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RESUMEN

Tratamiento enzimatico en la extraccion de aceite y
obtencion de antioxidantes a partir de semilla de ona-
gra, Oenothera biennis, por prensado en frio.

Se espera que el tratamiento enzimatico, previo al pren-
sado en frio, de la semilla de Oenothera biennis, mejore el
rendimiento de extraccion de aceite y la cantidad de antioxi-
dantes extraidos de la harina residual. De una serie de cua-
tro preparados enzimaticos comerciales, se selecciona el
mas adecuado, el cual es evaluado bajo distintas condicio-
nes de incubacioén: razones enzima/sustrato, tiempo, hume-
dad y temperatura. El rendimiento aumenta un 12 % cuando
se realiza un doble prensado sobre la semilla tratada con
una mezcla enzimatica formulada con Ultrazym 100G y Ce-
llubrix en razén 1:1, concentracién enzima/sustrato del 2 %
p/p (base humeda), durante 15 horas de incubacion a 45 °C
y 40 % de humedad. La harina residual desgrasada aumen-
ta su contenido de antioxidantes desde 250 a 276 mg de fe-
noles expresados en catequina y el extracto mejora su acti-
vidad antioxidante desde 1463 a 1558 mg de trolox por gr de
harina.

PALABRAS-CLAVE: Aceite de Oenothera biennis - An-
tioxidante enzimadtico - Extraccion de aceite - Onagra - Poli-
fenoles.

SUMMARY

Enzymatic treatment on oil extraction and antioxidant
recuperation from Oenothera biennis by cold pressing.

The aim of this work was to improve the yield in evening
primrose oil extraction and the antioxidant potential of the
residual meal using an enzyme assisted extraction process
with cold pressing. Among four commercial enzymes, a
mixture of two of them was selected in order to evaluate the
effect of enzyme-substrate ratio, temperature, moisture and
period of time of the enzymatic pretreatment on the extracted
oil. The oil yield increased by 12% when the seeds were
pretreated with 2% enzyme-substrate ratio of a mixture of
100G Ultrazym and Cellubrix (1:1) for 15 h at 40°C and 40%
moisture. The defatted meal obtained from the enzyme aided
process enhanced its phenol content and improved its
potential antioxidant activity in comparison to the control
from 250 to 276 mg of phenols/g of meal and from 1463 to
1558 mg of trolox/g of meal respectively.

KEY-WORDS: Antioxidants - Enzymes - Evening
primrose - Oenothera biennis oil - Oil extraction - Polyphenol.
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1. INTRODUCCION

La onagra, primula o hierba del asno (Oeno-
thera biennis) es una planta bianual originaria del
norte de América y extendida en la actualidad en
distintas partes del mundo. La semilla de la onagra
contiene alrededor de un 15% de proteinas, 24%
de aceite y un 43% de celulosa mas lignina (Hud-
son, 1984). El principal producto obtenido de ésta
semilla es el aceite, el cual es muy rico en acidos
grasos esenciales con un 65 a 80% de linoleico y
7 a 14% de gamma linolénico (Hudson, 1984), los
cuales desempefan un papel muy importante en la
regulacion metabdlica del organismo y son precur-
sores de diversos mediadores celulares e interce-
lulares.

Las técnicas mas utilizadas a nivel industrial de
extraccion de aceites de semillas son las que apli-
can solventes organicos, principalmente hexano, y
el prensado. El primero es el mas eficiente, sin em-
bargo, los solventes organicos utilizados son toxi-
cos e inflamables, es de alto costo energético y la
desolventizacidon dana la calidad de la harina resi-
dual. Para preservar la calidad de los principios
bioactivos del aceite y la harina residual, tales co-
mo acidos grasos polinsaturados y antioxidantes,
es conveniente una técnica de extraccion suave co-
mo el prensado en frio, sin embargo este ultimo
presenta bajos rendimientos (Hoffmann, 1989; Nor-
ris, 1982).

El tratamiento con enzimas que hidrolicen los
envoltorios celulares de la semilla causaria menor
resistencia al prensado, facilitdndose la liberacién
del aceite desde las vacuolas intracelulares, esto ha
sido demostrado en procesos de extraccion por
prensado en frio de aceite de: avellana chilena
(Santamaria et al., 2003; Zuhiga et al., 2003), rosa
mosqueta (Chamy et al., 2001; Concha et al., 2003),
pipa de uva (Guerra et al., 2003) y borraja (Soto et
al.,, 2004) mejorandose en todos estos casos el
aceite extraido. En estos estudios, los autores con-
cuerdan que: el éxito de la aplicacién de enzimas,
en el proceso extractivo, depende de cada materia
prima (Soto et al., 2004; Zuhiga et al., 2003), no
existiendo antecedentes sobre la extraccion de
aceite de Oenothera biennis, a pesar de la impor-
tancia nutraceutica y comercial de este producto.
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La harina residual desgrasada es un producto
subvalorado y en muchos casos considerados co-
mo un desperdicio industrial, por lo cual la presen-
cia de compuestos bioactivos en estas harinas es
cada vez mas relevante, algunos de estos residuos
podrian ser aplicados en la industria alimenticia o
farmacéutica como fuente de extractos con propie-
dades antioxidantes. Se ha visto que en las fraccio-
nes externas de los vegetales se presenta el mayor
contenido de polifenoles con actividad antioxidante
(Cruz et al, 2004), el contenido de polifenoles ha si-
do estudiado en los residuos sdlidos desgrasados
de ocho oleaginosas distintas (Méatthaus, 2002). En
harinas desgrasadas de rosa mosqueta y avellana
chilena existe una gran variedad de compuestos fe-
nolicos (Moure et al., 2001), la existencia de antio-
xidantes también se ha determinado en harina des-
grasada de onagra (Balasinska et al., 1998;
Wettasinghe et al., 1999).

La accion de enzimas hidroliticas sobre las pare-
des celulares de la semilla, puede provocar una me-
jora en la extraccion de compuestos fendlicos con
actividad antioxidante, el uso de celulasas y pectina-
sas mejora la extraccion de polifenoles desde orujo
de uvas (Meyer et al., 1998) y orujo de grosella ne-
gra (Landbo y Meyer, 2001). Tobar et al., 2005 en-
cuentran que el tratamiento enzimatico en la extrac-
cion de aceite de pepa de uva por prensado en frio,
afecta el contenido de compuestos fendlicos en los
extractos obtenidos desde la harina desgrasada re-
sidual, el que dependiendo de las condiciones de
extraccion puede aumentar en hasta cuatro veces
en comparacion con el control sin enzima.

Se estudia el efecto de la incorporacion de un
tratamiento enzimatico y sus condiciones de hidré-
lisis en el proceso de extraccion de aceite y en el
contenido de compuestos fendlicos y su actividad
antioxidante de la harina desgrasada residual.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materia prima

Las Semillas de onagra (Oenothera biennis) son
proporcionadas por la empresa “Loncopan S. A.,
Quilicura, Regidon Metropolitana, Chile. Composi-
cion proximal de las semillas es 18% de aceite;
15,6% de proteinas; 8,6% de cenizas; 48,9% de fi-
bra cruda y 5,4% de humedad.

2.2. Enzimas

Las enzimas usadas son Ultrazym 100G, Cellu-
brix y Pectinex Ultra SP de Novozyme A/S; Madrid,
Espafa y Maxoliva de DSM Food Specialties, apor-
tada por FH Engel, Santiago, Chile.

2.3. Extraccion por prensado

El proceso de extraccion de aceite por prensado
en frio es descrito por (Soto et al, 2004). En éste, la
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semilla sin impurezas se muele hasta alcanzar un
tamafo homogéneo < 1,4 mm. Las muestras (15 g)
se tratan térmicamente a 100 °C por 20 minutos
con el fin de inactivar la actividad enzimatica endé-
gena. Luego se realiza el prensado en una prensa
manual hidraulica (Carver Press, Wabash, IN,
EEUU) bajo condiciones de presién (44,1 MPa) y
tiempo (45 min) y humedad de la muestra a pren-
sar del 10 %, las cuales son seleccionadas de mo-
do de alcanzar la mayor extraccion de aceite dentro
del rango de aplicacion del equipo. El rendimiento
de extraccion de aceite se calcula midiendo el con-
tenido en aceite de la harina inicial y residual res-
pectivamente.

2.4. Extraccion por prensado asistido con
enzimas

Al protocolo anterior se le incorpora un trata-
miento enzimatico previo al prensado. Luego de la
inactivacion térmica se adiciona agua con la enzi-
ma disuelta, de modo de alcanzar la composicién
enzimatica y la humedad en estudio. Las muestras
se incuban a la temperatura de estudio por el tiem-
po de hidrdlisis analizado, luego la reaccion se de-
tiene a 80 °C por 15 min, y luego por secado a
vacio a 50 °C la humedad de la muestra se fija en
10 % para el prensado. La hidrdlisis enzimatica se
compara con un control que incorpora agua en vez
de catalizador. En el tratamiento enzimatico se eva-
lua el tipo de catalizador, concentracién de enzima
entre 1- 5% de razén enzima/sustrato base hume-
da (b.h.), temperatura entre 35 y 55 °C, tiempo de
incubacion entre 3y 18 h, y humedad entre el 20 y
50 %.

Una vez definidas las condiciones de tratamien-
to enzimatico se mide el efecto del tratamiento se-
leccionado sobre la extraccion del aceite durante el
prensado a 44,1 MPa, para ello se consideran ha-
bitos comunmente usados a escala industrial en
extraccion por lotes, como es el doble prensado o
la aplicacion de calor a la muestra previa al pren-
sado. Las muestras tratadas enzimaticamente y
sus controles se someten a: un prensado simple
por 45 min; un doble prensado de 25 y 20 min ca-
da uno; ambos sin y con precalentamiento de
muestra, previo al prensado, a 80 °C por 10 min.

2.5. Métodos analiticos

El contenido en proteinas y ceniza de la semilla
y la harina residual se mide por Kjeldahl y por cal-
cinacién, respectivamente, ambas técnicas descri-
tas en la Association of Official Analytical Che-
mistry (AOAC, 1990). La determinacion de:
celulosa, hemicelulosa y lignina se realiza segun
los procedimientos descritos por Van Soest et al.,
1968, y Van Soest et al, 1991. El contenido en
aceite se determina por Soxhlet segun el procedi-
miento descrito en el Instituto de Normalizacion de
Chile (INN), 1988. El azucar reductor se mide de
acuerdo al procedimiento desarrollado por Miller,
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1959. Los compuestos fendlicos de la harina des-
grasada se extraen de acuerdo a lo descrito por
Wettasinghe et al. (1999). El contenido en com-
puestos fendlicos de las harinas desgrasadas se
mide a 765 nm, mediante la técnica propuesta por
Singleton y Rossi (1965) y la actividad antioxidante
se calcula usando el radical libre DPPH expresan-
dose en concentracion de trolox (Brand, 1995).

2.6. Analisis estadistico

Los datos se procesan por medio del analisis de
varianza = SD (n = 3). ANOVA (Spiegel, 1991), mi-
diendo las diferencias significativas entre grupos,
se considera aceptable un nivel de significancia
menor al 10% (p < 0,1), entre muestras con y sin
tratamiento enzimatico.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 1 muestra el rendimiento de extraccion
de la semilla de onagra bajo un proceso de pren-
sado en frio con pre-tratamiento con distintos pre-
parados enzimaticos comerciales. En ella se obser-
va que leves incrementos en el rendimiento en
comparacioén con el control, un motivo para lo ante-
rior puede ser que las condiciones de hidrdlisis con
50% de humedad implican que ésta se realiza so-
bre un solido humedo en el cual es muy probable
que la enzima sea adsorbida y por ende localizada,
restando homogeneidad al sistema de reaccion, sin
embargo, estos incrementos son inferiores a los ob-
servados en sistemas de reaccion similares sobre
semilla de rosa mosqueta, avellana chilena (Zuhiga
et al., 2003), pipa de uva (Guerra y Zuhiga, 2003),
borraja (Soto et al., 2003), lo cual se debe a las di-
ferencias de la composicién y estructura de la pa-
red celular de la semilla.

De los resultados de la figura 1 se selecciona el
preparado comercial Ultrazym 100G para los estu-
dios posteriores. En la figura 2 se observa que la
temperatura y humedad apropiadas de tratamiento
enzimatico con Ultrazym 100G es de 45 °Cy 40 %
de humedad respectivamente.
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Figura 1
Efecto del tipo preparados enzimatico comercial usado en el
tratamiento enzimatico sobre el aceite de onagra extraido por
prensado en frio .La hidrdlisis se lleva a cabo por 9 h con una
razén Enzima/Sustrato del 1.0% p/p en base humeda, 45°C y
30 % humedad.
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Figura 2
Efecto de la temperatura y humedad del tratamiento enzimatico
con Ultrazym 100G en razén Enzima/Sustrato del 1.0% p/p en
base humeda por 12 h, sobre el rendimiento de extraccion de
aceite onagra por prensado. Efecto de la temperatura se
efectia con 30 % de humedad y efecto de la humedad se
realiza a 45°C, p < 0,1 (n=3).

En la figura 3 se obtiene que el tiempo de reac-
cion mas adecuado es de 15 horas para mejorar la
extraccion del aceite. Dependiendo de la semilla
usada estos valores coinciden o varian de aquellos
reportados Estos resultados varian en relacién a
estudios anteriores realizados en otras semillas
(Tobar et al., 2005; Zuniga et al., 2003).
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Figura 3
Efecto del tiempo de incubacion del tratamiento enzimatico con
Ultrazym 100G en razén Enzima/Sustrato del 1.0% p/p en base
humeda, 45°C y 30 % humedad sobre el rendimiento de
extraccion de aceite de onagra, p < 0,1 (n=3).

La figura 4 muestra el efecto de la razén enzi-
ma/sustrato y del cambio a las condiciones de tem-
peratura, humedad y tiempo de reaccion enzimati-
ca desde las fijadas inicialmente y las previamente
determinadas como las mas adecuadas de trata-
miento enzimatico. Se observa el tratamiento enzi-
matico que se efectua a las condiciones apropiadas
de tratamiento es sensible a la concentracién de
enzima en un rango mas amplio, demostrando que
la accion enzimatica es en este caso limitada por la
concentracion de enzima.

La figura 5 indica que el tratamiento enzimatico
no solo mejora el rendimiento de extraccion de
aceite sino que, ademas, permitiria una disminu-
cién en los tiempos de prensado. Este hecho de-
muestra que el tratamiento enzimatico facilita la li-
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Figura 4
Efecto de la concentracién de Ultrazym 100G y de las

condiciones de incubacion sobre el rendimiento de extraccion
de aceite de onagra por prensado, p < 0,1 (n=3).
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Figura 5
Efecto del tratamiento enzimatico por 15h con Ultrazym 100G
(®) en razén Enzima/Sustrato del 2.0% p/p en base himeda,
45°C y 40 % sobre la cinética de extraccion de aceite de onagra
por prensado, en comparacion con muestras control ().

beracion de aceite al exterior de la semilla. Tam-
bién, se observa en la figura 5 que bajo las condi-
ciones estudiadas, existe un limite en el tiempo de
extraccion y que por sobre este, en ambos casos,
se alcanza el maximo rendimiento de extraccion de
aceite.

La figura 6 muestra que la aplicacién de un do-
ble prensado (DP) y calentamiento previo al pren-
sado de la semilla (Q) puede mejorar aun mas el
rendimiento en la extraccion del aceite. Ambas
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Figura 6
Efecto del tipo de prensado a 44.1MPa sobre el aceite de
onagra extraido, con y sin tratamiento enzimatico. PS:
prensado simple por 45 min; PD: doble prensado por 25y 20
min c/u; Q: muestras precalentadas a 80 °C por 10 min.
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practicas son comunmente aplicadas para mejorar
la extraccion de aceites cosméticos por prensado
hidraulico, y como se observa ambas (DP y Q), por
separado o en conjunto, aumentan el rendimiento
de extraccion en similar magnitud a las muestras
tratadas enzimaticamente como las sin enzima, en
comparacién con el prensado simple (PS), aunque
la sinergia de ambas practicas (DP y Q) aplicadas
conjuntamente es mayor cuando las muestras han
sido previamente hidrolizadas, esto también fue ob-
tenido por Tobar et al. (2005).

En la Tabla 1 se muestra el efecto del tratamien-
to enzimatico sobre la composicion de la harina
desgrasada de onagra. Se observa una disminu-
cion en el contenido de fibra cruda, lo cual es es-
perado debido a que el objetivo del preparado en-
zimatico es la hidrdlisis de los componentes de la
pared celular. Ademas, se observa como se altera
la composicién porcentual de los distintos compo-
nentes de la pared celular por efecto de la accién
enzimatica, el cual ha sido confirmado visualmente.
El azucar reductor es modificado, pues las enzi-
mas, al hidrolizar los distintos componentes de la
pared celular, producen azucares los cuales son
determinados posteriormente. EI aumento de los
azucares reductores indica que hubo hidrdlisis en-
zimatica.

Tabla 1
Efecto del tratamiento enzimatico con Ultrazym
100 G sobre la composicién y actividad
antioxidante de la harina de onagra residual y

desgrasada.
Componente Composicién porcentual (%)’
Sin Enzima Con Enzima
Fibra Cruda 489 2.0 449 1.1
Lignina 274+ 04 412 +07
Hemicelulosa 49+0.5 3.6 +0.6
Celulosa 19.6 + 0.8 8.8 +0.6
Proteina 184 11 20.3+1.0
Azlcar Soluble 0.9=x0.1 24 +0.2
Aceite Remanente 32.1+£0.8 37.7 £ 0.7

mg (X)/ g de muestra

Cantidad Polifenoles 250.5 + 5.8 276.5 + 3.8
(X=D-catequina)
Actividad Antioxidante 1463 + 20 1558 + 21

(X=trolox)

"valores medios (n=3) = desviacion estandar

Como se observa en la tabla 1, tanto el conte-
nido de fenoles como la actividad antioxidante au-
mentan con la adiciéon de un tratamiento enzimati-
co al proceso de extraccién de aceite de onagra.
Esto puede deberse a que la accidén enzimatica ex-
pone los fenoles presentes en la pared celular, fa-
cilitando su posterior extraccion. Esto puede rela-
cionarse con la degradacion de la hemicelulosa,
presente en la pared celular, que contiene &cido
poligalacturdnico en su estructura, el cual posee
actividad antioxidante.
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4. CONCLUSION

La incorporacion de un tratamiento enzimatico al
proceso aumenta el rendimiento de extraccion de
aceite de onagra por prensado en frio, el incremen-
to en el aceite extraido es dependiente de las con-
diciones de tratamiento enzimatico, este incremento
se ve aun mas favorecido con el precalentamiento
de la muestra y el doble prensado. Los resultados
son significativos dentro del la confiabilidad del
90 %. Las mejoras obtenidas con la aplicacion de
enzimas son una alternativa justificable en aceites
de alto valor agregado, como los de uso cosmético
y en medicina preventiva.

El tratamiento enzimatico, mejora el potencial
antioxidante de la harina residual y amplia su po-
tencial nutricional al reducir su contenido en fibras.
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