares,
pigmentos, etc.) lixivian mas rapidamente que los lipidos por lo que la fraccién
resto (W) es mas alta. Luego, a medida que se va extrayendo el aceite, aumenta
la fraccién lipidica. Aparentemente al final, cuando el rendimiento de aceite
alcanza asintéticamente el maximo, el etanol continla extrayendo otros
compuestos polares del sélido.

Por otro lado, las muestras con pre-tratamiento presentaron un
comportamiento similar aunque de menor intensidad, con un maximo a las 2-3
horas, y fracciones lipidicas significativamente superiores a las de los collets. Esto
puede deberse en gran medida a que, como se discutio en el capitulo anterior, la
extraccidn acuosa-enzimatica elimina parte de algunos compuestos como

azucares reductores, polifenoles, proteinas solubles y fosfolipidos hidratables,
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provocando una disminucién del contenido de estos componentes antes de la
extraccion alcohdlica. Si bien, varios autores han mencionado la baja selectividad
de los alcoholes durante la extraccion, solo algunos han realizado fraccionamiento
para separar los componentes lipidicos de los no lipidicos y los antecedentes
sobre el tema aun resultan escasos. Citeau et al. (2018) reportaron en extraccion
etanolica de aceite de colza, un fraccionamiento en frio de las fracciones obtenidas
luego de la extraccion y un fraccionamiento similar al informado en este trabajo,
con lavados con n-hexano para separar las fracciones W, y W,.. Baimler et al.
(2016), por su parte, realizaron extraccion etanodlica de aceite de collets de girasol,
utilizando un fraccionamiento similar al realizado en el presente capitulo. Sanchez
et al. (2018), también llevaron a cabo extracciones etandlicas de aceite de canola
pre-tratadas con microondas, realizando un fraccionamiento del material total
extractable (en W,y W,), donde informaron que la fraccion no lipidica se vio
disminuida luego del pre-tratamiento. Los trabajos citados podrian avalar el tipo
de fraccionamiento utilizado en el presente trabajo como efectivo para la
separacion de la fraccion resto.

En conclusién, podria considerarse favorable para la extraccion alcohdlica,
la realizacion de un tratamiento acuoso-enzimatico previo a la extraccion, teniendo
en cuenta que este aumenta tanto la recuperacion de aceite como la fraccion

lipidica en la fase liquida.

4.3.2.1. Contenido de fosfolipidos en aceites a dos tiempos de extraccion.

En el Capitulo 3 se observé que luego de la extraccidon acuosa-enzimatica
el porcentaje de fosfolipidos disminuy6é en el aceite residual obtenido con n-
hexano. Debido a ello, se realiz6 un analisis del contenido de fosfolipidos en el
aceite extraido a 1 y 4 horas de extraccion. Estos tiempos fueron seleccionados
en base al andlisis realizado en la seccion anterior, considerando por un lado

tiempos que presenten diferencias significativas entre ellos, y por otro lado un
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tiempo en el que la eficiencia es cercana a la capacidad extractiva maxima para
el etanol en las condiciones analizadas. En la Tabla 4.4 se presentan los

resultados obtenidos para el contenido total de fosfolipidos en el aceite y su peffil.

Tabla 4.4: Andlisis de fosfolipidos en aceites obtenidos por extraccion con

etanol.

Tiempo 1 h Tiempo 4 h

Sin pre-trat Con pre-trat Sin pre-trat Con pre-trat

Fosfolipidos Totales g o7, 020 2626+132 7.95+019 16,95+ 051

(g/kg Aceite)
PC (%) 44,29 + 0,13 48,85 + 1,06°* 36,24 + 0,613% 44,14 + 1,574
Pl (%) 40,89 + 3,612 38,97 + 1,442 48,96 + 0,25%* 41,15 + 2,23bA
PE (%) 11,20 £1,00®4 7,55+0,79*A 8,69 +0,55** 9,97 + 0,123
PA (%) 3,61+0,01> 4,62+0,70* 6,11+0,19%8 4,74 + 0,543

Valores en la misma fila seguida por diferentes letras minusculas (comparacion del efecto del
tratamiento al mismo tiempo) son significativamente diferentes con p<0,05 Test Tuckey.

Valores en la misma fila seguida por diferentes letras mayuscula (comparacion del efecto del
tiempo en las mismas condiciones) son significativamente diferentes con p<0,05 Test Tuckey.

Los aceites con y sin tratamiento enzimatico obtenidos en la extraccion
etandlica presentaron un mayor contenido de fosfolipidos totales con respecto al
aceite obtenido en la caracterizacion de la materia prima (4,62 y 2,08 g/Kg Aceite).
Estos resultados siguen la misma tendencia que los reportados por Capellini et al.
(2017) para muestras de aceite de salvado de arroz y por Citeau et al. (2018) en
aceite de colza. Esto podria ser explicado por la diferencia de polaridades de los
disolventes. Los lipidos polares estan ligados por fuerzas electrostaticas y puentes
de hidrégeno, requieren disolventes polares capaces de romper tales uniones y
liberarlos (Brum y Arruda, 2009). El etanol al ser mas polar extrae mas lipidos con
estas caracteristicas, como son los fosfolipidos, que el hexano utilizado para
extraer el aceite original. Capellini et al. (2017) calcularon las constantes
dieléctricas (una medida de polaridad molecular) del n-hexano y etanol,
obteniendo valores de 1,81 y 22,29 respectivamente. Esta diferencia entre los
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valores de las constantes dieléctricas del n-hexano y el etanol pueden estar
relacionadas con el contenido méas alto de fosfolipidos en el aceite extraido con
etanol respecto al determinado en la materia prima.

El contenido de fosfolipidos del aceite extraido de los collets pre-tratados
fue elevado, alrededor de 10 veces superior al contenido original y 2-3 veces
superior al de las muestra sin tratar. Aparentemente las enzimas, al degradar las
paredes celulares, también liberan o hace mas accesibles los fosfolipidos que
componen las membranas celulares que no estaban originalmente en el aceite.
Los fosfolipidos, en las semillas de girasol, estan presentes no solo en las
membranas de los cuerpos lipidicos, asociados con las proteinas, sino también en
las membranas bioldgicas. Las membranas citosélicas, mitocondrial y vacuolar,
estan compuestas de fosfolipidos entre los cuales PC, PE y Pl son las especies
mas prominente (Salas et al., 2006). PC y PI son los mayoritario, mientras que PE
resulta muy variable de acuerdo al tipo de célula estudiada (Nelson et al., 2008).
Esta distribucién de los fosfolipidos dentro de la célula, podria explicar la
extraccién de una mayor cantidad de los mismos, atribuyendo el aumento no solo
a la polaridad del solvente sino también a la ruptura de las estructuras de las
membranas por accién enzimatica.

En ambos casos, el contenido de fosfolipidos fue mayor a 1 h que a 4 h de
extraccion, indicando que parte de estos compuestos estdn mas accesibles o
tienen mayor afinidad con el etanol, por lo que al principio son extraidos mas
rapidamente. La interaccién entre tiempo y tratamiento resulté significativa
(p = 0,0012), sugiriendo que el contenido de fosfolipidos a lo largo de tiempo no
tiene el mismo comportamiento para cada tratamiento. Sin embargo, debe tenerse
en cuenta que la eficiencia de la extraccion (recuperacion de aceite) es
significativamente menor para la muestra sin tratar (Tabla 4.3) y que su contenido

de fosfolipidos también es menor.
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La comparacién de los perfiles de fosfolipidos (Tabla 4.4) muestra que los
aceites extraidos del material con pre-tratamiento tienen un mayor contenido de
PC que los aceites extraidos de los collets. Esto podria ser explicado porque PC
resulta ser el fosfolipido mayoritario tanto en las membranas de los cuerpos
lipidicos como de las membranas citosélicas (Nelson et al. 2008). La comparacion
del perfil de los aceites de la misma muestra a diferentes tiempos sugiere que la
PC se extrae mas rapidamente. El andlisis estadistico de los datos indica que los
collets sin tratar presentaron diferencias significativas (p<0,05) en PC y PE entre
1y 4 horas de extraccion, mientras que el perfil de fosfolipidos de los aceites pre-

tratados no presenté diferencias significativas (p=0,0001).

4.3.3. EFECTO DEL TIPO DE ALCOHOL

En esta etapa se evalué el comportamiento de un alcohol alternativo como
el isopropanol en la extraccion de aceite de collets con y sin pre-tratamiento
enzimatico, a dos tiempos de extraccion (1y 4 horas). En la Tabla 4.5 se presentan
los correspondientes valores de la eficiencia de extraccion, que se comparan con

los resultados obtenidos en la etapa anterior para etanol.

Tabla 4.5: Eficiencia de la extraccion (E,) con isopropanol y etanol.

Tiempo Etanol Isopropanol

(h) Sin pre-trat  Con pre-trat  Sin pre-trat ~ Con pre-trat
1 38,03 +0,308 47,72 +3,87° 74,75+0,53% 78,98 + 4,632
4 80,57 + 7,332 96,08 +0,57° 92,11 +1,24® 96,23 + 1,662

Valores en la misma fila seguida por misma letras minUsculas (comparacion del efecto del
tratamiento al mismo tiempo, mismo solvente) no son significativamente diferentes con p<0,05
Test Tuckey.

Se analizaron estadisticamente las interacciones entre los distintos
factores y se observd que la interaccion entre tipo de solvente y tiempo de

extraccion resulté significativa (p = 0,0009), indicando que el tipo de solvente no
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se comporta de la misma manera en los tiempos analizados. En cambio, no
presentaron diferencias significativas en las demds interacciones: entre
solvente-tratamiento (p = 0,5304) y tiempo-tratamiento (p = 0,9473).

Al comparar ambos alcoholes se puede observar que, en general, la
extracciéon con isopropanol fue mayor que con etanol. La mayor diferencia se
present6 a 1 hora donde la eficiencia de la extraccion con isopropanol superé a la
del etanol en un 96 % y 65 % en collets sin y con pre-tratamiento, respectivamente.
En cambio, a las 4 horas la mejora en la eficiencia al usar isopropanol fue del 14
% en los collets sin tratar, no observandose diferencias significativas en las
muestras tratadas. Se puede concluir que, en los tiempos estudiados, el uso de
isopropanol mejora la eficiencia maxima de extraccion en el caso de los collets sin
tratar y la velocidad de extraccion para ambos materiales.

Al analizar el efecto del pretratamiento enzimatico, se observa que las
diferencias en el caso del isopropanol no son tan marcadas como las obtenidas
con etanol (Tabla 4.5). De hecho, el andlisis estadistico indica que para el
isopropanol no hay diferencias significativas, tanto a 1 hora (p = 0,3289) como a 4
horas de extraccién (p = 0,1017),

Abu-Arabi et al. (2000), realizaron una extraccién de aceite de jojoba con
isopropanol, obteniendo una eficiencia del 86 %, en Soxhlet por 18 h de extraccion.
Estos valores resultaron inferiores a los reportados en este trabajo a pesar de
haber llevado a cabo una extraccion de mayor tiempo. Li et al. (2014) realizaron
una comparacion de solventes para la extraccién de aceite de colza (método
Soxhlet, 6 horas de extraccion), obteniendo para isopropanol y etanol una
eficiencia de 83,1 % y 22,8 %, respectivamente. Estos valores también son
inferiores a los obtenidos en el presente trabajo para ambos alcoholes, aun
considerando que el tiempo de extraccion, en este caso también fue mayor.

Del mismo modo que el etanol, el isopropanol también presentd baja
selectividad, ya que ademas de material lipidico se obtuvieron otros componentes
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no solubles en n-hexano. La Tabla 4.6 presenta la fraccion resto W, obtenida luego

de la separacion de las fracciones para la extraccién con ambos solventes.

Tabla 4.6: Material no lipidico (I}.) de la extraccion con etanol e isopropanol.

Tiempo Etanol Isopropanol
(h) Sin pre-trat Con pre-trat Sin pre-trat Con pre-trat
1 51,46 + 0,20** 24,64 +0,27°A 19,89 +1,30** 15,15+ 0,72°*
4 40,41 £0,88%8 19,58 + 1,99°8 19,55+ 4,984 11,99 + 2,762A

Valores en la misma fila seguida por diferentes letras minusculas (efecto del tratamiento el
mismo alcohol alcoholes) son significativamente diferentes con p<0,05 Test Tuckey.

Valores en la misma columna seguida por diferentes letras mayuscula (efecto del tiempo para
un mismo tratamiento con el mismo alcohol) son significativamente diferentes con p<0,05 Test
Tuckey

En el analisis de la varianza no se observaron interacciones significativas
entre tiempo-solvente (p = 0,9907) y tiempo-tratamiento (p = 0,8588).

Como se mencion6 en la seccidon anterior, el etanol extrae una elevada
cantidad de material no lipidico, observdndose una amplia diferencia entre el
material que recibié tratamiento enzimatico y el que no, para ambos tiempos
analizados. La fraccion resto en las extracciones etanodlicas de collets tratado se
redujo considerablemente, siendo aproximadamente un 79 % menor que en la
extraccion etandlica de collets sin tratar (p<0,0054).

En el caso del isopropanol, la fraccion no lipidica fue marcadamente inferior
a la obtenida con etanol, del orden del 40-60 %. La fraccion resto final extraida
con isopropanol en collets sin pre-tratamiento fue similar a la obtenida con etanol
en collets tratados. Cuando se realizo el andlisis estadistico de la extracciéon con
isopropanol, se observdé que a 1 hora W, presentd diferencias significativas
(p = 0,0462), siendo mayor en las muestras sin pre-tratamiento. En cambio, a 4
horas de extraccion esta diferencia no fue observada (p = 0,2014), debido al

elevado error en las determinaciones.
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Como se mencioné previamente, solo algunos autores realizaron
fraccionamiento del material total extraido con etanol, destacando la baja
selectividad del mismo (Baumler et al. 2016; Citeau et al. 2018; Sanchez et al.
2018). Sin embargo, aun no se ha reportado el fraccionamiento del material total

extraido en el proceso extractivo con isopropanol.

4.3.4. EXTRACCION BATCH CON ETANOL E ISOPROPANOL

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que uso de la
extraccién acuosa-enzimatica como pre-tratamiento de los collets aumenta la
velocidad de extraccion y el rendimiento de aceite y disminuye la fraccion lipidica
en la extraccion etandlica, y en menor medida en la extraccion con isopropanol
(IPA), por lo que se continuaron los estudios utilizando muestras con pre-
tratamiento.

Por otra parte, si bien el método Soxhlet permitié estudiar el efecto de
distintas variables y tipo de solvente, utiliza condiciones de flujo 6éptimas y
temperaturas extremas, ya que se alcanzaron las temperaturas de ebullicién de
los solventes (Etanol ~78 °C e IPA ~82 °C). Estas condiciones brindan las
maximas recuperaciones, pero se alejan de las que se pueden utilizar en un
proceso real. Por esta razon se utilizé un extractor batch y una temperatura menor
(T =70 °C), en un intervalo de tiempo de 1 a 3 horas, para comparar la extraccion
alcohdlica con etanol e isopropanol (IPA). Debe aclararse que se seleccion6 un
intervalo de tiempo razonable, donde la extraccidon con hexano ya es muy alta,
dado que el objetivo fue analizar la viabilidad del proceso en funcion del
rendimiento. En el caso de querer estudiar y modelar la cinética de la extracciéon
hubiese sido necesario explorar otros tiempos, inferiores a 1 h y superiores a 3 h.

La Figura 4.3 muestra la eficiencia de extracciéon para los dos alcoholes

utilizados en funcion del tiempo.
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Figura 4.3: Eficiencia de la extraccion de aceite de muestras pre-tratadas
enzimaticamente en funcién del tiempo de extraccion, utilizando IPA y etanol

como solvente.

En dicha figura se puede observar claramente la diferencia de capacidad
de extracciébn entre ambos alcoholes. ElI IPA presentd un rendimiento
considerablemente mayor que el etanol a los diferentes tiempos de extraccion
(p<0,05). La eficiencia de aceite recuperado con etanol vari6 entre 28,09 + 1,30 y
33,69 £ 0,44 %, mientras que el rendimiento del isopropanol vari6 entre
71,72 +£1,27y 78,49 £ 1,54 %. La mayor capacidad extractiva que presento el IPA
puede ser explicado por la temperatura de miscibilidad del aceite que tiene cada
solvente. La temperatura de miscibilidad es la temperatura a la que se observa
una Unica fase entre el aceite y el alcohol, es decir donde el aceite se encuentra
solubilizado en el alcohol formando una Unica fase. Gandhi et al. (2003)
consideraron que la temperatura de miscibilidad del aceite de soja en etanol es de
70 °C, mientras que la del mismo aceite en IPA es de 50 °C, aunque la solubilidad
también depende de la hidratacion del solvente. Por otra parte, el IPA presenta un
azeoOtropo con un porcentaje de humedad mayor, lo cual podria influir en la
eficiencia de la extraccion.

A partir de las curvas de extraccion se puede concluir que hay una etapa
inicial rapida, donde se lixivian el material extraible mas accesible (presente en la

superficie del sélido o en los macroporos del mismo), seguido de una etapa mas
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lenta de dilucidn y difusion desde el interior de la estructura solida. Esto ya ha sido
observado y modelado tanto para extraccion con hexano (Baumler et al., 2010;
Pérez et al., 2011) como para extraccién con etanol (Batumler et al., 2016). A través
del analisis de varianza se observo que la interaccion entre tiempo de extraccion
y el solvente no resultd significativa (p=0,9758) en el rango estudiado,
fundamentalmente porque se ha superado la etapa inicial de lixiviacion o lavado
donde se extrae una fraccion importante del material. El etanol con el transcurso
del tiempo de extraccidbn presenté diferencias significativas (p = 0,0003),
incrementando el rendimiento a medida que aumenta el tiempo. Mientras que el
isopropanol estadisticamente no presentd diferencias significativas en el
rendimiento a los diferentes tiempos (p=0,2042). Esto concuerda con lo obtenido
en la seccion 4.4. El IPA presenta una mayor velocidad de extraccién por lo que
se acerca mas rapidamente y en forma asintética al valor maximo. El etanol, en
cambio, tiene una menor velocidad de extraccion y extiende en el tiempo la etapa
difusiva. Baumler et al. (2016) reportaron un comportamiento similar para la
extraccion etandlica de collets de girasol, aunque con rendimientos mayores que
van de alrededor del 30 % a las 0,5 h hasta 65 % a la 4,5 horas.

Capellini et al. (2017) reportaron rendimientos de aceite de salvado de
arroz de 59 % y 71 % con los aze6tropo de etanol e isopropanol, respectivamente
(en extraccién batch con una relacién 1:3 de solido: solvente a una temperatura
de 70 °C, durante 1 hora). Los valores reportados para IPA son similares a los
presentados en este trabajo a 1 hora de extraccién, mientras que en el caso del
etanol los rendimientos informados por dicho autor fueron mayores. Capellini et al.
(2019) estudiaron también la extraccion de aceite de sésamo en las mismas
condiciones que en el estudio anterior, con rendimientos de 80 % y 82 % para
etanol e IPA, respectivamente. En este caso, si bien con IPA se obtuvieron
resultados similares a 3 horas de extraccién, con etanol los rendimientos
presentados siguen siendo inferiores.
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De Oliveira et al. (2013) estudiaron el uso de etanol e IPA en la extraccion
de aceite de semillas de maracuya (sistema batch, 8 h a 40 °C, relacion
sélido:liquido de 1:6 y 1:4), reportaron rendimientos aproximados de 66 %y 73 %
para etanol y de 82 % y 68 % para IPA. Comparando estos resultados con los
presentados en este trabajo se observa que si bien los rendimientos son
marcadamente superiores para etanol, con un tiempo de extraccion
considerablemente mayor, los rendimientos con IPA son ligeramente inferiores.

Sawada et al. (2014) informaron una eficiencia en la extraccioén de aceite
de soja con el azeétropo de etanol de 50 % durante una hora de extraccion
(sistema batch, relacion sélido: liquido de 1:3, 70 °C). Por dltimo, Zhang et al.
(2002) reportaron una eficiencia méaxima de extracciébn para aceite de colza
extraido con azeo6tropo de isopropanol, del 97,6 % a 75 °C en sistema batch. En
este Ultimo caso, la eficiencia resulta superior a la obtenida en este estudio.

Los antecedentes informados respecto de la eficiencia en la extraccion con
IPA en la mayoria de los casos, se asemejan a los obtenidos en este estudio. Sin
embargo los rendimientos obtenidos con etanol, en todos los casos resultaron
considerablemente mayores. Esta variacion en la eficiencia del etanol podria
atribuirse a las diferencias presentadas tanto en las matrices utilizadas,
especialmente su contenido de humedad, como en la relacion sélido-solvente.
Algunos autores indican que el isopropanol tiene una capacidad similar de
extraccién entre su estado puro y su azeétropo, a diferencia del etanol que
presenta diferencias en la extraccién con etanol absoluto o su aze6tropo (Capellini
et al., 2017). En base a lo expuesto, se puede considerar que el contenido de
agua de la muestra afecta principalmente la eficiencia del etanol, como se
encontré en la seccién 4.2, no asi la eficiencia del IPA. Como se concluy6
previamente (seccidn 4.2), contenidos de humedad inferiores al 12 % son
significativamente influyentes en la extraccién utilizando etanol como solvente. Y
en la mayoria de los casos las matrices utilizadas tienen un contenido de humedad
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inferior al 10 % b.s. mientras que el material utilizado en esta tesis tenia un
contenido de humedad elevado.

En la extraccion batch también se obtuvieron otros compuestos que no
resultaron material lipidico debido a la baja selectividad de los alcoholes. La Figura

4.4 muestra la fraccion no lipidica o resto extraida con ambos solventes en funcién

del tiempo.
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Figura 4.4: Fraccion resto en funcion del tiempo, utilizando IPA y etanol como

solvente.

La fraccion resto presentd diferencias significativas entre los alcoholes a
todos los tiempos de extraccion (p<0,0001), siendo el etanol quien triplicé la
cantidad extraida con IPA. La interaccion entre tiempo-solvente no resulto
significativa (p = 0,7386), aunque se observa un cierto descenso a medida que
avanza la extraccion. El andlisis estadistico indica que la fraccién resto no
presenté diferencias significativas para etanol con el tiempo (p = 0,4904), mientras
gue si se observaron diferencias para el IPA (p = 0,0242).

La fraccidon resto se comparé a los diferentes tiempos analizados,
considerando el método de extraccion (Batch y Soxhlet). Se puede observar que
W, presento diferencias significativas para las 3 horas de extraccion, exhibiendo

una mayor cantidad de material no lipidico en las extracciones realizadas en
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sistema batch. Esto podria estar influenciado, por ejemplo, por la agitacion y la

temperatura de extraccion que afectan la cantidad total de material extraido.

4.3.4.1. Componentes minoritarios de los aceite
4.3.4.1.1. Fosfolipidos

Los aceites obtenidos de cada una de las extracciones se caracterizaron
por su contenido y composicion de fosfolipidos. En la Tabla 4.7 se presenta el
contenido total y perfil de fosfolipidos en los aceites extraidos con etanol e
isopropanol a los tres tiempos analizados. El contenido total de fosfolipidos fue
significativamente diferente entre los alcoholes (p<0,003), siendo alrededor de 4,5
veces superior en la extraccion etandlica. El contenido de fosfolipidos totales, para
todos los aceites, fue mayor al obtenido en el aceite del collets pre-tratados
extraido con n-hexano (2,08 + 0,051 g/kg). En la extraccién con hexano solo
aproximadamente el 50 % de los fosfolipidos se eliminan con el aceite, mientras
gue el resto queda retenido en la matriz sélida, pero con etanol la extraccion es
mucho mayor (Baumler et al., 2010). Una tendencia similar a la observada en este
estudio reportaron Capellini et al. (2017) para aceites de salvado de arroz. Estas
diferencias pueden deberse, como se menciond anteriormente, a la afinidad de los
fosfolipidos por cada solvente y a la distinta polaridad de los mismos. La elevada
polaridad de los solventes alcohdlicos pueden extraer mayores cantidades de
fosfolipidos y material insaponificable de las matrices sélidas que el n-hexano. Los
alcoholes etanol e isopropanol presentan diferente longitud de cadena por lo tanto
la polaridad se los mismos es diferente. Algunos autores informaron que la
ionizacion de los fosfolipidos disminuy6é con la disminuciéon de la constante
dieléctrica (isopropanol azeotropo, 17,30, etanol azeotropo 22,29) (Guo et al.
2005).

La polaridad de los fosfolipidos también fue mencionada con anterioridad
donde se destacdé que PC existe en el aceite en forma de zwiterion que es
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hidratable, Pl forma complejo con potasio y magnesio siendo totalmente hidratable
debido al grupo inositol que es hidrofilico. PE es hidratable solo si se combina con
iones monovalentes. PA existe como acido disociado parcialmente y se encuentra
formando un complejo con un ion metalico, es hidratable cuando este ion es
monovalente. Los fosfolipidos son hidratables, o en otras palabras, pasan a la fase
acuosa (polar) cuando el aceite entra en contacto con agua, siempre que se den
algunas condiciones como una carga eléctrica neta formada por la disociacion del
grupo fosfato; sus cargas eléctricas estén a cierta distancia, como en PC, donde
los tres grupos metilo evitan que el &tomo de amonio se mueva cerca del grupo
fosfato disociado o tengan grupos hidréfilos como los grupos hidroxilo en el

fosfatidilinositol (PI) (Dijktra, 2012).

Tabla 4.7: Contenido de fosfolipidos totales y perfil para IPA y etanol en los

tiempos de extraccion analizados.

IPA ETANOL
1lh 2h 3h 1lh 2h 3h
-lg—:](/Jligl 3,48+0,18 3,47+0,128 3,64+0,068 16,17+0,072 15,22+0,60* 15,83 +0,122

PC 81,67 +1,04% 76,14+1,90* 78,62+1,692 48,05+1,45% 41,76+3,98 45,77 +0,052
Pl 6,67 +0,412 9,92+1,24% 17,37+2722° 4576+1,34* 4355+1,86% 42,14+0,182
PE 7,40+0,43% 7,61+0,34® 358+0,32° 6,18+0,11*® 6,92+0,21° 7,60+ 0,08°
PA 4,26 £0,19° 6,41+0,88% 424+115 242+0,108 3,42+0,11>° 4,48 +0,05¢

*El perfil fue expresado en %.

Valores en la misma fila seguida por la misma letra mindscula (efecto del tiempo para un mismo
alcohol) no son significativamente diferentes con p<0,05 Test Tuckey

La interaccién tiempo-solvente no presentd diferencias significativas
(p = 0,1244). En la tabla se observa, al analizar cada solvente, que el contenido
de fosfolipidos totales no presenté diferencias significativas para ninguno de los
solventes entre 1 y 3 horas (p>0,05). En consecuencia, se puede concluir que en
el intervalo de tiempo estudiado no hubo una extraccion diferencial de los

fosfolipidos respecto a los triglicéridos. En cambio se ha encontrado que los
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fosfolipidos se eliminan a una velocidad menor que los triglicéridos durante la
extraccion de aceite girasol tanto con n-hexano (Balumler et al., 2010) como con
etanol (BaUumler et al., 2016). La diferencia de comportamiento entre ambos
estudios se puede encontrar en el efecto del pre-tratamiento enzimético, que
incrementa la disponibilidad de los fosfolipidos de la estructura celular.

Si se compara la composicion de los fosfolipidos (Tabla 4.7) se puede
observar que los fosfolipidos en el aceite de extraccién con IPA muestran una alta
concentracion de PC (alrededor del 80%) y un porcentaje relativamente bajo de
los otros tres. Mientras que los fosfolipidos en el aceite de extraccion con etanol
presentan una concentraciéon de PC y PI (alrededor de 45% cada uno) y un
porcentaje relativamente bajo de PE y PA. Cuando estos resultados se comparan
con el perfil de fosfolipidos en el aceite residual en los collets pre-tratados
enzimaticamente (Tabla 3.19) se encuentra que la extraccion con IPA produjo un
enriquecimiento en PC (de 62 a 78 % en promedio) mientras que la extraccion
etandlica aumento el porcentaje de Pl (de 24 a 44 % en promedio). El efecto de la
extraccion etandlica sobre el perfil de fosfolipidos ya se discutié en la seccién 4.3.
La extraccion con IPA, que aparentemente elimina muchos menos fosfolipidos
celulares, no tiene el mismo efecto. Por el contrario, produce un aumento en el
porcentaje de PC a costa de PI.

Si bien la cantidad de fosfolipidos en los aceites extraidos con hexano de
collets pre-tratados son menores que en los obtenidos con alcohol, en general la
diferencia mas importante en el perfil se vio marcado por PC y PIl. Algunos autores
han descripto el uso de etanol y mezclas alcoholicas acuosas para el
fraccionamiento de PC y Pl. PC es relativamente mas soluble en etanol que Pl
por lo tanto, una extraccion con etanol acuoso da lugar a una fraccién enriquecida
con PC (Cabezas et al. 2009a; Cabezas et al. 2009b; Guiotto et al. 2015). Esto
podria explicar, en la comparacion de perfiles, que PC se ve disminuida en el caso
de etanol con respecto al porcentaje presente en los collets pre-tratados (61,55 %).
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Si se compara el efecto del tiempo sobre el perfil de los fosfolipidos
(Tabla 4.7) se observa que las diferencias entre distintos tiempos, para cada medio
de extraccién, son poco significativas. Balmler et al. (2016) obtuvieron, para la
extraccioén con etanol, que PC y PE tienen una mayor velocidad de eliminacion
gue PA y Pl. Este comportamiento no se puede observar en los resultados de
este trabajo, debido en parte a las diferencias relativamente bajas entre los
rendimientos a los tres tiempos (Figura 4.3) y en parte al efecto del pre-tratamiento
enzimatico.

La distribucion de los fosfolipidos resulta un analisis complejo ya que su
extraccion depende de variables importantes como el pH, la constante dieléctricas

y la viscosidad (Guo et al. 2005), que van mas alla del enfoque de esta tesis.

4.3.4.1.2. Tocoferoles
Los tocoferoles también fueron analizados en los aceites obtenidos de la
extraccién con IPA y etanol. La Tabla 4.8 muestra la composicién de tocoferoles

para ambos alcoholes a los diferentes tiempos.

Tabla 4.8: Composicién de tocoferoles de los aceites obtenidos con

extraccién alcohdlica a tres tiempos de extraccion.

Tocoferoles IPA ETANOL
(ppm) 1h 2h 3h 1h 2h 3h
Total 327 £ 1024 322 + 734 291 + 1438 498 + 12PA 476 + 13PA 440 + 9v8

o tocoferol 9250+1,51 89,68+584 90,83+041 8947+1,13 90,36+4,74 90,07+0,47
B tocoferol 0,99+0,11 0,79+0,30 0,93 £0,37 1,06 + 0,08 0,66 = 0,07 0,60 £0,15

B. 7,50 +0,14 9,563+0,91 8,77 £ 0,50 8,56 + 0,44 8,98 + 0,15 9,33+0,71
tocotrienol

Valores en la misma fila seguida por diferentes letras mintsculas (efecto del solvente para un mismo
tiempo) son significativamente diferentes con p<0,05 Test Tuckey.

Valores en la misma fila seguida por diferentes letras mayuscula (efecto del tiempo para un mismo
alcohol) son significativamente diferentes con p<0,05 Test Tuckey
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El contenido total de tocoferoles en los aceites obtenidos con IPA fue
alrededor de un 30% menor que con etanol. Analizando el contenido de
tocoferoles totales en funcion del tiempo se puede observar que a medida que
avanza la extraccioén la cantidad de tocoferoles disminuye levemente, presentando
diferencias significativas solo a 3 horas de extraccion, en los dos alcoholes
utilizados (p = 0,0013). Los tocoferoles son componentes intrinsecos de los
cuerpos lipidicos de las semillas de girasol (Fisk et al., 2006) por lo que parece
razonable suponer que tienen un comportamiento durante la extraccion similar a
la de los triglicéridos. En el modelado de la cinética de extraccion de compuestos
minoritarios de collets de girasol, para los tocoferoles se ha obtenido una
constante cinética para el periodo difusivo similar a la del aceite, aunque mas
dependiente de la temperatura, tanto para hexano (Baumler et al., 2010) como
para etanol (Baumler et al., 2016). Por consiguiente, se puede concluir que hubo
una cierta pérdida o degradacién de los tocoferoles durante la extraccion.

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en la
composicion ni con el tiempo ni con el tipo de solvente, debido probablemente a
gue alrededor del 90 % es a -tocoferol.

De acuerdo con el contenido de tocoferoles totales presentes en el aceite
de los collets con tratamiento y extraido con n-hexano (414 ppm), la extraccion
etandlica produjo un aumento en el contenido de tocoferoles totales del aceite,
debido probablemente a la polaridad del solvente como en el caso de los
fosfolipidos (debe tenerse en cuenta que con este solvente la cantidad total
extraida es relativamente baja). En cambio, la extraccion con IPA da una reduccion
en el contenido de tocoferoles.

Baumler et al. (2016) encontraron contenidos de tocoferoles similares a los
de este trabajo, sin cambios significativos con el proceso, en la extraccion
etandlica de aceite de collets de girasol. Por otra parte, Tir et al. (2012), reportaron
cantidades mayores de tocoferoles totales en extracciones con IPA y etanol que
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en extracciones con n-hexano, considerando que los solventes polares extraen
mayor cantidad de tocoferoles que los no polares. Estos resultados solo

concuerdan parcialmente con los obtenidos en el presente trabajo.

4.3.4.2. Composicién de las harinas residuales

Las harinas residuales, como se menciond previamente, constituyen un
subproducto importante en la industria aceitera. El residuo agotado o harinas
obtenidas luego de la extraccion alcohdlica fueron caracterizados segun su
contenido de proteina. En la Figura 4.6, se muestran las harinas obtenidas luego
de la extraccion, donde se observa que las extraidas con etanol resultaron mas
oscuras que las extraidas con isopropanol. Esta diferencia de color puede deberse
a los compuestos fendlicos y a los cambios oxidativos de los polifenoles durante

el procesamiento (Sen y Bhattacharyya, 2000).

Figura 4.5: Harinas residuales obtenidas luego de la extraccion alcohdlica.

(A) Etanol - (B) Isopropanol.

4.3.4.2.1. Proteinas
La Tabla 4.9 muestra el contenido de proteina bruta, expresado en
porcentaje de proteina en el sélido seco y desgrasado para el residuo agotado
obtenida con ambos alcoholes a diferentes tiempos de extraccién. En ella se
puede observar que el contenido de proteina no presenté diferencias significativas
para un mismo alcohol en los diferentes tiempos ni entre alcoholes (p>0,05).
Cuando se comparan estos resultados con el contenido de proteinas
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presentes en los collets pre-tratados (38,70 + 0,60 %) se observa una disminucion
del contenido de proteinas alrededor de un 10-15 % en ambos alcoholes. Este
porcentaje puede constituir parte de la fraccibn resto obtenida tanto con

isopropanol como con etanol durante el procesamiento.

Tabla 4.9: Contenido de proteinas en las harinas residuales para etanol e

isopropanol a tres tiempos de extraccion.

Composicién (% b.s.d*)

Tiempo (h)
IPA ETANOL
1 33,38 + 1,222 33,32+1,43%
2 32,47 + 1,502 34,25 + 1,082
3 33,04 £ 0,672 34,13 + 1,142

Valores en la misma columna seguida por diferentes letras minUscula (efecto del tiempo para un
mismo alcohol) son significativamente diferentes con p<0,05 Test Tuckey

*base seca desgrasada

Capellini et al. (2017) reportaron para salvado de arroz que la proteina
presenté mayor afinidad con la hidratacién del solvente. Sawada et al. (2014)
informaron que la extraccion de proteinas de soja aument6 a medida que se
incremento el contenido de agua en el solvente, el mismo efecto es logrado con la
temperatura, excepto a temperaturas superiores a 90 °C donde la cantidad de
proteina extraida, tiende a ser igual para ambos alcoholes y sus aze6tropos.
Kwiatkowski y Cheryan. (2002) evaluaron el rendimiento de proteina extraida del
maiz molido a 50 °C utilizando etanol con diferentes niveles de hidratacién, los
autores observaron que al aumentar el contenido de agua del solvente se conduce
a mayores concentraciones de proteinas solubilizada. Debe tenerse en cuenta que
en estos estudios se utiliz6 materia prima sin pretratamiento. Estos datos estan
acordes con los obtenidos en esta seccion, ya que se observé una leve

disminucion en el contenido de proteinas en la fraccion sélida.
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4.4, CONCLUSIONES

En los resultados obtenidos durante el estudio del efecto del contenido de
agua del material, se observé que a partir del 12% de humedad el rendimiento de
aceite de collets de girasol no varia significativamente, pudiendo recuperarse
alrededor de un 85% del aceite total presente en la muestra. Por ello, se considera
gue el etanol podria ser utilizado para extraer el aceite de los collets tratados, aun
con elevado contenido acuoso, ya que la miscibilidad del aceite en etanol podria
aumentarse utilizando temperaturas de ebullicibn o cercanas a la misma.

La maxima capacidad extractiva del etanol en los collets con y sin
tratamiento enzimatico, con un contenido de humedad de 48 % (b.s.), se obtuvo a
partir de las 3 horas, donde la eficiencia de la extraccion comienza a hacerse
asintotica. El rendimiento promedio fue de 79,84 %, mientras que en los collets
tratados el maximo extraido soluble en n-hexano fue de 96,32 %. Durante todos
los tiempos analizados, los collets pre-tratados presentaron una mayor eficiencia
de extraccion que los collets sin tratar, pudiendo concluir que un pre-tratamiento
acuoso-enzimatico podria ser beneficioso para la extraccion etandlica.

Uno de los inconvenientes que presento el uso de etanol en la extraccion
de aceite fue su baja selectividad, extrayendo ademas de aceite, otros
compuestos polares. En las extracciones sin tratamiento enzimatico previo el
porcentaje de resto vario entre 6,5% y 12%, mientras que en las extracciones con
pre-tratamiento acuoso-enzimatico el porcentaje de resto obtenido fue entre 2,5%
y 6%, presentando una reduccion del 45-70% respecto de las muestras sin tratar.

Si bien el uso de enzimas, en estas condiciones, favoreceria la extraccion
de aceite con etanol, el hecho de que el solvente sea mas polar que el n-hexano,
favorecié la extraccion de fosfolipidos de la estructura celular, que resultan no

deseables en el aceite.
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El estudio del uso de isopropanol se realiz6 con el fin de comparar el uso
de etanol frente a otro alcohol de cadena corta, en la extraccion de aceite de collets
con y sin pre-tratamiento enzimatico, utilizando ambos solventes alternativos. En
este andlisis se observd que el IPA presentdé una mayor eficiencia durante la
extraccion y por otro lado, la cantidad de material no lipidico se redujo en un 70%
comparado con el etanol.

El método batch obtuvo menores rendimientos que el método Soxhlet con
ambos solventes, en el caso del etanol el rendimiento disminuyd en la primera
hora un 50%, mientras que con IPA, la disminucién del rendimiento fue de un 9%.
La disminucién de los rendimientos con el método batch puede atribuirse a la
hidratacion del solvente. a la eficiencia de la agitacion y a la temperatura de
extraccion.

Cuando se analizaron los componentes minoritarios en la extraccién batch,
el IPA present6 una menor extraccion de fosfolipidos, comparable con la obtenida
con n-hexano, mientras que el etanol extrae una cantidad considerablemente
mayor. La extraccién de una menor cantidad de fosfolipidos resulta favorable para
los aceites. Al analizar los tocoferoles, el etanol extrajo una cantidad superior a la
obtenida con n-hexano de aceite de harinas pre-tratadas. En cambio, la cantidad
de tocoferoles totales extraida con IPA, se redujo considerablemente.

Al analizar la composicién de las harinas obtenidas luego de la extraccion
se observé que la cantidad de proteina liberada durante la extraccién fue de un
10-15%, dando como resultado una harina con un porcentaje de proteina

levemente menor a la utilizada como materia prima.
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CAPITULOS5

CONCLUSIONES GENERALES
Y TRABAJO PROPUESTO A FUTURO

5.1. CONCLUSIONES GENERALES

En los Ultimos afios se han realizado avances importantes en el desarrollo de
técnicas o procesos ecoldgicos para reducir el impacto ambiental. La idea del uso de
solventes alternativos para la extraccion de aceite y la aplicacién de pre-tratamientos
con el fin de utilizar metodologias mas amigables con el medioambiente, es una tematica
interesante para proporcionar la posibilidad del uso de tiempos de extraccion mas
cortos, un menor consumo de solventes y una disminucién en el consumo energético.
Este trabajo apunta a la necesidad de encontrar una forma de extraccién de aceite que
resulte mas favorable para el medioambiente y para la salud.

En el presente trabajo se planted “el uso de enzimas en el proceso extractivo de
aceite de collets de girasol, utilizando solventes no convencionales y la obtencion de
otros derivados, a escala laboratorio, promoviendo el desarrollo de tecnologias
alternativas”. Para llevar a cabo los objetivos se han abordado un gran ndmero de
técnicas analiticas y se ha desarrollado un manejo 6ptimo de laboratorios relacionado
con métodos de extraccion de aceite y su caracterizacion.

A continuacién se presentan las conclusiones generales alcanzadas a partir de

los capitulos abordados en la presente tesis:
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En primera instancia, se realizo la caracterizacion de los collets utilizados como
materia prima a lo largo de toda la tesis y se brindd informacion de la matriz y su
composicion, aportando valores de contenido de aceite, contenido proteico y de fibras

estructurales, los cuales fueron los componentes mayoritarios en los collets de girasol.

En principio, se realiz6 una extraccion acuosa y acuosa-enzimatica de aceite de
collets de girasol. Para llevar a cabo el proceso se definieron variables generales para
describir un comportamiento preliminar de este tipo de extraccion, para luego poder
optimizarlo. Las variables de proceso definidas en esta instancia fueron elegidas en
base a los antecedentes obtenidos de bibliografia. El disefio de experimentos planteado
fue TAGUCHI, un disefio de experimentos robusto o también llamado “insensible”,
seleccionado para explorar los factores que pudieran afectar la extraccion. Este permitio
definir las variables de proceso con el menor nimero de ensayos posibles, sin tener en
cuenta las interacciones entre ellas, con el objetivo de facilitar la seleccion de factores
generales que pueden influir en el proceso de extraccidon acuoso y acuoso-enzimatico.
En esta oportunidad se definieron variables como relacion enzima:sustrato, tipo de
solucion reguladora y tiempo de extraccién, obteniéndose como variables significativas
el tiempo vy la relaciébn enzima:sustrato. Se pudo afirmar que una extraccién acuosa
asistida por enzimas logra mejores rendimiento de aceite que una extraccion acuosa
simple en las mismas condiciones de extraccion. Aun asi, en el intervalo de condiciones
estudiadas, tanto la extraccibn acuosa como la acuosa-enzimatica presentaron
rendimientos bajos.

En base a los conocimientos obtenidos en el disefio TAGUCHI y considerando
gue el disefio utilizado solo permitié definir parametros generales, se decidi6 definir otras
variables de proceso que pudieran influir en el proceso acuoso-enzimatico para poder
mejorar el proceso de extraccion y encontrar una condicion éptima para obtener mejores
rendimientos. Las variables analizadas fueron, velocidad de agitacion, tiempo de

extraccion, temperatura y relaciébn enzima:sustrato. En el andlisis se estudiaron dos
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variables de respuesta: aumentar el rendimiento de aceite y minimizar el contenido de
proteinas liberada en la fraccién liquida durante la extraccion. El andlisis de estas dos
variables de respuesta permitiria obtener no solo un mayor rendimiento de aceite sino
también una harina rica en proteinas luego de la extraccién. Para cumplir con el objetivo,
se llevd a cabo la aplicacién de metodologia de superficie de respuesta combinada con
un disefio experimental central compuesto, dicha combinacion es ampliamente utilizada
en procesos alimentarios. Como conclusion se observdé que las variables mas
influyentes en la extraccion acuosa-enzimatica fueron velocidad de agitacién y
temperatura para la respuesta rendimiento de aceite, mientras que cuando se consideré
el efecto sobre la proteina liberada, ademas de estas variables, la relacion
enzima:sustrato también resultd un factor influyente, en el intervalo de factores
estudiados. Si bien se obtuvieron modelos de optimizacion individuales de cada variable
de respuesta, la optimizacién simultdnea fue el objetivo principal, donde el modelo
obtenido pudo predecir adecuadamente las dos respuestas (rendimiento porcentual
relativo de aceite Y, y rendimiento porcentual relativo de proteina liberada en la fraccion
liquida Y,). Si bien el rendimiento relativo porcentual de aceite obtenido fue bajo,
comparando con el rendimiento obtenido en el primer disefio, se logr6 mejorar la
extraccion en un 60%.

Luego de estudiar la extracciobn acuosa-enzimatica a escala laboratorio, se
realizd una extraccién con los factores optimizados a escala piloto, donde se observé
gue el proceso no puede ser escalado en forma directa ya que no se alcanza la
extraccibn maxima, por lo que seria necesario realizar estudios experimentales
adicionales en el equipo piloto.

Con el objetivo de estudiar el efecto del proceso de extraccion
acuoso-enzimatico sobre la calidad del aceite se realiz6 una extraccién con n-hexano
del aceite residual en el sélido obtenido y se comparé con la composicion original. El
aceite obtenido del residuo sélido con n-hexano presenté diferencias en componentes

menores, con un contenido menor de fosfolipidos, favorable para la industria, y una leve
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reduccion en el contenido de a-tocoferol, aunque el contenido total de tocoferoles se
mantuvo en el intervalo hallado para aceites crudos de girasol.

La extraccion acuosa asistida por enzimas a partir de collets de girasol brindé
rendimientos méaximos de alrededor del 22%. Si se suma a lo extraido en la etapa de
prensado, realizado en la industria, da rendimientos del orden del 80 % del aceite
extraible presente originalmente en la semilla. Esto muestra que, en general, la
combinacién prensado - extraccion acuosa enzimatica es mas eficiente que la extraccion
acuosa enzimatica directa a partir de las semillas de girasol. Sin embargo, estos
rendimientos aun resultan bajos en comparacion con los obtenidos por extraccion con
hexano, por lo que esta tecnologia no puede ser competitiva a nivel comercial.

A partir de lo expuesto y siguiendo con el objetivo de querer reemplazar el uso
de n-hexano se decidio utilizar el residuo sélido obtenido luego de la extraccion acuosa-
enzimatica y estudiar la extraccion de aceite con alcoholes de cadenas cortas, como
etanol e isopropanol. En primer lugar se realizaron pruebas de extraccion en Soxhlet
determinando los efectos de la humedad y del tiempo en la capacidad extractiva del
etanol, estas pruebas preliminares se realizaron sobre collets sin tratamiento
enzimatico. El estudio de humedad en la extraccién etandlica fue realizado con el
objetivo de poder utilizar el residuo sélido de la extraccién acuosa-enzimatica tal cual
sale del tratamiento, ya que el mismo presentd un elevado contenido acuoso y podria
requerir un secado previo. Posteriormente, se realizaron extracciones del residuo sélido
a un contenido de humedad de 48% (b.s.), humedad a la que sale de la extraccion
acuosa-enzimética, y se compararon con los rendimientos de material total extraido
obtenidos sobre las muestras sin tratamiento enzimatico. Luego de realizada la
extracciones etandlicas se observé que la miscela contenia otros componentes que se
disolvian en el etanol, por esta razén se realiz6 un fraccionamiento de estos
componentes para determinar las diferentes fracciones obtenidas y cuantificar la
eficiencia real de la extraccion alcohdlica con respecto al aceite. Se observo que la
eficiencia de la extraccién de aceite fue superior con collets tratados y que el contenido
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de otros componentes que se extraian con etanol constituia hasta un 30% del material
total extraido. Las extracciones realizadas con collets tratados enzimaticamente
presentaron una fraccion resto considerablemente inferior, sugiriendo que parte de este
resto soluble en etanol se habria eliminado con el agua en la extraccibn acuosa-
enzimatica, por su polaridad. Por otra parte, se realizaron analisis de caracterizacion del
aceite segun su contenido de fosfolipidos, donde se observé que en las extracciones
etandlicas, aumentaban considerablemente. Aun asi, segun los resultados obtenidos
podria considerarse favorable para la extraccion alcohdlica la realizacibn de un
tratamiento acuoso-enzimatico previo a la extraccion, teniendo en cuenta que este
aumenta la recuperacion de aceite.

Finalmente, para comparar la extraccion etandlica, se utiliz6 otro solvente
alcohdlico como el isopropanol. En estas experiencias se observaron mejores
rendimientos de aceite con el uso de isopropanol como solvente alternativo y una mayor
selectividad durante la extraccion, con un menor porcentaje de resto en collets sin tratar
y aun mas bajos en collets tratados enzimaticamente. Luego de las extracciones
realizadas, se hicieron andlisis a los aceites obtenidos para comparar su composicion
segun el alcohol utilizado y se observd que si bien con isopropanol la cantidad de
fosfolipidos extraidos fue menor que con etanol y similares a los extraidos con n-hexano,
los tocoferoles totales disminuyeron considerablemente comparados con el etanol. Por
otro lado, con ambos alcoholes se reduce levemente la cantidad de proteinas en el
residuo soélido agotado.

En base a lo expuesto, resulta de interés el uso de alcoholes como solventes
alternativos al n-hexano para collets tratados enzimaticamente, ya que de esta forma se
podria reducir los problemas de baja selectividad del solvente, liberando en el
pre-tratamiento la mayor cantidad de componentes solubles en el alcohol como
azucares, fosfolipidos, pigmentos, ceras y otros compuestos. Por otra parte, el

isopropanol podria resultar un alcohol mas eficiente, por las ventajas mencionadas
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anteriormente, un rendimiento de aceite y una selectividad considerablemente mayor a

la del etanol.

5.2. TRABAJO PROPUESTO A FUTURO

A futuro una de las tematicas que podria desprenderse de este trabajo es el
andlisis detallado de la composicién de residuo sélido luego de la extraccidbn acuosa-
enzimatica y del residuo agotado de la extraccién alcohdlica. Por un lado el efecto de la
extraccidn acuosa-enzimatica sobre el contenido de compuestos fendlicos, ya que las
harinas de girasol poseen un elevado contenido, siendo el acido clorogénico (CGA:
acido 5-cafeil-quinico) el mas abundante. Estos compuestos son considerados una de
las razones por la cual no se utilizan las harinas de girasol para consumo humano. Por
otro lado, seria interesante analizar la composicion y calidad de las proteinas obtenidas

luego de la extraccion acuosa-enzimatica y de la extraccién alcohdlica.

Otra de las tematicas a abordar es el analisis detallado de la composicién de la
fraccion liquida para poder recuperar algunos componentes presentes en la misma,
como por ejemplo los azlcares y las proteinas solubles liberadas en dicha fraccion,
pudiendo ser considerados para su posterior uso. En el caso de la extraccion alcohélica
seria conveniente realizar un estudio de la composicion de la fraccién no lipidica para
cerrar los balances y para analizar la posibilidad de recuperacion de compuestos

valiosos.

Desde el punto de vista de los procesos seria necesario realizar una
optimizacion de las condiciones para la extraccion batch o a escala piloto, ya que se
obtuvieron rendimientos menores a los encontrados a escala laboratorio para la
extraccibn acuosa-enzimatica y en Soxhlet para la extraccién alcohdlica,
respectivamente. También se podria ampliar el estudio sobre el efecto del tiempo de
extraccion a fin de analizar y modelar la cinética, determinando las constantes

respectivas.
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