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1. INTRODUCCION

Debido al crecimiento demografico tan acelerado en las ultimas décadas, se ha
originado una escasez de alimentos muy significativa que afecta en su mayoria a la gente
de bajos recursos econémicos, ya que su acceso a alimentos de alto valor nutritivo es
mas dificil (FAO, 1997). Esto ha originado que un grupo de investigadores, busque
fuentes alternativas de alimentos las cuales son denominadas como "no convencionales”
y bien podrian sustituir a los alimentos de dificil adquisicion; ademas, en términos
generales, estos alimentos son relativamente de bajo costo, haciéndolos mas accesibles
(Ferrando, 1980; Murhpy, 1994). Se ha considerado a estos alimentos como una opcién
muy importante de sustitucién debido al alto nivel proteinico que contienen; sin embargo,
es importante considerar también que las grasas y aceites son considerados como
nutrimentos esenciales en la dieta, ya que proveen la mayor fuente de energia en
cualquier alimento, suministran los acidos grasos esenciales, contribuyen a la sensacién
de saciedad después de comer, son vehiculo de las vitaminas liposolubles y brindan
palatabilidad a la comida (Chow, 2000; Akon and Min, 1998; FAO, 1997).

En México el hambre y la desnutricién son un problema ancestral; asi, no obstante
el aumento en la disponibilidad de los alimentos, mas que en la produccion, todavia se
presenta un alto porcentaje de desnutricion proteinico-calérica en el pais, particularmente
en las zonas rurales marginales, siendo el grupo mas vulnerable al problema de la
desnutricién es la poblacién infantil en particular los preescolares (Doode y Pérez, 1994;
INEGI, 2002).

Paraddjicamente a lo anterior, en nuestro pais el mal planeado desarrollo
agropecuario en comunidades rurales, pone en peligro la conservacién de plantas
silvestres o de cultivo incipiente, no importando que algunas de ellas tienen un alto
potencial alimenticio, y son apreciadas y utilizadas de manera sustentable en dichas
comunidades. La destruccion de la vegetacion silvestre para obtener tierras para
monocultivos pone en peligro la pérdida de especies vegetales que hasta el momento no
han sido valoradas en su plenitud (Flores, 1988; Doode y Pérez, 1994; Centurion et al,
2000).

Aquellas plantas silvestres o en cultivo incipiente, si bien por una parte pueden
proporcionar macro y micronutrimentos en la alimentacion humana o animal; por otra
parte, no debe descartarse la presencia en estos recursos vegetales de factores toxicos o
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antinutricionales, que pueden poner en riesgo la salud de aquellos que los consumen en
mayor cantidad o frecuencia de lo establecido empiricamente como normal (Kotsonis et
al, 1994; Vander Heijden et al, 1999); por lo tanto, cuando se pretende utilizar con fines
comestibles una planta silvestre o en cultivo incipiente, es necesario contemplar la
posible presencia de factores téxicos o antinutricionales que se presentan en forma
natural. (Liener, 1980; Watson, 1987; Lindner, 1995; Vander Heijden et al, 1999).

Para el caso de un recurso vegetal, como fuente potencial de grasa y proteina como
es una oleaginosa, la obtencién de preparados proteinicos o lipidicos purificados, como
son concentrados o aislados de proteina y aceites refinados, permiten la eliminacién de
factores toxicos y antinutricionales presentes en el material original (Mansour et al, 1993;
Wanasundara and Shahidi, 1998). La situacion anterior, pone ante la necesidad de
buscar nuevas fuentes alternativas de grasas y aceites, debido a que la produccién
nacional es insuficiente. En esta busqueda se han tomado acciones tales como mejorar la
calidad y cantidad de las especies de oleaginosas tradicionales como cartamo, ajonjoli,
soya, girasol, canola entre otras, pero esto ha sido insuficiente. Actualmente millunes de
toneladas de semillas de frutos son descartadas cada afio, produciendo problemas de
contaminacién ambiental y consecuentemente de salud pablica y se menciona que las
semillas de los frutos del género Prunus, pueden ser un suministro importante tanto de
proteina y grasa alimenticia (Kamel y Kakuda, 1992; Gandhi et al, 1997). La almendra de
capulin se puede considerar como un recurso vegetal debido a que es una autentica
oleaginosa, como fuente potencial de grasa (>40%) y proteina (>30%), ademas de un
contenido apreciable de macro y micronutrimentos Por consiguiente, si se quiere
aprovechar la semilla de capulin como fuente alimenticia, es indispensable realizar un
proceso de destoxicacion, con el fin de eliminar o disminuir la presencia de los glucésidos
cianogénicos, a la vez, en la fraccién grasa llevar a cabo su purificacién por un proceso
tradicional, con la finalidad de eliminar o disminuir a niveles permitidos el contenido de
acido erucico (Castillo, 1997; Ruiz, 2000; Barbosa, 2003).

En estudios previos se ha caracterizado bromatoldgicamente y toxicolégicamente
la fraccién proteinica y la fraccion grasa de la almendra de capulin (Prunus serotina)
(Alvarado, 1999; Ayllén, 1995; Barbosa, 2003; Castillo, 1997; Lara, 2003; Lopez, 1997,
Ruiz, 2000), donde se obtuvieron los siguientes resultados:
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@& Buena fuente de B-glucosidadsa. (Ayllén, 1995; Lépez, 1997)

& Concentraciones elevadas de glucosidos cianogénicos
(>200mgHCN/100g). (Alvarado, 1999)

{5 Presencia de factores toxicos y antinutricionales como fitatos, inhibidores
de tripsina y taninos.

@& Deficientes en aminoéacidos azufrados en el preparado proteinico de la
almendra de capulin, pero rico en aminoacidos esenciales como histidina,
leucina, fenilalanina y triptéfano. (Alvarado, 1999)

& Presencia de acido erdcico en concentraciones mayores al 5% en la
fraccion grasa de la almendra de capulin. (Barbosa, 2003)
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2. OBJETIVO GENERAL

Realizar el proceso de purificacién tradicional en el aceite crudo de la almendra de
capulin (Prunus serotina) en donde se incluya como paso adicional la hidrogenacion y
efectuar las pruebas de toxicidad aguda para corroborar su destoxicacion.

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener suficiente fraccion lipidica (aceite crudo) de la almendra de capulin
para realizar su purificacién y efectuar los bioensayos de toxicidad.
Complementaciéon de parametros bromatologicos (densidad calérica y perfil
de 4cidos grasos) tanto a la materia prima como a los diferentes preparados.
Determinar los parametros fisicoquimicos mas comunes en el aceite crudo,
refinado e hidrogenado.

Realizar la prueba de toxicidad aguda por via oral en ratones, del aceite
crudo y de los diferentes preparados.
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3. ANTECEDENTES.

3.1CAPULIN (Prunus serotina)

La busqueda de material biolégico con potencial proteinico-calérico, no es nueva ni
dificil de implantar como recurso agroalimentario, ya que el territorio mexicano cuenta con
una gran biodiversidad, debido al amplio mosaico de ecosistemas (Villela y Gerez, 1994;
Granados y Lopez, 1996). Dentro de la gran diversidad de la flora mexicana, existen
especies cuya potencialidad productiva es alta y que pueden ser fuente de nutrimentos
para la alimentacién humana y animal, sin embargo, estos recursos estan infrautilizados.
Tal es el caso del capulin (Prunus serotina), perteneciente a la familia Rosaceae,
subfamilia Prunoidea. El género Prunus se le asigna a un amplio grupo de arboles y
arbustos (Figura 1), estas plantas son muy apreciadas por sus frutos deliciosos, los cuales
se dan en primavera. Algunas variedades son decorativas (por lo que no producen frutos
comestibles), otras desarrollan formas silvestres, algunas tienen una alta produccién y
calidad, sus flores crecen largas y muy abundantes, se incluyen en este género arboles y
arbustos de almendro, albaricoque, cerezo y arboles de durazno. Los sinénimos del
nombre cientifico son Prunus capuli (Cav.), Prunus salicifolia H.B.K (Kunth), Prunus
serotina var. Salicifolia (Kunth) Koehne, Cerasus capollin DC el cual es un arbol o
arbusto ampliamente distribuido en el territorio nacional (Martinez, 1959 y 1987;
Magaiia,1995; Martinez y Chacolo, 1994; Sanchez, 1981 McVaugh, 1951).

e . Y S e

Figura 1. Arbol de Capulin (Prunus serotina)
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Figura 2. Flor, Fruto y Hoja del Capulin (Prunus serotina)

3.1.1 NOMBRES COMUNES.

El capulin, conocido asi por su nombre comun también es conocido como Capulin
blanco en la zona de la Republica Mexicana y en la mesa central, también se conoce por
diversos nombres dentro del mismo pais o de acuerdo a la etnia indigena que predomina
en la zona como el caso de Michoacan que es conocido como Cerezo; Shencua, Shegua,
Xengua (. Tarasca, Mich.); en otros estados se llama Cusabi (I. Tarahumara, Chih);
Uasiqui, Hueco (l.guarigia, Chih), Pakshumk (I. Mixe, Oax.); T-nundaya (I. Mixteca, Oax.);
Tzu'uri (l.cora, Nay.); Paté, Shimal-ma-lu (l.chontal, Oax.); Capuli taunday (. Zapoteco,
Oax.); Detze, Ghohto (I. Otomi) (McVaugh, 1951) de tal manera que esta es una especie
de amplio rango de adaptabilidad, tanto al suelo como a las condiciones climaticas
adversas (heladas y sequias). Su distribucién es amplia y se extiende actualmente desde
Canada hasta la region andina de Ecuador y Bolivia, siendo un arbol facilmente
identificable y representa para los Andes, lo que la palma representa para las costas
(Bostid, 1989). A pesar de la amplia difusion en Sudamérica, es reconocido por algunos
investigadores, que el origen de este arbol es mexicano, ya que el nombre de “capulin”,
proviene de la palabra azteca "capuli”. En México es una de tantas especies que puede
considerarse como semi-cultivadas o en fase incipiente de cultivo, mas en el proceso de
seleccion, las plantas sembradas actualmente no difieren mucho de sus antecesores
silvestres. Referente a su distribucion en nuestro pais, es tan amplia que se localiza
desde las regiones montafiosas, zonas templadas hasta regiones bajas de clima tropical
(2,200-3,100 m); asi, podemos localizar arboles en Chiapas, Chihuahua, Coahuila,
Durango, Estado de México, Morelos, Michoacan, Oaxaca, Querétaro, San Luis Potosi,
Tamaulipas, Puebla, Guerrero, Hidalgo, Nayarit, Jalisco, Veracruz, Tlaxcala y el Distrito
Federal (Martinez, 1987; Aguilar y Zolla, 1982; Sanchez, 1981).
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3.1.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS

Las caracteristicas botanicas de este fruto es de una arbol o arbusto monopédico,
perennifolio o caducifolio, de 5 a 15 m ( hasta 38m) de altura con un diametro a la altura
del pecho de hasta 1.2m.. La copa es ancha de forma ovoide que produce una sombra
densa. Hojas estipuladas, simples, alternas, cortamente pecioladas, ovadas a
lanceoladas, de 5 a 16 cm de largo por 2 a 5 cm de ancho, margen aserrado; haz verde
oscuro y brillante. El tronco es largo y recto en el bosque, pero en los claros es corto y
ancho. Ramas alternas, erguido-extendidas, lampifias, escabrosas por la presencia de
muchas lenticelas esparcidas. La corteza es café o grisacea casi lisa y glabra,
exceptuando las ramas tiernas que a veces son pubescentes. Tiene flores numerosas,
pequedias y blancas, agrupadas en racimos axiliares colgantes y largos, de 10 a 15 cm,
con pedicelos de 5 a 10 mm de largo. El fruto es una drupa globosa, de color negro rojizo
en la madurez, de 12 a 20 mm de didmetro, sabor agridulce y algo astringente;
conteniendo una sola semilla la cual es esférica y rodeadas por un endocarpio o hueso
lefioso, que contiene una almendra de sabor amargo. La raiz es un sistema radical
superficial, extendido y medianamente profundo. La mayoria de las raices ocupan los
primeros 60 cm del suelo. La raiz crece muy rapido. Se considera como de sexualidad
hermafrodita. (McVaugh, 1951)

3.1.3 USOsS.

En nuestro pais, el capulin es un arbol de gran importancia desde tiempos
precolombinos, debido a que la fruta se consume desde esa época, ya que su sabor y
apariencia hacen recordar a la cereza; incluso en Espaiia se le conoce como picota y en
Norteameérica se le conoce como american cherry o black cherry. Los frutos se comen
crudos, en conserva como mermelada, en bebidas frescas, licores y se pueden usar en la
elaboraciéon de tamales. En algunos lugares también se consume la almendra asada y
después de quitar la cascara que la protege (semilla). Otros usos de este arbol, son como
madera para fabricar muebles, guitarras, ataides y otros productos, asi también como
combustible, con fin decorativo para sombra y como ornamento. La semilla contiene del
30 a 40% de aceite semisecante apropiado para la fabricacion de jabones y pinturas;
como insecticida debido a que las hojas tiernas y las semillas se consideran téxicas. Las
hojas, ramitas, corteza y semillas son venenosas para el ganado, debido al contenido de
glucésidos cianogénicos. También se le ha encontrado un uso medicinal, la corteza, hojas
(en infusién): se usa como expectorante, estimulante, febrifugo, antiespasmédico, ténico,
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sedante y para combatir las diarreas y disenteria. El polvo de la corteza aplicado en los
ojos desvanece las nubes, aclara la vista y cura las inflamaciones. El fruto en jarabe se
usa contra la tos. Los extractos, infusiones y jarabes preparados con las ramas, corteza y
raices, se usan como ténicos y sedantes en el tratamiento de la tisis pulmonar y en la
debilidad nerviosa, asi mismo se utiliza como antiperiédica. Actualmente se le esta dando
importancia en la reforestacion, ya que es una especie de rapido crecimiento que se
desarrolla en suelos pobres; ademas, sus raices son profundas y evitan la erosién del
suelo (Martinez, 1959;McVaught, 1951; Bostid, 1989).

3.1.4 OTRAS CARACTERISTICAS.

Se menciona en trabajos recientes, que la almendra de capulin se puede considerar
como una fuente de proteina (>30%) y de grasa (>40%); asi, como de algunos
micronutrimentos, en particular de vitamina C, E y una buena fuente de hierro y
zinc,(Bostid, 1989; Castillo, 1997; Ruiz, 2000). Ademas, la almendra de capulin es buena
fuente de p-glucosidasa, enzima de amplia importancia en ciertas aplicaciones
enzimaticas (Lara, 2003; Li et al, 1992; Swain and Poulton, 1994; Ayhllon, 1995).

Es comun en las semillas del géenero Prunus, la presencia de glucésidos
cianogénicos (aprox 200mg HCN/100g), a los cuales se ha responsabilizado de
envenenamiento en el hombre y animales tanto domésticos como salvajes (Kamel y
Kakuda, 1992; Swain and Poulton, 1994; Tuncel et al, 1998). Asi también la presencia de
factores antinutricionales y toxicos como fitatos, inhibidores de tripsina y taninos en el
preparado protéinico de la almendra y deficiencia en aminoacidos azufrados. Ademas, en
la grasa de la almendra de capulin (Prunus serotina), se pudo detectar la presencia de
un acido graso no identificado, que se pensé en un principio que correspondia al acido
eleostéarico, ya que éste se presenta en la grasa de la almendra de la cereza, pariente
muy cercano con muchas caracteristicas semejantes al capulin (Castillo, 1997; Comes et
al, 1992; Lara, 2003). Sin embargo, en estudios mas recientes sobre la fraccion grasa de
la almendra de capulin, se observé !a presencia de varios acidos grasos no comunes y del
acido erucico, presentandose este ultimo en una concentracion arriba del 5%, que hace
que se considere de alto riesgo el consumo de dicha grasa vegetal (Barbosa, 2003).
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3.2 PAPEL DE LAS GRASAS Y ACEITES EN LA NUTRICION
Las grasas y los aceites han sido una de las fuentes principales de alimento para

el hombre desde la época en que era cazador. Mas tarde, cuando llegé a ser un granjero
o habitante de las ciudades, las grasas y aceites permanecieron como uno de sus
alimentos favoritos. Ya sea de fuentes vegetales o animales o de origen marino, las
grasas y aceites representan la fuente de energia mas alta por unidad de peso que el
hombre puede consumir. (Desrosier, 1997).
En los alimentos, los lipidos pueden estar en forma “visible”, separados de su fuente
original animal o vegetal, como por ejemplo la mantequilla, tocino, grasas de reposteria, o
aceites de ensalada, o bien ser constituyentes de alimentos basicos como la leche, queso
o carne. Las principales, fuentes de aceite vegetal son las semillas de soya, algodén y
cacahuate y los frutos oleaginosos de la palma, el coco y la oliva.
Los lipidos en la dieta juegan un importante papel en la nutricién como:

« Suministro de acidos grasos esenciales.

e Aportan calorias (9 kcal/g) , a diferencia de las aproximadamente 4 kcal/g

que se obtienen de los hidratos de carbono y de las proteinas.

¢ Son transportadores de vitaminas liposolubles como la A, D, E y K.

e Dan palatibilidad a los alimentos.

¢ Sensacion de saciedad tras la comida.
Pero durante decadas han sido el centro de una gran controversia sobre problemas de
toxicidad o sobre su papel en el origen de ciertas enfermedades. (Alvarez, 2002;
Fennema, 1993; Ziller, 1996).

3.3 GRASAS Y ACEITES.

Las grasas y los aceites son predominantemente triésteres de acidos grasos y glicerol,
llamados comunmente triglicéridos, que se diferencian entre si en mayor o menor medida,
por su composicion en acidos grasos. Son insolubles en agua y solubles en la mayoria de
los solventes. Son menos densos que el agua y a temperatura ambiente varian de
consistencia desde liquidos a sdlidos. Cuando aparecen solidos, se les denomina
“grasas”; y cuando son liquidos, “aceites”. Ademas de triglicéridos, también incluye
monoglicéridos, diglicéridos, fosfatidos, cerebrésidos, esteroles, terpenos, alcoholes
grasos, vitaminas liposolubles, y otras sustancias. (Belitz, 1997, Ziller, 1996)
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3.3.1 TRIGLICERIDOS.

Se componen principalmente de glicerol y acidos grasos. Cuando todos los acidos
grasos en un triglicérido son idénticos, se le denomina “simple”. Sin embargo, los
triglicéridos mas comunes son los “compuestos”, en los que dos o tres residuos diferentes
de 4cidos grasos estan presentes en la molécula. Las propiedades fisicas y quimicas de
las grasas dependen en gran medida de los tipos y proporciones de los acidos grasos que
los constituyen, asi como del modo en que se distribuyen en el esqueleto del glicerol. Los
acidos grasos predominantes pueden ser cadenas alifaticas saturadas o no, con un
numero par de atomos de carbono y un radical carboxilo (Figura 3); y solo un nimero
reducido de estos estan presentes en los aceites comestibles ya que tienen cantidades
pequeiias de acidos grasos de cadena ramificada, ciclica o con un numero impar de
atomos de carbono. (Ziller, 1996)

CH,O0C(CH,)1sCHs  Ac. estedrico Cuso Ac.graso saturado

CHOCO(CH_);CH = CH (CH;);CH3 Ac. oleico Cia1(n 9) Ac. graso monoinsaturado

CH,00C(CH,);CH=CHCH,CH=CH(CH,),CHj3 Ac. Linoleico Cs2 (n 9,12) Ac. graso poliinsaturado

Figura 3. Ejemplo de un triglicérido.

3.3.2 ACIDOS GRASOS.

Los acidos grasos presentes en los aceites y grasas comestibles se clasifican por
su grado de saturacién en:

3.3.2.1 ACIDOS GRASOS SATURADOS.

Contienen solamente enlaces carbono-carbono simples, que se denominan
“saturados”; y son los menos reactivos quimicamente.

3.3.2.2 ACIDOS GRASOS INSATURADOS.

Si un acido graso contiene uno o mas enlaces dobles carbono-carbono se le
denomina “insaturado”. Cuando se presenta un unico doble enlace se le denomina
“monoinsaturado”; si contiene mas de uno se le llama “poliinsaturado”. Los acidos grasos
insaturados son mas reactivos quimicamente que los saturados. Esta reactividad aumenta
con el nimero de dobles enlaces del acido graso. (Ziller, 1996)
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3.3.2.3 ISOMERIA DE LOS ACIDOS GRASOS INSATURADOS.

La configuracion Geométrica del doble enlace se designa generalmente con los

prefijos cis (del latin, en el mismo lado) y frans (del latin, enfrente) (Figura 4), que indican
si los grupos alquil estan en el mismo o en distinto lado de la molécula.
En la naturaleza de las grasas y aceites alimentarios, generalmente los compuestos se
presentan en la configuracién cis, aunque la forma trans es la termodinamicamente mas
favorable, la mayoria de los someros trans proceden de la hidrogenacion parcial de las
grasas. (Fennema, 1993; Ziller, 1996)

Ry H Ry H
\ ¢/ N\¢/
|l I

c

Cc
£ AN

Figura 4. Ejemplo de isomeria geométrica.

3.3.2.4 MONOGLICERIDOS Y DIGLICERIDOS.

Son mono y diésteres de acidos grasos y glicerol. Ambos son importantes agentes
emulgentes. Los monoglicéridos se forman en el tracto intestinal como resultado de la
digestion normal de los triglicéridos. ( Alvarez, 2002).

3.3.3 OTROS COMPUESTOS LIPOFILICOS

3.3.3.1 ACIDOS GRASOS LIBRES.
Son los 4cidos grasos no esterificados presentes en una grasa. (Alvarez, 2002)

3.3.3.2 FOSFATIDOS.

Son polialcoholes combinados con acidos grasos, acido fosférico y un compuesto
nitrogenado. La lecitina, el cual es un importante emulsificante en alimentos y la cefalina
son los fosfatidos mas comunes de las grasas comestibles. (Alvarez,2002; Desrosier,
1997).
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3.3.3.3 ESTEROLES.

También denominados alcoholes esteroideos, constituyen una familia de sustancia
que contienen un nucleo comun esteroideo y un radical alcohol. El colesterol es el esterol
mayoritario en las grasas animales pero se encuentran en cantidades traza en los aceites
vegetales. Los esteroles de los aceites vegetales se denominan colectivamente
“fitoesteroles”. (Alvarez, 2002)

3.3.3.4 TOCOFEROLES.

Son componentes minoritarios pero importantes de la mayoria de las grasas de
origen vegetal. Sirven como antioxidantes retardando el enranciamiento y son
precursores de la Vitamina E. (Alvarez, 2002)

3.3.3.5 CAROTENOIDES Y CLOROFILAS.

Los carotenoides son sustancias coloreadas presentes naturalmente en grasas y
aceites. Su color varia desde el amarillo al rojo intenso. La clorofila es el pigmento verde
de las plantas que desempefia un papel esencial en el proceso fotosintético. El nivel de
clorofila naturalmente presente en un aceite vegetal puede ser suficiente para darle una
coloracion verdosa. (Alvarez, 2002)

3.3.4 LIPIDOS POTENCIALMENTE TOXICOS EN ALIMENTOS.

3.3.4.1 ACIDO ERUCICO.

El unico y mas abundante acido mono-insaturado en el reino vegetal, el cual tiene
un gran peso molecular, mas que el &cido oleico, es el acido ertcico, el cual es el principal
componente en la larga e importante familia de las cruciferas, y también presente en una
gran proporcion en los acidos grasos presentes en las semillas pertenecientes a la familia
de las tropaeolacea. Aparte de estas dos familias, no se ha detectado con certeza en la
composicion grasa de otras semillas. (Hildich, 1956).

Las semillas de oleaginosas de la especie Brassica, (semillas de colza y nabo)
tienen la presencia de dos componentes tradicionales que las distinguen de la mayoria de
este tipo de semillas. Ambos componentes, el Acido eriicico y los glucosinolatos, son
considerados como factores antinutricionales para los humanos y para los animales.
Actualmente la situacién ha cambiado y se ha dejado de ver este tipo de aceites como no
comestibles, pues con éxito se ha podido alterar quimicamente, mediante técnicas
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biotecnolégicas, para eliminar el contenido de acido erucico y glucosinolatos.
(Designer,1994). Para el caso del aceite de colza se ha introducido comercialmente,
como 3 tipos de aceite de acuerdo a la calidad de la semilla: HEAR (high-erucic-acid con
un contenido mayor o igual a 50%), LEAR (low-erucic acid con un contenido aproximado
de 3 al 5%), y Canola o conocida como zero-erucic, donde su contenido de acido erucico
es menor al 2% y menor a 30 micro moles de glucosinolatos alifaticos por gramo presente
en aceites comestibles. Por lo tanto el aceite tipo LEAR y el zero-erucic son los mas
utilizados principalmente como aceites comestibles, mientras el tipo HEAR es utilizado
para aplicaciones no comestibles en la industria quimica. (Designer, 1994; Johnson, 1989)
Las especies que contienen acido erticico también presentan cantidades pequerias de
acido linolénico y de acido eicosanoico. (Swern, 1982)

En trabajos anteriores con aceite extraido a partir de la almendra de la semilla de Prunus
serotina (Capulin), el perfil de acidos grasos del aceite mostro elevadas concentraciones
de acido oleico, linoleico y en menores concentraciones pero sobresaliente el acido
erucico, que sobrepasa el limite establecido para consumo humano, asi que mediante un
proceso quimico para el aceite es posible disminuir el nivel de este acido graso para
poder utilizarlo con fines comestibles. (Barbosa, 2003; Hilditch, 1956)

3.3.4.2 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

El acido ertcico (cis-13-docosenoico; C2H.0,; C 2.4 n-9) se notifico por primera
vez en las semillas oleaginosas de la mostaza en 1849, y constituye un importante acido
graso vegetal. Este tiene un punto de fusién de 33.5°C y tiene un indice de yodo de 74.7.
Es soluble en éter y alcohol etilico. Como resultado de su isomerizacién de lugar al acido
Brassidico, trans-13-docosenoico, donde su punto de fusion es de 60°C. Ambos acidos
son productos de la sintesis de una extensién de la cadena de los &cidos oleico y
eleadico. (Hildich, 1954)

3.3.4.3. DANOS PROVOCADOS POR EL CONSUMO DE ACIDO ERUCICO.

El consumo de estos tipos de aceites por los humanos tiene una larga historia,
pero solo hasta los afios setenta se empezd a llevar una investigacion biologica
controlada (Mattson, 1973). Se han observado numerosos efectos histopatolégicos en
varias especies de animales. (Johnson, 1989). Algunos de los dafios, ocasionados por el
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consumo de aceites con alto contenido en acido ertcico que han sido reportados son los

siguientes:

La principal lesién es dafio en el miocardio, empezando por depésitos de
grasa en el musculo cardiaco. Estos estudios se observaron principalmente
en ratas, que por ser un modelo biolégico mas parecido al hombre se puede
esperar que los dafios sean similares en el humano, pero no se sabe
todavia hasta que extremo aparece esta accion en él. Mas adelante aparece
necrosis del miocardio con inmigracién de linfocitos, eosindfilos, células
plasmaticas y macréfagos. Mas tarde hay una proliferacién de fibroblastos y
cicatrizaciéon. No se conoce exactamente a qué dosis empieza a ser nocivo,
los autores varian de 2% a 4% como aporte de calorias de acido ertcico,
para empezar a observar lesiones, pero cuando se aumenta la dosis
aparecen lesiones mas graves. La deposicién de grasa en el musculo
cardiaco va acompaiada por disminucioén del glucogéno, que actua como
sustituto de fuente de energia para el corazén. La acumulacion de grasa en
el musculo cardiaco se presenta desde el primer dia y aumenta la
deposicion con el paso de los dias, llegando a aumentar su contenido de
lipidos 3 o 4 veces mas que lo normal. El contenido de grasa en el corazén
de la rata alcanza su maximo al cabo de una semana de iniciarse la
alimentacién con contenido de acido erucico y después desciende debido a
la adaptacién de las enzimas que degradan las grasas. (Mattson, 1973;
Linder,1995; Johnson, 1989)

Cabe mencionar que también se ha observado una disminucién del
crecimiento en animales como cerdos, ratones, hamsters, patos, pavos y en
pollos, donde se a incluido en su dieta como aporte de calorias alrededor de
un 10-20% para observar un efecto minimo, aceite con contenido de acido
erucico como el aceite de nabo y colza. (Johnson, 1989)

Después de la absorcion intestinal, el acido erticico desaparece rapidamente
del higado y del rifion, pero no del bazo y de los suprarrenales. (Jonson,
1989)

Se ha observado cirrosis en el higado, dafio en rifion, bazo y suprarrenales,
degeneracion testicular en ratas y anemia hemolitica en las especies
estudiadas.( Johnson, 1989; Mattson, 1973)
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e La alimentacion basada en aceites parcialmente hidrogenados con
contenido de acido ertcico presenta una menor acumulacion de lipidos en el
musculo cardiaco. Esto se debe a la disminucién del acido erlcico y a la
limitada absorcion del acido behénico, el analogo saturado del 4cido erticico
y la presencia de acidos grasos trans.

El origen de esta deposicién de grasa en el organismo muy probablemente se
deba a una mayor dificultad de las enzimas para degradar el &cido erlcico en
comparacion, por ejemplo con el acido palmitico.

El acido ertcico desacopla el sistema enzimatico responsable de la oxidacién de
acidos grasos de cadena larga en la mitocondria y posiblemente a nivel de la acil-CoA-
deshidrogenasa. También la triglicérido lipasa es muy poco activa frente al acido ertcico.
Cuando la administracion se prolonga mucho tiempo la actividad de las enzimas se
recupera.

Se ha observado en ratas que fueron alimentadas casi a lo largo de su vida,
muestran dafios degenerativos muy graves en el higado, y una alta incidencia en necrosis
de riflones. Se ha atribuido la acumulacién de acido ertcico debido a que su velocidad de
conversion es muy lenta a diferencia de otros acidos grasos.

Si el contenido de acidos grasos saturados del alimento se eleva manteniendo

constante el 5% de acido ertcico las lesiones del miocardio disminuyen.
El 4cido erucico o sus metabolitos se incorporan de preferencia en los fosfolipidos de las
células del musculo cardiaco, con ello se altera la formacion y la funcién de la membrana
celular, especialmente porque estas células destruyen el acido erucico, lo que puede
tener consecuencias para la funcién de la membrana. (Linder, 1995)

3.4 PROCESO GENERAL DE OBTENCION DE UN ACEITE COMESTIBLE.

Los aceites de oleaginosas pueden ser extraidos de semillas, seguido de un
proceso de refinacion para eliminar la materia indeseable y modificar sus propiedades. A
pesar de que las grasas provienen de diversas fuentes (animales y vegetal), en general
son procesadas para su refinamiento y estandarizacion y asi poder ser consumidas mas
facilmente. Para que un aceite comestible sea considerado de buena calidad no debera
tener olores, ni sabores, ni impurezas indeseables y ser estable a la oxidacion. Algunos

15



ANTECEDENTES

estudios indican que la oxidacién ocurre con mayor facilidad en la cosecha pero los
niveles remanentes de los lipidos oxidados permanecen bajos durante el proceso. El
procesamiento de los aceites esta disefiado en parte para eliminar o destruir productos de
la oxidacion o factores como acidos grasos libres y contaminantes metalicos que puedan
iniciar o propiciar reacciones oxidativas. (Alvarez, 2002)

Las grasas vegetales se obtienen extrayendo el aceite con solventes. En este
proceso el aceite se extrae de la semilla con hexano que después se separa del aceite y
se reutiliza. Las desventajas de éste es que es muy flamable pero debido a su alta
volatilidad no queda resto alguno de hexano en el aceite final. Se pueden buscar
disolventes alternativos que presenten mayor seguridad y/o caracteristicas econémicas
menores. Los aceites y grasas obtenidos directamente tras la extraccion se denominan
aceites y grasas “crudos”. Contienen aun pequeiias cantidades de compuestos naturales
que no son glicéridos que seran eliminados a lo largo de una serie de fases del procesado
llamado refinacién. (Alvarez, 2002)

Los aceites utilizados como alimento, requieren de remover todos los extrafios
componentes para obtener una calidad adecuada para su aplicacién como alimento.
Durante la refinacién, sustancias que afectan la calidad del aceite son removidas o
reducidas en su concentracién. Esto incluye a los acidos grasos libres, los hidratos de
carbono, fosfolipidos, las proteinas y sus productos de degradacion, el agua, pigmentos,
compuestos volatiles, pesticidas, aflatoxinas, metales, productos que favorecen la
oxidacién y otras impurezas del aceite crudo. (Alvarez, 2002; McWilliams, 1989; Watson,
1987)

Los procesos que se llevan a cabo en la refinacion son: 1) desgomado; 2) neutralizacion;
3) blanqueo y 4) deodorizacion.

La Hidrogenacion del aceite también es considerado como parte del proceso de refinacion
en algunos casos, pero para el nuestro lo consideramos como un proceso independiente.
(Watson, 1987)

3.4.1 DESGOMADO.

El procedimiento para eliminar las gomas, resinas, proteinas y fosfolipidos se
denomina: Desgomado. Esta operacion se puede realizar por dos sistemas: uno que
consiste en flocular el aislamiento de la goma para una recuperacion y obtencion de un
subproducto con valor comercial;, y el desgomado por tratamiento generalizado sin
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separacion especifica de la goma. Las grasas crudas que se asume tienen un nivel alto
de fosfolipidos como la lecitina, cefalina (1,5 - 2.5%), que son solubles en el aceite solo en
su forma anhidra, por la cual pueden precipitar por simple hidratacién, la cual se efectia
por agregar del 2-3% de agua y este desgomado se puede mejorar por adicion de acido
citrico o fosforico de esta manera aplicando una centrifugacién se consigue separarios. Al
agregar alguno de estos acidos, y calentando la mezcla a unos 60-70°C, las gomas son
hidratadas y floculadas formando un mucilago que es insoluble en el aceite e
inmediatamente son eliminadas por sedimentacién o centrifugacion.

Durante el proceso es posible la recuperacién de lecitina como subproducto, que es un
gran emulsificante natural utilizado con importancia en la industria alimentaria. (Ziller,
1996; Watson, 1987; Desrosier, 1997, Alvarez, 2002).

3.4.2 NEUTRALIZACION.

El término neutralizacién generalmente se aplica a la operacién de eliminar los
acidos grasos libres y por tradicion esta se realiza con el uso de bases, tales como sosa
caustica (hidroxido de sodio al 12-15%) o lechada de cal. Las grasas crudas siempre
tienen un contenido de acidos grasos libres, el cual representa el grado de acidez de
dicho aceite. El aumento de la acidez se debe evitar al maximo posible, ya que un nivel
alto de estos causan graves pérdidas en el proceso de refinacién. El método mas comun
de la neutralizacion consiste en ei empleo de un alcali de concentracién conocida, el cual
se mezcla con el aceite que se calienta entre 75 a 95°C y después se deja sedimentar la
fase acuosa para posteriormente separar esta fase jabonosa por centrifugaciéon y
proceder a lavar el aceite varias veces con agua caliente y someterlo nuevamente a
centrifugacién intensa. La neutralizacion alcalina realiza una completa eliminacién de los
acidos grasos libres que se transforman en jabones insolubles en el aceite. Del mismo
modo se combinan con el alcali otras sustancias acidas y se eliminan algunas impurezas
del aceite por adsorcién en el jabén formado en el proceso. Se eliminan también todas las
sustancias que se insolubilizan por hidratacién. (Alvarez, 2002)

3.4.3 DECOLORACION O BLANQUEADO

El término blanqueado se refiere al proceso de eliminacion de sustancias
coloreadas para purificar aun mas la grasa o aceite. Normalmente se realiza después de
la neutralizacién. Se utiliza para eliminar pigmentos (clorofilas, carotenoides, xantinas y
gosipol y antocianinas), asi como productos de la autooxidacion. residuos de jabones
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alcalinos, sustancias mucilaginosas, compuestos azufrados, asi como parte del
insaponificable. (Belitz, 1997; Ziller, 1996).

Otros materiales colorantes que se encuentran en las grasas crudas pueden ser

productos de degradacién de los colores naturales o el resultado del procesamiento previo
o el inadecuado almacenamiento. El proceso de blanqueo es un proceso fisico que
consiste en mezclar un material adsorbente (arcillas neutras, arcillas acidas activadas o
carbon activado, siendo este el mas efectivo aunque tiene sus inconvenientes porque es
caro y retiene una gran cantidad de aceite; por esta razon para lograr mejores resultados
a veces se mezclan arcillas neutras con 5-10% de carbén activado) con el aceite y se
somete a calentamiento (aproximadamente a 85°C) para mayor actividad del adsorbente.
El material adsorbente de colorantes son algunas tierras o arcillas, las cuales se obtienen
por activacion fisica o quimica. (Belitz, 1991,Séller, 1996)
Después del blanqueo de grasas que contienen acidos grasos poliinsaturados, es comun
la degradacion de hidroperoxidos formados por la autooxidacién, produciendo un aumento
en el indice de peréxido y desarrollando aromas indeseables. (Alvarez, 2002; Belitz,
1997)

3.4.4 DEODORIZACION .

La deodorizacion es un proceso de destilacion con vapor y a vacio con el objeto de
eliminar componentes traza que proporcionarian olores (aldehidos y cetonas), con bajos
umbrales de deteccion por el gusto y el olfato, procedentes en su mayoria de la oxidacién
del aceite, o sabores no deseados a los aceites y grasas. Esto es posible gracias a las
grandes diferencias de volatibilidad entre las sustancias que dan olores y sabores a las
grasas, y los triglicéridos. Generalmente la presion de vapor de los compuestos odoriferos
es relativamente baja y se requeririan de temperaturas demasiado elevadas si la
destilacion se llevara a cabo a presion atmosférica; de ahi la necesidad de regular esta
operacién a una presion reducida (vacio) y la corriente de un gas inerte para abatir la
temperatura de destilacion y evitar el dafio y descomposicion de la grasa neutra.

Se realiza al vacio también para evitar la hidrélisis no deseada de la grasa. Normalmente
se realiza después del desgomado, de la neutralizacién y el blanqueado. (Ziller, 1996).
Este tratamiento también da lugar a la destruccién térmica de algunas sustancias no
voldtiles de aroma desagradable, y los compuestos volatiles resultantes son entonces
destilados. (Fennema,1993)
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3.4.5 HIDROGENACION

El proceso de la hidrogenacion fue originado en la investigacién de Sabatier and
Senderens durante 1897-1905, demostrando la factibilidad del efecto de la hidrogenacién
en compuestos organicos insaturados, pero estos experimentos eran utilizados solo en
una fase. Un proceso para la hidrogenacion en fase liquida para aceites fue patentada por
Norman en 1903; la cual a su vez fue utilizada por la firma britanica de Joseph Crossfield
and Sons utilizandola en escala limitada para la hidrogenacion del aceite de ballena en
Inglaterra en 1906. Posteriormente fue utilizado en Estados Unidos, debido a la alta
produccion de aceite de algodén, que con el desarrollo de esta técnica fue posible la
transformaciéon a una grasa plastica comestible, muy demandada por la tradicién y
costumbre Norteamericana. En 1909 Procter and Gamble Company patentaron la técnica
de hidrogenacion de aceite de algoddn y en su lugar la dieron a conocer como Shortening
(margarina), o Crisco, nombre comercial, que ain hoy en dia los norteamericanos se
refieren a la manteca; el cual fue lanzando al mercado en 1911.

Es dificil remplazar la importancia del proceso de hidrogenacion en la tecnologia de
aceites y grasas. Este es utilizado en gran escala en el jabén , aceites industriales, en la
industria de aceites y grasas comestibles; para convertir aceites liquidos a grasas mas
duras o plasticas.

Esta técnica ha tenido un gran efecto a nivel mundial en la economia de la
agricultura, porque por este medio ha sido posible utilizar aceites vegetales altamente
insaturados para obtener subproductos de semillas para la alimentacion animal. (Swern,
1982)

La hidrogenacién es la adicion de hidrogeno a los enlaces etilénicos o dobles
enlaces de las cadenas de los acidos grasos de los triacilglicéroles por la reaccién de
hidrégeno en la presencia de un metal que actia como catalizador.

ACEITE LiQUIDO CATALIZADOR GRASA SOLIDA

Lt

COOH-CH,CH=CH-R HIDROGENO COOH-CH-CH-CH-R
Figura 5. Reaccion de hidrogenacion.
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Los objetivos fundamentales de la hidrogenacion son tres:

1 Permite la conversion de los aceites liquidos en grasas semisdlidas o
plasticas mas adecuadas para aplicaciones especificas, como en los
shortenings. (Ver. Glosario)

2. Reducir el grado de insaturacion y por lo tanto, la velocidad de oxidacién
aumentando la estabilidad.
3. Modificar las caracteristicas fisicas especialmente el comportamiento de

fusion y cristalizacion de un aceite haciéndolo mas util para ciertas
aplicaciones especificas. En este caso es especialmente el grado de
isomerizacion cis-trans producido durante la hidrogenacién (Fennema,
1993, Wong, 1995)
La composicion y las caracteristicas fisicas y quimicas de los productos
hidrogenados, varia de acuerdo a las posiciones de los dobles enlaces, ademas de
la isomerizacién que acompaiia la reaccion y es altamente dependiente de las
condiciones de hidrogenacién asi como de la intensidad con que se presentan las
reacciones que dan lugar a las transformaciones. (Badui, 1993 ; Swern,1982)

£ Mecanismo

La hidrogenacién puede llevarse a cabo siempre y cuando todos los reactivos estén
juntos — el aceite insaturado, un liquido, el catalizador( que es sdlido) y el gas hidrégeno.

Las tres fases del sistema —gas, liquido y sélido- son puestos juntos en un reactor
de calentamiento y agitacién con disponibilidad de hidrégeno. El hidrégeno debe ser
disuelto en la fase liquido-sélido antes de que la reaccion ocurra ya que este tiene que
estar disponible para la reaccion. El hidrégeno debe estar difuso en el liquido y pasar a la
superficie del catalizador. En general, por lo menos uno de los reactivos debe ser
quimicamente adsorbido en la superficie del catalizador. Como sea, la reaccién entre los
hidrocarbonos insaturados y el hidrégeno, interviene la superficie de intermediarios
organometalicos. (Swern, 1982)

Los aspectos quimicos de la hidrogenacion estan lejos de conocerse aun con
precision; pero pueden estar implicadas las siguientes etapas.
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1. El doble enlace se absorbe, mediante interacciones de tipo x, en la
superficie del catalizador metalico.

2. Un &tomo de hidrégeno de la superficie metalica se transfiere a uno de los
carbonos del doble enlace, y el otro carbono se une, por un enlace o, a la
superficie de metal.

3. Se transfiere un segundo hidrégeno liberando el producto saturado.

La primera etapa de la reaccion es reversible, con el atomo de hidrégeno retenido al
metal y "desorbiéndose” la molécula. La isomerizacién cis-trans tiene lugar
usualmente con una rotacion del enlace C-C. También puede cambiar la posicién
del doble enlace si la reaccion inversa tiene lugar en el grupo metileno vecino del
doble enlace. (Figura5y6) (Wong, 1995)
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Figura 6. Reacciones de semi-hidrogenacion. El asterisco Indica la umon con el metal.
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Figura 7. Mecanismo de hidrogenacién. (Wong, 1995)

El aceite empleado para la hidrogenacion debe ser refinado y con un minimo de
materiales extrafios; de preferencia se desea que el contenido de agua no sea mayor a
0.05% ya que si es superior en las condiciones de operacién puede inducir la hidrélisis de
los triacilglicéridos y la liberacion de &cidos grasos que, ademas de envenenar el
catalizador, se concentran en el espacio superior del reactor e impliden la circulacion del
hidrogeno; los fosfolipidos, los metales, los jabones, el fosforo, CO;, amoniaco y azufre
llegan a bloquear la superficie activa del catalizador y reducen su eficiencia. La oxidacién
de los lipidos insaturados, produce hidroperdxidos que se descomponen faciimente en
sustancias que se absorben sobre el metal, de manera que reducen la eficiencia del
proceso.
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También se requiere un control estricto sobre la pureza y la calidad del hidrégeno ya que
es preciso que esté bien seco y libre de gases indeseables.

La hidrogenacién parcial puede dar lugar a la formacion de una mezcla
relativamente compleja de productos de reaccion, dependiendo de los dobles enlaces que
se hayan hidrogenado, del tipo y grado de isomerizacion y de las velocidades relativas de
las distintas reacciones. (Fennema, 1993)

/ Isolinoleato —— isooleal\
Iinoleat04

linolenato————» oleato——» esterato

K; K; Ks
Linolenico —™Linoleico —® Oleico  —— Estearico

Figura 8 . Ejemplo de posibles reacciones que puede experimentar el linoleato durante la hidrogenacion.

El término " selectividad” se refiere a la velocidad de hidrogenacién relativa de los
acidos grasos mas insaturados con respecto a los menos insaturados.

La selectividad se favorece cuando: a) la concentracion de hidrogeno se mantiene
baja en la superficie del catalizador; b) se utilizan temperaturas de 160 a 200°C; c) se
emplea una mayor cantidad de catalizador; d) se agita lentamente; e) la presion es baja
entre 0.5 y 1 atmésferas, y f) se emplean catalizadores muy especificos. (Badui, 1993;
Belitz, 1997; Fennema, 1993)

Los 4 principales parametros de reaccion en la hidrogenacién son: la temperatura,
la presion, agitacion y la concentracién del catalizador. Por supuesto, el tipo de aceite o el
tipo de catalizador, también determina el producto obtenido por la hidrogenacion.

& Temperatura: A temperaturas altas se incrementa la solubilidad del
hidrégeno en el aceite, la formacion de enlaces frans aumenta linealmente,
aumenta la capacidad de reaccion en la superficie del catalizador.
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& Presion: A bajas presiones el hidrogeno disuelto en el aceite no cubre
completamente la superficie del catalizador, lo que permite saturar los
dobles enlaces.

& Agitacion: Ayuda a disolver el hidrégeno, a conseguir una mezcla uniforme
entre el catalizador y el aceite, y a disipar el calor de la reaccién.

@& Catalizador: La consideracion econémica es la que dictamina el uso de un
catalizador, y se diferencian en el grado de selectividad que ofrecen. El
niquel es distribuido en varios soportes, es el metal utilizado casi
invariablemente a nivel comercial para hidrogenar grasas. Sin embargo,
también se dispone de otros catalizadores como el cobre, diversas
combinaciones de cobre y cromo ; entre estos destacan los del grupo
platino cuya efectividad, en orden decreciente es: paladio, rodio y platino;
sin embargo no suelen usarse comercialmente porque son muy costosos y
sensibles al envenenamiento, en particular el paladio es considerablemente
mas eficaz ( en funcién de la cantidad de catalizador requerido) que el
niquel, aunque produce una gran cantidad de isémeros posicionales y
geométricos, favorece la hidrogenaciéon selectiva. La mayoria de los
catalizadores comerciales, tienden a aumentar el contenido de a&cido
estedrico y de acidos grasos trans. (FAO, 1997; Fennema, 1993;
Hernandez, 1998; Swern, 1982).

Durante la hidrogenacion los dobles enlaces presentes en el aceite, pueden ser
saturados o isomerizados. En el caso de ser isomerizados pueden ocurrir dos tipos de
isoméros : posicionales y/o geométricos, ambos se forman en la superficie del catalizador.

Los cambios en el grado de saturacion y en la configuracién de isdémeros del acido
graso producidos en la hidrogenacién tienen un profundo efecto no sélo en el aumento de
la estabilidad sino también en el comportamiento de fusion, indirectamente en el habito
cristalino de los triglicéridos.

Cabe recordar que los acidos grasos trans tienen puntos de fusion mayores que
los cis. El avance de la hidrogenacion se controla facilmente, midiendo el cambio del
indice de refraccién, que esta relacionado con el grado de saturacion del aceite. Es muy
importante controlarla ya que la hidrogenacion excesiva provoca la formacién de grasas
duras y quebradizas compuestas principalmente por ftriacilglicéridos saturados. Se
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controla la intensidad del proceso de hidrogenacion para conseguir la estabilidad y/o
propiedades fisicas requeridos en el producto final. (Badui, 1993; Fennema, 1993, Swern,
1982; Voclavick, 1998; Wong,1995)

3. 5 ACIDOS GRASOS TRANS

En la hidrogenacion industrial de los aceites, se produce una cierta isomerizacion
de los dobles enlaces, pueden cambiar de configuracién cis a trans (isomerizacién
geométrica) o cambiar de posicion dentro de la cadena de atomos de carbono
(isomerizacion posicional).

Los acidos grasos en trans son acidos grasos insaturados que tiene al menos un
doble enlace en configuracion trans. Los acidos grasos en trans mas frecuente son los
monoinsaturados, pero también pueden encontrarse isémeros diinstaurados con
configuraciones cis, trans o trans, cis. En los acidos grasos monoinsturados en trans
procedentes de aceites parcialmente hidrogenados, el doble enlace tiende a distribuirse
normalmente entre las posiciones 9y 11, con una gama de 5 a 15. (Fennema, 1993; FAO,
1997).

3.5.1 PRESENCIA EN LOS ALIMENTOS

Los acidos grasos frans se encuentran en las margarinas y grasas de reposteria
(shortenings) que contienen aceites de pescado ¢ vegetales parcialmente hidrogenados,
grasas comerciales para freir. Otras fuentes son la carne de res de los rumiantes por un
proceso de hidrogenacién que se da en el rumen, la mantequilla y las grasas lacteas.
Los acidos grasos en trans representan aproximadamente el 5% del total de los acidos
graso en productos vacunos y ovinos, mientras que en las grasas hidrogenadas
comercialmente pueden representar mas del 50%.
De estos el 50% del consumo de acidos grasos frans provienen de alimentos animales; el
50% restante proviene de aceites vegetales hidrogenados.
El consumo promedio de acidos grasos frans se estima en 7 a 8% del consumo de
grasas. (Fennema, 1995; FAQO, 1997; Mahhan, 1993)
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3.5.2 ACIDOS GRASOS TRANS Y ENFERMEDADES CRONICAS

Aunqgue se sabe que los acidos grasos trans no son equivalentes biolégicamente a
sus isomeros cis, falta un conocimiento preciso con respecto a su accion fisiologica y
metabolismo y a sus efectos sobre la salud a largo plazo.

Estudios clinicos y epidemiolégicos sugieren que los mayores consumos de acidos
grasos trans se relacionan con un aumento en el riesgo de cardiopatia coronaria, cancery
otros padecimientos cronicos.

Esta demostrado que los acidos grasos frans inhiben la desaturacién y elongacion
del acido linoleico y el linolénico alfa para formar acidos grasos esenciales de cadena
larga.

Los acidos grasos trans:

@ Se considera un aumento de la lipoproteina Lp (a), el cual es un
factor independiente del riesgo de las enfermedades
cardiovasculares.

5 Los acidos grasos isoméricos de los aceites vegetales parcialmente
hidrogenados parecen generar hipercolesterolemia.

@ Elevan los niveles de las LDL (Lipoproteinas de baja densidad), y
pueden reducir los de las HDL (Lipoproteinas de alta densidad)
aumentando el riesgo de arteroesclerosis y de enfermedades
coronarias del corazén.

Se recomienda a los productores de alimentos que se reduzcan en lo posible la
isomerizacion de los acidos grasos. Es inaceptable que se utilicen mensajes publicitarios
como “bajo en saturados” cuando un producto es rico en isomeros en trans (insaturados).
Los gobiernos deben vigilar el consumo de los isomeros de los acidos grasos y regular las
declaraciones de propiedades de los productos que los contienen. (FAO, 1997; Mahhan,
1993)

3.6 PERFIL DE ACIDOS GRASOS

Los métodos modernos de procesamiento industrial y la preocupaciéon de los
aspectos de salud y seguridad de los nuevos aceites y productos grasos que se utilizan
en la dieta han conducido al desarrollo de técnicas y procedimientos analiticos para
obtener informacion detallada acerca de su naturaleza, caracter y composicion.

26



ANTECEDENTES

Los nuevos procedimientos también son de utilidad para identificar el origen
biolégico de aceites y grasas y la presencia de grasas extrafias, con la ayuda de la
cromatografia de gases se pueden realizar todos estas identificaciones. (Barbosa, 2003)

3.6.1 CROMATOGRAFIA DE GASES.

La composicion de acidos grasos se ha determinado por cromatografia de gases,
resonancia magnética, UV, espectroscopia Infrarroja y analisis térmico gavimétrico. La
introduccién comercial de la cromatografia de gases hizo posible la determinacién de los
acidos grasos en los aceites y las grasas tras efectuar la conversion de los ésteres de
triglicéridos metilicos que son mas volatiles. En la actualidad, gracias a las fases
estacionarias novedosas, al avanzado equipo de cromatografia de gases y al uso de
columnas capilares que tienen gran poder de resoluciéon, se conoce con detalle la
composicion isomérica, geométrica y posicional de los triglicéridos en los acidos grasos.
Sin embargo con fines mas generales se pueden utilizar procedimientos mas sencillos de
cromatografia de gases que se basan en columnas no tan especificas y un detector de
ionizacion de flama que permiten obtener perfiles de acidos grasos con suficiente detalle.
(Barbosa, 2003)

Un soluto gaseoso ( o el vapor de un liquido volatil) es transportado por una fase
movil gaseosa. La fase estacionaria suele ser un liquido no volatil que recubre el interior
de la columna o un soporte sélido de grano fino. Esta forma mas comun de cromatografia
de gases se llama cromatografia de gas-liquido.

Una muestra de liquido volatil se inyecta a través de un septo de goma (un disco
delgado) en un puerto volatil de inyeccion caliente, recubierto de vidrio o metal, donde se
vaporiza la muestra. Las muestras gaseosas pueden inyectarse con una jeringa de cierre
hermético o a través de una valvula de muestreo de gas. La muestra es arrastrada
rapidamente hacia la columna por un gas portador inerte (que suele ser He, N, o H;) que
actia como fase moévil. Después de pasar por la columna que contiene la fase
estacionaria, los solutos separados fluyen por un detector, cuya respuesta se visualiza en
un registrador o una computadora. No es necesario que la temperatura de la columna sea
mayor que el punto de ebullicion de todos los solutos. Sélo debe de ser lo bastante
elevada para que cada soluto tenga suficiente presion de vapor a fin de ser eluido en un
tiempo razonable. El detector se mantiene a mayor temperatura que la columna, de modo
que en ésta todos los solutos estan en fase gaseosa. Los solutos que salen del
cromatografo de gases pueden colectarse para su identificacion o enviarse directamente a
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un espectrometro de infrarrojo o de masa para el andlisis inmediato de cada pico
cromatografico. (Alvarez, 2002; Barbosa, 2003)

3.7 PARAMETROS FISICOQUIMICOS PARA LA CARACTERIZACION DE
GRASAS Y ACEITES.

Los parametros fisicos y quimicos son muy utilizados para poder caracterizar y
detectar una posible adulteracion. También para identificar los cambios quimicos y fisicos
inducidos por procesos a los que son sometidos como el refinamiento de las grasas y
aceites.

3.7.1 DENSIDAD.

La densidad relativa de un aceite (20°C) se define como el cociente entre la masa
aparente, que se determina mediante pesada en el aire, de un volumen dado de la grasa
a una temperatura (t°C) y la del mismo volumen de agua a 20°C; la densidad aparente a
una temperatura de t°C es la masa aparente en gramos, determinada mediante una
pesada en el aire de 1 ml de grasa a la temperatura t. La densidad de un aceite siempre
debe determinarse a una temperatura por lo menos 10°C por encima de su punto de
fusion, pero preferiblemente por debajo de 65°C. El valor de la densidad se utiliza
principalmente para calcular el peso del aceite contenido en grandes depositos fijos. El
volumen del depédsito se puede determinar facilmente mediante calibrado asi como la
temperatura. La medida cuidadosa de la densidad del aceite a una temperatura t puede
utilizarse, por tanto, para calcular su peso. La gravedad especifica de aceites y ceras
varia de 0.88 a 0.99 la determinacién generalmente se establece con un hidrémetro,
balanza hidrostratica o un picnémetro.

La densidad expresa la relacion masa del lipido entre la masa del agua. Indica una
relacion directa con el estado del insaturacion e inversa con el peso molecular. Es decir, la
densidad de acidos grasos y glicéridos es mayor, cuanto menor sea su peso molecular y
mayor sea su insaturacion. (Alvarez, 2002; Ruiz, 2000)

3.7.2 INDICE DE REFRACCION

El indice de refraccion de una muestra es un valor que relaciona el angulo de
incidencia de un rayo luminoso sobre una muestra con el angulo de refraccion. Mide el
cambio de direccién que se produce cuando un rayo de luz pasa a través de la sustancia
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problema. Constituye un medio valioso para comprobar la calidad de aceites y grasas; util
para procesos de identificacion, determinar pureza y ademas para observar el progreso
de reacciones como la hidrogenacién catalitica y la isomerizacién. Es una caracteristica
importante, debido a la facilidad y rapidez con la que puede ser determinada con
precision, la pequeiia cantidad de muestra que se necesita, y la relacién que guarda con
la estructura de la sustancia.

El indice de refraccién varia con la longitud de onda de rayo de luz refractado y con
la temperatura; se indica con la notacién n' para t°C.

La relacién entre el indice de refraccién y la estructura de los acidos grasos y de
glicéridos puede ser generalizado de |a siguiente manera:

@ El indice de refraccion de las grasas y acidos grasos aumentan con
el incremento del largo de la cadena hidrocarbonada.

& Los indices de refraccién de grasas y acidos grasos aumentan con el
numero de dobles enlaces y con el incremento en la conjugacién.

@ Los indices de refraccion de glicéridos simples son
considerablemente mayores que aquellos que presentan los acidos
grasos correspondientes.

@ Los indices de refraccion de glicéridos mixtos son, en general,
cercanos a aquellos que presentan sus correspondientes mezclas o
glicéridos simples.

P Los indices de refraccion de los monoglicéridos son
considerablemente mayores que aquellos que presentan los
correspondientes triglicéridos simples. (Alvarez, 2002; Less, 1992;
Ruiz, 2000)

3.7.3 PUNTO DE FUSION

Es una propiedad que se considera de importancia primaria en los aceites y
grasas. Los aceites son exactamente una mezcla de triglicéridos los cuales su punto de
fusion se encuentra por debajo de la temperatura ambiente, y la grasa tiene un punto de
fusion cercano a la temperatura ambiente. Los acidos grasos puros, ésteres y glicéridos
presenta polimorfismo, es decir, son capaces de solidificar en mas de una forma cristalina
poseyendo cada forma un punto de fusion y densidades distintos.

Los aceites y grasas naturales son mezclas de varios glicéridos, los cuales no
tienen un punto de fusion definido, pero si tienen un rango de temperatura a la cual se
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fusionan todos los glicéridos; es decir, que la estructura es una caracteristica importante
que influye directamente en el punto de fusién . Los puntos de fusién de los acidos grasos
incrementan con el aumento de la longitud de la cadena y disminuyen cuando los acidos
grasos llegan a ser mas insaturados. (Alvarez, 2002)

3.7.4 INDICE DE YODO

Se define como el peso de yodo ( en gramos) absorbido por 100 gramos de grasa
o aceite bajo condiciones estandar.

Los glicéridos de los acidos grasos no saturados presentes se unen con una
cantidad de halégeno y el valor de yodo es una medida del grado de insaturacién. El
indice de yodo representa el grado de insaturacién real solo cuando los doble enlaces no
se hallan conjugados y la estructura del acido graso no impida la entrada del halégeno. En
la tabla 1 se indica una clasificacion para grasas y aceites algunos de los cuales tienen la
propiedad de formar una pelicula fuerte y sélida cuando se desecan en el aire. Tales
aceites se conocen como aceites secantes, utilizandose en la elaboracion de pinturas y
barnices; contienen un gran numero de acidos grasos no saturados. Los aceites
clasificados como no secantes, ni se secan, ni forman peliculas duras. Finalmente la
industria admite un tercer grupo, el de los aceites semisecantes, que forman peliculas con
gran lentitud. Las grasas naturales menos insaturados con valores de yodo bajos son
solidas a temperatura ambiente y por el contrario los aceites que estan mas insaturados
son liquidos indicando una relacién con el punto de fusién. A medida que aumenta el
grado de insaturacién, es mas probable que la grasa o el aceite sufra enranciamiento por
oxidacion. (Alvarez, 2002; Ruiz, 2000)

Tabla 1. Clasificacién de grasas y aceites segun su Indice de Yodo.

Grupo* Ejemplo indice de Yodo
~ Ceras - <30
Grasas Animales Mantequilla, Manteca de cerdo 30-70
Aceites No Secantes Aceite de Oliva, Cacahuate 80-110
Aceites Semisecantes Aceite de semilla de Algodén, Soya 80-140
Aceites Secantes Aceite de Linaza, Girasol 125-200

* Algunos autores relacionan también la propiedad de secante de una grasa o aceite con el contenido
de 4cido linolénico. En general, cuando la concentracion de éste acido llega a un 35%, el aceite o
grasa no se considera apto para el consumo humano y si como secante (Swern, 1979)
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3.8 ESTUDIO TOXICOLOGICO IN VIVO

Se considera como todxica toda la accién fisiolégica perjudicial al organismo. De
acuerdo a la Ley General de Salud, se denomina téxico al agente quimico que, integrado
en el organismo altera procesos bioquimicos fundamentales.

De este modo tendremos sustancias altamente téxicas que produciran efectos
nocivos a bajas dosis y sustancias débilmente téxicas que acarrearan efectos nocivos
solo si se utilizan o administran en dosis elevadas.

Por lo tanto, la toxicidad de cualquier sustancia, debe considerarse siempre en
relacion con la dosis, no hay grupo de sustancias toxicas y otro de sustancias no téxicas,
sino Unicamente diferencias en el grado de toxicidad.

Los conceptos como:
@ Dosis, es decir, de cantidad de sustancia absorbida,
@ Vias de administracion (ingestion, inyeccion, etc.)
@& Frecuencia de administracién (administracién unica o repetida),
{5 Grado de toxicidad,
@& Tiempo necesario para que aparezcan los efectos, son indispensables para
determinar el nivel de toxicidad de un producto.

Actualmente las exigencias de seguridad obligan, en todos los campos, que se
evalden los niveles de riesgo que puede presentar un determinado producto para el
hombre y para el medio ambiente. (Cheftel,1989; Derache, 1990; Ley general de
salud, 1994)

3.8.1 VARIABLES GENERALES
Es necesario disponer del maximo de datos que den informacion sobre las
caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia estudiada. Estos datos:
& Permiten definir las condiciones de manipulacién y almacenamiento
de dicha sustancia,
@ ciertos modelos experimentales especialmente en relacion a la via o
al modo de adrainistracion,
@ contribuyen a aportar una explicacién para la aparicion de algunos
fendémenos toxicos
@ y comprobar que la sustancia estudiada tenga siempre las mismas
caracteristicas.
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3.8.1.1 Eleccién del modelo biolégico.

A pesar de que existen especies que presentan similitudes con el hombre, ninguna
de ellas permite una extrapolacion directa de los efectos encontrados en el animal al caso
humano. Dependiendo del tipo de efecto toxicolégico estudiado tendremos que el ratén, la
rata, el conejo, el perro y el mono u otras especies seran, cada una en un caso
determinado, la que mas se acerquen a la especie humana.

La eleccion de una especie depende de los siguiente elementos: modelos
biolégicos mas adecuados (toxicologia comparativa), la disponibilidad en un determinado
momento, la facilidad de manipulacién del animal, las condiciones de manutencién que
requieren, un periodo de crecimiento corto, etc. De este modo para los estudios de
administracién oral, cutanea o por inhalacién, los animales preferidos son los roedores,
especialmente las ratas y el ratén. (Derache, 1990)

3.8.1.2 Eleccion de la via de administracién

La mayoria de los estudios realizados dentro del campo de la seguridad en la
alimentacion eligen la via oral. En este caso, el producto puede administrarse con ayuda
de una sonda esofagica o estomacal, mezclando el téxico en la comida o en el agua de
bebida de los animales. El primer método es el mas utilizado para los estudios cortos, el
segundo para los estudios de largos periodos. El estudio de toxicidad aguda necesita
utilizar fuertes dosis de sustancias, obteniendo asi intoxicaciones en animales; ademas
esta autorizada con ciertas reservas, la extrapolacion al hombre en caso de absorcién
masiva voluntaria o accidental. Por lo general los téxicos deben administrarse por la
misma via por la cual los seres humanos quedarian expuestos. Cuando se ha de
administrar un sustancia quimica por tal modo debe darse por alimentacion forzada.
Usualmente se requiere un medio portador para disolver o suspender el téxico a fin de
facilitar su administracion. Aun cuando el téxico sea liquido, puede necesitar un diluyente.
El medio per se debe tener poco o ningun efecto de toxicidad, y no debe reaccionar con
el toxico. Los medios portadores (vehiculos) comunes son disolventes como agua,
solucién salina, gomas vegetales y derivados de celulosa. (Derache, 1990; Lu,1995)

3.8.1.3 Duracién del tratamiento

En funcién de un cierto nimero de criterios los efectos esperados pueden
aparecer rapidamente o después de un periodo de latencia. Depende de la especie
animal elegida, y de su longevidad. Por ello la duracioén de estos estudios es muy variable.
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Los estudios toxicolégicos de acuerdo al tiempo de interaccion del agente toxico con el
organismo de prueba se dividen en tres categorias. (Derache, 1990)

@ Estudios de toxicidad aguda, los cuales implican una sola administracién de
la sustancia quimica bajo el control de una prueba o varias administraciones
por un periodo de 24 horas.

5 Estudio de toxicidad a corto plazo (subagudos o subcrénicos). En los
cuales intervienen administraciones repetidas, sobre una base diaria o de 5
veces por semana en un periodo de alrededor del 10% de la esperanza de
vida del organismo usado, es decir, de 14 a 28 dias en ratones.

& Estudios de toxicidad a largo plazo (crénicos), que implica administraciones
repetidas en un periodo de toda la vida de los animales de prueba o cuando
menos en una fraccion importante de ella por ejemplo 18 meses en ratones.

3.9 TOXICIDAD AGUDA

La evaluacion de la toxicidad aguda se efectia administrando la sustancia o las
sustancias problema una sola vez, con el fin de establecer, la dosis que provoca la muerte
del 50% de los animales de la experiencia o causa un efecto no deseado.

La toxicidad aguda de una sustancia se expresa por la cantidad en mg/kg
necesaria para matar el 50% de los animales de estudio, lo que se acostumbra denominar
“DLso" (Dosis Letal Media). (Tabla 2)

Tabla 2. Clasificacion de productos téxicos (por via oral).

Categoria DLso (dosis unica) €N raton
""" Supertéxico 5 mg/ kg 0 menos
Extremadamente téxico 5-50 mg/kg
Altamente tdxico 50-500 mg/kg
Moderadamente toxico 0.5-5 g/kg
Ligeramente toxico 5-15g/ kg
Practicamente no toxico > 15 g/kg

El estudio de la toxicidad aguda permite:
@ Calcular una dosis o concentracion letal 50, que es por definicién la
expresion estadistica de la dosis o de la concentracion Unica de una
sustancia.
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@& Definir la naturaleza de los efectos téxicos observados,
estableciendo una relacion directa entre su intensidad y la dosis o
concentracion administrada.

& Prever, o como minimo tener informacion, sobre los riesgos a los
que se expone el hombre después de una administracién o
exposicién a dosis especialmente elevada (accidente, intento de
suicidio).

& Y finalmente ofrecer recomendaciones sobre cémo llevar a cabo los
estudios toxicolégicos de mas larga duracion.

Se debe realizar sobre grupos homogéneos de animales que reciben la sustancia
a estudiar en concentraciones crecientes, de modo que podamos calcular por una
férmula matematica la dosis que provoca la muerte del 50% de los animales. Este
valor dosis o concentracion letal 50 (DLsy), calculado por un procedimiento
estadistico debe acompaiiarse siempre por unos limites de confianza, indicando la
estimacion del error en el valor obtenido. La via de administracion preferencial es
la oral. La via percutanea (aplicacion sobre la piel) y la via respiratoria (inhalacién)
pueden también utilizarse. La duracién del periodo de observacion de los
animales, puede durar de 24 a 48 horas hasta 14 dias. Las especies con las que
se realizan los estudios de toxicologia aguda son el ratén, la rata y ocasionalmente
el conejo.
Durante el ensayo de toxicidad aguda anotamos:
@ Los sintomas de intoxicacion
@& La mortalidad
@ Las posibles lesiones de los ¢rganos mediante un examen
macroscopico realizando una necropsia de los animales que no
sobrevivieron durante el periodo de observacion y de los animales
supervivientes al final del periodo.

Los ensayos de toxicidad aguda aportan mucha informacion, especialmente al
observador que sepa identificar los sintomas de intoxicacion. Pero estos ensayos
tienen limitaciones. No es aconsejable dar excesiva importancia al calculo de la
DLs,, con el fin de observar un valor de extremada precisién. Es una variable
aleatoria que puede calcularse sin necesidad de sacrificar un nimero excesivo de
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animales, conservando asi una minima ética cientifica. Por otro lado, los
resultados obtenidos (efectos téxicos) no indican los posibles efectos que se
obtendrian después de una administracion reiterada de la sustancia a estudiar.
(Cheftel, 1989; Derache, 1990; EPA, 1996; Lu, 1995)
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DIAGRAMA GENERAL DE LA INVESTIGACION

FIGURA 9. DIAGRAMA GENERAL DE LA INVESTIGACION.
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4. METODOLOGIA.

A continuacion se presenta la descripcién de cada bloque del diagrama de trabajo,
destacando los puntos mas relevantes.

4.1 ORIGEN DE LA SEMILLA
La semillas de capulin pertenecen al pueblo de Azayanca, la compra se realiz6é en
Huamantla, municipio de Tlaxcala. La extraccién de las semillas se realizé mediante
lavados con agua para eliminar la pulpa y se secaron al sol.

4.2 LIMPIEZA Y SELECCION DE LA SEMILLA.

Contando con suficiente semilla de capulin, se procedié a seleccionar la semilla
para eliminar cualquier material extrafio, asi como aquellas semillas dafiadas fisica,
quimica o biolégicamente. Debido a que esta semilla tiene un alto contenido de grasa, las
semillas seleccionadas, se almacenaron en un recipiente insuflandoles nitrégeno y en
refrigeracion hasta su uso.

4.3 DESCASCARADO
Fundamento:

Obtener la almendra por un método manual y mecanico, con fin de obtener la mayor
cantidad de materia prima necesaria para efectuar la extraccion.

Equipo:
g Molino de Materiales BICO mod. UD32 ( Figura 13)

Material:
@ Pistilo
@ Franela

Procedimiento:
Las semillas seleccionadas se romperan con la finalidad de obtener la almendra
entera y en esta parte inicial se determinaran parametros fisicos (tamafo, peso, peso

hectolitrico entre otros) y también la relacién porcentual de cascara y almendra (Moreno,
1984).
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Figura 11. Fotografia de la almendra de Capulin

Para separar la almendra de la cdscara se puede realizar de forma manual,
utilizando un pistilo, colocando las semillas sobre un trapo ligeramente humedo y
colocando sobre el un par de puiios de la semilla, golpeando sobre ellas en una base fija.
Posteriormente recolectar la almendra y desechar la cascara.

También se puede realizar de manera mecanica mediante un Molino de Minerales
BICO mod. UD32, en el cual solo es necesario ajustar la separacion de los discos para
no pulverizar la cascara junto con la almendra.
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Figura 12. Fotografia del Molino de Minerales BICO mod. UD32

4.4 PARAMETROS FiSICOS.

4.4.1 DIMENSIONES.
Se refiere a la toma aleatoria de la materia prima integra que se tiene para
determinar y caracterizar fisicamente la muestra.
Las dimensiones se determinaron tanto para la semilla como para la almendra.
Instrumento.
< Vernier Stainless Hardened

Procedimiento:

Se mide con el vernier, el largo y ancho de la almendra; y para el caso de la
semilla se mide el diametro. La determinacién se realizé con 20 unidades elegidas
aleatoriamente.

4.4.2 PESO HECTOLITRICO.

Fundamento:

El peso hectolitrico es el criterio mas utilizado para determinar el grado y la calidad
de los cereales. Se cuantifica midiendo el peso de una muestra representativa del lote
que ocupa un volumen estandarizado, es decir la densidad aparente del grano.
Generalmente el valor se expresa en kg/hl (100 litros). Se relaciona con la densidad real
del grano. (Serna, 1996)
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Material.
<4 Probeta 100 ml marca KIMAX No. 20024 + 0.60 ml
<} Balanza Analitica

Procedimiento:

La probeta ya tarada previamente se llené con el material (semilla y
almendra), hasta la marca de 100 ml , tratando de acomodar con ligeros golpes sobre la
mesa.

Se realizé la determinacién cuatro veces. El peso volumétrico corresponde a el
peso en gramos de las semillas contenidas en la probeta y entonces se saca la relacion
de Kg por HL (100 ml). La determinacién se realiz6 4 veces del mismo lote considerando
de manera aleatoria y tratando de homogeneizar previamente el lote.

4.4.3 PESO DE LA SEMILLA Y ALMENDRA.
Fundamento:
Para conocer el peso unitario promedio de la semilla y la almendra que se utilizaron
para este estudio.
Material.
< Balanza Analitica.

Procedimiento:

Tanto de la semilla y de la almendra tomar 50 unidades de cada uno y pesar, esto
se realizd 4 veces, de tal manera que el peso obtenido de cada uno dividido entre 50 y se
obtiene el peso unitario para la semilla y la almendra respectivamente.

4.4.4 RELACION CASCARA-ALMENDRA.
Fundamento:
Para conocer el porcentaje de la semilla que equivale a la cascara y cuanto a la
almendra.
Material.
< Balanza Analitica
4 10 puiios de semilla tomados aleatoriamente
< Pistilo
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Procedimiento:

Pesar 10 pufios de la semilla, y de forma manual, romper la cascara y separar la
almendra y la cascara. Pesar la cascara de cada pufio. Restar del peso de la semilla de
cada pufio menos el peso de la cascara de cada puiio. Asi se obtiene por diferencia el
peso de la almendra, de esta manera se relaciona como el peso equivalente al 100% a la
semilla completa y el peso de la almendra por una relacion que tendra su equivalente en
porcentaje.

4.5 MOLIENDA.

La almendra entera fue molida en un molino mecanico THOMAS WILEY mod. 4
hasta obtener la almendra fraccionada, utilizando una malla con tamaiio de particula de 4
mm.

4.6 METODO DE EXTRACCION DE LA GRASA.
Fundamento:

Las grasas vegetales se obtienen extrayendo el aceite con solventes . En este
proceso el aceite se extrae con hexano que después se separa del aceite y se reutiliza.
Debido a su alta volatilidad, en el aceite final no queda resto alguno de hexano.
(Ziller,1996)

Equipo.
& Extractor Liquido-Sélido Pignat No. 9604019
& Rotavapor

Material y Reactivos:
@ Almendra fraccionada (aproximadamente 2.5 kg)
@ Hexano grado Q.P (2 galones)
Procedimiento.
Contando con suficiente almendra de capulin fraccionada (aprox. 2.5 kg) se procedié
a desengrasar, utilizando un dispositivo tipo Soxhlet pero en un extractor liquido-sélido a
mayor escala (Figura 14) el cual fue lavado y enjuagado perfectamente, y secado
previamente. Se llena la calceta contenida en el reactor con la almendra fraccionada,
antes de adicionar el disolvente es necesario verificar que el extractor este prendido, junto
con la bomba de vacio ademas que las llaves de los contenedores estén cerradas. Una
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verificado lo anterior, se adiciona el disolvente hexano en el reactor aproximadamente 1
galon, se cierra y se programa la temperatura de ebullicion del hexano (58.74°C a 585
mm Hg, presion de la Ciudad de Meéxico) y se deja en remojo y calentamiento
aproximadamente 6 horas durante 3 dias consecutivos.

Al término de cada remojo, es necesario esperar a que baje la temperatura del
reactor, una vez a temperatura ambiente, se apaga la bomba de vacio y el disolvente
junto con el aceite extraido se liberan al contenedor de calentamiento y agitacion los
cuales se dejan ahi durante toda la noche, revisando las aberturas del contenedor para
evitar pérdidas del disolvente

Cada dia durante el tiempo que dure la extraccidon, es necesario recolectar el
disolvente que se encuentra en el contenedor de calentamiento y agitacién y adicionarlo
nuevamente en el reactor para otro calentamiento del disolvente junto con la materia
prima, en caso de hacer falta disolvente para llenar el reactor adicionar mas disolvente.

R iy

) 8 ,1-_,‘? L ome
§ P =% o] B —
‘ e

Figura 13. Aparato de Extraccion Liquido-Sélido Pignat No. 964019
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Una vez terminada la extracciéon, se procedera a eliminar el disolvente en un
rotavapor a 50°C y presion reducida, con la finalidad de obtener la fraccion lipidica libre de
disolvente y que correspondera al “aceite crudo” del material bioldgico en estudio. Una
vez eliminado el hexano, se deja en la estufa durante una noche a temperatura de 55°C
y corriente de aire para evaporar el hexano residual. A este material se le determina
densidad calérica y el perfil de 4cidos grasos (Alvarez, 2002; Akon and Min, 1998).

4.7 REFINACION DEL ACEITE.
El refinamiento del aceite consta basicamente de los siguientes pasos:
Desgomado, Neutralizacién, Blanqueo y Deodorizacion.

4.7.1 DESGOMADO.

Fundamento:

Consiste en la eliminacion de diversos compuestos que son solubles en el aceite
como proteinas, fosfolipidos, hidratos de carbono, gomas o sustancias mucilagosas, y se
eliminan por precipitacién con una simple hidratacién con adiciéon de un acido (citrico o
fosforico), calor y agitacion. Al agitar las sustancias se hidratan y floculan formando una
goma mucilagosa insoluble en el aceite. Estas se dejan sedimentar y después se separan
del aceite por centrifugacion.

La cantidad de los reactivos que se utilizan, esta en relacion a la cantidad de aceite que
se somete a este proceso.

Material y reactivos.
< Matraz Erlenmeyer de 1 L.
<) Balanza analitica
< Parilla de calentamiento y agitacion multiple THERMOLYNE mod. SP-13025.
< Centrifuga CLAY-ADAMS, Dynac™.
o HPO, al 0.1%

Procedimiento:

< Determinar previamente el volumen de aceite a refinar, el cual sera el volumen de
referencia (100%).
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< Mezclar en un matraz Erlenmeyer el aceite con H;PO, al 0.1%, en una proporcién
del 3% con respecto al volumen de referencia (100%) del aceite a refinar.

<) Calentar la mezcla en la parrilla de calentamiento a 60°C durante 5 minutos con
agitacion.

<} Centrifugar a 2400 r.p.m a temperatura ambiente durante 15 minutos para
precipitar los residuos del desgomado.

<4 Recuperar el aceite por decantacién.

4.7.2 NEUTRALIZACION.

Fundamento:

Se efectua posteriormente al desgomado para neutralizar los acidos grasos libres
que contengan los aceites, pero también neutraliza los monogliceridos, los
fosfolipidos y los agentes quelantes que pudieran quedar del desgomado, asi como
hidratos de carbono, resinas, metales y proteinas. El aceite se mezcla con sosa
caustica y calentamiento, convirtiendo los acidos grasos en jabones solubles en agua.
La solucion jabonosa se separa entonces del aceite por sedimentacién o por
centrifugacién. El jabén acumulado es removido por medio de lavados de agua
caliente. El agua de lavado se separa del aceite también por sedimentacién o
centrifugacion.

Material y Reactivos:
< Matraz Erlenmeyerde 1L
< Potenciometro CORNING mod. 430.
< Parrilla de calentamiento y agitacion THERMOLYNE mod. SP-13025.
< Centrifuga CLAY-ADAMS, Dynac™.
<} Balanza analitica.
< Mechero Bunsen.
< NaOH al 15%
< Agitador de vidrio.
< Agua destilada.
< Tripié.
< Tela de asbesto.
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Procedimiento:

J Colocar el aceite previamente desgomado, en un matraz Erlenmeyer.

< Colocar el matraz con el aceite en una parrilla con agitacion.

< Calibrar previamente el potenciémetro.

< Una vez calibrado realizar la lectura del pH del aceite.

< Con una pipeta Pasteur afiadir NaOH al 15% hasta obtener un pH neutro
(pH=7). Se recomienda realizar este paso lentamente, gota por gota para
evitar un aumento mayor del pH.

< Inmediatamente, colocar el matraz con el aceite neutro en una parrilla de
calentamiento y calentar la mezcla a 50°C durante 5 minutos.

< Centrifugar a 2400 r.p.m. a temperatura ambiente durante 20 minutos.

<) Después, mezclar el aceite con agua destilada en una proporcién del 10%
con respecto al volumen de referencia (100%) del aceite, y calentar la
mezcla a 80°C durante 5 minutos.

< Centrifugar a 2400 r.p.m. a temperatura ambiente por 25 minutos.

4.7.3 BLANQUEO.
Fundamento:

El blanqueo se realiza después de la neutralizacion de los aceites para eliminar las
sustancias que le imparten un determinado color, pero también son removidas trazas de
metales, particulas coloridas tales como la clorofila, jabones y productos de la oxidacién.
La eliminacion completa de los colorantes puede llevarse a cabo calentando el aceite y
tratandolo con adsorbentes, como el carbén activado o tierras diatomeas.

Material y Reactivos:
o Parrilla de calentamiento y agitacion multiple THERMOLYNE md. SP-13025
<} Papel filtro Whatman # 4 y # 40.
o} Silicato de aluminio.
<} Carbdn activado.
<) Vaso de precipitado de 1 L.
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Procedimiento:

< Mezclar el aceite con carbén activado en un porcentaje del 10% con
respecto al volumen de referencia (100%) del aceite a blanquear.

<} Adicionar silicato de aluminio, en un porcentaje del 2% con respecto al
volumen de referencia (100%) del aceite a blanquear.

<} Calentar en una parrilla de agitacién con calentamiento a 90°C durante 5
minutos.

<} Filtrar al vacio el aceite con papel Whatman # 40.

<} Una vez filtrado volver a filtrar al vacio con papel Whatman # 4. (en caso de
no haber papel filtro de esta marca y numero, se recomienda utilizar uno
que sea de poro muy fino)

< Repetir el proceso de blanqueo en caso de que permanezca color en el
aceite.

< Filtrar las veces que sean necesarias hasta ya no tener particulas de carb6n
activado en el aceite. Si es necesario filtrar con doble papel filtro.

4.7.4 DEODORIZACION.
Fundamento.

La deodorizacion remueve materiales volatiles en el aceite: tocoferoles, esteroles,
acidos grasos libres, herbicidas, pesticidas, gases disueltos y componentes mezclados
que imparten cierto sabor. Disminuye el color del aceite y le otorga estabilidad oxidativa,
asi como una disminucion de perdxidos y de acidos grasos libres. Generalmente la
presion de vapor de los compuestos odoriferos es relativamente baja y se requeriran de
temperaturas demasiado elevadas si la destilacion se llevara a cabo a presion
atmosférica; de ahi la necesidad de regular esta operacién a un buen vacio y la corriente
de un gas inerte para abatir la temperatura de destilacion y evitar el dafio y
descomposicion de la grasa neutra.

Material- y Reactivos.

<) Rotavapor
& Baro de temperatura controlada (80°C) (POLYSTAT Instrument Company
Mod. 12002)
<} Tanque de N,
4 Aceite mineral 1 galén.
<4 Matraz Bola con una boca 24/40
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<) Termometro de —20 a 400°C
Procedimiento.

< Adaptar un recipiente de acero para poder utilizar el bafio de temperatura
controlada y que ademas el matraz de bola pueda estar en contacto con el
aceite mineral.

< Encender el bafio de circulacién y esperar a que alcance la temperatura
maxima ( 110-130°C).

<) Abrir el vacio e inyectar continuamente nitrégeno al sistema de destilacion a
presion reducida.

< Sumergir el matraz bola que contiene el aceite previamente decolorado en el
aceite mineral a la temperatura de (110-130°C) y dejar 2 horas continuas.

<} Después de este tiempo, retirar el matraz bola del aceite y dejar enfriar.

< Si se va almacenar por algunos dias, inyectarle una atmésfera de nitrégeno
al recipiente que va a contener el aceite deodorizado y mantenerlo en
refrigeracion (4°C).

4.8 HIDROGENACION.

Fundamento:

La hidrogenacion en el procesamiento de grasas con fines alimenticios, consiste
en convertir aceites liquidos en grasas solidas o semifluidas; sin embargo, también logra
otros propésitos, dentro de los cuales se incluyen asegurar la estabilidad del producto, asi
como el mejoramiento del color de la grasa; ademas, para el caso de la grasa de la
almendra de capulin, tendra el propésito de eliminar o disminuir la cantidad significativa de
acido erucico que contiene (Keilens y Hendrix, 1996; Barbosa, 2003)

Equipos.

< Rotavapor
< Hidrogenador Parr modelo 391

Material y Reactivos:
<} Embudo de vidrio de filtracién de poro fino F
< Matraces Erlenmeyer 500 ml
< Embudo Buchner de didmetro mediano
<4 Matraces de bola
< Reactor (botellas de reaccién de vidrio grueso 250 ml)
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<) Papel filtro (Whatman #40 y 44)

< Acetato de etilo (R.A.) (1 Galén)

< Catalizador Pd/C al 5% (Aldrich nO. 596)
< Tanque de nitrégeno comprimido

< Tanque de hidrégeno purificado 99.99%

Procedimiento:

La hidrogenacion se realizé dividiendo en lotes de acuerdo a la cantidad de
aceite refinado, para que el catalizador Pd/C actie de manera mas eficiente en la
superficie de contacto. Se colocaron 25 g de aceite refinado por cada lote los
cuales se pesaron directamente en el vaso de reaccion, el cual tiene que estar
limpio y seco, se adicionan 200 ml de acetato de etilo bajo atmésfera de nitrégeno
y con el mayor cuidado posible, colocar el 5% de catalizador Pd/C de acuerdo a
la cantidad del aceite pesado, este se pesa sobre papel cera y una vez vertido el
catalizador en el vaso de reaccion, enjuagar el papel utilizado en la tarja con agua
corriente para evitar reaccion (cuidado de no tirar catalizador al pesarlo y al
colocarlo en el vaso de reaccion ya que es muy flamable. En caso de que esto
sucediera, contar con un ftrapo himedo para limpiar el catalizador e
inmediatamente poner en contacto con agua para evitar la reaccion; evitar de igual
manera el contacto sobre la piel, en caso de contacto lavar inmediatamente). Se
cubre la boca del vaso de reaccién para impedir la entrada de oxigeno,
posteriormente se coloca el vaso de reaccién en el soporte del hidrogenador
después de haberlo tapado herméticamente con el tapén de hule que contiene el
tubo que suministra el hidrégeno, se coloca la chaqueta de proteccion, sujetandola
con 2 bandas de contacto al tubo del columpio para evitar cualquier inestabilidad
del reactor. Una vez montado el equipo se abre el tanque de hidrégeno hasta que
el primer manémetro llegue a una presién de 90 Ib/in?, manteniéndose esta presién
posteriormente se abre la primera llave de paso (la cual esta conectada con el
vaso de reaccion) hasta alcanzar una presién de 60 Ibfin® (esta lectura se verifica
en un segundo manémetro) manteniéndolo constante, después de abrir la segunda
llave de paso y se deja pasar el hidrégeno al vaso de reaccion hasta que la presion
del segundo manémetro disminuya a 40 Ib/in?, en este momento se cierra la
segunda llave de paso y se abre de nuevo la primera llave con el fin de alcanzar
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de nuevo la presion de 60 Ib/in>. Este procedimiento se lleva a cabo dos veces
mas, con esto se asegura que el vaso de reaccion contiene el suficiente hidrégeno
para comenzar la hidrogenacién.

Teniendo todo listo, el manémetro de la primera llave debe marcar 60 Ibfin?
y abierta la segunda llave de paso en el momento de la hidrogenacion, se
enciende el equipo, tomando el tiempo en que se inicié la hidrogenacion y
registrando el consumo de hidrégeno, por medio de la lectura de la presién que
marca el mandémetro en contacto con el frasco de reaccion, efectuar la
hidrogenacién a diferentes tiempos. La hidrogenacién total se presenta cuando ya
no se observa disminucion de la presion en el manémetro., lo cual nos indica que
no hay mas consumo de hidrégeno.

Terminados los tiempos seleccionados para la hidrogenacion (5 y 10
minutos) se apaga el equipo, se abre la llave de vacio para eliminar el hidrégeno
que no se consumid dentro del vaso de reaccion, cerrar el tanque de hidrégeno
quitar las tiras de contacto junto con la chaqueta de proteccion y finalmente retirar
el tapén de hule del frasco.

En caso de que este muy caliente el vaso de reaccion este se deja enfriar
pero no demasiado. Este se filtra al vacio casi inmediatamente para eliminar el
catalizador con un embudo buchner de diametro mediano utilizando hasta 3 o 4
capas de papel filtro del # 40 y 44, en caso de que no se cuente con estos
nimeros de papel utilizar uno de poro fino, los residuos dentro del vaso de
reaccion se enjuagan con el acetato de etilo. Es necesario realizar aunque sea la
primera filtracion de manera rapida y en caliente, pero recuperando toda la grasa y
enjuagando perfectamente el vaso de reaccion para poder continuar con los
siguientes lotes.

Si el aceite se enfria demasiado (esto puede ocurrir a temperatura
ambiente), es muy probable que este se vuelva una grasa solida, y puede quedar
retenido el sélido en el papel filtro, en el vaso de reaccién o en su caso en el
matraz Erlenmeyer después de filtrar, por lo que representa pérdida de grasa; es
necesario calentar el recipiente en bafio maria a 70°C hasta que este de nuevo
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liquida o se puede colocar acetato de efilo previamente calentado cada vez que
sea necesario para enjuagar los residuos de grasa solidos y el catalizador de las
paredes del vaso o matraz después de cada filtracién, de esta manera se evita
pérdida de grasa, también puede realizarse el calentamiento directamente en la
parrilla pero con mucho cuidado, e inmediatamente filtrar. (ver Notas pag. 48)

Con respecto a los residuos del catalizador que quedan en el papel filtro,
este se raspa con una espatula y se colocan en un frasco de vidrio con agua
corriente, y el papel se moja inmediatamente al chorro de agua para evitar una
posible reaccion en caso de que no todo el catalizador haya reaccionado en la
superficie del aceite.

Para evitar perdidas de grasa durante la filtracion al vacio se recomienda
utilizar solo 2 matraces Erlenmeyer, y enjuagar como lo indicado en el parrafo
anterior. Repetir las filtraciones que sean necesarias hasta observar que ya no hay
residuos de catalizador en el papel, ni en el fondo del matraz. Cuando la cantidad
de residuos del catalizador sean considerados muy pequeas, las filtraciones se
realizan al vacio con un embudo de vidrio de poro fino F, adaptando el embudo al
matraz utilizando a su vez papel filtro del mismo nimero utilizado para las
filtraciones anteriores para eliminar completamente los residuos del catalizador o
alguna ofra impureza presente.

Una vez que ya no haya presencia del catalizador, se recupera el
disolvente en un rotavapor a una temperatura de 70°C a presion reducida de
acuerdo a la temperatura del acetato de etilo (56.9°C). Se recomienda considerar
la cantidad de grasa que se sometié a la hidrogenacion para elegir el tamaiio del
matraz bola; asi también hacerlo por pequefias fracciones del volumen total para
poder eliminar completamente el disolvente.

'Una vez eliminado el disolvente se deja el matraz bola aproximadamente 2 horas
en la campana para eliminar el resto del disolvente.

o ' Elvolumen final del disolvente no afecta la cantidad de grasa.

o Elvolumen de disolvente para enjugar durante las filtraciones queda a criterio de la persona
que las realice.

o Considerar la cantidad adecuada de disolvente para todo el proceso.
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Para evitar pérdidas por transvasar la grasa se recomienda dejar la grasa en el
mismo matraz bola donde se recupero y si no se va a utilizar inmediatamente insuflarle
nitrégeno y mantener en congelacion hasta su uso.

4.9 DETERMINACION DE DENSIDAD CALORICA.
Fundamento:
La estimacion del contenido calérico de los alimentos o dietas es indispensable para
el estudio del metabolismo y balance de energia. El principio en el cual se basa la
determinacion del contenido calérico del material en la bomba calorimétrica, es en la
primera ley de la termodinamica, la cual se fundamente en el enunciado : “la energia
en cualquier proceso fisico o quimico no se crea ni se destruye”. En el caso de la
bomba calorimétrica, hay una conversion de la energia quimica en la produccién de
energia térmica, la cual se detecta por el cambio en la temperatura.

Material y reactivos:
< Bomba calorimétrica GALLENKAMP, mod. CBB-330-010L.
< Galvanémetro GAM METRIC LTD.
<} Balanza analitica.
< Crisoles de acero inoxidable.
< Mango metalico prensador.
< Desecador de vidrio.
< Estufa de secado.
< Mechas de algodén de 7 cm de longitud.
<} Estandar de Acido Benzoico certificado

Procedimiento:
< Realizar una curva patrén con acido benzoico.
< La cantidad de muestra depende del contenido calérico esperado, ya que se
recomienda que la cantidad pesada libere aproximadamente 9.0 Kcal, para que
entre en el rango de deteccion del instrumento, para materiales con alta densidad
como aceite se pesa aproximadamente 4.0 g mientras que para harinas con baja
densidad se pesa hasta 1.5 g.
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La muestra se coloca en un crisol previamente puesto a peso constante, se tara
junto con una mecha de algodén, de tal manera que el hilo quede introducido
dentro de la muestra.

Se procede a pesar en una balanza lo que corresponde al peso preliminar (Pp) se
recomienda considerar un exceso aproximado del 10%.

El crisol se coloca en la base superior del pilar central de la bomba y con mucho
cuidado se introduce la punta suelta de la mecha de algodén en el alambre de
ignicién. Se coloca con mucho cuidado por encima de la muestra el capuchén de
la bomba sobre el anillo metalico el cual se levanta con la mano y con la otra se
sostiene el capuchon y se comienza a girar hasta que quede cerrado. Se coloca el
sensor del termopar en el orificio del capuchén.

Previamente se debe de prender el galvanémetro, y verificar, una vez cerrado el
sistema que la llave de liberacién de presion este cerrada.

Abrir el tanque de oxigeno (presion de 30 bars) y abrir la valvula de paso del
cilindro de combustior hasta alcanzar aproximadamente la presiéon de 25 bars,
una vez alcanzado, girar la perilla rapidamente hasta cerrar nuevamente
quedando fija la presion de oxigeno en el cilindro de combustién
aproximadamente 10 segundos.

Una vez estable, se calibra el galvanémetro hasta la lectura de cero y se oprime el
botén de ignicion y en 10 a 15 segundos se lleva a cabo la combustion,
notandose por un aumento en la presién del manémetro, que a su vez se traduce
en una sefial en la escala del galvanémetro. Se debe observar con atencién el
movimiento del indicador en el galvanémetro, ya que una vez alcanzado el valor
maximo empieza a decaer rapidamente. La lectura maxima obtenida en el
galvanémetro es directamente proporcional al calor liberado en la combustion.
Una vez tomada la lectura, se abre la valvula de salida de los gases de
combustion, la cual se localiza en la base de la bomba del lado opuesto a la
entrada del oxigeno, a la vez, se desconecta el termopar y una vez liberados los
gases de combustion, se procede a abrir la bomba girando el anillo metalico en
sentido inverso al cierre. Por ultimo, se cierra la valvula de liberacion de gases y el
capuchoén se enfria a temperatura ambiente o en bafio de agua fria, para realizar
una nueva determinacion.
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4.10 DETERMINACION DE PERFIL DE ACIDOS GRASOS
Fundamento:

Los esteres metilicos de los acidos grasos obtenidos después de un proceso de
saponificacion, son separados y determinados en un cromatégrafo de gases, donde son
separados como consecuencia del reparto entre una fase movil gaseosa y una fase
estacionaria liquida contenida en ura columna.

Material y reactivos

8 Cromatégrafo de gases (Perkin Elmer Auto System Gas Chromatograph,
Integrador PE Nelson Model 1022)

@ Columna para la separacion cromatografica (Alltech Capillary Column
30x0.32 mm ID x 0.25 um. AT"™ — SILAR Serie no. 1303512H)

@ Gases: Helio, Hidrégeno, Aire de alta pureza (99.997%)

& Bafio de temperatura controlada (80°C) (POLYSTAT Instrument Company
Mod. 12002)

& Tubos de vidrio con tapén de rosca de teflon (Kimax)

& Pipetas graduadas de 2y 4 mL

@ Matraces aforados de 5 mL

@ Jeringa de 10 pL para inyeccién en el cromatografo (Hamilton)

@ Voértex (Lab-Line mod. 1290 super mixer)

@ Pipetas pasteur

@ Solucion de KOH al 5% en metanol

@ Solucién de HCI al 10% en metanol

{5 Estandar de acidos grasos SIGMA F.AM.E Mix GLC-50 100 mg (Esteres
metilicos de palmitoleato C16:1 n7, oleato C18:1, Eicosanoato C20:0,
Erucato C21: 1 n9)

@ Estandar de acidos grasos (Esteres Metilicos de Palmitoleato SIGMA No.
P-0500, Estearato No. P-2154 y Oleato SIGMA 100 mg (112-80-1))

& Mezcla de disolventes Tolueno:Hexano (80:20)

Nota: Todo el material de vidrio se lavd perfectamente con agua destilada y
posteriormente se lavé primero con tolueno seguido de acetona después metanol y
finalmente acetona, (en ese orden) antes de ser utilizado. Todos estos reactivos fueron de
grado analitico. (Lopez, 2003)
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Procedimiento:

& Inyeccion de estandares.
Se recomienda que antes de realizar la inyeccién de la muestra se inyecten
primero los estandares a las mismas condiciones del cromatégrafo y no después,
para poder identificar la presencia de acidos grasos correspondientes de la
muestra.

Para este se caso se utilizé: Estandar F.A.M.E Mix GLC-50 100 mg, este contiene
4 ésteres meétilicos conteniendo un 25% de cada uno: Palmitoleato, Oleato,
Eicosanoato, Erucato.

Se realizé una dilucion de 2 mg del estandar en 1 ml de mezcla tolueno:hexano
(80:20) y de esta, se tomé 1 pl para inyectar en el cromatégrafo. (Ver
Cromatograma 1)

Se utiliz6 otro estandar, realizando una mezcla de ésteres metilicos
correspondientes a los acidos Palmitico, Estearico y Oleico, el cual fue necesario
esterificar utilizando una mezcla de 20 mg de cada uno con el mismo
procedimiento que en la esterificacion de las muestras de los aceites. No fue
necesario diluir, se inyecté 1 pl de la solucién final de 5 ml.

g Esterificacion de los acidos grasos

En un tubo con tapén de rosca, se pesan aproximadamente de 20 a 50 mg de
aceite, se adicionan 2 mL de KOH al 5% en metanol y se colocan en un bafio a 80°C por
1 hora.

Al término de éste tiempo el tubo se dejoé enfriar y se agregaron 2 mL de HCI al 10% en
metanol y 100 uL de BF; y se volvi6 a introducir en el bafio a 80°C por 1 hora.
Posteriormente se dejo enfriar y se agregaron 4 mL de agua y 2 mL de mezcla
tolueno:hexano (80:20), se agitdé en un vortex por espacio de 1 minuto y se separo la fase
organica, a ésta se vuelve a agregar nuevamente 4 mL de agua y 2 mL de mezcla
tolueno:Hexano (80:20) y se separa la fase organica.
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Finalmente dicha fase se llevé a un volumen final de 5 mL, de ésta solucién se tomé 1uL y
se inyectd en el cromatografo de gases.

& Inyeccion de la muestra

Se encendi6 el cromatégrafo de gases junto con el integrador, posteriormente se
abrié la valvula principal del gas acarreador (helio) y gases de combustién (hidrégeno y
aire) y se ajusto la presion de salida de estos a las siguientes condiciones:
80 psi para el helio
30 psi para el hidrogeno
40 psi para el aire seco

Se utilizé un programa de temperatura que dio las condiciones fisicas adecuadas
para la obtencion del analisis de composicién de los acidos grasos, estas condiciones
fueron las siguientes:
Temperatura inicial del horno: 50°C
Temperatura inicial del detector: 300°C
Temperatura inicial del inyector: 250°C
Presion de gas (flujo): 10 psi

Finalmente se inyecté 1uL de la muestra previamente esterificada y se realizé el analisis.
La esterificacion se llevo a cabo por triplicado, y de cada muestra esterificada se hizé una

inyeccion.

@& Calculos
Se calculd el porcentaje de cada acido graso de acuerdo con la siguiente formula:

% del acido graso = Area acido graso / YArea acidos grasos x 100
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4. 11 PARAMETROS FISICOQUIMICOS

4.11.1 GRAVEDAD ESPECIFICA O DENSIDAD APARENTE.
Fundamento:

Se determina la masa por unidad de volumen, expresada en gramos por
centimetro clbico, a una temperatura dada, que es determinada en un picnémetro o
matraz aforado previamente calibrado a la misma temperatura con agua.

Material y Reactivos:
5 Matraz aforado 25 ml
@ Bailo regulador de temperatura.
& Balanza analitica.
@ Termometro.
& Etanol (Grado Analitico)

Procedimiento:

@& Lavar perfectamente el matraz aforado y dejar secar.

@ Pesar el matraz aforado limpio y vacio (M).

@ En el matraz aforadc colocar aguz destilada recientemente hervida y fria
(temperatura ambiente), hasta la superficie del recipiente.

@ Colocar el matraz en un bafio de agua a 50°C durante 30 min.

@ Ajustar el volumen de agua y colocar el tapén. Retirar del bafio, secar
perfectamente el exterior.

@ Pesar en la balanza analitica con agua a la temperatura de referencia (M’).

& Vaciar el matraz, y enjuagar varias veces con etanol, secar y dejar que se
evaporen los residuos.

& Colocar el aceite en el recipiente perfectamente limpio y seco, llenando
hasta la superficie.

& Colocar el matraz en un bafio de agua a 50°C durante 30 minutos.

B Ajustar el volumen de aceite y colocar el tapon de la misma manera que
con agua. Retirar del bafio y secar perfectamente el exterior.

@ Pesar en la balanza analitica (M").

g El peso especifico se obtiene relacionando los valores obtenidos,
expresando como peso de aceite/ peso de agua a la misma temperatura.
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£ Si la determinacion no se realiz6 a la temperatura de referencia sumar
0.00068 por cada grado arriba de 20°C, o restar la constante si la
temperatura fue menor a la referencia.

& Calculos:

Densidad = (M" =M’")/ (M'=M) x D (glem®)

Donde;

M = peso en gramos del matraz vacio

M'= peso del matraz con agua a la temperatura de referencia ( 50°C)

M"=peso del matraz con aceite a la temperatura de referencia (50°C)

D = densidad del agua a la temperatura de la determinacion .

4.11.2 PUNTO DE FUSION.
Fundamento:

Las grasas y aceites naturales, como mezclas de glicéridos y otras sustancias, no
tienen punto de fusion exacto y bien definido, sino que presenta un rango. No presentan
punto critico de sdlido a liquido, este paso lo realizan gradualmente a traves de estados
pastosos hasta completamente liquidos. El punto de fusién de una grasa viene definido en
éste método por dos temperaturas; una, la inicial de ablandamiento deslizante, y otra final
de liquido perfectamente fluido. (Herlich, 1995)

Material y Reactivos:
@ Capilares de vidrio (1 mm de diametro interno)
@ Lente de aumento de vidrio
Termémetro graduado (division de 0.2°C)
Parrilla de calentamiento y agitacion muiltiple THERMOLYNE mod. SP-
13025.
Vaso de precipitado de 500 mL
Ligas plasticas
Lampara
Sal
& Mechero Bunsen.

"BV VW
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Procedimiento:

8 Llenar el tubo capilar con aceite (aproximadamente 10 mm).

B Sellar los dos extremos del tubo a la flama.

8 Colocar el tubo capilar con muestra en el congelador durante 24 hrs.

@ Atar a nivel del bulbo del termémetro el capilar con muestra.

& En caso de tener una idea aproximada del punto de fusién de la muestra,
comenzar la determinacién a 10°C por abajo del mismo.

@ En este caso se utilizé un bafio de hielo con 2 porciones de hielo y una
cucharada de sal para alcanzar la temperatura de (-10°C).

& Una vez alcanzada la temperatura colocar el termémetro con el tubo capilar
y comenzar el calentamiento en la parrilla de calentamiento a una tasa de
0.5°C/minuto con agitacién moderada para lograr homogeneidad.

& Colocar lalampara de tal forma que ilumine el tubo capilar con aceite.

g Con el lente de aumento observar y tomar como punto de fusién el rango
de lectura en el termdmetro a la cual la muestra se vuelve transparente.

4.11.3 INDICE DE REFRACCION
Fundamento:

El indice de refraccion de una sustancia dada es la razon de la velocidad de un
rayo de luz en el vacio a la velocidad de la luz a través de la sustancia. Por conveniencia
practica se refiere a la relacion aire-sustancia. El indice de refraccién varia con la longitud
de onda del rayo de luz refractado y la temperatura. (Herlich, 1995)

Material y Reactivos:
@ Refractdmetro de Abbé OPL No. 2.154 (con circulacién de agua)
@ Baiio de temperatura controlada (POLYSTAT Instrument Company Mod.
12002)
5 Acetona (G.A))
B Agua destilada.

Procedimiento:
{5 Calibrar la escala del prisma con el que se lleva a cabo la determinacion
del indice de refraccion con agua destilada. La escala izquierda debera
indicar 0% mientras que la derecha 1.333 a la temperatura de 20°C.
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La temperatura a la cual debe funcionar el refractémetro es de 50°C. Para
tener la escala del prisma a una temperatura constante, se usara
circulacion de agua utilizando un bafo de agua a una temperatura de 50°C,
este se conectara al refractémetro por la parte inferior y salir por la superior,
verificando que no existan posibles fugas de agua. La temperatura del
prisma viene indicada por el termémetro del instrumento.

Para leer el indice de refraccion se limpia la superficie del prisma mediante
un algodon o tela impregnado con acetona.

Colocar el refractometro frente a la fuente luminosa, de preferencia artificial
ya sea eléctrica o de sodio.

Levantar el espejo metalico y observar por el ocular. El campo debera
aparecer uniformemente iluminado. Girando el tornillo izquierdo se hara
visible una linea fronteriza con una zona clara inferior y una oscura
superior. Tal linea debera coincidir con el punto de interseccion de los ejes.
En el ocular se lee tanto la concentracion de sélidos solubles (para el caso
de sustancias azucaradas) como el indice de refraccion.

Se recomienda realizar las lecturas por triplicado con nuevas porciones de
la muestra.

Calibrar el refractémetro por lo menos cada vez que se cambien los tipos
de muestra.

Limpiar cada vez que se utilicen nuevas porciones de muestra, evitar trazas
de agua ya que afectan las lecturas.

4.11.4 INDICE DE YODO (Método de Hanus)
Fundamento:

Los acilgliceroles de los acidos grasos insaturados presentes en el aceite se unen
mediante sus dobles enlaces (principalmente los de la serie de acido oleico) a una
cantidad de monobromuro de yodo en acido acético glacial (reactivo de Hanus), el cual es
afiadido en exceso en la determinacion. El halégeno no utilizado es transformado a yodo
libre por la adicion de solucién de yoduro de potasio al 15%. El yodo libre es, entonces
titulado con 0.1N de tiosulfato de sodio con almidén como indicador. Por diferencia con un
blanco se obtiene la cantidad de monobromuro de yodo adsorbido en la muestra. (Egan,
1991; Hart, 1991, Herlich, 1995)
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Material y Reactivos:
@ Matraz de boca ancha de 500 ml con tapén de plastico.
@ Matraz Erlenmeyer.
& Probeta de vidrio de 50 ml
@ Probeta de 10ml
@ Buretas graduadas de vidrio de 50 ml.
@ Balanza analitica.
@ Homo LAB-LINE imperial lll.
5 Solucién de Hanus.
@ Acido acético glacial.
@ Tiosulfato de sodio pentahidratado.
& Solucién de yoduro de potasio al 15% piv
@ Solucion de almidon al 1% piv
@ Cloroformo
@& Acido clorhidrico 1N
@ Dicromato de potasio
@ Agua destilada hervida

Preparacion de solucion de tiosulfato de sodio 0.1N

a) Disolver 25 g de Na,S;0; * 5H,O en 1 litro de agua destilada. Llevar a
ebullicion por 5 minutos. Transferir en caliente a un frasco de vidrio color ambar
(previamente limpiado con mezcla crémica y enjuagado con agua destilada).
Pesar en una balanza analitica 0.2000 a 0.2300 g de K,Cr,O; en un matraz erlenmeyer y
secar a 100°C durante 2 horas. Disolver en 80 ml de agua destilada (recién hervida y fria)
junto con 2 g de Kl y afadir 20 ml de HCI 1 N y guardar en la oscuridad durante 10
minutos.
Titular con la solucion de Na,;S,0, afadiendo unas gotas de solucién indicadora de
almidén al 1% hacia el final de la valoracion (pasando de color amarillo paja a
azul/verdoso y al final con una coloracion azul). Calcular la normalidad de la solucion
Na,S,0, mediante la siguiente formula.

N=  gK,Cr,O, x 1000
miNa,S;0, x49.032
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Procedimiento:

& Pesar de 0.2000 a 0.2500 g de aceite en un matraz de boca ancha.

@& Agregar 10 ml de cloroformo y agitar, para disolver el aceite. Es necesario
que cada vez que se agite se libere |la presion de aire retirando el tapén.

@ Con la bureta agregar 25ml de la solucién de Hanus y dejar reposar en la
oscuridad por 30 minutos con agitacién ocasional.

@ Transcurmrido el tiempo, afiadir 10 ml de solucién de Kl al 15% y agitar
vigorosamente.

& Anadir 100 ml de agua destilada (hervida y fria), lavando los residuos que
queden en el tapén de plastico.

@ Titular la solucion de Na,S;0; 0.1 N hasta que el color amarillo de la
solucion casi desaparezca.

@ Anadir unas gotas de almidon al 1% y continuar titulando hasta que el color
cambie ( el color de vire depende del color del aceite). Hacia el final de la
titulacion, tapar el matraz y agitar vigorosamente para que el yodo
remanente en CHCI, sea titulado.

@ Se recomienda repetir por triplicado cada muestra, tratando que los
tiempos de reposo sean los mismos.

5 Realizar un blanco.

@ Célculos:

% Indice de Yodo= (B-S)* N * 12.69
g muestra
donde:
B = ml de solucion de Na,S,;0, gastados en el blanco.
S = ml de solucién de Na,S,0, gastados en la muestra.
N = Normalidad de la solucion de Na,S;0;
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4.12 EVALUACION BIOLOGICA

4.12.1 PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA
Fundamento:

Con los diferentes preparados de la grasa cruda de la almendra de capulin se
realiz6 el bioensayo de toxicidad aguda, para lo cual se utilizaron ratones machos de
aproximadamente 20 g de peso corporal y se les administré por via oral, dosis
relativamente altas que permitan , que de no presentarse efectos adversos, el material de
ensayo se considere como practicamente no téxico o relativamente inocuo (Klaassen et
al, 1995; Lansdown, 1993). Esta fase del trabajo es un punto determinante del presente
trabajo; ya que aquel material biolégico que no produzca resultados satisfactorios de
toxicidad aguda, y no podria considerarse en un trabajo posterior la evaluacion de
toxicidad subcrénica y de ser necesario se tendra que realizar un proceso adicional de
destoxificacion.

Material y reactivos:
5 Ratones de sexo macho de la cepa CD1
@ Jaulas de acrilico con comederos.
& Bebederos.
& Marcador de orejas metalica Whatmann & Co. ( ver Apéndice 1)
@ Jeringa hipodérmica de 3 ml.
& Aguja hipodérmica de 26 x 12.
& Agujas especiales para admistracion oral.
@ Aceite de girasol (marca libre “Comercial Mexicana”)
@ Solucién Isotdnica (0.9% NaCl)
& Balanza granataria para animales de laboratorio con canastila OHAU
mod.700.
@ Balanza Analitica.

Procedimiento:
a) Distribucion de los animales:
B Los ratones son marcados en las orejas para su identificacion con un
perforador especial (Apéndice 1).
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& Los ratones tienen que estar en ayuno de 12 horas para realizar la
administracion.

@ El dia del experimento, los ratones son pesados.

& Se reparten en diferentes lotes de acuerdo al nimero de muestras, y la
distribucién se realizd por medio de “culebra japonesa" (apéndice 2),
colocando como minimo 5 ratones por lote en una misma jaula.

b) Preparacion de la muestra
& Como la muestra es aceite y en el caso de los aceites hidrogenados
estan en estado sélido, se considero la temperatura corporal del animal
(36-37°C) para atemperarla a una temperatura de 50°C mediante un
bafio de agua con control de temperatura, con el fin de facilitar la
administracién, sin dafiar al animal.

c¢) Administracion:

& La dosis unica a administrar fue de 15 g/kg de peso corporal ( p.c.), y
una dosificacion 4D, utilizando como vehiculo aceite de girasol de cada
muestra de aceite previamente atemperado a 50°C.

Calculos

15g/kg p.c. =15 g aceite/ 1000 g p.c
4 D= 0.04 ml/g p.c. (gramos peso corporal)
(15ggrasa/ 1000 g p.c.) x (1gp.c/ 0.4 ml) = 0.375 g aceite / ml de
vehiculo.
Vehiculo = aceite de girasol
Para preparar 10 ml del aceite con el vehiculo =
3.75 g aceite / 10 ml vehiculo (aceite de girasol)

@ La administracion oral, se realiza sujetando al ratén con la mano
izquierda de la nuca y la cola. La jeringa con el aguja especial se
introduce lateralmente a través del espacio interdental, y con una suave
rotacién se avanza dentro del eséfago hasta un nivel considerable y se
procede a descargar lentamente la muestra.
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d) Observaciones:

@& Una vez administrado el agentes xenobiético se restituye el alimento y
agua ad libitum y se deja a los animales en observacién por 14 dias
con el fin de observar el efecto toxico del material administrado (EPA,
1996)

& Se observa a los animales cada hora durante las primeras 10 horas
después de la administracion con el fin de buscar sintomas fisicos
como: Lordosis, xifosis, ataxia, piloereccion, ereccion caudal,
agresividad, aletargamiento, excitacion, disea, cianosis, hipotermia.
(Ver Glosario).

@ Durante el experimento se llevo a cabo un registro de los pesos de los
ratones por lote, se pesaron los ratones cada 24 horas los 3 primeros
dias, posteriomente se realizé cada tercer dia, hasta el final del
experimento, asi también si se presentd alguna de las caracteristicas
antes mencionadas durante el periodo de observacion se registraron en
los formatos correspondientes. (Apéndice 3)

& El ultimo dia, se pesaron los ratones lo que corresponde al peso final.

& Los ratones se sacrifican y se realizd la necropsia para obtener los
siguientes 6rganos: rifiones, higado y corazén, lavandolos con solucién
isotonica 0.9%, secados con papel absorbente y los cuales se
observan anotando las caracteristicas morfologicas, se pesaron
inmediatamente para determinar la relacion porcentual de 6rganos, con
la siguiente formula:

Relacion porcentual (%) = Peso de érgano (g) x100
Peso corporal final (g)
$ Una vez obtenidos estos datos, se realizé un andlisis de varianza para
determinar diferencia significativa entre los pesos de los o¢rganos
analizados y el tipo de aceite utilizado; asi también como el peso de los
ratones, al final del estudio con respecto al tipo de aceite que les fue
suministrado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1 RENDIMIENTOS.

Peso de la almendra fraccionada a extraer: 2436.00 g
Se obtuvo 10569 del aceite crudo de la almendra de capulin.
Rendimiento: 43.35%

Para el proceso de refinacién se utilizé 450 ml del aceite crudo.
Se recupero 260 ml de aceite refinado.
Rendimiento: 57.77%

Para el proceso de hidrogenacion se utilizo 100 g de aceite refinado para el proceso de 5
minutos y 100 g para el proceso de 10 minutos.

Se obtuvo 83 g de aceite hidrogenado a 10 minutos y 92 g de aceite hidrogenado a 5
minutos.

Rendimiento del proceso de hidrogenacion:

Para 10 minutos: 83% de rendimiento

Para 5 minutos: 92% de rendimiento

Con respecto al volumen del aceite crudo, corresponde a lo esperado ya que se reporto
con anterioridad que este tipo de almendra tienen un contenido mayor al 40% de grasa
(Lara, 2003), considerando que la extraccion se llevé a cabo con un equipo diferente es
posible obtener un buen rendimiento en la extraccion con el uso de este equipo.

La mayor pérdida de aceite se presenta durante el proceso de refinacion del aceite crudo,
debido a que se llevo a cabo por lotes donde el aceite pasa por multiples manipulaciones
en particular en el blanqueo, porque una parte del aceite que queda adsorbido en el
carbén activado, en el silicato de aluminio y a su vez en el papel filtro; lo cual es muy dificil
de recuperar, asi que se recomienda una nueva extraccién con hexano y refinarlo
nuevamente para recuperar parte del aceite que queda fijado a él (Belitz,1997), y de esta
manera mejorar el rendimiento del aceite refinado.
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Con respecto a los rendimientos obtenidos durante el proceso de hidrogenacion, se
consideran aceptables considerando el peso inicial del aceite. Las mayores pérdidas en
este proceso es durante la filtracion del aceite para eliminar el catalizador, y puesto que
una vez sometidos a este proceso las caracteristicas fisicas y quimicas del aceite
cambian, el aceite tiende a convertirse en grasa a temperatura ambiente sobre todo a
mayor tiempo de hidrogenacion, por este motivo sino se tienen los cuidados necesarios se
puede perder el producto por quedar retenido en el papel filtro o en el envase que lo
contiene. El mantenerlo a una temperatura adecuada que facilite la filtracién ayuda a
obtener mejores rendimientos.

5.2 PARAMETROS FISICOS DE LA ALMENDRA Y SEMILLA DE CAPULIN

En la tabla 3 se presentan los resultados de los parametros fisicos de la semilla yde la
almendra de capulin:

Tabla 3. Parametros fisicos de la semilla y de la almendra de Capulin.

- Almendra Semilla Almendra®  Se milla®
Ancho(cm)  0507+0083 * - -
Largo (cm) 0.593+0.049 ° - - -
Diametro (cm) - 0.7823 £ 0.0445° - -
Peso hectolitrico 62.8 £+1.7262° 57.4+1.202° 5483 £1.19° -
(g/100mi)*
Peso (mg) 63.7+1.759" 189.7 +6.538 ° 120" 360"
a. Promedio de 20 muestras  su desviacion estandar.
b. Promedio de 4 determinaciones + su d 4
c. Equivalente a Kg/HL
d.  Muesiras oblenidas de diferentes mercados de la ciudad de México y del eslado de México. (Castillo, 1997)
e. Promedio de 3 determinaciones + su desviacion estandar. (Castillo, 1997)
f.  Promedio de 30 unidades sin desviacidn estandar (Castillo, 1997)

En la tabla 3, se presentan los resultados de los parametros fisicos para la semilla que
utilizamos para esta investigacion y se comparé con otros resultados obtenidos en un
trabajo anterior (Castillo, 1997). Se puede ver, que en el caso del peso hectolitrico,
existe diferencia significativa, esto puede deberse, que para el caso de la almendra

66



RESULTADOS Y DISCUSION

que se utilizé para comparar los resultados obtenidos las muestras fueron muy
heterogéneas debido a que no eran representativas de un mismo lugar, asi que estas
podian ser mas grandes o mas pequefias, o no haber sido recolectadas en la misma
época del afio, lo que ocasiona variaciones al comparar estos resultados con los
obtenidos para el caso de la semilla que se compré en Huamantla, Tlaxcala. Esto
también se observa para el peso tanto de la semilla y la almendra. Considerando que
la muestra que se utilizé para este estudio proviene de un mismo lugar y que se
compré en la misma época del afio, consideramos que los datos obtenidos son
caracteristicos para la semilla de capulin de este lugar.

5.2.1 RELACION CASCARA-ALMENDRA
Tabla 4. Relacion Cascara-Almendra

Cascara® Cascara® Almendra * Almendra®
68.736 £ 4.031 % 66.7 % 32.4516 £ 3.0124% 33.33%
a-Eselp dio de 10 tras + su desviacion estandar

b.- Muestras oblenidas de diferenles mercados de la cudad de México y del estado de México y promedio de 30 unidades
(Castillo, 1997)

En el caso de la relacion cascara-almendra de la tabla 4, se puede observar que
no existe diferencia significativa al comparar con los resultados de las muestras obtenidas
en diferentes lugares, no obstante las diferencias en tamafio y peso de los diferentes lotes
de semilla de capulin, si mantienen la relacién cascara: almendra de aproximadamente
67:33 en porcentaje.
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5.3 DENSIDAD CALORICA DEL ACEITE DE LA ALMENDRA DE CAPULIN.

En la tabla 5 se muestran los contenidos energéticos del aceite de capulin crudo y
refinado, comparados con los aceites de otras semillas oleaginosas y cereales. (Chavez,
1997).

Tabla 5. Contenido Energético del aceite de la aimendra de capulin crudo y refinado y de
otros aceites comestibles.

Aceite KJ/g de muestra Kcallg de muestra

‘Capulin crudo 38.66 + 3.24" 9.23410.77°

(Prunus Serotina)
Capulin refinado 3547 £1.75° 8.48 + 0.42°
(Prunus serotina)

Cacahuate (Arachis 36.96 8.84
hipogaea)

Soya (Glicine max) 36.96 8.84

Maiz (Zea mays L.) 36.96 8.84
Oliva (Olea Europaea) 36.96 8.84

a.- Es el promedio de cuatro determinaciones para cada aceile + desviacion estandar.

De la tabla 5, se observa que el contenido energético del aceite crudo y refinado
de la almendra de capulin es similar al de otros aceites comestibles. Se esperaria que los
valores del contenido calérico tanto del aceite refinado como del aceite crudo fueran
similiares, en este caso, para al aceite refinado su valor es similar a los reportados para
los otros aceites, pero hay que considerar que los procesos a los que se sometié el aceite,
donde se elimina principalmente acidos grasos libres, fosfatidos, proteinas, e hidratos de
carbono el contenido energético deberia elevarse. La importancia del elevado contenido
energético del aceite es que el rendimiento de la oxidacion completa es de 38.6 KJ/g a
diferencia de las aproximadamente 16.7 KJ/g que se obtienen de los hidratos de carbono
y proteinas. La base de esta gran diferencia en la liberacion de calorias es que los acidos
grasos estdn mucho mas fuertemente reducidos y ademas los triglicéridos son muy
apolares y por ello se almacenan casi en forma anhidra, mientras que las proteinas y los
hidratos de carbono son mucho mas polares, por lo tanto, estan hidratados en mayor
grado.
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Cabe mencionar que no fue posible determinar los valores para los aceites
hidrogenados, puesto que la cantidad obtenida durante las hidrogenaciones no era la
suficiente para poder realizar las determinaciones.

5.4 PERFIL DE ACIDOS GRASOS.
En la tabla se presentan los porcentajes de los acidos grasos que se encuentran
en el aceite de capulin crudo y refinado obtenidos por cromatografia de gases.

Tabla 6 . Perfil de acidos grasos en el aceite crudo y aceite refinado de la almendra de

Capulin.

Acidos Grasos  #carbonos e Aceite  Aceite Aceite Aceite

insaturaciones Crudo Refinado Hidrogenado Hidrogenado
5 minutos 10 minutos

Ac. Palmitico C16:0 4.0033 4.9616 8.233 6.610
Ac. Palmitoleico Cc16:1 - 0.4981 - -
Ac. Estearico C18:.0 3.705 3.8352 25.486 26.595
Ac. Oleico C18:1n9c  33.587 33.045 31.243 45,381
Ac. Vaccénico C18:1n7 1105  1.2817 . -
Ac. Linoleico C182n6c  29.277 32.284 9.940 6.280
Ac. Linolénico C18:3n6 0.284 0.196 - -
Ac. Eicosanoico c20:1 0.965 5.1673 - -
Ac. Enicico * C22:1n9 6.552 6.846 2134 0.846

Ac.Eicosatrienocico C20:3n3 5773 4.068 - c
Ac. Araquidénico C20:4 n6 4.666 7.1459 - -
No Identificados ® 12676  5.275 22.406 17.287

a.- El nivel maximo permitido es de 5% (Kirk ySawyre, 1996)
b.- Es la suma de las areas de picos que no pudieron ser identificados

En la tabla se describe el perfil de acidos grasos del aceite crudo, refinado,
hidrogenado a 5 minutos, e hidrogenado a 10 minutos; como era de esperarse (Hilditch,
1956), los niveles de acido oleico y linoleico son los mayores y en pequeria cantidad se
encuentran el acido y -linolenico y eicosanoico (Swern, 1982). Ademas se puede ver que
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los niveles de los acidos presentes son similares para ambos aceites, solo encontrandose
un contenido mayor para el acido araquidonico e eicosanoico para el aceite refinado; asi
como una disminucién en los acidos grasos no identificados.

Otra diferencia que se encontré6 en estos aceites es la presencia de &cido
palmitoleico para el caso del aceite refinado; si consideramos que el proceso de
refinacion, especificamente en el desgomado, donde se eliminan los fosfatidos, lo cuales
contienen una cantidad de acidos grasos poliinsaturados, se esperaria ver disminuida la
cantidad de acidos presentes como el acido araquidonico y posiblemente eicosanoico.
Pero en este caso se observa lo contrario; esto se debi6 posiblemente a que la reaccién
de esterificacién de estos acidos no se efectué de manera adecuada, y se mantuvieron
como acidos grasos libres por lo cual no pudieron ser detectados por el cromatégrafo, si
consideramos que estos acidos grasos son muy inestables a la oxidacion por su nimero
de insaturaciones es posible que el aceite crudo haya sufrido algin tipo de dafo,
especificamente oxidacion, debido a que no se mantuvo en condiciones adecuadas
posteriormente a su extraccién, y de esta manera no haya sido posible la deteccién del
acido palmitoleico en el aceite crudo, y los niveles del acido araquidonico e eicosanoico,
sean menores a los detectados en el aceite refinado.

Es muy importante resaltar la presencia de Acido Ertcico, que aunque no esta en
el mismo nivel que el oleico y linoléico, su presencia es mayor al 5% del total de acidos
grasos tanto en el aceite crudo como en el refinado, lo que representaria un riesgo su
consumo por lo que es indispensable reducir (<5%) o eliminar su contenido.

Se puede considerar que el someter al aceite de la almendra de la semilla de
capulin a un proceso de refinacién, el contenido de acido ertcico no disminuye hasta
considerarlo aceptable, por este motivo es necesario efectuar la hidrogenacion, ya que se
ha observado que este proceso disminuye considerablemente los acidos grasos
insaturados de cadena larga.
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Grafica 1. Porcentaje del contenido de acidos grasos presentes en el aceite crudo, refinado, hidrogenado a 5
minutos e hidrogenado a 10 minutos. Donde 1.4c. Palmitico, 2. 4c. Palmitoleico, 3. 4c. Estearico, 4. 4c. Oleico,
5. ac. Vaccénico, 6. ac. Linoleico, 7. ac. y -Linolenico, 8. ac. Eicosanoico, 9. &c. Erucico, 10. ac.
Eicosatrienoico, 11. ac. Araquidonico, 12. No identificables.

Comparando los niveles obtenidos para los acidos grasos presentes en las grasas
hidrogenadas con respecto al aceite crudo y refinado, se puede observar que existe una
similitud en los acidos grasos identificados, pero con la diferencia que estos se
encuentran en cantidades diferentes. Lo cual era de esperarse pues con este proceso se
pretendia disminuir los niveles de acidos grasos insaturados , en especial el acido ertcico
y conseguir una forma mas estable de este aceite, utilizando un catalizador selectivo mas
afin a las dobles ligaduras.

Cabe mencionar que no era el propésito de esta investigaciéon el controlar la

intensidad del proceso de hidrogenacién con el fin de conseguir la estabilidad y/o
propiedades fisicas requeridas para un producto final. El principal propésito de este
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proceso, era reducir lo mayor posible los niveles de acido erucico, sin importar las
caracteristicas fisicas del aceite hidrogenado.

Los tiempos utilizados se basaron en trabajos anteriores (Barbosa, 2003) con lo
cual se obtuvo una grasa dura y quebradiza a temperatura ambiente, pero con niveles
menores al 5% correspondientes al acido ertcico. Esto representa un factor importante,
pues la transformacion del estado fisico del aceite a temperatura ambiente, convirtiéndose
en una grasa se debe a que los acidos grasos insaturados se transforman a acidos grasos
saturados lo cual ocasiona que la composicién en la estructura de los cristales cambie
(polimorfismo) a unos mas definidos. Por lo que hay que considerar en un futuro una
aplicacion especifica que se le quiera dar a este aceite.

Se pudo observar que entre mayor es el tiempo de reaccion, se obtiene una grasa
mas saturada reduciendo el nimero de los dobles enlaces, pero con presencia de acidos
grasos monoinsaturados, esto se puede observar en la tabla 6, en la grafica 1, y en los
cromatogramas 4 y 5. Los acidos grasos que estan presentes en el aceite hidrogenado a
5 minutos que en el hidrogenado a 10 minutos son los mismos, pero en diferente
proporcion.

Hay que considerar que durante el proceso de hidrogenacion todos los acidos
grasos presentes que sean mas insaturados van a reaccionar de manera que llegara a
formar un acido graso mas estable, es decir, menos insaturado, asi que se esperaba que
todos lo acidos grasos presentes en los aceites al desaparecer sus dobles enlaces llegan
a formar parte de los acidos menos insaturados de acuerdo con sus velocidades relativas
de hidrogenacion, por este motivo se presenta el aumento de acido Oleico, y a su vez la
disminucion del acido Linoleico el cual se transforma para formar parte del acido Oleico

No hay que olvidar que durante este proceso, también se llevan a cabo cambios
en la configuracién de los acidos grasos, en los cromatogramas 4 y 5 detectamos una
serie de picos que no fue posible identificar, es muy probable que se tratara de isomeros
trans, por este motivo, se puede observar en la tabla que los niveles de los acidos grasos
no identificados aumenta para ambos tiempos de hidrogenacion con respecto a los
aceites crudo y refinado.

Para el caso del aceite hidrogenado a 10 minutos, el nivel de acido oleico
aumento mas que en el hidrogenado a 5 minutos, y a su vez disminuyeron los porcentajes
de los demas 4cidos grasos, incluyendo los no identificados, lo que indica que la

72



RESULTADOS Y DISCUSION

velocidad relativa de reaccion de los acidos con un numero de carbones mayores al acido
oleico (C18:1) se ve favorecida hacia la formacién de acido oleico, y para el caso de los
acidos grasos con un numero menor de carbones que el acido oleico, se dirija hacia el
aumento de acido estearico y palmitico y la posible disminucion de este acido se deba a la
formacion de acidos grasos menores al palmitico, y con tiempos de retenciéon menores, y
en cantidades muy pequefias por lo que no fueron detectados en los respectivos
cromatogramas.

Con la hidrogenacién fue posible disminuir el contenido de acido ertcico a niveles
menores al 5%; al aumentar los tiempos de hidrogenacion de 5 a 10 minutos, el nivel
disminuye ain mas conforme se aumenta el tiempo del proceso. Se puede considerar
suficiente una hidrogenacion de 5 minutos, considerando que las caracteristicas fisicas
del aceite lo hacen mas manipulable, es decir, no se tienen tantas pérdidas como con el
aceite hidrogenado a 10 minutos durante la filtracién para eliminar el catalizador y esto se
ve reflejado en el rendimiento. Podria considerarse un tiempo menor a 5 minutos, con la
unica finalidad de sdlo disminuir el acido enicico a un nivel menor al 5%, Sin embargo,
tendria que considerarse el volumen del aceite a hidrogenar y la cantidad de &cidos
grasos trans presentes, si se pretende que este aceite pueda proponerse como fuente
caldrica convencional para la alimentacién humana o animal.

En el apéndice 4, se presentan los cromatogramas 2,34 y 5 se muestran los
acidos grasos presentes en todos los procesos a los que fueron sometidos el aceite
crudo, los cuales como se puede observar son muy similares con respecto a los tiempos
de retencion de los picos identificados en los diferentes procesos.
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5.5 PARAMETROS FISICOQUIMICOS.

Tabla 7. Parametros fisicoquimicos del aceite crudo, refinado, hidrogenado a 5 minutos e
hidrogenado a 10 minutos de la aimendra de capulin.

Aceite Crudo Aceite Aceite Aceite
Refinado Hidrogenado Hidrogenado
(5 min.) (10 min)
- Densidad  0.9449 +0.0119  0.966+1.342x10° 0.9183+1.069x10° 0.893+6.082x10™
relativa
(s0°c)*
Punto de fusion 2a6b 4a7 48 a 55 54 - 59
ccr
Indice de 1.479+2.08x10° 1.480 1.462 £ 5.7x10™ c
refraccién
(so°c)*

Indice de Yodo 126.775+2.398 125.25+4.1862 83.7046+2.5739 68.9115+2.949
(g l/g muestra)®

a.Promedio de 3 determinaciones + su desviacion estandar.
b. Promedio del rango de 3 determinaciones
c. No se pudo realizar la determinacion.

En la tabla 7 se presentan los parametros fisicoquimicos analizados en el aceite de
la almendra de capulin, en primer término tenemos: la densidad relativa en el aceite crudo
y refinado obtenidos, son muy parecidos a los reportados anteriormente (Barbosa, 2003;
Ruiz, 2000). La diferencia en los valores obtenidos por estos aceites se debe
principalmente al proceso de refinacion puesto que el aceite crudo contiene diferentes
compuestos que difieren de los triglicéridos por lo que puede afectar de manera que
disminuye su valor con respecto al aceite refinado, y en este trabajo se utilizo el aceite
refinado para realizar la hidrogenacién. Pero en el caso de los aceites hidrogenados no
se contaba con algun dato de comparacion, pero considerando que al ser hidrogenados
las caracteristicas fisicas y quimicas cambian y la densidad relativa tiene una relacion
directa con el estado de insaturacion, que en el caso del aceite crudo y refinado, se
encuentran en estado liquido a temperatura ambiente, y el nimero de insaturaciones es
mayor que en el caso de los aceites hidrogenados, considerando el porcentaje de los
acidos grasos presentes (tabla 6), con respecto al numero de carbones e insaturaciones,
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podemos decir que también tiene una relacion con el peso molecular. Por lo tanto el valor
de la densidad es mayor para el aceite crudo y refinado que para los aceites
hidrogenados, puesto que al hidrogenar el nimero de insaturaciones disminuye al igual
que su peso molecular, esto se observa al aumentar el tiempo de hidrogenacion de 5
minutos a 10, donde se observa una disminucién en la densidad. Las condiciones de
temperatura (50°C) a las que se sometié6 esta prueba se debié a que los aceites
hidrogenados se solidificaban a temperatura ambiente, por lo que se trato que esta
prueba se llevara a cabo con todas las muestras en el mismo estado fisico (liquido) y a
las mismas condiciones para evitar variaciones en los resultados.

El punto de fusién indica el grado de insaturacion y el tamario de los Acidos
grasos presentes tanto en el aceite crudo, refinado y aceites hidrogenados, ya que estos
son valores que tienden a disminuir al aumentar las dobles ligaduras y aumentar su valor
al disminuir la presencia de insaturaciones, de igual manera, un valor alto de punto de
fusién indica que la longitud de los acidos grasos presentes son menores, como se puede
observar los valores del aceite crudo y refinado son pequefios en comparacién con los
aceites hidrogenados, y al aumentar el tiempo de hidrogenacién, el punto de fusion
aumenta debido al polimorfismo que ocurre en los cristales al hidrogenar el aceite debido
a la saturacion de los acidos grasos presentes.

Al compararios con datos anteriores (Barbosa, 2003); los datos son mayores pues
no representan valores negativos, y son mas parecidos a los reportados por Ruiz (2003),
pero hay que recordar que se trata de muestras diferentes y que las condiciones en las
que se efectuaron las pruebas no son las mismas.

Existe una relacién entre el indice de refraccién y el indice de yodo, el cual se
puede aplicar para la mayoria de las grasas y aceites, incluyendo las que contiene acido
erticico, o son sometidas a un proceso de hidrogenacion (Swern,1982). A medida que
disminuye el indice de yodo, el indice de refraccion también diminuye. Si consideramos
que el incide de refraccion nos permite identificar y comprobar la calidad de los aceites,
para el aceite crudo y refinado se obtuvo un valor muy similar, lo que nos indica que se
trata del mismo aceite, pero en el caso del aceite hidrogenado a 5 minutos, la correlacién
nos explica la disminucién del valor del indice de refraccion con respecto al aceite crudo y
refinado, debido a la disminucién de insaturaciones y de la longitud de los acidos grasos.
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No fue posible obtener el valor del indice de refraccion para la grasa hidrogenada
a 10 minutos debido a que la temperatura del bafio del agua (50°), no fue la suficiente
para mantenerla en estado liquido.

Los valores obtenidos para el indice en el caso del aceite crudo y el refinado, son
valores son altos con respecto a los aceites hidrogenados, y esto era de esperarse, el
indice de yodo proporciona informacién acerca de las insaturaciones presentes y esto se
ve reflejado en los acidos grasos insaturados presentes en los diferentes procesos a los
que se sometio el aceite crudo, si observamos la tabla 6, los valores mayores en el indice
de yodo indican un mayor contenido de estos acidos grasos, los cuales disminuyen al
someterlos al proceso de hidrogenacién, logrando la disminucién en los niveles de acido
erucico debido a la saturacion de los enlaces.

Al aumentar el tiempo de hidrogenacion la saturacion es mayor, disminuyendo
aun mas el indice de yodo y sobre todo, el contenido de acido ertcico.

Al aceite crudo y refinado lo podemos clasificar por su valor de yodo dentro de los
aceites secantes, Yy los aceites hidrogenados pueden entrar en la clasificacion de semi-
secante y no secantes.

Comparando los datos obtenidos con los trabajos anteriores (Barbosa,2003; Ruiz,
2000), se esperaba que los indices de yodo sobre todo para el aceite crudo y refinado,
fueran mayores, pero cabe mencionar que estas pruebas se realizaron casi al final del
trabajo experimental, asi que considerando la inestabilidad de las instauraciones, es muy
probable que estas hayan sufrido algin dafio; por lo que se recomienda realizar estas
pruebas inmediatamente después de haber extraido el aceite y sometido a los diferentes
procesos.
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5.6 TOXICIDAD AGUDA

En el estudio de toxicidad aguda los sintomas clinicos observados fueron, lordosis,
cifosis, ataxia, piloereccion, ereccion caudal, agresividad, aletargamiento, exitacion,
disnea, cianosis e hipotermia (Ver. Glosario), en la apéndice 1 se muestra la forma en la
que fueron anotadas las caracteristicas clinicas observadas durante la prueba.

Este estudio se realizé durante 14 dias de acuerdo al protocolo de la EPA (1996),
utilizando una Unica dosis de 15 g/kg de p.c por via oral para los 5 lotes con 5 ratones con
un peso promedio de ratones de 18 gramos. No se observo ningun sintoma que indicara
la posibilidad de toxicidad durante la prueba. Ningun ratén murié. Por lo tanto, se puede
considerar que el aceite crudo, refinado e hidrogenado de la almendra de la semilla de
capulin es practicamente no téxico a corto plazo, pero se considera necesario realizar un
estudio subcrénico para ampliar su relativa inocuidad a mediano plazo.

Al finalizar este estudio se realizé una necropsia a todos los ratones para calcular
la relacion porcentual de érganos, utilizando para este estudio: el corazén, el higado y los
rifones, por ser los 6rganos que intervienen en la absorcion y transporte de lipidos.

5.6.1 RELACION PORCENTUAL DE ORGANOS.

Se aplico un analisis estadistico a los pesos finales de los ratones al término de
estudio (Tabla 8) y no se encontré diferencia significativa a los que se le aplicé la dosis
de aceite de capulin crudo y en sus diferentes procesos contra el control, la misma
tendencia ocurrié con todos los érganos estudiados que fue el incrementar su peso a
medida que crecieron los ratones; ademas de que el hecho de no estar sometidos a una
dieta individual les permitié consumir todo el alimento deseado durante el tiempo que duré
el estudio.

En la tabla 9 se muestran los valores de la relaciéon porcentual de los érganos
(higado, corazén y rifiones) extraidos en los ratones a los que se les suministro la dosis
con los aceites crudo, refinado, hidrogenado a 5 minutos e hidrogenado a 10 minutos de
la almendra de la semilla de capulin durante el estudio de toxicidad aguda.

Los resultados obtenidos de la relacién porcentual para cada uno de los érganos
extraidos fueron comparados contra el lote control (aceite de girasol) durante el estudio de
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toxicidad aguda, en los cuales se presentan valores muy similares al control para el caso
de higado y corazoén, al aplicar a los datos un estudio estadistico (andlisis de varianza),
los datos no presentan diferencia significativa respecto al control, lo que nos indica que
no existié un trabajo mayor del higado para poder metabolizar los diferentes aceites, y
para el corazén no representaron un factor de riesgo, pues se encuentran relativamente al
mismo nivel que el control.

Al analizar estadisticamente los datos obtenidos de los rifiones, se observa
diferencia significativa en aceite refinado con respecto al control, pero posiblemente esto
se debi6 a la relacién de los pesos corporales finales de los ratones (tabla 6) del lote de
aceite refinado son mayores a los pesos finales del lote control. Aunque no podria
descartarse un crecimiento anormal, debido al consumo de los acidos grasos que
contiene el aceite refinado. Es interesante notar que no obstante que no se presento DSE
en la relacion porcentual del corazon de los preparados que tienen un contenido mayor al
5% de acido ertcico, si dieron el valor mas alto, lo que concuerda con lo reportado en la
bibliografia. (Johnson, 1989; Linder, 1995; Mattson, 1973)

Fisicamente, el higado, los rifiones y el corazén no presentaron ninguna
anormalidad fisica, como diferente tonalidad de color, presencia de manchas, etc.

Se recomienda realizar un perfil lipidico al plasma sanguineo de los ratones en un
estudio subcrénico, para verificar los niveles de colesterol y descartar un posible trabajo
excesivo del higado y rifiones, y si el consumo de los aceites hidrogenados no representa
un factor de riesgo para la cardopatia coronaria.

78



6L W

oy’ Ty Y g

L A B X 1.4
1AVS O
189'L lLzst cve'l fevvt 1611 leset 8LY) 209°1 o
a3 lorez X313 lozz 28'1Z 9802 oz 28°'LL elpoy
I5'ST P'SC 8'SC _n.vw '8¢ L&44 Y4 0Z 0 S
L'€C 122 y'ET 82 €T (%% €12 281 9l [3
91T iz 902 €02 161 961 961 L1 oL €
|81 62C 1€ 622 INYA v'0z 981 |89t ¥ z
vve loez €°€C 1T %4 61 181 61 € l
viea | €iLead olLelq g e geig g e 1eq 10s8d uoley # ugley
vaNSV avaidixol 1@d :vd3d ‘NIWS OQVN3IOONWAIH 31130V I 3107
[ozst [¥58°1 evez P8t 8,62 6562 962°C [r66°1 o
951°€2 282 es'ee IRZ3 $9°cZ €1z 9°61 lo'z1 ejpepy
IL've 8'GC y'9C LT 9'GZ (44 V14 L S
v'Ee €2 [z 92 e %43 81C €61 vl 2
8'vC yve T 6'vC 9'€C (4%4 K lo'at L €
€2 92C X4 zee L'z 102 161 691 Si z
12 102 202 I§¥ 5°02 L1 5’91 Z'SL ¥Z 1
vl el €l e (] gelg 9eja celq 1 e 10s3d uoley # uoley
vanov avaioixoL 109 (¥d3D ‘NIN 0} OQVN3OO¥QAIH 3L130V 113107
628°C osL v vy oS '€ 100°Y 8voe |88 l68z'Z o
ARZ3 ¥S'€C le'ez X413 Zy'ee 28’12 ov'61 Ly ejpoy
522 %3 Iz v y'oC L' 612 oz v S
'S 9z v'8C 8z 82 z9C 6712 961 ! 2
692 6'SZ 1'vC €T 6€C 443 0z o°LL 9 €
I§¥ 202 Y3 I§¥3 0T L'61 z8lL L1 (43 z
98l LLL €L D G581 691 €Sl X2 14 1
vl elg cieq oL eq gelg 9elq _ €ea lea 10sad uoley # uojey
VvaNov avaidixoL EBZER)] 70SVHIO 30 31130V JO¥LNOD {13101

‘epnbe pepioixo} ap 0Ipn}sa |3 SjUBINP SBUO)EI SO| 3P S0Sad ‘g e|qel

NOQISNISIA A SOAYLINS3Y



08

eze [9€9T 18v'C 1€ST €85C fpesz 2Lz oLeT o
96'%Z z8've ¥8°¥Z 8y'vZ 92'€Z log1Z 182°64 sl elpai
29z 192 8'2 G'9z 5'sZ [8'v2 €T cze 12 S
1'6T 29z Z9z 5T ¥ o1z 20z 28l 0¢ 2
9'22 L2 L'L2 (4% 9's2 €22 9'61 6°L1 S €
¥4 ¥4 612 (44 €0z 1’81 9’91 EED L} 4
9'Ze S'1e loze %3 202 L'61 8ot €91 92 1
vielg creld | oread gel ge|a t€exd | tea 10sad uoley # ugiey
vanoyv avaidixol 1@9 :vd3d 0anyd 31130V ‘A 3101
v0'Z 1z 6212 [tyzz ez ozt [reyz o6t )
'S b'se #0°€T ls'vz lov'ez 9'12 los'61 ¥6°L) elpo
(%3 692 8% |69z 8'sZ [gez |8z 1z X4 S
v'iZ 922 S'sT |g'sz S'¥Z EK44 [8'02 '8l L v
6'ST €'sC €2 9'sz 9'€T (444 661 8L} [4 €
1'ET 622 e (43 912 1°0Z 821 EED 0z [
v'eT 8'2C 902 (444 8’12 9'61 D o1 €l !
vielg | €iLed oL el geig | oed teqa Lea 10s3d uoley # ugiey
vanov avaidixol 102 :¥d30 OQVNI43¥ 31130V :AI13107

NQISNISIA A SOAVLINS3Y




12610 280410 29690 66100 ¥Zio 12690 21900 18210 129%°0 o
$69°0 95’} €259 0¥9°0 165’} 0%0'9 8190 995’} 6¥2'9 eIpey

18¥S°0 125°L [44°] 60590 [A1 6069 S ugjes
L6€S0 86¥'L S064°9 19090 1185} €LL6'Y 6290 SL9L 90’9 ¥ ugjed
69590 602S°L 2589 65650 86SL'} 6289 1L€90 €229} 9€82'9 g€ uges
6€.6°0 9seL’} 359 LIELO €291 $28'S 90160 629'L L¥6'S T uged
6090 6015} I18EL'S 25120 ob'L 95€'9 €990  SO0SE'} 2€0L'S } ugjel

ugzeion sauouny opeBiy uozelIo) sauouy opeBilH uQzei0) ssuoury opeBiy
‘ujw g} opeueBoip)H ejedy — "ujw g opeueBoipiH 83180y _ joses|o ep e3)jedy
001 . [esodiod osadjouebio osad ugioejey
SONVOYO0 30 TVIN3IOUOd NOIDVIIY
12040 99Z40 [4:11 4] 98¥1°0 ¥¥60°0 161€°0 T190°0 18240 129%'0 o
8.0 Z8L'} 1214 yeL'0 1€9°} 0.S°S 8190 995°} 6929 BIpe
S08°0 19427} 20209 2v68°'0 €26L°4 £€88'S 60590 2551 6069 S ugjel
2LSS0 2018’} A4 %] 10190 ¥2L9'L ¥pS8°'S 6290 SL9°L 90v'9 ¥ uojes
15080 €€L6°) 28y L 8950 €S54 266€'S 12€9°0  €229'L 9€8Z'9 € ugied
LL0L0 LLIL) 629 ZveL'o €291 [A24 %} 90150 629'L L¥6°'S Z ugjel
85920 [4%: N3 6,999 Ly.80 €SS} LL6S'S €199'0  SO0SE'} 2e0L'S } ugies
uozeiod seuoypRy opeBjHy uozei0n sauouy opeBi4 ugzeio) seuouny opeBiy
opeuljey 8j|edy _ opnip 83193y | |0SBID op 8}|edy

00} . les0di0d osadjouebig osad ugoeRy

SONVONO 30 TVINIDUOd NOIOVIIN

NQISNJSIA A SOAVLINS3Y

‘epnbe pepioixo} ap olpnisa [ap |enmuadiod souebig ap ugoejRY ‘6 BlqeL




CONCLUSIONES

8. CONCLUSIONES.

A Se caracteriz6 la semilla y la almendra de la semilla de capulin mediante
la determinacién de los parametros fisicos.

8 El perfil de acidos grasos del aceite de almendra de capulin muestra
elevadas concentraciones de acido oleico, linoleico y en menores
concentraciones pero sobresaliente el 4cido erdcico, ya que el contenido
presente de este acido graso en el aceite crudo y en el refinado es
mayor al 5%, por lo que sobre pasa el limite establecido para consumo
humano.

8 El contenido energético del aceite de la almendra de capulin es
comparable con el de otros aceites comestibles utilizados, por lo que se
podria considerar como una fuente alternativa de alimento energético.

§ No es suficiente la refinacién para eliminar o disminuir el contenido de
acido erucico presente en el aceite a niveles aceptables.

8 El proceso de hidrogenacién, dependiendo de su tiempo de reaccion,
disminuye el contenido de acido erucico a niveles menores del 5%.

A En el estudio de toxicidad aguda el aceite crudo de la almendra de
capulin, refinado, hidrogenado a 5 minutos e hidrogenado a 10 minutos
no mostré signos de toxicidad, considerandolo relativamente inocuo por
via oral a corto plazo.

& En el estudio de relacion porcentual de érganos no se encontrd
diferencia significativa entre el higado y el corazén con respecto al
control, pero en los rifiones presenté diferencia significativa en el aceite
sometido a el proceso de refinacién con respecto al control.
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RECOMENDACIONES

7. RECOMENDACIONES.

§ Es necesario llevar a cabo un estudio de toxicidad subcrénica, para ver
el efecto provocado a mediano plazo por el consumo del aceite
sometido a los diferentes tratamientos

8§ De igual manera se recomienda realizar un perfil lipidico del plasma
sanguineo de los ratones, asi como una biometria hemética, para
poder confirmar que una vez sometido, el aceite, a un proceso de
hidrogenacioén, tiene la posibilidad de ser utilizado como una fuente de
aceite comestible para alimentacion humana y/o animal.

& Es conveniente conocer el porcentaje de acidos grasos frans que

contienen los aceites sometidos al proceso de hidrogenacién para
confirmar el efecto en el consumo de aceites hidrogenados
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Apéndice 1.
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APENDICES

Apéndice 2.

Método de la “culebra japonesa” para la distribucién de animales en estudio.

El método de la “culebra japonesa” se aplica con el objeto de distribuir un conjunto
de animales en un determinado nimero de grupos o lotes de tal forma que se tenga ahi el
mismo peso promedio por lote.

En este método, los animales se pesan al azar; de acuerdo a su peso, se ordenan
en forma ascendente o descendente (dependiendo de las condicione del experimento).

Con base en la experiencia, se recomiendo pesar un nimero de animales mayor
al que se vaya a emplear en el estudio, de tal forma que los animales con mayor y menor
peso (los extremos superior e inferior en una campana gaussiana), queden eliminados al
ajustar el nimero de animales a sus lugares correspondiente en los lotes.

Finalmente, los animales se distribuyen en dichos lotes de manera zigzagueante

como se muestra a continuacion.

Lote Lote , Lote; = Lote,

Peso 4 Peso ; Peso ; > Peso;

) Peso .4
%Pem "

Donde:
Peso ; < Peso ; <Peso,...Peso;<Peso;.,...Peso,

85



APENDICES

Apéndice 3.

Numeracion de ratones en el estudio de Toxicidad Aguda.

Para poder diferenciar a los ratones, se les hacen pequefias perforaciones en las
orejas, como indica el siguiente diagrama:

Asi, por ejemplo, si queremos marcar a un ratén con el nimero 13, se realizaria las
siguientes perforaciones:
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Apéndice. 4 Cromatograma 1.
Estindares (Palmitico, Palmitoleico, Esteérico, Oleico, Eicosanoico, Eridcico)
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Cromatograma 2. Aceite Crudo
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Cromatograma 3. Aceite Refinado
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GLOSARIO

Glosario.

Agresividad. Individuo cuyo patrén conductual se caracteriza por irritabilidad,
accesos de ira y actitudes o actos destructivos como manifestaciones
dominante de frustracion.

Aletargamiento. Estado de somnolencia enfermiza, profunda y prolongada,
sin fiebre ni infeccion.

Ataxia. Incoordinacion de la accién muscular voluntaria, en particular de los
grupos musculares usados en actividades como caminar o alcanzar un objeto
debido a alguna interferencia con vias del sistema nervioso central o periférico
implicadas en el equilibrio de los movimientos musculares.

Cianosis. Coloracion azul purpura (morada) de las mucosas y de la piel debida
a falta de oxigenacion.

Xifosis. Curvatura angular de la columna vertebral; la convexidad de la curva
es posterior, suele estar en la region toracica y abarca algunas vértebras.
Disnea. Frecuencia acelerada de la respiracion.

Ereccion caudal. Estado turgente de la cola.

Exitacion. Hiperactividad.

Hipotermia. Temperatura subnormal del cuerpo. Reduccién de la temperatura
corporal a menos de lo normal.

Lordosis. Curvatura hacia delante de la columna vertebral lumbar.
Piloereccion. Ereccion del pelo.

& Shortening. Grasas semistlidas (plasticas). Grasas de reposteria o

shortenings son grasas que se emplean en la preparacion de muchos
alimentos. Su nombre lo deben a que aportan una caracteristica de suavidad
(en inglés “"short”) o terneza a los alimentos horneados. Mezclas de aceites
vegetales con ciertas grasas animales, o mezclas de aceites vegetales
unicamente.
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