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Resumen

Objetivo. Evaluar el uso de diferentes tratamientos enzimaticos sobre el rendimiento de extraccion de aceite de Chia (Salvia hispanica
L.)

Métodos. La extraccion enzimatica se realizé tratando harina integral y harina desgomada de chla a diferentes condiciones de
concentracion de enzima, pH y temperatura. Las enzimas comerciales empleadas fueron Vlscozyme L (endo—1 3(4)-betaglucanasa)
derivada de Aspergillus aculeatus, con 100 FBG/g (Unidad Beta Glucanasa Fungal) y Neutrase 0.8L™?, proteasa neutra con actividad
declarada de 0.8 UA-NH/g, derivada de Bacillus amyloliquefaciens.

Resultados. Todos los tratamientos de extraccion enzimatica estudiados fueron diferentes (P<0.05) entre si y el maximo rendimiento
de aceite obtenido fue de 9.35%.

Conclusién. La extraccion de aceite utilizando métodos enzimatico no es un método viable, ni aplicable para la semilla de chia.
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Abstract

Aim. The aim was to evaluate the use of different enzymatic treatments on the oil extraction yield from Chia (Salvia hispanica L.) seeds
Methods. Enzymatic extraction was performed by treating of whole and degummed chla rours with different conditions of enzyme
concentration, pH and temperature. Commercial enzymes were employed: Viscozyme L (endo -1,3 (4)-betaglucanase) derived from
Aspergillus aculeatus, with 100 FBG g (Beta Glucanase-unit Fungal) and Neutrase0.8L™, neutral protease with 0.8 AU-NH/g of
activity, derived from Bacillus amyloliquefaciens.

Results. All treatments of enzymatic oil extraction were different (P <0.05) and the maximum oil yield obtained was 9.35%.
Conclusion. QOil extraction using enzymatic methods is not a viable for chia seed
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Aportacion a la literatura cientifica

La investigacién actual esta encaminada hacia la obtencion de ingredientes alimentarios que tengan propiedades
bioactivas que proporcionen beneficios para la salud. Entre estos ingredientes funcionales se pueden encontrar a los
aceites con alto contenido de acidos grasos esenciales. El aceite de chia ha adquirido gran importancia debido a su
elevado contenido de acido grasos omega-3 (w-3) y omega-6 (w-6) que son componentes esenciales de las membranas
biolégicas y precursores de muchas otras sustancias, como aquellas que regulan la presién arterial, protegen de las
enfermedades cardiacas, actian en procesos antiinflamatorios y en muchas otras actividades fisiologicas que los
hacen necesarios en la homeostasis organica a través de diversos mecanismos de regulacion metabdlica.
Convencionalmente el aceite se extrae utilizando solventes que no son amigables con el medio ambiente, se han
utilizado extraccién en frio por procedimientos de prensado obteniéndose menores rendimientos. También se ha usado
extraccioén con fluidos supercriticos que resultan mas costosas. Una alternativa que ha dado resultados satisfactorios en
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granos y semillas oleaginosas es el tratamiento con enzimas, sin embargo este no fue eficaz para la extraccion del aceite
de las semillas de chia (Salvia hispanica L).

Introduccion

En los ultimos afios la investigacion cientifica se ha orientado al estudio y aprovechamiento de recursos naturales
autoctonos con potencial uso comercial e industrial, que no causen dafio al medio ambiente, que sean faciles de cultivar,
de explotar y que tenga valor nutrimental asi como aportaciones fisiolégicas benéficas para que representen una
alternativa en la alimentacion humana. La chia (Salvia hispanica, L) es una alternativa atractiva en la industria
ahmentarla cuya composicion en aceite le confieres un potencial uso como ingrediente funcional en la elaboracion de
alimentos '. Otra cualidad importante de la chia es que presenta posibilidades de uso como una de las mejores fuentes
conocidas de acidos grasos w-instaurados, tales como los acidos esenciales linolénico y linoleico, los cuales intervienen
en procesos metabdlicos y fisiologicos esenciales de los seres humanos entre los que se reportan una correcta funcioén
neuronal y cerebral, prevencion desordenes mentales, tales como depresion, ansiedad y estrés; disminucion en el riesgo
de enfermedades degenerativas como hipertension, diabetes tipo 2, resistencia a la insulina, enfermedades
cardiovasculares, demencia y Alzheimer?.

Los métodos convencionales para la extraccion industrial de oleaginosas se lleva a cabo son por extraccion con
disolventes organicos (extraccion solido-liquido) o por prensado mecanico con una prensa hidraulica. Hoy en dia, eI
aceite de semilla de chia se obtiene por prensado en frio, y se comercializa como aceite crudo Sin embargo, |
resultados del prensado solamente logran una recuperacién parcial del aceite de las semillas °. Existe una novedosa
estrategia método de extraccién de aceite utilizando agua como disolvente y enzimas hldrolltlcas, el método enzimético
no contamina el medio ambiente ya que no produce componentes volatiles, el aceite obtenido conserva su composicion
y mantiene sus propiedades al igual que la masa obtenida por filirado o centrifugaciéon, sin embargo entre sus
desventajas se encuentra el hecho de que se necesitan tiempos largos para que las enzimas puedan liberar el aceite y
que éstas no siempre son comercialmente disponibles Otra ventaja de este método es que el uso de Ias enzimas reduce
las caracteristicas de acidez y oxidacion de los aceites, lo cual es una contribucidn positiva a la calidad *

El principio de accién de las enzimas para la hidrélisis de los componentes de las semillas reqmere un ambiente
acuoso y un adecuado tiempo de contacto, a temperaturas y pH’s apropiados. La diferente composicion de las semillas
oleaginosas determina la mezcla enzimética a elegir, por ejemplo, en el caso de la soya, deb|do a su alto contenido de
proteina (40%), se requiere el uso de una enzima proteolitica para obtener un alto rendimiento °

El método enzimatico se ha evaluado sobre materiales oleaginosos como la palma, el glrasol y la colza, donde se
utilizaron tanto carboh|drasas como proteasas y el tiempo de reaccion fue de 45 minutos con rendimientos del 84, 86 y

90% respectwamente Este proceso también se ha realizado en semillas de Jatropha curcas obtemendo rend|m|entos
de hasta el 74% de aceite empleando una proteasa, posterior a un tratamiento de sonicacién . Rosenthal et al.
reportaron rendlmlentos del 86% en las semillas de soya con una concentracion de enzima deI 0.2% (proteasa), y
Moreau et al. Iograron obtener hasta el 93% de aceite, u’uhzando la celulasa Multifect GC para el procesamientos de
granos de maiz. Mezo 8, utilizd Viscozyme LM y Neutrase 0.5L™" en la molienda himeda de los granos de sorgo y
maiz (Sorghum bicolor L. moench y Zea mays, respectivamente) para mejorar el rendimiento y calidad del almidén.
También empleo las sales de bisulfito de sodio y para el debilitamiento de la matriz proteica, como agentes alternativos
al SOZ .

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el rendimiento del método de extraccion por via enzimatica como proceso
alternativo para obtencién de aceite de chia.

Métodos

Harina integral y desgomada de chia

Se utilizaron 3 kg de semillas de chia (Salvia hispanica L.), las cuales se obtuvieron del mercado local. Para la harina
integral, se molieron las semillas, en un molino Thomas-Wiley® (Modelo 4, Thomas Scientific) hasta obtener un harina
cuyo tamanfo particula atravesara un tamiz Tyler de malla 60 (250 uym). Para el desgomado, el proceso consistio en
preparar una suspension de semilla entera de chia/agua en una relaciéon de 1:20 (p/v). La suspensién se calenté a 50°C
con agitacién constante durante 30 min. Transcurrido el tiempo de calentamiento, dicha suspension se molié en una
licuadora Oster para liberar la goma, seguidamente se calenté de nuevo a 50°C durante 15 minutos con agitacion
constante. Se centrifugd (ultracentrifuga Beckman) a 9460 xg, 15°C y 20 min. Se obtuvieron 3 fases: agua, goma y
semilla, se desecho el agua y se separo6 la goma de la semilla. La semilla desgomada se mezcl6 de nuevo con la misma
cantidad de agua utilizada al principio y se repitid el mismo procedimiento con el fin de extraer la mayor cantidad de
goma posible. La goma obtenida se liofilizd en un equipo Labconco a presion de vacio de 133 x10™ Bar a una
temperatura de -40°C. La semilla desgomada se seco en estufa de aire (Imperial V) a 55°C durante 6 h

Extraccion enzimatica de aceite de semillas de chia

La extraccion enzimatica se realizé por una adaptacion del método reportado por Mezo 8, utilizando harma integral y
harina desgomada de chia (Salvia hispanica) Las enzimas comerciales empleadas fueron Vlscozyme LMR (endo-1,3(4)-
beta-betaglucanasa), con actividad declarada de xilanasa, hemicelulasa y celulasa, derivada de Aspergillus aculeatus,
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con 100 FBG/g (Unidad Beta Glucanasa Fungal) y Neutrase 0.8L"R, proteasa neutra con actividad declarada de 0.8 UA-
NH/g, derivada de Bacillus amyloliquefaciens. Ambas se obtuvieron de los laboratorios Novozymes Denmark.

La extraccion se llevé a cabo, evaluando 8 tratamientos con las diferentes condiciones experimentales indicadas en la
Tabla I. Cada tratamiento se realizé por triplicado. Para cada tratamiento se pesaron 25g de harina de chia y se
mezclaron con el disolvente en un matraz Erlenmeyer con tapén, de acuerdo al tratamiento evaluado. Se colocaron en
un bafio con calentamiento y agitacion constante (New Brunswick Scientific modelo K76). Una vez alcanzada la
temperatura de 50°C, se ajustd el pH segun el tratamiento respectivo (5 y 5.5 con acido lactico al 65% (p/v); 6.5 con
NaOH 0.1N). Se adicionaron las enzimas correspondientes de acuerdo a la cantidad de harina y al tratamiento
respectivo. La reaccion enzimatica se mantuvo con agitacion mecanica constante, durante el tiempo definido en el
estudio y posteriormente se centrifugd en una ultracentrifuga Beckman Coulter LE-80K (7820 xg, 15°C, 30 min), para
retirar los solidos. El sobrenadante de colocd en un embudo de separacién y se recupero el aceite mediante 5 lavados
sucesivos con hexano; el aceite con hexano se colocd en un matraz balén a peso constante y se eliminé en un rotavapor
(Buchi),

El rendimiento del aceite extraido se determiné con la siguiente férmula:

% Rendimiento _ 9 de aceite obtenido 100 (1)
g de muestra

Tabla I. Condiciones experimentales para la extraccion enzimatica
Condiciones experimentales
ULEICE Harina Disolvente pH| Cantidad de enzima (% v/p) | Tiempo de reaccion (h)

T, Integral 250 ml H,0 5.5 2 (V:N, 5:1) 6
T, Integral | 250 ml, NaHSO; 0.2% [ 5.5 4 (V:N, 5:1) 18
T, Desgomada 125 ml H,0 5.5 2 (V:N, 5:1) 6
T, Desgomada| 125 ml, NaHSO; 0.2% | 5.5 4 (V:N, 5:1) 18
Ts Desgomada| 125 ml, NaHSO3 0.2% | 6.5 4N 18
Te Desgomada| 125 ml, NaHSO; 0.2% | S 4V 18

6.5 2N 3
T7 Desgomada 125 ml H,0 5 2V 3

6.5 4 N 9
Tg Desgomada| 125 ml, NaHSO; 0.2% | 5 4V 9

NaHSO;: Bisulfito de sodio, V: Viscozyme, N:Neutrase

Andlisis estadistico

La extraccion enzimatica del aceite, se evalué con un andlisis de varianza de una via donde los tratamientos fueron
las diferentes condiciones experimentales de extraccion (T4-Tg), se realizé una comparacion de medias para establecer
diferencias entre tratamientos usando la prueba del rango multiple de Duncan, también se les determiné las medidas de
tendencia central y dispersién, todo de acuerdo a los métodos sugeridos por Montgomery o y con la ayuda del paquete
estadistico Statgraphics plus 5.1.

Resultados

En la figura |, se presentan los resultados obtenidos para la extraccion enzimatica, los cuales indicaron que existio
diferencia significativa (P<0.05) entre los tratamientos a excepcion del 1-3, y 2-4, que fueron iguales entre si (P>0.05), a
pesar de que en el tratamiento 2 y 4 se empled harina desgomada que redujo la viscosidad del sistema para facilitar el
contacto enzima-sustrato.
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Figura I. Rendimientos de aceite de chia por via enzimatica (% b.s.). *" Letras diferentes
en indican diferencia significativa (P<0.05)

El tratamiento 7 tuvo el menor rendimiento con un 0.2% de aceite, lo que pudiera atribuirse a las bajas
concentraciones de enzimas que se emplearon (2% cada una), y al tiempo de reaccion, el cual resulté insuficiente (3 h
cada una) a diferencia del tratamiento 8, donde se empled mayor cantidad de enzimas y mayor tiempo de reaccion.

Discusion

La semejanza entre los rendimientos (T1-T3 y T2-T4) podria deberse a la cantidad de enzima utilizada, ya que en los
tratamientos antes sefialados se empled la mezcla enzimatica en una relacion 5:1 favoreciendo a la enzima
carbohidrasa, también pudo influir el pH utilizado para llevar a cabo la reaccion enzimatica (pH 5.5), en el cual, cualquier
variacion pudo ocasionar que alguna de las dos enzimas perdiera actividad, ya que como reporta Rosenthal et al. ° el pH
optimo para la accion de las enzimas es uno de los parametros fundamentales en el proceso y el valor empleado
correspondia al limite superior de la carbohidrasa (3.5-5.5) y al limite inferior de la proteasa (5.5-7.5).

Por otro lado, el mayor rendimiento se obtuvo con el tratamiento 6 (9.4%), en el que se empled Unicamente la enzima
ViscozymeMR en una reaccién de 18 h, lo cual sugirid que el aceite se encuentra atrapado entre la estructura de los
polisacaridos de la pared celular de las semillas, y ya que las carbohidrasas influyeron mas que las proteasas en la
obtencién del aceite, lo cual esta correlacionado con la composicién de la semilla que es mayor en carbohidratos que en
proteinas. Estos valores son muy bajos respecto a los obtenidos por Ixtaina et al. % utilizando extraccion en frio (73.8%)
y extraccion con fluido (CO,) supercritico (97%), por los reportados por Martinez et al. ' usando una prensa de tornillo a
escala semi-industrial con rendimientos de (82.2%).

Sin embargo, todos los rendimientos obtenidos fueron minimos comparados con los reportados para otras semillas
oleaginosas (Figura Il), como las de Jatropha curcas con un 74% *, el girasol con el 86% °, la soya con el 86% ° y el maiz
conel 93% . Lo que indicd que el método de extraccion enzimatica bajo las condiciones evaluadas, no fue un proceso
viable para la obtencion de aceite de las semillas de chia, debido a que el rendimiento obtenido fue incluso menor al
obtenido en la extraccién con soxhlet (27.3%).
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Figura Il. Rendimiento de aceite de chia obtenido por via enzimatica (%
b.s.) comparado con otros materiales oleaginosos.

Conclusion

El rendimiento maximo obtenido para la extraccién enzimatica evaluada como proceso alternativo para la obtencién
de aceite de chia fue de 9.4%, lo que indicé que para esta semilla y bajo las condiciones empleadas, el uso de
tratamientos enzimaticos no es un método viable.
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