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La calabacilla loca (Cucurbita foetidissima Kunth)
es una planta con amplio potencial de aprovecha-
miento. Se buscd determinar condiciones éptimas
para extraer aceite de sus semillas, se les sometid a
tratamiento previo de degradacién de pared celu-
lar utilizando un hongo celulolitico para incrementar
los rendimientos de aceite durante la extraccion.
El hongo Aspergillus niger, clasificado como GRAS,
fue inducido en carboximetilcelulosa para promo-
ver produccién de celulasas y después inocular un
medio formulado con semilla de calabacilla loca
como Unica fuente de carbono, mds micronutrien-
tes. Se utilizd prensado hidrdulico y método Soxhlet
para la extracciéon. Las mejores condiciones fueron:
pH 7 a 25 °C por 96 h, segun la prueba de Tukey (p <
0.01). Con el método Soxhlet se obtuvo rendimiento
de 34% para la muestra no tratada y 43.76% para la
biolixiviada, y en el prensado fue de 24.44% para la
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muestra no biolixiviada y 27.54% para muestra con

tfratamiento.
ABSTRAC

The buffalo gourd (Cucurbita foetidissima Kunth)
is a plant with a wide potential for use. We sought
fo determine optimal conditions to extract oil from
their seeds, exposing them tfo previous treatment
of cell wall degradation using a cellulolytic fungus
to increase oil yields during extraction. The fungus
Aspergillus niger, classified as GRAS, was induced in
carboxymethylcellulose to promote production of
cellulases and theninoculated a medium formulated
with crazy gourd seed as the sole source of carbon,
plus micronutrients. Hydraulic pressing and Soxhlet
method were used for extraction. The best conditions
were: pH 7 at 25 °C for 96 h, according to the Tukey
test (p < 0.01). With the Soxhlet method, a yield of
34% was obtained for the untreated sample and
43.76% for the biolix spill, and in the press was 24.44%
for the non-biowashed sample and 27.54% for the

sample with treatment.
INTRODUCCION

El uso de aceites comestibles se ha vuelto
indispensable en la vida cotidiana en la preparacioén
de dalimentos, los cuales imparten caracteristicas
importantes relacionadas con su degustacion,
como el sabory textura, tfanto en alimentos naturales
como preparados (Murcia, 2010), por este motivo
tienen gran demanda en el mercado. Los aceites de
semillas constituyen 70% de la produccién mundial
de aceites (Grasso, 2013) y en México su produccion
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requiere de la importacién cada vez mayor de
oleaginosas (SAGARPA, 2015).

La calabacilla loca (C. foetidissima Kunth) (fi-
gura 1) representa una alternativa para la produc-
cién de aceite pues sus semillas son ricas en él, oscila
enfre 25y 42.8% de su peso, se compone principal-
mente de dcidos grasos no saturados como el dcido
linoleico (Granados Sdnchez y Lopez Rios, 1999; Ste-
venson et al., 2007), similar al contenido de aceite
en semillas de otfras cucurbitdceas (Seymen, Uslu,
TUrkmen, Al Juhaimi, & Ozcan, 2016). Ademds, es
una especie silvestre y perenne que crece en forma
natural en zonas dridas y semidridas de México (Lira
Saade, Eguiarte Fruns, & Montes Herndndez, 2009).

Figura 1. Fruto y semillas de calabacilla loca (C. foetidissima
Kunth).
Fotografia tomada de Kleinman (2009).

La extraccién de aceites se realiza mediante
métodos fisicos y quimicos (Da Porto, Porretto, & De-
corti, 2013; Ixtaina et al., 2011); sin embargo, la so-
ciedad actual exige alimentos con mayor calidad.
Dentro de estas exigencias, una de las mds impor-
tantes es la elaboracién de alimentos por procesos
fisicos, donde no intervengan procesos quimicos
qgue puedan afectar la salud del consumidor (Mon-
teiro, Bertazzy Levy, Moreira Claro, Ribeira de Cas-
fro, & Cannon, 2010). Uno de estos campos de in-
vestigacién involucra la biotecnologia aplicada en
alimentos (Kuhad, Gupta, & Singh, 2011), que se ha
desarrollado ampliamente en los Ultimos anos con
la finalidad de optimizar los procesos de transforma-
cion de los mismos (Latif & Anwar, 2011; Sabiha-Ha-
nim, Noor, & Rosma, 2011).
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El objetivo de este estudio fue comprobar que
la tecnologia de biolixiviacion fungica es una alter-
nativa efectiva para aumentar el rendimiento final
en la extraccion de aceite de semillas de calabaci-
lla loca (C. foetidissima Kunth) sin importar el méto-
do de extraccién y con impacto ambiental menor al
de los procesos de obtencién convencionales.

IALES Y METODOS

Para el proceso de biolixiviaciéon se utilizé un hongo
aislado apartirdeunamuestrade agarcontaminado.
Enlainduccién del hongo se empled caldo Czapeck
Dox enrigquecido con sacarosa como Unica fuente
de carbono, ademds de micronutrientes y se incubd
entre 7 y 9 dias a 25 °C. Posteriormente se sustituyd
poco a poco la sacarosa por concentraciones
crecientes de carboximetilcelulosa (CMC) hasta
ser la Unica fuente de carbono e inducir al hongo
a producir celulasas, segun lo referido por Tirado
Gallegos (2005), con modificaciones.

Para la caracterizacion se realizé microcultivo
del hongo con la finalidad de determinar su tipo
y factibilidad de uso. Se caracterizé de acuerdo
con los lineamientos de Barnett y Hunter (1998). La
subespecie se determind de acuerdo con las claves
de identificacién de Aspergillus sp. segin Raper vy
Fennell (1965).

Se establecieron las condiciones optimas de
degradacién de la pared celular, para lo cual se
monitored el contenido de azUcares totales. Esta
etapa se llevd a cabo en medio acuoso con valores
de pHde 3, 5y 7, se sustituyd la sacarosa de manera
gradual por semilla de calabacilla molida a tamano
<1 mm como Unica fuente de carbono, ademds de
micronutrientes. Se prepard un indéculo con 2 x 10¢
esporas/l, al cual se adiciond 1T ml/100 ml de medio
acuoso, con el sistema en agitacién constante. El
conteo de esporas se realizd de acuerdo con lo
reportado por Tirado Gallegos (2005). Las muestras
se mantuvieron en bano Maria a 25°C durante 168
h. Durante el tiempo de incubacion se evaludé cada
24 h el contenido de azUcares totales (DuBois, Gilles,
Hamilton, Rebers, & Smith, 1956) y reductores (Miller,
1959). Se retird el micelio del material ya biolixiviado,
se filtré en tela de lino y se secd en estufa Robertshaw
durante 24 h a 55°C.

Para la obtencidon de la semilla predigerida
se siguid la metodologia que se describidé en el
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punto anterior, mediante las condiciones éptimas
derivadas del andlisis durante este mismo estudio:
PH 7y 96 h de contacto, a fin de obtener suficiente
material paralas etapas posteriores del experimento.
En cuanto ala evaluacién del efecto del tratamiento
biolixiviante en la eficiencia de extraccién de
aceite se utilizd muestra biolixiviada vy sin biolixiviar,
esta Ultima como testigo de referencia. La primera
tecnologia de extraccién fue el método Soxhlet
(Horwitz & Latimer, 2010) con modificaciones: se
utilizaron 250 ml de hexano por cada 2 g de muestra,
tanto para el testigo como para el tfratamiento; el
proceso se llevd a 60 °C en diferentes tiempos (6, 8,
10y 12 h). Para la segunda tecnologia se utilizd una
prensa hidrdulica, en la cual se colocaron muestras
de 2 g a una presidon de 30,000 psi por 3 s en tres
ocasiones consecutivas.

Se obtuvo el espectro infrarrojo del aceite
obtenido utilizando un espectrofotémetro FTIR
modelo Nicolet 550, a fin de descartar la presencia
de componentes ajenos. El diseno experimental
fue al azar, los promedios de rendimiento obtenido
se anadlizaron de acuerdo con la prueba de
comparacién de medias de Tukey (p <0.01), con el
software estadistico JMP 5.0.1.

RESULTADOS

La figura 2 muestra el crecimiento del hongo en
medio con concentracién de 100% de CMC. La
caracterizacién macroscopica y microscdpica hizo
posible la identificaciéon de la cepa como Aspegillus
niger (figura 3).

hongo  Aspergillus
100% de

Figura 2. Cultivo celular del
sp. en un medio con concentfracion de
carboximetilcelulosa (CMC).

Fotografia de los autores.
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Figura 3. Morfologia de Aspergillus sp. A y B) Cabezas conidiales
globosas y esporas en cadena sobre conididforos. C) Célula pie.
Fotografias de los autores.

El proceso de induccién del microorganismo
se llevé a cabo de forma exitosa: la formacion de
azUcares totales y su asimilacién por el hongo en uso
se pueden observar claramente enla figura 4, donde
se aprecian los ciclos de liberacién y asimilaciéon de
estos nutrientes.

Figura 4. Concentracién de azicares totales a pH 3, 5y 7 a 25°C
por 168 h.
Elaboracién propia.

En el sistema de biolixiviacién fungica, con las
semillas molidas como Unica fuente de carbono, la
actividad de A. niger mostrd un comportamiento
diferente entre formacion y asimilacion de azicares
reductores con los valores de pH durante el mismo
tiempo de evaluacion (figura 5).

Figura 5. Concentracién de azUcares reductores apH 3, 5y 7 a
25 °C por 168 h.
Elaboracién propia.
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Se aprecidé asimple vistaun cambio de tonalidad
de color en el material fratado a consecuencia
del tfratamiento de prueba, mediante el uso para
el sistema de las condiciones que demostraron ser
mas efectivas en cuanto a liberacién de azdcares
reductores. Esto también influyé en el color del
aceite crudo, aungue esta caracteristica no fue
evaluada.

Figura 6. Semilla molida de Cucurbita foetidissima Kunth no
tratada (A) y biolixiviada con A. niger por 48 h, 25°C y pH 7 (B).
Fotografia de los autores.

Para la extraccidén de aceite previa a la
biolixiviacion, en la figura 7 se aprecié que el mejor
tiempo de extraccién es a las 12 h; sin embargo, la
diferencia entre las 12, 4 y 6 h no fue significativa (p
<0.01) en cuanto ala cantidad de aceite obtenido,
por lo gque se consideré6 como mejor el de 4 h.

El rendimiento de aceite del material tratado
obtenido a tfravés de ambos métodos de extraccion

Figura 7. Porcentaje de aceite obtenido de semillas de C.
foetidissima Kunth, molidas, sin fratamiento, utilizando el método
Soxhlet.

Elaboracién propia.
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se compard con el testigo sin tratar y se observd
una menor cantidad de aceite para el método de
prensado (figura 8) con respecto al obtenido por
método Soxhlet (figura 9).

Figura 8. Porcentajes de aceite obtenido por método Soxhlet (4
h) de semillas molidas de C. foetidissima Kunth biolixiviadas y sin
biolixiviar.

Elaboracién propia.

Figura 9. Porcentajes de aceite obtenido por método de prensado
de semillas molidas de C. foetidissima Kunth biolixiviadas y sin
biolixiviar.

Elaboracién propia.

Para el andlisis FTIR, el espectro obtenido del
andlisis de la muestra de aceite crudo de semilla de
calabacilla loca se muestra en la figura 10.

DISCUSION

La cepa de hongo andlizada se clasificé como
Aspergillus sp.y se caracterizé con el acronimo GRAS
(generally recognized as secure). La observacion
microscopica permitid una tipificacion mds precisa.
El color presentado en las colonias de Aspergillus
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Figura 10. Espectro IR del aceite crudo extraido de semilla de
calabacilla loca (C. foetidissima Kunth).
Elaboracién propia.

fue negruzco, lo cual permitié identificar la especie
como niger. De acuerdo con Rapery Fennell (1965),
A. niger presenta cabezuelas color negro o café
oscuro y conidiéforos lisos e incoloros o pigmentados
debajo de la vesicula (figura 3).

El proceso de desdoblamiento y asimilaciéon de
los azUcares se debid al metabolismo del hongo ino-
culado, que da lugar a la hidrélisis de los polimeros
de celulosa presentes en la pared celular de las se-
millas en estudio. Deacon (1988) menciona que du-
rante la actividad del hongo se absorben los nutfrien-
tes simples y solubles que se liberan al medio como
resultado de la degradacion de polimeros comple-
jos con enzimas extracelulares, por lo que la sintesis
del complejo celulasa es reprimida por altos niveles
de glucosa u ofro azucar facilmente metabolizable.

Tomando en cuenta los resultados mostrados
en la figura 4 se determind que a pH 7 y 25 °C el hon-
go tiene mejor desarrollo; su comportamiento en el
medio bajo esas condiciones tiende a ser equilibra-
do a partirde las 72 h con un intervalo de 48 h entre
la asimilacion y la formacién de azUcares totales;
por tanto, su actividad celulolitica es mdas eficiente,
al degradar de manera constante la pared celular y
permite mayor liberacién de aceite en el tratamien-
to de extraccién.

Las condiciones que permitieron mejores resul-
tados en la liberacién de azucares totales mostraron
también los mejores resultados para los reductores,
solo que a partir de las 48 h y mostraron un compor-
tamiento constante hasta las 26 h, lo que permite
sugerir que este tiempo de proceso fue el mds ade-
cuado para redlizar la biolixiviacidon en funcion del
costo-beneficio del tratamiento, ya que a pesar de
qgue después se alcanzan mayores niveles de azu-
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cares, no se observaron aumentos significativos en
rendimiento de aceite en tiempos posteriores al in-
dicado. El mayor rendimiento de aceite (p <0.01) se
obtuvo con el tratamiento a pH 7.

En la semilla tratada con biolixiviacién la de-
gradacién de la pared celular permitié que el acei-
te quedara libre. Esto concuerda con los resultados
obtenidos en estudios similares (Herndndez, Monroy,
Herndndez, & De la Garza, 2008; Rosenthal, Pyle, Nir-
vanjan, Gilmour, & Trinca, 2001), donde los rendimien-
tos de producto también aumentaron por un efecto
similar. El mejor tiempo de extraccién de aceite por
el método Soxhlet fue de 4 h, si se considera que no
hubo diferencia significativa (p < 0.01) con los frata-
mientos mds prolongados, los cuales presentaron la
desventaja de arrastrar ofros componentes que no
son aceite, principalmente pigmentos, y con el fin de
aprovechar al méximo los recursos. La disminucion en
el rendimiento de aceite obtenido alas 8 h se debe a
que la micela que se formd en el solvente durante el
proceso de extraccioén llegd casi a la saturacion, de
acuerdo con Marjury Delgado et al. (2010) la concen-
tracién del aceite en funcién del tiempo disminuye
hasta hacerse asintota por un efecto de contraco-
rmiente en el cual el producto avanza en sentfido con-
frario al del solvente.

En cuanto a la comparacién de rendimientos
entre semilla biolixiviada y sin biolixiviar, al aplicar ce-
lulasas se obtuvieron mayores rendimientos (p < 0.01)
en la extraccién con solvente (figura 7), lo que con-
cuerda con resultados obtenidos por Tano-Debrah y
Ohta (1994, 1995), ya que reportaron también mayor
rendimiento de producto final al ufilizar un sistema de
predigestion enzimdtica.

Para el método de extraccion por prensado los
resultados también presentaron diferencia (p < 0.01)
entre los rendimientos obtenidos de muestra biolixivia-
da y de muestra testigo sin biolixiviar (figura 8), ya que
de la muestra tratada se pudo obtener 9.76% mds de
aceite conrespecto a la muestra testigo, lo cual coin-
cide con lo encontrado por Bouvier y Entressangles
(1992) y Cheah, Agustin y Ooi (1990) para pretrata-
miento enzimdtico en la obtencidn de aceite de pal-
ma, aungue es significativamente menor alincremen-
to en rendimiento que obtuvieron Guerra y ZUniga
(2003) para la extraccién de aceite de pepita de uva
tratada enzimdticamente; sin embargo, es suficiente
para establecer que el uso de hongos celuloliticos es
efectivo para el fratamiento de biolixiviacién y obte-
ner mejores rendimientos de producto final.
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La extraccién mediante solventes rindié un ma-
yor porcentaje de aceite en comparacién con el
prensado, lo cual es congruente con un estudio simi-
lar sin pretratamiento llevado a cabo por Brossard-
Gonzdlez, Ferrari, Pighinelli y Park (2010); sin embar-
go, el hexano utilizado en la primera metodologia
es un material toxico que al exponerse por tiempos
prolongados a femperaturas elevadas tiende a des-
componerse generando compuestos nocivos para
el medio ambiente, asi como para la salud de los
consumidores (Finlayson-Pitts & Pitts, 1993; Mustakas,
1980). Por lo anterior, es de esperarse que el método
de prensado provoca un menor impacto ambiental
al estar ausente cualquier agente quimico ajeno al
material en proceso, aunado a que con un Proceso
previo de biolixiviacidon de las semillas molidas se ob-
tiene un mayor rendimiento durante la extraccion.

Los resultados del FTIR demostraron una estruc-
tura correspondiente a los &cidos grasos linoleico,
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oleico y palmitico, tipica de la estructura de los acei-
tes vegetales virgenes que se ha reportado en otros
estudios, como los de Che Man y Setiowaty (1999) y
Herndndez y Zacconi (2009).

CONCLUSIONES

La induccién del hongo para la produccion de
celulasas se logré utilizando carboximetilcelulosa.
Las condiciones Optimas del fratamiento de
biolixiviacion fueron pH 7. 25 °C y 96 h de contacto.
El rendimiento de aceite por el método de
extraccién Soxhlet para las semillas sin biolixiviar fue
mayor que con el método de prensado para este
mismo material. Lo mismo ocurrid con las semillas
biolixiviadas, con mayor rendimiento en ambos
métodos; sin embargo, la obtencién por prensado
fue mejor por su conveniencia ambiental y por ser
menos exigente en cuanto a recursos necesarios
para la obtencién del aceite.
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