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RESUMEN

La presente investigacion se llevo acabo en VI etapas, las cuales permiten proponer el
uso de un proceso de Biolixiviacion en semillas de calabacilla loca ya que esta, entre
otros componentes contiene un 7.19% de Celulosa y 5.26% de Lignina, los cuales
favorecen a la aplicacion de enzimas celuloliticas (Celulosa) para llevar acabo la
degradacion de las zonas amorfas de la semilla dejando mas disponibles, el compuesto
de interés (Aceite), mediante la aplicacion de un pH de 4.5 y a una Temperatura de
55°C en un sistema de agitacién constante, valorandose cinco diferentes
concentraciones por once tiempos mediante la formacién de azucares totales (Técnica
del Fenol sulfarico, Dubios, 1956) y azlucares reductores (Técnica del Acido

Dinitrosalicilico, Miller, 1959).

Se establecidé que a una concentracion del 0.05% de enzima por un tiempo de 120 min
son los optimos, llevandose acabo una digestiéon de semilla con las condiciones ya
antes mencionadas para su estudio en dos métodos de extraccion de aceite (Soxhlet y

Prensado).

En la extraccion mediante solventes se aplicaron cinco tiempos, de los cuales a las 4
hrs se obtiene un mayor costo-beneficio ya que tiempos posteriores no reportan niveles
considerablemente diferentes, por lo cual con la aplicacion de este se obtiene un mayor
ahorro de energéticos, mano de obra, compuestos quimicos, etc. asi como la
recuperacion de un aceite de menores niveles de compuestos solubles en aceite como

pigmentos por su poco tiempo de exposicidn al lavado continuo con el solvente.

Xi



El método de prensado resulto ser mas bajo en niveles recuperacién de aceite pero
mas alto en la relacién costo-beneficio por su rapida obtencion y menor aplicacién de
recursos, asi como la obtencién de un aceite de mayores niveles de pureza por el tipo
de proceso, el cual no aplica sustancias que pudiesen dejar residuos toxicos vy
temperaturas altas las cuales son precursoras de la oxidacion del aceite asi como

menores perdidas en el refinado por el bajo arrastre de impurezas.

Finalmente se realizé la caracterizacion del aceite crudo mediante la aplicacién de un
IR, lo cual demostré que los aceites obtenidos mediante los diversos tratamientos,

presentaron como acidos grasos predominantes al oleico y linoléico.

Xii



CAPITULO |

1.- INTRODUCCION

La calabacilla loca (Cucurbita foetidissima) es una planta perene, herbacea, tosca y
aspera al tacto, crece en los meses de abril a octubre en México, puede ocupar
superficies que actualmente no son utilizadas en forma alguna por otros cultivos
tradicionales (maiz, frijol, trigo, etc.) ya que requiere de minima humedad y de suelos no
muy especializados para expresar su maxima produccién, y aqui el estudiar los
componentes principales de este cultivo, en especial sobre el contenido de aceite en
semillas que en estudios anteriores reportan niveles de 33% de este y dentro de los
acidos grasos que lo componen contiene un 63% de acido linoléico componente

principal de los aceites comestibles.

Los frutos secos se encuentran entre los alimentos funcionales disefiados por la
naturaleza, la semilla de la calabacilla loca es una de ellas por su alto contenido en
lipidos insaturados (mono insaturados y poli insaturados) que en los ultimos afios se ha
visto un incremento en el consumo de alimentos de tipo saludable y grasas que en su
composicién contengan acidos grasos que no causen dafos al organismo como los

llamados omegas.

Se realizo una extraccion de aceite de esta semilla por dos métodos (Soxhlet y
Prensado) valorando su rendimiento en volumen y optimizando su liberacion mediante

pre tratamiento con enzimas celuloliticas.

Con esta investigacion se pretende sentar las bases para la mejor extraccion de aceite

mediante semillas de oleaginosas (Calabacilla loca), con métodos comunes



aumentando su recuperacion con actividad enzimatica y beneficiar a las industrias

extractoras de este tipo de productos.

La calabacilla loca se visualiza como una alternativa para solucionar el problema de
importaciones de semillas oleaginosas que van destinadas a la produccion de aceites
crudos y refinados, asi como para darle una importancia agronémica a este cultivo que
en la actualidad se considera como una maleza. Con su explotacion generamos
empleos y cubrimos la falta de produccidon de semillas oleaginosas para la generacion

de aceites.



HIPOTESIS

Es posible obtener aceite a partir de semillas oleaginosas (Cucurbita foetidissima)
mediante procesos mecanicos (prensado), incrementando sus rendimientos mediante

pre tratamientos con enzimas celuloliticas.

OBJETIVO GENERAL

Obtener aceite a partir de la semilla de la calabacilla loca (Cucurbita foetidissima) por el
método de prensado y arrastre con solventes, mejorando los rendimientos de extraccion

mediante pre tratamiento enzimatico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analizar el contenido de fibra (celulosa y lignina).

e Buscar la concentracion y tiempo 6ptimo para la mejor hidrélisis enzimatica.

e Extraer el aceite de la semilla previamente degradada vy sin tratar mediante

arrastre por solventes y comparar rendimientos.

e Extraer el aceite de la semilla previamente degradada vy sin tratar mediante

prensado y comparar rendimientos.

e Realizar analisis IR para la evaluar la pureza del aceite crudo extraido.



CAPITULOII

2.- REVISION DE LITERATURA

2.1.- Caracteristicas generales de la planta

A la calabacilla loca (Cucurbita foetidissima) se le conoce también como “Calabacilla”,
“Calabaza Bufalo”, “Chilacayote”, “calabacilla Amarga o Apestosa”, “Chichicallotli’,
“Ayozotic”, “Calabaza missoury” (Stevenson 1948, Bemis y Whitaker 1969). Al paso de
los afos esta planta fue nombrada de diferentes maneras, en 1817 Cucurbita
foetidissima por Humboldt, Bonpland y Kunth, en 1820 Cucumis perennis por James, en
1825 Cucurbita foetidissima Kunth por Seringe, en 1852 Pepo Foetidissima por Britt, en

ese mismo afio Asa Gray la nombro Cucumis perennis, en 1881 le nombro finalmente

Cucurbita foetidissima Cogniaux, nombre que guarda hasta la actualidad (Bailey 1943).

La tabla 1 presenta la clasificacion taxonémica de la planta (Bemis et al. 1970).

Tabla 1.- Clasificacion taxondmica

Clase Angiosperma
Subclase Dicotiledonea
Orden Cucurbitales
Familia Cucurbitaceae
Tribu Cucurbitineae
Género Cucurbita
Especie Foetidissima




2.2.- Descripcion morfologica

Es una planta perenne, herbacea, tosca y aspera al tacto, crece durante los meses de
abril a octubre (en México), posee numerosos tallos (guias) rastreros de 4-6 m de
longitud estos son débiles, delgados y escabrosos; nacen de una raiz principal
extendiéndose de forma circular, la mayoria de estos produce ramificaciones

secundarias las cuales también producen frutos.

La raiz principal es de gran tamafio por lo que posee gran capacidad de
almacenamiento de reserva; es pivotante, su peso es variable habiéndose reportado
peso en fresco de 72Kg (Dittmer y Talley, en 1964), 45 Kg para una raiz de 3 anos de
crecimiento (Curtis, 1972), 4 a 6 Kg de dos afios de crecimiento (Berry et al. 1978 y
Bemis et al. 1978), sin embargo, Whitaker y Bemis(1975) encontraron una raiz hasta de

30 Kg de la misma edad.

Las hojas son lanceoladas-triangulares de 10 a 13 cm de largo, estas nacen de los
nudos en forma alternada cuyo espaciamiento es de 10 a 20 cm, son de color verde
grisaceo pubescente en el haz y escabrosas en el envés, con peciolos gruesos y

escabrosos; zarcillos gruesos y cortos enrollados sobre tallos y peciolos.

Las flores son monoicas unisexuales (masculinas y femeninas) sobre la misma planta,
gamopeétala de color amarillo anaranjado, de 10 a 12 cm de longitud, emerge
individualmente, la polinizacién entre flores es cruzada, no obstante que estas estan
sobre la misma planta; siendo necesaria la polinizacion para el desarrollo del fruto y

semilla.



Los frutos son redondos y periformes de diferentes tamafos (5-8cm) dependiendo la
estacion de crecimiento y la competencia entre plantas durante el crecimiento (Curtis
1974, Bemis et al 1975 y Scheerens et al 1978), son de color verde con franjas blancas
con pulpa muy filamentosa. Whitaker y Bemis (1975) reportan producciones maxima de
250 frutos por planta: Chavez y Gémez (1978) sefialan rangos de 2-6 frutos por planta a
los dos anos, 46-156 frutos por planta a los tres afios; y Bemis et al. (1978) reporta
medias de 48.3 frutos por planta con un rango de 18-90 frutos a los dos anos. Curtis
(1974) encontr6 rangos de 0-300 frutos por planta para tres cosechas las cuales
corresponden probablemente al primero, segundo y tercero afos de vida de la planta.
El peso de los frutos esta en funcion al tamafo, este por lo general es tricarpelar,

aunque puede presentar hasta 4 a 5 carpelos.

Las semilla son pequefas oblongas-ovaladas de aproximadamente 12 mm de largo y 6-
7 mm de ancho con los margenes obtusos, el numero de semillas por fruto lo reportan
Whitaker y Bemis (1975) encontrando en plantas de dos afios frutos con 300 semillas;
Bemis et al (1978) reportan frutos con 222.5 semillas y un rango 115-300. Para plantas
de tres afios Be-Amir (1968) encontro 292 semillas, y Costa (1972) en planta de 7 afios
reporto 315 semillas y un rango de 173-448. Scheerens et al. (1978) examino colectas
de diferentes localidades y encontré una media de 225 semillas por fruto y un rango de

87-386.

2.3.- Origen y distribucion.
La calabacilla loca posee una amplia distribucion en Norteamérica desde el oeste de los

Estados Unidos hasta el sur de Guanajuato, se puede encontrar de forma silvestre en

cualquier parte del arido mexicano y regiones similares. Bemis et al. (1969) reporta la



siguiente distribucién desde Guanajuato (México), el desierto Chihuahuense, al
Altiplano, Dakota del sur y el suroeste de Estados Unidos(Colorado, Nuevo México y
Arizona) y en el Noroeste y Este del Estado de Sonora y Sur de California. El mismo
autor cita que James (1920) la encontré creciendo desde las inhdspitas tierras que se
encuentran a lo largo de las montafas rocallosas hasta la confluencia de Arkansas y
Boiling Spring Fork hasta los origenes del Rio Colorado. Asi mismo afirma que el
género Cucurbita, es nativo del Continente Americano, y consideran como probable

centro de origen a las regiones tropicales y semitropicales del Sur de México.

2.4.- Potencial Alimenticio y/o Industrial

El uso de la semilla de calabacilla loca para la obtencidn de aceite y proteina se puede

justificar al compararla con otras fuentes de extraccidn de las mismas caracteristicas.

Esta semilla es unicamente superada por la semilla de soya (37.9%) y ajonjoli (41.3%)
en cuanto a proteina y aceite se refiere, las semillas de algodén y girasol tiene una
concentracion de proteina mas baja que la calabacilla loca, por lo tanto esta especie
puede competir por estos rubros, con otras oleaginosas en explotacién actual teniendo
como ventaja que esta planta requiere de minima humedad, de suelos no muy

especializados y de minimos cuidados.

La semilla de la calabacilla loca contiene 61% de acido linoléico; componente principal
de los aceites comestibles y acidos grasos esenciales en la dieta alimenticia tanto por
humanos como por animales. Este porcentaje es superado nada mas por el cartamo
(75%), lo que nuevamente pone de manifiesto tanto el potencial como la calidad que

posee la Calabacilla loca.



Todo lo antes descrito esta basado en la informacion técnico-cientifico generadas por
diversos investigadores (Curtis 1946, 1972, 1973 y 1974; Bemis et al. 1967, 1975, 1977
y 1978; Berry et al. 1974, 1976 y 1978; Bolley et al. 1950, Shahani et al. 1951, Jacks et
al. 1972, Whitaker 1975 y Weber et al. 1976), asi como la obtenida por la Universidad

Auténoma Agraria “Antonio Narro”, (1974-1983).

2.5.- Importancia econémica como cultivo

La demanda de aceites vegetales va en aumento afio con afo, debido a la alta taza de
crecimiento de la poblacion y a la baja produccion de los mismos, de acuerdo a De la
Garza H. (1978) México tiene que producir 20,000 toneladas mas de aceite cada afio
para cubrir las necesidades de consumo, no obstante que la industria aceitera Nacional

ha llegado a ocupar un lugar importante entre las industrias de transformacion.

En el afo 2005 en México se produjeron 1, 193, 989 ton de aceites comestibles entre
crudos y refinados con un valor de 11, 924 mdp y se vendieron 1, 166, 940 ton con un
valor total de 11,705 mdp (Censos econdmicos INEGI, 2005) En la actualidad, los
cultivos de oleaginosa que mas contribuyen en la produccién de aceite en México son;

el cartamo, algodon, ajonjoli, copra, soya y girasol.

Por lo anterior, la Calabacilla loca se vislumbra como una posible alternativa para
solucionar en parte la escasez que se tiene de aceite comestible y de otros productos
alimenticios; esto es en base a sus bondades y cualidades, asi como a su produccién y

calidad de: aceite, proteinas, almidén y a otros usos como forrajes.



La calabacilla loca puede ocupar superficies que actualmente no son utilizadas en
forma alguna por otros cultivos tradicionales (maiz, frijol, trigo, etc.) ya que esta especie
requiere de minima humedad y de suelos no muy especializados para expresar su

maxima produccion. (De la Garza H. 1978).

2.6.- Los principales componentes de las semillas oleaginosas

2.6.1- Los lipidos

La palabra lipidos proviene del griego lipos, que significa “grasa” (Badui, 1996); estos
son compuestos organicos insolubles en agua, pero solubles en solventes tales como
éter, hexano, cloroformo, etc. Tienen grupos hidrocarbonados como parte principal de la

molécula (Zdzislaw E 2003).

Las grasas y los aceites son los principales lipidos que se encuentran en los alimentos
(Duckworth, 1966) contribuyendo a la textura y en general a las propiedades
sensoriales del producto (Badui, 1996). Las principales fuentes de obtencion de estos

son los tejidos animales y semillas de oleaginosas (calabacilla loca) (Quemas, 2003).

Los lipidos se clasifican como “simples” o “complejos” dependiendo del tamano o
detalles estructurales de la molécula. Los lipidos simples incluyen hidrocarburos y
alcoholes, estos son neutrales en cuanto a carga. Los lipidos complejos como los
Fosfolipidos y Glicolipidos pueden tener mas o menos carga y también son referidos

como polares. (Anon. 1997)



Las semillas constituyen la fuente principal de los aceites vegetales comerciales usados
en la industria, el contenido de glicéridos en la semilla no es estandar de una planta a
otra, aunque sean de la misma especie se han llegado a encontrar contenidos menores

al 1% y mayores o iguales a 70%. (Wolff |.A., 1966)

2.6.2.- Los acidos grasos
Los acidos grasos no se encuentran en la naturaleza como tales, estan formando parte

de los triglicéridos, esteres de colesterol y fosfolipidos (Jensen, 1995; Hamosh, 1995).

Los acidos grasos se pueden clasificar de diferentes formas, una de ellas es en funcion
al numero de atomos de carbono que presentan como los acidos grasos de cadena
corta (2-4 carbonos), de cadena media (6-10 carbonos), de cadena larga (12-22
carbonos) y de cadena muy larga (mayor o igual de 24 carbonos) (Agostoni y col 2001).
Otra clasificaciéon es en funcién del numero de dobles enlaces que presenta la cadena,
de esta manera se diferencian entre acidos grasos saturados, cuando no presentan
dobles enlaces, mono insaturados cuando presentan un doble enlace y poli insaturados
cuando presentan mas de un doble enlace (Giovannini y col. 1995: Agostini y col.
2001). Igualmente, en funcion de la posicion del doble enlace se puede distinguir tres
series metabdlicas principales, n-9, n-6 y n-3, también conocidas como w-9, w-6, w-3

(Agostoni y col. 2001).

Los acidos grasos se destacan también por sus implicaciones nutricionales y dietéticas.
El tejido adiposo y los lipidos neutros del tejido muscular constan mayormente de
triglicéridos y en mayor grado de colesterol, esteres de colesterol, monoglicéridos y
diglicéridos. Todos estos compuestos, a excepcién del colesterol, contienen acidos
grasos en su estructura molecular que son de importancia en el metabolismo humano

por su influencia en la salud. Los acidos grasos mas abundantes en el tejido adiposo
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animal (Cerdo) son: oleico (40-50%), palmitico (20-25%), linoléico (10-20%), estearico
(10-15%), y en menor cantidad: palmitoleico (2-4%), linolénico (0.5-1%) y miristico (0.2-
0.3%). (Diaz, 1993).

2.6.2.1.- Acidos grasos saturados.

Los acidos grasos saturados no poseen dobles ligaduras en sus estructuras y estos
varian de C4 a Cy,, siendo los mas comunes el palmitico (Cye) y el estearico (Cqs). El
punto de fusion de los acidos grasos saturados es directamente proporcional al tamafo
de su cadena de atomos de carbono, por lo que los de C4 a Cg son liquidos a
temperatura ambiente (20-25°C), mientras que los de C1o en adelante son soélidos a la

misma temperatura (Badui, 1996).

2.6.2.2.- Acidos grasos insaturados.
Los acidos grasos no saturados poseen dobles ligaduras en sus estructuras, estos

acidos predominan sobre los saturados, todos los acidos no saturados que existen en la
naturaleza son liquidos a temperatura ambiente. Su punto de fusion disminuye a
medida que aumenta su instauracion y su sensibilidad a las reacciones de oxidacion es
mayor cuando mas insaturado sea, cuando esos acidos poseen una sola ligadura se les
nombra monoinsaturados y cuando contienen mas de una se les nombra

poliinsaturados (Badui, 1996).

2.6.3.- Acidos grasos esenciales.
Existen dos acidos grasos poliinsaturadas (AGP) que el cuerpo no puede producir; el

acido linoléico y el acido alfa linolénico, estos se deben obtener de la dieta y se les
conoce como acidos grasos esenciales. Una vez en el cuerpo se pueden convertir en
otros AGP, como el acido araquidonico, acido eicosapentanoico (EPA) y el acido
docosahexanoico (DHA) (Zdzislaw E., Anna K. 2003). En la Figura 1 se muestra las
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estructuras de los acidos grasos esenciales y la posicidbn de los dobles enlaces

formados en animales y vegetales.

Les plantes zon cEpACEs de inserter dobles enlaces  Los enimeles son cepeces de inserter dobles enlaces

l Plentes agqui ] ’ Animeles equi ] =

Acido linoleicn broidos
18:2,n-6 >*grasos

[ Plentes squi ] ’ Animales equi ] esenciales

Hat — — — C0o0H

Areido alfa-linolanico
18:3,n-3

Figura 1. Diagrama de formacién de acidos grasos esenciales en animales y vegetales
(Hemming, 1996)

2.6.3.1.- Acidos grasos Omega 3.
El Omega-3 mas representativo es el acido a-linolénico (Figura 2), descrito como 18:3,

n-3, debido a que posee 18 carbonos, con 3 enlaces, el primero de los cuales (n) se

ubica en el 3° atomo de carbono contando desde el carbono metil terminal.

HyCo — — — COOH
(18:3 w 3; 18:3(n-3); 18 A9, 12, 15)

Acido a-linolénico

Figura 2. Estructura del Acido graso a-linolénico.

El acido graso a-linolénico se puede encontrar en carne de pescado, aceite de linaza y
cereales, formando parte importante de los tejidos corporales, lo mas importante de

este acido graso son los componentes que se derivan de el para mantener un equilibrio
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de los nutrientes que se forman a partir del acido linoléico, el acido eicosapentaenoico

(EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA) (Maggie B. Covington, M.D. 2004).

2.6.3.2.- Acidos grasos Omega 6.
El acido graso mas representativo de la familia Omega-6 en la naturaleza es el linoléico

(Figura 3), cuyo metabolismo dentro de los seres vivos da lugar al acido y-linoléico,

acido araquidonico, entre otros compuestos (Maggie B. Covington, M.D. 2004).

A VNt P G NP2 G N H
e COO
(18:2w6; 18:2(n-6); 18 A9, 12)

Acido linoléico

Figura 3. Estructura del Acido a-linoléico.

El acido graso linoléico se encuentra mas comunmente en verduras, frutas, frutos

secos, cereales y semillas (Maggie B. Covington, M.D. 2004)

2.6.3.3.- Acidos grasos Omega 9.
El acido graso mas representativo de la familia de los Omega 9 es el oleico (Figura 4),

este acido puede ser sintetizado por los mamiferos a partir del acido graso saturado
estearico (C18:0), sin embargo se considera necesario en el organismo. Es el acido

graso mas comun en las grasas naturales (Maggie B. Covington, M.D. 2004).

H,C COOH

(181w9; 18:1(n-9). 18 A7

Acido oleico

Figura 4. Estructura del Acido graso oleico.
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Los acidos grasos no los podemos encontrar en la naturaleza como tales por que estos
forman parte de los triglicéridos, esteres de colesterol y fosfolipidos, se destacan por su
importancia en la nutricion y dieta de los humanos, animales etc. Las fuentes de
obtencién de acidos grasos son dos la animal y vegetal siendo de mas importancia la
vegetal por su alto contenido de acidos grasos no saturados, presentandose en forma
de aceite a temperatura ambiente, su obtencidn se realiza de semillas de oleaginosas
ya que estas en promedio contienen niveles muy altos de aceite por medio de la

aplicacién de cualquier método de extraccion. (Jensen, 1995; Hamosh, 1995)

2.7.- Métodos de extraccion de aceites

2.7.1.- Centrifugacion
Las materias, generalmente tras ser prensadas, se separan por una centrifugadora en

sélidos, aceite y agua. Es el opuesto de la decantacién natural o de reposo (Ramirez,

1998).

2.7.2.- Prensa de expulsor, de tornillo o extrusor.
Es un extractor mecanico continuo, en donde el aceite se exprime de la materia prima

en un solo paso, bajo alta presiéon (Ramirez, 1998).

El expulsor de aceite es un tornillo de alta presidon usada para extraer aceite de semilla
y cascara, como las semillas de algodon, salvado, arroz, calabaza, girasol, etc. Esta
prensa consta de una rosca helicoidal continua o eje de gusano, que gira
conceéntricamente dentro de un cilindro estatico perforado (barril). Al transportarse el
material a lo largo de la longitud del barril, se produce un incremento de la presion que
ocasiona que el aceite sea expelido y drenado a través de pequefos surcos de la jaula.

El material comprimido o desaceitado se descarga en un extremo del barril y el aceite y
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algunos solidos se recogen en la base de la prensa para una posterior clarificacion

(Ramirez, 1998)

2.7.3.- Prensa hidraulica
Un método de extraccion mecanico por lotes. El aceite se extrae de la semilla

oleaginosa comprimida (Ramirez, 1998)

2.7.4.- Presionado frio o fresco
Se utiliza en el prensado mecanico, donde no se aplica un calor adicional al producto

crudo. No es un método practico de extraccidn para todos los aceites vegetales, es
especialmente recomendado como método de extraccion preferido, ya que ayuda al

aceite a mantener su estado original (Ramirez, 1998).

2.7.5.- Solvente
Este es un método de extraccion opuesto al mecanico. La materia prima se empapa y

disuelve en el solvente (hexano) formando una mescla llamada miscela. Esta miscela
se escurre de la torta y, posteriormente, la miscela se calienta a temperaturas elevadas

para eliminar el solvente por medio de su evaporacién (Ramirez, 1998).

2.7.6.- Uso de CO; Supercritico
La extraccion se realiza a 40°C y presiones entre 300 y 500kg/cm?, a un flujo de CO,

del orden de 500 mL/min (Ramirez, 1998).

2.7.7- Biolixiviacion
Es el uso de microorganismos para solubilizar compuestos, de manera que sus

elementos puedan ser extraidos a partir de un material, cuando el agua u otro solvente

son filtrados a través de estos (Ramirez, 1998).
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El uso de enzimas (celulasa), en medios Optimos degrada la pared celular, lo que
facilitaria la extraccion de aceite. Esta enzima actua sobre compuestos insolubles tales
como la celulosa permitiendo la obtencidon de aceite con mayor pureza y calidad.
Mediante la actividad enzimatica se incrementa el rendimiento de extraccién, ya que
existe una degradacién de toda la celulosa en la corteza de la semilla permitiendo la

liberacion de mayor cantidad de aceite a la hora del prensado.

2.8.- Lacelulosa
La celulosa se puede considerar como la molécula organica mas abundante en la

naturaleza, asi como el componente estructural de los tejidos vegetales en la pared
celular. Es un polimero lineal de varios miles de glucosas unidas por enlaces (1—4).
Tiene una estructura lineal o fibrosa, en la cual se establecen multiples puentes de
hidrégeno entre los grupos hidroxilo de distintas cadenas yuxtapuestas, haciéndolas
impenetrables al agua, y originando fibras compactas que constituyen la pared celular

de las células vegetales (Badui 1993, Wiseman 1991).

La configuracion B le permite a la celulosa formar cadenas largas y lineales las cuales
estan wunidad por enlaces hidrogeno intramolecular, formando wuna estructura

supramolecular cristalina y organizada, resistente a la hidrélisis (Eriksson 1985).

En la catalisis una region relativamente pequefa de la enzima entra en contacto directo
con el sustrato y se le conoce como centro activo este comprende las partes de la
estructura proteica implicadas en la uniéon con el sustrato, en la que se compara la

enzima con una cerradura y el sustrato con su llave correspondiente (Belitz, 1992).
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2.8.1.- Hidrdlisis de celulosa
Se puede llevar acabo de manera quimica, utilizando alcalis o acidos, o por via

enzimatica.

La transformacién de la celulosa por via enzimatica implica la accién de un sistema
multienzimatico, el complejo celulasas, constituido basicamente por tres enzimas;
Endoglucanasa, que ataca al azar enlaces [3-1,4-glicosidicos de la cadena de celulosa,
Exoglucanasa actua sobre el extremo no reductor de la cadena dando lugar a unidades
de celobiosa, R-glucosidasa hidroliza especificamente celobiosa para dar lugar a

glucosa (Beldman 1988).

Cuando ya se degradaron las zonas amorfas de la celulosa, tiene lugar la siguiente
etapa donde la region cristalina comienza a ser hidrolizada, como resultado de la accién

de la endogluconasa y exoglucanasa (Beldman 1988).

Finalmente una etapa en la cual se hidroliza la celobiosa a glucosa mediante la accion
de la B- 1, 4 glucosidasa; por que las glucanasas son inhibidas por la celobiosa (figura

5)
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Endo-B-(1,4)-glucanasa

(EC 3.2.1.4)

Celulosa » Celulosa

™~

Exo-B-(1,4)-gluc

lohidrolasa) Endo-f3-
(EC 3.2.1.91) (1,4)-glucanasa
v v
Celobiosa Celobiosa + Glucosa

B-glucosidasa

(EC 3.2.1.21)

Glucosa

Figura 5. Modo de accién de la celulasa en sistema de celulosa — celulasa (Ryu Mandels, 1980,
citados por Wiseman, 1985).

2.8.2.- Métodos de extraccion de complejos enzimaticos a gran escala.

2.8.2.1.- Extraccion por métodos quimicos

2.8.2.1.1.- Alcalis

Se realiza sometiendo a las bacteria a un pH alcalino, entre 11 y 12.5 durante 20 min, el
exito del tratamiento alcalino depende de la estabilidad de la enzima en cuestion a pH

elevados, este método inactiva las proteasas que pudieran existir, a la vez que reduce
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la contaminacion por pirdgenos de la preparaciones de enzima para el uso terapéutico

(Wiseman, 1991).

2.8.2.1.2.- Lisozima y EDTA

La lisozima es una enzima producida comercialmente a partir de clara de huevo de
gallina que cataliza especificamente la hidrdlisis de los enlaces (-1,4-glicosidicos de
los mucopéptidos de las paredes de las células bacterianas. Las bacterias Gram-
positivas, en las que el mucopéptido esta mas extendido por la pared dandole mas
rigidez que a las bacterias Gram-negativas, son mas susceptibles a la lisozima, si no
que hace falta afadir necesariamente el EDTA para producir la liberaciéon de
lipopolisacaridos de la envoltura de la pared, esta técnica raramente se utiliza a gran
escala de las enzimas bacterianas, dando un costo elevado de la Lisozima. (Wiseman,

1991)

2.8.2.1.3.- Detergentes

Los detergentes pueden ser compuestos ionicos, lauril sulfato sodico, anidnico y el
bromuro de cetildietilamonico, y no idnicos como los distintos tipos de Tween y de
Triton. Estas condiciones de fuerza iénica bajan y en un pH apropiado, los detergentes
se combinan con las lipoproteinas formando micelas. Por lo tanto los constituyentes
lipoproteicos de las membranas biolégicas pueden solubilizarse o las membranas

hacerse permeables. (Wiseman, 1991)

Los detergentes idnicos son mas reactivos que los no idnicos y pueden dar lugar a la
disociacion de las lipoproteinas, lo que a su vez produce posteriormente a la

desnaturalizacion, precipitacion y, ocasionalmente, a la hidrélisis de los enlaces

19



peptidicos de las proteinas. Por esta razon los detergentes no son ideales para la

extraccion de enzimas (Wiseman, 1991).

2.8.2.1.4.- Shock por enfriamiento

El efecto del shock por enfriamiento (una reduccién rapida de T° desde la normal de
crecimiento a 0°C) indica que las bacteria Gram-negativas son mas sensibles a este
proceso que las Gram-positivas. Sin embargo para la ruptura celular a gran escala, el
shock por enfriamiento es una técnica dificil de emplear por que existen dos limitaciones
mas importantes impuestas por este método, que el choque frio un efecto muy pequefno

o nulo en las suspensiones celulares. (Wiseman, 1991)

2.8.2.1.5.- Shock osmético

Este método se a utilizado para la extraccion de enzimas hidroliticos y proteinas
ligadoras a partir de bacterias Gram-negativas (Salmonella typhimurium y E. coli). El
método incluye el lavado de las bacterias con una solucion tamponada, para liberarlas
del medio de cultivo y posteriormente su incorporacién en una solucion tamponada de
sacarosa al 20%, en la que se deja que las células alcancen el equilibrio, perdiendo
parte de su agua interna, que se elimina de la superficie por centrifugacion. La pasta de

células obtenidas se dispersa rapidamente en agua a unos 4°C.

El subito aumento de la de la presién osmoética del interior de las células hace que se

produzca la liberacion de algunos constituyentes celulares. (Wiseman, 1991)
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2.8.2.2.- Extraccion por métodos fisicos

2.8.2.2.1.- Sonificacion

El termino ultrasonido se utiliza para designar a los sonidos con frecuencia situadas por
encima del nivel del oido humano. Se ha observado que algunas bacterias son muy
resistentes a la disrupcioén ultrasoénica. La eficiencia de este tratamiento con ultrasonido
depende de varios parametros medioambientales, como el pH, T°, la fuerza idnica del

medio de suspensién y el tiempo de exposicion.

La aplicacion para la disrupcion de cantidades elevadas de bacterias se ve limitada por
la dificultad de transmitir suficiente potencia a grandes volumenes de suspension.

(Wiseman, 1991)

2.8.2.2.2.- Congelacion y descongelacion

Los efectos de congelacidén y descongelacién de microorganismos son similares a los
obtenidos con los shock por enfriamiento y osmético. Ademas del enfriamiento rapido y
de la congelacion del soluto intra y extracelular, la formacion de cristales de hielo intra y
extracelular produce dafio a la célula. La eficiencia de este método en la liberacion de
proteinas en general es limitado, ya que solo se libera del 10% de las proteinas
solubles totales en la operacion, e incluso en la de bacterias Gram-negativas; ademas

puede dar lugar a perdidas de actividad enzimatica. (Wiseman, 1991)
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2.8.2.2.3.- Cizalla solida

La ruptura de la células se debe a las fuerzas de cizalla ejercidas al pasar la pasta a
través del pequefios orificios, aunque también colaboran los cristales de hielo formado
en la pasta congelada. La disrupcion celular mediante cizalla solida es un excelente
método para obtener enzimas y preparaciones de paredes bacterianas. (Wiseman,

1991)

2.8.2.2.4.- Cizalla liquida

En el sistema de cizalla liquida para la disrupcion de cloroplastos, la suspension se
hace pasar a través de una valvula de aguja a presiones de hasta 137 MPa, con un flujo
de hasta 10 ml/min. La temperatura de salida se mantiene en torno a 15°C con CO, vy
el aparato tiene una capacidad de procesado de bacterias equivalente a 300 mg de

proteina. (Wiseman, 1999)
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CAPIiTULO IlI

3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Localizacion.

El desarrollo de este trabajo se realizo en las instalaciones de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro en el Departamento de Nutricion y Alimentos de la misma,
ubicada en la ex-hacienda de Buenavista, asi como en la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila ubicadas en la ciudad de Saltillo

Coahuila México.

La semilla se obtuvo de un proyecto anterior (Calvo 2003) realizado en la UAAAN, el

cual le quito olor, sabor y algunos compuestos téxicos como las saponinas.

3.2.- Determinacion de celulosa y lignina.

En esta etapa se realizaron una pruebas de contenido (%) de fibra (celulosa y lignina)

mediante el método de Van soest, 1968 (Figura 6).

Figura 6. Determinacion de celulosa y lignina en muestra de calabacilla loca.
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3.3.- Determinacion del tiempo 6ptimo de digestion enzimatica

Se procedid a la aplicacion de un proceso de digestion enzimatica (Figura 7),
empleando una celulasa para dicho proceso, en un medio acuoso (buffer de acetatos)
con un pH de 4.5 y una temperatura de 55°C en agitacién constante, evaluando cinco
concentraciones de enzima 0%, 0.5%, 0.10%, 0.15%, 0.20% en relacion (p/p) con 2g
de muestra de semilla de calabacilla loca en once tiempos 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
180, 240, 300,360 minutos valorandose mediante la formacién de azucares totales
(Técnica del Fenol sulftrico, Dubois, 1956) y azlcares reductores (Técnica del Acido

Dinitrosalicilico, Miller, 1959).

Figura 7. Determinacion de azucares.

3.4.- Digestion de la muestra

Se realizo la molienda de la muestra mecanicamente, tomandose 10 g de muestra de
calabacilla loca en un matraz de 500 ml adicionandole una cantidad determinada de
buffer en donde la muestra pudiera estar totalmente suspendida, agregando 1ml por
cada 2 g de muestra, sometiéndola a un bafio maria por 120 min, tiempo de mayor
hidrolisis enzimatica, posteriormente se filtro por 12 h y se introdujo a una estufa

desecadora por 24 h (Figura 8).
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Figura 8. Degradacion de la semilla por actividad celulolitica.

3.5.- Métodos de extraccion de aceite

En esta etapa se experimento con dos diferentes métodos de extraccion (Soxhlet y
Prensado) en ellos valorandose dos diferentes muestras (Con tratamiento enzimatico y

Sin tratamiento enzimatico).

3. 5.1- Extraccion de grasa por método Soxhlet.

En esta etapa se determino grasa por el método impuesto por la A.O.A.C, (1990),
reduciendo la semilla a un tamafo de particula de 2 mm en un molino Willey con una
malla de descarga de 2 mm, donde se valoraron dos muestras (semilla sin tratamiento y
semilla con tratamiento) por ftriplicado tomandose 2 g de muestra en ambas y
sometiéndolas al método Soxhlet con 250 ml de hexano a diferentes tiempos 4, 6, 8, 10,

12 hrs que la totalidad de las muestras fueron de 30 (Figura 9).
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Figura 9. Extraccién de grasa por método Soxhlet.

3.5.2.-. Extraccion de grasa por método de prensado

En esta etapa se determina la cantidad de grasa por un método de prensado hidraulico
(Figura 10) aplicando una presion de 30,000lb de fuerza con un prensa Enerpoc de
modelo puji401B en tres tiempos de 3 ség. en dos muestras distintas (semilla sin
tratamiento y semilla con tratamiento) en donde previamente se redujo la particula a 2
mm por un molino Willey, los resultados se obtuvieron por diferencias de peso (peso
inicial — peso final) en donde se colocaron 3 g de muestra en una plancha de acero
protegida por un capa de cartdn el cual absorbia el aceite en su totalidad dejando al

descubierto la muestra sin contenido de grasa la cual se recuperaba para evaluacion.

Figura 10. Extraccion de aceite por el método de prensado.
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3.6.- Analisis de IR

Después de haber realizado la extraccion de aceite crudo (Figura 11), se sometié a un

analisis IR con un espectrometro FT-IR Nicolet 550.

Figura 11. Muestras estudiadas en IR
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CAPITULO IV

4.- RESULTADOS

4.1.- Determinacion de celulosa y lignina

Derivado del procedimiento descrito en el capitulo anterior se obtuvieron los siguientes

resultados para la cuantificacion de celulosa y lignina en esta prueba (Tabla 2)

Tabla 2. Contenido de celulosa y lignina en las semillas de calabacilla loca.
CELULOSA LIGNINA

7.19% 5.26%

Con los datos anteriores es posible establecer que las celulasas, son las enzimas
adecuadas para degradar el pericarpio de las semillas en estudio, facilitando la

obtencion del componente de interés (aceite).

4.2.- Determinacion de la concentracién y tiempo 6ptimo de digestion enzimatica.

Una vez concluida la etapa anterior, se realizé un analisis estadistico consistente en
una prueba de Tukey (p<0.05), por medio de la cual se dedujo que no existe una
diferencia significativa entre las concentraciones de enzima a 0.05%, 0.15% y 0.20%

(anexo 1), las cuales presentaron casi la misma velocidad de reaccion (Figura 12).
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Figura 12. Velocidades iniciales de reaccion (Vo).

De lo anterior se sugiere el uso de la concentracién al 0.05% de enzima ya que esto
representa un ahorro de 2/3, con la misma eficiencia, representando una buena opcién
ya que estudios similares realizados por Guerra, Zuiiga (2003), reportan
concentraciones de hasta el 2% a fin de lograr resultados similares a los aqui
expuestos, permitiendo citar que esta celulasa es efectiva por que en menores
concentraciones obtenemos igual de beneficios, lo cual representa un buen ahorro de

tipo econdémico.

La grafica 13 expresa que el tiempo de 120min es el 6ptimo para un mejor costo-
beneficio ya que presenta diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), con
respecto a los 90, 45, 30, 15 y 0 min. de contacto, no asi con los posteriores de 180,
240, 300, 360 min., por lo que la aplicacion del mismo implica obtener la misma
eficiencia que con tiempos mayores obteniendo un ahorro considerable de recurso. Lo
anterior es similar a lo reportado por Guerra, Zufiga (2003), quienes realizan una
digestion enzimatica para facilitar la extraccion de aceite de pipa de uva por un método

de prensado en frio en un tiempo 6ptimo de degradacion de 3hrs.
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Figura 13. Concentracion de azucares a travez del tiempo.

4.3.- Comparacion de rendimientos en para la extraccién con y sin pre tratamiento

por método Soxhlet.

Los datos obtenidos de la metodologia correspondiente se analizaron con una prueba
de Tukey (p<0.05), evaluando el porcentaje de aceite obtenido en funcion a tiempo y
tipo de muestra (Con enzima y sin enzima). Los resultados del estadistico indican que el
mejor tiempo fue de 12 h (Figura 14); sin embargo, es a las 4 horas de extraccion con
muestra pretratada cuando se obtiene un mayor beneficio-costo ya que existe una
minima diferencia entre estos dos tiempos y el menor por consiguiente, a gran escala,

representa un ahorro importante de recursos econdmicos.
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Figura 14. Prueba de Tukey para extraccion de aceite en funcion al tiempo y tipo de muestra.

Los rendimientos de extraccion de aceite en Soxhlet, sin tratamiento enzimatico en esta
etapa son similares a los reportados por Calvo (2003), y son diferentes
significativamente (p<0.05), de los obtenidos con el mismo procedimiento con pre

tratamiento enzimatico, el cual logra mejores rendimientos (Figura 14).

El aceite recuperado a través de los tiempos presenta diferentes coloraciones en el
caso de las 4h con tratamiento enzimatico contiene un color amarillo muy claro y el de
sin tratamiento es igual pero con un nivel mas obscuro, y posteriormente entre mas
tiempo mas subia su tonalidad, esto debido probablemente al arrastre de compuestos
solubles en aceite como algunos pigmentos lo cual puede mejorar el rendimiento de
extraccion, pero se obtendra un aceite menor pureza el cual al someterse al proceso de

blanqueado, mermara considerablemente sus rendimientos.
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4.4.- Comparacion de rendimientos en para la extracciéon con y sin pre tratamiento

por método de prensado.

En este método los resultados obtenidos la diferencia es estadisticamente significativos
(p<0.05), entre los dos tipos de muestras ya que el rendimientos es mayor en la

muestra con pre tratamiento enzimatico. (Figura 15).

RENDIMIENTOS POR PRENSADO

30
25 27.955%
B 23.184%
E
W]
< 15
w CON
= 10 ENZIMA SIN

ENZIMA

Figura 15. Rendimientos en % con y sin tratamiento enzimatico en la extracion por prensado.
4.5.- Comparacion de rendimientos entre la extraccion con solventes y prensado

pre tratados enzimaticamente.

RENDIMIENTOS POR METODOLOGIA

35
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E PRENSADO CON TRATAMIENTO L4 SOLVENTE & PRENSADOSIN TRATAMIENTO

Figura 16. Comparacién de rendimientos de aceite entre prensado y solventes.
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Las comparaciéon de rendimientos entre las muestras son estadisticamente significativas
(p<0.05), siendo la muestra extraida con solvente la que mayores rendimientos
presentod, 34.426 %, en contraste con el método de prensado donde para la muestra sin
tratamiento enzimatico se obtienen rendimientos del 23.184% y de 27.950% para la
muestra pre digerida, lo que representa perdidas del 27.400% y 13,81%
respectivamente, reduciéndose en casi un 50% las perdidas en este proceso (Figura

16).

Por otro lado el método tradicional mediante solventes (hexano compuesto toxico y
volatil) deja residuos no favorables para la composicion del aceite, ademas, para su
aplicacién se necesita mayor inversion en energéticos, compuestos quimicos, mano de
obra e igualmente para realizar su blanqueado, al contrario del prensado que es un
método mas econdmico y por el cual se obtiene un aceite de mayor propiedades el cual
no fue expuesto a temperaturas elevadas, lo cual favorece a su descomposicion de tipo
oxidativa e hidrolitica (del Castillo, 2006),sin dejar de lado los residuos adquiridos por el
contacto con reactivos quimico, impactando directamente en los rendimientos a la hora
del refinado, como lo muestran los resultados obtenidos en un estudio similar, por Calvo
(2003), el cual reporta una perdida del 58.334% en el refinamiento del aceite de semilla

de calabacilla loca.
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4.6.- Analisis de IR

En esta etapa los aceites obtenidos, de los diversos tratamientos fueron sometidos a un
analisis IR presentado en la Figura 17, del cual es posible citar que los espectros no

son idénticos, pero presentan similitudes en cuanto a la frecuencia de absorcion de los

picos.
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Figura 17. Analisis IR en aceite de la semilla de Calabacilla Loca.

En la Figura 17 es posible apreciar claramente que las muestras con tratamiento de
prensado, con y sin pre tratamiento enzimatico, se sobreponen lo que indica que ambos
aceites comparten en gran medida los mismos grupos funcionales como son COOH,

esqueleto alifatico y numero de dobles enclaces.
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Por otra parte la muestra obtenida mediante el tratamietno de extraccion por solvente
sin predigestion enzimatica presenta notables diferencias en relacién con las otras tres
muestras; lo cual puede deberse a la presencia de otro tipo de compuestos que
pudieron ser arrastrados en el medio extractor junto con el aceite de interes o bien
cambios originados por el proceso térmico al que fue sometido ya que como es
conocido, los lipidos presentan dafos de tipo oxidativo e hidrolitico (del Castillo, 2006),
al ser tratados de esta menera, lo que al momento del refinado dara perdidas en funcién

a los rendimientos.

La region de los 4000 a los 2500 cm-1 es la regidn de vibracion de los enlaces X-H,
donde X se sefala para los enlaces O-H, C-N, N-H. En la Figura 17 se observan unos
pequefos picos asociados a las region 3000-2800 cm-1, los cuales es posible asociar a
enlaces C-H, ya que los acidos grasos tienen un buen numero de enlaces alifaticos de

este tipo.

En el rango de los 1020 a 1105 cm-1 se asocia a la vibracién de enlace de C-O, del
grupo carboxilico o del grupo éster, en los 1160 cm-1 se asocia también al enlace C-O y
es probable que los primeros intervalos se deban a vibraciones tipo flexién y el

siguiente a tipo extension.

En el rango de 1241-1460 cm-1 se asocia a la presencia de fenoles o de compuestos
fendlicos, debido tanto a los enlaces C-O y de manera simultanea al enlace OH de los

aromaticos.

Se aprecia un gran pico que se asocia con los enlaces C=C de los alquenos a los 1637
cm-1, y una pequefia banda a los 2854 y 2924 cm-1 asociadas a CH2 simétrico y CH2

asimétrico.
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La presencia de absorcion en la zona cercana a los 1550 cm-1 para todas las muestras
es indicativo de la presencia del acido oleico que se absorbe a los 1554 cm-1 vy
concuerda con los estudios previos realizados por Calvo 2003, quien menciona haber
este tipo de compuestos presentes en muestras de aceite de calabacilla loca, la
presencia de picos en las zonas asociadas a los dobles enlaces C=C, sugiere la
presencia de acidos grasos insaturados como pudiera ser el linoléico reportado por

Chavez en 1978, al trabajar con aceites de esta fuente.
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CAPIiTULO V

5.- CONCLUSIONES

La semilla de calabacilla loca esta constituida entre otros componentes por fibras, de
las cuales en un 7.19% de celulosa y 5.26% de lignina lo que favorece a la aplicacion
de una enzima celulolitica (celulasa) ya que mediante su metabolismo degradara las

zonas amorfas de la celulosa dejando mas disponible el compuesto de interés.

De las concentraciones y tiempos usados para la determinacion de la mejor hidrdlisis
enzimatica se concluyo que la de mayores beneficios fue la de 0.05% ya que no
presenta diferencias estadisticamente significativa con las posteriores Tukey (p<0.05), y
la aplicacion de esta da como consecuente la misma eficiencia con un ahorro de 2/3

partes de enzima lo que representa mayor rentabilidad.

En cuanto a el tiempo optimo de reaccion se establecio que a los 120 min de
degradacion se obtiene la mayor concentracion de azucares totales, siendo este
estadisticamente significativo Tukey (p<0.05), al compararlo con los de 180, 240, 300 y
360 min. La aplicacién de estos resultados a escalas industriales representa un
considerable ahorro de energéticos, sustancias quimicas lo que se transforma en

utilidad neta para esta.

En cuanto a los métodos de extraccion (Soxhlet y Prensado) se puede concluir que el
de mayores rendimientos fue Soxhlet al obtener un 9.242 % mas, que el método de
prensado y un 10.778% con anterior pretratamiento enzimatico, pero si se observa
desde el punto de vista costo-beneficio el método de prensado es la mejor alternativa
ya que se obtiene un aceite denominado extra virgen por el tipo de proceso, el cual no

permite el contacto con otras sustancias que pudiese dejar residuos toxicos sobre este
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y ademas no aplica temperaturas altas las cuales son precursoras de la oxidacion del
aceite y lo cual impactara directamente en el proceso de refinado por ser un aceite
menos lastimado, por los procesos antes citados, ya que estudios previos muestran
perdidas de hasta 58% durante el proceso de refinado para aceites extraidos mediante

el uso de solventes.

Del analisis IR es posible concluir que los aceites obtenidos mediante los diversos
tratamientos, presentaron como acidos grasos predominantes al oleico y linoléico. Asi
mismo las muestras obtenidas bajo las condiciones de prensado indican un buen grado
de esterificacion y amplia similitud entre ellas, en contraste la muestra obtenida
mediante reflujo con solvente, muestra la existencia de otro tipo de compuestos que
pudieron ser arrastrados por el solvente, ademas del propio aceite, lo cual repercutira

en el rendimiento final del aceite extraido al momento del refinado.

6.- RECOMENDACIONES

Se sugiere trabajar en el proceso de refinado, mediante procesos fisicos Guerra, Zuiiga

(2003), y comparar eficiencias entre los rendimientos una vez concluido este proceso.
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CAPITULO VII

8.- ANEXOS

Anexo 1: Prueba de Tukey para Vo
Concentracion Vo

0.15 A 0.20766667

0.05 A 0.20066667

0.2 A 0.19633333

0.1 B 0.15000000

0 C 10.10800000

Anexo 5: Prueba de Tukey para la determinacién del tiempo optimo de digestion.

Tiempo Concentracién azucares gr/lts
300 A 0.56203474
360 A 0.55789909
120 A |B 0.45326716
180 A |B 0.41397849
240 A |B 0.41397849
60 A |B 0.38585608
45 B 0.33250620
90 B |C ]0.26302730
30 B |C ]0.26095947
15 B |C ]0.25558313
0 C 10.10835401

Anexo 2: Prueba de Tukey en cuestion a tiempo para la extraccion con solvente.

Tiempo h % de aceite
12 A 36.241667
10 A | B | 35.639167
4 B | 35.412500
6 B | 35.170000
8 B | 35.103333

Anexo 3: Prueba de Tukey para rendimiento en extraccion por solvente.

Tipo de % de aceite
muestra
Con A 38.482000
enzima
Sin B [32.544667
enzima
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Anexo 4: Prueba de Tukey para rendimientos en extraccion por prensado.

Tipo de % de aceite
muestra

Con 27.955286
enzima

Sin enzima 23.184347
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