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Resumen

Con la finalidad de desarrollar un método de extraccion enzimatica de aceites a partir de la harina de la
planta oleaginosa Jatropha curcas (Euphorbiaceae), se evaluaron extractos de la planta tropical con
actividad proteasa Bromelia pinguin (Bromeliaceae), asi como las condiciones de operacion
(concentracion de enzima, la temperatura de reaccion, el pH inicial de la mezcla y la velocidad de
agitacion) que maximizan la eficiencia de extraccion de aceite. Se determino que los extractos de tallo y
hoja no poseen actividad proteolitica, mientras que los extractos acuosos de frutos presentan 2.1 + 0.26
pkat mL! y la proteina parcialmente purificada tiene 13.9 +0.95 pkat g'!. La eficiencia de extraccion de
aceite de la harina de J. curcas fue mayor cuando los parametros de operacion fueron: 18 6 20 U g'! de
harina, 30 °C a 45 °C, velocidad de agitacion 50 rpm, pH de 4.0 y 6.0. Las caracteristicas fisicoquimicas
del aceite de J. curcas extraido enzimaticamente fueron similares al del aceite extraido con hexano,
excepto porque presentd valores estadisticamente mas altos en el indice de acidez y en el punto de fusion.
La eficiencia de extraccion de aceite de J. curcas utilizando proteasas de B. pinguin se ubicaron entre
31.1 %y 32.1 %, con respecto a la extraccion por el método de Soxhlet usando hexano como solvente.

Oil extraction from Jatropha curcas seeds by

enzymatic extracts from Bromelia pinguin

Abstract

To develop a method for the enzymatic extraction of oil from the meal of the bioenergy plant Jatropha
curcas (Euphorbiaceae), the study evaluated extracts from the tropical plant Bromelia pinguin
(Bromeliaceae), which exhibits protease activity as well as the operating conditions (enzyme
concentration, reaction temperature, initial mixture pH, and agitation speed) that maximize oil extraction
efficiency. It was determined that stem and leaf extracts lacked proteolytic activity, whereas aqueous
fruit extracts showed an activity of 2.1 + 0.26 pkat mL™" and the partially purified protein showed 13.9
+0.95 pkat g'. Oil extraction efficiency from J. curcas meal was highest under the following operating
parameters: 18 or 20 U g™' of meal, temperatures between 30 °C and 45 °C, an agitation speed of 50 rpm,
and pH levels 0of 4.0 and 6.0. The physicochemical characteristics of the enzymatically extracted J. curcas
oil were like those of hexane-extracted oil, except for statistically higher values regarding the acid value
and melting point. Oil extraction efficiency from J. curcas using B. pinguin proteases ranged from 31.1
% to 32.1 % relative to extraction via the Soxhlet method using hexane as the solvent.
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1. Introduccion

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), conocida como “pifiéon”
en la region mesoamericana, de donde es originaria esta
planta oleaginosa (Salvador-Figueroa et al., 2015), es una
especie de rapido crecimiento, tolerante a la sequia y
adaptable a suelos marginales bajo diversas condiciones
agroclimaticas (Camposeco-Silvestre et al., 2016). Por lo
anterior, se ha convertido en un nuevo cultivo cuya
importancia radica en que puede acumular aceite en mas de
50 % del peso seco de su semilla (Ovando-Medina et al.,
2011), ademas, dicho aceite tiene hasta 80 % de acidos grasos
insaturados, lo que lo vuelve idoéneo para la produccion de
biocombustibles (Navarro-Pineda et al., 2016).

La produccion promedio mundial de semillas de J. curcas va
de 2 a 3 t ha! al afio, aunque con el manejo agronémico
apropiado se pueden producir hasta 5 t ha! (Achten et al.,
2008; Wani et al., 2016) y, dependiendo de la variedad
cultivada y del método de extraccion, se obtienen entre 1650
y 2925 kg ha! de aceite (Falasca y Ulberich, 2008). Los
procesos de extraccion mas usados son la extraccion solido-
liquido con solventes no polares como el hexano y el éter de
petroleo y la extraccion mecanica con prensas mecanicas tipo
Ram o Expeller; en ambos casos se aplica calor para mejorar
la eficiencia (Betancur-Prisco, 2014). En operaciones a gran
escala, se utiliza una combinaciéon de métodos, aunque la
extraccion solido-liquido es la via econdmicamente mas
eficiente comparada con otros métodos (Martinez-Herrera et
al., 2016), sin embargo, el principal problema de
contaminacion ambiental que causa es la emision de solvente
a la atmosfera (Grasso, 2013). El fundamento de dichos
métodos de extraccion es la ruptura de las paredes,
membranas y organelos celulares (oleosomas) para liberar el
aceite contenido en la muestra (Adriano-Anaya et al., 2014;
Martinez-Herrera et al., 2016). Esto se logra por
desestabilizacion de las membranas por accion del solvente,
por el calentamiento o por la aplicacion de fuerza mecanica
(Buelvas et al., 2012; Ramos et al., 2013).

Con la finalidad de mejorar la eficiencia y disminuir la
contaminacion por los procesos de extraccion, se han
desarrollado técnicas que disminuyen el consumo de
solventes organicos. Entre ellos se encuentran la radiacion
por microondas, el ultrasonido, la extraccion con fluidos
supercriticos y pretratamientos enzimaticos (Azuola y
Vargas, 2007; Ramos et al., 2013).

La extraccion de aceites vegetales mediada por enzimas es
un método alternativo en fase de investigacion que se emplea
a pequeiia escala (Rosenthal et al., 1996). Las enzimas mas
estudiadas para dicho proceso son hidrolasas de la pared
celular de origen microbiano, purificadas y disponibles
comercialmente (Acosta-Moreno, 2011). En muestras como
la pulpa de aguacate, las pectin liasas y celulasas de
Aspergillus aculeatus, A. niger y Trichoderma reesei
generaron rendimientos de extraccion de aceite de hasta 60
% (Buelvas et al., 2012).

Considerando que los aceites se encuentran dentro de
estructuras membranosas, se ha propuesto el uso de proteasas
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en la extraccion de aceites (Senphan y Benjakul, 2016), entre
las que destacan por su uso en la industria las de origen
microbiano (hongos y bacterias), de fuentes animales, como
la pepsina, tripsina y quimotripsina, y las de origen vegetal,
como la papaina, ficina y bromelaina (Patel et al., 2016).
Ademas, se ha propuesto que la extraccion enzimatica se
incluya en el esquema de manufactura sustentable de
biocombustibles para minimizar el gasto energético y la
contaminacion ambiental (Chhetri e Islam, 2008). Respecto
a la fase de obtencion de aceites, se esta impulsando la
llamada "extraccion verde", que propone el uso de solventes
alternativos, principalmente agua o agro-solventes, la
reduccion del consumo y la recuperacion de energia, entre
otros (Chemat et al., 2012). Se estan investigando procesos
que operen a temperatura ambiente y con bajo impacto
ambiental, como lo reportd Martinez-Herrera et al. (2016),
quienes utilizaron la planta Bromelia hemisphaerica
(timbirichi o timbiriche) como fuente de proteasas para la
extraccion de aceite de J. curcas, obteniendo rendimientos de
alrededor de 30 % con base en el peso seco de las semillas.
Otra planta productora de proteasas que crece en los mismos
ambientes que J. curcas es la Bromelia pinguin o "pifiuela"
(Toro-Goyco et al., 1968, Payrol et al., 2005), la cual podria
utilizarse en el desarrollo de procesos de extraccion verde.
Por lo anterior el objetivo del trabajo fue determinar la
capacidad de los extractos enzimaticos de B. pinguin para
eficientizar la extraccion de aceite de las semillas de
Jatropha curcas.

2. Materiales y Métodos

2.1. Materia prima

Se colectaron frutos maduros de Jatropha curcas de la
accesion MAP-08 del Banco de Germoplasma de Jatropha
del Instituto de Biociencias (IBC) de la Universidad
Autonoma de Chiapas, ubicado en el municipio de
Tapachula, Chiapas, México (14.4976 N, 92.4774 O). La
recoleccion se realizd de junio a agosto de 2015. Los frutos
se despulparon, se extrajeron las semillas y se secaron al sol,
posteriormente se descascararon manualmente y las
almendras se molieron para obtener harina. Esta ultima fue
heterogénea y contuvo los siguientes tamafios de particula:
>841 um (0.56 %), 841 pm (77.63 %), 250 um (21.75 %) y
149 pm (0.06 %). Se caracterizé el contenido de aceite en
muestras representativas de la harina siguiendo el método de
Soxhlet (AOAC, 1997), utilizando un equipo ST243
Soxtec® (Foss® Analytical, Suecia).

2.2. Material biologico

Se colectaron frutos maduros, tallo y hojas de B. pinguin en
Puerto Madero, Chiapas (14.4405 N, 92.2600 O; 8 msnm),
donde la temperatura media anual es de 26.6 °C y la
precipitacion anual de 1578.2 mm (SEMAYV, 2010). Los
tejidos se lavaron y enseguida se molieron en un procesador
de alimentos (Osterizer® 890-00,0445-13, M¢éxico)
mezclando una parte del tejido con cuatro partes de agua
purificada. El producto se pas6 por un tamiz con tamaino de
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poro de 1 mm y, posteriormente, se obtuvo el jugo clarificado
por filtraciéon en una matriz de algodon y se almacend en
congelacion (-16 °C) hasta su uso.

2.3. Purificacion parcial y ensayo enzimdtico
Se llevo a cabo la purificacion parcial del jugo de B. pinguin
(Payrol et al., 2005), para lo cual se tomaron 300 mL del
extracto acuoso, se agregaron 300 mL de etanol al 96 %, se
homogeneizé por 5 min y se centrifugd a 7168 x g durante
10 min. El precipitado se descartd, mientras al sobrenadante
se le afiadieron 800 mL de etanol, se mezcld y se centrifugd
a 7168 x g durante 10 min. Se descart6 el sobrenadante y el
nuevo precipitado se re-disolvio en 300 mL de agua destilada
y se centrifugd a 7168 x g durante 30 min, obteniendo un
precipitado color blanco que se llevo a sequedad al vacio en
una centrifuga Eppendorff® (Concentrator 5301®,
Australia) a 8960 x g por 2 h a 35 °C. Al polvo obtenido se
le considerd proteasa parcialmente purificada (PPP).
Para conocer la actividad enzimatica de cada uno de los
extractos de B. pinguin se utiliz6 el método de hidrolisis de
la caseina (Kunitz, 1947), modificado por Pandey et al.
(2003), como se describe a continuacion: en un microtubo de
2 mL se hizo reaccionar 500 pL de caseina (al 1 % p/v en
buffer de fosfatos 50 mM, pH 6.0) con 500 pL de PPP (al 1
% en buffer de fosfatos pH 7.0) o de jugo (al 10 % en buffer
de fosfatos pH 7.0). La reaccion se llevo a cabo por 10 min,
en un bafio de agua a 30 °C, después de lo cual se detuvo por
adicion de 1 mL de acido tricloroacético (TCA, 0.4 M). La
mezcla se agitd y se centrifugd a 8960 x g durante 10 min.
Al sobrenadante se le cuantifico el contenido de aminoacidos
liberados, por el método de Lowry et al. (1951), para lo cual
se transfirieron 500 pL del sobrenadante a un tubo de ensayos
de 13 x 100 mm, junto con 2.5 mL de Na2CO3 al 0.4 Ny 500
pL de reactivo de Folin (1:5 en agua destilada), se dejo
reaccionar a 30 °C durante 30 min, se ley6 la absorbancia a
660 nm y esta se compar6 con una curva patron de tirosina
(0 - 100 uM).
Para descartar la proteolisis por el procedimiento, se contd
con un testigo al que se le agrego primero el TCA que la PPP,
impidiendo que la reaccion tuviera lugar. Para calcular la
actividad enzimatica se utilizo la siguiente féormula:

[muestra] — [testigo]
AP =

(®) (Fd)

Donde, AP: Actividad de proteasa; en pkat g'! para la PPP y
en pkat mL™! para el jugo; [muestraj: Concentracion de
proteina de la muestra (umol L); [festigo]: Concentracion
de proteina del testigo (umol L'); ¢ tiempo de reaccion
enzimatica (600 s); Fd: Factor de dilucion de la muestra (0.1
para el jugo; 0.01 para la PPP).

2.4. Efecto de la concentracion de enzima

Considerando que una unidad de actividad enzimatica (U) es
la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1 pmol de
sustrato (caseina) por segundo, se evalud el efecto de la
concentracion de enzima bajo un disefio completo al azar con
siete tratamientos (tres repeticiones): 8.40, 10.50, 12, 14, 16,
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18 y 20 U g'! de harina de J. curcas. Para esto, se hicieron
reaccionar 25 g de harina con el volumen de jugo
correspondiente a cada concentracion en un vaso de
precipitados de 400 mL, se midi6 el pH y se agitdo 6 ha 35 °C
sobre una parrilla agitadora/calentadora (50 rpm). Para
determinar la cantidad de aceite liberado, la mezcla de
reaccion se centrifugd en tubos Nalgene® de 50 mL a 4480
x g por 10 min, el sobrenadante se recogid y se volvio a
centrifugar a 9279 x g por 10 min para obtener el
sobrenadante oleoso, el cual se peso en una balanza analitica.
Se calculd la eficiencia de extraccion de cada tratamiento con
base en el contenido de aceite determinado por el método de
Soxhlet. Cada uno de los siete tratamientos contd con tres
repeticiones.

2.5. Efecto de la temperatura

Se evaluo el efecto de la temperatura de la mezcla de reaccion
(30, 35, 40, 45, 50, 55 y 65 °C) sobre la cantidad de aceite
extraido, empleando 18 U g' de harina de J. curcas.
Siguiendo el mismo procedimiento que para evaluar la
concentracion de enzima, a la muestra de reaccion se le midio
el pH y se puso en agitacion constante (50 rpm) por 6 h,
manteniendo fija la temperatura sobre una parrilla
calentadora marca Barnstead Thermolyne®, modelo
Cimarec® con monitoreo cada hora. Después de ese tiempo
se llevo a cabo el procedimiento descrito anteriormente para
separar el aceite y calcular la eficiencia de extraccion de cada
tratamiento. Los siete tratamientos se hicieron por triplicado.

2.6. Efecto de la agitacion

Se determind el efecto de la velocidad de agitacion (0, 25, 50
y 80 rpm) sobre la cantidad de aceite extraido. Para ello se
utilizaron 18 U g! de harina y la mezcla de reaccion se agitd
en una parrilla magnética con calefaccion marca Barnstead
Thermolyne®, modelo Cimarec®, a 40 °C, por 6 h. Para
determinar la cantidad de aceite liberado y calcular la
eficiencia de extraccion se realizo el procedimiento antes
descrito. Los cuatro tratamientos se llevaron a cabo con sus
respectivas repeticiones.

2.7. Efecto del pH

Para determinar la influencia del pH inicial de la mezcla de
reaccion en la extraccion de aceite se evaluaron los siguientes
valores de pH: 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0
y 12.0. Se emplearon 18 U g! de harina y se agit6 por 6 h a
50 rpm manteniendo la temperatura a 40 °C. Al inicio de la
reaccion se ajusto el pH de la mezcla con HCl 1 N o NaOH
I N. Los 11 tratamientos se llevaron a cabo por triplicado. Se
calculo la eficiencia de extraccion como se describid
previamente.

2.8.  Caracteristicas aceite  extraido
enzimdticamente

Al final del estudio se extrajo aceite de 25 g de harina bajo
los parametros de operacion siguientes: 18 U gl 40 °C, 50
rpm y pH 6.0. El aceite obtenido mediante extraccion

quimicas  del
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enzimatica se analizo para las siguientes variables: humedad

y materia volatil (método Ca 2b-38 de AOCS, 1989), indice 30 T

de acidez (método NMX-F-101-1987), indice de ab 2

saponificacion (método NMX-F-174-S-1981), indice de
yodo (método NMX-F-152-S-1981), fosforo (método Ca 12-
55 de AOCS, 1989) y punto de fusion (método NMX-F-115-
1987). Todas las determinaciones se compararon con el
aceite extraido por el método Soxhlet.

2.9. Analisis de datos

Los datos de la variable eficiencia de extraccion se
procesaron por andlisis de varianza en cada uno de los
experimentos para comparar los tratamientos y donde se
encontraron diferencias estadisticamente significativas se
compararon las medias por el método de Tukey (a0 = 0.05).
Para ello se utilizo el programa XLStat© version 2015. Los
datos de las caracteristicas quimicas de los aceites se
presentan con medidas de tendencia central y de dispersion.

3. Resultados y discusion

3.1. Actividad enzimatica

Los extractos de tallo y hoja de B. pinguin no exhibieron
actividad proteolitica bajo las condiciones ensayadas,
mientras que los extractos de frutos maduros presentaron un
promedio de 2.1 + 0.26 pkat mL™'. Por su parte, la actividad
enzimatica de la PPP fue de 13.9 £ 0.95 pkat g

Estos resultados difieren de lo reportado por Pérez et al.
(2006), quienes encontraron que la mayor actividad
proteolitica en la bromelia Hohenbergia penduliflora esta en
los extractos acuosos de los tallos (10 veces mayor que en las
hojas). Una tendencia de actividad similar de la proteasa de
la pifia comestible fue reportada por Vicente et al. (2016),
quienes mencionan que el 80 % de la actividad de bromelaina
se encuentra en el tallo y concentraciones mucho menores se
encuentran en las hojas, el fruto y la corona.

3.2. Efecto de la concentracion de enzima

La eficiencia de extraccion del aceite a partir de harina de J.
curcas dependi6 de la concentracion de enzima. El
tratamiento de 8 U de proteasa tuvo eficiencia de extraccion
de 17.6 %, mientras que los tratamientos de 18 Uy 20 U
tuvieron 24.2 %y 26.1 %, respectivamente. La diferencia fue
significativa (P <0.01) (Figura 1).

A partir del tratamiento de 10 U g'! 1a eficiencia de extraccion
se mantuvo casi constante, esto puede deberse a que en
presencia de alta cantidad de proteasas el sitio activo no
puede ser expuesto a los sustratos debido a que muchas
moléculas de la enzima se agregan unas con otras, como
ocurre con las lipasas (Liou et al., 1998). Se ha reportado que
el aumento en la concentracion de enzima puede causar la
disminucion de la eficiencia de extraccion, como lo
reportaron Patil y Singh (2017), quienes evaluaron la
extraccion de aceite de canola utilizando una mezcla
comercial de enzimas hidroliticas, encontrando un
rendimiento maximo al 4 % de concentracion con
disminucion al incrementar a 6 %.

25 1+ ab ab a
b ab

20 +

10 +

Eficiencia de extraccion (%)
9
}

8 10 12 14 16 18 20
Proteasa (U g'! harina)

Figura 1. Efecto de la concentraciéon de enzima proteolitica de
Bromelia pinguin sobre la eficiencia de extraccion de aceite de
harina de Jatropha curcas. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre las medias (Tukey o = 0.05).

3.3. Efecto de la temperatura

Se encontré que bajo las condiciones ensayadas la eficiencia
de extraccion del aceite dependid de la temperatura, siendo
las més alta por encima de 30 % presentandose en el rango
de 30 °C a 45 °C, mientras que la actividad decae
notoriamente (por debajo de 10 %) a partir de 50 °C (Figura
2).

40
35 +
30 +
25 +
20 4
15 +
10 +

Eficiencia de extraccion (%)

5
0 T T T T T T T T )
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Temperatura (°C)
Figura 2. Efecto de la temperatura sobre la eficiencia de extraccion
de aceite de harina de Jatropha curcas. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre las medias (Tukey o
=0.05).

Estos resultados coinciden con lo reportado por Sharma et al.
(2002), quienes emplearon enzimas comerciales para la
extraccion de aceite de cacahuate, obteniendo el mayor
rendimiento de aceite a 40 °C. Los datos muestran que las
proteasas de B. pinguin no toleran temperaturas
relativamente altas, probablemente debido a
desnaturalizacion de su estructura terciaria o cuaternaria
(Badui-Dergal, 2006), si se compara con otras enzimas
hidrolasas que mantienen su actividad a temperaturas
superiores a 50 °C.
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3.4. Efecto de la agitacion

El andlisis de varianza mostro diferencias significativas en la
eficiencia de extraccion de aceite entre los cuatro
tratamientos de agitacion (P < 0.0001). El tratamiento de
velocidad de agitacion mas eficiente, bajo las condiciones de
este estudio, fue el de 50 rpm (31.1 %), mientras que la media
mas baja fue la del tratamiento sin agitacion (1.3 %) (Figura
3).

Eficiencia de extraccion (%)

0 T T T )
0 25 50 75 100

Velocidad de agitacion (rpm)
Figura 3. Efecto de la agitacion sobre la eficiencia de extraccion de
aceite de harina de Jatropha curcas. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre las medias (Tukey o
=0.05).

La velocidad de agitacion permite encontrar el punto donde
se optimiza el contacto entre el sustrato y el sitio activo, ya
sea por la solubilizacion de sustratos o por mantener en
suspension los componentes de la mezcla (Badui-Dergal,
2006). En el caso estudiado aqui se encontr6 que a 50 rpm se
obtuvo la mayor eficiencia de extraccion de aceite y que se
mantuvo en valores similares a velocidades mayores, este
resultado se encuentra por debajo a lo reportado por Mussatto
et al. (2008), quienes evaluaron el efecto de la velocidad de
agitacion, carga de enzima y la concentracion de sustrato en
la hidrdlisis enzimatica de la celulosa del bagazo de cerveza,
encontrando la mayor eficiencia a 100 rpm. Por otro lado,
estudios reportados por Kumari et al. (2009), quienes
trabajaron con la transesterificacion enzimatica del aceite de
Jatropha demostraron que la velocidad Optima para la
reaccion de transesterificacion fue 200 rpm. La baja
velocidad de agitacion requerida para la extraccion de aceite
de harina de J. curcas por medio del extracto acuoso de B.
pinguin puede deberse a la baja densidad de 1a materia prima,
lo cual permiti6 mantener la suspension con facilidad.

3.5. Efecto del pH

A diferencia de los experimentos anteriores, el efecto del pH
present6 un comportamiento irregular (Figura 4). El analisis
de varianza evidenci6 diferencias entre los tratamientos de
pH (P < 0.0001). Los picos de maxima eficiencia de
extraccion se presentaron a los pH 4.0 (32.1 %) y pH 6.0
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(31.1 %), seguidos de un pico de menor intensidad entre los
pH 10.0 y 11.0 (aproximadamente 27 %).

35 1
30 +
25 +
20 +
15 +

10 +

Eficienca de extraccion (%)

0 — 77— T—T— T

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 4. Efecto del pH sobre la eficiencia de extraccion de aceite
de harina de Jatropha curcas. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre las medias (Tukey o = 0.05).

La explicacion mas factible del fendmeno observado es que
el extracto de B. pinguin contenga varias enzimas
proteoliticas y no una sola, cada una con pl y pH 6ptimo
distintos. Heinicke y Gortner (1957) encontraron que los
extractos de la pifia comestible (4dnanas comosus) presenta
varios picos de actividad proteolitica en un gradiente de pH,
con al menos tres picos a pH 4.0, 5.5 y 8.0. En este sentido,
el estudio de Payrol et al. (2005) con la PPP de B. pinguin
encontrd que el rango pH 6ptimo va de 7.2 a 8.8, aunque a la
vez encontraron, mediante zimogramas, que la PPP esta
compuesta por varios componentes proteoliticos con pl entre
4.6 y 8.1. Considerando los resultados de los experimentos
de concentracion de enzima, temperatura, agitacion y pH, la
eficiencia de extraccion de aceite de J. curcas utilizando
proteasas de B. pinguin alin requiere optimizarse, ya que los
valores méaximos se ubicaron entre 31.1 % y 32.1 %, lo cual
concuerda con el estudio realizado por Martinez-Herrera et
al. (2016), quienes evaluaron el rendimiento de extraccion de
aceite de J. curcas mediada por proteasas de B.
hemisphaerica fue del 32 % por 6 h a 40 rpm y 45 °C.

3.6. Caracteristicas del aceite extraido enzimaticamente

Como puede verse en el Cuadro 1, las variables quimicas
indice de saponificacion, indice de yodo y contenido de
fosforo fueron estadisticamente similares entre los aceites
extraidos (P <0.058; P <0.238; P < 0.060, respectivamente).
Sin embargo, el contenido de humedad del aceite extraido
con proteasas de B. pinguin fue menor (1.17 %) al extraido
por el método de Soxhlet (2.79 %); el analisis de varianza
mostré diferencias estadisticamente significativas entre
ambos tratamientos (P < 0.007). Asi mismo, la variable
indice de acidez fue estadisticamente distinta entre los aceites
evaluados (P < 0.003), presentando mayor acidez el aceite
extraido enzimaticamente (13.23 %) que el aceite extraido
con solvente (10.49 %). También se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre métodos de extraccion
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en la variable punto de fusion (p < 0.009), dado que el aceite
extraido enzimaticamente presentd mayor punto de fusion
(9.33 ° C) que el aceite extraido con hexano (3.33 ° C).

Los aceites difirieron en contenido de humedad, lo cual pudo
deberse a que el método gravimétrico no determina
solamente agua, sino toda la materia volatil, existiendo la
posibilidad de que en el aceite extraido por el método de
Soxhlet hayan quedado residuos de hexano. Los resultados
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concuerdan con los estudios realizados por Lafont et al.
(2011), quienes trabajaron con la extraccion y caracterizacion
fisicoquimica del aceite de la semilla de marafion
(Anacardium occidentale) encontrando mayor porcentaje de
humedad en el aceite extraido por el método Soxhlet en
comparacion con el extraido por prensado.

Cuadro 1. Caracteristicas quimicas del aceite de J. curcas extraido por proteasas de B. pinguin comparado con el

aceite extraido por el método Soxhlet.

Método de Humedad Indice de Indice de Indice de yodo Fésforo Punto de
extraccion (%) Acidez (%) saponificacion (mg (mgIgh) (mg P kg') fusion (°C)
KOH g)
Soxhlet 2.79 A 10.49 B 175.74 A 59.88 A 51.79 A 333B
Enzimatico 1.17B 1323 A 189.32 A 66.03 A 59.44 A 933 A

Letras distintas sobre cada una de las determinaciones indican diferencia estadisticamente significativa entre las medias (Tukey a =

0.05).

Respecto al mayor indice de acidez del aceite extraido con
proteasas de B. pinguin, es posible que durante el proceso de
extraccion hayan quedado trazas del jugo de B. pinguin (el
cual tiene alta acidez, pH 4.0) en el aceite aumentando la
acidez. Estos resultados son similares a lo reportado por
Rojas 'y Burbano (2011), quienes emplearon un
pretratamiento enzimatico seguido de extracciéon con
solvente de aceite de la semilla del mango (Mangifera
indica), encontrando mayor indice de acidez cuando se hizo
pretratamiento con las enzimas comerciales Crystalzyme®
en comparacion con el control sin pretratamiento.

El aceite extraido con proteasas de B. pinguin presentd mayor
punto de fusion (9.3 °C) comparado con el aceite extraido con
hexano, lo cual pudo deberse a que la inter-esterificacion de
los é&cidos grasos, como se ha observado en otros aceites.

4. Conclusion

Los extractos acuosos de tallo y hoja de B. pinguin no poseen
actividad proteolitica, mientras que los extractos de frutos
presentaron 2.1 £ 0.26 pkat mL! y la PPP tuvo 13.9 & 0.95
pkat g'!. La eficiencia de extraccion del aceite de la harina de
J. curcas fue mayor cuando los parametros de operacion
fueron: 10 o mas U g! de harina, 30 °C a 45 °C, velocidad de
agitacion 50 rpm, pH de 4.0 y 6.0. Las propiedades
fisicoquimicas del aceite de J. curcas extraido
enzimaticamente fueron similares al del aceite extraido con
hexano, excepto en el indice de acidez y punto de fusion.
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