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l. INTRODUCCIÓN 

Es de gran imponancia tener conocimiento de la tierra y vida que hay en ella. ya que se 

encuentra controlada por f'actores como el suelo. el aire. los animales y las plantas. todo 

ello constituye nuestro medio ambiente. en el proceso de evolución se ha adquirido una 

gran variedad de aptitudes que capacitan al humano para modificar el medio ambiente y la 

alimentación. en tbrmn limitada. y utilizarlo para satisfacer sus prioridades de subsistencia. 

El hombre primitivo satisfizo sus necesidades. a medida que los encontraba. alimentándose 

de animales y de frutos. semillas. raíces y otras partes comestibles de plantas que conseguía 

en Jos bosques y en las praderas. llevando así una existencia nómada en constante búsqueda 

de alimentos. Finalmente. descubrió que. al sembrar las semillas de plantas comestibles en 

tierra adecuada. podía producir suficiente alimento para su consumo., y tener alimento 

durante todo el año. con el transcurso del tiempo se dio cuenta que al aplicar determinadas 

técnicas obtenía subproductos para un futuro consumo. 

1-foy en dfn hay especies silvestres que no han sido estudiadas y solo son conocidas en las 

regiones donde se producen .. esto ha llamado Ja atención de muchos investigadores a buscar 

nuevas fuentes de alimentos que se han denominado hno convencionalesº, pero que de 

acuerdo con su composición podrían complementar una dieta deficiente en algunos 

nutrimentos. y ayudar a sectores en donde existe des'nÚtrición .. además son especies de bajo 

costo. Se ha considerado a estas especies silvestres como una opción, ya que algunas son de 

alto nivel proteínico y otras tienen un alto nivel de grasas, de esta última su importancia 

radica en que proveen la mayor fuente de energía, suministran ácidos grasos indispensables. 

son acarreadores de vitaminas Jiposolubles y contribuyen al sabor y Ja saciedad de la 

comida. En estas especies silvestres es necesario determinar Ja presencia o cantidad de 

sustancias tóxicas para permitir en un futuro. su consumo.( I> 

En este trabajo se caracterizó bromatológicamente y se detenninaron los factores tóxicos en 

la harina integral y In harina desengrasada de In semilla de Napahuite (TTichilia hil'la) y se 

caracterizó fisicoquímicamente el aceite crudo y refinado de esta semilla. se destaca que en 

In harina integral presenta un alto contenido de grasa (40.44%)., fibra (25.37%) y tiene un % 

de proteína mayor al de algunos cereales (maíz. arroz. trigo y cebada). En cuanto a factores 

tóxicos y antinutricionales en harina desengrasada los valores obtenidos son no 

significativos a excepción de nitratos y fitatos. 



En el aceite crudo y retinado Jos vnlores de los parámetros fisicoquímicos son parecidos a 

las grasas del grupo oleico-linoleico. con excepción de índice de acidez (25.3%) en donde 

el valor rcportndo debe ser de 0.5%. por esto se eliminaron compuestos terpénicos llamados 

··nmonoides'"· que son los causantes de aumentar Ja acidez. 

Del perfil de ácidos grasos se destaca el alto contenido de ácido oléico. linoleico y 

palmitico. en donde el linolcico es un ácido graso indispensable en Ja dieta. 

Toda Ja infonnación obtenida en este trabajo aportará la posibilidad de hacer una propuesta 

sustentable para una posible utilización en alimentación humana y/o animal. 
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11. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

Conocer la composición química. y la presencia de factores tóxicos y antinutricionales de la 

semilla de Napahuite (Trichi/ia llirla). con la finalidad de evaluar su potencial alimenticio 

en particular de la ti-acción grasa. 

2.2 Objetivos particulares 

•!• Determinar algunos parámetros fisicos en la semilla de Napahuite. 

•:• Realizar el análisis proximal de la se"!iU":_d_e Napahuite (integral y desengrasada). 

•!• Cuantificar el contenido -~d~: f~~.6~s tÓ~i~os y antinutricionales en la harina 

desengrasada de _l_n semÚI~ ~~;¡~-~h;.ite. 
,~;- ,·,-.. -"'._ 

•!• Detcrmina-r)OS'" ~arii~~(;~~ f{S¡c¡;qurmicos más comunes en el aceite obtenido de la 

semilla de ~-~Paí1~i~~~'~· 

•!• Obtener el aC~_i~~-refiri~~~ de la semilla de Napahuite. 

•!• Identificar_ los ácidos grasos, presentes en el aceite crudo y refinado de la semilla de 

Napahuite. 
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111. ANTECEDENTES 

3.1 GENERALIDADES SOBRE EL GENERO Tric/1ilia 

El género Tricldlia. perteneciente a la familia de lns meliáceas. esta constituido por 

aproximadamente 70 especies .. la mayoría de las cuales se distribuyen en América tropical. 

cerca de 14 especies en África y dos especies en la región Indo-Malaya.. En el cuadro t se 

resumen las especies del género Tric/1//la registradas para el territorio mexicano en donde 

tres de estas especies~ han sido investigadas como fuentes de limonoides, entre ellas: T. 

/tiria, T. llni•a11e11sis, T. Ir/folia. Ja mayoría de los trabajos químicos publicados a la fecha 

describen el aislamiento y Ja caracterización de los Iimonoides. cabe destacar que muchos 

de estos compuestos han demostrado propiedades insecticidas. ' 2
' 

ESPECIE 

Tric'hllla amrrlcana 

Trlclrllln 11/rta 

Tricl1/lia nranlann 

Trlcl1illn ¡:lnhrn 

Tric'hllia pn///,/n 

TT/C'ltllia IT/fo/ln 

Triclrllia h1wnnrn.d., 

Triehllin rrytl1Tot:arpn 

Trichilla 1no,clrn1a 

1Ticltllin nilnullflnra 

CUADRO l. 

Distribución del género Trlchilia en México.Cu 

DISTRIOUCION 

Desde Sonor• hasta el P•cffko en I•• pendientes de Chiap••· 

DHdC' Sonora a TamaulJpas. lle11tando • Chiapas y \"ucat•n. 

Bosque e111acional slemprr ''C'rde rn 111 pcnfnsula de \"uC'at•n y depresión 

central dC' Chlapu. 

CarltN- de J\tixko desde Tamaulipa• al sur de la penfnsula de \-"ucat•n. 

Desde el punto de vista biológico9 Jos terpenoides obtenidos a partir del género TTichi/ia 

han demostrado poseer una gran vañedad de propiedades. mismas que podrían ser de 

utilidad para el desarrollo de nuevos agentes pesticidas y medicinales. <3
• 

Las semillas de meliáceas tienen su origen en los óvulos anátropos. campilótropos u 

ortótropos. se desarrollan en el interior de cápsulas. bayas o rara vez en nueces. en la 

n1adurcz presentan las siguientes características estructurales: Setnillas de tamaño variado. 

elipsoides. ovales. triangulares. cuadrangulares. oblongas. ovoides. globulosas o 

comprimidas. desnudas o ariladas. hilo amplio. generalmente en forma de huso. 

blanquecino: arilo cubriendo parcial o totalmente a la semilla. procedente del funículo, 
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calnza. café. carnoso de color amarillo. rojo. naranja, crema, castaño oscuro; cubierta 

.fe111i11a/ crustácea. coriácea membranosa o carnosa. lisa o rugosa de color rojo, castaño 

claro u oscuro. negra opaca o lustrosa. a veces expandida en un ala tenninal o membranosa; 

E11dtJsper1110 nuclear. abundante. escaso o ausente. unifonne bla~quec.ino, con reservas de 

aceite: e111hrió11 recto. pinna. espátulado o inverso central o transVerso,·cOri plúmula corta o 

diminuta. en ocasiones pilosa, provisto de dos cotiledones delgados y foliácCos o gruesos y 

carnosos. masivos. ovoides,. alguna veces lobulados en la base,. ~rCcuentemente conatOs,. de 

color blanco. verde o rosado y la semilla de Napahuite posee eStructui-as internas que se 

llaman células secretoras ya que en su interior albergan células re~ia:ifferas. <4
> 

3.2 DESCRIPCIÓN BOTANICA Trie/tilia /tiria. 

El Napahuite (Tric/11/ia /1irta) es un arbusto que pertenCce a la familia botánica de las 

Meliáceas y puede llegar hasta una altura de 1 S m~tros~ con hojas pinadas, compuestas de 7 

a 23 hojuelas lanceoladas-ovaladas o elípticas de S a 8 cm, produciendo inflorescencias 

grandes con flores de aproximadamente 4 mm. de color verde-amarillento y el fruto es una 

cápsula globosa de 1 a 2 cm, con tres valvas y tres semillas oleaginosas redondas de 

aproximadamente 6 mm., presenta variaciones de color que va desde una tonalidad de 

anaranjado hasta café-rojizo. De acuerdo con el cuadro 1 se observa que está Meliáceae se 

encuentra distribuida desde Sonora a Tamautipas. llegando a Chiapas y Yucatán. está 

representada por S 1 géneros y cerca de SSO especies ampliamente distribuidas en regiones 

tropicales y subtropicales.<5 •
6 > 

3.3 PRINCIPALES PRODUCTOS Y UTILIZACIÓN 

No tiene usos industriales. La madera se utiliza localmente como leña, en carpintería y 

construcciones rurales. Ocasionalmente se usa para fabricar carretas. cayucos y canoas. El 

arilo carnoso que rodea a la semilla contiene de un 60 a 70 % de aceite no secante que se 

emplea en algunos lugares para dar lustre al pelo,, así como para destruir a los parásitos,, por 

sus curactcrfsticns este aceite se puede usar para fabricar jabones.,. se ha visto que la raíz 

posee propiedades purgantes violentas. Como beneficio a Ja naturaleza, la semilla de 

Napahuitc proviene de un arbusto y la importancia radica en que tanto los árboles como los 

arbustos controlan Ja temperatura ambiental debido a que su follaje intercepta y absorbe la 

radiación solar abatiendo las temperaturas extremas de una localidad determinada. <5> 
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3.4 ESTUDIO BROMA TOLOGICO (ANÁLISIS PROXIMAL) 

Es un sistema analítico que aporta infonnación de la muestra de una manera rápida .. este 

sistema se ha criticado mucho. pero hasta la fecha nadie ha desarrollado otro que sea tan 

práctico y aceptable. una de sus características es Ja de medir cantidades en lugar de 

calidad. Los puntos que se estudian son los siguientes: 

Humedad: 

El contenido de agua puede determinarse gravimétricamente pesando una muestra antes y 

después de secarla hasta peso constante en una estufa de vacío. Puede producirse una 

sobrecstimación si durante la desecación se pierden compuestos volátiles tales como ácidos 

grasos de cadena cona.t7. llll 

Proteína cruda: El contenido en proteína cruda de Ja muestra se detennina midiendo su 

contenido en nitrógeno amfnico. sin embargo el nitrógeno determinado. no procede 

totalmente de las proteínas y aminoácidos., procede de muchas aminas, nitratos. y vitamina 

B que se encuentran en la muestra. El método empleado es el kjeldahl. que determina el 

nitrógeno total contenido en una matñz alimenticia.. se basa en la combustión en húmedo de 

Ja muestra por calentamiento con H:?S04 -concentrado en presencia de catalizadores 

metálicos para reducir el nitrógeno orgánico de ID. mUestra hasta nitrógeno inorgánico en 

tbnna de amoniaco. el cual queda en solución en fonna de sulfato de amonio, el digerido, 

una vez alcalinizado~ se de~t~la_.direct~me~te· o_·pór a~tre de vapor para desprender el 

amoniaco., el cual es atrapad~ en una s~l1:Jci~n d~ ácido bórico y posteriormente se titula.< 10>. 

Fibra cruda: 

La fibra cruda medida· ~e·.·~.si~---~-~Ü'~~~'.~~--~~~~i~~~ q_~e es la proporción del alimento que no 

es digerida y abs.~~-~-ida :·q_~~:~~-~-d~':.'d~~~-.~-é~~:~~-·:".~~tar _la muestra desengrasada en las 

condiciones descri~ a·conti~~~,;ió~;~·hfd;6Ji~¡-~~4·~id~·-·con H2S04., seguido de una hidrólisis 

alcalina. lavado ~~-~ ~Íc~h~1·~-~~;;-~~~~-~1:~~í~ri¿;~~Y~6i·ri~~Ció'1 del material insoluble. de tal 

g~~:~5E~~i~~lJ~t:::~::.~· .-:~ ·~ 
muestra desecada se. cali~~~~·:··~ :·:b·~j~,;:.i¿~,,~~~~~7~~;~~::·~-~~truir la materia orgánica y 

enseguida se coloca en u~a ~ut:J~t-;,s'~·~~i~J~f.-¡~~j¡,~:~.~~d¡.~t~ 6 horas. El procedimiento de 
" - ' .\:• . ··~. . -· ·,;-. "" . 

incineración constituye ID prirriC·ra raSC .~de·~ -,3·-~-detC~ina'ciÓn de la concentración de la 

mayoría de los minerales individuales de la muestra.<10» 
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Grasa cruda: 

Se considera que el extracto etéreo representa el contenido graso del producto. aunque en 

la práctica se ha visto que también se arrastran compuestos solubles en Ja grasa cOmo las 

vitaminas A. D. K y E. En el método Soxhlet Ja muestra se introduce en un canucho de 

celulosa y se extrae continuamente con éter de petróleo durante unas 14 horas. es' un 

ingenioso sistema sifónico el cual vacfa periódicamente el depósito y transfiere él extracto 

al matraz inferior. al término del periodo de extracción se evapora el éter del matraz 

dejando un residuo oleoso. <9 > 

Hidratos de carbono: 

Et término carbohidratos. expresa una composición elemental de carbono. hidrógeno y 

oxigeno. además proveen la mayor parte de las calorfas de la dieta de la población humana. 

en el análisis proximal los hidratos de carbono se designa al valor obtenido restando de 100 

la suma de los porcentajes de agua. proteína cruda. grasa bruta y fibra, se reconoce este 

valor con el término de carbohidratos totales. pero en este último se incluye con frecuencia 

también In fibra bruta. es preciso indicar que cualquier error cometido en las 

detcm1inaciones anteriores quedan reflejadas en la cifra final. 

3.5 GRASAS V ACEITES. 

Las grasas están compuestas de carbono, hidrógeno y oxigeno, con predominio del 

hidrógeno. desprendiendo mayor número de calorfas en su combustión que los hidratos de 

carbono. que también están compuestos de carbono, hidrógeno y oxígeno. Las grasas y 

aceites están constituidos por prácticamente 1 OOo/o de triacilglicéridos. Jos que a su vez son 

ésteres de ácidos grasos con glicerol.«ª·9 > 

Las diferencias de estabilidad. el estado fisico, el índice de yodo. la temperatura de 

solidificación. etc .• de las grasas y aceites se deben fundamentalmente a la presencia y a la 

concentración de los ácidos grasos, estos se definen como ácidos monocarboxilicos de 

cadena alifática con número par de átomos de carbono, que podían ser saturados o 

insaturndos. sin embargo a medida que las técnicas han mejorado, se han identificado 

muchos otros con estructuras diferentes. Los ácidos grasOs' que comúnmente se localizan en 

las grasas comestibles son: Láurico, Mirística,·. PalmíÚ~~·¡. E~t~iñ~O. · Pa:lmi.toleico, Oleico, 
1 • •,·.~ ., '·='' 

~~:º~::~:: ~;::~::~:;:;tican por su gro~~,~~ ¡2~",~f~~~~,~~ -
Ácidos graso5 saturados. contienen enlaces carbono-carbono simples. 
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Ácidos -=rasos insaturados. Contiene uno o más enlaces dobles carbono-carbono. al 

presentar un solo enlace se le llama ·~monoinsaturado~ y al presentar varios se le llama 

··polinsatumdo .... 

Ácidos ~rasos libres. Son ácidos graso~· no .esteriticados, presentes en una grasa. 

Fosfátidos. Son polialcoholes com~in~d~s ~ co.:.a·; ... á~idoS ·~:~rastj~J:,~;iCi-d¡,-· .. fos.fÓ~i~o y un 
-:-.- ._.· 

compuesto nitrogenado. ,.. , . ·>¡~· ·. ~"-~-·· ···>" :~.'.;..'· 

Esteroles. Son denominados alcoholes esteroi~'~o5; ~~nstituyé~ llna: familia de sustancias 

que contiene un núcleo común ester~id~o·.:;;~--~~:;_-~fc;~h¿"r~\f~,e '.--~~J~rii'i~~~ ~ c~lecÍivamente 

·;~::::~::.::· •·itamina E. Son compo~e~te~~3lJJ~{1~~~~~~¡~~'.d~ larn~yoria de las 

grasas de origen vegetal. Su utilidad ~~ii«~~~-éri: ~~~--~~~~;~~-~~t¡::;;·~idanteS. que retardan el 

cnrnnciamcnto. 

Carctonoides y clorofilas. Son sustancias ~olor~~~'-:pre~entes naturalmente en grasas y 

aceites. su color varia de amarillo al rojo intCnSo.-:La ctol-Ofila es un pigmento verde de las 

plantas que desempeña un papel esencial en el proc~So fotosintético.<B. 13.22> 

3.5.1 ln1portancia de las grasas y aceites. 

Las grasas o aceites son compuestos orgánicos carentes de nitrógeno9 que se forman en el 

metabolismo vegetal y animal y que poseen desde un punto de vista fisiológico un elevado 

valor calorífico. Son los nutrimentos con mayor poder energético ( 1 g de grasa produce 9.3 

Kcal o 38.9 KJ) (7.•> 

Las grasas realizan vañas funciones de importancia en el organismo9 entre las que citamos 

las siguientes: 

,._ Función energética. Produce 9 Kcal. por cada gramo. cantidad superior a Ja de 

hidratos de carbono (4 Kcal) y proteína (4 Kcal) 

.,. Son vehículo para importantes vitaminas liposolubles (solubles en las grasas. tales 

como la A (antixeroftálmica). D, K y E. 

-,. Favorecen la absorción de calcio. 

3.5.2 Ácidos grasos indispensables. 

Paro el crecimiento y el funcionamiento nonnal de todos los tejidos soi:s indispensables los 

ácidos linoleico y linolénico. contienen enlaces dobles situados. respectivamente. a la 

distancia de seis átomos de carbono y tres átomos de carbono del grupo metilo. Los 
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animales. inclusive el hombre. no son capaces de introducir enlaces dobles originales y el 

grupo carboxílico; al mismo tiempo. la longitud de la cadena carbónica aumenta hacia el 

extremo cnrboxílico cuando se introducen más dobles enlaces. Este proceso metabólico 

produce derivados de cadena larga. de 20 ó 22 átomos de carbono, con 3, 4, S y 6 enlaces 

dobles. El resultado son dos familias de ácidos grasos indispensables requeridos para In 

f'Onnnción de estructuras celulares y para la síntesis de prostaglandina. Los ácidos grasos 

con cadenas de 20 ó 22 átomos de carbono y dobles enlaces en 3. 4. S y 6 deñvados de los 

dcidos linoleico y linolénico, se denominan ácidos grasos indispensables de cadena larga. 

En el cuadro 2 se muestran los ácidos grasos más comunes en semillas vegetales y su 

porcentaje de ácidos grasos que nonnalmente se encuentran: 

CUADR02 

Ácidos grasos más comunes en semillas vegetales. (IDJ 

Somhrr ~istrmitico Nombre común Sfmbolo (%) dr .licldos ar•so• 

Uodrcanolco L.aurlco 12:0 .. 
Trlradrranolco l\tirfstlco 14:0 2 

llruufrcanolcu Palmlllco 16:0 11 

Ocladrcanolco Eslrirlco 18:0 4 

()ct1o1drc-9c-enoico O frico 18:1 34 

Octadrr-9c-.dirnoico L.inolrko 18:2 34 

<>ctadrc-9c-trirnoico l..lnollnico 18:.J " 

En el cuadro 2 se observa la variedad de ácidos grasos en semillas .. en donde el porcentaje 

vuria considerablemente llegando a determinar que los ácidos grasos predominantes son el 

Palmítico .. Oleico y Linoleico. El ácido oleico es el más ampliamente distribuido. y se 

encuentra en cantidades elevadas en las grasas animales y en los aceites de semillas 

(cuadro 2) .. siendo el ácido graso mayoritario de los triglicéridos del aceite de oliva.0 n 

3.5.3 Aspectos nutrimentales de los aceites y grasas. 

Por mucho tiempo .. los aceites y las grasas han sido el tema central de los más diversos 

csludios y recomendaciones .. en donde se señalan sus cualidades o bien se hace énfasis en 

sus efectos negativos; sin embargo, la tendencia actual es reconocer que estos ingredientes 

son indispensables en la nutrición, ya que son las principales fuentes de energía. Los 

aceites y las grasas son un componente principal y esencial en In dicta humana. En 
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situaciones de deficiencia calórica.. las grasas y los hidratos de carbono evitan la 

movilización proteínica y mejoran la tasa de crecimiento. Algunos alimentos ricos en 

grasa.s son fuente de vitaminas liposolubles. y la ingestión de grasas mejoran la absorción 

de estas vitaminas independientemente de su origen. ts• 

3.5.4 Facrores fisicos y quimicos usados en la caracrcrización de grasa y aceites. 

Densidad 

En tCnninos absolutos. Ja densidad es definida como el peso de una sustancia por unidad de 

volumen: t!n los líquidos es expresada como g / cmJ. La densidad depende de la 

Tcn1peratura y de la Presión .. Ja Temperatura debe especificarse junto con la densidad y la 

Presión no es necesaria en los líquidos porque son incomprensibles, en grasas y aceites se 

empica In densidad relativa. Ja cual es fácil de medir ya que se obtiene dividiendo el peso 

del aceite a investigar contenido en un picnómetro por el ·de· Ja sustancia de referencia 

(generalmente agua). La densidad de los aceites se encu_ei:itra relacionada con su grado de 

instauración. <8 •
91 

indice de refracción 

Es una constante flsica para medir el fenómef_10.~~·~~ia~~·~:~~l ·cual,-cuando un rayo de luz 

monocromática pasa de una sustancia trasparCnte.:-~.~~'1;::a:·de·direrente densidad. éste se 

desvía o rcfract:i. excepto cuando penetra. pe~~·~di~~·¡~~ente a la superficie que separa 

ambas sustancias. En grasas y aceites son u~dos·· ~~O'>rrecuencia para dar idea sobre la 

identidad y pureza de las muestras~ así como pa~ :segi.Jir ~l .ci.Jrso de Blgunas reacciones. La 

relación entre el indice de refracción y la estru6tur8·· y composición de los ácidos grasos y 

ncilgliccroles puede resumirse en los siguientes puntos: 

., El índice de grasas y ácidos grosos aumenta al crecer la cadena hidrocarbonada • 

..,,, El índice de refracción de grasas y ·ácidos grasos aumenta con el número de dobles 

enlaces en la molécula y al aumentar el grado de conjugación entre éstos • 

..,,, El indice de refracción. de Jos acilgliceroles simples es más alto que el del ácido graso 

correspondiente . 

..,,, El índice de refracción de Jos monoacilgliceroles es considerablemente más alto que el 

de los corres¡:x>ndientes triglicéridos simples.( 8
•

9
•
111 
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Punto de fusión 

El punto de fusión es una propiedad tisica útil ya que da idea sobre la identidad del 

compuesto. Los puntos de fusión de los ácidos grasos .son ·directamente proporcionales a la 

longitud de la cadena hidrocarbonada y disminuye al ~umentar el grado de insaturación de 

Jos ácidos grasos.cH.9 ) 

Índice de yodo 

Se deline como In cantidad de yodo (en gramos) absorbidos por 100 gramos de grasa o 

aceite bajo condiciones estándar. El índice de yodo representa el grado de instauración real 

sólo cuando los dobles enlaces no se hallan conjugados y la estructura de Jos ácidos grasos 

no impida la entrada del halógeno. En el cuadro 3 se indican los niveles de índices de yodo 

para diversos grupos de aceites y grasas. en donde algunos. tienen la propiedad de formar 

una película fuerte y sólida cuando se desecan al aire. estos se llaman aceites secantes 

utilizándose en la elaboración de pinturas y barnices; contienen un gran número de ácidos 

grasos no saturados. los no secantes no secan y no forman películas duras y las del tercer 

grupo de semisecantcs que fonnan películas con gran Jentitud.<8
•
9

) 

CUADR03. 

Clasificación de aceircs de acuerdo al índice de yodo."*, 

Cera~. 

GrasNs animale!l. 

Aceites no !lC'Cantes. 

Aceite" 5emi1ecanles. 

,\ccilte!l secanlr!i. 

Índice de saponificación 

Ejemplos 

1\lantequUla. manleca dr cerdo. 

Aceite de olh.·a y almendra. 

Aceites de semilla de al11:odón y SO)'•· 

Aceites de llnaza11 y 11:lrasol. 

Jndice de )'odo 

Mu,.· bajo 

30-70 

<90 

90-130 

130·200 

El indice de saponificación se define como el número de miligramos de hidróxido de 

potasio necesarios para neutralizar los ácidos grasos resultantes de hidrolizar 1 gramo de 

muestra. Los ésteres de los ácidos grasos de masa molecular baja requieren mayor cantidad 

de álcali para la saponificación. De tal modo. el índice de saponificación es inversamente 

proporcional al promedio de las masas moleculares de los ácidos grasos de los 

acilgliccroles presentes. Sin embargo. el índice de saponificación no es tan útil para la 

identificación como el índice de yodo debido a que muchos aceites tienen índices de 

saponificación semejantes. Sin embargo,. es muy usado para detectar la posible adulteración 

de una grasa en particular con aceite de coco. aceite de nuez de coco y grasa de 
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mantequilla. los cuales contienen una elevada proporción de ácidos grasos de bajo peso 

molecular. Además. Ja presencia de hidrocarburos parafinicos se puede.n detectar por Ja 

aparición de turbidez al añadir agua a. la. ·solución'· etanólica ·del aceite o grasa 

saponiticados.1"'·
11 > 

indice de acidez . , . . 
El indice de acidez se define como el número ,:d~· ·m·ili·S,~m~~ de -hidróxido de potasio 

requeridos para neutralizar los ácid~s g·;.as~~·''Ji-.b~~ d~'::J.:g~mo de:nluestra. ·EJ 'resultado 

también puede expresarse en términos d,; porc·e·nt~J~-·Cf~ á~id~s grasos li.brcs. asumiendo que 

los ácidos grasos presentes tienen un pes~ ;noi~é"u·r~·~· equivaJCnte al del ácido oleico.<8•91 

El índice de acidez es usado comúr1mente como·· el. indicador del grado al cual se han 

descompuesto los acilgliceroles del aceite por aé:ción de las Jipasas o por alguna otra causa. 

tales como el calor y la luz. Así mismo, como· 1a rancidez es acompañada usualmente de 

una presencia relativamente alta de ácidos grasos libres. le determinación es usada como 

una indicación general de la condición y estabilidad de los aceites.<8
•

9
•
11 > 

3.5.S Refinación de aceites 

El proceso de refinación de una grasa se realiza para eliminar el c:mtenido de ácidos grasos 

libres. proteínas. pigmentos y otras impurezas como fosfátidos y sustancias mucílaginosas. 

Es importante la reducción de los ácidos grasos libres ya que son Jos causantes de la 

rancidez. Los tbstñtidos y las sustancias mucfláginosas son. solubles en el aceite sólo en 

forma de anhidros y por medio de su· hidratación y precipitación se separan fácilmente. 
Cl:?.IJ> 

El aceite crudo contiene una gran cantidad de impurezas por Jo que es imponante su 

refinación~ los pasos son: 

Dcsgon1ado 

Este proceso consiste en la extracción acuosa de diversos compuestos hidrosolubles. tales 

como tbsfátidos. el cual es posible separar ya que establece una fase inmiscible con el 

aceite; además de esta sustancia .. también se extrae el agua que originalmente contiene Ja 

materia prima: el desgomado es indispensable ya que los fosfátidos aun en concentraciones 

bajas se hidratan y precipitan. provocando serios problemas en el almacenamiento. mayor 

susceptibilidad a Ja oxidación y fonnación de espumas durante el calentamiento. e 13> 
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Neutralización 

El método se basa en una reacción de saponificación y se efectúa básicamente para eliminar 

los ácidos grasos libres que contengan Jos aceites, pero también se reduce los 

mononcilglicéridos y Jos fosfátidos que quedaron después del desgomado, es recomendable 

trabajar con aceite de semilla recién molidas, ya que al dejar pasar el tiempo, se incrementa 

considerablemente In cantidad de ácidos grasos libres, ya que las lipasas actúan más 

fácilmente sobre Jos triacilglicéridos y libera los ácidos correspondientes.' 13> 

Extracción de ceras. 

Este proceso es una forma muy especializada de cristalización fraccionada en donde se 

separa componentes no deseados de una grasa cruda, para esto se enfría la grasa con 

suficiente lentitud para que las ceras que tienen altos punto de fusión cristalicen de una 

fbnna selectiva, esto es sin formación de· cristales mixtos, los cristales se separan por 

filtración o decantación. La presenc·i~' d~ :I~ e.era ·e'fi el proceso de refinación origina efectos 

indeseables (apariencia turbia y.· ~~~~.Í.~~:~n~i~ :_ c~iclosa) y al encontrarse en una alta 

proporción. es imposible con~i~~~~::~~~~~Iet_'.'P~c~.º .de refinación, a diferencia de los 

ncilglicéridos de las grasas· y ~~.~i~~~:~'."l~~':·~c~~·.-~·o~ ésteres fonnados por una molécula de 

un alcohol monohidrox~lad·~ de ~d~;; 1~;~ y. ~·na-de ácido graso.< 13> 

Blunqucado .. 

Este tratamiento se utiliza para elimfrlar ras· sustancias que le impanen color al aceite. El 

método más común se basa. ~·n u,n pr~es:o de.: adsorción que utiliza diversos agentes 

ndsorbentes, principalmente arcillas' neutras o carbón activado. Las neutras son derivadas 

de Ja bentonita Al.Si80 20(0H) .. n (H,O); pero el carbón activado es el más efectivo, aunque 

tiene el inconveniente de que es muy caro y de que retiene gran cantidad de aceite, por esta 

razón, para lograr mejores resultados en la decoloración, a veces se mezclan arcillas neutras 

con 5-1 0% de carbón activado, el poder decolomnte de estos materiales depende de muchos 

fñctores. pero sobre todo de la fonna microcristalina que presenten y de las impurezas que 

contengan. Las tierras tratadas con ácidos se deben lavar bien pues de otra manera 1 legan a 

conferir cierta acidez al aceite.<13 » 

3.5.6 Perfil de ácidos grasos 

El perfil de ácidos. grasos se. r~liZa .'?ara obtener información detallada acerca de su 

naturaleza~ carácter, tmtamiCnto ··y composición ·de una muestra. para efectuar este 

procedimiento se emplea Ja cromatografia de gases la cual se ha impuesto actualmente, 
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como método de separación en el campo analítico., por ser simple en su fundamento y 

desarrollo. por la sencillez de su manejo. por la rapidez con que se efectúan las 

separaciones y por que. en la mayor pane de los casos. la separación y la pre.cisión 

alcanzables son altamente satistactorias. En Ja cromatografia de gases. en la fase móvil se 

encuentm una mezcla a resolver. y se utiliza un gas no retcnible o inerte adicional que 

puede ser Helio o hidrógeno. conocido como gas acarreador o fnse móvil. que sirve para 

llevar la mezcla a la columna cromatogrática en donde se efectúa la separación. el 

propósito del detector es reconocer el paso de las sustancias que son elufdas por el gas 

acarreador confom1e salen de la columna, la sei\al que se produce en el detector es 

procesada mediante un microprocesador que genera un gráfico de separación de las 

sustancias. la identificación de los compuestos de interés se realiza comparando los 

tiempos de retención de estándares comerciales y la muestra problema. para poder realizar 

una análisis cualitativo - cuantitativo., es necesaño que. a la muestra se le afiada una 

sustancia de referencia no contenida previamente en ella., dicha sustancia se le llama 

estándar interno y deberá tener un tiempo de retención si~il~r al de los componentes de 
interés.<14.IS) 

3.6 EXTRACCIÓN DE LIMONOIDES 

De los estudios que se han realizado a la familia de las Meliáceas. se reporta que son ricas 

en diversos complejos llamados limonoides., estos son compuestos terpénicos de alto peso 

molecular en donde su utilidad principal es como insecticidas. entre las características que 

tienen es su especificidad con insectos y se ha visto que su efectividad es al J 00% en larvas 

y 90% en insectos maduros., un ejemplo claro es la Trichilla havanensis la cual se 

encuentra distribuida en México. su nombre común es tinajillo. es utilizado en Ja sierra de 

Puebla para protección de sembradíos de maíz su empleo consiste en realizar una pasta con 

semilla madura la cual es colocada en la tienu alrededor del tallo. esto impide que gusanos 

e insectos dañen al cultivo.'45.SO> 
Por los motivos antes expuestos. Ja búsqueda de nuevos agentes insecticidas de origen 

vegetal con una toxicidad potencial menor se encuentra ampliamente justificada., en este 

contexto las plantas y semillas producen un rango muy diverso de metabolitos secundarios 

tales como terpenoides., alcaloides. flavonoides y cumarinas que están involucrados en Jos 

mecanismos de protección de tas plantas al ataque de insectos y otras plagas., es importante 

mencionar que numerosos productos naturales con propiedades insecticidas son inocuos 
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para el hombre y otros vertebrados. sobre todo en comparación con los efectos- neurotóxicos 

de los insecticidas sintéticos convencionales.U> 

Los insecticidas extraídos de limonoides se han convertido en una promesa para su 

utilización debido a que son biodegradables. pero su aislamiento es muy caro. se toma en 

consideración la variedad de Meliácea con la que se trabaja ya que debido a las complejas 

estructuras que poseen se encuentra de 6 a 8 tipos diferentes de limonoides y no todos 

tienen un empleo como insecticidas. de los limonoides extraídos de la variedad de Trlc/11/ia 

/1irt11 no han sido investigados con respecto a su nivel de toxicidad argumentando que al ser 

insecticidas de origen natural son inocuos para el hombre y otros vertebrados. sin embargo 

Ja Meliácea Azadirac/1ata i11dica especie obtenida de África. la cual se ha empezado a 

utilizar como insecticida y se ha encontrado que su dosis diaria admisible es de 5000 mg / 

Kg: de p.c •• esto indica que es necesario iniciar una investigación para la variedad de 

Trlc/1ilia 11/rta. 151 .S~I 

Para obtener limonoides de alta pureza, se aplican diversos pasos que resultan laboriosos. 

como la Tric/1ilia dregeana. ya que para obtener sus respectivos compuestos terpénicos es 

necesario eliminar la cascarilla y solo trabajar con los cotiledones.'48> 

De la Tricl1ilia hirta se han encontrado diversos tipos de limonoides, Jos mas estudiados 

hasta este momento son: Melaniona. Hirtin~ Melanodiol y Bourjotinolonn-A. Existen 

mecanismos que no se han logrado explicar y son los de limonoides aislados de semillas 

inmaduros que revelan una disminución en el grado de oxidación del esqueleto del 

tetmnotriterpenoide el cual es considerado precursor de los limonoides, en cambio en 

semillas maduras la oxidación es alta y como consecuencia la cantidad final de Jimonoides 

es mfnimn.c43A 4 •47> 

Entre las numerosas técnicas que existen dos son ampliamente utilizadas una de ellas es: la 

cristalización en la cual utiliza un liquido madre, y dependerá del tipo de limonoide que se 

desee extraer, el segundo es más común y se di~ide en dos etapas una es en arrastrar 

diversos tipos de limonoides con hexano y sepa.rarlos con una mezcla de metanol-agu~ la 

segunda etapa consiste en separar por Cromatografia en Fase Liquida y verificar su 

estructura por espectroscopia de Resonancia Magnética esta técnica fue la empleado en este 

estudio y se utilizó la primera etapa ya que nuestro interés reside en su extracción ya que 

interfiere con el valor del indice de acidez de la muestra en estudio, la desventaja radien en 

que solo extrae del 75 a 80% de limonoides.<·13
•
44

•
46

•
49.52

) 
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3.7 FACTORES TÓXICOS Y ANTINUTRICIONALES. 

El medio nmbiente ha dotado a las plantas con una capacidad genética de sintetizar 

sustancias tóxicas y que aseguran su supervivencia contra los depredadores tales como son 

Jos insectos .. los hongos. o Jos animales incluyendo al hombre. Por su modo de acción. las 

sustancias nocivas de los alimentos pueden clasificarse en dos grandes grupos: 

•!• Las sustancias antinutritivas: el efecto tóxico de las cuales se basa en disminuir la 

disponibilidad o provocar una pérdida suplementaria de los nutrimentos esenciales. 

Estas sustancias provocan un desequilibrio. que a la larga detenninan la aparición 

de síntomas particulares que se compensa por un aporte suplementario de los 

nutrimentos implicados. en un inicio del trastorno. 

•!• Los tóxicos de los alimentos de efectos indeseables no puede compensarse por 

aporte suplementario de nutrientes. Son compuestos que tienen un efecto tóxico 

directo sobre el organismo. Su modo de acción puede explicarse, sea por su 

particular reactividad, por un mimetismo molecular de las honnonas, aminoácidos 

o en ciertos casos por la existencia de una infonnación genética que favorezca la 

aparición de una determinada patologfa.< 16> 

Por lo tanto. algunas semillas como Cacahuanano (Gliricida sepiuni) y colorín (Erytrlna 

anrerlca11a) no son usadas en forma directa como alimento humano parque contienen 

factores tóxicos y antinutricionales intrínsecos los cuales interfieren con los procesos 

digestivos. inhibición de crecimiento., hipoglucemia o dai'ios a tejidos tales como páncreas o 

hígado. Especialmente se considera que un alimento en condiciones normales es aquel que 

al ser ingerido repercute en un beneficio., en cambio un agente tóxico causará un efecto 

adverso al organismo.UI) 

lnhibidores de proteasas. 

Los inhibidores de tripsina son también proteínas que tiene la capacidad de inhibir la 

actividad proteolítica de ciertas enzimas. Los inhibidores de tripsina son probablemente los 

1nas distribuidos en el reino vegetal y particularmente en las leguminosas. actúan 

inhibiendo a In tripsina la cual es una enzima proteolitica de suma importancia en la 

digestión de animales monogastñcos., estos inhibidores son considerados factores 

antitripsinicos ya que han sido aislados de una gran variedad de fuentes naturales vegetales. 

Los inhibidores de proteasas son proteínas tennolábiles que se encuentran en granos y 

semillas~ cuyo consumo reduce la digestibilidad y el aprovechamiento de proteínas que 
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panicipan en el proceso digestivo. Los inhibidores más conocidos son los de Kunitz y 

Bo"vman-Birk de la soya: el primero es una proteína celular., no helicoidal., con 197 

nminoácidos de un peso molecular de 21, 500 con dos enlaces disulfuro. los cuales uno de 

ellos son fundamentales para su actividad; el segundo consta de 72 aminoácidos., con un 

peso molecular de 7.,975., éste contiene 8 enlaces de disulfuro. que se· asocia 

rcversiblernente y fonna una mezcla de monómero-dimero siendo más estable al calor, a 

los ácidos y a Ja pepsina que el primero., ambos inhiben el crecimiento., reducen la 

absorción de lipidos. la digestibilidad de proteínas. causan hipertrofia pancreática., aumento 

de la secreción de bilis y jugo pancreático. <17•18 , 

En cuanto al mecanismo de inhibición existen varias teorías entre los investigadorCs Cntre 

las cuales se menciona que: 

Los inhibidores de enzimas proteoliticas fonnan fuertes complejos .. de Prol~rria '~on 
las proteasas. . . -·.· ··> 

La enzima e inhibidor experimentan un tipo de interacción._enzÍm~~susi~io~: 
Los inhibidores son resistentes a Ja· prot~ólisis.,. a~~QUC?,. ~ri.~· ·~ · ~~t~~~_ci~~ ·. pu~de 
ocurrir la ruptura de algunos enlaces peptidiéoS~ ' ',, :_ 

La mayoría de los inhibidores de proteasas S()rl .. destruid~~ nl~d!ant~-1:1~, trB~riliento térn:i.ico 

adecuado. e 18> 

Fitohcmaglutininas o lcctinas. -, _ 

En muchas semillas principalmente de leguminosas e~iSten sustancias de origen prote(nico, 

llamadas fitohentaglutininas o lectinas por la cápacidád de aglutinar a los glóbulos rojos 
'-.: '·"'.' 

humanos y de otras especies animales debido a·su especificidad para glucoproteínas de Jos 

sitios receptores en la superficie celular.. LB.,- Primera descripción de una lectina fue 

presentada por Stillmnrk que en 1889 estudió I;. ~milla de ricino y atribuyó su toxicidad a 

una proteína que llamó ricina. LandstirÍer en.·1908 Cncontró en las leguminosas el grupo de 

lectinas más importante, desde el punt.o· de viStá.ftutrimental., observaron que los extractos 

producían aglutinación pero en otroS_ .n~ ~se -detectaba acción tóxica. Posteriormente., 

Summer aisló de una leguminosa un~ globulina que llamó concavanina A. Ja cual tiene 

actividad aglutinante. La hemaglutinin~ :de soya fue aislada por Liener en 1953 y Jatfé en 

1960 encontró que la causa del efecto· tóxico de las lectinas ingeridas se relaciona con su 

acción sobre In absorción intestinal. De los resultados obtenidos la Jectina interacciona con 

grupos receptores situados en la superficie de Jns células que confonnan la mucosa gástrica. 
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de una manera semejante como se combinan con Jos glóbulos rojos. interfiriendo en la 

absorción de nutrimentos y se ha observado que en estudios con animales en 

experimentación que consumen una dieta preparada con semillas de leguminosas con 

elevado contenido de Jectinas presentan diarreas. dailo hepático9 absorción reducida de 

aminoácidos. hipoglucemia.. pérdida de peso y en algunos casos la muerte. Las 

fitohemnglutininas como Ja mayoría de las proteínas, son tennolábiles y generalmente su 

cfCcto tóxico se puede eliminar o disminuir notablemente por medio de un tratamiento 

ténnico adecuado. presentándose así u~ incremento en cuanto al valor nutricio de las 

leguminosas. t ' 9
• .lOJ 

Alcaloides 

Los alcaloides son una clase J:leterogénea de productos naturales de las plantas. La palabra 

alcaloide es derivada del término ºálcali ... usado originalmente para describir un grupo de 

bases de origen botánico. lo cual nos indica que estas sustancias se comportan como álcali 

químico. Los alcaloides contienen nitrógeno en su molécula9 frecuentemente en un anillo 

heterocícl ico y son de natu.~JeZa .básica. generalmente se encuentran como sales de ácidos 

orgánicos y la mayoría poseen importantes propiedades farmacológicas. la mayoría 

contienen oxigeno y son sólidos cristalinos y todos son ópticamente activos9 en general son 

insolubles en agua como base ·y solubles en disolventes orgánicos; sus sales son solubles en 

agua; en estás propie~ades· s.e: basan Jos. procedimientos que se siguen para su extracción de 

plantas .. así como para su purificación. Algunos compuestos como la colchicina y ricinona 

han sido considerados excepciones de los alcaloides ya que no son básicos y en el caso de 

la efedrina. muscarina y. mezcalina porque no contiene nitrógeno en el anillo heterocíclico. 

Los alcaloides con anillos heterocíclicos son llamados Alcaloides verdaderos y son 

clasificados de acuerdo al sistema anular presente en la molécula. Además poseen las 

siguientes características: 

• El átomo de nitrógeno es paf1:e del sistema heterocíclico. 

• El compuesto tiene una estructura molecular compleja. 

• El compuesto posee importante actividad farmacológica. 

• El compuesto pertenece al reino vegetal. 

18 



Y aquellos que no tienen anillos heterocfclicos son conocidos como protoalcaloides y son 

aminas. Los protoalcaloides y Jos alcaloides verdaderos son generalmente derivados 

directamente de aminoácidos.' 2º· 21 •
23> 

Las monocotiledonens son generalmente pobres en alcaloides a excepción de las.Liliflorae 

y Gran1inae. Los alcaloides tienden a acumularse en cuatro tipos de tejidos: tejido 

activamente creciendo9 células epidénnicas e hipodénnicas9 cubiertas vasculares y en 

vusos. Los alcaloides y sus preparados constituyen una importante proporción de las 

sustancias empleadas frecuentemente en la moderna terapéutic~ como medicamentos se 

caracterizan por su gran potencia; una ligera disminución en Ja proporción de alcaloides en 

un preparado puede causar una importante reducción en su acción fisiológica y por otra 

pane. un ligero exceso puede ocasionar efectos tóxicos.•::?0· 21 > 

Las cantidades de alcaloides que se hallan presentes varían considerablemente en las 

muestras debido a: 

• Edad de la planta en el momento de la recolección. 

• Estación del aílo en que se efectúa la colecta., clima y suelo en que se desarrolla la 

planta. 

• Tipo de variedad de In misma especie.<20> 

Glucósidos cianógcnicos. 

Aparecen en algunos vegetales que al ser macerados o daf'iados pueden liberar cianuro por 

acción enzimática de las 13-glucosidasa.. y el ión cianuro a nivel de la citocromo-oxidadasa9 

es inhibidor de la cadena respiratoria. Algunas variedades de judías y guisantes contiene 

pequeñas cantidades de HCN (2mg /1 OOg), en el sorgo el contenido es de 240mg /1 OOg, In 

amigdalina fue el pñmer glucósido cianogénico identificado en las almendras amargas., 

presentándose también en otras clases de semillas., In durrina se encuentra en el sorgo y 

algunos pastos9 en la linaza podemos encontrar lotastraulina y linamarina., esta última se 

presenta en diferentes variedades de leguminosas. Otros alimentos que contiene glucósidos 

cianógénicos son: el frijol de lima., el lupino, la casava y la tapioca.'23•
24.28 .291 

Los glucósidos cianogénicos no son tóxicos por si mismos., sino Jo son por el ácido 

cianhídrico liberado por vía enzimática, llegándose a presentar autólisis de estos 

compuestos9 solo cuando hay un dai'io tlsico en la planta y depende de la presencia de la 

enzima específica (3-glucosidasn y agua. Las enzimas se encuentran extracelulares y actúan 

solamente después de In ruptura de los tejidos de Ja semilla. La dosis letal media de ácido 
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cianhfdrico para un individuo cuando es ingerida por vía oral se ha estimado entre 0.5-3.5 

mg I Kg. de peso corporal. con esta dosis se presenta síntomas de adonnecimiento 

periférico con ligeros mareos. seguidos por confusión mental. cianosis9 temblores. 

convulsiones .. coma y finalmente la muerte. El ácido cianhídrico es un potente inhibidor 

del sistema respiratorio celular. ya que su sitio de acción es sobre el citocromo oxidasa. la 

cual es un catalizador respiratorio terminal de los organismos aerobios. En caso de dosis 

subletnles se puede presentar dolor de cabeza. sensación de opresión en Ja garganta. 

palpitaciones y debilidad muscular. en estos casos el organismo es capaz de llevar a cabo 

un proceso de destoxificación. ya que existe una sulfotransferasa (rodonasa) que cataliza la 

reacción del ácido cianhídrico con el tiosulfato fonnando sulfito y tiocianato que es 

eliminado por orina.123~4~> 

Fitatos 

Quimicam_ente el ácido fitico es hexafosfato de inositol. representan una clase de complejos 

que influyen Sobre las propiedades nutrimentales de Jos alimentos. loS fitatos pueden ser 

encontrados en una-gran varied~ de alimentos como Jos granos de cerea-les y leguminosas, 

localizándose Con frecuencia en el pericarpio donde se encuellt,ril en cantidades que oscilan 

de 0.2-0.S %. este contenido vaña de las condiciones de.cultivo. especie y vañedad con la 

que se trabnje.06> 

Puede ser desfosforilado en cierto grado hasta inositol en el Jumen intestinal por la enzima 

fitnsa .. además se encuentra en abundancia en el trigo en el centeno y la cebada. la fitasa del 

centeno es más activa y es destruida por el calor. además el ácido fitico y sus sales. son 

componentes comunes de los tejidos vegetales relacionados con productos alimenticios.<26> 

Seis ~rupos reactivos de tbsfato presentes en la molécula del ácido fitico hacen de este 

compuesto un agente fucnemente quelante. en el que 8 de los 12 protones disociables del 

fitato están disponibles para atrapar metales como Cu2·~ Zn2 • 9 Mg2• y Fe2 que se unen a 

minerales tales como el Ca2•, bajo condiciones de pH en el inteñor del conducto 

gastrointestinal en la parte superior del intestino delgado. en donde el ácido fitico es dos 

veces dcsmincmlizante: ya que en primer caso proporciona fósforo inutilizable; y una 

segunda cuando acompleja elementos indispensables de el organismo y provoca finalmente 

ostcoporosis y/o raquitismo en animales mono gástricos y seres humanos.<27
.2

9 > 

20 



Saponinas 

Las saponinas son glucósidos anfilicos. Jos cuales son resultado de la reacción de azúcares 

(pentosas.. hexosas o ácidos urÓnicos) con un grupo no polar llamado aglicona o 

sapogenina. al final se obtiene Ja saponina.CJ cual puede ser ya sea un esterol ó triterpeno. 

aunque Ja mayoría de las saponinas que han sido identificadas son triterpenoides. (Figura 1) 

R-OH + 'HO-X R-OH + 1120 

...f:úcar .~a/,og~",,1na: saponlna agua 

Figura l. Formación genérica de una saponina lriterpenoide o esleroidal. 

Las saponinas son sustancias en su mayor parte amañas, de sabor amargo. en general son 

inodoras .. de dificil cristalización; sus soluciones coloidales al producir espuma, reducen 

fuertemente la tensión superficial por lo que pueden estabilizar las emulsiones de b1TI1S8.S y 

aceites, tienen propiedades estornutatorias, irritan los ojos y Ja piel cuando se frotan, son 

tcnnorresistcntes.. forman complejos con el colesterol y otros hidroxiesteroles. Son 

medianamente solubles en alcohol, al enfriarse las saponinas precipitan en disolventes 

orgánicos. son insolubles en ácido sulfúrico concentrado, las soluciones de saponinas 

cstcroidales producen una coloración que varía del rojo al viole~ y se ha visto que algunas 

saponinas provenientes de alfalfa inhiben el crecimiento de ciertos microorganismos,. y en 

la experimentación con animales monogástricos,. se observaron diferentes respuestas 

dependiendo del contenido de saponinas de alfalfa administrada,_ en donde el resultado 

visible f'ue un decremento en el peso, en general el modo de acción de las saponinas sobre 

los animales monogástricos es poco conocido.<29.JO.JS) 

En cuanto al contenido· de saponinas para el hombre en ciertos productos alimenticios, no 

son tóxicas por ingestión oral. La dosis letal media (DL501). estudiada en perros, conejos y 

ratas va de 25 a 3000 mg /Kg. de peso corporal. Las saponinas crean lesiones 

gastrointestinales y si pasan a la corriente sanguínea puedeO hemolizar las células de los 

glóbulos rojos. pueden producir fallas en la respi~c-ióñ; conVulsiones y coma. Las 

saponinas producen hemólisis en diferentes tipos de_ glóbul~~ -~ojos; Ja hemólisis se define 

como Ja destrucción de los glóbulos rojos que produce Ja liberación de hemoglobina. 

La toxicidad de las saponinas está a discusión ya. que en. alg~nos países tienen límites 

pennitidos mientras que en otros se utilizan comO aditivos pan{ alimentosP8 > 
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Taninos 

Entre los compuestos polifenólicos que se encuentran en los alimentos., los taninos 

constituyen un grupo caracterizado por su facultad de combinarse con las proteínas. Esta 

rcactividad particular en la que se basa el cunido de pieles .. que presentan los taninos 

hidroliznbles y Jos taninos condensados. define también su actividad biológica., que se 

manifiesta por su gusto astringente. La presencia de estos polifenoles en los alimentos 

determina una disrninución del valor biológico de éstos .. debido en gran pane., a una 

interf'Crencia con Ja utilización digestiva de las proteínas., numerosos trabajos muestran el 

efecto de la acción antinutricional de los taninos presentes en Jos alimentos (cacao., 

plátanos .. habas~ sorgo). pero en la industria Jos taninos se utilizan como aditivos en la 

producción de vino. sidra y cerveza., contribuyendo al sabor y ayudando a la clarificación., 

su dosis diaria admisible es de 500 mg ( kg p.c./ día}29
•
541 

Los efectos antinutricionales de eStos pol~Íenoles se mllnifiestan principalmen~e por un 

aumento de Ja excreción fecal .~e .. ~itrógeno~· ~iversa's _ hi~ótesis han intentado explicar el 

• 
de enzimas digestivas.. ~\: .\· ,-.:· -·.·· 

Inhibición no espec~tica ;'de _.1~:: enzimas: ~·i~~Si~~~~~-por. Jos·_· taninos libres de Jos • 
alimentos . ' .. '-·~.;__ ::< ' . ·, ,.,. ~:~ :; ·_: :~· . 

• 
. :·· /. ::···: ' ::. . ' ~~~~~.·~;' --}~: 

Es dificil evaluar Ja importancia ·relativa'_'-de 'é:~Ú>~ ·~ecanismos en el efecto final. que 

depende también del tipo d~ tanino presente ~~: ~I ~li~~nto y· de su estado, libre o asociado 

a proteínas. sin emOO:~go se sabe. que estos-_ ~o,;.·pJejO~. dificilmente hidrolizables por las ..... · ... -
enzimas proteolíticas. participan ._Cn ·-Ja· pé~dic:fa fecal de nitrógeno. La actividad 

untinutricional de los tani~os p~ede ~a~ife~tW:s:.;·_.ta~bién por la aptitud que tienen estos 

polifenolcs a asociarse a los iones di .. Y triValentCS. ·se ha demostrado que Ja ingestión de té 

disminuye la disponibilidad de fierro ~e.1. :alime"nto. en cambio., Ja fonnación de complejos 

con el plomo y los metaleS pesad~s p~ed~~ .tener una función protectora impidiendo su 

absorción. El ácid~ tánico. al -~~mbiOa~e con la vitamina 8 12 y el factor intrínseco. 

disminuye la biodispon-ibilidad de;; está ~iuÍmína., por otro lado. Ja vitamina B1 puede ser 

destruida por los taninos del té al igual que las reservas hepáticas de vitamina A.'27
• 
29> 
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Nitratos 

La presencia natural de nitratos en el medio ambiente es consecuencia del ciclo del 

nitrógeno., que consiste en el intercambio entre nitrógeno atmosférico y terrestre que tiene 

lugar por diferentes vins .. el aire .. el agua .. el suelo .. las plantas .. los animales y el hombre. 

algunos alimentos como las espinacas .. zanahoria .. acelgas y remolacha... tiende aumentar el 

contenido de nitratos cuando se realiza fertilización con nitrógeno. Se ha reportado que la 

mc1ahcmoglobinemin es el principal efecto tóxico de la ingesta de nitratos. está causada por 

nilritos. que son los productos de reducción de los nitratos., el proceso químico es el 

siguiente: los nitritos formados por reducción de Jos nitratos oxidan el hierro (11) de la 

hemoglobina a hierro (111). dando Jugar a metahemoglobina que es incapaz de unirse al 

oxígeno. produciendo cianosis asintomática, acompai'iada de hipoxia .. debilidad. disnea. 

taquicardia y perdida de conocimiento. es por esto que este tipo de envenenamiento se Je 

conoce como el síndrome del bebe azul .. se han señalado casos de metahemoglobinemia en 

niños debidas a los nitratos presentes en vegetales., esto se debe a la menor acidez del 

estómago que pennite el desarrollo de ciertos microorganismos que contienen enzimas que 

pueden reducir los nitratos a nitritos. los efectos tóxicos en ad~Jtos son poco comunes pero 

esto dependerá del consumo y condiciones del organismo. Los nitritos tiene otros efectos en 

adultos como Ja disminución de la eficiencia vitamínica de Ja ración alimentaría. 

especialmente interaccionando con la vitamina A y las vitaminas del grupo B, de los 

estudios realizados se ha concluido que los riesgos para Ja salud no sólo se deben a la 

concentración de nitratos en el agua y los alimentos, sino también a la presencia o ausencia 

de condiciones favorables a su reducción a nitritos.u2> 
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IV. METODOLOGÍA 

4.1 DIAGRAMA GENERAL DE LA INVESTIGACION. 

En el siguiente diagrama de bloques se muestra el desarrollo que se siguió para realizar este 
estudio. 

Ob1cnción del malcrial biológico 

Limpieza y selección 

Secado a 50º C I 24 horas 

Parámetros fisfcos 

Densidad 
calórica 

Determinación de 
factores tóxicos y 
antinutricionalcs 

FiJ:Ura 2. l>i•2ram11 general de rnh•Jo para I• semilla de napahuUe. C"n donde •e dnerlbe la •eeuenela de 
Hrth·itJ11de!llio 
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A continuación se describe cada uno de Jos bloques del diagrama anterior. 

4.2 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLÓGICO. 

Se trabajo con semilla de Napahuite. la cual se adquirió en el mercado de Tapachula. 

Chiapas el peso del lote fUe de 3 kg. y el precio del kilogramo fue de 35 pesos. 

4.3 LIMPIEZA Y SELECCIÓN. 

Se separo manualmente el material extrafto (piedras semillas o granos extrailos. material 

vegetativo) y las semillas dañadas fisica. química y biológicamente. 

4.4SECADO. 

El material se extendió en charolas y se coloco en una estufa durante 24 horas a 

temperatura de 50 grados centígrados. 

4.5 DETERMINACION DE PARÁMETROS FÍSICOS. 

Con la finalidad de caracterizar Ja materia prima .. se realizó Ja detenninación de algunos 

parámetros flsicos que pennitirán en estudios posteriores identificar en forma rápida si se 

trata de la misma variedad. 

4.5.J PESO HECTOLJTRICO 

Fundamento: 

Se cuantifica midiendo el peso de una muestra representativa del lote de semilla limpia que 

ocupa un volumen establecido, el valor se reporta en Kg / hl o g / 100 mi .. en donde se sabe 

que existe equivalencia. ya que por términos prácticos .. el resultado se expresa en g / t 00 

mi. 

1 Kg = IOOOg 

Kg X 

hl 

l\.lateriales y reacth.·os: 

-·'« - ? - - ~ '' • ' - •••• 

;... Probeta graduada de 1 OOml. KimaX. No 20024 
;.. Balanza granataria.. Sautcr -- "--.. - -

Procedimiento: 
':':./·'··'· ·::",.-·' 

g 

IOOml 

Se taró la probeta en la balanza 

. l.',.,,_,' - -'-,": - .-.. 

g~~a~i-f~"·y. se 'Sgregó __ una muestra representativa de 

semilla correspondiente a 100 mf. -~ta":~o~~~CÍ,ó_n'._~~:'.'r~~iÍ:iC(4 ,_veces ~on el fin de obtener 

vnlores promedio y su desviación e~tá~d~r~ ÉÍ r~~~ltado d~ I~ p~eba se reportó en g/IOOmf. 
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4.5.2 DETERMINACIÓN DE PESO Y TAMAÑO DE LA SEMILLA 

l\1ateriales y reacth·os: 

:;,.... Balanza analítica Sartorius. 
:ir- Vernier. 

Procedimiento: 

Se tomó una muestra representativa de 10 semillas y se pesó cada una por separado en la 

balanza analítica. a ésta misma se le midió el largo y el ancho usando el vernier. El 

procedimiento se repitió para otros dos lotes representativos de semillas. 

El resultado se reportó como el promedio y su desviación estándar. 

4.6 MOLIENDA 

Con una muestra de semillas tomada al azar. se fraccionó en un molino Thomas·Wiley 

modelo 4 y se obtuvo la harina integral (tamailo de partícula de 1 mm de diámetro). 

4.7 ANÁLISIS PROXIMAL. 

Fundamento: 

El análisis proximal o sistema analítico Weende se desarrollo en Alemania hace más,de .100 

ailos. en Ja estación experimental que Jleva su ·nombre. Este sistema se ha crit~ca.do'.mLicho, 

pero hasta la fecha nadie ha desarrollado otro que sea tan práctico y aceptabJe.<.l4> 

El análisis proximal se realizó de acuerdo a las técnicas descritas en el AOAC con 

pequeñas modificaciones: 

• Humedad (H) 
• Proteína cruda (P) 
• Grasa cruda (G) 
• Fibra cruda (F) 
• Cenizas (C) 
• Hidratos de carbono asimilables obtenidos teóricamente por diferencia: 

%Hidratos de carlxmo = 100 - [%H + %P + %0 + %F + %C]. 
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4.7.1 PROTEÍNA VERDADERA 

Fundamento: 

La técnica se basa en Ja solubilización del nitrógeno no proteínico y de la proteína soluble. 

y la posterior precipitación de dicha proteína con tungstato de sodio;· con .el fin de eliminar 

el nitrógeno no proteínico que puede contribuir en la detenninaéión de nitrógCno por medio 

del 111étodo de Kjeldahl. Con este método la proteína no ,soluble también.es t~mada en 

cuenta. ya que en la etapa de filtración se incluye.'junt~ ·con Ja protéina soluble 

prcci pitada.Cll,SKi 

1\latcrial y reactivos. 
;... DigestorTECATOR mod. Ah 20/40. 
;.. Microdestilador TECA TOR AUTO KJEL TEC No 1 OJO. 
;,... Agitador magnético THERMOLINE mod. Sp-13025. 
:... Papel Whatman #50 o #542. 
;... Tubos de digestión especiales TECATOR. 
;.. HCl2N. 
;... K,so, (RA) 
: Solución de H~02 aJ 30%. ~ . ,.. _ . 
- Solución precipitante (disolver 5 g de tungstato de sodio;: 1.5 g de NA2HP04• l2H20 en 

20 mi de agua destilada; ailadir 22 mi de HCI 2 N. mezclar y· aforar a 50 mi con agua 
destilada). ·. : •,; .. >••:e;'.,:.,,,".,., .. · . · 

;.... Mezcla digestiva (mezclar por 30 minutós 3. g· d.~ ~u~?4.~5.J:-1~.~, -300 mi de H 2S04 

concentrado y 100 mi de H3P04). '.•:.:.•;''·.•'' ' 
Solución de ácido bórico al 1% con indicadores~:<> 

Procedimiento. 

Se peso de 50 n J 00 mg de muestra finam~nte -molida y desengrasada, y se agregaron S mi 

de agua caliente y se agito durante IS min~io~ con agitación magnética .. se aftadió 2 mi de 

solución precipitante y se dejo reposar 10 minutos, se filtro con papel Whatman #SO o 

#542 usando 25 mi de agua caliente con ligera succión. 

a) Proceso de digestión: 

Se coloco el papel filtro con el precipitado en un tubo de digestión. más 0.5 g de K2so •• 

5ml de mezcla digestiva .. y se coloco en el digestor a< 370 ºC por 15 minutos. Después se 

retiro del digestor y se espero a que se enfriara para añadir 3 mi de H202 al 30 º/o y se 

continúo calentando a 370° C hasta que la digestión se completo. 

b) Destilación y titulación: 

Después de Ja digestión se dejo enfriar los tubos para agregarles 25 mi de agua destilada .. se 

coloco el tubo en el microdcstilador para que la destilación y la titulación se efectuaran 
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automáticamente .. se introdujo un blanco. donde se sustituyo la muestra por glucosa o 

sacarosa. 

e) Cálculo.: 

% Nitrógeno= (mi muestra-mi blanco) x NctmcqtmDX 0.014 (sNlm!QNl x 100 

gdeM 

% Proteína Verdadera= o/o Nitrógeno x 6.25 

4.8 DESENGRASADO. 

Fundamento. 

Se basa en Ja e.xtracción de grasa para obtener la fracción alta en c~~mtenido calórico y el 

motivo por el cual es importante aislar la grasa. es para .que .·no i'1terfiera y se pennita 

aplicar Ja mayoría de las técnicas de la toxicología analftica •• <8 m 

1\-1atcriul y reacth•os. 

;.. Molino Thomas- Wiley mod. 4 
;.... Hexano (Q.P.). 
;... Dispositivo tipo Soxhlet. 
;.. Papel filtro. 

La semilla íntegra fue fraccionada en ·un _rTiolinO ::rhom,as -Wil.~y modelo 4., usando una 

malla con aberturas de 3 mm de diámetro. La- muestra se coloco en Un cartucho elaborado . .. 
de papel filtro y fue insertada en un dispositivo tipo Soxhlet p~~ l~Cv:a~ a cabo la extracción 

de la grasa cruda de la semilla a una temperatura de 55 ºC utilizándo hexano (Q.P.) como 

disolvente .. el procedimiento duro aproximadamente 14 horas. 

Transcurrido el tiempo se espero a que se enfriara el dispositivo y se procedió a quitar el 

cartucho el cual contiene Ja muestra desengrasada .. esta muestra se extendió en una charola 

para eliminar en su totalidad el disolvente y con el rotavapor se recupero el disolvente y a la 

grasa cruda obtenida se le insufló nitrógeno y se guardo en congelación. 

4.9 TOXICOLOGÍA ANALÍTICA. 

Determinación de ractores tóxicos y antinutricionales. 

Se detcnninaron Jos factores tóxicos y antinutricionales que se presentan con mayor 

frecuencia en las semillas de leguminosas. en particular taninos. nitratos, Jectinas .. 

inhibidorcs de tripsina~ saponinas y fitatos. 
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4.9.1 TANINOS 

Fundan1ento: 

Adaptación del Método ISO 9648 de 1998 basado en Ja reducción del ión férrico debido a 

los polifcnoles y Ja tbrmación de un complejo colorido en condiciones alcalinas. Se realiza 

unn extracción de los taninos presentes en la muestra con dimetilfonnamida y agitación9 

para después centrifugar y adicionar citrato férrico amoniacal y amoniaco a una alícuota de 

sobrenadantc para desarrollar color y leer absorbancia de la solución obtenida a 52Snm.us> 

l\.1atcrial y rcacth·os. 

;. Centrifuga CLAY-ADAMS, Dynac ™. 
:,. Tubos para centritügn de 1 Sml. 
' Agitador mecánico tipoVortex LAB-LINE mod.1192. 
;.. Baño de temperatura controlada GRANT mod. LR-22493. 
:,... Espectrofotómetro SEQUOIA-TURNER mocL 340. 
;... Solución estándar de ácido tánico (0.2g de ácido tánico en 100 mi de agua desionizada). 
:;... Amoniaco (0.8 g NH1 I 100 mi) 
';- Dimctilfonnamida al 75 % v I v (DMF). 
,.. Citrato férrico de amonio (preparar 24 horas antes de usarse 0.35 g de citrato férrico de 

amonio aforados en 100 mi de agua desionizada). 

Procedimiento. 

Se peso de 0.3 a 1 g de muestra finamente molida y desengrasada y en un vaso de 

precipitado se agrego 20 mi de DMF y se agito durante 1 hora. 

Transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 mi,. enjuagando con 3 mi de la 

solución de DMF y se llevo a la marca de aforo con este reactivo. 

Se transfirió al tubo de centrifuga y se procedió a una centrifugación por 10 minutos a 2700 

r.p.m. y luego se decanto el sobrenadante y se homogeneizo. 

Cada lectura se realizo a 525 nm. 

Se tomo tres alícuotas del extracto y se trabajo de la siguiente manera: 

a) A cada uno de los tres tubos rotulados. donde uno de ellos será el blanco se agrego 1 mi 

del extracto. 

b) Se adiciona S mi de agua desionizada y al blanco 6 mi. se agito con el vortex. enseguida 

agregar 1 mi de citrato férrico amoniacal y agitar nuevamente. por último se adiciona t mi 

de amoniaco con excepción del blanco. 

c) Se incuba durante 1 O minutos a 30 ± 1 ºC y se realizo la lectura a 525 nm en el 

cspcctrolbtómetro. 
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Cálculos. 

Para Ja realización de los cálculos se elaboro una curva estándar que tuvo una 

concentración de 80 a 560 µg de ácido tánico y se trabajo como indica el cuadro 4. 

CUADR04. 
Curva estándar para Taninos. 

n 
CHl•nC'o\ 

o 

Hll 
l<.CI 
240 

µID!\I•· 
7~•/. 

1000 

9(t0 
920 
H•O 
760 

µs::dr,C'ido A1.u• 
lániC'o (mi) 

o.o ,; 

"º ,; .... ,; 
320 ,; 
•HO ,; 

s 2110 720 %() s 
• !\<l\.".«::lilr p:rlcctammti: el nm1t..•rudo Ji: los 1utios dnpues de.' e.da ad se ton dC' TC"acuvo 

Citr•to ílrriC'o 
•monl•c•I 

1 

Amoni•co 
(mi) 

1 

Mediante Ja ecuación de la línea recta obtenida con los datos de la curva estándar, se 

determino el contenido de taninos y se reporto como% de ácido tánico. 

4.9.2 NITRATOS 

Fundamento. 

Jncuh•ción 
JO± lºC 
10± lmln 

Método de Cataldo y colaboradores, donde se realiza una CxtracCi_~n de nitratos en tejidos 

vegetales. utilizando Centrifugación y desarrollo de color en el sÓbrenadante (fonnación de 

un complejo) por nitración-de áddo salicílico, que tienC' su máximo de absorción a 410 nm 

en solución alcalina. La absorbancia del cro~Óf~ro. es directamente proporcional a la 

cantidad de nitratos presente.'36> 

Material y reJ1ctivos. 
- Centrífuga CLAY-ADAMS mod. Dynac ™. 
· Tubos de centrifuga con capacidad de SO mi con tapas hennéticns. 

Agitador mecánico tipo Vonex LAB-LINE mod. 1 192. 
,._ Bar1o regulador de temperatura GRANT mod. LR 22493. 
;... Espectrofotómetro SEQUOIA-TURNER mod.340. 

Papel Whatman # 542. 
;.... Mortero con pistilo 
-_ Solución patrón de nitrato (nitrato de potasio R.A.) de 1 O mg I mi. 
:.r Solución de ácido salicílico (R.A.) al S % m/v en HiS04 concentrado. 
;.... Na01-12M. 

Carbón activado R.A. (usar en muestras cuyo extracto esté muy pigmentado). 
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Procedimiento. 
Se peso de 0.1 a 0.5 g de muestra finamente molida y desengrasada y se trituro en un 

mortero con 25 mi de agua destilada y 0.45 g aproxima.~~mente de car~n activado, hasta 

obtener una papilla homogénea. 

Se transfirió cuantitativamente a un tubo de cenfrifuga .. enjuaS:il~d<;>.·CO~ _agua destilada para 

llegar a un volumen final de 30 mi y se centrifugo '1 hora a: 210·0-3o'oó r'.p.ln •. 

Se decanto el sobrenadante y se filtro con ayuda de .va~~o·:s~b~~·' pa~i -~~~tman # 542. La 

dctcnninación se realizo por triplicado. .· .- ,::-~:).:·.: ;·. 

Se homogeneizo el extracto de la muestra y se trabajo de 18 sigUie~:~~~--~~~a:. 
a) Se rotulo 4 tubos y a cada uno se le adiciono 100 µI del extracto y-o:4"mi de solución de 

. ..- .·. 

ácido salicflico. con excepción del blanco al cual se le agregW-oñ O.~ 'mi de H 2S04 

concentrado. Con ayuda de un vortex se mezclo por 15 segundos', d~~uéS'-_de·C"ii~a.Bdición. 
b) Se incubo 20 minutos a una temperatura de 30 ºC. f{: ; __ 

c) Transcurrido el tiempo se espero S minutos para que se enfriani~ ·9~~~~Pu_éS,"SC adiCiono 

9.5 mi de solución de NaOH y se incubo nuevamente a 30 ºC durarilé.:·15 ~iía-ulOS~ 
d) La lectura se efectúo a 41 O nm en el espectrofotómetm. 

Cálculos. 
Se realizo una curva patrón con concentraciones de 6-60 µg de nitrato, en un tubo de 

centrifuga se adiciono 3 mi de la solución patrón de nitrato de 10 m g /mi, y 0.45 g 

aproximadamente de carbón activado y 27 mi de agua destilada_ se homogeneizo y 

centrífugo por 1 hora a 2700-3000 r.p.m, se decanto el sobrenadante y filtro con papel 

Whatman doble del # 542 con ayuda de vacío y homogeneizar. La lectura es a 41 O nm. 

La curva patrón y el filtrado se trabajo de acuerdo con el cuadro S. 

CUADROS. 
Curva estaindar para nitratos. 

Tubo• Solul'ión palrdn Aau• Solución de 
de nilr•to (µI) 'ddo ••licllico 
lmglml (mi) 

lull 
1 u 100 o.• 

(Ul•nco) 
lncub•clón 

2 6 9• º .. ,JOOC 
3 'º 90 o.• 20± lmln. 
4 311 70 o.4 
~ 40 60 0.4 
6 ''º 40 o.• 

4 Me.te.: lar pcffcclam<>rllc por 1 S !'icguodos el cnnlctudo de los 1ubos drsru<"! de cada aJ1c1ón. 

Solución de 
N•Olf 
(mi) 

9$ 
lnrub•ción 

30"C 
I~± 1 min. 
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Mediante Ja ecuación de Ja linea recta obtenida con los datos de la curva patrón. determinar 

el contenido de nitratos y reportar como % de nitratos. 

4.9.3 ÁCIDO FiTICO 

Fundan1cnto. 
La metodología empleada es la propuesta por Haug y Lantzsh. In cual se basa en In 

determinación calorimétrica indirecta del fósforo del fitato presente en la muestra. El 

extracto de la muestra es calentado con una solución acidificada 4e concentración conocida 

de Fe (111) en exceso. el cual forma un complejo con el fitato. Se cuantifica el Fe (fil) 

residual que el ácido titico no alcanza a acomplejar mediante una reacción colorida con la 

2.2-bipiridina. fllcilmente medible espectrofotométricamente.<26, 

Material y reacth•os. 
;... Parrilla de calentamiento y agitación múltiple THERMOL YNE mod. Sp~ 13025. 
;... Centrifuga CLAY-ADAMS, Dynac ™. 
;..... Tubos para centrifuga con tapón. 
;... Vonex LAB-LINE mod. 1192 
;... Espectrofotómetro SEQUOIA-TURNER mod 340 
;... HCI 0.2 N. 
:,... Sulfato férrico de amonio• 12 H20. 
r Ácido tioglicólico. 
,_ Fitato de sodio 
:,... Solución férrica (pesar 0.2 g de sulfato f'érrico de amonio •12H20, disolver en 100 mi 

de HCI 0.2 N y aforar a 1 L con agua desionizada). 
:.- Solución de 2,2-bipiridina (pesar fg de 2,2-bipiñdina, medir fmf de ácido tioglicólico y 

aforar a 100 mi con agua desionizada) 
;¡;.. Solución estándar de fitatos 1.5 mg I mi (pesar O. 1714 g de fitato de sodio (pureza de 94 

% y humedad 8.3 %) aforar a J 00 mi con agua desionizada). 

Procedimiento. 

•Se pesan de 40 a 120 mg. de muestra finamente molida y desengrasada. y se le adicionan 

20 mi de 1--JCI 0.2 N. para someter a una agitación mecánica a temperatura ambiente durante 

20 minutos. 

• Una vez transcurrido e1 tiempo. el extracto se centríf'uga a 1200 r.p.m. durante 15 minutos 

a temperatura ambiente y se colecta el sobrenadante. 

• Obtenido el extracto de Ja muestra, se' toma una .alícuota de 1 mi que se coloca en un tubo 

de ensayo. se adiciona J mi de solución férrica y se tapa con una canica. 
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• A panir de este paso para la corrida del blanco y de los estándares, se toma 1 mi de agua 

(para el blanco). o de c/u de Jos estándares (3-30 µg P /mi) y se sigue con el análisis desde 

el punto anterior. 

• Los tubos se colocan en un bailo de agua a ebullición por .. 39 _minu~os ~l.lidaiici;o que el 

ugua cubra totalmente el nivel del liquido. 

•Transcurridos los 30 minutos hay que espera~ _qu~:.1~~'l.·~~~~·:~~'.·~~f~~~~,~---~~~.~~i_q~~ han 

alcanzado la tempcrmura ambiente. se les agregá·n Í ~Í de ·1'~··sc;"i"~é:i~S~'-:de' 2~2::.hipi~idina Y ·se 

mezcla pcrfcctatnente el contenido. -:·:>,S· •:\''~:·?"''-/· . .:''.:~ :::.~>-.·:;·· ··:\(; 
• Se m idc la absorbancia a 519 nm a los 30, seg~rl·~~~ 1:e.~~;~~~:; -~i~f~~#'~:~~)~-~~~~ ·~~~gado la 

2.2-hipiridina a cada tubo. 

• Se utiliza una celda con agua desio~i~d~. P~~:~~J.~~~.~~·:~'--·~~-~~~.~~?.f~tÓ·m~íro .en cero y 

después se Ice la absorbancia del blanc'o, ID dC _JaS:nl~~·s~ní:S .. P~~l;>l~"rnlf)i los ·estándares. 

Cada una de éstas se Je resta por _sePSfadO~"~t ~-~~~~~~·:"~~;rii~~~;r~·-~b~Cn~r la· absorbancia 

corregida respectiva. 

Cálculos. 
• Las soluciones de la cUrva patró"n se~ prepa·~-~~:d~1.·~ye~d~ ID -sOlución de referencia de 

litnto con 1-JCI 0.2 N en un rango de 3.30 µg d~ Í"Ó~fÓr_:; :fiticol mi. 

• El litato de sodio y/o ácido litico contÍeriell'if'á'16mc'f~:c:f~' fóÚoro {peso molecular =30.97 

g /mol). por Jo que 6 X 30.97= 185.82 g de p" ¡mol. El peso molecular del ácido tilico es de 

660 g/mol y el peso molecular del fitato de sodio es de 923.8 g /mol. 

• La solución patrón contiene 1.5 mg. de fitato /mi, o sea: 

1500 J&r firutodg5odjo X 18582 ug P 301.72 µg P /mi 
mi 923.8 µg fitato de sodio 

Se rcali7..a la curva estándar de acuerdo con el cuadro 6. en donde al final se interpola el 

valor de la muestra con el valor de la curva y de esta manera se obtiene la concentración 

final de fósforo en la muestra. 
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Tubo 

CUADR06 
Curva estándar para fitatos. 

mi de soludón nlindar 
(.301.72 µR PI mi) 

.. 
6 
8 
IO 

Afon1r• 
(mi) 

100 
100 
100 
100 
100 
100 

4.9.4 INHIBIDORES DE TRIPSINA. 

Fundamento. 

Concencr•dón nnal 
µRP/ml 

.3.0172 
6.0J..I .. 
12.0688 
18.IOJ2 

.30.1720 

La técnica es la utilizada por Kakade y colaboradores que se basa en observar Ja inhibición 

producida por un extracto acuoso de la muestra sobre una solución estándar de tripsina. Y 

después se determina la actividad proteolítica remanente por medio de un sustrato sintético 

(BAPNA), el cual produce una coloración debida a la producción de p-nitroanilina que se 

lec en el espectrofotómetro a 410 nm. Dicha coloración es inversamente proporcional al 

contenido de inhibidores de la muestra.<37> 

J\1aterial y reacth•os .. 
· Potenciómetro CORNING mod. 430 
;,.... Parrilla de calentamiento y agitación múltiple THERMOL YNE mod. SP-13025. 
;... Agitador mecánico tipo vórtex LAB-LINE mod. 1 192 
:r- Bailo regulador de temperatura GRANT mod. LR 22493. 
;... Espectrofotómetro SEQUOIA-TURNER mod. 340 

Papel filtro Whatman # 1 
;.. NaOH O.OIN. 
;.. HCI 0.001 N. 
:,. Hidroximetil-amino-metano {TRIS). 
:..- Benzoil-DL-nrginina-p-nitroanilida-HCI {BAPNA). 

Solución amortiguadora para TRIS pH 8.2 / 0.05 M (6.05 g de TRIS y 2.94 g de 
CaCl2•21-120 se disuelven en 900 mi de agua destilada, se ajusta el pH a 8.2 y se afora a 
1 L). 

-, Solución BAPNA preparada el mismo día (100 mg de BAPNA.se disuelven en 2.5 mi 
de dimctil-sulfóxido y se diluye a 250 mi con amortiguador TRIS previamente 
calentado a 37 ºC). 

,_ Solución estándar de tripsina 20 µg I mi (pesar con mucha exactitud 4 mg de tripsina 
bovina SIGMA# T-8253 y se disuelven en 200 mi de HCI 0.001 N). 

:,.. Ácido acético ni 30 %. 
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Procedimiento. 
a) Preparación del extracto. 

• Se peso 1 g de muestra finamente mcitida y desengrasada y se le adiciono 45 mi de 
. . . 

NaOH. se ajusta el pH de ésta suspensión a 9.6 ± 0.2y ·se aforo a 50 mi.·· 

• Transferir a un vnso de precipitados y 'sé'agit~ J~· sü~~nsióÍl :m~~á~icame~te:'por esp8cio 
~·'._;_ 

de 2 1/2 horas a 300 r.p.m. ..-<· _;·.::· . .. ,. - ... , •"') 

• Después de dicho tiempo se deja~ hora ·en "repoSo~ y·~~ ~i~·Píe· d~-~~nl~~ióf(se'ObtiCne el 

sobrcnadante eliminando el residuo insoluble~-~ - . . - ._ - ~~;·.· .. ~;:.---::~;Y:. 

• El sobrcnadantc se diluyo hasta el punto d~· qu~ (nl~ ·pr~~~~~:-~ry~-)~~ib'i~ión. ~i~ 40-60 % 

(esto es indispensable para reducir la desviación estándar rClittiva): 

b) Detenninación de Ja actividad. 

• A continuación en el cuadro 7 se observa como se trabajo una serie de tubos para 

detenninar In actividad inhibitoria de la muestra. 

CUADR07 
Secuencia para delerminar la actividad inhibitoria de la muestra. 

C"hn·r'" Extra"'º Agu• Trlpsln• Addo BAPSA Ad do 
(mi) (mi) (mi) •"'""º (mi) ""'º"º a.l'7°C 309/e a.l?OC 30% 

111 1.11 0.2 2.0 lml s 
1 1.11 0.2 2.0 s lml 

112 ... 0.6 2.0 lml Haftoa s Baftoa370C 
1.4 0.6 2.0 37"C s lml 

113 1.0 1.0 2.0 lml • 3 1.0 1.0 2.0 • IOmln. lml 
114 0.6 ... 2.0 lml IOmin. s Exa"to• 

0.(, 1.4 2.0 • tml 
115 o 2.0 2.0 lml s 

" o 2.0 2.0 s lml 
.. f\.1e.,clur JX"Ttecu:imcn1c el can1emdo de los tubos después de cada od1c::ión. 

• La reacción enzimática se detiene por la adición del ácido acético al 30 %; si se enturbia 

o forma un precipitado, se filtra el contenido a través de papel filtro Whatman # 1. 

• La lectura de cada tubo se realiza en el espectrofotómetro a 410 nm. Previamente se 

ajusto a 100 % de transmitancia con el respectivo blanco de cada dilución. 

C:ílculos. 

Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como un incremento de 0.01 

unidades de absorbancia a 410 nm por 10 mi de mezcla de reacción descritas por Kakade y 

colaboradores. La actividad de los inhibidores de tripsina se expresa en ténninos de 
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Unidades •. de Tri psi na Inhibida (U.T.I.). la lectura de absorbancia (A), puede ser 

transtbrmada directamente en unidades de tri psi na: 

U.T. =Ax 100 

Ya que se tiene una serie de diluciones. se tendrán a su vez una serie de valores de U.T.9 es 

conveniente determinar el º/o de inhibición para Jo cual se· toma como ref~rencia el tubo 3 

que es el que contiene 1 mi de extracto. Si el % de inhibición no cae dentro del rango de 40 

ni 60 % de inhibición es necesario hacer un ajuste del. extracto para que c~mpla este 

requisito. 

Donde: 

% Inhibición.= R - Al: 

.R 

R = U.T. de la referencia (Tubo con O.O mi de ext.:acto). 

A.1 = U.T.I. del tubo 3 (Tubo con 1:0. ~J_c!¡;'¡;~t.:0~10) ' 

X 100 

Para obtener los valores c~·~~~p~'1_C~ÚC~~~·-~~.~l;J~T~J.~~~- resi8n. Jo~ ~alares de U.T. al ·dato de 

referencia y posteriormente Sé~pu"ed~· ca1c·~·~r._-ef'"Va10r'de' U .. J"'.I. I mi _de cada una de las 
alícuotas. ' -: · ~'.-;~ ... / -.- :.,,.~>~~ ~.<.~· ·::-<:'· .·: ·; 

Donde: 

R = Valor de unidad~.~ ~e.·i~~P~.~-~~~ ~.c:.~a .. ~~~~~~:~iá'~:~ :··- .. · .. ·· .. ·:~. ,. 
Cuando se grafica '1&-~cti~Jd~d-1:~~~~ri;áti'6í.:·tnhú;i-loriá\(U.T.I.-/ mi) vs. mi de:extracto de 

prueba9 se observa u·rui. com;1&CiÓÍl.,)i;;'~~ .. ~·neg~ti.Ja.· cie dorlde ·se Puede obtCner. el valor 
• " •• , .1 '., '•''-·"·;.· - '·-- •• "" «·.· ,, ._ ' -

extrapolado que coi-reSí)Onde a1 Va1of·cero·dé ·¡a;-Só1UCióh inhibitÓña.(Fig.3) 

TripsÍna 

Inhibida 

' '~ ~ ', e·. 

Este valor ext_rapolado9 ~s ~~ __ ,;.As cCrcanO a la actividad inhibitoria real o verdadera (si se 

refiere uno al inhibidor de soya _del tipo Kunitz). 

Si la correlación lineal no_ es satisfactoria ( r < 0.9 ). se puede trabajar con un valor 

promedio de la serie de alícuotas y reportar en U.T.I. /mi. 

U.T.I. /mi = UTI I mi de extracto. 
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Es conveniente reportar en unidades de tripsina inhibida con respecto a 1 mg de muestra: 

U.T.I. / mg de muestra= B x F x N 

Donde: 

B = valor extrapolado o promedio en U.T.J. /mi. 

F = Factor de dilución. el cual depende de la(s) dilución(es) re.;.lizada(s). Cuando se tiene el 

extracto directo F = 1. 

-4.9.5 DETERMINACIÓN DE LECTINAS. 

Fundamento. 

Ln determinación se basa en el poder aglutinante que tienen ciertos componentes de 

naturaleza proteínica hacia Jos eritrocitos. Se emplea Ja técnica de microtitulación basada 

en una serie de diluciones donde el punto final de aglutinació": se ~~tennina mediante una 

estimación visual~ pnm ello se requiere que los eritrocitos sean sensibilizados mediante una 

protca....;;a.' 301 

l\.1atcrial y rcaclh·os. ~ 
;.... Parrilla múltiple con agitación marca THERMOLINE; mod. 4 
._ Centrifuga Dynnc ~-/'-'." .. -· 
;.. Tubos de centrifuga de 15 mi con graduación~ -~: T> 
:;.... Incubadora marca BLUE-M .. . , - ... - _,,_ .. , -. 
;.... Espcctrofotómetro marca SEQUOIA-TURNER; mod. 340 , , ', 
._ Adaptador para celdas de 1 O x 75 mm (acondicioriado a~·una abertura de J cm2) 

._ Microtitcr kit (Cook Eng-alexander Virginia USA)'¿\\ 'r"°c· 

._ Filtro de vidrio con fibra de vidrio ' · .. ,.~.>:: 

._ Sangre de hámstcr desfibrinada y lavada , ~'. ··, :.~-~,---
:,..... Solución anticoagulantc. · ,- : .. ¡-)~:: .... ~>· 

Solución salina al 1.0 % ·-: " 
Soluciónsalinaal0.9% ... · ·"'•.-:.,;\.> ·; , 

._ Solución de pronasa de S. Griseus (S19MA P-~1-~7) a1:~~2.~-en .~~lución salina. 

Proccdindcnto. 

A. Preparación del extracto: . : ' .·· ·.:·_·;~\ .:: .:'.::-:· -:"-<- ·.·· .. ~-

Se requiere 1 gramo de muestra finamente molida Y. d~se~·~-~~~a. ~~ cual se suspendió en 

1 o mi de solución snlina al 1 %. y se efectúo una éxtrac.ció;,-cón 88it8Ción mecánica durante 

2 horas a 300 r.p.m. a temperatura ambiente. 

Después de este tiempo se centrifugo el extracto a 1400 r.p.m~ durante 15 minutos para 

eliminar el residuo insoluble; el sobrenadante se filtro a través del filtro de fibra de vidrio y 

se a1hro ni volumen inicial con NaCI al 1 %. 

H. Preparación de la san~re: 
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Una vez que se sangra al animal (hamster). la sangre se coloca en un matraz pequeilo que 

contenga solución anticoagulante., agitar suavemente para Ja completa homogeneización de 

la sangre con Ja solución anticoagulante. La sangre con anticoagulante se trasvasa a tubos 

de centrifuga para lavarla (3 véces) con solución salina al 0.9 %. La relación 

sangrc:solución salina es aproximadamente 1 :S. 

Se centrifuga a 1500 r.p.m. durante JO minutos. Después del úl.tin:io lavado~ se mide en el 

tubo de centrifuga .. In cantidad de paquete de eritrocitos y se diluy~~ al .4 % para .io cual se 

agregan por cada 1.0 mi de glóbulos rojos 24 mi de solución salina al 0.9 % .. 

C. Scmdbilización de los glóbulos rojos: _ , 

A cada JO mi de suspensión de glóbulos rojos al 4 % agregarles 1 :~t ·de-·solución de 

pronasa y colocarlos en incubadora por espacio de 1 hora a 37 ºC. 

Después del tiempo estipulado. centrifugar para eliminar la e'~zi·~a ·s~.b~~~da-Ílte. dan~o 
; - • • • - '~. < ·.- • 

además 3 lavados con solución salina al 0.9 %. 

Después del último lavado resuspender el paquete de glóbulos rojos al 4 %, por lo cual 

cada 1.0 mi de paquete de eritrocitos se le adiciona 24 mi de sol.ución salina al 0.9 %. 

Nnta: C11u11dn .... e obsen•a que la sangre tiene algunos coágulos {auTique sea_n pequelfos). es necesario filtrar 

,•sta suspellsión. para lo cual se puede hacer a lrm•és de un peque/fo Jrozo de gasa. colocando denlro de un 

l.!mbudn ele cuello corto. 

D. Ajuste de la suspensión de glóbulos rojos: 

Se toma 0.1 mi de Ja suspensión de glóbulos rojos ya sensibilizados y se agregan 4.9 mi de 

solución salina al 0.9 %. Se lee en el espectrofotómetro a 620 nm. usando una adaptador de 

celdas que pcnnite el paso de solo 1 cm2 de luz y como blanco solución salina al 0.9 %. 

Ln lectura que se debe obtener será de 2~-29 .·% de transmitancia en caso contrario se 

realizará In dilución necesaria para que. la suspensión de glóbulos quede dentro de dicho 

rango. 

E. Microlitulación: 

En las placas de microtitu_la'<?i_ó~~ _co~~-f~~~~--t!po._:~V:'" se colocaron en cada pozo de cada 

hilera 50 µI de solución· Sali~~~:~(~v~~-'·~:~~~n·;~I PfpCtero de gota evitando tocar las paredes 

del pozo. 

En seguida. se llenó. el ~ici-o~il,Üi:~.r ~·~n .50:µ·1 del extracto y se procedió a realizar 24 

diluciones succsiVas en ·forma ~e .cul~bra (~upando dos hileras). 
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Finalmente en cada pozo se colocaron SO µJ de la suspensión de eritrocitos sensibilizada y 

~justada. Las placas se rotaran en fonna circUJar y horizontal y se introdujo en una 

incubadora a 37 ºC por una hora. 

.Vnta: ,:s recomendah/e i•erificar que el volumen que se~ es_lf!, tomando el microdilutor. sea el 

re1¡11eridt1. J;"".,·10 .'>t! rea/i:a en 11110 placa de pr11eba~ 

F. Lectura: 

Una vez transcurrido el tiempo de incubació~ s~. col~~Ó_"·J~ phí~~,.sobr~.-~I di~positivó de 

lectura. y se repona Ja máxima dilución qu~ pr~s~nta aglútiO~-~iÓ~. 
Aglurinación negativa: se observo Ja formación· ~e· ·un p~~to .. ;·~j~_··_qud iOdica 

sedimentación de los glóbulos rojos. 

AglutinaCión positiva: se observo turbidez rojiz.8. en ·el pozo. indicando la micro 

aglutinación de Ja sangre. (pequeilos conglomerados· de eriirocitos que se mantienen en 

suspensión) 

4.9.6 SAPONINAS 

Fundan1cnto. 

La detcnninación está basada en el aprovechamiento de la capacidad hemolítica de las 

saponinas sobre eritrocitos. Se emplea un método de microtitulación en el cual se pone en 

contacto un extracto metanólico de la muestra resuspendido en solución salina, con los 

eritrocitos sensibilizados de conejo.<38 > 

Material y reactivos. 
;.. Extractor de grasa Goldfish. LABCONCO. 
:;.... Canuchos de celulosa Whatmnn 22 x 88 mm . 
._ Rotavapor BOchi. 461. modelo RE-1 1 1. 
;..... Centrifuga Dynac. 
,_ Incubadora bacteriológica, BLUE M. 
:;.... Espectrofotómetro COLEMAN. Junior 11-A 
;..... Tubos de centrífuga de 15 mi con graduación. 
;... Jeringa de 5 o 10 mi #22. 
:,.. Micrititcr kit (Cook Eng-Alexander Virginia USA) . 
._ Filtro de vidrio poroso. 

Solución de metanol (R.A.) y agua destilada al 85. % (v/v)~ 
._ Snngrc de conejo desfibrinada y lavada. · 
;... Solución anticoagulante (a) 
:,.... Solución salina al 1 %. 
-,. Solución salina al 0.9 %. 
:,... Tripsina de páncreas de bovino (Sigma t-8128 Tipo JI) (b). 
:..- Solución estándar de saponinas al O;S % en solución salina (e). 
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(a) cuando la sangre se va a trabajar inmediatamente se puede utilizar ya sea solución de 
hcparina o citrato .. las cuales se usan en la siguiente relación: 

Solución heparina: sangre= 15-20 UI : 1 mi de sangre. 
Solución de citrato: sangre= 0.1 mi : 1 mi de sangre. 
Sin embargo. si la sangre no se va a trabajar de inmediato y se desea conservar en 
refrigeración por unos días. lo más conveniente es usar como solución anticoagulante,. la 
solución ELSEVER. en Ja siguiente proporción: 1: 1 o sea 1 mi de solución ESLSEVER 
por 1 m 1 de sangre fresca. 
(h) se usa tri psi na de páncreas porcino (Sigma t-8 J 28 Tipo JI),. al 0.1 % en solución salina 

ni 0.9 %,. para el proceso de sensibilización. 
(e) El estándar de saponinas es una mezcla 1: 1 de digitonina (saponina tipo esteroidal) y 

un extracto de quillaja (saponina tipo triterpenoide),. al 0.5 % en solución salina. 

Procedimiento. 

A) Preparación de extracto: 

Una vez que se tiene Ja muestra finamente molida y desengrasada se peso 7.5 g en el 

cartucho de celulosa,. se coloco en los porta dedales y en· el extractor Goldtish. La 

extracción se realizo a Ja máxima temperatura del aparato por 2 horas,. con metanol-agua 

(85:15) como solución extractora de las saponinas. Una vez transcurrido el tiempo de 

extracción., se concentro a sequedad en el rotavapor., a una temperatura aproximada de 65 

ºC~ la muestra se predisolvió con solución salina 0.9 % y se filtro con ayuda de vacío y se 

atbro a 100 mi con la misma solución. Si no se realiza la detenninación de inmediato, el 

extracto se debe refrigerar o congelar para evitar contaminación. 

O) Preparación de la sangre: 

La sangre de conejo se coloco en un matraz de 25. mi que tuviera solución anticoagulante,. 

se agito suavemente para Ja completa homogc:~eización de la sangre con Ja solución 

anticoagulante. (no interrumpir hasta el momerlto de diluirla). 

La sangre con anticoagulante se trasv~o a tubos de centrífuga para lavarla (3 veces) con 

solución salina al 0.9 %. 

C) SensibilJzaclón de los glóbuJ-:-s rojos: 

A cada JO mi de suspensión de glóbul.os rojos al 4 .% se agrego J mi de solución de tripsina 

al 0.1 % (en solución salina) y se ~oloco ·en incubadora por espacio de 1 hora a 37 ºC. 

Después del tiempo estipulado. se centrifugo-para eliminar la enzima sobrenadante,. dando 

además 3 lavados con solución salina 0.9 %. 

Después del último Invado se resuspendió el paquete de glóbulos rojos al 5 % por lo que 

por cada mililitro de paquete de eritrocitos se Je adicionaron 19 mi de solución salina 0.9 %. 
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Notu: Cucmcfo ~·e nbsen·o que la sangre liene algunos codgulns (aunque sean pequeños). es necesario 

c:liminur/o.v de esta suspensión, para /o cual se puede hacer a trové.ir ele un pequeño tro:o ele gasa. colocando 

dc:ntro úe un emhmlo ele cuello curio. 

I>) Ajuste de la suspensión de glóbulos rojos: 

Se tomo 1 mi de la suspensión de glóbulos rojos ya 'sensibilizados yCs,e Ügrego'4 mi de 

solución snlinn ni 0.9 %. se tomo la lectura Cn e1 es¡:}cctrOfotóni.eiró ·a 620.·nm~: usaridO- un 

ndaptndor de celdas que permita el paso de solo ,1 :~-rTI~~~d~--~-J~~(:.:~~,.~·~~~-:·bi~·~c~,:~'a-t'~¿ión 
salina ni 0.9 %. · -~·,. ';t ,; _,· ,-.:, ·c:~}-Y;~~ <··.:~;?": ~:,-
La lectura que se obtuvo fue de 2S %. ± 1.·de. transmita.:i_Ci~: ~~--~·~~;:~·ont~~f~'.'5~- 1-e~li~rá-la 
dilución necesaria para que la suspCnsión de gl~bulC:,s· qu~d·e ~~~t~':~~:-Ji~hO;niiigo·~· 
E) Microtitulaclón: _. .. , .. ,_. -· 
En las placas de microtitulación con_ fondo. tipo ºU"" colocar;'eri.'_ca~a- pozo SO µI de 

solución salina al 0.9 % con el pipeteador de gota evitaridO .Í~car 185 .;a.redes. del Pozo.' 

A continuación llenar el microdilutor de SO µI por contact~ con, Ja SUpCrlicie del extracto 

problema para p~cedC~ a realizar las diluciones - sucé~iVas en la hilera escogida. 

introduciendo el microdilutor en el pozo y rotándolo sin excesiva presión. Se elimina el 

residuo de la última dilución. 

/\'ota: Es recon1enduh/e checar que el volumen que esté tomando el microdilutor. sea el 

requerido. e,stu se rea/i:a con solución salina ~n una placa de prueba. 

Por último con un pipetero de gota colocar en cada pozo SO µ 1 de la suspensión de 

glóbulos rojos sensibilizada, en cada placa que se realizo fue necesario realizar un control 

negativo con solución salina al 0.9 % sin. extracto problema y un control positivo con 

solución salina al 0.9 ~y el estándar de saponinas al 0.5 % en solución salina. Luego se 

rota la placa en forma circular y se dejo en la incubadora a 37 ºC por espacio de una hora. 

F) Lcct ur:.a: 

Una vez transcurrido_ el tiCmpo. se coloca la placa sobre el dispositivo de lectura. Se 

localiza en Ja placa; el nú~f:_r:o (luC corresponde al último pozo donde se aprecia hemólisis 

y que resulta ser la 'r~tí~i~a:·~~~)dad de muestra que produce prueba positiva de hemólisis. 

Por definición: 1 mg: del, estándar es equivalente a IO Unidades de Hemolíticas (U.H.) de 

tnl manera que pueden· expresarse los resultados en base a U.H. dependiendo del título 

obtenido para la muestra. 
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G) Cálculos: 

Para cuantificar estos compuestos se tiene que las unidades asignadas en esta metodología 

se definieron como unidades de hemólisis por miligramo de muestra en fonna de harina 

seca. desengrasada y finamente molida (HSDFM). 

La mezcla de saponinas triterpenoidc y esteroide ( 1: 1) tiene una concentración de 0.5 % en 

Ja solución estándar en donde se observa que: 

500 mg 
1000µ1 

x 50 µI = 0.25 mg (en los 50 µI) en el pozo. 

En una dilución seriada se tiene In siguiente formula: 

Donde: 

t =titulo de hemólisis. 

Concentración del extracto 

2' 

Si la solución estándar de saponinas tiene un valor promedio de 8 para el título de 

hemólisis, entonces en este pozo se tiene la siguiente concentración: 

(Pozo 8) 

El cálculo para las muest~ es: 

0.25 mg = 0.000976 mg 
2• 

La concentración del ext~cto de Ja·muestra para todos Jos casos es de 75 mg I mi .. en O.OS 

mi tenemos 3.75 mg; :~;...;.·:~~',titulo de. hemólisis con valor de 4 se tiene la cantidad de 

muestra es ese pozo: 

· 3.75 mg = 0.234 mg de M 
2• 

Por definición se obtienen las Unidades Hemolíticas por miligramo de muestra (U.H. / mg 

de M.). 

IOU.H. 43.48 U.H. /mg de muestra 
0.23 mg de muestra 
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4.9.7 GLUCÓSIDOS CIANOGÉNICOS. 

Fundamento. 

El presente método aprovecha la reacción sensible y especifica de Guinard. la cual es 

ampliamente utilizada en pruebas cualitativas para la detección tanto de glucósidos 

cianogénicos como el propio HCN. Para cuantificar· el HCN total que potencialmente 

puede ser liberado. se hace uso de una hidrólisis er:izimática adicional (por medio de una 13-
gtucosidasa} del correspondiente glucósido cianogénico. el HCN liberado reacciona con el 

ó.cido pícrico formando la isopurpurina de color ca~é rojizo., el color es directamente 

proporcional al contenido de glucósidos cianogénicos en la muestra. 

Con este método se puede detectar cantidades del orden de S µg de HCN. equivalente a 46 

µg de glucósidos cianogénicos (referido con Jinamarina).<30.J9> 

l\.1utcrial y reactivos. 

;.. Potenciómetro. CORNING. phmeter430. 
,_ Incubadora marca BLUE-M. 
;.... Congelador comercial. 
:.- Espectrofotómctro. SEQUOJA-TURNER,. mod 340. 
,_ Baño de agua con agitación marca LAB-LINE INSTRUMENTS. 
,_ Tubos de cultivo con tapón de rosca PYREX #9825. 
;,.. Micro-molino marca TECA TO R. mod CYCLO TEC. 
;,.. Papel indicador de HCN (a). -
;... Solución de J3-glucosidasa con activador (b). 
:.- Solución de KCN equivalente a 100 µg HCN /mi (24.I mg KCN / 100 mi). 
:,... HCI 0.5N. 
,_ Buffer de fosfatos pl-I 7 (c) 
._ Solución de picrato de sodio alcalinizada (d) 
(a) Papel Whatman del # 2 se remoja en una solución de picrato de sodio (d), se deja 

escurrir y se coloca en una estufa a secar a una temperatura de 55-60 ºC por espacio de 
30 minutos. A continuación se cortan tiras bien medidas de 2x10 cm. 

(b) 0.25 g de J3-glucosidasa (250 mg) se disuelven con buffer de fosfatos pH 7 (c) teniendo 
la precaución de agitar suavemente (de lo contrario se f"onnará espuma) una vez 
disuelta la enzima se le adiciona 1. 7 g de NaN03. 

(e) Se preparan las siguientes soluciones: 
l. Solución de tbsfato de sodio monobásico 0.2 M (27.8 gen 1 L). 
2. Solución de fosfato de sodio dibásico 0.2 M (53.65 g de Na2HP04 •7H20 ó 71.7 g 

de Na2HP0,•12 H20 en 1 L).Mezclar 39 mi de A y 61 mi de By aforarlo a 200 mi. 
Ajustar el pH a 7.0. 

(d) Se disuelven en agua destilada 2.5 g de ácido pícrico y a continuación 12.5 g de 
carbonato de sodio. llevándose a un volumen de 500 mi con agua destilada. 
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Procedimiento. 

t) Curva estándar: Para Ja elaboración de la curva estándar (cuadro 8). se uso una solución 

de cianuro de potasio cuya concentración equivale a J OOµg HCN I mi. Además con el 

fin de simular la interacción muestra-HCN liberada .. se introduce la llamada matñz 

alimenticia. fécula de maíz comercial, la curva estándar va de 5-60 µg de HCN ya que 

fue el rango óptimo encontrado en la respuesta concentración de HCN vs. O.O. (r = 

0.99) en donde se cumple In ley de Lambert-beer. 

SoluC'ión M•trb: alimenfic:i• 
estJ\ndar (m51:) 

lmU 
O.O() !<00 
u.o~ !<00 
0.1 '"'" 0.2 500 
0.4 !<00 
0.6 500 

CUADROS 
Curva estándar de HCN. 

Hurrer pll 7 
(mi) 

• 4 horas• 

• 40"C 

• • • • 

llCIO-.-¡S Conrentnción de 
(en frlo) HCN(µg) 

tmU 
1 BLANCO 

• to 
20 
40 
60 

2) Preparación de la muestra: Cuando se requiere determinar con suma precisión el 

contenido de HCN en una muestra fresca. es necesario panir del material integro; se 

sometió a una molienda fina e inmediatamente se pasa a un frasco que cierre 

peñectamente y si no se va a realizar en ese momento la detenninación se procede a 

colocar la muestra ya molida en el congelador. 

3) Liberación del HCN de la muestra: Se coloco en un tubo de cultivo Pyrex # 9826 de 20-

500 mg de muestra, dependiendo de su contenido aproximado de glucósidos 

cianogénicos (cuando no se tiene infonnación se coloca la cantidad máxima de 500 

mg); n continuación se adicionaron S mi de solución de J3-glucosidasa (fria) se 

homogeneiza y se procedió a colocar. la tira de papel indicador humedecida 

(aproximadamente con 8 gotas de agua). en JI! ~a del tubo y se cerro herméticamente 

con un tapón de rosca. 

Una vez que se tiene el anterior dispositiyo ··se Coloco en un bafto maría que esta a una 

temperatura de 40ºC ± 1 y con el control .dé velocidad de agitación. transcurrido el tiemJXl 

se coloco en el congelador por 30 minutos. se saca el tubo y se destapa y se adiciono 1 mi 

de HCI 0.5 N (frío): hay que hacer nOt~l~·que si se usan los taJX>nes adecuados. Ja tira de 

44 



papel indicador quedará adherida a dicho tapón y no se presentaran problemas de 

manipulación en este paso. 

Una vez adicionado el HCI. se tapo. y se homogeneizo teniendo Ja precaución de que el 

líquido no toque el papel indicador y se coloco nuevamente en la incubadora por espacio de 

15 minutos a la temperatura de 60 ºC. Transcurrido el tiempo se saca de la incubadora y se 

puede realizar visualmente Ja detección cualitativa. ya que aquellos tubos que no muestren 

ni siquiera ligera coloración café-rojiza en el papel indicador, se consideran nega.tivos; en 

tunto que aquellos que si muestren aunque sea un ligero color se consideran positivos, y se 

precede n su detección cuantitativa. 

4) Delerminación cuantilativa: Se procede a recuperar con mucho cuidado ,de el .papel 

indicador el pigmento formado y para esto se coloca en un tubo de cultivo-Pyrex # 

9825, se le adiciona 20 mi de agua destilada (medidos con bureta) sé_.tipll -~ se-agi;a 

vigorosamente con el fin de extraer el pigmento de isopurpurina del paJ>el indiCadOr:Cn 
" ,·_,.,. -· 

el agua. 

Después de extraer el pigmento (apro~imadamente de· 2-5 ':"inut_oS~ -_se_ ~~~~~·: e.1 ;~¡,l~~i:1~~ 
(agua). eliminando los residuos del papel por una simple filtnlciór;·'c.:.1iii~do~·papel. de 
filtración rápida). -~:· .. :-;·:-; <:; · 

La solución filtrada se coloca e~ la fotocelda para su lectura· en el ~spe~~hl'f~{Ó:~ji;ro. á· una 

longitud de onda de 520 nm. previamerlte ajuslado a toO %-d~·im~-~iui~~i~~.C~~-~(~~~~'?~ 
correspondiente (todos los reactivos excepto la muestra). 

Cálculos. 

Al tener la curva estándar, en donde se encuentra relacionado et contenido' de HCN. vs 

Absorbancia. se interpola el valor obtenido de absorbancia y de acuerdo a la ~cuación de 

regresión linenl. se obtiene el valor correspondiente de HCN (X) y al sustituir esta cantidad 

en la formula se obtendrá los mg HCN I g de M. 

Donde: 

X x 100 = mg HCN / JOOg de muestra 
m 

X= µg de HCN 
m = mg de muestra. 
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4.10 ALCALOIDES EN HARINA DESENGRASADA Y ACEITE 
(DETERMINACIÓN CUALITATIVA) 

Fundarnenro. 

Se fundamenta en extraer alcaloides de material seco y desengrasado9 con metanol. en 

condiciones de agitnción con un posterior calentamiento y evaporación del mismo. con el 

residuo se emplearan reactivos orgánicos y se obtendrá al final dos extractos A y B Jos 

cuales serán evaporados y el residuo seco será resuspendido con HCI al 1 % y 1 mi de 

e Joroformo. In fase .acuosa de cada fracción será ensayada con Jos 7 reactivos para 

identificar alcaloides. (l'J> 

Material y reactivos. 
;.. Embudo de separación de 125 mi. 
;.... Parrilla de agitación CORNING. mod PC-351. 
;.. Estufo de vncio morca LAB-LINE INSTRUMENTS. 
:,.. Papel filtro Whatman # t 
,. Rotavnpor BOchi 461. mod RE t 11 
:;.... Ácido nítrico (30 % o S = 1.180). 
;... HCI 1 % 
;.. Ácido silicotugstico (4 H20-S02-12WC>.z-22H20). 

Metnnol (R.A.) 
Amoniaco concentrado (aproximadamente 25 %) 

;... Diclorometano (R.A.). 
Cloroformo 

;,... Mezcla de clorofonno-etanol (3:2 v/v} 
;.... Etanol (R.A.) 
;..... Sulfato de sodio anhidro (R.A.). 
;..... Brucina . 
._ l-bS04 2 N. 
;... Brucina 0.01 g disuelta en HCI al 1 %. 

Reactivo de MA YER (n) 
Reactivo de WAGNER (b) 
Reactivo de DRAGENDORFF <O 

;... Reactivo de SONNENSCHEIN (d) 
Reactivo de 1-JAGER (e) 

,_ Reactivo de SCHEIBLER (t) 
Reactivo de ÁCIDO SILICOTUGSTENICO (g). 

(a) Se disuelven 1.36 g de HgCI, en 60 mi de agua y 5 g de yoduro de potasio en 1 O mi de 
agua. Se juntan las dos soluciones y se aforan a 100 mi con agua destilada. 

(b) Se disuelven 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de yoduro de potasio en 20 mi de 
agua: Ja solución se afora con 100 mi de agua destilada. 

(e) Se disuelven 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 mi de ácido nítrico y 27.2 g 
de yoduro de potasio en 50 mi de agua. Se mezclan las dos soluciones y se dejan 
reposar 24 horas. Se decanta la solución y se afora con agua a 100 mi. 

(d) A 100 mi de una solución caliente de molibdato de amonio (43 g I IOOml), adicionar 
100 mi de una solución caliente de fosfato de sodio dibásico anhidro (10 g I 100 mi); a 
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esta solución clara adicionar 1 O mi de ácido nítrico concentrado; al precipitado amarillo 
en SO mi de agua destilada y calentar. A la suspensión caliente adicionar 100 mi de la 
solución de carbonato de sodio anhidro caliente (28 g I 100 mi). Una solución clara 
debe tOrmarsc. y esta solución es evaporada en cápsula a sequedad; flamear la 
superficie del polvo con un mechero bunsen hasta encenderse para evaporar las sales de 
amonio. Pesar el polvo y debe ser aproximadamente 30 g. Disolver el polvo en 200 mi 
de agua destilada caliente. calentar y adicionar a esta solución 50 mi de ácido nítrico 
concentrado. a está solución adicionar agua destilada hasta llevar a un aforo de 300 mi; 
resultando una solución clara amarilla de ácido fosfolibdico. 

(e) Preparar una solución acuosa saturada de ácido pícrico (2 g I 100 mi). 
(t) Se disuelven en 50 mi de agua IOg de tungstato de sodio y 7 g de fosfato disódico. La 

solución se acidula con ácido nítrico. 
(g) Se disÚelven 5 g de ácido silicotúgstico en el ácido súlfurico (6 N) es necesario para 

fi.'lm1ar 100 mi de solución. 

Procedimiento para la harina desengrasada. 

Se peso de 2-4 g de muestra seca. finamente molida y desengrasada en un vaso de 

precipitados de J 00 mi. se mantuvo toda la noche con 40 mi de rnetanol con agitación (300 

r.p.m.): al día siguiente se calentó en una parrilla de agitación durante 4 horas a SOºC. La 

mezcla se filtra y el residuo se Java con 20 mi de metanol, Jos extractos se combinan y se 

evaporo el metanol en el rotavapor. El residuo se ~suspende con 2 mi de metanol y 12 mi 

de HCI al 1 % la mezcla se agita y filtra; para el lavado del residuo se usan 8 mi de HCI al 

J % .. se combinan los extractos filtrados y con amoniaco concentrado llevar el pH a medio 

básico. 

Se realizo una extracción con tres porciones de 20 mi de clorofonno cada una, dando la 

fracción ·~A ...... 

A la solución acuosa residual de la anterior. extracción. se procedió a extraer con una 

mezcla de clorofonno-etanol (3 : 2 v / v).' con tres. porciones de 20 mi cada u~ con lo cual 

se obtiene la fracción ºB .... 

Las fases orgánicas se lavan con S mi de_-~_ol~ción media saturada de sulfato de sodio y se 

seca con sulfato de sodio anhidro. 

Las dos fracciones A y B. son evaporadÍls en un rotavapor por separado; y el residuo es 
',", 

rcsuspendido con 1.5 mi de HCI 'al 1 % y 1 ~s mi de clorofonno, se agito vigorosamente y Ja 

fase acuosa de cada fracción es pipeteada y filtrada a través de algodón y dividida en 7 

porciones: estas alícuotas son ensayadas con Jos 7 reactivos para identificar alcaloides. 

Proccdin1icnto 
En un embudo de separación se agregaron S mi de aceite de Napahuite con S mi de HiS04. 

se agito vigorosamente (este paso se repite 4 veces)~ los alcaloides se encuentran en la parte 
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inferior como sal (thse acuosa). esca parte se separo y se llevo a un pH básico con amoniaco 

concentrado (pH = 9-10), esta porción se lavo con 20 mi de clorofonno (3 veces) dando la 

fn.1cción ··A•• (fase orgánica). 

A la solución acuosa residual de las anteriores extracciones. se e~traj~ co1:1 l~~s, J>:<>r~i~~es de 

20 mi de una mezcla de clorofonno-ecano((3:~ v/V)~ cOrt'" estC ='j,~O ·s~{.Obl-~vo ,¡i_ fracción 

orgánica ·~0·•: <1~ºT/1~,'' ~_. > :· · 
Las fases orgánicas A y B se lavaron con 5 mi de sol~-~i-ón ~cti.~d~\JC 'S~Íraio de sodio y se 

seco con Na:!S04 anhidro. 

Las dos fracciones .. se evaporan en un rotavapor por separado; y el residuo se resuspende 

con J .5 mi de H.:S04 _ 2 N y 1.5 mi de clorofonno. se agho vigorosamente y la fase acuosa 

de cada fracción es pipeteada y dividida en 7 porciones. en donde son ensayadas con los 

reactivos para identificar alcaloides. 

Resultados. 

Reactivo 
Maver 
WaPner 
OraPendorff 
Sonnenschein 
HaPer 
Schelbler 
Ad do 
sllkolunl!sli!nlco 

Prccinitado 
Blanco 
Fl~ulenlo color marrón 
Anaran ado-m•rrón 
Amarillo 
Amarillo 
Blanco--Prisáceo 
Dlanco--grisáceo 

Debido a Ja frecuencia de reacciones falsas-positivas con los reactivos comunes de 

alcaloides. sólo se considera como positiva la presencia de ellos en una muestra, cuando 

cualquiera de las dos fracciones (A o B) da reacción positiva con todos o por lo menos con 

seis reactivos descritos anteriormente. 

El reactivo de HAGER (ácido picrico). es de baja sensibilidad. por lo tanto cuando da una 

reacción nc~ativa y todas las demás dan reacción positiva.. este resultado se puede 

descartar. considerando positiva la presencia de alcaloides en Ja muestra. 

Esta prueba preliminar de selección para la detenninación de alcaloides, se puede manejar 

en forma semi-cuantitativa cuando los precipitados fonnados se comparan con soluciones 

de Brucina de concentración conocida. 
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4.11 DETERMINACIÓN DE DENSIDAD CALÓRICA. 

Fundan1ento. 

Se basa en la dctcnninación del contenido calórico del material en la bomba calorimétrica, 

sin c1nbargo hay que tomar en cuenta que este dispositivo determina Ja energía liberada por 

Ja completa oxidación del alimento. mientras que el cuerpo humano realiza la oxidación en 

Jbnna incompleta. en especial para el caso de las proteínas, por lo tanto la bomba 

calorimétrica. nos da el máximo potencial energético de un alimento, que por convención 

se conoce como ·~Energía Gruesa o Bruta•·. <J ll 

l\.latcrial y reaclivos • 

._ Ácido benzoico (con valor calórico certificado) (a). 
:;... Desecador de vidrio. 
;.. Balanza analítica (hasta 0.1 mg) 
r Estufa de secado a presión reducida. 
;;.. Mecha de algodón de 75 mm de longitud (b). 
,.. Crisol de acero inoxidable de 254 mm de diámetro (1 inch.) 
;,.... Mango metálico compactador. 
;;.. Bomba calorimétrica balística GALLENKAMP, mod éBB-330-01 O L. 

Procedimiento para la muestra. 

Se peso 0.S g muestra triturada., en un crisol (a peso constante) junto con la mecha de 

algodón de tal manera que el hilo quede introducido dentro de la muestra y se procedió a 

pesar en una balanza analítica lo que corresponde al peso preliminar., recomendándose 

pesar un exceso aproximado de JO % del peso deseado. Se compacto la muestra con el 

mango metálico de tal forma que quede lo mas uniforme posible y la mecha se introdujo 

dentro de la muestra., sobrando un tramo que servirá para contactar con el alambre de 

ignición de la bomba. Se elimino con mucho cuidado el material que no se halla 

compactado y el crisol con la muestra compactada se pesa nuevamente para tener el peso 

final. se realizo un triplicado de la muestra. 

Procedimiento para la grasa cruda. 

Se pesaron 0.3 g de aceite en el crisol metálico., el cual tiene la mecha de algodón., se 

realizo un triplicado de Ja muestra. 

Para cada uno de Jos crisoles se realizo lo siguiente: 

El crisol se coloco en Ja base superior del pilar central de la bomba y con mucho cuidado se 

introdujo la punta suelta de la mecha de algodón en el alambre de ignición., a continuación 

se procede a realizar la combustión., para lo cual se reviso que el sello de hule uo-RING"\ 
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se encuentre en perfectas condiciones. ya que debe tener un cierre hennético. El cierre se 

realiza colocando el capuchón de la bomba sobre el anillo metálico y se gira éste hasta que 

coincida In rosca con el del capuchón. el sellado se debe hacer con la fuerza de la mano. no 

utiliznr herramienta nlguna. En seguida se coloca el sensor del tennopar en el orificio del 

capuchón. 

Teniendo suministro de oxigeno a presión (cilindro con mínimo JO bars). st: procedió a 

abrir la válvula de paso girando la perilla y se obtuvo una presión dentro de Ja bomba 

halisticn de 25 bars ( 1 bnr = 0.987 Atmósferas) en aproximadamente 20 a JO segundos. Una 

vez alcanzada la presión. se cerró la válvula de paso y se procedió ajustar el galvanómetro a 

cero con ayuda del ajuste grueso y posterionnente con el dispositivo de ajuste fino; Si las 

condiciones anteriores se mantiene por aproximadamente 10 segundos. se oprime el botón 

de ignición y en 1 O a 1 S segundos se lleva a cabo la combustión. notándose por un aumento 

en la presión del manómetro,. que. a su vez se traduce en una señal en la escala del 

galvanómetro. 

1\'ota: Se debe obscn•ar co11 atención el movimiento del indicador en el galvanómetro. ya 

que una ve= u/can:ado el \•a/or má....:imo empieza a· decaer rápidamente. 

La lectura máxima obtenida en el galvanómetro, es diiectamcntc proporcional al calor 

liberado en la combustión. 

Una vez tomada Ja lectura. se abrió la v~lvula, de .. salida de los gases de combustión. la cual 

se localiza en la base de la bomba del lado opue~to a entrada del oxígeno; y se desconecta 

el sensor del tennopar y una vez liberados Jo~ g~~es de combustión. se procedió a abrir la 

bomba girando el anillo metálico en sentido inverso al cierre. Por último se cierra la válvula 

de liberación de gases y se espera a que se enfríe.·el capuchón de Ja bomba en un baño de 

agua fría hasta temperatura ambiente. para poder realizar una nueva detenninación. 

Cálculos. 

Para poder calcular la densidad calórica de Ja muestra (harina y aceite). es necesario contar 

con una curva estándar. para lo cual se debe realizar la combustión de diferentes pesos de 

ácido benzoico y anotar In respectiva lectura de Ja escala del galvanómetro. Se recomienda 

pesar entre 0.1 a 0.7 g de ácido benzoico (valor calórico certificado); además será necesario 

llevar a cabo la combustión exclusiva de la mecha de algodón .. ya que el valor obtenido se 

dcbeni restar. a la escala del galvanómetro se puede ajustar para obtener la lectura en forma 

directa. 
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Es necesario realizar. la detenninación mínimo por triplicado. y una vez obtenida la lectura. 

se debe convenir a unidades energéticas. para lo cual tenemos las siguientes conversiones: 

I ge/e úcic/n ben:;oii:o·= 26,./S./.3 Joules= 26 . ./S KJ = 6.317 Kcal. 

Una vez que se Cuente ·con la curva estándar de contenido calórico (abcisas) vs. Lectura del 

galvanóm~l~o (~rdenadás). se podrá obtener por interpolación la densidad calórica de la 

rnucstra. 

4.12 REFINACION DEL ACEITE DE NAPAHUITE. 

Fundamento. 

Los aceites y las grasas crudas contienen cantidades variables de sustancias. que pueden 

proporcionar aromas. colores o cualidades indeseables. Entre ellas están los ácidos grasos 

libres. los fosfolípidos, Jos hidratos de carbono. las proteínas y sus productos de 

degradación. los pigmentos (principalmente los carotenos y clorofila). los productos de 

oxidación de las grasas. Los aceites y grasas crudas se someten a procesos comerciales de 

refinado diseñados para eliminar sustancias y_ además puedan ser agradables a los 

consumidores.< 11
•
12> 

4.12.1 DESGOMADO 

Fundamento. 

El primer paso en el proceso de refinación es el desgomado. Los aceites crudos poseen 

niveles relativamente altos de ro_sf~tidOs. lecitina, cefalin~ proteínas y productos de 

degradación como complejos metálic~.s y Sustancias gomosas o mucflagosas, los cuales son 

solubles en el aceite sólo en .su ~ronna a~hidra. estos se pueden eliminar por precipitación 

con una simple. hid~taci6:~,.~~~.l:1;1~r: y· agitación. añadiendo H3P04 al O. 1 %, se deja 

sedimentar y después· se'.~séPai-a' de( aceite por centrifugación. El desgomado se puede 

mejorar agregando áci.dc/~ifri~~ ·~· foSfóñco o gel de sllica. < 11
•
12> 

l\1arcrial y reactivos •. 

:, Matraz Erlenmeyer de 250mL 
-_ Balanza analítica 
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;. Parrilla de calentamiento y agitación múltiple THERMOL YNE mod. Sp-13025. 
¡.. Centrífuga CLAY-ADAMS, DynacT". 
~ H3PO.a al 0.1 %. 

Proccdi111iento. 

Detenninar previamente el volumen del aceite a refinar .. el cual Será el volumen de 

referencia (100 ~). 

Mezclar en un nlatraz Erlenmeyer el aceite con el HjP04 (0.1 %)~~O t.Ína proporción 

del 3% con res~~cto al -volumen de referencia ( 100%) d~l ·a~eite ~··~finar. · 

Se clllentó Ja m~zCla en· u~a- ~~rTÚta -.d~ .Calen~~ient~:a 6o~c·:-~furante:·s mirlutos con 
llgitnción'. ~·,.'.;··;:~)e·: e ~t·:·:., ~ -... _ '' 
Se centrifugo a 24ÓÓ ~~p:m'. (so U)a tempe,:,.t~ri. iunbiente durante 15 minutos para 

precipitar loS rCsidUOs·'dC1 ·deSgOrTI~~iO~ -;-

4.12.2 NEUTRALIZAC_lóN" 

Fundamento. 

El aceite desgomado es trat~~o~~on LÍ~-:~l~li para éliminar p~ncipalmente los ácidos grasos 
_. -·-- - -

libres. El aceite se m~la ~on sosa cáustica y calentamiento convirtiendo los ácidos grasos 

en jabones solubles en ·-a'g~~-- la sol~Cit?n Jabonosa se separa entonces del aceite por 

sedimentación o por cCntrifUgadón.. y el jabón acumulado es removido por medio de 

lavados de agua caliente. El agua de lavado se separa del aceite también por sedimentación 

o centrifugación. <11
•121 

J\.1alerial y reactivos. 

Matraz Erlcnmeyer de 250ml. 
:.. Potenciómetro CORNING mod. 430. 

Parrilla de calentamiento y agitación thennolyn MOD. SP-13025. 
;... Centrifuga CLA Y-ADAMS, Dynacn•. 

Balanza analítica. 
-_ Mechero Bunsen. 

NnOHal 15%. 
Agitador de vidrio. 
Agua destilada. 

-_ Tripié 
-_ Te la de asbesto. 
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Procedindcnto. 

Colocar el aceite previamente desgomado. en un matraz Erlenmeyer. y dejarlo en una 

parrilla de agitación. con el potenciómetro. determinar el pli del aceite y con una pipeta 

Pasteur se añadió NaOH al 15 % hasta obtener un pl-f neutro (pH = 7). 

lmncdia1nmcn1c se coloco el matraz con el aceite neutro en el tripié sobre la tela de 

asbesto. y se calentó la mezcla a 50 ºC durante S minutos. 

Se centrifugo a 2400 r.p.m. a temperatura ambiente durante 20 minutos. después se mezclo 

el aceite con agua destilada en una proporción del 1 O % con respecto al volumen de 

rcfCrcncin (100 %) del aceite a refinar. se calentó Ja mezcla a 80 ºC durante S minutos. se 

centrifugo a 2400 r.p.m. a temperatura ambiente por 25 minutos, en este paso si se forma 

una pasta chiclosn de apariencia desagradable indica la presencia de ceras, por lo tanto es 

necesaria su extracción para continuar con Ja refinación 

4.12.3 EXTRACCIÓN DE CERAS 

l'"undan1enro 

Se fundamenta en separar del aceite las ceras, esto se efectúa para evitar la fonnación de 

una suspensión de cristales confiriendo un aspecto indeseable ni aceite refinado. 

Este proceso se rccom icnda cuando en la neutralización se fonna una pasta indicando una 

alta concentración de ceras.« 11 • 1 ~> 

l\lalcrial y reactivos. 

:;,..... Matraz Erlenmeyer 125 mi 
;... Centrifuga CLAY-ADAMS. Dynac™ .. 
:;,..... Agua dcsionizada. 

Proccdirnicnto. 

El aceite neutralizado. se coloco en un matraz Erlenmeyer de 125 mi y se adiciono 2 % de 

ngun dcsionizada con respecto al volumen de referencia (100%) y se guardo en 

refrigeración (4 ºC) por 72 horas. en este tiempo las ceras se depositan en el fondo del 

matraz debido a su nito peso molecular, transcurrido el tiempo. se saco el matraz y se dejo 

Y2 hora a temperatura ambiente .. (25 ºC) en este tiempo el aceite pasa de sólido a líquido. 

micntrJs que las ceras tardan mas tiempo en recobrar su fluidez. y por decantación se 

rccupcr..1 el uccitc. 
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4.12.4 BLANQUEO 

Fundamento. 

Durante el proceso de blanqueo. trazas de metales. partículas coloridas tales como la 

clorofila. jabones y productos de la oxidación son removidos. La eliminación completa de 

Jos colorantes puede llevarse a cabo calentando el aceite y tratándolos con adsorbentes. 

como son las tierras diatomeas o el carbón activado. (l l.l2.JJ> 

Material y reactivos. 

,_. Parrilla de calentamiento y agitación múltiple THERMOL YNE mod. SP-13025. 
;,.... Papel filtro Whatman # 541. 
;;... Embudo Pircx de poro muy fino 2-2.S µm. volumen de 30 mi. 
- Carbón activado. 
;¡.... Matraz Erlenmeyer 250 mi. 

Proce<lin1icnto. 

Se mezclo el aceite con carbón activado en un porcentaje del 1 O % con respecto al volumen 

de referencia ( 100 %) del aceite a refinar. se calentó la mezcla en una parrilla de agitación 

durante 5 minutos a 90 ºC. se espero a que se enfriara y se filtro a vacío con papel 

Whatman # 541. en un embudo Pirex de poro muy fino 2-2.5 µm con capacidad de 30 mi,. 

repetir el proceso de blanqueo en caso de que pennanezca color en el aceite. 

4.13 FACTORES FÍSICOS Y QUÍMICOS USADOS EN LA 
CARACTERIZACIÓN DE GRASAS Y ACEITES. 

4.13.1 DENSIDAD 

Fundan1ento. 

Se fUndamcnta en la determinación de la masa por unidad de volumen expresada en g I 

cm\ a una temperatura dada .. mediante la utilización de picnómetro calibrado a la misma 

temperatura del agua.<R> 

Material y reactivos. 

;,... Picnómetro de IOml. 
-,. Baño de temperatura controlada GRANT Mod. SE-1 O 
;..... Balanza analítica. 
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Procedimiento. 

Limpiar cuidadosamente el picnómetro . con mezcla crómica. Se enjuago y seco 

completamente. Se lleno el picnómetrO con agua reciente!"ente h~rvida.Y. enfriada a.20 ºC 

y se coloco en un bai'lo de temperatura co~trolada ·a 2s· ,ºC. ·D~SjJÚé~'.de ·Jó: ~·1inutos, se 

ajusto el nivel de agua en el , picnó~et~ Y.~::S1;1 . ca?ir~r.º·::)·eÍ_iril·~~·~-~~·~ .~año, se seco 

cuidadosamente y se peso. Se enju~go rCpe~id8·~.e~Í~. ;~~·~:.~:~~~~ol ·'.~>'.·:}:í~s.p~,~~. Con éter. Se 
evaporo cualquier residuo de éter y sC.·sec;,·:y d·~~C~i~~~·. ~~·_'dife';..;rl~ia ·e{ peso de agua 

contenida en el picnómctro a 25 ºC. 

Pnrn trabajar con la muestra se limpio>' .~~·.·.~.~C::~·:~-J'.~:-J>'¡c.~~~;h~~~:\:~-i'd~~.~Samente. se lleno 

con la muestra de aceite a 20 ºC y se·~~~~c~ .. ~~ ~~ 'b.~~:~-·~-2~-:·~:~~ d~~p~és, de 30 minutos se 

ajus10 el nivel de aceite en el picnÓ~eti-C/ y::Su·:·~~p¡·r~~:,, ~~ retiro. del bafto, se seco 

cuidadosamente y se peso. Se Obtuvo· el pesri ~·d~-~-:1~ ·::~'ti.~Strá ·Por dif"erencia entre el 

picnómetro lleno con la muestra y el picnómet~ vaCfo. ·~ ~ ·_ '.i"· -. 

Se obtuvo la gravedad específica aparente de la muestr8 di~idiendo el peso del aceite entre 

el peso del agua (ambos f"ueron medidos en el mismo picnómetro). 

4.13.2 INDICE DE YODO 

Fundamento. 

Los ácidos grasos insaturados presentes en la grasa (pñncipalmente los de la serie del ácido 

oleico) se unen mediante sus dobles enlaces a una cantidad definida de monobromuro de 

yodo (reactivo de Hanus). el cual es añadido en exceso en la determinación. La cantidad de 

halógeno restante es titulada con solución valorada de Na2S20J y por dif"erencia con un 

blnnco se obtienen la cantidad de monobromuro de yodo adsorbido por Ja muestra.<8 > 

Material y reactivos. 

:,.... Matraces Erlenmeyer con tapón de vidrio de 2SO mi. 
;.. Buretas graduadas de vidrio de SO mi. 
;. Balanza analítica. 
:,.... Ácido acético glacial. 
:;... Yodo. 
:;... Tiosulfato de sodio 0.1 N (a). 
;;... Solución de yoduro de potasio al IS% pi v. 
;;... Solución de almidón al 1 % p /v. 
;;... Cloroformo. 
;,... Ácido clorhídrico J N. 

Dicromato de potasio. 
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a) Preparación de solución de tiosulfato de sodio 0.1 N. disolver 25 g de Na2S20J • 5H20 

en 1 litro de agua destilada. Llevar a ebullición moderada y mantener durante S minutos. 

Transferir en caliente a un frasco contenedor (de preferencia de color ámbar) previamente 

limpiado con mezcla crómica y enjuagado con agua destilada hervida. Guardar en la 

oscuridad en un Jugar templado. 

Nota: no regresar residuos de reactivo a/frasco. 

Valoración del Na2S20,,: 

Se peso en una balanza analítica 0.2000 a 0.2300 g de K2Cr20 7 (secado a 100 ºC durante 2 

horas) en un matraz Erlenmeyer. se disolvió 80 mi de agua destilada junto con 2 g de KI. y 

se añadió 20 mi de HCI 1 N y se guardo inmediatamente en la oscuridad durante 1 O 

minutos. Se titulo con la solución de Na2S~OJ. añadiendo unas gotas de solución 

indicadora de almidón al J % hacia el final de la valoración. Calcular la normalidad de la 

solución de Na2S20J la cual debe ser cercana a 0.1 N. 

Procedimiento. 

Se peso 0.25 g de aceite· en, un. ma~ Erlenmeyer con tapón de vidrio y se disolvió en 1 O 

mi de cloroformo ( CHCl,),c~Íl lá.bu.:Cia'graduada se ailadió 25 mi de solución de Hanus y 

se dejó reposar e~ i~ o~c~~id~~(du~~te 30 minutos, con agitación ocasional. Para resultados 

más precisos, es c~n~~n.i~~,~~ _~umplir con los mismos tiempos de drenado de bureta y 

estancia en la oscuridad en-todás las determinaciones. 

Se añadió 10 mi de la'soluc.ión al 15 % de KI; y se agitó vigorosamente y añadir 100 mi de 

agua destilada recieríte!'"ente hervida y enfriada, cuidando de lavar cualquier residuo que 

quede en el tapón de vidrio. Se tituló con solución de Na2S20J 0.1 N hasta que el color 

amarillo de Ja solución casi desaparezc~ se afladió unas cuantas gotas de solución de 

almidón al 1 % y se continuo titulando hasta que el color naranja de la solución 

desaparezca. Hacia el final de la titulación. se tapó el matraz y se agitó vigorosamente para 

que el yodo remanente en solución en CHCl3 sea también titulado. 

Se llevo a cabo 2 blancos bajo las mismas condiciones. 

Cálculos. 

(D-S)"' N"' 12.69 
Índice de yodo------------

g de muestra. 

56 



Donde: 

O= mi de solución de Na1S10.J gastados en blanco. 
S =mi de solución de Na1S10.J ~astados en la muestra. 
N =- normalidad de Ja ~olución de Na1S10J• 
12.69= milicquh.·alcntcs de yodo 

4.13.3 ÍNDICE DE SAPONIFICACIÓN. 

Fundan1ento. 

Los ácidos grasos de la grasa son liberados con una solución de KOH (la cual se añade en 

exceso). obteniéndose glicerol y las sales respectivas de los ácidos grasos. El KOH sin 

reaccionar se titula con HCJ 0.5 N y por diferencia con un blanco se detennina Ja cantidad 

de KOH empicado para saponificar la muestra.CllJ 

Material y reactivos. 

,... Balanza analítica. 
;... Burctas graduadas de 50 mL 
;... Condensador de aire. 
;... Canastilla de calentamiento. 
¡,.. Matraces de bola de fondo plano de 250 mi. 
;... Matraz de fondo plano con cuello largo de 1 litro. 
;...... Mortero. 
;... KOJ-1 (a). 
;... Óxido de calcio granulado. 
,_ Etanol. 
)i.- Ácido clorhldrico 0.5 N. 
;.. Solución indicadora de fenolftalefna al 1 % p /ven metanol. 

a. Preparación de solución etanólica de KOH. 

Se trituro 40 g de KOH en un mortero junto con 45 g de CaO granulado y se mezclo. De 1 

litro de etanol, se añadió 100 mi a la mezcla en el manero y se transferir a un matraz con 

cuello largo .. transferir cuantitativamente la mezcla con ayuda de varias porciones de etanol. 

Se agrego el etanol restante al matraz, y se aforo se agito vigorosamente durante S minutos 

y se invirtió el matraz. dejando reposar la solución .. se repitió la agitación varias veces 

durante el día. se dejo·rej:Jósar durante toda la noche. Al día siguiente se filtro la solución 

para eliminar el ca9 y ~,e guardo en un frasco con tapón de vidrio. 

Procedimiento .. 

Se peso cri baianza~nalítica 0:5000 g de Ja grasa en un matraz de fondo plano de 250 mi. 

Se ai'iadió con una bureta 50 mi de la solución de KOH y se conecto el matraz al 
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condensador de aire y se llevo a ebullición. y se mantuvo hasta que la muestra estuvo 

totalmente saponificada (aproximadamente 30 minutos) .. se dejo enfriar y se titulo con HCI 

0.5 N usando t'enoltalefna al 1 % como indicador .. Se llevo a cabo ~n blanco bajo las 

mismas condiciones que la muestra. 

CÁLCULOS: 

Índice de saponificación= 
28.05 s (B -S) 

g de muestra. 

Donde: 
O..,. mi de HCI O.SN gaseados en blanco. 
S =mi de HCI O.SN gastados en muestra. 
56.J - masa molecular de KOH x 0.5 N 

4.13.4 ÍNDICE DE ACIDEZ. 

Fundanaento. 

El indice de acidez es una medida del contenido en ácidos libres presentes en grasas y 

aceites: además de los ácidos grasos libres. se determina los ácidos minerales que 

posiblemente se encuentran en la muestra. El conocimiento del contenido en ácidos grasos 

libres es indispensable para realizar adecuadamente el proceso de neutralización y sirve 

como prueba de pureza y en ocasiones permite deducir acerca del tratamiento o reacciones 

de degradación que se hayan producido.<7 > 

Z\1wlcrial y reactivos. 

J.- Matraces Erlenmeyer de 250ml. 
' Bureta graduada de SOml. 

Etanol. · 
;... Solución indicadora de fcnolftaleína al 1%. 
;.... Hidróxido de sodio o; IN. 

Determinación. 

Se neutralizo SO mi de etan~I con NaOH á.1 N, usando fenolftaleína como indicador, hasta 

obtener una coloración levemente rosada. Se peso de 1 a 1 O g de aceite en e1 matraz 

Erlenmcycr y se afladió el etanol neutralizado, se titulo con NaOH O. t N agitando 
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constantemente hasta que el color amarillo vire a rojo cereza y este permanezca durante 15 

segundos. Preferentemente. la titulación no debe de consumir más de 10 mi. 

Cúlculos. 

Índice de acidez (mg KOH /¡:de muestra)-= 
g de muestra 

56.1 = m~sa molecular de KOH 

4.13.5 ÍNDICE DE REFRACCIÓN. 

Fundan1ento. 

Es una constante fisica para medir el fenómeno mediante el cual. cuando un rayo de luz 

monocromática pasan través de una sustancia transparente a otra de diferente densidad. 

éste se desvía o refracta. excepto cuando penetra perpendiculannente a Ja superficie que 

separa ambas sustancias. El índice de refracción de una sustancia dada varía con la longitud 

de onda del rayo de luz refractado.<8
•
91 

Materiales y reactivos. 

;... Refractómetro de Abbé OPL Nº 2154 
:,.... Aceite crudo y refinado. 
Procedimiento. 

Se detennino el índic.e de refmcéión del aceite a 20 o 25 ºC. haciendo circular agua a dicha 

temperatura a través del prism~-del aparato. Se coloco el refractómetro de tal manera que 

reciba la luz difusa del dia o de alguna fuente artificial (Ej. Lámpara de sodio) de frente al 

analista. 

Se Abrió el prisma_ girand~ el tomillo que lo mantiene cerrado; se añadió unas cuantas 

gotas del aceite y con una varilla de vidrio se extendió la muestra en toda la superficie del 

prisma .. Se giro el tornillo para·cerrar ~I prisma y se dejo la muestra unos minutos a que se 

atempere a la temperatura del agua cin;;ula~~e. 
La medición se baso en la posición de la ltamadafrontera de reflejo total en relación a las 

caras del prisma. Se llevo este borde al punto de intersección indicando a través del ocular 

con ayuda del tomillo corré:spondie_nte. de tal manera que el campo de visión se hallo 

dividido en una mitad luminosa· y otra oscura. En el otro ocular se hizo una lectura 

directamente en Ja escala el índice de refracción .. 
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El rcfractómetro se calibro con agua destilada siguiendo el procedimiento previamente 

descrito. El cero de Ja escala de Ja derecha vista a través del ocular debe coincidir con el 

cero de la escala móvil. En caso contrario. hacer la corrección correspondiente en las 

lecturas. 

4.13.6 PUNTO DE FUSIÓN 

Fundamento: 

Las grasas y aceites naturales. no tienen punto de fusión neto y definido., este procedimiento 

lo realiza gradualmente pasando de un estado sólido a uno líquido. 

Por tal razón., el punto de fusión dependerá de las condiciones en que se realice la 

solidificación de la muestra.C7> 

Mutcrial y rcacth•os. 

;, Capilares de vidrio (lmm de diámetro interno). 
;. Lente de aumento de vidño. 
-, Parrilla de agitación. 
;.. TennómetÍ"o grriduado.(-:l~c:_c ~ IOO~C). 

Proccdimicnco. 
. . . :, - .. ~ ', ... _' ;:·; .. :.'· -. ".: 

Se lleno 'el CaPilar·cOn Ja ·müeSú-8 hasta tener una columna de aproximadamente 1.5 cm de 

longitud. Se ce~--~I -~~Ü¿~--~."'-j'~"tlama cuidando de no quemar la muestra. Se guardo en 

condiciones de refrige ..... ~ió;','c4~ 1 O ºC) durante 16 horas. 

Se tomo el capilar é~.n ~umo Cuidado y se sujeto al termómetro de tal fonna que el fondo de 

la columna con muestra coincidió con el bulbo del terniómetro. Se suspendió en un 

recipiente de 600 mi lleno a la mitad de agua. Como no se tenía una idea aproximada del 

punto de fusión de la muestra., se comenzó la detenninación a-10 ºC por abajo del mismo. 

Se comenzó el calentamiento a una tasa de 0.5 ºC / min, llevando a cabo una agitación 

moderada para lograr homogeneidad en dicho calentamiento. 

Se tomo como punto de fusión la lectura en el tennómetro en la cual la muestra fue 

transparente. Generalmente, éste no es un punto en la escala. si no más bien un rango, en 

donde se reporta el rango observado. 
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4.14 PERFIL DE ÁCIDOS GRASOS (CROMATOGRAFÍA DE GASES) 
EN GRASA CRUDA Y ACEITE REFINADO. 

Fundamento 

Se fundamenta en obtener Jos esteres metílicos de los ácidos grasos obtenidos después de 

un proceso de saponificación. y son separados y dctenninados en un cromatógrafo de gases. 

mediante Ja utilización de una fase móvil gaseosa y una fase estacionaria líquida contenida 

en una colun1na."~·"'º 1 

Material~· reactivos. 

,_ Tubos de ensaye con tapón de rosca. 
;. Baño a 80 ± 2 ºC (POL YSTAT lnstrument Company Mod. 12002) 
,_ Anticongelante para automóvil. marca BARDHAL. 
,_ Cromatógrafo de gases (Perkfn Elmer Auto System HP 5890 con detector de 

ioniznción de flama). 
:¡... Columna capilar de 30 m de longitud, Heliflex AT-Silar (50% cianopropil -SO metil 

polixiloxano). 
,_ Temperatura del inyector 250 ºC 
;. Temperatura del detector 300 ºC. 
:,..... Temperatura inicial de la columna: SO ºC por t minuto. gradiente de temperatura de 

1 OºC cada minuto hasta llegar a 180 ºC y se mantiene por 2 minutos. (posterionnente 
sube 5 ºC hasta llegar a 180 ºC se mantiene por 2 minutos). posterionnente el gradiente 
es de 5 ºC cada minuto hasta llegar a los 240 ºC y se mantiene por 2 minutos. 

,_. Gas acarreador: helio. 
;,,... Gas hidrógeno para el detector de ionización de flama. 
;,,... Aire de alta pureza (99.99 %) 
;.... Estándares de referencia SIGMA (Esteres metllicos de palmitato Cl6. estearato CI8. 

oleato CI 8: 1, linoleato Cl8:3, araquidato C20:0) 
:,..... Pipetas Pastcur. 
;.... KOl-1 al 5 % en McOH. 
;.... HCI al 10 % en MeOH 

Mezcla de disolventes tolueno -hexano (80:20). 
,_. Trifloruro de boro en metanol. 

Hcxano grado cromatográfico. 
;,,... Matraz aforado de 5 mi. 
:..- Cinta de tetlón. 

Procedimiento. 

•!• Estcriticación de los ácidos grasos. 

En un tubo con tapón de rosca se pesaron 20 mg de aceite en el tubo de ensaye. adicionarle 

2 mi de KOH al 5 % en McOH y taparlo con cinta tetlón (es para evitar fugas). se calienta 

durante una hora a 80 ºC ± 2. 
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Transcurrido el tiempo sacar y enfriar a temperatura ambiente. 

Se destapan los tubos y adicionar 2 mi de HCI al 10 % en MeOH y 100 µI de BF,, y se 

vuelve a introducir en el bai\o durante una hora a 80 ºC ± 2. 

Se dejaron enfriar a tem~ratura ambiente y transcu~d°:~_el ~iem~ se agregaron 4 mi de 

H20 destilada y 2 mi de la mezcla de disolventes Tolueno:Héxano (80:20), se agitó en un 

vórtex durante 1 minuto. Extraer Ja fase su~~riO~,·(~-~á.rii~~}-:y colocarlo en el matraz y 

:1.forar a 5 mi con la mezcla de disolventes, d~ cst~··ext~~-~o': se inyecto 1 µl. Al cromatógrafo 

de gases 

La esterificación se llevó a cabo por triplicado.- y de cadá muestra esteriflcada se realizó una 

inyección. 

Cálculos. 

De los cromatogramas obtenidos se obtiene la siguiente inforTTiación: 

•:• Perfil cualitativo de ácidos grasos: 

Los picos del cromatogrnma obtenido se coriaparan e identifican con los correspondientes 

ácidos grasos del estándar inyectado de acuerdo con sus tiempos de retención (lR)· 

•!• Perfil cuantitativo de ácidos grasos: 

La composición porcentual de la mezcla de ácidos grasos se obtiene refiriendo Ja superficie 

de cada pico P 1 a la superficie total, suma de todos Jos picos (l:Pi.), en donde se utiliza Ja 

siguiente formula: 

% de "X"' ácido graso = 

Donde: 

X= fracción del componente i. en la mezcla de Acidos grasos. 

Pi. - superficie del pico correspondiente. 
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4.15 EXTRACCIÓN DE LIMONOIDES 

Fundamento. 

Esta técnica esta fundamentada para semillas que no se sabe si se encuentran en un periodo 

maduro o inmaduro es por esto,. que su recuperación de Jimonoides es de .. 75 al 80 %. Estos 

compuestos son conocidos como lerpenoides compuestos qufm_icos ~e más de 30 carbonos, 

y son empleados como insecticidas naturales, Jo cual ha propic~ado una extensa 

investigación en el campo de Ja síntesis de insecticidas. U.43.5o.s9 .60> 

l\1atcrial y reactivos. 

:- Embudos de separación de 250 mi. 
:,.... Rotavapor marca BUCHI. 
:,... MetanoJ-agua (19:1). 
;.. Hexano (Q.P.) 
:,... Equipo de SoxhJet 

Procedimiento. 

Mediante un equipo de Soxhlet se extrae grasa cruda y limonoides utilizando hexano (Q.P.) 

el tiempo calculado para este procedimiento fue de 14 horas a SS ºC Después de realizar Ja 

extracción del aceite y limonoides se mide el volumen que se tiene al final. y de ahí se hace 

una relación que_ por cada 100 mi de volumen de hexano-aceite se le adiciono el mismo 

volumen de MeOH-HoO ( 19: 1 ), y con Ja ayuda de embudos de separación se obtuvo Ja fase 

acuosa que es en donde se encuentran los limonoides. y en la orgánica esta el aceite. 

Se concentro por separado cada una de las fases utilizando el rotavapor. 

Al aceite recuperado se le realiza la prueba del índice de acidez y los limonoides obtenidos 

se guardan en refñgeración. como característica principal son de color amarillo de 

consistencia viscosa. 
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

5.1 PARÁMETROS FÍSICOS EN LA SEMILLA DE NAPAHUITE. 

En el cuadro 9 se muestran los valores obtenidos de los parámetros flsicos de la semilla de 

Napahuite ( Trlcl1i/ia /1irta). 

CUADR09 
Parámetros fisicos de la semilla de Napahuile. 

VALOR ORTE:'l'IDO• 
PC'•O unllario ( e) 0.18±0.0.) 

2"6.14 ±6.61 
'.'iúmrro 'olumilrko• .&J± 1.00 

0.87 ±0.06 
AnC'hO(C'm 0.67± 0.07 

• \'alnr Pf"Dmed10 de la detcnn1nac:1nn realizada por triplK'lldo ~ su dC'S\11K'1t1n niandar 
~ l~dc:scm1llascon1ien1dasen una probeta marca K1mal\; de IOOml. Mc:' PE :mee. N :.?00:.?4, Toe+ O 60 mi. 
e Número de $Cmdlas conlenidas en un "olumC'n de 100 mi 

Se hizo la caracterización de la semilla, en donde fisicamente Ja semilla presentó un aspecto 

ovalado de color café-anaranjado. 

La determinación de Jos anteriores parámetros fisicos en Ja semilla de Napahuite, es con la 

finalidad de hacer una rápida comparación con posteriores adquisiciones de este material 

biológico. 

5.2 CARACTERIZACIÓN BROMATOLÓGICA DE LA HARINA 
INTEGRAL Y DESENGRASADA. 

En el cuadro 10 se muestra la composición bromatológica de la harina integral y harina 

desengrasada de Napahuite (Trichi/ia hirta) y los resultados obtenidos en estudios 

anteriores (2".-1::?>. 

De los resultados obtenidos se resalta que Ja harina integral y harina desengrasada de 

Napahuite presenta altos niveles de grasa y fibra. La concentración de proteína obtenida es 

mayor que la de un cereal por ejemplo: Trigo 10.5 %, Cebada 1 1.8 %, Arroz vestido 9.1 % 

y Maíz 10 % .. sin embargo el alto contenido en fibra limita su uso para consumo humano, 

ya que una dieta abundante en fibra puede provocar problemas estomacales, ya que al 

hidratarse ocasiona un desequilibrio en el contenido de agua intestinal. originando 

estreñimiento. además. la fibra se unen a elementos importantes._ como calcio, zinc, hierro. 

magnesio. fósforo y cobre, asf como la vitamina B 1:! y algunos aminoácidos, Jo que provoca 
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que estos nutrimentos no sean aprovechados. porque se eliminan en las heces. seria 

recomendable utilizar esta harina para alimentación de rumiantes. 

CUADRO IO 
Caracrerización bromarológica de la semilla de Napahuite y de estudios previos. 

to/ 100 o de Ml 

ll•rin• lf•rin• H•rin• ll•rJn• 
in1c-gn11• intc-ar•I dnc-n11:r•••d•• lnlc-a;r•Iª 

H.S. HS.l 
llumc-d•d 0.99 ±0.04 3.91 ±0.07 

C°C"n11'.a• 2.7H ±O.O~ 2.81 3.82 ±0.11 2.37 
Pro1dna 14.78 ±0.HH 1..a.93 21.9.& ±0.01 12.03 
Gr••• 44 • .&.& ::t0.43 4.&.98 6.9 ±0.17 ..a9."'8 
t:ibnll 25..37 ::tO.OJ 25.62 38.92 ±1.44 19.97 

llidrMIO~ t.h: 11.6.& 16.0J 25.08 19.l!li 
l'MrlH1no 

; ~~!~~:;;~n1cd10 de la dC'1o:rmm11e10n rcah"-8da ror 1r1pl1cado~ su dcs"1ac1on cstandar 

e l"LH..-ntC'(~YI 
( H S ) RC'llUltado C'"-prC'liaJo en base !IC'Ca 

Estudios previos 
ll•rin• inlC"Kr•I 

(R.S.) 

2.65 
14.65 
51-~I 

25.52 
5.66 

Al comparar los resultados de harina integral en base seca con análisis previos. se observa 

que en los tres casos del estudio se presentan valores altos en fibra, grasa y protefna. Al 

observar el valor reportado de grasa en el año 2000 (fuente 29) eJ valor es ligeramente 

mayor .. esto se debe al periodo de recolección en donde si la semilla es madura el contenido 

de grasa es mayor. pero en algunos casos es común que en mercados donde se adquieren 

semillas se mezcle madura con inmadura y tal vez por eso el contenido de aceite en la 

muestra actual presenta una ligera disminución. 

5.3 PROTEÍNA VERDADERA Y PROTEÍNA CRUDA. 

En el cuadro 1 1 se reportan los valores obtenidos de proteína verdadera en comparación 

con Ja proteína cruda y el % de nitrógeno no proteínico tanto para la harina integral y harina 

desengrasada. 

CUADROll 
Proleina verdadera y cruda de harina integral y desengrasada y•/• de nitrógeno no protcinico 

de Napahuile. 

~ll11~STRAs• 

llarina dHrne.r•11•da 

-/e PRO"l"t:ISA 
CKl'DA 

141.78± 0.88 

21.9.&± 0.88 

% PROTEINA 
''EKDADERA 
10.7~± 0.62 

19..l!'i± 0.01 

• Valor promC'd1tl de la dctC'r1111nac1ón ro:allzad:J. par 1r1pheado :i: $U dcS\ 1ac1on esl.Jindar. 

•"'DE NITR~ENO NO 
PROl'EINICO. 

27.27 

....... 
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Como se puede observar en el cuadro 11. la harina integral tiene un alto contenido de 

nitrógeno no proteínico lo que reduce el contenido de proteína original, este parámetro debe 

romarsc en cuent~ ya que una proporción importante de la proteína cruda esta constituida 

por compueslos nilrogenados no proteínicos que pueden enmascarar el verdadero valor 

nutritivo de las semillas en estudio ya sean Leguminosas o MeliáceasY53
•
62

•
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CUADRO 12 

Contenido de proteína verdadera, cruda y º/o de nitrógeno no protefnico en tres muestras de 
harina desengrasada. 

llARJ:""O.-\ DE..'iENGRASADA 

SAt• AJ l l IT•: ( T,/clrl//a lri,,a)• 

SO\ .. \ ( Glicin~ nwu) 

•4 PROT•:tNA 

CRlfDA 

21.fN±OAI 

&9.88 

38.73 

•Valor promn:t10 de la rcahzac1on por lnphc:ado :t su de~nac1ón esllindar 
"rucn1e(llJ 

"• PROT•:tNA 

\'ERDADERA 

19.35± 0.01 

:M.I• 

:14.78 

'% NITRUGENO NO 

PROTEINICO 

11.ao 

5.28 

Si comparamos los valores del cuadro 12 observamos que la harina desengrasada de soya 

(Glicine max) contiene 5.29 % de nitrógeno no proteínico por lo que el valor nutritivo es 

mayor que el de Napahuite que tiene 1 L80 % de compuestos nitrogenados no proteínicos. 

sin embargo si comparamos el valor obtenido de Napahuite con el de cacahuanano 

(Gliricida sepium) observamos que el % de proteína original es mayor. en Napahuite que 

en cacahuanano ya que al tener un alto contenido de proteína, este se ve disminuido por 

tener un porcentaje considerable de nitrógeno no proteínico 42.35 %. 

5.4 TOXICOLOGÍA ANALiTICA DE LA HARINA DESENGRASADA 
DE NAPAHUITE. 

En el cuadro 13 se presentan el contenido de factores tóxicos y antinutriciona1es que se 

detenninaron en la harina desengrasada de Ja semilla de Napahuite. 

A continuación se discuten cada uno de los tóxicos analizados, de acuerdo a los resultados 

obtenidos: 

•:• Lectinas. 
En Ja prueba de hemagJutininas por el método enlistado, se considera que un titulo mayor a 

JO. representa riesgo para Ja salud, ya que algunas lectinas poseen una afinidad por las 

células del intestino; sin embargo el título obtenido para Napahuite se encuentra por debajo 

del limite antes mencionado. 
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•!• Glucósidos cianogénicos. 

Al realizar visualmente la detección cualitativa. esta fue negativa ya que los tubos que 

contienen la muestra no presentaron ninguna coloración café-rojiza en el papel indicador. lo 

que nos dice que la harina desengrasada del Napahuite presenta un valor menor al límite de 

detección ( 1 mg HCN / 100 g de M). 

CUADRO 13 
Factores tóxicos y antinutricionale.s en la .semilla de Napahuite (Trlchllla hlrla). 

FACl'OR• 

Leclinas 
(ln\tcu / 1~·rmnl.ak1I> 

Glucósidos danogénkos 
( IU'OCO l tcrmoldb1I 

lnhlbidons de tripsina 
(untmu1ncmnal / tcrmolahtll 
Taninos 
anl111u1r1c1n~l / tcrmocstat>lc) 

Alcaloides 
(IO'l(lco 11.:rmoc!Uablc) 

Ak•loides en la grasa 
CTO,ICO l termOC"luhlC') 
Fila tos 
(nnlmutr1cmrwl /termocstahlel 

Nifralos 
(TO\ICO l 1c:<r1TIOC"luhlC'I 
Saponinas 
(TU,ICU l IC'rlO°""SIUblC'I 

IJNJDADES 

TUulo de agfutinmclón 

mg HCN / 100 gde l\t 

UTI /mgdeM 

o/o de ácido lánico 

rruc-ba cualitativa 

Prueba cualitativa 

•A de ácido fltico 

O/e de nllralos 

Unidades de hemóllsis I mg 
deM 
íU.H. I ml! dr M\ 

• 'alor rrnmed10 de la re11hzac1011 por 1r1rhcado :t su Jcs1.t1ac1on nutndar 

•!• Determinación de inhibidores de tripsina. 

llARINA llA'IDUAL ORISDIAL 
OESDISRASADA 

6 4 

<I <I 

0.61 ±0.04 0.37 

.... 0±0.03 0.86 

Negativo Nec•tivo 

Nea;atJvo Nqativo 

2.17±0.15 1.33 

0.19±0.05 0.12 

43.48±0.28 26.60 

El contenido de inhibidores de Tri psi na es menor a 1 O unidades de tripsina inhibida por mg 

de muestra. lo cual no se considera de riesgo, por lo tanto este factor antinutricional no 

presenta relevancia. 

•!• Determinación de tanino!I. 

El contcnjdo de ácido tánico en la semilla de Napahuite es de 1.40 %, este valor es parecido 

al obtenido en el fríjol colorado con J .42 %.'58> Por otro lado, la dosis diaria admisible 

(DDA) para el ácido tánico es de 500 mg I kg p.c./ dla.'54
' Por lo tanto, el valor promedio 

del % de taninos de la muestra no presenta un riesgo para la salud .. 

•!• Determinación de alcaloides .. 

Tanto en la harina desengrasada como en el aceite de la semilla de Napahuite. no hay 

presencia de alcaloides, debido a que las fracciones de las muestras no presentaron reacción 

positiva con al menos 6 de los 7 reactivos que se utilizan para hacer la detección de este 

tipo de tóxicos.<:?OI 
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•!• Determinación de ácido fitico. 

En el caso del contenido de ácido fitico. se sabe que Jos alimentos con un contenido mayor 

de 400 mg I 100 g mues•ra• son considerados alimentos desmineraliz.antes,'29> por Jo que la 

harina de Napahuite 'supera el valor antes descrito ya que contiene 2170 mg / 1 OOg mucs1ra, Jo 

que in1plica que este factor antinutricional es considerado perjudicial para la salud. lo cual 

seria una Jimitante para su posible utilización._ pues se trata de un compuesto tennoestable .. 

lo que hace dificil .. la destoxificación de la harina .. sería conveniente si se desea emplear 

para consumo mezclar la harina con algún otro producto, de modo que el ácido fitico sea 

diluido. 

•!• Determinación de nitratos .. 

Para los nitratos la DDA es de 3.65 mg I Kg p.c. / día,•m en el caso de la harina de 

Napahuite el contenido es elevado 190 mg / 100 g mun•ra• lo cual se considera tóxico y al ser 

tcrmoestable complica la destoxiflcación de la harina. 

Al revisar en tablas se observa que para causar un daño tóxico en adultos se debe ingerir 

mas de 248 mg de nitratos al día, sin embargo de debe de tomar en cuenta que en 

individuos sanos esta cantidad varía ya que una parte de los nitratos se absorbe rápidamente 

en el tracto intestinal y pasa a la sangre, siendo parcialmente metabolizada por la orina, en 

cambio para los infantes hablar de cantidades como la antes descrita es un riesgo latente., 

ya que implica un trastorno serio. 

•!• Determinación de saponinas .. 

En estudios anteriores realizados con la misma metodología, se estudiaron diversas 

muestras que se conocen contienen saponinas.08 > En el cuadro 14 se presentan algunos 

datos~ los cuales serán de utilidad como parámetro de comparación. 

CUADROl4 
Contenido de uponinas en muestras vegetales.'Ja> 

Lr.11.1 ma ¡u • 

.J.tl.4 ... , 
21..1 

Al cuantificar y expresar el resultado en Unidades hemolíticas/ mg M, se puede comparar 

el resultado obtenido en este estudio, con los reportados en un trabajo anterior, en donde se 

observa que existen muestras como el maguey donde el contenido de saponinas es muy 

elevado comparado con la harina de Napahuite. y en muestras de consumo humano corno el 
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haba donde su valor es muy parecido al obtenido en este trabajo por lo que no se 

consideraría tóxico. 

5.5 CONTENIDO DE CERAS. 

La grasa cruda de Napahuite presenta una considerable cantidad de ceras ya que tuvo un 

valor representativo al 25 % de la fracción extraída con hexano .. y es necesaria su remoción 

ya que fbnna una pasta con caracteristicas de adherencia que impide continuar con el 

proceso de refinación. 

CUADRO IS 
Contenido de ceras en el Napahuitc 

MUESTRA %DECERAS 
Gras• crud• extrald• con hex•no 25± t.98 

Al extraer ceras de Ja grasa de Nnpahuite. podría tener una utilidad que dependería de la 

composición y toxicidad. un ejemplo seria en la industria alimenticia donde utilizan ceras 

como la de candelilla para evitar que en frutos que son exportados pierdan humedad y sean 

atacados por gusanos y hormiga blanca tropical .. si fuera tóxico en alimentos su uso 

recomendado sería en Ja industria de pinturas y barnices. ya que podrían elaborarse pastas 

para el lustrado de zapatos. removedores de pinturas, selladores de goma.. en Ja manufactura 

de celuloide. etc; todo dependería de su composición de la cera de Napahuite y de ahí se 

determinaría el uso adecuado.<SS) 

. 5.6 PARÁMETROS FISICOQUÍMICOS. 

En el cuadro 16 se presentan los valores de los parámetros fisicoquímicos obtenidos en el 

aceite crudo y refinado (sin cera) de la semilla de Napahuite (Trichi/ia hirta) los cuales 

entran en el rango del grupo oleico-linoleico, con excepción del índice de acidez. 

De Jos v&.:ores prescntndos en el cuadro anterior se observan valores altos en el indice de 

yodo. índice de refracción y densidad. lo que indica que se tiene una mezcla considerable 

de ácidos grasos insaturados. El índice de saponificación de Jos aceites comestibles más 

comunes oscila de 170 a 265 mg KOH /g de accite<56>. el aceite de Napahuite se ubica 

dentro de este valor. 

De Jos estudios que se han hecho a la semilla de Trichilia hirta se ha reportado que 

contienen un nito contenido de compuestos terpénicos llamados limonoides. los cuales 
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tienen como característica principal aumentar la acidez del aceite<51
• 5iJ, de aquí surge la 

necesidad de eliminarlos. donde la técnica propuesta solo extrae del 75 al 85 % Jimonoides: 

por lal motivo. el indice de acidez del aceite refinado esta todavía arriba del nivel 

requerido. 

CUADR016 
Parúmcrros fi!lliicoqufmicos del aceite crudo y refinado de Ja semilla de Napahuite (Trlchllla 

hlrta). 

PARAl\1ETRO- GRASA CRUDA ACEITE REFINADO GRUPO OLEICO -

Punto dr fusión 0•8 º• 6 
lºC) 

Gra"·rdad rsprcifica o. 94 ± 0.0007 0.93 ±0.003 
2~!'iºC 

lndkr dr ':odo 80.53± 1.91 99.141±0.81 
(llanu') 

(l!I /100 I?. deo acrilc-) 
lndicr dr saponificación 199.21 ±2.8 193.23 ± 0.28 

(mi! h:Oll /fz dr accifr) 
Indice de refracción 1.473±0.00I 1.488±0.004 

f2!'iºC' 
lndkr dr •C'idrz"' 2.5" ± 0.15 1 • .58±0.21 
~.ácido Olrico\ 

• Valor rromcJ10 de lói dc1Crm1na.:mn real1l'.Ada pot' triplicado :t. su des\1at:1ón esiandar 
., 1·ucnlc(SS.~I 
·,,alor ob1cnldo. co11 píC' '" el1m1n.te1ún de l1monoides en rl aceite. 

LINOLEICO" 
-5• 29 

0.909-0.920 

75. 1.50 

170. 265 

l ... 36-l • .C7.C 

o.so 

EJ valor obtenido en el índice de acidez supera, al valor recomendado y se observa en el 

cuadro J 7 que el aceite crudo y refinado con limonoides el valor de acidez es aho, y cuando 

se eliminan estos compuestos terpénicos su acidez disminuye drásticamente pero aún asf su 

valor es significativo al compararlo con el valor de 0.5 % recomendado para un aceite 

refinado. esto indica que todavía hay Jimonoides en el aceite. 

CUADROl7 
Valores obtenidos de fndice de acidez de •ceite crudo y rennado(_Trlchilia hirta) con y sin 

limonoides 

PARAMETRO' GRASA CRUDA ACEITE REFINADO 
ITrlclfll/11 lflrt11\ tTrlcllUI• lfln11\ 

lndke de •cidez 20.54±0.55 18.70±0.70 

(a<'ritr con Umonoldrs) 

lndicr dr acidez 2.54±0.15 1 • .58±0.21 

(a<'<'ite sin limonoldrs) 

!I Vulnr promedio dela de1rrm1nac1ón reuli~a por tr1pllcado :t su drs,,·u1c1ón estandar 
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5.7 VALOR ENERGÉTICO DE LA SEMILLA Y ACEITE DE 
NAPAHUITE. 

La semilla de esta Mcliáceae tiene un alto contenido de grasa. lo que contribuye a un valor 

de energía gruesa de 30.17 KJ /g en harina integral y 40.91 KJ /g en aceite. En el cuadro 

18 se presentan los valores energéticos (energía metabolizable) de diversos granos usados 

como alimentos y se hace Ja comparación con la semilla de Napahuite.<l•.59
•
611 

CUADRO IS 
Valor energético del Napahuite, de otras leguminosas y cereales. 

Srmilla 

~•p•huur• 
(ll•rin• intrar•I) 

Cacahuate ~rudo 

SC'milla dC' lcncrja• 

Nombn dcntmro 

Trlcll//la hlno 

o,.,-:a •oliva L. 

Trltlc11,., sotlvwM 1.a,,, 

Enw1rrlC'nsL. 

G/ycltrC'-..-

•Valor ¡tmmecho de la detnminac1on re.ha.da por tnphcado % des\'taelón csl&ndar. 
"Fuenlc:"(57) 

Dcn•ld•d l'•lork• 
lh:J/o\ 

30.17±0.03 

1.5.38 

15.48 

19.60 

13.39 

13.76 

16.Sl 

El valor observado en el cuadro 18 para la muestra de Napahuite (harina integral) es la 

energía gruesa., y Jos otros son reportados de tablas y se representan como energía 

metabolizable., los valores no son equiparables ya que el término de energía gruesa no tiene 

un valor práctico desde el punto de vista alimenticio debido a que la cantidad de energía 

que obtiene el cuerpo del alimento es menor que Ja energía producida cuando se quema el 

alimento en Ja bomba caloñ~étñca. Por lo anteñor fue necesaño calcular Ja energía 

digerible (ED) la cual ~os· pennite detenniñar la energía que aportaran los nutrimentos 

digeribles como carbohidnit~:S. grasos y proteínas y la energía meiabolizablc (EM), nos 
'· . . ' 

indica el contenido de eriergí8.-.. con la que se dispone para efectuar alguna función 

especifica. es a-qui d-Ond<:: ~di~·~~ importancia ya que proporciona la energía biodisponible 

del alimento. los val.ores obtenidos para harina integral fue de 23.28 KJ /g para la (ED) y la 

energía metabolizabl~ fue de 28.1 1 KJ / g.,. este valor calculado para (EM) presenta un 

contenido enerliétíco elevado comparado con las otras leguminosas y cereales debido a su 

alto porcentaje de grasa, por Jo tanto esta semilla en estudio podría ser utilizada como un 

buen componente energético para alimentación animal. 
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su,. 
• 1'ucnlC'f(ol) 

CUADROl9 
Densidad calóric• del aceite .. 

Sombre dt'nflnro 

z,_,.,aJ•L 

Gllcln~,,,ax 

b Valor rromed1u de la de1C'rnunac1ón rcall7.ada por rnphcado:: su dn' iacl<'ln dlándar. 

Densidad c•lórlca• 

40.91 ±0.29 

J7.6!i 

37.65 

En el cuadro 19 se observa el contenido de energía gruesa del aceite crudo de Ja semilla de 

Napnhuite y para compararlo con las otras muestras de aceite se reporta como 18.41 KJ I g 

de energln digerible (ED) y 38,86 KJ I g de energla metabolizable (EM) y ni comparar con 

dos aceites de consumo humano se observa que el valor del aceite de Napahuite es 

ligeramente mayor. por lo que podría ser considerado como una buena fuente energética. 

S.8 PERFIL DE ÁCIDOS GRASOS. 

En el cuadro 20 se muestra el perfil de ácidos grasos del aceite crudo y refinado de 

Napahuite .. destacándose un contenido elevado de ácido oleico y Jinoleico, por lo que se 

incluye dentro del grupo oleico- linoleico. además tiene un contenido de ácido linolénico 

{C1s 1). menor al 3 % por lo que se considera un aceite estable. valores mayores al 3 % son 

aceites susceptibles al fenómeno de reversión y enranciamento. 

CUADR020 
Perfil de ácidos grasos del extracto Upidico crudo y refin•do de la semill• de Nap•huite 

(Tr/ch//la hlrta). 

Acido graso lnsaturaciones Grasa cruda de Aceite rrfin•do de 
Napahuile• N•p•huue• 

('%) ('%) 

Palmítico e,.,, 24.17±3.1 26.13±3.25 

Estearfco C1•:e 10.01±1.1 11.11 ±1.17 

Ole leo e,.,, 32.18±6.24 23.24±8.58 

Linoleico C1•12 30.57±3.1 35.68±3.67 

Linolénico e,.~ 3.06 ±0.98 2.59± 1.90 

"Valor pn•medm de!' I~ detnm1nación n:ahzada por tr1phcado ±su dcsviac::1on cstandar. 

Como se observa en el cuadro 20, el acdte crudo y refinado de la semilla de Napahuite 

presenta un elevado porcentaje del ácido graso indispensable linoleico. Comparando el 
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aceite crudo de la semilla de Napahuite con estudios previos realizados<42> se observa que 

no presenta variación en el porcentaje de los ácidos grasos. Por Jo tanto este aceite podría 

considerarse como comestible, sin embargo la presencia de . limonoides (insecticidas 

naturales) impide este empleo .. serla necesario estudios más exhaust~vos, para obtener una 

técnica con la cual se eliminen el 100 % del contenido de limonoides.:"-

EI valor obtenido del ácido graso Jinolénico en el aceite re.fiÍ1ado e;; ~~nor al 3 % por lo que 

no es susceptible al fenómeno de enranciamento y reversión. 

En los cromatogramas de perfil de ácidos grasos no se presentó niil!;iún pico desconocido 

que indicara 'ª presencia de algún ácido graso no .común c~·¡./~·S)b1~~ ~racterrsticas de 

toxicidad. como el erúcico. (anexo 1), Jos picos pequei'ios ·só~ ~ó· identificables indicando 

que sería necesario inyectar un estándar con mas e~terc~ m~t'fJ¡~~~, P~. hacer su respectiva 

identificación. 
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VI. CONCLUSIONES 

,/ En la harina de la semilla de Napahuite ( Trlchilia /1/rta) se obtuvo un valor de 

proteína similar al de un cereal.. pero al tener una cantidad de fibra 

considerable. no es recomendable para consumo humano y monogastricos .. 

pero seria viable para consumo de rumiantes . 

../ El preseiitar valores significativos de fitatos y nitratos, hace de la harina de 

Napahuite tóxica y antinutricional para consumo humano, seria conveniente si 

se desea emplear en alimentación animal, mezclar la harina con algún otro 

producto .. de modo que tanto los fitatos y nitratos sean diluidos . 

..r Este material vegetal presenta ciertos inconvenientes en su uso directo en la 

alimentación, por lo cual es recomendable Ja disminución de los tóxicos y 

aprovechar los subproductos como Jos limonoides. 

v' En el caso de los parámetros fisicoquímicos en la grasa cruda y el aceite 

retinado de la semilla de Napahuite los valores caen dentro del grupo oleico

linoleico a excepción del índice de acidez. como consecuencia se ve limitado 

para uso comercial. 

v' El aceite de Napahuite (Trichilia hirta) tiene un alto contenido energético 

(40.91%), por lo cual seria una buena fuente energética complementaria. 

El perfil de ácidos grasos de la grasa cruda y el aceite refinado no muestra 

concentraciones significativas de ácidos grasos poco comunes, y presenta un 

contenido significativo de ácido linoleico (> 30 %) el cual es esencial en la 

dicta humana 
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