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1. INTRODUCCION

En el mundo actual, el suministro de alimentos se ha convertido en un problema
grave a tratar, Aunado a lo anterior, también se encuentra ¢! aumento de la poblacion
mundial. Esta situacion afecta en mayor medida al sector de la poblacion de menores
recursos econdémicos, ya que su acceso a alimentos de alto valor nutritivo es mas dificil. Una
de las muchas soluciones propuestas ha sido el estudio y aprovechamiento de fuentes no
convencionales de alimentos. Como criterio de seleccion se ha puesto énfasis en la fraccion
protéica y de entre ellas la investigacion se ha dirigido a las proteinas de origen vegetal. Sin
embargo, es necesario insistir en la importancia del aspecto energético en la alimentacion
humana. Existen pruebas suficientes que demuestran que otro factor principal causante de la
misma no son sdlo las proteinas sino también la energia.

Con base en lo anterior y al igual que en el caso de las proteinas, se han dado pasos
incipientes en la busqueda de fucntes no convencionales de grasas y aceites en cl reino
vegetal. En el presente estudio, la investigacion se enfoc) a la caracterizacion quimica y
biolégica de los extractos crudos y destoxificados de dos semillas de leguminosas: colorin
(Erythrina amernicana) y patol (Erythrina brevifiora). Como antecedente se tiene un
estudio anterior donde se llevo a cabo la caracterizacion quimica de las semillas y la
evaluacion biol6gica de sus fracciones proteicas.

Previo al estudio, se llevo a cabo la eliminacion de alcaloides libres en los extractos
lipidicos. La cvaluacion quimica de los extractos lipidicos incluyo la determinacion de

factores fisicoquimicos. En el estudio in vivo, se llevo a cabo el calculo de indices biologicos

o d b
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nutricionales tales como Energia Digerible Aparente, Relacion de Eficiencia Proteica; y un
indice que se le denomind de Eficiencia Energética, el cual considerd el incremento en peso
de los animales y la energia ingerida como extracto lipidico. Con el objeto de redondear los
resultados del anterior estudio, también se llevo a cabo un estudio toxicoldgico subagudo,
donde la dosis sdministrada a los animales bajo estudio fué el doble de la calculada para el
primer estudio bioldgico,

En Ia evaluacién quimica se encontro que los extractos de ambas semillas guardan
una alta semejanza con los aceites de otras semillas de leguminosas comestibles, siendo el
Gnico inconveniente la presencia de alcaloides en los extractos en una concentracion
relativamente baja. En cuanto al estudio con ratas, se observé que el tratamiento de
destoxificacion tuvo un efecto benéfico en términos de absorcion de los extractos lipidicos,
pero no se observo dicho efecto en términos de crecimiento. En el estudio toxicoldgico con
ratones no se detectaron efectos toxicos ni alteraciones macroscopicas en sus 6rganos; sin
embargo, el extracto de colorin provoco la aparicion de una conducta agresiva y nerviosa en
los animales a los que se les administrd dicho extracto. Lo anterior motiva una investigacion

mis profunda en dicha direccion.

-t



2. GENERALIDADES

De acuerdo a H. G. Buffet (vicepresidente de la compaitfa Archer Daniels Midland,
la empresa procesadora de alimentos mas grande del mundo) ‘habitamos un mundo en que
menos de 20 especies de plantas producen el 90% del suministro de alimentos'{Buffet,
1994). También hay que considerar el problema de la explosion demografica, la cual se ha
acentuado en los iltimos afios. En la actualidad somos cerca de 6 mil millones de habitantes
en el mundo y los recursos que se necesitan para alimentar a este nimero tan grande de
gente cada dia son mas escasos, tanto en los paises calificados como desarrollados como en
los subdesarrollados (Keyfitz, 1994). Ambos problemas afectan en mayor medida al sector
de la poblacion de menores recursos econdmicos, ya que su acceso a alimentos de alto valor

nutritivo es mas dificil.

Una de las muchas soluciones propuestas al problema de la escasez de alimentos.

tradicionales ha sido el estudio y utilizacion de fuentes no convencionales de alimentos.
Estas fuentes se han escogido en base a la fraccion protéica, buscando que ésta sea alta en
cuanto a cantidad y calidad. Debido a su amplia distribucion cn los paises en vias de
desarrollo y a su costo relativamente bajo, la investigacion se ha dirigido al estudio de las
proteinas de origen vegetal buscando la obtencion de materiales alimenticios con
caracteristicas nutricionales tales que puedan funcionar como sustitutos o fuentes
suplementarias de la proteina animal (Tenorio, 1993).

Sin embargo, es necesario insistir en la importancia del aspecto encrgético en la

alimentacion humana. Hasta hace un siglo se creia en general que Ia desnutricion infantil se
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debia principalmente a la insuficiencia y deficiencia de las proteinas en la dieta. Ahora
existen pruebas suficientes que demuestran que otro factor principal causante de dicha
desnutricion no son solo las proteinas sino también la energia. En el caso de muchos niflos,
ambos factores son inadecuados debido a la poca cantidad de alimento consumido o a un
consumo adecuado de alimento pero de baja densidad calorica. Lo anterior no es de extrafar
ya que los lipidos siempre han sido el nutrimento o alimento mas costoso, lo cual, aunado a
la pobreza, a la no disponibitidad de los alimentos adecuados y al general subdesarrollo
social, lleva a que se sigan dietas no propias tanto cualitativa como cuantitativamente (FAQ,

1980).

2.1 Situacién de los aceites y grasas comestibles en México.

De acuerdo a los datos proporcionados por la Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidriulicos (SARH), al cierre del primer semestre del aflo 1994 la produccion de los 10
principales cultivos basicos logro su mayor nivel desde 1990, alcanzando un total de 9.74
millones de toneladas, 37.57 por ciento mayor a la cifra registrada para ¢l mismo periodo de
1993 (7.08 millones de toneladas).

Sin embargo, ain cuando se puntualiza que la produccion de maiz aumenio en un
70.0 por ciento y la de frijol en un 1.1 por ciento (por citar los granos basicos que
representan el 78.1 por ciento del total de la produccion), hay que hacer notar que en el

renglon de las oleaginosas se observo el fendmeno inverso: la variacion porcentual fue de

- o 0
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-32.65 por ciento al tenerse una produccion de 26.4 miles de toneladas, comparadas con las
39.2 miles de toneladas de 1993 (Reyes, 1994).

Lo anterior parece ser el reflejo de una situacion en la que a pesar de que las
innovaciones tecnocientificas agricolas han incrementado los rendimientos unitarios de fa
mayoria de los cultivos, los mayores incrementos productivos de granos basicos se han dado
sustituyendo otras siembras por las de sustento humano y animal, aunado a la expansion de
dreas en estos cultivos, aunque en menor escala. En este reemplazo de cultivos, las
oleaginosas han sido los cultivos mas afectados (Quilantan, 1992).

Esta situacion nos pone en la necesidad de buscar nuevas fuentes de grasas y aceites
debido a que el total de la produccion nacional es insuficiente. En esta bisqueda se han
tomado acciones tales como el mejorar tanto cuantitativa como cualitativamente las especies
aceiteras tradicionales (ajonjoli, cartamo, girasol, canola), pero ésto ha sido insuficiente
debido a Ia reduccion de ércas dedicadas a oleovegetales, como ya se menciond
anteriormente. También se ha procurado la conversidn por medio de la ingenieria genética
de plantas oleaginosas propias de la manufactura en variedades alimenticias no toxicas tales
como ciertas especies del género Brassica, a las cuales se les ha eliminado en gran medida
¢l contenido de icido ericico en el aceite y de glucosidos en la pasta, los cuales son téxicos
tanto para el hombre como para las especies animales. Actualmente se trabaja en la
reduccion de glucosidos cianogénicos en la jojoba y la higuerilla y en la modificacion en el
contenido de ciertos dcidos grasos, como es ¢l a-linolénico en la soya y en la canola

(Quilantan, 1991),
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No obstante, también estd la posibilidad de buscar y estudiar fuentes no
convencionales con una concentracion relativamente alla de grasa con el objeto de usar la
fraccion lipidica para posible consumo humano y animal (Sotelo et a/, 1990). Algunas
especies que son factibles de usarse para este fin pertenecen a la familia de las leguminosas,
ya que uno de los mayores productos industriales de los frutos de los miembros de esta
familia es el aceite. Por ejemplo, en el frijol de soya representa cerca del 20 por ciento del
contenido del fijol, pero alrededor del 40 por ciento desde el punto de vista de su valor
comercial. Sin embargo, el aceite obtenido en su forma cruda no es comercialmente viable
sino que deben llevarse a cabo varios procesos de purificacion y modificacion con el objeto

de obtener aquellas propiedades adecuadas para su uso en la alimentacion (Stauffer, 1989),

2.2 Conceptos generales sobre grasas y aceites.

Las grasas y aceites son sustancias hidrofobicas, insolubles en agua, de origen
vegetal o animal que se hallan constituidas principalmente por ésteres de glicerol y Acidos
grasos, llamados triacilgliceroles. Las grasas solo se distinguen de los aceites por sus
puntos de fusion: a temperatura ambiente las grasas son solidas, mientras que los aceites son
liquidos.

Las grasas pertenecen a un grupo heterogéneo de compuestos organicos conocidos
como lipidos, los cuales se caracterizan principalmente por su solubilidad en disolventes
orginicos. En este grupo se hallan, ademas de las grasas, compuestos como ceras,
fosfolipidos, esteroles, vitaminas liposolubles, glucolipidos, cerebrosidos y compuestos

relacionados (Bowers, 1992).
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E!l término de dcidos grasos sc zplica en general a los acidos carboxilicos que se
hallan formados por un grupo carboxilo unido al final de una cadena hidrocarbonada. La
mayoria de los Acidos grasos que se presentan en la naturaleza tiene una cadena
hidrocarbonada linea! formada por un nimero par de dtomos de carbono. Todos aquellos
icidos grasos que no tienen dobles enlaces en la cadena hidrocarbonada se les denomina
saturados, mientras que los que si contienen dobles enlaces se les llama insaturados.

Para el ser humano hay 2 écidos grasos indispensables (no sintetizados por el
organismo): linoléico (cis,cis-9,12-octadecadienoico) y a-linolénico (cis,cis,cis-9,12,15-
octadecatrienoico). Se cree que el organismo puede sintetizar el acido araquidonico
(5,8,11,14-eicosatetraenoico) a partir del a-linoléico mediante una serie de pasos que

involucran la elongacion de la cadena y deshidratacion (Swem, 1979).

2.3 Generalldades sobre la familia Leguminoseae,

La familia Leguminoseae abarca 3 subfamilias, a saber:

¢ 1 Caesalpinioideae (principalmente arboles en sabanas tropicales y bosques de
Africa, Sudaniérica y Asia).

o 11 Mimosoideae (pequefios arboles y arbustos, 1a mayoria encontrados en el
hemisferio sur).

o 111 Papilionoideae (también conocida como Faboideae; distribuidas en todo el

mundo).
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Comprende alrededor de 650 géneros con 18,000 especies lo cual 1a hace la tercer
familia de las plantas fanerogamas mas grande después de Compositae y Orchidaceae.
Vale la pena hacer notar que un tercio de todas las especies de leguminosas descritas se
hallan contenidas en 6 géneros principaimente:

o Acacia (1,200 spp)

o Astragalus (2,000 spp)

o Cassia (520 spp)

e Crolalana (600 spp)

* Indigofera (700 spp)

s Mimosa (400 spp)

De las 3 subfamilias, la Papilionoideae es la mas grande y comprende 32 ‘tribug’,
comparada con S en CaeSalpinioideae y S en Mimosoideae. En Papilionoideae se
incluyen todas las leguminosas econdmicamente importantes y muchas especies destinadas a
pastura y forraje. Sin embargo, las otras dos subfamilias contienen muchas especies de
considerable importancia economica. En general, el nimero de especies domesticadas es
muy pequeflo en proporcion al total.

Una caracteristica propia de las semillas de teguminosas es su alto contenido de
proteina. Considerando lo anterior, pareceria sorprendente el hecho de que no se haya
lievado a cabo una explotacion mas extensa de las mismas. Sin embargo, la gran mayoria de
las leguminosas se hallan generalmente bien protegidas contra la depredacion por parte del
hombre y muchos otros organismos. De hecho, las especies menos protegidas o cuya

proteccion es facilmente salvable son las mas explotadas. Dicha proteccion se halla

-
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constituida por una amplia variedad de compuestos toxicos y antinutricionales, tales como
alcaloides, aminoacidos no protéicos, lectinas, inhibidores de proteasas y compuestos
cianogénicos.

Las semillas de legumbres y los granos de cereales proveen al hombre de
aproximadamente 70% de sus requerimientos de proteina. Sin embargo, éstas proteinas
carecen en muchos casos de aminoacidos indispensables especificos, los cuales es necesario

suministrar por otras vias (Smartt, 1990, Christou, 1992).

2.4 Descripcion del género Erythrina,

Erythrina es un género perteneciente a la subdivision de las angiospermas, orden de
los rosales y se halla dentro de la familia de las leguminosas. Se halla constituido por. 108
especics de amplia distribucion en las regiones tropicales del mundo. Los estudios mas
relevantes son los referentes a la completa o parcial caracterizacion de los alcaloides

constituyentes de las semillas y de algunas otras partes de las plantas.

2.4.1 Descripcion de Erythrina americana.

También conocida como colorin (Puebla, México, Morelia), chocolin (Hidalgo),
chilicate (Baja California, Sonora), zomplante (Morelos, Guerrero), chak-mool-ché (maya,
Yucatan) (Martinez, 1987). Se cultiva en las regiones tropicales y subtropicales de ambos

hemisferios. En México su cultivo se licva a cabo en terrenos tropicales y medianamente
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fértiles y su desarrollo es menor en tierras relativamente pobres. Se propagan con facilidad
por medio de semillas o estacas.

Alcanza de 4 a 5 metros de altura; su tallo es amarillento e irregular y sus ramas
espinosas. Las hojas son trifoliadas, con hojuelas de 10 cm de largo, casi cordiformes o
deltoides y en la mayoria de los casos glabras, provistas de estipulas.

Su follaje es frondoso y caduco, de color verde claro; en ocasiones se ven ejemplares
Onicamente con flores, las cuales son de color rojo vivo y se producen en conjuntos
terminales conicos; constan de un estambre largo de alrededor de 6 cm y la quilla es pequedia
(aproximadamente 1 c¢m), de color blanquecino. El androceo consta de 10 estambres
repartidos en dos grupos, uno de nueve y otro aislado. El gineceo estd rodeado en su base
por un nectario y consta de un ovario alargado y comprimido, con un estilo simple que
termina en un estigma pequefio.

El fruto es una legumbre de aproximadamente 20 cm de largo y 2 cm de ancho, con
un estrangulamiento que limita los l6culos donde se alojan las semillas, las cuales son de
color rojo vivo, escarlata o naranja como las flores; su testa es lisa y brillante.

Las semillas de varias especies son reportadas como muy toxicas. Se han usado
como veneno para pequefios animales en algunas regiones. En algunas regiones del pais, las
flores se cocinan, alin cuando se sabe que actian como hipnoticos débiles (Raven, 1974;

Krukoff, 1974, Aguilar ef a/, 1981).
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2.4.2 Descripcién de Erythrina breviflora.

Conocida como colorin quemador (Temastelpec, México) (Martinez, 1987), patol.
Se encuentra ampliamente distribuida en México, pero la hay principalmente en Morelos,
Oaxaca, Guerrero, Michoacén, Jalisco y el Estado de México.

Es un arbusto de aproximadamente 2.0 a 2.5 m. de altura con un follaje ralo. El
nimero de frutos viables es muy reducido. La cantidad de vainas por arbusto es de
aproximadamente 15 a 30. Presenta grandes semejanzas con Erythrina americana, y las
caracteristicas que las diferencian son el tamafo de las hojas, las cuales llegan a medir de 14
a 16 cm. El fruto es de color canela, con florecimiento largo y puntiagudo con las puntas
alargadas en uno de los extremos y estrangulamientos que limitan los l6culos donde se
alojan las semillas, las cuales crecen en un nimero de | a 2 por cada vaina (Raven, 1974;

Krukoff, 1974).

2.5 Procesamiento de grasas y aceites.

Hasta hace relativamente poco tiempo, los aceites y grasas comestibles se extraian de
su fuente natural por medios mecanicos y se empleaban en su forma cruda sin ninguna clase
de refinamiento o purificacién. Los principales aceites vegetales tradicionalmente
consumidos en otros paises en esta forma son los aceites de mani, de coco, de la semilla de
la mostaza, de colza, de palma, de oliva y de sésamo. Por otro lado,. en cuanto a las grasas
animales podemos contar al tocino, ¢l sebo y los aceites de pescado y mamiferos marinos
(FAO, 1980).

Durante los Ultimos 60 afos, las grasas y accites vegetales se han obtenido por

métodos mds eficaces de prensado mecanico y por extraccion con disolventes, ademés se
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someten a técnicas de refinamiento con el objeto de hacerlos lo mas suaves e incoloros
posible. Esto altimo ha sido como resultado del cambio en las exigencias del consumidor.

Las técnicas de refinamiento comprenden lavado, refinado con élcalis, blanqueo y
desodorizacion (Fig. 1), por citar las mis comunes. Al aceite o grasa resultante todavia
pueden aplicrseles otros tratamientos tales como hidrogenacion, aleatorizacion vy
frigelizacion con el objeto de destinarlos a diversos fines alimenticios (F ig. 2).

A continuacién se describirdn en forma general los tratamientos anteriormente

mencionados:
2.5.1 Extraccién.

La extraccion puede llevarse a cabo mediante presion o por extraccion con
disolventes, dependiendo de las diferentes caracteristicas de las diversas fuentes naturales de
grasas y aécitcs. En general, los objetivos de la extraccion son: (@) obtener la grasa o aceite
lo menos daflado posible y lo mads libre posible de impurezas no deseables; (b) obtener la
grasa o aceite en un rendimiento tal que sea conveniente econdmicamente hablando; y (c)
obtener una fraccion grasa del més alto valor econdmico posible (Swem, 1979). Tiene como
inconvenientes la presencia de residuos de disolvente no deseados después de la extraccion,
la probable presencia de sustancias toxicas tales como aflatoxinas ¢ isotiocianatos después

del prensado y leves alteraciones de los aceites si el calentamiento es muy elevado.
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FXTRACCION
LPRENSADO, EXTRACCION CON DISOLVENTES
ANTES DEL PRENSADO
0. EXTRACCION DIRECTA CON DISOLVENTES
Condiciones suaves
ELIMINACION DEL DISOL VENTE
Condiciones suaves
REFINADO TRADICIONAL REFINADO NO TRADICIONAL
{ 1
DESGOMADO HIDRATACION
(Agua, écido fosférico, 80°C) (Condiciones suaves)
CENTRIFUGACION| BLANQUEO
(Arcills, coadyuvante de filtracién)
REFINAD O ALCALINO |
(Ague, NoOH, 60-70°C) BLANQUEO AL VAC10
(170-190°C)
CENTRIFUGACION
REFRIGERACION
. BLANQUEO - d
(Azcilla activada, 95.110
FILTRADO
FILTRADO
REFINAD 0, DESODORIZACION
(Condiciones més estrictas que enle
DESODORIZACION desodorzacién radicions))
204-246°C, 510 mum Hg, 1-2 hotas)
REFRIGERACION
REFRIGERACION
ers ENTERAMENTE nsmuno) Gams ENTERAMENTE nmu@

Figura 1. Procesamiento de grasas y aceites |
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(ACEITE ENTERAMENTE REFINADO )

1

ALFATORIZACION
INTERESTERIFICACION
Condiciones suavss

GRASAS ESPECIALES
Condiciones susves

HIDROGENACION
(170.23PC,50-100 tbfTpulg? )

NO SELECTIVA SELECTIVA
(175-185°C, 50-100 Ib/pulgd) (210-220°C,5-10 Ibfpulgd)
I 1
MODERADA SUAVE
(Contenido de 182 KContenido de 18:3
18:3 reducido) reducido)
FILTRADO FILTRADO
SEGUNDO BLANQUEO SEGUNDO BLANQUEQ
(Condiciones suaves) (Condiciones suaves)
DESODORIZACION DESODORIZACION
(204-246°C,5-10 mm Hg, (204-246°C 5-10 mm Hg,

1.2 hotas) 1.2 horas)
REFRIGERACION REFRIGERACION
L 1
PRODUCCION EN PLANTAS
DEPLASTICO mc(o':,}"z@f)'“
(Condiciones suaves) I
|
GRASAS DE COCINA ACHTES LIQUIDOS
GRASAS PARA PANIFICACION (Aceites para ensalade)
MARGARINA

FRITURA
(Hidedlisis, polimerizacién oxidativa;
160-200° C, 200500 horas)

Figura 2. Procesamiento de grasas y aceites Il
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2.5.2 Desgomado.

E! desgomado de los aceites se lleva a cabo casi siempre mediante hidratacion de los
fosfitidos y otros materiales semejantes, lo cual los hace insolubles en el aceite. Estos otros
materiales pueden ser:

o componentes no oleosos hidratables, principalmente carbohidratos y proteinas,,

los cuales son eliminados parcialmente con este tratamiento.

o clorofila (también parcialmente eliminada), especialmente si se emplea acido

fosforico en el tratamicnto.

Es comiin el uso de acido fosforico con el objeto de eliminar también los fosfitidos

no hidratables (Rossell, 1991).
2.5.3 Refinado.

Los aceites crudos tienen alrededor de 94 a 98% de triacilgliceroles, dependiendo del
tipo y de la calidad de la fuente natural, mientras que los aceitcs refinados y desodorizados
contienen mas del 99% de triacilgliceroles. La diferencia estriba en los componentes que son
removidos durante el }eﬁnado:

o icidos grasos libres.

o fosfatidos hidratables y no hidratables.

o pigmentos (carotenoides, clorofilas, gosipoles, etc.).

» materia insaponificable (esteroles, hidrocarburos, tocoferoles),
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o azucares libres y glicolipidos

o lipidos oxidados

¢ compuestos conteniendo elementos traza, e.g. hierro, cobre, calcio, magnesio,

azufre.

E! tratamiento con élcali apenas ejerce efectos sobre los triacilgliceroles, que son los
componentes de interés, nutricionalmente hablando.

Después de la centrifugacion para separar la materia saponificada, se lleva a cabo un
lavado con agua suave, procurando que las concentraciones de calcio y magnesio sean

minimas para asegurar un correcto lavado (Rossell, 1991).

2.%.4 Blanqueo.

El blanqueo consiste en tratar los accites refinados con pequefias cantidades de
tierras activadas (0.5%), que con frecuencia van mezcladas con un 0.05% de carbon
activado. Estas tierras activadas consisten principalmente en bentonitas o montmorilonita,
que en estado natural tienen poco poder decolorante. Estas tierras son activadas mediante
tratamiento con acido sulfirico o clorhidrico. Sin embargo, pueden también absorber aceite,
ademas de que el caricter acido de estas tierras hace que se produzcan cantidades medibles
de dcidos grasos conjugados derivados de los dcidos poliénicos presentes. Asimismo, los
acidos grasos peroxidados se descomponen para dar lugar a compuestos conjugados.
Durante el blanqueo al vacio puede darse la formacion de isomeros de posicion y

geométricos de los 4cidos grasos més activos presentes.
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Con ¢l blanqueo se da la supresion de carotenoides, clorofila y productos de
descomposicion, pigmentos de! tipo del gosipol y agentes toxicos tales como hidrocarburos

aromaticos policiclicos (en caso de usar carbon absorbente en mayor cantidad) (FAO, 1980).
2.5.5 Desodorizacion.

La desodorizacion elimina dcidos grasos libres, varios aldehidos y cetonas, alcoholes,
hidrocarburos y compuestos varios derivados de la descomposicion de peroxidos y
pigmentos, los cuales contribuyen al sabor y aroma del aceite. Al mismo tiempo se da la
supresion parcial de esteroles y tocoferoles tanto libres como esterificados, asi como de
residuos de plaguicidas, compuestos clorados y micotoxinas.

Comunmente se lleva a cabo haciendo pasar vapor de agua por capas de aceite en
bandejas a temperaturas de 204-246°C. A estas temperaturas puede ocurmir ciena
isomerizacion, haciendo pasar de cis a frans la configuracion natural de los dcidos linoléico y
a-linolénico. Hay otras técnicas alternas de desodorizacion, las cuales emplean delgadas
peliculas de aceite a través de las cuales sc sopla el vapor, haciendo el proceso més corto y

provocando menos efectos colaterales (FAO, 1980).
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2.5.6 Hidrogenacion.

La hidrogenacion es el proceso en el cual se incrementa el grado de saturacion de
una grasa o aceite por adicion de hidrogeno al enlace &t de un écido graso insaturado en un
triacilglicerol. La hidrogenacion puede ser completa (todos los dobles enlaces son
convertidos a enlaces sencillos), o parcial (algunos dobles enlaces son convertidos). La
reaccion es bastante compleja ya que hay que superar una barrera energética grande, ademas
de que se necesita de un catalizador, e.g. niquel, para que la reaccion proceda.

Ademis de la adicion de hidrogeno al enlace n, también ocurre una migracion de los
dobles enlaces a lo largo de la cadena hidrocarbonada y una ligera isomerizacion geométrica
de cis a trans de los dcidos grasos insaturados.

La hidrogenacion permite aumentar la estabilidad de ciertas sustancias grasas por
reduccion del nivel de dcido a-linolénico, para lo cual se realiza una hidrogenacion ligera. Se
usa principalmente para producir mantecas y margarinas a partir de aceites, ya que conforme

avanza lahidrogenacion el punto de fusion se eleva (Swern, 1979).

2.5.7 Frigelizacién.

La frigelizacion sirve para supiimir triacilgliceroles de punto de fusion mis elevado
enfriando el aceite a temperaturas bajas, produciendo un aceite liquido que se mantiene claro
a temperaturas de refrigeracion. Cuando se emplea en la elaboracion de aceites como el de

semilla de algodon o de materiales parcialmente hidrogenados que contengan
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triacilgliceroles ricos en acidos grasos saturados o de configuracion frans, la supresién de
estos compuestos increments la proporcion de acidos grasos insaturados en el producto
final, y por tanto, puede considerarse beneficiosa desde el punto de vista nutricional. Los
triacilgliceroles de punto de fusion mas elevado que se separan de los aceites sin hidrogenar
pueden ser empleados como matrices de grasas solidas para margarinas y grasas de

panificacion (FAO, 1980).

2.5.8 Aleatorizacion e interesterificacion.

Este proceso se desarrolla en seco y en ausencia de oxigeno a temperaturas bajas o
moderadas y sirve para reordenar los 4cidos grasos en las moléculas de triacilgliceroles con
el fin de obtener una distribucién més aleatoria. Esto tiene como resultado la modificacion
de la consistencia en el aceite y un aumento en su punto de fusion cuando se trata de un solo
aceite. Cuando estin presentes dos aceites se denomina interesterificacion, Un empleo
frecuente de este proceso se encuentra en la obtencion de una grasa plastica a partir de un
accite poliénico, interesterificado con una cantidad menor de grasa enteramente saturada. El

valor nutricional del acido a-linoléico no se ve alterado (FAO, 1980).
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2,6 Metabolismo de grassas,

2.6.1 Digestién

E! metabolismo de las grasas en el organismo empieza desde la cavidad bucal donde
una enzima localizada en la saliva comienza a digerir la grasa. Sin embargo, esta enzima
requiere de un medio mas dcido por lo que es llevada al estémago junto con la grasa para
llevar a cabo una digestion limitada. Cabe mencionar que la digestion ¢n el estémago es mas
importante en los infantes que en los adultos, debido a que su capacidad digestiva intestinal
no se halla completamente desarrollada. Ademas, una lipasa que se halla en la leche materna
contribuye a esta digestion.

En el estomago se lleva a cabo el romipimiento del complejo lipido-proteina presente
en los alimentos, liberando la grasa para formar una emulsion de “aceite en agua” que pasa
al intestino delgado y se mezcla con la bilis y el jugo pancreatico (Fig. 3).

La bilis contiene sales biliares que permiten a las gotas de aceite adquirir una carga
eléctrica negativa, la cual atrac a una proteina llainada “co-lipasa”. Asi misnio, esta proteina
atrae a la lipasa pancreética, la cual es la principal enzima encargada de la digestion de las
grasas, separando los acidos grasos de las posiciones 1 y 3 de los triacilgliceroles dando
como productos acidos grasos fibres y 2-monoacilgliceroles. Ademas, el jugo pancredtico
también tienc fosfolipasas, las cuales liberan uno de los Acidos grasos de los

diacilfosfogliceroles, dando lisofosfolipidos.
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ALIMENTO
Higede
cqlimm Estdmago
de emulsion
aceite en agua
_ Sales biliares
Acidas grasos \ conpigadas Duodeno
de cadena ,
cortay media Lipasa
pancredtica Yeyuno
Resorcidn de “tbsorcion d
o sorcidn de grasa
sales biliares Produccion de quilomicrones

Figura 3. Digestion de grasas y aceites en el hombre

En general, el proceso global de esta digestion es la de convertir las grasas en
derivados més hidrofilicos que sean mas capaces de interactuar con el agua. Al proceder la
digestion, los monoacilgliceroles y los cidos grasos libres dejan la superficie de las
particulas de grasa y son incorporadas a unas micelas formadas por agregados de sales
biliares, lisofosfolipidos, acidos grasos de cadena larga y monoacilgliceroles. Los 4cidos
grasos de cadena corta son absorbidos por otra ruta. En el seno hidrofébico de la micela se
hallan moléculas muy hidrofobicas, tales como colesterol, carotenoides, tocoferoles, etc..

Los productos de la digestion son absorbidos a partir de las micelas a través de la
membrana de los enterocitos (células absorbentes primarias en el intestino delgado). Ya
dentro del enterocito, el flujo de material graso se mantiene mediante la union de los acidos

grasos a una proteina y por la continua reconversion de los 2-monoacilgliceroles en
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triacilgliceroles. Los &cidos grasos se reactivan mediante esterificacion con la coenzima A y
asi formar los triacilgliceroles. A partir de los diacilgliceroles se vuelven a sintetizar los
fosfolipidos, los cuales junto con otras proteinas “empaquetan” a los triacilgliceroles en los
llamados quilomicrones para transportarlos a través del torrente sanguineo a otros tejidos.
Estos quilomicrones también pueden contener en su interior pequefias cantidades de
vitaminas lipasolubles, colesterol, ésteres de colesterol y otros compuestos liposofubles.

De esta forma, los triacilgliceroles y los fosfolipidos son absorbidos en un 90%; el
colesterol es absorbido més lentamente y con menor eficiencia. Las sales biliares pasan a la
parte més distal del intestino delgado donde una porcion es reabsorbida y recirculada al
higado, cerrando el circuito. Las sales que no son absorbidas pasan al intestino grueso donde
son parcialmente metabolizadas por los microorganismos presentes. Esto mismo ocurre con
el material graso no absorbido, de tal forma que el material graso de las heces es bastante
difercnte al de la dieta ingerida.

Los &cidos grasos de cadena corta y media pasan directa y rapidamente al torrente

sanguineo y llegan al higado donde son metabolizados inmediatamente.

2.6.2 Biosintesis.

En un organismo sano, la biosintesis de lipidos es regulada a partir de diversos

factores como se muestra en la Figura 4. Una dieta rica en carbohidratos y la insulina ticnden

a acelerar la sintesis de lipidos. Las dietas ricas en grasa y en especial los acidos grasos

poliinsaturados provocan una disminucion en la sintesis. Durante el consumo de alimentos,
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la concentracion de insulina se eleva, lo que se refleja en el almacenamiento de grasa, la cual,
si es excesiva conduce a la obesidad. La gente con diabetes adulta (tipo 2) tiende a tener una
concentracion de insulina muy alta y acumulan grasa excesivamente. Por otro lado, durante
¢l ayuno se liberan las catecolaminas y la proporcion glucagon/insulina es alta. Bajo estas
condiciones se favorece la movilizacion de lipidos y los cidos grasos liberados son oxidados
para proveer de energia. Lo anterior puede ocurrir en la diabetes juvenil (tipo 1) en Ia cual se
carece deinsulina. Los 4cidos grasos de cadena corta presentes en la dieta son rapidamente
oxidados en el higado y no son almacenados.

Un claro conacimiento de la regulacion normal de los procesos que intervienen en el
control de la biosintesis de lipidos es importante para poder combatir enfermedades

asociadas con defectos en el metabolismo de los lipidos (Gurr, 1992).

Distanicaen
carbolg, 5
: a-Catecolaminas
~
oy Qe i i
Obesidad

SINTESIS DE
_l’JPIDOS Oxdacién
S B YA
Diabetes juvem!

Acidos grasos
de cadena corts

Dista rica Acidos grasos
en grasas pohinsaturados

* Tomado de Gurr, 1992

Figura 4. Factores que intervienen en la sintesis de lipidos.
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2.7 Factores quimicos y fisicos usados en la caracterizacion de grasas y aceites,

2.7.1 Densidad.

En términos absolutos, densidad es definida como el peso de una sustancia por
unidad de volumen; en los liquidos es expresada como g/cm’. Para grasas y aceites es comin
emplear la densidad relativa, que es el cociente entre la masa de la sustancia y la masa de un
volumen igual de agua a una temperatura dada. La densidad de los acidos grasos y los
acilgliceroles es mayor micntras menor sea su peso molecular y mayor su grado de

insaturacion (Swern, 1979).

2.7.2 Indice de refraccién.

Es una constante fisica para medir el fenomeno mediante el cual, cuando un rayo de
luz monocromética pasa de una sustancia transparente a otra de diferente densidad, éste se
desvia o refracta, excepto cuando penetra perpendicularmente a la superficie que separa
ambas sustancias. En grasas y aceites es usada con frecuencia para dar idea sobre la
identidad y purcza de las muestras, asi como para seguir el curso de algunas reacciones.

La relacion entre el indice de refraccion y la estructura y composicion de los acidos
grasos y acilgliceroles puede resumirse en los siguientes puntos:

o ¢l indice de refraccion de grasas y acidos grasos aumenta al crecer la cadena

hidrocarbonada.
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o ¢l indice de refraccion de grasas y Acidos grasos aumenta con el nimero de dobles
enlaces en la molécula y al aumentar el grado de conjugacion entre éstos.

o el indice de refraccion de los acilgliceroles simples es més alto que el del cido
graso correspondiente.

o ¢l indice de refraccion de los monoacilgliceroles es considerablemente mas alto

que ¢! de los correspondientes triglicéridos simples (Swern, 1979; Jenkins, 1951),

2.7.3 Punto de fusién.

El punto de fusion es una propiedad fisica Util ya que da idea sobre la identidad del
compuesto. Los puntos de fusion de los acidos grasos son directamente proporcionales a la
longitud de la cadena hidrocarbonada y disminuyen al aumentar el grado de insaturacion de

los acidos grasos (Swern, 1979).

2.7.4 indice de yodo.

Se define como la cantidad de yodo (en gramos) absorbido por 100 gramos de grasa
o aceite bajo condiciones estandar. E! indice de yodo representa el grado de insaturacion real
solo cuando los dobles enlaces no se hallan conjugados y la estructura del dcido graso no
impida la entrada del halogeno. Se ha propuesto una escala para clasificar las grasas y

aceites basada en su indice de yodo, la cual se presenta a continuacion:
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Grupo’ indices de yodo'"
Ceras muy bajos
Grasas animales 30-70
Aceites no secantes 80-110
Aceites semisecantes 80-140
Aceites secantes 125-200

** Pritchard, 1991.
*Algunos autores relacionan también la propiedad secante de una grasa o accite con ¢l contenido de 4cido

linolénico. En gencral, cuando la concentracion de este dcido llega a un 35%, ¢l accite o grasa no se

considera para consumo humano y si como secante (Swern, 1979).

La reaccion se puede llevar a cabo mediante el método de Wijs empleando
monocloruro de yodo, o por el método de Hanus, la cual usa monobromuro de yodo en

actdo acético (Swemn, 1979).

2.7.8 indice de saponificacién.

La reaccion de hidrélisis de una grasa o aceite con un dlcali para dar glicerol y las
sales de los acidos grasos es conocida como saponificacion. De tal forma, el indice de
saponificacion se define como el nimero de miligramos de hidroxido de potasio necesarios
para neutralizar los acidos grasos resultantes de hidrolizar | gramo de muestra.

Los ésteres de los acidos grasos de masa molecular baja requieren mayor cantidad de
dlcali para la saponificacion. De tal modo, ei indice de saponificacion es inversamente
proporcional al promedio de las masas moleculares de los dcidos grasos de los acilgliceroles

presentes. Sin embargo, el indice de saponificacion no es tan util para la identificacion como

26



e O e

Generalidades

el indice de yodo debido a que muchos aceites tienen indices de saponificacion semejantes.
Sin embargo, es muy usado para detectar la posible adulteracion de una grasa en particular
con aceite de coco, aceite de nuez de coco y grasa de mantequilla, los cuales contienen una
clevada proporcion de acidos grasos de bajo peso molecular. Ademds, la presencia de
hidrocarburos parafinicos se puede detectar por la aparcicion de turbidez al afladir agua a la

solucion etandlica del aceite o grasa saponificados (Egan et &/, 1991).

2.7.6 indice de acidez.

El indice de acidez se define como el nimero de miligramos de hidroxido de potasio
requeridos para neutralizar los acidos grasos libres de 1 gramo de muestra. El resultado
también puede expresarse en términos de porcentaje de acidos grasos libres, asumiendo que
los dcidos grasos presentes tienen un peso molecular equivalente al del 4cido oléico.

El indice de acidez es usado cominmente como un indicador del grado al cual se han
descompuesto los acilgliceroles del aceite por accion de las lipasas o por alguna otra causa,
tales como el calor y la luz. Asi mismo, como la rancidez es acompaiiada usualmente de una
presencia relativamente alta de acidos grasos libres, la determinacion es usada como una

indicacion genera! de la condicion y comestibilidad de los aceites (Egan et a/, 1991).
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2.8 fndices caléricos.

Aun cuando se ha hecho énfasis en la investigacién bioldgica para el desarrollo de
métodos in vitro que permitan al investigador trabajar con pocas células individuales, estos
métodos no resultan satisfactorios para ser aplicados al hombre o incluso a la especie de la
cual fueron las células inicialmente obtenidas.

Para poder evaluar con mayor confianza los factores involucrados en el
funcionamiento de organismos mas complejos, se requiere de estudios en dicho organismo
intacto, i.e. realizar pruebas biolagicas in vivo.

La rata ha sido desde hace mucho tiempo empleada como organisma de estudio a
nivel nutricional debido a que su utilizacion metabdlica de los nutrientes es muy parecida a la
del hombre. Otras razones por las cuales la rata es ampliamente utilizada son:

e es un animal omnivoro y puede ser alimentado con la misma dieta siempre y

cuando dicha dieta sea adecuada desde el punto de vista nutricional.

o ¢s ficil de manejar y de cuidar.

o pueden alojarse varios individuos en una drea relativamente pequedta.

o es prolifico y puede reproducirse a pantir de las 10 semanas de edad.

o ¢l periodo después del destete, en el cual siguen creciendo y ganando peso es

largo, lo cual es de gran utilidad en aquellos estudios donde la ganancia en peso y
tamaidio son usados como indicadores en el transcurso de un experimento.

Sin embargo, el empleo de ratas también tiene sus desventajas. Uno de los

principales es el de que estos animales son muy propensos a suffir de enfermedades de tipo

.
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respiratorio, provocadas por alteraciones de temperatura en su habitat. Otro problema es la
llamada coprofagia, i.¢. en cierto momento son capaces de ingerir sus propias heces (hasta
en un 50-60%), pudiéndoles provocar enfermedades y alterar los resultados de la
investigacion (Yang, 1974).

Algunos de los indices de tipo calorico usados con mayor frecuencia se mencionan a

continuacion:
2.8.1 Energia gruesa (EG).

Es la cantidad de calor resultante de la oxidacion de un alimento, dieta o cualquier
otra sustancis. La determinacion de ésta se hace en una bomba calorimétrica. Los valores de
EG de los diferentes nutrimentos varian, pero generalizando son: 4.10 kcal/g para
carbohidratos, 5.65 kcal/g para proteinas y 9.45 kcal/g para grasas (Church, 1986).

2.8.2 Energia digerible aparente (DE).

En un estudio experimental in vivo, de la Energla Gruesa de la dieta se le resta la

energia fecal, dando como resultado la energia digerible aparente (Church, 1986).
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2,8.3 Energis metabolizable aparente (EM).

Se define como la EG del alimento consumido menos el contenido energético de
heces y orina. La EM es cominmente empleada para la evaluacion de alimentos y dietas

estandarizadas, i.e. que se conozca su contenido energético (Church, 1986).

2,8.4 Energla neta (EN).

La EN de un alimento es la proporcion disponible de éste que el animal emplea para
su mantenimiento (trabajo muscular, reparacion de tejidos, regulacién de la temperatura
corporal, etc.) o para varios procesos productivos, como recobrar y retener la energia en los
tejidos. Se calcula restando a la EM el incremento de calor (IC), llamado también efecto
dinimico especifico, y puede ser definido como el calor producido durante la digestion de
los nutrientes (Church, 1986).

La relacion entre estos distintos indices se muestra en la Figura 5.
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ENERGIA GRUESA (EG)
Energla fecal

ENERGIA DIG LE APARENTE (ED)
Energia unnana

ENERGIA METABOLIZABLE APARENTE (EM)
Calor def metabobsmo
de nutnentes
(Incremento de calor)

ENERGIA NETA (EN)

ENERGIA PARA MANTENIMIENTO ENERGIA PARA FRODUCCION
® Metabolismo basal ¢ Crecimiento
o Actividad involuntania * Trabajo
o Calor o Almacenamiento de energia
para la reproduccién

* Tomado de Church, 1986.

Figura 5. Relacidn entre los distintos indices caléricos
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ENERGIA GRUESA (EG)
}————==% Energlafecal

4
ENERGIA DIGERIJSLE APARENTE (ED)

Energia urinana

ENERGIA METABOLIZABLE APARENTE (EM)
Calor del metabolismo
de nutnentes
(Incremento de calor)

ENERGIA NETA (EN)

ENERG1A PARA MANTENIMIENTO ENERGIA PARA PRODUCCION
& Metabolismo basal » Crecimiento
o Actividad involuntaria ¢ Trabajo
o Calor o Almacenamiento de energla
para la reproduccidn

* Tomado de Church, 1986,

Figura 5. Relacién entre los distintos indices caléricos
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3. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.
o Caracterizar tanto quimica como biologicamente la grasa cruda y destoxificada

de dos semillas del género Erythrina mexicanas.

3.2 Objetivos particulares.
o Caracterizar quimicamente la grasa cruda y destoxificada del colorin (Erythrina
americana) y patol (Erythrina breviflora).
o Determinar si el tratamiento de destoxificacion de las grasas tiene un efecto
benéfico en el aspecto nutricional de las mismas.
o Determinar si la grasa cruda y destoxificada de ambas semillas presenta un efecto

toxico en pruebas in vivo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material de estudio

En el presente estudio fueron utilizados extractos lipidicos crudos y destoxificados

de las semillas Erythrina americana y Erythrina breviflora. E| diagrama general de

trabajo se presenta en la Figura 6.

[SEMILLA INTEGRA |

EXTRACCION

Residuo no lipidico

{ DESTOXIFICACION |
EXTRACTO LIPIDICO EXTRACTO LIPIDICO
DESTOXIFICADO SIN DESTOXIFICAR
|EVALUACION QUIMICA| [EVALUACION BIOLOGICA |
¢ Densidad » Estudio biologico
» Indice de yodo

» Estudio toxicolégico subagudo
» Indice de saponiSicacién

o Indice de refraccién
* fndice de acidez

* Punto de fusidn '

® Perfil de 4cidos grasos
(Cromatografia de gases)

Figura 6. Diagrama general de trabajo.
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4.1.1 Obtencién de extractos,

La semilla integra tué molida en un molino Thomas-Wiley Model 4, usando una
malla con aberturas de 2 mm. de didmetro. La harina obtenida fué entonces insertada en un
frasco de vidrio para llevar a cabo la extraccion (capacidad: 1 kg.), envuelta en papel filtro
de tal manera que se evitaran las pérdidas por el flujo del disolvente. El disolvente usado fué
hexano grado Q.P. y se usd un sistema de extraccion continua tipo Soxhlet durante 15
horas. El disolvente fué eliminado de la fraccion lipidica mediante rotaevaporador, seguido
de secado en estufa a 60°C.

Las grasas destoxificadas se obtuvieron de acuerdo al método descrito por Sotelo, et
al (1993), en donde la fraccion lipidica de la semilla se somete a lavados con icido sulfiirico
2N, con la finalidad de extraer los alcaloides libres que se hallan en dicha fraccion. Es
conveniente aclarar que para el presente estudio se entiende como destoxificado el estar libre
de alcaloides.

A los extractos (tanto los destoxificados como los no destoxificados) se les insuflo

nitrogeno y se guardaron en congelador para su conservacion y posterior uso.

4.2 Evaluacién quimica,

4.2.1 Gravedad especifica (aparente),
a) Materiales y reactivos.
o Picnometro de 50 ml.
¢ Baflo de temperatura controlada GRANT Mod. SEI0.
o Balanza analitica.
e Eteretilico.

Etanol.
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b) Determinacion.

Limpiar cuidadosamente el picndmetro con mezcla cromica. Enjuagar y secar
completamente. Llenar picndmetro con agua recientemente hervida y enfriada a 20°C y
colocar en el bafio de temperatura controlada a 25°C. Después de 30 minutos, ajustar el
nivel de agua en el picndmetro y su capilar; retirar del bafo, secar cuidadosamente y pesar.
Enjuagar repetidamente con etanol y después con éter. Secar, dejar evaporar cualquier
residuo de éter y secar. Determinar por diferencia el peso de agua contenida en el
picnémetro a 25°C.

Limpiar y secar picnometro cuidadosamente. Llenar con muestra de aceite a 20°C y
colocar en el bafio a 25°C. Después de 30 minutos ajustar el nivel de aceite en el picndmetro
y su capilar; retirar del bafio, secar cuidadosamente y pesar. Obtener el peso de la muestra
por diferencia entre el picnometro lleno con la muestra y el picnémetro vacio.

Obtener la gravedad especifica aparente de 1a muestra dividiendo el peso del aceite

entre el peso del agua (ambos medidos en el mismo picnometro).

4.2.2 indice de yodo (Método de Hanus).

a) Fundamento.
Los acilgliceroles de los 4cidos grasos insaturados presentes en la grasa

(principalmente los de la seric del acido oleico) se unen mediante sus dobles enlaces a una
cantidad definida de monobromuro de yodo (reactivo de Hanus), cl cual es afadido cn
exceso en la determinacion. La cantidad de halogeno restante es titulada con solucion
valorada de Na;S:0; y por diferencia con un blanco se obtiene la cantidad de monobromuro

de yodo adsorbido por la muestra (Egan, 1991).
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b) Material y reactivos.
o Matraces Erlenmeyer con tapon de vidrio de 500 ml.
o Probeta de vidrio de 10 ml.
o Buretas graduadas de vidrio de 50 mi.
o Balanza analitica.
o Acido acético glacial.
¢ Yodo.
o Tiosulfato de sodio.
* Bromo.
¢ Solucion de yoduro de potasio al 15% wiv.
o Solucion de almidon al 1% w/v.
¢+ Cloroformo.
e Acido clorhidrico IN.

¢ Dicromato de potasio.

¢) Preparacion de solucion de tiosulfato de sodio 0.1 N,

Disolver 25 g de Na;5;045-5H;0 en 1 litro de agua destilada. Llevar a ebullicion
moderada y mantener durante 5 minutos. Transferir en caliente a un frasco contenedor (de
preferencia de color ambar) previamente limpiado con mezcla cromica y enjuagado con agua
destilada hervida.. Guardar en la oscuridad en un lugar templado. No regresar residuos de
reactivo al frasco.

Pesar en balanza analitica 0.2000 a 0.2300 g de K,Cr;0; (secado a 100°C durante 2
horas) en matraz Erlenmeyer. Disolver en 80 ml de agua destilada junto con 2 g de KI.
Aftadir 20 ml de HCI | N y guardar inmediatamente en la oscuridad durante 10 minutos..
Titular con la solucion de Na,S;0, , afadiendo unas gotas de solucion indicadora de
almidon al 1% hacia ¢l final de la valoracion (Helrich, 1990). Calcular la normalidad de la

solucion de Na;$;0, mediante la siguiente formula:
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3K20r207 %1000
mlNaZSZOBx 49.032

d) Preparacion de solucion de Hanus.

Disolver 13.615 g de yodo en 825 ml de dcido acético glacial con calentamiento.
Enfriar y titular 25 ml de esta solucidn con solucion de tiosulfato de sodio (N3;S;0,)0.1 N,
Por otro lado, tomar 3 ml de bromo y disolver en 200 ml de écido acético glacial. Tomar §
m| de esta Gltima solucidn y aftadir 15 ml de solucion de KI al 15%; titular con solucion de
Na;5;03 0.1 N. Calcular la cantidad de solucion de bromo requerida para duplicar el
contenido de halégeno de Ia solucion inicial de yodo mediante la siguiente relacion:

X=B/C
donde X= ml de solucion de bromo requerida, B= 800 x equivalentes de Na;S;0; por ml de
la soluci6n inicial de yodo; y C= equivalentes de Na;S;0, por ml de la solucion de bromo.
Si es necesario, diluir la solucion ya mezclada con acido acético glacial hasta la

concentracion deseada.

d) Determinacion.

Pesar 0.2500 g de aceite en un matraz Erlenmeyer con tapén de vidrio y disolver en
10 mi de cloroformo (CHCly). Con Ia bureta graduada, afiadir 25 ml de solucién de Hanus y
dejar reposar en la oscuridad durante 30 minutos, con agitacion ocasional. Para resultados
mis precisos, es conveniente cumplir con los mismos tiempos de drenado dev bureta y
estancia en la oscuridad en todas las determinaciones.

Adadir 10 nil de la solucion al 15% de KI; agitar vigorosamente y afiadir 100 ml de
agua destilada recientemente hervida y enfriada, cuidando de lavar cualquier residuo que
qQuede en el tapon de vidrio. Titular con solucion de Na;S;05 0.1 N hasta que el color

amarillo de la solucion casi desaparezca. Aiadir unas cuantas gotas de solucion de almidon
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al 1% vy continuar titulando hasta que el color azul de la solucion desaparezca
completamente. Hacia el final de la titulacion, tapar matraz y agitar vigorosamente para que
¢! yodo remanente en solucion en CHCl; sea también titulado.

Llevar a cabo 2 blancos bajo las mismas condiciones.

f) Célculos.
e de yogo - B 95 N21269
gmuestra
donde: -

B=m! de solucion de Na,$,;0, gastados en blanco
S= ml de solucion de Na;§,;0; gastados en muestra
N= nomalidad de la solucién de Na;S;0,.

4.2.3 indice de saponificacién.
8) Fundamento.

Los 4cidos grasos de los acilgliceroles de la grasa son liberados con una solucion de
KOH en etanol (la cual se afade en exceso), obteniéndose glicerol y las sales respectivas de
los acidos grasos. El KOH sin reaccionar se titula con HC! 0.5N y por diferencia con un

blanco se determina la cantidad de KOH empleado para saponificar la muestra.

b) Materiales y reactivos.
* Balanza analitica.
» Matraces de bola de fondo plano de 250 ml.
s Matraz de fondo plano con cuello largo de 1 litro.
¢ Condensador de aire
s Buretas graduadas de 50 ml.
¢ Canastilla de calentamiento.

¢ Mortero.
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Hidréxido de potasio.
e Oxido de calcio granulado.
Etanol.

Acido clorhidrico 0.5N.

Solucién indicadora de fenolftaleina al 1% w/v en metanol.

c) Preparacion de solucion etandlica de KOH .

Triturar 40 g de KOH en un mortero junto con 45 g de CaO granulado y mezclar.
De 1 litro de etanol, affadir 100 ml a la mezcla en el mortero y transferir a un matraz con
cuello largo. Transferir cuantitativamente la mezcla con ayuda de varias porciones de etanol.
Afladir el etanol restante al matraz, agitar vigorosamente durante 5 minutos e invertir el
matraz, dejando reposar la solucidn. Repetir la agitacion varias veces durante el dia. Dejar
reposar durante toda la noche. Filtrar la solucion para eliminar el CaO y guardar en un

frasco con tap6n de vidrio.

d) Determinacion.

Pesar en balanza analitica 0.5000 g. de la grasa en un matraz de fondo plano de 250
ml. Afladir con la bureta 50 mi de la solucion de KOH. Conectar el matraz al condensador
de aire y llevar hasta ebullicion, manteniendo ésta hasta que la muestra esté totalmente
saponificada (aproximadamente 30 minutos). Enfriar y titular con HCl 0.5N usando

fenolftaleina al 1% como indicador. Llevar a cabo un blanco bajo las mismas condiciones

que la muestra.
¢) Calculos.
. o 2805x(B-S)
tndice de sapontficacién= 3 mucsta
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donde:
B=ml de HC] 0.5N gastados en blanco.
§=ml de HCI 0.5N gastados en muestra

4.2.4 indice de refraccion.
a) Materiales.

¢ Refractéometro de Abbé OPL No. 2,154.

b) Determinacion.

Determinar el indice de refraccion del aceite a 20 o 25°C, haciendo circular agua a
dicha temperatura a través del prisma del aparato. Colocar el refractometro de tal manera
que reciba la luz difusa del dia o de alguna fuente artificial (e.g. lampara de sodio) de frente
al analista.

Abrir el prisma girando el tomillo que lo mantiene cerrado; afladir unas cuantas gotas
del aceite y con una varilla de vidrio expandir la muestra en toda la superficie del prisma.
Girar el tomillo para cerrar el prisma y dejar la muestra unos minutos a que se atempere a la
temperatura del agua circulante.

La medicién se basa en la posicion de la llamada frontera o borde de reflejo total en
relacion a las caras del prisma. Llevar este borde al punto de interseccion indicado a través
del ocular con ayuda del tornillo correspondiente, de tal manera que el campo de vision se
halle dividido en una mitad luminosa y otra oscura. En el otro ocular leer directamente en la
escala el indice de refraccion.

El refractometro puede calibrarse con agua destilada siguiendo el procedimiento
previamente descrito. El cero de la escala de la derecha vista a través del ocular debe
coincidir con el cero de la escala mévil. En caso contrario, hacer la correccion

correspondicnte en las lecturas.
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4.2.5 indice de acidez.
a) Materiales y reactivos.
o Matraces Erlenmeyer de 250 ml.
o Bureta graduada de 50 ml.
¢ Etanol.
 Solucion indicadora de fenolftaleina al 1%.
o Hidréxido de sodio 0.1 N.

b) Determinacidn.

Neutralizar 50 ml de etanol con NaOH 0.1 N, usando fenolftalcina como indicador,
hasta obtener una coloracion levemente rosada. Pesar de | a 10 g de aceite o grasa fundida
cn ¢l matraz Erlenmeyer y afadir el etanol neutralizado. Titular con NaOH 0.1 N agitando
constantemente hasta que el color rosa permanezca durante 15 segundos. Preferentemente,
la titulacién no debe consumir mas de 10 ml, de otra forma se pueden separar las 2 fases.

Esto no ocurre si se usa alcohol neutro caliente como disolvente.

¢) Célculos,

miNaOK * NNaOH ¥ 56 1
g muestra

Indice de acidez (mg KOH/g muestra)=

En el caso de querer expresar el indice de acidez como % de acido oléico se usa la

siguiente expresion:

"ﬂNIOH X NNlOH x0.282

% 4cido oléico= YT x 100

Ambas expresiones se relacionan aproximadamente de la siguiente forma:

indicc de acidez (mg KOH/g muestra) = 2 x % acido oleico
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4.2.6 Punto de fusi6n,

a) Materiales.
o Capilares de vidrio (1 mm de didmetro interno).
o Lente de aumento de vidrio.
¢ Parrilla de calentamiento y agitacion.

o Termometro graduado (minima divisién de 0.2°C).

b) Determinacion.

Llenar capilar con la muestra hasta tener una columna de aproximadamente 10 mm
de longitud. Sellar el capilar a la flama cuidando de no quemar la muestra. Guardar en
condiciones de refrigeracion (4-10°C) durante 16 horas.

Tomar el capilar y atarlo al termdmetro de tal que el fondo de la columna de la
muestra en el capilar coincida con el bulbo del termdmetro. Suspender en un recipiente de
600 ml lleno a la mitad de agua. En el caso de tener una idea aproximada del punto de fusion
de la muestra, comenzar la determinacion a 10°C por abajo del mismo. Comenzar el
calentamiento a una tasa de 0.5°C/min, llevando a cabo una agitacion moderada para lograr
homogeneidad en dicho calentamiento.

Tomar como punto de fusion la lectura en el termémetro a la cual la muestra se
vuelve transparente. Generalinente, éste no es un punto en la escala, sino mas bien un rango.

Reportar dicho rango.

4.2.7 Perfil de dcidos grasos (Cromatografia de gases).
a) Materiales y reactivos.

¢ Tubo de ensaye con tapon de rosca.

¢ Baio maria eléctrico.

o Cromatografo de gases HP 5890 con detector de ionizacion de flama.
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o Columna de acero inoxidable empacada con 20% de etilenglicol succinato sobre
Chromosorb WHP 80/100 mesh
o Eter etilico.

e Solucion al 1% de metéxido de sodio en metanol.

b) Determinacion.

En un tubo de ensaye con tapon de rosca se colocan 0.5 ml de Ia grasa o aceite a
evaluar, cuidando de haber eliminado la mayor parte del disolvente empleado en la
extraccion previa. Se afladen 5 ml de éter etilico y 3 ml de la solucion al 1% de metdxido de
sodio en metanol. Tapar el tubo y poner en bato maria a 70°C durante unos cuantos
segundos. Agitar y enfiiar en el congelador. Agregar agua destilada hasta el cuello del tubo
con el objeto de lavar las paredes del tubo; agitar para lavar la capa etérea. Tomar 1.5 pl e

inyectar en el cromatdgrafo de gases.

c) Condiciones del cromatografo.

Gas portador: nitrégeno, flujo= 20 ml/min; aire, flujo= 400 ml/min; hidrogeno,
flujo= 30 m/min. Temperatura del inyector y detector: 240°C. Temperatura del horno: 80 -
200°C (10°C/min).

Los dcidos grasos en las muestras fueron identificados nmediante comparacion de

sus tiempos de retencion con los tiempos de retencion de estandares (Helrich, 1990).
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4.3 Evaluacidn biolégica.
4.3.1 indices bioldgicos nutricionales..

a) Fundamento.

En las ratas, el periodo después del destete en el cual siguen creciendo y ganando
peso es largo, lo cual es de gran utilidad en aquellos estudios donde la ganancia en peso y
tamaflo son usados como indicadores en el transcurso de un experimento, y en este caso del

valor nutricional de los aceites empleados (Yang, 1974).

b) Preparacion de dietas.

Para llevar a cabo la evaluacion biologica tanto de las grasas no destoxificadas como
de las destoxificadas, se deben elaborar dietas isoproteicas y isocaldricas con respecto a una
dieta referencia, de tal manera que el nutrimento en estudio (en este caso la grasa) sea la
nica variable.

Tanto Ia dieta de referencia como las de estudio se elaboran en base a una dieta ideal.

Un ejemplo comun de dicho tipo de dieta se presenta en la siguiente tabla:

DIETA IDEAL
Componente g/ 100 g dieta
Proteina 10.00
Sacarosa 20.00
Glucosa 20.00
Dextrina 19.00
Manteca vegetal 4.00
Aceite 10.00
Mezcla de minerales 4.00
Mezcla de vitaminas 2,00
Celulosa 11,00
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c) Material,

Balanza granataria.

o Mezcladora HOBART Mod. N-50

d) Componentes empleados para la elaboracion de las dietas.

Caselna

Sacarosa
o-D-glucosa
Dextrina

Manteca vegetal
Aceite de maiz
Mezcla de minerales
Mezcla de vitaminas

Celulosa

¢) Elaboracion.

(SIGMA #C-3400)

(grado alimenticio)

(SIGMA ¥ G-5000)

(SIGMA #D-2131)

(grado alimenticio)

(grado alimenticio)

(Rogers Harper TEKLAD Cat. #170760)
(Rogers Harper TEKLAD Cat. #40060)
(Rogers Harper TEKLAD Cat. #160390)

Cada uno de los componentes es pesado en balanza granataria. La cascina se

homogeneiza junto con los deméds componentes solidos a excepcion de la mezcla de

vitaminas. A continuacion se adicionan |a manteca vegetal (previamente derretida) y ¢l aceite

correspondiente y finalmente 1a mezcla de vitaminas. Todo se mezcla hasta tener una dieta

completamente homogénea. La dieta se coloca en un recipiente de plastico de boca ancha y

se guarda en condiciones de refrigeracion (4 £ 2°C) para su conservacion.

f) Periodo de ensaye.

Se utilizan ratas macho Wistar recién destetadas (21-23 dias de nacidas). Las ratas

se dividen en grupos de tal manera que sc tengan de preferencia lotes con igual nimero de
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c) Material.

Balanza granataria.

¢ Mezcladora HOBART Mod. N-50

d) Componentes empleados para la elaboracion de las dietas.

Caselna

Sacarosa
a-D-glucosa
Dextrina

Manteca vegetal
Aceite de maiz
Mezcla de minerales
Mezcla de vitaminas

Celulosa

¢) Elaboracion,

(SIGMA #C-3400)
(grado alimenticio)
(SIGMA # G-5000)
(SIGMA #D-2131)
(grado alimenticio)

(grado alimenticio)

(Rogers Harper TEKLAD Cat. #170760)
(Rogers Harper TEKLAD Cat. #40060)
(Rogers Harper TEKLAD Cat. #160390)

Cada uno de los componentes es pesado en balanza granataria. La cascina se

homogeneiza junto con los demis componentes solidos a excepcion de la mezcla de

vitaminas. A continuacion se adicionan la manteca vegetal (previamente derretida) y c! aceite

correspondiente y finalmente la mezcla de vitaminas. Todo se mezcla hasta tener una dieta

completamente homogénea. La dieta se coloca en un recipiente de plastico de boca ancha y

se guarda en condiciones de refrigeracion (4 £ 2°C) para su conservacion.

f) Periodo de ensaye.

Se utilizan ratas macho Wistar recién destetadas (21-23 dias de nacidas). Las ratas

se dividen en grupos de tal manera que sc tengan de preferencia lotes con igual nimero de
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ratas en cada uno y se asignan a cada lotc en base a su peso inicial y utilizando la
distribucién de "culebra japonesa" (ver Apéndice 1) con el objeto de tener la menor

vanabilidad posible entre los lotes.

Cada rata es colocada en una jaula individual, dotdndosele con un comedero donde
se le pone la dieta correspondiente (procurando que se halle en un ligero exceso
determinado por el registro periddico de su ingesta) y un bebedero con agua administrada
ad libitum. Debajo de cada jaula se colocan charolas de papel manila para la recoleccion de
heces, cambidndose cuando ya se hallen demasiado himedas.

.;Ho largo de todo el tiempo de estudio se registra el peso de cada rata y ¢l alimento
ingerido, procurando recoger aquel alimento que sea tirado por el animal (el cual no es
considerado como ingerido por el mismo), cambiando el agua del bebedero periddicamente
para evitar la aparicion de hongos y desechando fas heces en las charolas, En las Gltimos
semanas del estudio se recolectan las heces individualmente en frascos de vidrio,
separandolas de restos de alimento mediante el empleo de un tamiz y secadas en estufa a
60°C para evitar su contaminacion.

Para el calculo de los indices caloricos es necesario conocer la densidad calorica de
las dictas respectivas, asi como de las heces. Esta se realizo en una bomba calorimétrica ya
continuacion se describe fa metodologia, la cual corresponde a Ia llamada Energia Gruesa

(EG).

f.1 Fundamento determinacion de la Energia Gruesa (EG).

La energia gruesa o densidad calorica de un alimento o dieta es la cantidad de
energia que proporciona un gramo del mismo alimento o dieta (Church, 1976). Para obtener
la energia gruesa de una muestra, ésta se somete a una combustion total dentro de un
recipiente cerrado en presencia de un exceso de oxigeno, lo cual nos brinda la confianza de

una combustion completa.
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Para esta determinacion se usé una bomba calorimétrica GALLENKAMP, MOD.
CBB-330-010L. En ella, el aumento de temperatura como resultado de la combustion de [a
muestra se detecta en un galvanometro de alla sensibilidad, traduciendo dicho aumento en
una seflal eléctrica, lo cual se puede leer en la escala del galvanometro. Es necesaria la
elaboracidn de una curva patron de una sustancia de densidad energética conocida para

poder, a su vez, traducir las lecturas del galvanometro en unidades de energia.

f.2 Material y reactivos.
o Balanza analitica.
¢ Bomba calorimétrica GALLENKAMP, MOD. CBB-330-010L
o Galvanometro GAM METRIC LTD.
¢ Crisoles de acero inoxidable de 2.54 ¢cm. de didmetro.
*  Mango metalico prensador.
o Mechas de algodon de 7 cm. de longitud.
¢ Acido benzoico (estandar termoquimico de la British Chemical Standards; valor

caldrico: 26,454 Joules/g. 6 6.3184 kcal/g.).

£.3 Determinacion.

Las muestras deben estar finamente molidas; ain cuando el secado es conveniente,
éste depende de las caracteristicas propias de la muestra, La cantidad de muestra estard
determinada por el tipo de material y como referencia se debe pesar una cantidad de muestra
que proporcione aproximadamente 4 kcal. Para materiales de alta densidad calorica seran
suficientes 0.4 g., mientras que para muestras de baja densidad calorica, como la ures, se
requierede 1.5 g.

Dentro del crisol se coloca una cantidad de muestra ligeramente superior a la
deseada, junto con la mecha de algoddn y no se necesita que sea exacta. A continuacion se

compacta la muestra y la mecha con el mango metalico prensador y se toma ¢l peso
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definitivo. El crisol s coloca en la parte superior del pilar central de la bomba y el extremo
de la mecha se introduce en el alambre de ignicion.

Hay que tener cuidado de que el anillo sellador de la bomba se halle en perfectas
condiciones y que sea flexible; en caso contrario apiicar un poco de grasa o, dado el caso,
reemplazarlo. Colocar el anillo sellador en el canal circular, levantar el anillo estriado y
enroscar el cilindro de la bomba lo suficiente como para que coincidan ambas roscas. Bajar
el cilindro de la bomba junto con el anillo estriado sobre el anillo segurador y terminar de
girar el cilindro hasta que se cierre completamente. Introducir la terminal del termopar en la
parte superior del cilindro de la bomba.

Abrir el tanque de oxigeno, previo ajuste de la valvula de reduccion de flujo. Girar la
perilla de paso de oxigeno en el panel de control de la bomba y dejarla abierta hasta tener
una presion dentro del cilindro de 25 atmosferas. De no llegar a esta presion, ajustar de
nueva cuenta la valvula de reduccion o checar el contenido de oxigeno en el tanque. Cerrar
la perilla de paso de oxigeno y cuidar que no halla reduccion en la presion, lo cual seria
indicio de la existencia de una fuga en alguna de las conexiones.

Dejar que la temperatura del termopar se estabilice con respecto a la del cilindro.
Ajustar la cscala en el galvanometro a cero con ¢l ajuste grueso primero (parte inferior del
galvanémetro) y posteriormente con el ajuste fino (perilla central). Checar que la valvula del
lado derecho de la base del cilindro se halle cerrada. Presionar el boton rojo de ignicion en el
panel central de la bomba y esperar a que inicie la combustion, lo cual se vera por una
notable deflexion de la aguja del manometro.

La lectura en el galvanometro llega a un maximo, después de la cual baja un poco
para volver a subir hasta estabilizarse en una lectura maxima durante unos momentos. Esta
Gltima lectura es la que se debe tomar. Abrir la valvula del lado derecho de la base del
cilindro de la bomba para dejar escapar los gases producto de la combustion, quitar el

termopar y ¢l cilindro de la bomba en forma inversa a la descrita anteriormente. Enfriar el
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cilindro de la bomba y enjuagar con agua destilada. Secar para la siguiente determinacion,

siendo recomendable hacer las determinaciones por duplicado.

f4 Cilculos.

Ehborar una curva patron con écido benzoico de densidad calorica conocida. Se
recomienda tener suficientes puntos en la curva de modo que se cubra toda la escala en el
galvanometro (0.1 a 0.8 gramos). Hacer una gréfica colocando en las abcisas el contenido
energético y en las ordenadas la lectura en el galvanometro. Hacer una combustion
exclusivamente de una de las mechas empleadas de tal modo que posteriormente se haga la

correccion en la lectura de las muestras.

£.5 Indices caloricos.
Una vez determinada la densidad calorica de las dietas y las heces, se procede al

calculo de Jos distintos indices caloricos.

£.5.1 Energia digerible aparente (ED).
Ep= S H

B x 100

donde:
Ei: Energia ingerida

Ef: Energia fecal

f.5.2 Eficiencia energética (EE).

Ganancia en peso
Ei

EE=
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cilindro de la bomba y enjuagar con agua destilads. Secar para la siguiente determinacion,

siendo recomendable hacer las determinaciones por duplicado.

f.4 Cilculos.

Elaborar una curva patrén con &cido benzoico de densidad calorica conocida. Se

recomienda tener suficientes puntos en la curva de modo que se cubra toda la escala en el

galvanometro (0.1 a 0.8 gramos). Hacer una grifica colocando ¢n las abcisas el contenido

energético y en las ordenadas la lectura en el galvanémetro. Hacer una combustion

exclusivamente de una de las mechas empleadas de tal modo que posteriormente se haga la

correccion en la lectura de las muestras.

£.5 indices caléricos.

Una vez determinada la densidad caldrica de las dietas y las heces, se procede al

calculo de los distintos indices caloricos.

f.5.1 Energla digerible aparente (ED).

ED= E‘F'J,F" x 100

donde:
ti: Energla ingerida

Ef: Energia fecal

f.5.2 Eficiencia energética (EE).

Ganancia en peso
EE= ~20anCR enpeso.

Ei
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f.6 Otros indices.

£.6.1 Relacion de eficiencia protéica (PER).

_ ganancia en peso (g)
proteina ingenda ()

PER

4.3.2 Estudio toxicolégico subagudo.

Se usan ratones macho (cepa CFW) recién destetados, y son divididos en lotes de
igual tamafio de preferencia, repartiéndolos en dichos lotes de acuerdo a la distribucion de
“culebra japonesa”.

Cada raton es marcado mediante perforaciones en las orejas, de acuerdo al siguiente

esquema;

De este modo, por ejemplo, al raton identificado con el nimero 16 se le hacen las

siguientes perforaciones:

Los ratones son colocados en cajas de plastico con tapa metalica, adecuada de tal
manera que en la misma tapa se les ponga el alimento y un bebedero con agua, ambos
administrados ad libitum. El alimento administrado a los ratones es 5001, claborado por

PMI Feeds Inc. y cuya composicion ¢s la siguiente:
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Proteina cruds- no menos de 23.0%
Grasa cruda- no menos de 45
Fibra cruda- no mas de 6.0
Cenizas- no mas de 8.0
Minerales afladidos- no mas de 25

Durante todo el tiempo de estudio se registra el peso de cada raton y cada semana se
cambia el agua del bebedero para evitar la aparicitn de hongos.

Para Ia administracién de aceites cuando se hace por via oral se lleva a cabo con
ayuda de jeringas de plastico y puntas especiales de acero inoxidable curvas con final
redondeado del #18 x 1 - '4"). Los aceites se atemperan a 37°C en un baflo maria. Con
objeto de tener un estudio mas completa, también se lleva a cabo la observacion del
comportamiento que presenten los animales a fo largo del experimento. Al final del mismo se
lleva a cabo la diseccion de los animales y la extraccion de Grganos tales como higado,
riflones y bazo para registrar su peso final y evaluar visualmente su estada.

" Conel peso de los drganas se lleva a cabo una relacion de peso del drgano con
respecto al peso corporal final del raton correspondiente como se muestra cn la siguiente
expresion:

Peso érgano (g)
Peso corporal final ()

RP= x 100

donde:

RP: relacion porcentual entre el peso del drgano con respecto al peso corporal
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En estudios anteriores se ha llevado a cabo el anAlisis proximal de las semillas
integras y en el renglon de grasa se reportan valores de 17.48% para la semilla de colorin
(Erythrina americana) y de 14.25% para la semilla de patol (Erythrina breviflora)
(Jiménez, 1994). Con base en estos datos podemos considerar a estas semillas como de
interés ya que su contenido en grasa las hace factibles de poder explotarse como una fuente
alternativa de grasa y aceite, previo estudio quimico, toxicologico y biologico, que el

presente trabajo pretende iniciar.

5.1 Evaluacién quimica.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en la determinacién de los
distintos parametros propuestos para definir el perfil quimico de las muestras de grasa
estudiadas. Se presentan los datos bibliograficos correspondientes al maiz (Zea mays),
girasol (Helianthus annus), sova (Glycine max) y manteca de cerdo con fines de
comparacion. Se observa que los valores de las distintos parametros tanto para el colorin
como para el patol son muy semejantes entre si. Como era de esperarse, el indice de yodo de
los extractos lipidicos de ambas semillas es mayor al correspondiente a una grasa de origen
animal (manteca) debido al mayor grado de insaturacion de los acidos grasos que conforman
los triacilgliceroles de los aceites de origen vegetal, aunque su valor sea ligeramente menor

comparando con los valores de los aceites de las semillas que se presentan en la Tabla |..
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Colorin Patol Maiz Girasol Soya Manteca
(Erythrina (Erythrina (Zea (Hellanthus (Glycine max) de cerdo
americana) brevifiora) meays)(NOM, annuus) (Swern, 1979) (Swern, 1979)
1976) (Swern, 1979)
e indice de yodo (Hanus) 84.7910 £ 0.6832 89.8003 + 1.6585 103 - 120 125-136 125 - 130 46-70
(g 1;/100 g aceite)
L indieedcsnponiﬁudén (mg 173.6104 = 1.3830 180.4953+1.1216 187 -193 188 - 194 189 - 195 195 - 202
KOH/g aceite)
e Densidad relativa (25/25°C) 0.9069 + 0.0005 0.9122 £ 0.0018 0910 -0.926 0.915-0.919 0917 -0.921 0.858 - 0.864
o indice de refraccién (25°C) 1.4640 + 0.0006 1.4637 + 0.0005 1.470-1.477 1472 -1.474 1.470-1.476
 indice de acidez 0.6142 £0.0031 1.7421 £0.0296 maximo: 0.1 maximo: 1
(mg KOH/g)
* Punto de fusién (°C) 18-19 21-22 -15

Tabla 1. Evaluacién quimica de extractos lipidicos de colorin (Erythrina americana) y
patol (Esythrina brevifiora).
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Tomando en cuenta los irdices de saponificacion, de refraccion y la densidad relativa
es de notar que los valores obtenidos son muy parecidos a los de los aceites vegetales
comestibles. Sin embargo, es de observar una diferencia muy marcada entre los extractos de
las semillas y los aceites vegetales en cuanto a su indice de acidez.. En la bibliografia sc hace
una generalizacion por parte del Codex Alimentarius donde se establece que para grasas y
aceites no procesados es permisible hasta un valor de 4.0 en el indice de acidez (expresado
como mg KOH/g) y de 0.6 para grasas y aceites procesados (Egan, 1991). Con base en esta
informacion, podemos decir que los valores de indice de acidez obtenidos para ambos
extractos lipidicos se halla en valores congruentes, tomando en cuenta que se trata de
extractos lipidicos a los cuales no se les ha llevado a cabo ninglin tipo de procesamiento, por
lo cual cuentan todavia con una amplia variedad de compuestos aparte de los triacilgliceroles
y de los acidos grasos libres.

Tomando los valores de punto de fusion para ambos extractos vemos que guardan
concordancia con ¢l % de dcidos grasos insaturados respectivos determinado por
cromatografia de gases (Tabla 3). Esta concordancia la podemos comparar con aquella que
se observa para el zapotillo, donde Sotelo, et a/ (1990) reportan un punto de fusion de
26.1°C, teniendo un indice de yodo de 95.82 y un % de acidos grasos insaturados de 71.53.
Con base al indice de yodo podriamos esperar un punto de fusién ligeramente mayor al
obtenido para los extractos, sin embargo, éstc abatimiento del punto de fusién puede
explicarse considerando todos los demas compuestos presentes en éstos extractos crudos,

Por otro lado, gracias a la colaboracion del Dr. Marcos Soto (Universidad de
Chapingo), se consiguicron los datos concernientes al contenido de alcaloides de los
extractos lipidicos crudos y la caractenzacion de los mismos. El extracto lipidico de colorin
tiene una concentracion de alcaloides de 96 mp/100 g extracto, mientras que ¢l extracto de
patol contiene 36 mg/100 g de extracto. Los alcaloides presentes en el extracto lipidico de

colorin son f-Erythroidina, Erysodina y Erysovina. Por otro lado, en el extracto lipidico
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de patol solo se hallaron trazas de Erysodina. Las estructuras de estos alcaloides se

presentan en la Tabla 2.

f-Erythroidina
(3p)-1,2,6,7-tetradehidro-14,17-dihidro-3-
metoxi- 16(1 SH)-oxaerythrinan-15-ona

Erysodina
(3p)-1,2,6,7-tetradehidro-3,15-
dimetoxierythrinan-16-ol

Erysovina
(3p)-1,2,6,7-tetradehidro-3,16-
dimetoxierythrinan-15-ol

* Dictionary of Natural Products, 1994
Tabla 2, Estructuras quimicas de los alcaloides presentes en los extractos lipidicos de
colorin (Erythrina americana) y patol (Erythrina breviflora),

La presencia de estos alcaloides enriquece el cuadro general que se empezo a
describir en estudios anteriores donde también se detectd la presencia de alcaloides en las
harinas desengrasadas de ambas semillas (Jiménez, 1994). Guerrero (1982) reporta una DLy,
(en rata, via oral) de 6,000 mg/kg de peso corporal del extracto etéreo de la semilla de
colorin, lo cual nos permite calificar a dicho extracto de acuerdo a Luxon, S.G. (1992) de
moderada a ligeramente toxico. Esta informucion permitié justificar los estudios biologicos

hechos con los extractos lipidicos en este trabajo.
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En la Tabla 3 se presenta el perfil de acidos grasos de ambos extractos determinado
mediante cromatografia de gases, junto con maiz y otras dos leguminosas con fines de
comparacion tomados de Sotelo, et a/ (1990). Asi mismo, en las Figuras 7y 8 se muestran
los cromatogramas obtenidos para colorin y patol respectivamente.

En ambos extractos el dcido graso que se encuentra en mayor cantidad es el oléico
(Cia, A”), seguido de linoléico (Cisz, A*"?) y palmitico (Cy6). La cantidad de acido oléico
presente es significativa (>45%) y puede considerarse que ambas semillas son una buena
fuente de este acido graso, comparable al maiz e incluso superior a las otras dos semillas que
se presentan en la misma tabla. Por otro lado, también 1a cantidad de acido linoléico es de
importancia (>20%) y es de considerar ya que este dcido graso se halla dentro de los
llamados acidos grasos indispensables, ain cuando su concentracion en los extractos sea
menor al de maiz, ojo de 4guila y maguacata. En cuanto al &cido a-linolénico (otro cido
graso indispensable), su concentracion es mayor a la de las otras tres semillas pero no es tan
alta como para poder presentar propiedades secantes que limitaran su posible uso como
alimento, asi como para sufrir reacciones de oxidacion que pudieran afectar la calidad del
aceite. El extracto lipidico de colorin tiene un nivel de Acidos grasos indispensables de
24.4%, mientras que el de patol es de 29.9%.

El porcentaje de acidos grasos insaturados (%AGI) para colorin y para patol es de
71.2 y 71.0, respectivamente. Lo anterior se menciona para relacionarlo con el indice de
yodo, ya que para el extracto de ojo de aguila se reporta un indice de yodo de 125.17
(%AGI= 88.86) y para el de maguacata de 99.69 (%AGI= 72.96) (Sotelo, et al ,1990).
Observando estos datos, puede decirse que los valores de indice de yodo obtenidos para el
colorin y patol concuerdan con su contenido de acidos grasos insaturados: para colorin el

indice de yodo fué de 84.79 (%AGI=71.2) y para patol de 89.80 (%AGI=71.0).
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Composicion en %
Acido graso Colorin Patol Maiz Ojo de dguila Maguacata
(NOM, 1976) (Caesaipinia (Pitheceliobium
crista) flexicaule)
(Sotclo, ot & (Soeelo, of &f ,1990)
,1990)
Palmitico (Cie) 14.8 11.6 70-130 8.06 1534
Estearico (Cis) 49 32 20-40 3.08 9.39
Oléico (Cisa1, A%) 46.8 45.1 35.0-45.0 17.38 32.60
Linoléico (C1g2, A>'%)* 20.6 251 35.0-45.0 71.48 39.27
Linolénico (Cyss, A%'1%)* 38 48 miximo 1.0
Araquidico (Cao) 32 49 maximo 0.05 138
No identificados 59 53
Insaturados 71.2 71.0 88.86 72.96
* Acidos grasos indispensables.

Tabla 3. Perfil de dcidos grasos de los extractos lipidicos de
colorin (Erythrina americana) y patol (Erythrina brevifiora).
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Oléico ~——
Linoléico
Palmitico
Estedrico . *
“‘ -
‘ Linolénico
/ Araquidico
N

Figura 7. Cromatografia de gases. Perfil de dcidos grasos del extracto lipidico
de colorin (Erythrina americana).
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Oléico . _

Palmitico

Linoléico
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Araquidico

e

Figura 8. Cromatografia de Gases. Perfil de dcidos grasos del extracto lipidico
de patol (Erythrina breviflora).
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Figura 8. Cromatografia de Gases. Perfil de &cidos grasos del extracto lipidico
de patol (Erythrina breviflora).

59



P e e

Resultados y discusion

5.2 Evaluacibun bioldgica.

5.2,1 indices bioldgicos nutricionales,

Se elaboraron en total 4 dietas de estudio y una dieta de referencia (empleando aceite
de maiz). En la elaboracion de las mismas se manejo un nivel de proteina del 10% (el
recomendado en la bibliografia para estudios de este tipo) y de los aceites de un 10%, aun
cuando hay ciertos autores que argumentan que a este nivel se promueve la ingesta calorica,
1a obesidad y la incidencia de tumores mamarios y prefieren un nivel del 5% (Rao, 1986).

La proteina usada ei la elaboracion de las dietas fue Caseina (SIGMA # C-3400)

cuya composicion es la siguiente:

Componeute _R/100 g dieta
Proteina 89.19
Cenizas 0.58
Grasa 0.23

En base a los datos anteriores se hicicron los cdlculos para obtener un 10% de

proteina, obteniéndose una cantidad de 11.21 g de caseina que aportan:

£ /100 g dieta

Proteina 10.00

Cenizas 0.06

Grasa 0.02
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De tal modo, las dietas quedaron con la siguiente composicion:

DIETA EXPERIMENTAL

Componente g/ 100 gdieta
Proteina (Caseina) 11.21
Sacarosa 20.00
Glucosa 20.00
Dextrina 19.00
Manteca vegetal 3.98
ACEITE 10.00
Mezcla de minerales 3.94
Mezcla de vitaminas 200
Celulosa 9.87

El nimero total de ratas Wistar empleadas fué de 30, con un peso promedio de 44.49
+ 1.19 g (rango = 4.4 g), lo cual habla de una vanacion relativamente pequeda tratdndose de
éste tipo de estudios. Se hicieron 5 lotes de 6 ratas cada uno, los cuales quedaron

conformados como se muestra en !a Tabla 4.
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Rata Lotel Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote §

1 42.20 42.60 42.80 42 80 43.00
2 43.90 43.80 43.60 43.20 43.20
3 44.00 44.20 44.40 44.50 44.50
4 45.30 45.10 44.70 44.50 44.50
] 45.40 45,50 45.50 45.50 45.60

6 46.60 46.00 46.00 46.00 45.80

Tabla 4. Indices biolégicos nutricionales. Distribucién de las ratas

usando ¢l método de culebra japonesa (peso en gramos).

Las dietas también fueron asignadas al azar:

Late 1 2 3 4 b

Dieta Patol sin Colorin Colonn sin Patol Maiz

destoxificar destoxificado destoxificar destoxificado (referencia)

Los resultados obtenidos de Energia Digerible Aparente (EDA) s¢ presentan cn la
Tabla 5, asi como en la Figura 9 se presentan en forma gréfica. Cabe aclarar que para ¢l
cilculo de estc indice se tomaron en cuenta los dltimos 11 dias del estudio biolgico (tiempo

en el cual se recolectaron las heces).
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Destoxificado Sin Destoxificar

Maiz Colorin Patol Colarin Patol
Rata 89.3360 B87.5164 88.1540 88.6092 85.5740
Rata2 89.6193 86.5516 87.3975 85.6654 86.6442
Rata3 89.2969 86.7765 88.2394 BB.2672  87.5044
Rata ¢ 86.8033 86.4987  87.6680 77.9471 88.6173
Rata 8 89.4295 87.3914 88.8790 88,2238 87.0399
Rats 6 89.3193 87.7270  B87.8156 B7.0945  86.8B862
Media 88.9674 87.0769  88.0256 859679  87.0443
Desv, est, 1.0067 0.5320 0.5210 4.0754 1.0033

Tabla $. indices biolégicos nutricionales - Energia digerible aparente (%).

A los datos se les hizo un Anilisis de Varianza de Una Via. Aun cuando en éste no
se detecto diferencia significativa entre las distintas dietas, se llevo a cabo la prueba de rango-
multiple de Duncan al 95%, donde si se pudo detectar que hay una diferencia significativa
entre fa dieta control (Maiz) y la dicta elaborada con Colorin sin destoxificar (CSD). Las
dietas quedarian ordenadas de menor a mayor valor de EDA y agrupadas de acuerdo a la
prueba de Duncan conforme se muestra a continuacion:

Colorin sin destoxificar  85.9679"
Patol sin destoxificar 87.0443*
Colorin destoxificado ~ 87.0769"
Patol destoxificado 88.0256"

Maiz (Control) 88.9674°
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Destouificado Sin Destoxificar

Maiz Colorin Patol Colorin Patol

Rata 1 89.3360 87.5164 88.1540 88.6092 85.5740
Rata 2 89.6193 86.5516  87.3975 85.6654 86.6442
Rata 3 89.2969 86.7765 88.2394 88.2672 87.5044
Rata 4 86.8033 86.4987  87.6680 77.9471 88.6173
Rata § 89.4295 87.3914 88.8790 88.2238 87.0399
Rata 6 89.3193 87.7270  87.8156 87.0945 86.8862
Media 88.9674 87.0769  88.0256 85.9679 87.0443
Desv. est. 1.0067 0.5320 0.5210 4.0754 1.0033

Tabla 8. indices biolégicos nutricionales - Energia digerible aparente (%).

A los datos se les hizo un Analisis de Varianza de Una Via. Aun cuando en éste no
sc detecto diferencia significativa entre las distintas dietas, se llevo a cabo la prueba de rango
multiple de Duncan al 95%, donde si se pudo detectar que hay una diferencia significativa
entre la dieta control (Malz) y la dieta elaborada con Colorin sin destoxificar (CSD). Las
dietas quedarian ordenadas de menor a mayor valor de EDA y agrupadas de acuerdo a la
prueba de Duncan conforme se muestra a continuacion;

Colorin sin destoxificar ~ 85.9679"
Patol sin destoxificar 87.0443"
Colorin destoxificado ~ 87.0769"
Patol destoxificado 88.0256"

Maiz (Control) 88.9674°
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Con este anilisis podemos decir que, ain cuando no hay diferencia significativa entre
las dietas a un a= 0.05, si es posible ver cierta tendencia entre las mismas, ya que las dietas
elaboradas con extracto lipidico destoxificado tienen un valor de EDA mayor al de aquellas
elaboradas con extractos no destoxificados, lo cual nos indica que la destoxificacion de los
extractos (entendiéndose ésta como eliminacion de alcaloides) si tiene un efecto benéfico
sobre la calidad del extracto, reflejado como una mayor asimilacién del mismo por parte de
los animales en estudio. Ademas, dicha tendencia guarda relacion con el contenido de
alcaloides descrito previamente, ya que, tanto para los extractos destoxificados como para
los que no lo estan, se observa un valor de EDA mayor para las dietas elaboradas con
extracto lipidico de patol que para las elaboradas con extracto lipidico de colorin,
concordando con el mayor contenido de alcaloides de éste Gltimo, Podemos entonces decir
que los alcaloides presentes en los extractos crudos interfieren en la asimilacion de los
mismos, tal vez interfiriendo con la lipasa encargada de escindir los triacilgliceroles en
unidades maés sencillas, o interfiricndo a nivel de mucosa intestinal que es donde se lleva a
cabo la absorcion.

Cabe también mencionar que los valores obtenidos de EDA se hallan muy cercanos a
los valores reportados de Digestibilidad Verdadera (donde se toma en cuenta también la
energia en orina) el cual es de alrededor de 90 a 92% para aceites vegetales en general'",
En este estudio no se tomé en cuenta la fraccion de orina debido a que la técnica tentativa a
utilizar daba resultados de contenido energético en orina demasiado variables como para

poder obtener conclusiones confiables.
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Resultados y discusion

En la Tabla 6 se presentan los datos obtenidos de Eficiencia Energética (EE)

tomando en cuenta los 21 dias de estudio y en forma gréfica se presentan en la Figura 10.

Eficiencia Energética x 100 (%)

Destoxificado Sin Destoxificar

Maiz Colorin Patol Colorin Patol
Rata | 7.2623 6.9623 6.1562 6.6713 6.4900
Rata 2 7.0931 7.2715 6.0858 7.1960 7.0022
Rata 3 6.9108 7.3300 6.7257 6.4910 6.8666
Rata 4 7.4452 7.5203 6.5002 6.9488 6.4310
Rata § 7.6106 7.7074 5.4534 7.0981 7.2247
Rata 6 6.5714 7.3432 6.4667 6.6720 6.8406
Media 7.1489 7.3558 6.2313 6.8462 6.8092
Desv, est. 0.3761 0.2504 0.4481 0.2769 0.3030

Tabla 6. {ndices biolégicos nutricionales - Eficiencia energética.

A estos datos también se les hizo un Analisis de Varianza de una Via donde se

detecto una diferencia altamente significativa entre las dietas. Se realiz6 la prueba de rango

multiple de Duncan al 95% y las dietas quedaron agrupadas de la siguiente manera;

Patol Destoxificado 6.2313*
Patol sin Destoxificar ~ 6.8092"
Colorin sin Destoxificar 6.8462°
Maiz 7.1489%

Colorin Destoxificado ~ 7.3558°
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Resultados y discusion

En el caso del colorin, la diferencia entre el aceite destoxificado y el no destoxificado
en cuanto a sus valores de EE (estadisticamente diferentes entre si) si guarda relacion con el
tratamiento de eliminacion de alcaloides, ya que el aceite sin destoxificar tiene un valor de
EE menor al del aceite de colorin destoxificado. Sin embargo, en el caso del patol esta
relacion no se observa sino que se nota un comportamiento contrario, i.e. el aceite de patol
destoxificado tiene un valor menor y diferente estadisticamente hablando del aceite de patol
sin destoxificar. Comparando entre ambas semillas, a pesar de que en el analisis de EDA el
de colorin resulta ser menos asimilado que cl aceite de patol, en el anélisis de EE se puede
observar que es el aceite de colorin el que se aprovecha mis en el proceso de crecimiento
reflejado como aumento en el peso corporal de los animales en estudio.

Con objeto de confirmar estas aseveraciones, se hizo de nuevo el calculo de EE pero
ahora tomando en cuenta los Gltimos 11 dias del estudio para poder entonces tomar el valor
de cnergia adsorbida en vez del valor de energia ingerida (ya que la primera es la que
realmente fué utilizada por los animales para su metabolismo). La tendencia observada es la
misma que la descrita arriba.

Se hizo también el calculo de Relacion de Eficiencia Protéica, cuyos resultados se
presentan cn la Tabla 7 y en la Figura 11. A los datos obtenidos se les llevo a cabo un
Anilisis de Varianza de una Via,. donde se detecté una diferencia altamente significativa
entre los tratamientos. Al realizar la prueba de rango muitiple de Duncan al 95%, los grupos

quedaron ordenados en orden ascendente de PER de la siguiente manera:
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Resultados y discusidn
Patol destoxificado 29750
Colorin sin destoxificar 32533
Maiz 3.3083°
Patol sin destoxificar 3.3083°
Colorin destoxificado 34167

Como es de notar, la dicta claborada con aceite de patol destoxificado presenta el
menor valor de PER vy es significativamente diferente con respecto a las demis dietas, las
cuales no difieren entre si. Este comportamiento de la dieta de patol destoxificado sigue la
misma tendencia mostrada en el calculo de Eficiencia Energética, donde también ésta dieta
era la de menor valor en este indice y estadisticamente hablando era diferente a los demas
tratamientos. Esto corrobora lo dicho anteriormente de que, a pesar de que el aceite de patol
se asimila en mayor medida que el de colorin y no habia diferencia con respecto a la dieta
control, ésia asimilacion del aceite no se refleja a nivel de crecimiento del animal, lo cual nos
puede hablar de la posible existencia de algiin factor, el cual puede ser la presencia de
compuestos diferentes 4 los alcaloides, que interfiera en Jos procesos de formacion de tejido.
Por Gltimo, el tratamiento de destoxificacion no parece ejercer efecto benéfico a nivel de

desarrollo corporal, lo cual puede corroborar lo dicho anteriormente.
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Resultados y discusion

Relacién de eficiencia protéica (PER)

Maiz Colorin Patol Colorin sin Patol sin

destoxificado destonificado destoxificar destoxificar

Rata ] 3.36 323 294 3.17 3.15
Rata 2 3.28 338 2.91 3.42 3.40
Rats 3 3.20 3141 321 3.09 334
Rata 4 3.45 3.49 310 330 313
Rata § 3.52 3.58 2.60 337 3.51
Rata 6 3.04 34 3.09 317 3.32
Media 3.3083 34167 29750 3.2533 3.3083
Desv. est, 0.1744 0.0477 0.2145 0.1297 0.1463

Tabla 7, indices biolégicos nutricionales - Relacion de eficiencia protéica (PER).
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5.2,.2 Estudio toxicoldgico subagudo.

Se usaron 12 ratones cepa CFW con un peso promedio de 17.37 + 0.99 g (rango =
2.80 g) y fueron divididos en 3 lotes de 4 ratones cada uno. Dichos lotes quedaron

conformados como se muestra en la Tabla 8.

Rata Lote 1 Lote 2 Lote 3
1 16.20 16.20 16.40
2 17.20 16.80 16.80
3 17.30 17.50 17.70
4 19.00 18,70 18,70

Tabla 8. Estudio toxicolégico subagudo - Distribucién de los ratones en

base al método de culebra japonesa (peso en gramos)

La dosis de los aceites a administrar se dio en base al peso corporal del animal
conforme a las siguientes aproximaciones:
s 1D=0.01ml/g pesocorporal
¢ Dosis a administrar = 4D (0.04 ml / g. peso corporal)

Esta dosis se escogio apoyado en una estimacion en la ingesta promedio en el estudio

biologico previo, haciendo los siguientes calculos:
o Ingesta aproximada en 48 horas= 25 g.

* 25g. alimento =25 g. aceite (10% accite en la dieta)

o 2.5 g. grasa = 2.8 ml aceite (asumiendo una densidad de 0.9 g./ml)
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Resultados y discusidn

o 2.8 mlaceite/ 129 g. rata mas pesada
o 0.,0217 ml/g. peso corporal » 2D

De esta manera, y debido también a la disponibilidad del material de estudio, se
escogio la dosis de 4D y el uso de 2 aceites (Colorin destoxificado, Patol destoxificado) y un
aceite de referencia (Maiz), los cuales fueron asignados a los lotes, quedando como a

continuacion se muestra:

Lote | 2 3

Aceite Maiz Colorin destoxificado Patol destoxificado

Los datos de incremento en peso se presentan en la Tabia 9. A estos datos se les hizo
un Anélisis de Varianza de una Via y no se detecto diferencia significativa entre los 3
distintos lotes. Tampoco se detecto diferencia entre los 3 tratamientos al realizar |a prueba
multiple de Duncan al 95%.

Con el objeto de observar si la administracion de los aceites por via oral tuvo alguna
influencia en el incremento en peso de los animales pero ahora a lo largo de todo el tiempo
de estudio, se elabord un grafico de incremento en peso contra tiempo, cuyos datos se
presentan en la Tabla 10 y el gréfico resultante de ellos en Ia Figura 12, donde cada punto es

un promedio de 4 valores.
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Incremento en peso (g)

Maiz Colorin Patol
Rata 1 84 13.9 114
Rata 2 13.3 9.9 86
Rata 3 13.7 15.7 12.9
Rata 4 15.6 16.2 13.1
Media 12.750 13.925 11.500
Deav. est. 3.069 2859 2.0769

Tabla 9. Estudio toxicologico subagudo - Incremento en peso

(tomando en cuenta el Gltimo dia de estudio).

Analizando la Figura 12 podemos observar que hay una etapa incial en donde no se
observa una ganancia significativa en peso, la cual podemos considerar como la fase de
adaptacion de los animales al aceite que se les administré. Los animales que mas tardaron
en adaptarse fueron a los que se les administro el extracto de patol destoxificado. A partir de
alli ya se dio el incremento en peso de los animales. En cuanto a éste Gltimo, no hay una
diferencia significativa entre los tres distintos tratamientos. y haciendo un anilisis de
regresion lineal, se encontré que las pendientes para los tres tratamientos son semejantes
(maiz= 0.3527, colorin= 0.3725 y patol= 0.3373). Con lo anterior podemos decir que la
administracion de los extractos destoxificados no tuvo influencia en el incremento en peso
de los animales en estudio en comparacion con el control, ya que cuando hay un problema
de toxicidad o antinutricional, se presenta una declinacion en el peso corporal de los
animales bajo experimentacion, tomando en cuemta que la dosis administrada fué

relativamente alta.
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Con los datos obtenidos del peso de los 6rganos extraidos de los ratones (a saber
higado, rifiones y bazo) se hizo el calculo de relacion porcentual entre el peso del drgano
con respecto al peso corporal (RP). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 11y
enlaFigura 13,

A los datos de la Tabla 1] se les analizo con un Andlisis de Varianza de una Via y no
se detect6 diferencia significativa ni para higado, rifon ni bazo. También se hizo ia prueba de
rango maltiple de Duncan al 95% y tampoco se detect6 diferencia significativa entre los 3
aceites en los 3 érganos ya mencionados. Sin embargo, en la Figura 13 y en el caso del
higado podemos ver que para el extracto de colorin destoxificado el peso del higado con
respecto al peso corporal es ligeramente mayor al del control (maiz) y al del extracto de
patol destoxificado. Esto indica que hubo un mayor desarrollo del higado debido a una
posible hiperactividad hepética ocasionada por el aceite administrado. Lo anterior guarda
relacion con el comportamiento de los animales en el iote donde se administré el extracto de
colorin destoxificado durante el estudio. En él, los animales, a partir de la segunda semana
de estudio presentaron un comportamiento diferente al otro lote de prueba y al del control,
ya que se mostraron altamente nerviosos, hipersensibles, con hiperventilacian, taquicardia e
incluso con una conducta ligeramente agresiva, Lo anterior nos permite decir que, pese a
que el extrneto de colorin destoxificado no provoco un decremento en la ganancia de peso
en los animales ni produjo alteraciones macroscapicas en los 6rganos mencionados, si parece
contener otras sustancias ajenas a los alcaloides que provocan un efecto a nivel de sistema
nervioso, lo cual puede deberse a la concentracion de alcaloides relativamente baja que ya se

describio anteriormente, o a que éstos alcaloides tengan un bajo efecto farmacoldgico..
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Incremento en peso (g)

Maiz Colorin Patol

Dias Media Desv.estt  Media Desv.est.  Media  Desv, est.

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

2 -0.28 0.98 -0.70 0.36 0.10 0.75

4 0.23 1.14 -0.20 0.22 0.13 1.02

7 0.63 1.70 0.28 0.46 -0.05 1.47

9 2.10 1.51 0.55 0.47 -1.25 1.81
11 2.75 1.99 2.03 095 -0.15 222
14 345 224 2.68 0.74 1.03 1.84
16 5.15 2.19 3.83 1.42 230 211
18 5.55 2.09 430 1.54 320 2.02
21 7.25 2.17 6.68 1.80 5.48 2,26
23 8.48 294 8.07 2.17 6.53 2.46
25 9.28 2N 9.28 2.58 7.07 2.75
28 10.23 2.65 10.00 2.73 8.38 2.9]
30 10.55 271 10.35 2.69 9.13 2.89
32 12.5 2.75 10.70 2.75 9.40 2,58
35 11.88 287 12,13 290 11.43 2.60
37 11.53 3.21 11.23 2.78 9.98 2.23
39 1133 335 11.50 286 10.25 2.17
42 1275 3.07 13.93 2.86 11.50 2.08

Tabla 10, Estudio toxicolégico subagudo - Incremento en peso

(tomando en cuenta los 42 dias de estudio),
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Figura 12. Estudio toxicolégico subagudo - Incremento en peso

77



R,

Relacion peso 6rgano/peso corporal *100

Maix Colorin Patol
Higado Rifones Bazo Higado Rifiones Bazo Higado Rifiones Bazo
Rata 1 4.9927 1.3832 0.4161 5.5555 1.4230 0.3822 5.2289 1.5948 0.5385
Rata2 5.5729 1.4678 0.3932 5.0182 1.2569 0.2825 45760 1.2252 0.4024
Rata 3 4.1677 1.5645 0.3165 6.9056 1.5232 0.4708 3.7983 1.0205 0.3293
Rata 4 4.5976 1.3171 0.3750 4.9733 1.4252 0.4064 5.1299 1.3767 0.4648
Media 48327 1.4332 03752 56132 1.4071 03855 46833 13043 04338
Desv. est 0.5975 0.1071 0.0426 0.9013 0.1105 0.0782 0.6562 0.2425 0.0891
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6. CONCLUSIONES.

Las caracteristicas quimicas de los extractos lipidicos de colorin y de patol son muy
semejantes entre si y guardan también semejanza con las caracteristicas de otros aceites
de leguminosas comestibles.

Tanto el extracto de patol como el de colorin son una fuente rica de dcido oléico y
contienen ademas una cantidad significativa de kcido linoléico (considerado como un
acido graso indispensable) comparados con otros aceites vegetales comestibles.

El tratamiento de destoxificacion de los extractos lipidicos tuvo un efecto benéfico en la
absorcion de dichos aceites en los animales bajo estudio, siendo el extracto lipidico de
patol el que se absorbié en mayor cantidad en comparacion con el extracto de colorin,
Sin embargo, dicho tratamiento no ejercid efecto alguno en el aprovechamiento de
dichos extractos para efectos de crecimiento, donde ademas de Ila absorcién se
contempla la retencion, siendo el extracto de patol el menos eficiente a este respecto.
Sobre lo anterior valdria la pena realizar la determinacion de la Energia Metabolizable
para confirmar estos resultados.

Por via oral, el extracto lipidico de patol no ejercio efecto toxico alguno en los animales
bajo estudio, sin embargo el extracto lipidico de colorin ejercio un efecto toxico a nivel
sistema nervioso, el cual se vio reflejado como una conducta agresiva y nerviosa en los
animales. Lo anterior es un obstéculo para el uso del aceite de la semilla de colorin como
una fuente alternativa de aceite comestible, hasta que no se investigue con mas

profundidad este punto.
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7. APENDICE.

Método de "culebra japonesa" para ia distribucién de animales en estudio.

E! método de la "culebra japonesa” se aplica con el objeto de distribuir un conjunto
de animales en un determinado nimero de grupos o lotes de tal forma que se tenga la menor
variabilidad posible entre los mismos.

En este método, los animales se pesan al azar. Posteriormente, se ordenan en forma
ascendente o descendente (dependiendo de las condiciones del experimenta) en base a su
peso corporal. Con base en la experiencia, se recomienda pesar un nimero de animales
mayor al que se vaya a emplear en el estudio, de tal forma que los animales con mayor y
menor peso (los extremos superior € inferior en una campana gaussiana) queden eliminados

al ajustar el numero de animales a sus lugares correspondientes en los lotes. Finalmente, los

snimales se distribuyen en dichos lotes de manera zigzagueante como se muestra &

continuacion:

Lote Lote2 Lote g4 —— === Lote

Pem} —-w“‘esa‘?-—bPe.*ro_3 - - —bPesojD

( Feso

* Pesoy,

donde:

Pesoy < Pesoy < Peso seemo— < Pesoj < Pesojy p --weweee < Pesop
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Apéndice

El ordenamiento y distribucion se puede realizar en forma manual. Sin embargo,

también se puede hacer uso del siguiente programa de computacion desarrollado en lenguaje

BASIC:

005
007
008
010
011
012
013
017
020
025
030
035
040
045
050
055
060
065

070

075
080
083

CLEAR: PRINT "CULEBRA JAPONESA"

REM ORDENA DATOS EN UN ARREGLO BIDIMENSIONAL
REM DE ACUERDO A LA CULEBRA JAPONESA

INPUT "NUMERO DE ANIMALES"; N

INPUT "CUANTOS LOTES?"; C

INPUT "NUMERO DE ANIMALES/LOTE?"; H

IF H*C >N THEN LPRINT "ARREGLO EQUIVOCADO": GOTO 200
DIM D(N), B (¥, C)

FORI=1 TON

PRINT "ANIMAL #"; 1

INPUT "VALOR?"; IX(1)

NEXT |
LET M=0: LET R=0
FORK=1TON

IF D(K)=M THEN 80

LET L=K: LET R=D(L)

LET D(1)= D{L-1): LET D(L-1)-R
IF 1.-2=0 THEN 83

IF D(L-2)=R THEN 83

LET L=L-1: GOTO 60

LET M=D(K)

NEXT L

LET L=0: REM L=CONTADOR
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105
110
115
120
125
130
135
140
143
145
150
155
160
165
170
171
175
I
180
185
190
193
195
200
205
210

FOR J=1 TOH

LET Q=J/2: Q=INT(Q)*2
IF Q=J THEN 145
FORK=1TOC

LET L=L+1

LET B(J K)=D(L)
NEXTK

NEXTJ

IF L=H*C THEN 170
FOR K=C TO 1 STEP-!
LET L=L+1

LET B(JK)=D(L)
NEXTK

NEXTJ

LPRINT "LOTES ARREGLADOS"

LPRINT " "
FORK=1TOC

LPRINT USING "###", "LOTE #", K

FOR J=1 TOH

LPRINT USING "##4", "DATO #", J, "=", USING " ### ##", B(J K)

NEXT ]
LPRINT" "
NEXT K
LPRINT""

LPRINT "###%% TERMINA ***++"

END
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IMPUT
ANIMALES; N

ARRIGIO
| EOUTVOCAD

DIM
vy, ne,cl

TRINT"ANTMAL A" SUBRUTINA:

" 8 1]
iyl ORDENAR UN VECTOR D(N)

EN ORDEN ASCENDENTE

LET L=0

LET 0_“~c1/2
QeINT(Q)*2

J=1
JuT+1

S

LEI Lmltl
B(J, K)=D(L)

LET I=hit)
B KDL
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