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1 INTRODUCCION.

Mexico es un pais con una gran biodiversidad, motivo por el cual tiene una gran riqueza en su reino
vegetal. Los vegetales mas consumidos son maiz, chile, frijol y calabaza; sin, embargo en el pais no existe
una dieta que contenga los elementos nutricionales necesarios, ya que la alimentacion de cada zona esta
influenciada por sus costumbres y cultura, ademas del nivel socioeconomico. Estos son algunos de los
factores que favorecen la desnutricion calorico-proteico en nuestro pais. La desnutricion se presenta con
mayor asiduidad en el medio rural, aunque su severidad y su frecuencia difiere de una region a ofra. En
general, el sureste parece ser la region mas afectada por problemas de nutricion, debido en parte a que una
gran proporcion de la poblacion habita en zonas rurales pobres. tal es el caso de los estados de Yucatan,
Chiapas, Quintana Roo, San Luis Potosi, Oaxaca, Hidalgo, Puebla y Guerrero; en los cuales se evidencian las
altas tasas de desnulricion, basandose en Ia talla y peso inferiores que el promedio nacional entre los nifios
de su edad. Los grupos mas afectados por la desnutricion son los nifios menores de cinco afos y las mujeres
embarazadas o en etapa de lactancia, que tienen mayores necesidades nutrimentales y estan expuestas a la

influencia de creencias erroneas acerca de su alimentacion.

En general las dietas de la poblacion marginada, habitualmente, aunque no siempre, habitante del
medio rural, aportan cantidades insuficientes de energia, de proteinas y de algunas vitaminas y nutrimentos
inorganicos, ademas de que existen patrones dietéticos que son poco variable, y por lo mismo pobres e

inadecuados.

Dado que México es una nacion de grandes contrastes donde por un lado prevalece la
heterogeneidad geogréafica, economica, social y cultural de la poblacion se encuentran deficiencias
nulrimentales especificas, resultado de la privacion social y la pobreza; por lo que es necesario buscar
alimentos de alto contenido calorico-proteico. y que ademas sean de facil adquisicion, por lo que se ha
procedido a buscar alimentos no convencionales, es decir, alimentos de consumo poco frecuente, y es
también por esto que hay poca informacion sobre ellos, por lo tanto, antes de proponer el consumo o el
incremento en el consumo de dichos alimentos es necesario realizar algunos estudios como son la evaluacion

bromatologica. la toxicidad que el alimento pudiera causar y su calidad nutricional.

La almendra de calabaza tiene un alto contenido de proteina y grasa, motivo por el cual proponer
incrementar su consumo implica valorar su posible riesgo a la salud por un mayor consumo o frecuencia de lo
establecido empiricamente como normal; y su calidad nutritiva, ya que por su alto contenido de grasa y

proteina, podria ayudar a abatir el nivel de desnutricion debida a la deficiencia calorica-proteinica.




2 OBJETIVOS.

2.1 General.

*Realizar el estudio toxicologico y nutricional a través de un bioensayo de la fraccion proteinica y lipidica de la

almendra de calabaza (Cuctrbita argyrosperma).
2.2 Particulares.

*Refinar el aceite de la aimendra de calabaza.

Determinar el contenido de los acidos grasos del aceite crudo y refinado.

+Caracterizar fisicoquimicamente ambos aceites.

*Realizar estudios de toxicidad aguda con ratones mecho de la cepa ICR de la harina integral, harina
desengrasada y aceite crudo de la almendra de calabaza.

*Realizar estudios de toxicidad subcronica con ratones mecho de la cepa ICR de la harina integral, harina
desengrasada y aceite crudo de la almendra de calabaza.

. Realizar el estudio de relacion de eficiencia proteinica (REP) con ratas macho de la cepa WINSTAR de la
harna integral y de la harina desengrasada.

I~



3. ANTECEDENTES.

3.1 Generalidades de las cucurbitas.

Generalmente se da el nombre de calabaza a los frutos de varias especies del genero Cucurbita de
la familia de las cucurbitaceas. Son plantas herbaceas, de tallos largos que se arrastran por el suelo, o se
enganchan a toda clase de zarcillos. Los frutos se caracterizan por ser de consistencia carnosa, suculenta y
tener corteza resistente que puede variar desde semiblanda a muy dura. Existe una infinidad de variaciones
asi en la forma como en el tamano y colores verdes, amarillas, rojas, combinadas u homogéneas. (Alonso,
1980, Matons 1947 Messiaen 1979).

Uno de los grupos de plantas con mayor nimero de especies utilizadas como alimento humano es la
familia de las cucurbitaceas. Sus flores, tallos jovenes, frutos tiemos y frutos maduros son consumidos como

verdura. Las semillas son consumidas enteras, asadas o tostadas y molidas en diferentes guisos (Bermejo,
1982).

Las especies Cucurbita argyrosperma, C. moschata, C maxima, y C. pepo han aportado desde
tiempos remotos productos alimenticios imprescindibles en la dieta de las comunidades rurales y de algunas

urbanas del continente Americano (Bermejo, 1982).

Diversos autores situan el origen de las calabazas en América y mas concretamente en México. Se
tienen evidencias a traves de hallazgos encontrados en sitios como las Cuevas de Ocampo, Tamaulipas, que
permiten afirmar que en la época prehispanica ya se cultivaban calabazas pertenecientes a la especie C.

pepo L., desde hace 7000 afios A.C. y de C argyrosperma Huber desde 1000 anos D.C. (Martinez 1996).

Aparentemente C. pepo L. Se distribuye desde el norte de la Ciudad de México hasta el sur de
Canada, teniendo una distribucion similar C argyrosperma Huber, la cual se extiende hacia el noroeste de
Mexico y suroeste de los Estados Unidos (Martinez 1996)

Con respecto a las caracteristicas de la semilla estudiada en el presente trabajo se destaca lo siguiente:
Nombre botanico: Cucurbita argyrosperma Huber.
Sinomimo botanico: Cucurbita mixta.

Familia: Cucurbitaceas.

Lad




Nombres comunes: castellano: calabaza, calabaza pinta. calabaza pipiana (México), calabaza
pipiancha (Cuetzalan, Puebla), pipian (México, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica), saquil, pipitaria

(Guatemala); inglés: cushaw (Estados Unidos) (Bermejo, 1982).

Figura No. 1. llustracion de la Cucurbita argyrosperma Huber . A1. hoja; A2. frutos: A3. semilla

Cabe resaltar que el tamario de la semilla de esta calabaza es mayor en relacion a la de otras

calabazas, lo cual le confiere un valor comercial importante.

Tabla No. 1 Dimensiones de algunas semillas de calabaza.

Dimensiones de semilla

Especie Largo (mm) Ancho (mm)
C.pepo 213 91
C. moschata 18.7 9.5
C. argyrosperma 242 99

Martinez, F.R. Evaluacion del polencial aceitero de la semilla de calabaza 19996

Despues del descascarado de la semilla se obtienen la aimendra, la cual tiene un potencial aceitero
importante. ya que ademas de su alto contenido de aceite en su interior, cuenta con un gran numero de frutos

por planta cuenta con numerosas semillas cada uno (Martinez, 1996).




lMuchas semillas cucurbitaceas son ricas en grasa y proteina (aproximadamente 41 % de grasa y 31
e proteina cruda), aunque esta grasa no ha sido utilizada a nivel industrial. si ha sido utilizada como
aczite de cocina en algunos paises de Africa y del Medio Oriente, el aceite de C. pepo L es cominmente
consumido como aceite para ensaladas en Eslovenia, Hungria y en algunas partes del sur de Austria. El
acelle es verde oscuro y tiene un alto contenido de acidos grasos libres. El contenido de aceite de esta
semilla es de aproximadamente 50% y sus cuatro acidos grasos predominantes son el palmitico, estearico,
oleico y linoléico. Estos acidos grasos conforman el 98% del total de acidos grasos, otros acidos grasos se
encuentran a niveles menores del 0.5% (Al-Kalifa, 1996; Murkovic M. et-al, 1996; Yoon, et-al, 1983).

Con respecto a los toxicos naturales encontrados en C. pepo L se ha observado una alta
concentracion de fosfatos de inositol ya que se ha reportado un nivel de 40.5 mg / g, cuyo valor es mas alto
que el de la soya, (10.8 mg / g), otros toxicos se encuentran en niveles no significativos (Salgado J, 1992) y
en un estudio realizado por Queiroz-Neto (1994)en C. maxima se encontrd que las semillas de éstas

cucurbitaceas no son toxicas por via oral para ratas y puercos en estudios de toxicidad aguda y subcronica.

3.2 Proteinas.

Las proteinas son complejas sustancias organicas nitrogenadas que constituyen esencialmente el
protoplasma de las celulas tanto animales como vegetales, y tienen un papel fundamental en su estructura y
funcion Las plantas son capaces de sintetizar sus proteinas a partir de sustancias inorganicas, pero los
animales no pueden hacerlo. Por este motivo deben obtener del exterior, por medio de la alimentacion los
elementos constituyentes de las proteinas. denominados aminoacidos, los que les permitiran sintetizar sus

propias proteinas (Cervera,1993).

El principal papel atribuido a las proteinas es de caracter estructural y funcional. Por este motivo,
aungue son nutrimentos energéticos, un organismo en buen equilibrio nutricional no utiliza para la combustion
mas gue un 20% aproximadamente de dicha energia. El valor nutritivo de un alimento como fuente proteinica
refig;a su aplitud para satisfacer las necesidades de nitrogeno y aminoacidos del consumidor y para asegurar
ur Crecimiento y un mantenimiento adecuados. lo anterior esta en funcion de los siguientes factores
merncionados a continuacion (Cervera, 1993; Fennema, 1993):

3.2.1 Contenido proteinico.

Los alimentos base de |a dieta con contenidos proteinicos inferiores al 3% no cubren las necesidades

proteinicas de los seres humanos, aunque sean ingeridos en cantidades que suministran mas calorias de las

A



necesarias. Por el contrario, una dieta de cereales (8-10% de proteina) satisface las necesidades proteinicas
de los adultos. (Fennema, 1993).

3.2.2 Calidad de la proteina.

La calidad, el valor o el balance de una proteina alimentaria depende del tipo y de la cantidad de
aminoacidos que contiene y representa una medida de la eficacia con que puede ser utilizada por un
organismo. Las proteinas de los cereales suelen ser pobres en lisina y carecen, en ocasiones, de triptofano y
treonina. Las semillas oleaginosas y los frutos secos suelen ser deficientes en metionina. A aquellos
aminoacidos esenciales para los que es mayor el deficit , con respecto a las necesidades se les denomina
“limitantes”, (Fennema, 1993).

Cuando la composicion de aminoacidos de la dieta difiere mucho de la ideal se habla de un
“desequilibrio de aminoacidos” y puede llevar consigo una eficacia reducida de la utilizacion de los
aminoacidos, un retraso del crecimiento, un incremento de la susceptibilidad a las enfermedades y/o un
deterioro permanente de la capacidad mental de los nifios. (Fennema, 1993)

3.2.3 Disponibilidad de los aminoacidos.

Los aminoacidos de las proteinas presentes en la dieta no siempre son totalmente disponibles. Los
aminoacidos de las proteinas animales suelen ser digeridos y absorbidos en una extension del 90%, en tanto
que las de ciertas proteinas vegetales pueden ser digeridos y absorbidos en un 60-70%. La baja utilizacion de
ciertas proteinas puede ser debida a varios factores, tales como: conformacion de la proteinas; las proteinas
fibrosas e insolubles son menos facilimente atacadas por las proteasas que las globulinas solubles; fijacion de
metales, lipidos, acidos nucleicos, celulosa u otros polisacaridos a las proteinas. lo que puede dificultar su
digestion. la presencia de factores antinutrimentales; tales como inhibidores de tripsina y quimotripsina. Entre
los distintos individuos se dan diferencias biologicas que influyen en su capacidad de digestion de proteinas y

la absorcion de los aminoacidos (Fennema, 1993)
3.2.4 Determinacion del valor nutritivo de los alimentos.

Como las proteinas tienen diferentes valores nutritivos resulta util su determinacion. Para efectuar

esta valoracion pueden utilizarse procedimientos quimicos y procedimientos biologicos.




3.2.4.1 Bioensayos.

Los ensayos biologicos se basan en la determinacion del crecimiento o la retencion de nitrégeno en
anmales experimentales como la rata, o en seres humanos, en funcion del consumo de proteina. Para
outener datos confiables y significativos es necesario utilizar varios animales en cada ensayo y analizar
estadisticamente los resultados, ademas se deberan estandarizar las condiciones de ensayo. Generalmente
se mantiene bajo el nivel proteinico de la dieta, que es del 10% en peso, de manera que el consumo
proteinico se mantenga por debajo de las necesidades y sea adecuado el suministro de energia y otros
nutrimentos. En estas condiciones, el crecimiento resulta lento, la proteina es eficazmente utilizada muy poca
se degrada para su conversion en energia y de los resultados experimentales resaltan las diferencias en el
valor nutritivo de las distintas proteinas y reflejan el méaximo de cada una de las sometidas a ensayo. Sin
embargo, €l valor obtenido en el ensayo sobrevalora el comportamiento que la proteina va ha tener en las

condiciones practicas de su consumo por los seres humanos (Fennema, 1993).

La relacion de la eficiencia proteinica (REP), mas conocida como PER (protein efficiency ratio),es el
peso en gramos ganado por las ratas por cada gramo de proteina consumida. Las fuentes de imprecision de
este metodo derivan de que el resultado obtenido depende de la cantidad de proteina consumida por las ratas
y de que las ratas crecen mas rapido que los ninos. Por todo ello, este método sobrevalora la calidad de las
proteinas (Fennema, 1993).

REP = ganancia de peso en gramos / proteinas ingeridas en gramos

3.2.4.2 Metodos quimicos.

En la mayor parte de los metodos quimicos se estima el valor nutritivo de una proteina basandose en
s. contenido en aminoacidos esenciales y en comparacion del mismo con las necesidades del hombre. La

cautcacion guimica de una proteina. se define como:

C Q. =mg del aminoacido esencialmente limitante por gramo de la proteina ensayada x 100

mg del mismo aminoacido por gramo de proteina de referencia

La referencia es el patron aminoacidico FAO 1973, que esta basado en las necesidades de
arminoacidos esenciales de los ninos de corta edad, y que remplaza como estandar a la proteina de huevo
enteio que se usaba antes (Fennema, 1993).



La correlacion entre los resultados de los bioensayos y de las predicciones quimicas mejora cuando
se corrige la calificacion quimica teniendo en cuenta la digestibilidad global de la proteina, que puede ser

rapidamente determinada por medio de ensayos enzimaticos in vitro (Fennema, 1993).

Las semillas de las leguminosas han sido tradicionalmente consumidas por el hombre y constituyen
un importante complemento proteinico de los cereales. Sin embargo el uso de oleaginosas como fuentes de
proteinas para el consumo directo de los seres humanos esta notablemente menos desarrollado, excepto en
el Oriente, en donde se emplea la soya para la elaboracion de salsas y ciertos alimentos tradicionales tales
como el tofu (Cervera , 1993; Fennema, 1993).

Técnicamente resulta posible preparar harinas, concentrados y purificados proteinicos de diversas
semillas oleaginosas, tales como algodon, girasol y colza. Sin embargo la soya es la fuente primordial de tales
preparados que se utilizan en proteinas de diversos alimentos para la sustitucion parcial de la camne (Cervera,
1993).

A muchas semillas oleaginosas se les extrae el aceite y se obtienen dos fracciones, |a grasa cruda y
una lorta residual. En el caso de las semillas de soya se obtiene como resultado un concentrado proteico que
contiene, tras su deshidratacion, alrededor de un 65-75% de proleina. Si posteriormente se solubilizan en
agua alcalinizada se obtiene un purificado proteinico que contiene no menos de un 90% de proteina.
(Fennema 0. 1993)

3.3 Lipidos.

Los lipidos son sustancias de composicion quimica extremadamente variable. En su estructura
molecular se encuentra casi exclusivamente C, H, y O, aunque existen formas mas complejas (Cervera,
1993).

Tanto en los alimentos que los contienen como en el cuerpo humano, el 35% o mas de las grasas
esta en forma de triglicéridos, con sus caracteristicos acidos grasos. Los triglicéridos constituyen la forma
quinuca principal de almacenamiento de las grasas. Tanto en los alimentos como en el organismo humano
estan formados por la union del glicerol con tres acidos grasos. Las grasas son nutrimentos altamente
energelicos y ésla es su funcion de mayor referencia. Por lo tanto el aporte adecuado de lipidos es

imprescindible_para lograr el consumo calarico diario suficiente (Cervera, 1993).




3.3.1 Aceites y grasas comestibles.

Las grasas comestibles son los produclos de origen vegetal o animal, cuyos constituyentes
principales son triglicéridos naturales de los acidos grasos. conteniendo componentes menores de otros

lipidos. como son fosfolipidos, gomas. ceras. entre otros (Lawson, 1999),

Como se menciona en el texto de Produccion, analisis y control de calidad de aceites y grasas
comestibles (1988), los procedimientos para la obtencion de grasas comestibles de las semillas o frutos

oleaginosos y de los tejidos o depositos adiposos de los animales son los siguientes:

»  Presion, previa trituracion o no, de la materia prima.
»  Fusion, por tratamiento térmico de la materia prima, sin sobrepasar la temperatura de 100 °C.

= Extraccion con disolventes permitidos, sequida de la eliminacion completa de éstos.

En el mismo texto se encuentra que los disolventes que se utilicen para la extraccion de grasas

comestibles, deberan reunir los siguientes requisitos:

«  Ser productos de caracteristicas quimicas bien definidas, sin que exista la posibilidad de que contengan
impurezas que tengan una clara accion nociva sobre el organismo.
» Ser facilmente separables, por destilacion con o sin arrastre de vapor, de la mezcla grasa-disolvente,

pudiendose eliminar hasta los ultimos residuos, sin someter el aceite a calentamientos excesivos.

El disolvente destilara en un 99.99% a una temperatura que no sobrepase los 95 °C.

= Mo contendra residuos metalicos especialmente plomo. que puedan quedar retenidos por el aceite.

Las grasas de origen vegetal son muy abundantes y juegan un papel de primer orden en la
almentacion humana. Se encuentra en semillas y frutos diversos, tales como, la oliva, soya, girasol,

cacahuate. maiz y algodon. por mencionar algunos.

Para obtener el aceite de las semillas oleaginosas, estas deben ser limpiadas y descascarilladas
previamente. después troceadas y molidas antes de la extraccion de su aceite por cualquiera de los dos

siguientes sistemas citados a continuacion



3.3.1.1 Extraccion mecanica.

Las semillas molidas pasan a un acondicionador para obtener un producto homogéneo que llega a
una prensa de tornillo donde a elevadas presiones y en un solo paso se procede a la separacion del aceite de
la torta proteica. El aceite obtenido es separado de impurezas gruesas en un tamiz vibratorio. El
abrillantamiento y limpieza final del aceite se llevan a cabo en un filtro, con lo que se obtiene un aceite crudo
filtrado (Lawson, 1999).

La torta proteinica separada en la prensa es descargada sobre un tomillo sinfin que alimenta una
estacion de pesado y ensacado, o unos rodillos trituradores de la torta proteica. Esta torta proteica puede ser
desengrasada aun mas en una planta de extraccion por disolventes. También puede ser utilizada
directamente como alimento de ganado o, si ha sido tratada higiénicamente, puede pasar a una instalacion
para obtencion de proteina para la alimentacion humana (Fennema, 1993).

3.3.1.2 Extraccion por disolventes.

En el sistema de extraccion por disolventes, se puede partir de las semillas oleaginosas o de la torta
proteinica obtenida por el sistema de extraccion mecanica, ya que aun contiene un 11-15% de aceite que se
puede reducir al 2-4%. El hexano es el disolvente mas ampliamente utilizado debido a su elevado caracter

volatil. en el aceite después de su obtencion queda un residuo de hexano minimo o nulo (Lawson , 1999).

Si se parte directamente de las semillas, éstas, al igual que en el metodo anterior deben ser
limpiadas. descascarilladas y trituradas en unos rodillos, pasando a un acondicionador para homogenizar el
producto. que pasa a un molino, con lo que se divide finalmente permitiendo asi una mejor extraccion del
aceite en el extractor, donde un disolvente de las materias grasas arrastra a éstas, siendo separadas por un
rotavapor. a la vez que se recupera el disolvente y vuelve al extractor. La harina desengrasada es
transportada a un separador de disolvente para eliminar trazas del mismo aln presentes en la harina. El

disolvente recuperado vuelve también al extractor (Lawson, 1999).

Usando la extraccion con disolventes se exirae de las semilias de soya o de algodon del 9-12% mas
de aceite y con menos impurezas que usando la presion mecanica. Ademas en la extraccion con disolventes

el calentamiento es minimo y asi el aceite producido es de mejor calidad (Lawson, 1999).
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3.3.2 Refinacion quimica y fisica de aceites y grasas.

Las grasas crudas obtenidas por los métodos anteriores tienen ciertas sustancias. entre ellas, acidos
grasos libres, pequenas cantidades de proteina, fosfolipidos, fosfatidos, ceras, resinas y pigmentos
coloreados, los cuales pueden proporcionar una serie de defectos importantes, dentro de los que destacan:
elevada acidez (1-10% o incluso mas), olores desagradables, coloracion excesiva, inestabilidad y formacion
de espuma y humo durante la fritura en profundidad. Por lo tanto, todas estas sustancias deben ser
eliminadas o reducidas en etapas posteriores a la obtencion de aceites. La unica manera de conseguir una
grasa 0 aceite sin éstos inconvenientes es sometiéndolo a un proceso de refinacion. Los sistemas de refinado

son los mencionados a continuacion (Lawson, 1999):
3.3.2.1 Refinacion quimica.

Son varias las etapas necesarias para el refinado quimico:
3.3.2.1.1 Desgomado (condicionamiento de gomas).

Generalmente, los aceites crudos se desgoman para eliminar los fosfolipidos y los fosfatidos en el
molino de aceite o en la planta de extraccion. Estos fosfolipidos y fosfatidos se hidratan con pequenas
cantidades de agua para hacerlos insolubles en el aceite. En la operacion de desgomado, las gomas se
separan en forma continua con un sistema controlado de temperatura y en presencia de &cido fosforico
(Lawson, 1999: Ziller. 1996).

3.3.2.1. Neutralizacion.

El primer paso en la planta de refinado es hacer reaccionar el aceite crudo con una sustancia alcalina
para eliminar los acidos grasos libres, ya que la cantidad excesiva puede contribuir a un sabor no
satistactorio de la grasa y reducir su vida util. La sustancia alcalina a utilizar es la sosa, la cual se mezcla con
el aceite para desacidificar. La duracion del contacto de la sosa con el aceite es muy corto, en los procesos
tradicionales es de 5-10 minutos. La grasa pasa a un proceso de centrifugacion. que es de tipo hermética, en
donde se elimina el jabon formado de la reaccion de los acidos grasos libres y el alcali. de esta manera se
consiguen la siguientes ventajas: reduccion de pérdidas de grasa o aceite, trabajo en continuo y desaparicion

de posibles emulsiones, y se obtiene finalmente un producto neutro (Lawson, 1999, Ziller, 1996)

Las temperaturas durante estas etapas suelen ser del orden de 85-95 °C. sin peligro de afectar el

color de la grasa debido a |a rapidez con que se realizan estas operaciones (Lawson, 1999).
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3.3.2.1.3 Decoloracion.

El término “decoloracion” o “blanqueado” se refiere al tratamiento que se aplica para eliminar los
coiores y las sustancias que producen color, tales como pigmentos rojos, amarillos y verdes que estan
presentes en el aceite crudo (Lawson H, 1999).

El procedimiento habitual de decoloracion se lleva a cabo por adsorcion de los pigmentos sobre un
material adsorbente. La tierra de batan; por ejemplo, es una tierra decolorante natural formada por silicato de
aluminio hidratado. El carbon activo (sic) también se utiliza como aecoloranle en un menor grado. Los
pigmentos se adsorben sobre Ia tierra o Ia arcilla y, estas se separan del aceite por filtracion (Lawson, 1999;
Ziller. 1996).

3.3.2.2 Refinacion fisica.

En la refinacion fisica, el punto mas importante esta en el desodorizador, donde la corriente de vapor
sometida al vacio se hace pasar a través del producto arrastrando los acidos grasos libres y las sustancias

voiatiles causantes del mal olor (Lawson, 1999).

El aceite o grasa a refinar es calentado y después sometido a vacio, y entonces se dosifican tierras
decolorantes para la eliminacion del vapor. Dos filtros se encargan posteriormente de eliminar completamente
el agente blanqueador presente en el producto. A traves de un desaireador, se pasa la grasa al desodorizador
(20

Los acidos grasos son eliminados hasta conseguir un producto con solo un 0.05% o menos, a la vez

que se produce la eliminacion de olores extranos (20},
3.4 Acido fitico.

El acido fitico (mio-inositol 1.2,3.4,5,6-hexa-dihidrogen fosfato) es una de las sustancias que se
pres=nta ampliamente distribuida en semillas y/o granos. leguminosas, nueces, semillas oleaginosas, raices
y tuberculos. Los cereales y leguminosas lienen niveles de 0.4% a 6.4% en peso. En la mayoria de las
sefrias se encuentra pimariamente como una reserva de fosfato, en una cantidad del 60-90% del total del
fosforo (Rickard & Thompson. 1995; Reddy, 1982).
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Figura No. 2 Estructura basica del acido fitico, con su respectiva esterecisomeria.

Este compuesto es considerado como un agente antinutrimental debido a su habilidad para enlazar
minerales. proteinas y almidones a pH fisiologico (Rickard & Thompson, 1995).
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Algunos de los factores que intervienen en la biodisponibilidad de los nutrimentos arriba
mencionados son los siguientes (Reddy, 1982):

« La capacidad de portadores endogenos en la mucosa intestinal para absorber minerales esenciales
Znidos 2 fitatos y otras sustancias dieteticas.

= _aconcentracion de acido fitico en los alimentos

« Laconcentracion de minerales en los alimentos.

= Ladgestion o hidrolisis de fitatos por fitasas en el intestino

= Inhibicion de fitasas.



En semillas dicotiledoneas como nueces y semillas oleaginosas. el acido fitico es encontrado con
prateinas en cristales de tipo globulares. por lo que a menudo es aislado o concentrade con la fraccion
proteinica de estos alimentos. El acido fitico se acumula rapidamente en las semillas durante el periodo de
maduracion. La presencia de este compuesto dentro de las semillas dicotiledoneas ha sido encontrado en un
amplio rango de plantas: Cucurbita maxima, Cucumis sativus, Glycine max, Vicibia faba, entre otros
(Reddy. 1982; Richard & Thompson, 1997).

3.4.1 Biodisponibilidad de los minerales.

Frecuentemente, la deficiencia de minerales ha sido observada en personas de condicion
socioeconomica baja, quienes consumen alimentos ricos en fitatos, en combinacion con ingestas marginales
de minerales y elementos traza y bajo consumo de elementos que aumentan la absorcion de minerales como

acido ascorbico y proteinas de origen animal (Reddy, 1982).

El 4cido fitico es el factor primario en productos de soya en la reduccion de la
biodisponibilidad del zinc, y de la absorcion de hierro en el salvado mas que el contenido de fibra y otros
constituyentes. Este compuesto se encuentra principalmente en forma de sal de cationes mono y divalentes,
zinc. hierro, calcio. magnesio y potasio. (Brune, 1991: Reddy, 1982; Zhou1992).

Algunos estudios han demostrado que el acido fitico reduce la biodisponibilidad de minerales tanto
en animales como en humanos. Esta biodisponibilidad depende de la especie, la edad del animal de
experimentacion. y el nivel de actividad de fitasas en el tracto gastrointestinal de especies especificas
(Rickard & Thompson, 1995; Reddy, 1982). Por ejemplo, las ratas en comparacion con los humanos, tienen
actividad intestinal de fitasas, por lo que hay mayor disponibilidad de los minerales que estan formando
complejos con el acido fitico (Heaney, 1991).

Estudios en animales y humanos indican que la utilizacion del zinc en el crecimiento fue inhibido por
la relacion molar de acido fitico/zinc mayor de diez (Rickard & Thompson, 1995). En un estudio realizado con
ratas por  Zhou J.R, (1992) se encontro una relacion lineal negativa entre la ganancia en zinc en la tibia y los
niveles de acido fitico dietético; ratas con altos niveles de acido fitico (2.14%) tienen una reduccion en la
ganancia en peso y baja ganancia en zinc en tibia. La reduccion de acido fitico en aislados de soya dan como
resultade un incremento significativo de la biodisponibilidad de zinc. La relacion molar acido fitico/zinc en la
dieta puede ser usado para predecir el efecto de acido fitico en la biodisponibilidad del zinc. Los valores

mayores a 20 han sido reportados como retencion baja en zinc y reduccion del crecimiento.




En relacion a la biodisponibilidad del hierro, en un estudio llevado a cabo por Reddy (1996), con
humanos. observo que la adicion de 300 mg de acido fitico produce una reduccion dramatica en la
absorbancia de hierro de 21.69% a 2.15%.

3.4.2 Biodisponibilidad de proteinas.

En estudios in vitrose ha encontrado un incremento en la digestibilidad de proteinas con la
extraccion de acido fitico endogeno por remojo, fermentacion, germinacion o irradiacion. Aunque este proceso
tambien remueve otro factores antinutrimentales los cuales tambien afectan la digestibilidad de proteinas
como son los taninos (Rickard & Thompson, 1995).

La separacion de acido fitico ha mostrado que afecta la relacion de aminoacidos de la proteina in
vitro. Una reduccion de este compuesto (51%) en harina de semilla de colza por diglisis con o sin tratamiento
de fitasas incrementa la disponibilidad de metionina, leucina y fenilalanina comparado con la harina sin
tratamiento. Sin embargo, a partir de una reduccion por encima del 89% no se observa un incremento en los
aminoacidos mencionados. Por otra parte, se ha observado que la adicion de acido fitico o sus productos de
hidrolisis a niveles mayores del 5% en dietas de caseina no altera la digestibilidad, utilizacién o ganancia en
peso en modelos de roedores. Ademas, variaciones en el contenido de acido fitico de aislado de proteina de
soya no afecta de digestibilidad de proteinas, eficiencia proteinica y valor biologico (Rickard & Thompson,
1995)

En un estudio con humanos, el balance de nitrogeno no fue afectado por el consumo de 2.5 g de
acido fitico purificado adicionado a la dieta. Si embargo, el consumo de pan integral de trigo rico en acido
fitico (endogeno). da como resultado un balance negativo de nitrogeno. Este efecto adverso, sin embargo fue
atribuido al alto contenido de fibra dietética (Rickard y Thompson, 1995).

3.5 Oligosacaridos

Esta clase de carbohidratos, que poseen en su molécula de 2 a 10 unidades de azucar, son solubles
en agua y muy abundantes en la naturaleza. La sintesis natural se produce por transferencia de unidades

glicosilo a partir de nucledtidos o por ruptura y degradacion enzimatica de polisacaridos . (Fennema, 1993)

Los oligosacaridos rafinosa, estaquiosa y verbascosa estan ampliamente distribuidos en plantas
supenores y se acumulan durante la maduracion en las semillas. En alimentos y piensos, los azlcares de la
familia de la rafinosa causan flatulencia, debido a la carencia de actividad de o-galactosidasa en humanos y

de mucosa Intestinal en animales, asi, estos carbohidratos escapan a la digestion y son metabolizados por

L



bacterias existentes en el tracto intestinal bajo en hidrogeno, dioxido de carbono y metano. En relacion al
contenido de oligosacaridos en hortalizas, se encuentra que la estaquiosa es el principal oligosacarido

productor de flatulencia en calabazas y pepinos, pero este contenido no excede el 2% (Naczk et-al, 1995)
3.6Estudio toxicolagico in vivo.

De modo genérico se puede definir Ia toxicidad de una sustancia como su capacidad de producir
efectos nocivos a un organismo vivo. De este modo, se tienen sustancias altamente toxicas que produciran
efectos nocivos a bajas dosis y sustancias débilmente toxicas que acarrearan efectos nocivos solo si se
utilizan o administran en dosis elevadas. Uno de los conceptos fundamentales de la toxicologia es que sélo la
dosis determina la toxicidad. Como observo Paracelso (1493-1541), “todas las sustancias son venenosas; no
hay ninguna que no sea venenosa. La dosis es lo que diferencia el veneno del remedio” (Derache, 1990;
Shibamato, 1996).

Los origenes historicos de la toxicologia deben datarse en el momento en el que nuestros
antecesores prehistoricos intentaron comer una serie de productos para obtener alimentos convenientes.
Observando qué recursos naturales podian satisfacer a los hombres sin producirle enfermedades ni la
muerte, los pueblos primitivos desarrollaron habitos alimentarios que permitieron la supervivencia y el
desarrollo de la especie. Pero en la actualidad, para evaluar el riesgo toxico se utiliza la experimentacion en
otros organismos vivos (Derache, 1990; Shibamato, 1996).

Antes de iniciar un estudio toxicologico es necesario dispener del maximo de datos que proporcionen
informacion sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia estudiada: identificacion de la muestra o
suslancia, composicion, naturaleza y concentracion de impurezas y solubilidad entre otos. Estos datos
permiten definir las condiciones de manipulacion y almacenamiento de la sustancia, permiten definir ciertos

modelos experimentales, especialmente en relacion a la via o al modo de administracion (Derache, 1990).

En relacion a la eleccion de la especie de estudio, ninguna permite una extrapolacion directa de los
efectos observados en el animal al caso humano, por lo que para elegirla frecuentemente depende de los
conocimientos de la toxicologia comparativa. De este modo para los estudios de administracion por via oral,

cutanea o por inhalacion. los animales preferidos son los roedores, especialmente |a rata (Derache, 1990).

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 un sonda esofagica o estomacal,
mezclando el toxico en la comida o en el agua de bebida de los animales. El primer modo es el mas utilizado
para los estudios cortos, el segundo para los estudios de largos periodos (Derache. 1990).
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Los efectos de las sustancias toxicas estan relacionadas con la duracion o tiempo de exposicion. A
fir ve examinar los diferentes efectos asociados con diversos tiempos de exposicion, los estudios
tuxicologicos se dividen por lo general en tres categorias: estudios de toxicidad aguda, los cuales implican
i@ sola administracion de la sustancia quimica bajo el control de una prueba o varias administraciones en un
periodo de 24 horas; el estudio de toxicidad a mediano plazo (también conocidos como subagudos o
subcronicos), en los cuales intervienen administraciones repelidas, generalmente sobre una base diaria o de
cinco veces por semana, en un periodo de alrededor de 10% de la duracion de vida, es decir 3 meses en
ratas 0 1 6 2 afos en perros, sin embargo algunos investigadores han utilizado también duraciones mas
cortas. como tratamientos de 14 y 28 dias; estudios de toxicidad a largo plazo, que implican administraciones
repetidas en un periodo de toda la vida de los animales de prueba o cuando menos una fraccion importante
de ella, por ejemplo, 18 meses en ratones, 24 meses en ratas (Lu, 1992; Shibamato, 1996)

3.6.1 Estudios de toxicidad aguda.

La toxicidad aguda de una sustancia se defini (Hagan, 1959) como “los efectos toxicos adversos
que aparecen en un corto periodo después de la administracion de una dosis Unica o de multiples dosis
repartidas en un intervalo de 24 horas”, y esta es la primera prueba de toxicidad a que se somete una
sustancia (Derache, 1990).

El estudio de la toxicidad aguda permite: calcular una dosis o concentracion letal 50, que es por
defiicion © la expresion estadistica de la dosis Unica o de la concentracion Unica de una sustancia que
provocaria supuestamente la muerte al 50% de los animales (Gehring, 1973); prever, o como minimo tener la
informacion sobre los riesgos a los que se expone el hombre después de una administracion o exposicion a
dosis especialmente elevada; ofrecer recomendaciones sobre como llevar a cabo los estudios toxicologicos
1= mas larga duracion (Derache. 1990).

Usualmente se requiere de un medio portador para disolver o suspender el toxico o la muestra a fin
de facilitar su administracion. Aun cuando este sea liquido, puede necesitar un diluyente. El medio per se
izpe tener poco o ningun efecto de toxicidad, y no debe reaccionar el toxico. Portadores comunes son

! olventes como agua, solucion salina, gomas vegetales y derivados de celulosa (Lu. 1992).

El volumen del toxico en solucion o suspension puede afectar la toxicidad Volumenes
escesivamente grandes de un liquido pueden causar efectos desfavorables para el animal. Por otra parte. si

se reduce el volumen, la concentracion sera mas elevada, un hecho que puede incrementar Ia toxicidad. Por



consiguiente, cuando se ha de administrar una dosis alta de un toxico a un animal, puede ser aconsejable
utiizar dosis divididas (Lu, 1992).

Despues de administrar |a sustancia toxica a los animales, estos deben ser examinados no solo para
conocer el numero y el tiempo en que ocurren las muertes, sino también para conocer los efectos auténomos,
centrales y de conducta, incluyendo su comienzo, intensidad y duracion (Lu, 1992; Shibamato, 1996).

3.6.2 Estudio de toxicidad subaguda o subcronica.

Los seres humanos estan expuestos con mayor frecuencia a productos quimicos en niveles mucho
mas bajos que los que son agudamente fatales, pero estan expuestos en periodos o tiempos mas largos.
Para evaluar la naturaleza de los efectos toxicos en estas situaciones mas reales, se realizan estudios de
toxicidad a mediano y largo plazo (Lu, 1992).

La toxicidad subcronica es el conjunto de efectos observados después de una administracion
cotidiana repetida o frecuente de una o varias dosis de la sustancia estudiada. Este estudio proporciona
informacion sobre los efectos toxicos principales de una sustancia y los o6rganos diana implicados;
indicaciones sobre la reversibilidad o irreversibilidad de los efectos, precisando si estos son acumulativos o
retardados; y finalmente orientacion para la eleccion de dosis que puedan utilizarse para los estudios a mas
largo tiempo (Derache, 1990).

Las especies escogidas son generalmente roedores: ratas y ratones, y dentro de los otros animales
no roedores, el perro 0 el mono. Para el caso de los roedores el estudio dura desde 14 dias hasta 3 meses.
La dosis suele seleccionarse con base a la informacion obtenida de los estudios de toxicidad aguda. En
estudios realizados en ratas, los niveles de dosificacion pueden ser concentraciones constantes y expresarse
en mg/kg de dieta. o de dosificacion constante y expresarse en mg/kg de peso corporal de los animales. A
medida que crece el animal, se presentan cambios en el peso del cuerpo y también en el consumo de
alimento. En el regimen de dosis constante, la concentracion de la muestra debe ajustarse en forma periodica
para mantener una dosis relativamente constante de mg/kg de peso corporal. Esto suele hacerse en
intervalos semanales durante el periodo de crecimiento rapido y cada dos semanas de ahi en adelante (Lu,
1992).

Durante el experimento se observan los animales detalladamente para evidenciar los efectos toxicos

potenciales de la sustancia en cuestion (Derache, 1990; Lu. 1992: Shibamato. 1996):




«  Observacion clinica: inspeccion diaria del aspecto fisico y estado de salud general de los animales del
ensayo y su comportamiento.

Peso corporal y consumo de alimento: estos aspectos deben determinarse en base semanaria. La
perdida de peso corporal es un indice simple aunque sensible de efectos toxicos. El consumo de
alimentos es asimismo un indicador (til. Ademas, una disminucion marcada en el consumo de los

alimentos puede inducir efectos que imiten o empeoren las manifestaciones toxicas de la muestra.

Pruebas de laboratorio: los examenes hematologicos suelen incluir el hematocrito, la hemoglobina, la
cuenta de erilrocitos y la cuenta de leucocitos diferenciales. Debido al bajo volumen de sangre de las
ratas, solo la mitad de ellas se monitorean en diversos intervalos, mientras que las otras se monitorean
al final. Se pueden indicar pruebas especiales como la cuenta de reticulocitos, la cuenta de plaguetas,
metahemaoglobina y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD).

Examen postmortem: siempre que es posible, todos los animales que se encuentran muertos o en
proceso de morir deben someterse a un examen patologico general. Si el estado de los tejidos lo
permite, también deben realizarse examenes histologicos. Ademas deben determinarse los pesos en
fresco de varios organos, en valores absolutos o en términos de los pesos corporales, puesto que sirven
como indicadores Utiles de toxicidad. Los drganos que suelen pesarse son el higado, los rifones,

glandulas suprarrenales, corazon, cerebro, tiroides, testiculos u ovarios.

3.6.3 Toxicidad cronica

La toxicidad cronica permite la visualizacion de los efectos toxicos después de la administracion o
aplicacion repetida diariamente o frecuentemente de una o mas dosis de la sustancia en estudio durante un
perodo de tiempo largo, superior a 90 dias. Esta duracion puede ser de 18 meses para los roedores y hasta
e 12 0 14 meses o incluso mas para los no roedores. La eleccion de la dosis o de concentraciones se realiza
en tuncion de los resultados obtenidos durante los experimentos de corta duracion. La via de administracion

se defermina segun el tipo de exposicion en el hombre a esta sustancia (Derache. 1990; Shibamato, 1996).

En relacion a las observaciones y los examenes, estos deben incluir peso corporal, consumo de los

alimentos. observaciones generales, pruebas de laboratorio y examenes postmortem, segun se describen en
lus estudios a mediano plazo (Lu, 1992).

Este esludio permite determinar mas variables que en un experimento de duracion igual o inferior de

40U dias Los resultados de eslos experimentos permiten determinar las siguientes variables de respuesta:
(Derache, 1990):



« Eltipoy la naturaleza de los efectos toxicos, funciones dafiadas y organos diana).

« Unadosis sin efectos toxicos, designada como dosis umbral.

« Una dosis con efectos toxicos.

= Eltiempo de aparicion de los efectos toxicos, en funcion de la dosis o de la concentracion.

« Lareversibilidad eventual de los efectos observados.

3.6.4 Rangos de toxicidad.

Dado que algunas sustancias quimicas producen la muerte en dosis de microgramos, en general se
considera que en este caso se trata de sustancias extremadamente toxicas. Otras sustancias pueden ser
relativamente inocuas, incluso despues de dosis de mas de varios gramos, tal como se presenta en la tabla
No. 2. Por lo tanto se han establecido categorias de toxicidad en funcion de la cantidad necesaria para
producir un efecto nocivo en el individuo. En la siguiente tabla se muestran los rangos de toxicidad (Herrera,
1970; Loomis, 1986): ‘

Tabla No. 2. Rangos de toxicidad.

Denominacion DLs (en rata, dosis oral inica) Sustancia representativa
Extremadamente toxico < 1mg / kg peso corporal Toxina botulinica
Altamente toxico 1-50 mg / kg peso corporal Picrotoxina
Moderadamente toxico ~ 50-500 mg / kg peso corporal DDT
Ligeramente toxico 500-5000 mg / kg peso corporal Morfina
Practicamente no toxico 5000-15000 mg / kg peso corporal Alcohol etilico
Relativamente toxico 15000 mg / kg peso corporal Esencia de limon

Herrera. Biblioteca de autores espanoles 1970; Loomis . T. Fundamentos de toxicologia. 1986
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4.2 Metodologia.
Metodologia del trabajo fisicoquimico.
Semilla entera.

La materia prima que se utilizo fue la semilla de calabaza (Cucurbita argyrosperma), la cual fue adquirida en
el municipio de Cuetzalan, Puebla.

4.2.1 Descascarado.

Esta operacion se realizo manualmente, obteniendo de ésta manera por separado la cascara y la almendra,
con esta ultima se desarrollo el presente trabajo.

4.2.2 Parametros fisicos.
« Dimensiones.

Se mudio el ancho y largo tanto de la semilla entera como de la almendra de calabaza mediante un vemier, la
determinacion se realizo con 20 unidades de cada una (semilla y almendra)

« Peso volumetrico

Se realizo con ayuda de una pobreta KIMAX con capacidad de 100 mL No. 20024 tolerancia + 0.60 mL. La
probeta se lleno con el material (semilla o almendra) hasta la marca de 100 mL. tratando de acomodar la
muestra con ligeros golpes de la probeta sobre la mesa. La determinacion se realizo cuatro veces. El peso

volumetrico carresponde al peso en gramos de las semillas contenidas en |a probeta en 100 mL.

4.2.3 Fraccionamiento.

Se llevo a cabo a traves de un moline Thomas Wiley Modelo 4, usando una malla con aberturas de 3mm de

dianmetro. A la hanna obtenida en este paso se le denomind harina integral.

[
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4.2.4 Humedad (Perdida al secado)
« Fundamento

En esta determinacion la pérdida de peso es debida a la evaporacion de agua en el punto de
ebullicion o a temperaluras cercanas a el. La pérdida del peso depende de algunos factores como el tamario
de la particula y el peso de la muestra, el tipo de la capsula y las variaciones de temperatura entre una y otra
charola del horno (Kirk 19986).

= [IMateriales y reactivos

Charolas de aluminio a peso constante

Estufa de vacio Lab-Line Instruments (temperatura 60°C)
Balanza analitica SARTORIUS A210P

= Procedimiento

Sobre las charolas de aluminio a peso constante se pesaron 2 gramos de muestra finamente molida.
Mismas que se introdujeron en la estufa de vacio hasta obtener un peso constante, es decir, hasta que el

peso de la charola con la muestra seca no variara hasta la cuarta cifra decimal.
e Calculos
% Humedad = (P, / P,)" 100
Donde
P. = peso en gramos de la muestra seca

P. = peso en gramos de la muestra humeda



4.2.5 Grasa cruda.
« Fundamento

El contenido de grasa, algunas veces llamado extracto etéreo, grasa neutra o grasa cruda, el cual
puede ser considerado como formado de constituyentes lipidos libres, que basicamente consiste de grasas
neultras (triglicéridos) y otros componentes lipidicos minoritarios, se determina en los alimentos por extraccion
del matenal seco y molido con una fraccion ligera de petroleo o con éter etilico en un aparato de extraccion
continua (Kirk 19986).

* Material y reactivos
Aparato de extraccion Golfish, LABCONCO.
Balanza analitica SARTORIUS A210P
Estufa de vacio Lab-Line Instruments (temperatura 60°C)
Cartuchos de celulosa
Vasos de borde esmerilado LABCONCO a peso constante
Eler de petroleo anhidro (RA.)
= Procedimiento
Se emplearon las muestras a las cuales se determino previamente el contenido de humedad.

Dentro de un cartucho de celulosa se coloco la muestra se tapod con un pedazo de algodon y se
colucaron en el portadedal. Se adicioné aproximadamente 50 mL de disolvente sobre el vaso esmerilado y

fue asegurado con ayuda del anillo metalico. El periodo de extraccion durd aproximadamente cinco horas.

Una vez Irascurrido el tiempo de extraccion se recupero el disolvente y se dejaron los vasos en la

=stufa de vacio hasta peso constante.

(2%
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» Calculos
% Grasa= (P, - Po)/m_x 100
Donde:
Pi= peso del recipiente después de la extraccion (g)
P, = peso del recipiente antes de la extraccion (g)
m = peso de la nuestra (g)
4.2.6 Proteina cruda.
= Fundamento

El metodo empleado usualmente para la determinacion de nitrégeno en los alimentos es el método
Kjeldahl y varias modificaciones se han desarrollado en la actualidad. El método se basa en la combustion
en humedo de la muestra por calentamiento con écido sulfirico concentrado en presencia de catalizadores
metalicos y agua oxigenada para reducir el nitrogeno organico de la muestra hasta amoniaco. El digerido,
una vez alcalinizado, se destila directamente o por arrastre con vapor para destilar el amoniaco. el cual es
atrapado en una solucion acida y luego se titula (Kirk 1996).

« Matenales y reactivos

Balanza analitica SARTORIUS A210P
Digestor marca TECATOR modelo ab
Destilador KJELTEC Auto 1030 Autoanalyzer
Tubos de digestion

Mezcla digestiva. Fueron disueltos 3 g de sulfato de cobre pentahidratado en 20 mL de agua destilada, se
agregaron 50 mL de acido ortofosférico, una vez que estuvo totalmente disuelta 1a sal, se adiciono lentamente

y resbalando por la pared del recipiente 430 mL de acido sulfurico concentrado.

26



Disolucion de acido borico 1% con indicadores. Se disolvieron 100g de acido bérico en 9.5 L de agua
destilada. Se agregaron 100 mL de verde de bromo cresol (100 mg en 100 mL de metanol) y 70 mL de rojo de
metilo (100mg en 100 mL en metano). Todo esto se aforo a 10 L y se mezcld vigorosamente.

Peroxido de hidrogeno al 30 %
Sulfato de potasio (R.A.)
NaOH al 40 %

HCI0.01 N valorada.

= Procedimiento

Se pesd de 20 a 70 mg de muestra y se coloco en el tubo de digestion, fueron agregados
apfoximadamente 0.5 g de sulfato de potasio y 3 mL de mezcla digestiva; se colocaron los tubos en el
digestor por espacio de 15 minutos y después de ello se sacaron del digestor, se enfriaron un poco y se
adiciond 1.5 mL de peroxido de hidrégeno al 30% y nuevamente se colocaron en le digestor que se
encontraba a 370 °C. Se consider6 que la digestion estaba realizada cuando el liquido del tubo no mostraba

manchas y puntos negros y estaba traslicida.
Una vez efectuada la digestion se enfri¢ y destilo en el microdestilador.
» Célculos
% Nitrogeno = [(Gn— Ge) x meq x N x 100}/ m
% Proteina = % Nitrogeno x F

Donde:;

Gy = mL gastados de acido clorhidrico para la muestra

Gy = mL gastados de cido clorhidrico para el blanco

meq = miliequivalente de nitrégeno (0.014)

N = normalidad del acido clorhidrico



m = peso de la muestra (g)
F = factor de conversion; cuando se considera que la proteina contiene un 16 % de nitrogeno F = 6.25
4.2.7 Desengrasado

La harina obtenida en el paso del fraccionamiento se desengraso en un dispositivo tipo Soxhlet con
capacidad de 100 g. El disolvente utilizado fue hexano grado Q.P. y el tiempo de extraccion fue
aproximadamente de 18 horas.

El disolvente fue eliminado de Ia fraccion lipidica mediante un rotavapor, posteriormente se elimino el

disolvente residual del aceite mediante una estufa con circulacion de aire a una temperatura de 55 °C.

A la materia grasa obtenida se denomino grasa cruda. Despues del proceso de desengrasado se le
insuflo nitrogeno y se guardo en congelador para su conservacion y posterior uso. A la harina resultante
despues del desengrasado se le llamo harina desengrasada.

4.2.8 Refinamiento de la fraccion lipidica.
» Fundamento.

Las grasas crudas contienen cantidades variables de sustancias, que pueden proporcionar aromas,
colores. o cualidades indeseables. Entre ellas estan los acidos grasos libres, los fosfolipidos, los hidratos de
carbono, las proteinas y sus productos de degradacion, agua, los pigmentos (principalmente carotenos y
clorofila). los productos de oxidacion de las grasas. Las grasas crudas se someten a procesos comerciales de
refinado disenados para eliminar sustancias y ademas puedan ser agradables a los consumidores (Ziller,
1996).

En el metodo de refinado se siguen principalmente 3 operaciones: desgomado, neutralizacion,
blangueado

4.2.8.1 Desgomado.
« Fundamento

Los aceites que poseen niveles relativamente altos de fosfatidos, lecitina, cefalina, proteinas o sus

productos de degradacion, complejos metalicos y sustancias gomosas 0 mucilagosas, que son solubles en el
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aceite solo en su forma anhidra. se pueden eliminar por precipitacion con una simple hidratacion, calor y

agitacion. Al agitar. las sustancias se hidratan y floculan formando una goma mucilagosa insoluble en el aceite
(Ziller. 1996).

= [Matenal y reactivos.

Matraz Erlenmeyer

Balanza analitica SARTORIUS A210P

Parrilla de calentamiento y agitacion maltiple THERMOLYNE MOD. SP-13025
Centrifuga CLAY-ADAMS, DINAC™

Acido fosforico al 0.1 %

=  Procedimiento.

Se determind previamente el volumen del aceite a refinar, cuyo valor fue el de referencia para los
porcentajes. Se mezclo en un matraz Erenmeyer con el acido fosforico al 0.1 %, en una proporcion del 3%
con respecto al volumen de referencia del aceite a refinar. La mezcla se sometio a calentamiento a 60 °C
durante 5 minutos con agitacion. Posteriormente se centrifugd a 2400 rpm a temperatura ambiente durante 15
minutos para precipitar los residuos del desgomado. Finalmente se decanto el aceite.

4.2.8.2 Neutralizado.
« Fundamento

El aceite desgomado es tratado con un alcali para eliminar los acidos grasos libres, glicerol, hidratos
de carbono. resinas, metales. El aceite se mezcla con sosa caustica y calentamiento, convirtiendo los acidos
grasos en jabones solubles en el agua. La solucion jabonosa se separa entonces del aceite por
sedimentacion o por centrifugacion. El jabon acumulado es removido por medio de lavados de agua caliente.

El ayua de lavado se separa del aceite también por sedimentacion o centrifugacion (Ziller, 1996).
= Matenal y reactivos

Matraz Erlenmeyer



Potenciometro CORNING mod. 430

Parrilla de calentamiento y agitacion THERMOLYNE mod. SP-13025
Centrifuga CLAY-ADAMS, DINAC™

Mechero Bunsen

NaOH &l 15 %

Agua destilada

Tripié, tela de asbesto.

= Procedimiento.

El aceite previamente desgomado fue colocado en un matraz Erlenmeyer. El matraz se coloco en
una parrilla con agitacién y con el potenciémetro se determiné el pH del aceite. Con una pipeta Pasteur se
anadio NaOH al 15% hasta que se obtuvo un pH neutro (aproximadamente 7). Inmediatamente se coloco el
malraz con el aceite neutro en el tripié con la tela de asbesto, y se calenté la mezcla a 50 °C durante 5
minutos. Se centrifugd a 2400 rpm a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después se mezclo el aceite
con agua destilada en una proporcion del 10 % con respecto al volumen de referencia del aceite a refinar, y
se calento la mezcla a 80 °C durante 5 minutos. Se centrifugo a 2400 rpm a temperatura ambiente por 25

minutos.
4.2.8.3 Blanqueo.
» Fundamento.

Durante el proceso de blanqueo, trazas de metales, particulas coloridas, tales como la clorofila,
jabones y productos de la oxidacion son removidos. La eliminacion completa de los colorantes puede llevarse
a cabo calentando el aceite y tratandolo con adsorbentes, como son las tierras de diatomeas o el carbon
activado (Ziller, 1996).

= Material y reactivos.

Matraz Erlenmeyer



Matraz Kitasato y embudo Buchner

Embudo de filtracion STM poro “M"

Parrilla de calentamiento y agitacion THERMOLYNE mod. SP-13025
Papel filiro Whatman # 541

Silicato de aluminio

Carbon activado

* Procedimiento.

El aceite se mezcldo con carbon activado en un porcentaje del 10 % con respecto al volumen de
referencia. Se adiciono silicato de aluminio, en un porcentaje del 2 % con respecto al volumen de referencia.
Se calento la mezcla en la parrilla de agitacion a 80 °C durante 5 minutos. Se filtrd al vacio con el papel
Walthman # 541 y después con el embudo STM de poro “M", igualmente con ayuda de vacio. No fue
necesario repetir el proceso de blanqueo ya que no permanecio el color en el aceite

4.2.9 Perfil de acidos grasos

« Fundamento

El perfil de acidos grasos de los aceites y las grasas mediante |a técnica de cromatografia de gases,
se obtienen generalmente tras efectuar la conversion de los ésteres de triglicéridos en ésteres metilicos, que
son mas volatiles (Kirk, 1996).

« Materiales y reactivos

Balanza analitica SARTORIUS A210P
Tubos KIMAX con tapon de rosca y teflon
Matraces aforados de 5 mL

Bano de tlemperatura controlada GRANT mod. SE10



Vortex Lab-Line instruments, serie 1290

Cromatografo de gases marca PERKIN ELMER Autosystem.
Columna AT™ SILAR, 30 m X 0.32 mm ID X 0.25 um
Micropipeta 100 uL

Solucion KOH metandlica 5%

Solucion de HCI metanélica 10%

Mezcla de disolventes (grado reactivo) tolueno: hexano 80:20
Trifloruro de boro (R.A.)

Acetona (R.A.)

Metanol (R.A.)

Tolueno (R.A.)

= Condiciones del cromatografo

Gas portador: helio Presion gas acarreador: 10 psi
Presion del aire: 40 psi~ Presion del hidrogena: 30 psi
Temperatura del inyector: 250 °C Temperatura del detector: 300 °C

Temperatura inicial del horno: 50°C Temperatura final del horno: 240 °C

Cinta de teflon.

"
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« Procedimiento

Antes de empezar a trabajar se limpio todo el material empleado de la siguiente manera haciendo

uso de vacio: primero con tolueno, seguido de acetona, posteriormente metanol y finalmente con acetona.

Se peso 20 mg de aceite en un tubo con tapon de rosca. Se adicionaron 2 mL de solucion de KOH
metandlica al 5%, se lapo primeramente el tubo con cinta de teflon y después con el tapon de rosca. Se
coloco en el bano a 80 °C + 2 °C durante 1 hora. Se sacaron a atemperar y se agregaron 2 mL de solucion
de HCI metanolica al 10% y 100 uL de trifloruro en metanol. Se calentd nuevamente a 80 °C + 2 °C durante
1 hora. Se enfriaron y se agregaron 4 mL de agua destilada y 2 mL de mezcla de disolvente y se agito en el
vortex, entonces se extrajo la fase organica (fase superior) y se coloco en el matraz aforado de 5 mL. Se

realizd esta operacion una vez mas y se aford con mezcla de disolventes. Se inyectd 1 ulL en el
cromatografo.

s Calculos.
A
YoAcido.Graso = " %100
2 A
Donde:

Y\ = Suma de las areas de todos los Acidos grasos

A = Area de un acido graso en particular
4.2.10Evaluacion quimica.
4.2.10.1 Punto de fusion.
» lMatenales y reactivos
Tubos capilares de vidrio de 1 mm de diametro intero y 2 mm de diametro externo y de 50 a 80 mm de largo.

Termometro con un rango de -20 a 110 °C



Vaso de precipitados de 600 mL
Plato de calentamiento con reostato y agitador magnético.
* Procedimiento.

Se fundio la muestra, se filtro a través de papel filtro para remover algunas impurezas y algunas
trazas de humedad. Es esencial que la muestra esté absolutamente seca. Se prepararon los capilares,
poniéndoloé en contacto con la muestra preparada para que ésta subiera por capilaridad y alcanzara una
altura aproximadamente de 10 mm. Se fundio la punta del capilar (donde la muestra estaba localizada) con
una flama pequefia, teniendo cuidado para no quemar la muestra. Se guardaron los capilares en un vaso de
precipitados y se almacenaron a una temperatura de 4 a 10 °C por 16 horas.

Transcurrido este tiempo se removieron los capilares del refrigerador y fueron sujetados al final del
termoémetro, es decir junto al bulbo de ‘mercurio. Entonces se suspendio el termémetro en un vaso de
precipitados de 600 mL, el cual contenia agua destilada. El termometro fue sumergido hasta la marca de
inmersion. La temperatura de inicio se ajusto de 8 a 10 grados por debajo de el punto de fusion de la muestra.
El bano del agua estuvo en agitacion magnética para remover el aire. Se incremento la temperatura del bafio
en un rango de 0.5 °C por minuto.

Nota: Las grasas usualmente pasan por un estado opalescente antes de fundirse completamente. El
calentamiento es continuado hasta que los tubos estan completamente claros. Observar la temperatura a la

cual cada tubo comienza a aclararse. Los resultados no deben de diferenciar mayor a 0.5 °C.
4.2.10.2 Gravedad especifica.

» Materiales y reactivos.

Picnometro de 10 mL Duran

Bano de temperatura controlada GRANT mod. SE10

Balanza analitica SARTORIUS A210P

Eter etilico grado Q.P.

Etanol grado Q.P.
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Dicromato de sodio R.A.
Acido sulfurico R.A.

Mezcla cromica. Se disolvieron seis gramos de dicromato de sodio en la minima cantidad de agua, se calentd
hasta completa disolucion. Entonces se diluyo a 200 mL con acido sulfirico grado reactivo.

» Procedimiento.

Se limpié cuidadosamente el picnometro con mezcla cromica. Se seco con acetona y después con
etanol. Se lleno el picnometro con agua destilada recientemente hervida y enfriada a 20 °C y se coloco en el
bafo de temperatura controlada a 25 °C. Después de 30 minutos se ajusto el nivel de agua en el picnometro
y se incorpor6 su capilar. Se retird del bafio y se seco cuidadosamente. Por Gltimo se peso. Después se
enjuago repetidamente con etanol y luego con éter, y por Gltimo con acetona para dejar secar. Se determind

por diferencia el peso del agua contenida en el picnometro a 25 °C.

Fue llenado el picnometro con la muestra de aceite a 20 °C y se coloco en el bafio a 25 °C. Después
de 30 minutos se ajusto el nivel de aceite en el picnometro y su capilar, se retiro del bafo y se seco
cuidadosamente. Por Ultimo se peso el picnémetro con la muestra. Se obtuvo el peso de la muestra por

diferencia entre el peso del picnometro lleno con la muestra y el picnometro vacio.

La gravedad especifica aparente fue obtenida al dividir el peso del aceite entre el peso del agua

(ambos medidos en el mismo picnoémetro).

4.2.10.3 indice de refraccion.

* Materiales y reactivos.

Agua destilada

Refractometro ABBE marca Leica Mark I, Modelo 10480
= Procedimiento

Se ajusto la temperatura del refractometro al hacerle pasar una corriente de agua hasta que se llegd
a la deseada. Se verific el instrumento utilizando agua como solucion de referencia. El indice de refraccion
del agua a 20°C es de 1.3333 = 0.0003 (los errores pueden corregirse por medio del tomnillo de ajuste).
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Entonces fue colocada una gota de la muestra sobre el prisma inferior y se presiond con el superior
hasta que ambos quedaron juntos. Se observo a través del ocular y se ajusto el boton de ajuste cromatico
hasla que aparecio una linea fina, entonces se ajusto el campo hasta que la parte baja estaba oscura y la
superior iluminada, con ayuda del prisma, es decir hasta que la linea de separacion se encontrara en la
interseccion del reticulo. La separacion estaba perfectamente definida. Se tomaron varias lecturas del indice
de refraccion del aceite a 20 °C.

4.2.10.4 indice de acidez.

e Materiales y reactivos.

Matraces Erlenmeyer de 250 mL

Bureta graduada de 10 mL

Balanza analitica SARTORIUS A210P
Etanol (R. A.)

Solucion alcohdlica de_: fenolftaleina al 1 %
Hidroxido de sodio 0.1 N valorada

* Procedimiento.

Fueron neutralizados 50 mL de etanol con NaOH 0.1 N, usando fenolftaleina come indicador, hasta que se
observo una coloracion levemente rosada. Se peso aproximadamente 1 gramo de aceite fundida en el matraz
Erlenmeyer. se disolvid con el etanol neutralizado y se adicionaron unas gotas de fenolftaleina. Se titulo con

NaOH 0.1 N agitando constantemente hasta que el color rosa permanecio durante 15 segundos.
« Calculos.
% Ac. Oleico = (MLuson X Nuaowx 0.282 x 100) / g muestra

miliequivalentes del acido oleico = 0.282



4.210.5 Indice de yodo (Método de Hanus)
= Fundamento.

Los acilgliceroles de los acidos grasos insaturados presentes en la grasa (principaimente los de la
serie de 18 carbonos) se unen mediante sus dobles enlaces a una cantidad definida de monobromuro de
yodo (reactivo de Hanus), el cual es anadido en exceso. La cantidad de haldgeno restante es titulada con
solucion valorada de tiosulfato de sodio y por diferencia con un blanco se obtiene la cantidad de
monobromuro de yodo absorbido por la muestra (Kirk, 1996).

= [Jateriales y reactivos.

Matraces yodometricos de 250 mL

Bureta graduada de 50 mL

Balanza analitica SARTORIUS A210P

Reactivo de Hanus marca Hycel de México, No de catalogo 1356
Acido acelico glacial R. A,

Dicromato de potasio R. A.

Acido clorhidrico TN

Solucion de yoduro de potasio al 15% piv

Sulucion de almidon al 1% piv. Se peso aproximadamente un gramo de almidon y fue disuelto en un poco de
ayui: veslilada hasta que se formo una pasta. entonces se adiciono 100 ml de agua destilada caliente y se

"irviC pur un minuto.

Tiosulfato de sodio 0.1 N. Fueron disueltos 25 gramos de tiosulfato de sodio pentahidratado en un litro de
agua destilada. Se llevo a ebullicion moderada y se mantuvo durante 5 minutos. Se transfirio en caliente a un
‘rasco contenedor (de color ambar), el cual fue previamente limpiado con mezcla cromica y enjuagado con
ayua destilada hervida. Durante su almacenaje fue guardado en la oscuridad en un lugar templado. Titulacion.
Se peso en balanza analitica 0.2000 a 0.2300 g de dicromato de potasio, secado previamente (100°C durante

-
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2 horas) en matraz Erlenmeyer. Se disolvieron en 80 mL de agua destilada junto con 2 g de KI. Se afadio 20
mL de HCI 1 N y se guardo en la oscuridad durante 10 minutos. Se titular con la disolucion de tiosulfato de
sodio. afadiendo unas gotas de solucion indicadora de almidon al 1% hacia el final de la valoracion, es decir,
cuando se observa un color ligeramente amarillo. El punto final de la valoracion fue cuando se observé un

color azul. La normalidad de la solucion de NazS;0; se calculd mediante la siguiente ecuacion:
N = (g K:Cro07x 1000) / (mL Na;S203 x 49.032)
= Procedimiento.

Se pesd 0.25 g de aceite en un matraz yodometrico y se disolvio en 10 mL de diclorometano. Con la
bureta graduada se afadid 25 mL de la solucion de Hanus y se dejo reposar en la oscuridad durante 30
minutos, con agitacion ocasional.

Transcurrido este tiempo se afadieron 10 mL de solucion de Kl al 15 %, se agito vigorosamente y se
anadieron 100 mL de agua destilada recientemente hervida y enfriada, cuidando de lavar cualquier residuo
que pudo haber quedado en el tapon de vidrio. Se tituld inmediatamente, con ayuda de un agitador
magneético, con la solucion de tiosulfato de sodio 0.1 N hasta que aparecio un color amarillo, entonces se
anadieron unas gotas de solucion de almidon al 1% y se continud la titulacion hasta que la coloracion azul
desaparecio, es decir se obtuvo una solucion incolora en el matraz. Hacia el final de la titulacion, se tapo el
matraz y se agito vigorosamente para que el yodo remanente en disolucion en diclorometano fuera también

titulado
Se llevo a cabo un blanco bajo las mismas condiciones.
= Calculos.
indice de yodo = ((B - M) x N x 12.69)/ g mtra = [g | / 100g aceite]
Donde
B = mL de Na;5;0;0.1 N gastados en el blanco
M=mL de Na,S;0;0.1 N gastados en la muestra

N = normalidad de la disolucion de Na,S,0s



4.2.10.6 Indice de saponificacion.
= Fundamento.

Los acidos grasos de los acilgliceroles de la grasa son liberados con una solucion de hidroxido de
potasio en etanol (la cual se anade en exceso), obteniendose glicerol y las sales respectivas de los acidos
grasos. El hidroxido de potasio sin reaccionar se titula con acido clorhidrico 0.5 N y por diferencia con un
blanco se determina la cantidad de hidroxido de potasio empleado para saponificar la muestra (Kirk, 1996).

= Materiales y reactivos.

Balanza analitica SARTORIUS A210P
Matraces de bola de fondo plano de 250 mL
Reirigerante

Bureta graduada de 50 mL

Canasti!la de calentamiento

Oxido de calcio granulado R.A

Etanol anhidro R.A

Acitio clorhidrico 0.5 N valorado

Solucion etandlica de fenolftaleina 1% piv

Solucion alcohdlica de hidroxido de potasio. Se trituraron 40 g de KOH en un mortero junto con 45 g de oxido
de calcio granulado. De un litro de etanol, se afadid 100 mL a la mezcla del mortero y se transfirio a un
matraz con cuello largo. Se transfirio cuantitativamente la mezcla con ayuda de varias porciones de etanol. El
etanol restante fue anadido al matraz. se agito vigorosamente durante 5 minutos y se invirtio el matraz,
dejando reposar la solucion durante toda la noche. Se repitio la agitacion varias veces durante el dia. Por

ultimo se filtrd para eliminar el 0xido de calcio y se quardo en un frasco con un tapon de vidrio.



» Procedimiento.

Se pesaron en balanza analitica de 2 a 2.5 g de la grasa en un matraz de bola de fondo plano. Se
adicionaron con bureta 50 mL de solucién de KOH. Fue conectado el matraz al refrigerante y se llevo hasta
ebullicion, manteniendolo hasta que la muestra estuviera totalmente saponificada (aproximadamente 30
minutos). Se enfrid y se fituld con HCI 0.5 N, usando fenolftaleina al 1% como indicador.

Se llevo a cabo un blanco bajo las mismas condiciones que la muestra.
» Calculos.
indice de saponificacion = 28.05 x (B-S) / g muestra
Dondt_e:
B = mL de HCI gastados en el blanco
S =mL de HCI 0.5 N gastados en la muestra
Harina desengrasada

La fraccion proteinica, obtenida después del desengrasado, se colocd en una.campana de extraccion
para eliminar el disolvente residual. A ésta fraccion se le realizaron tres determinaciones: proteina cruda,
proteina verdadera y oligosacaridos. Para la cuantificacion de proteina verdadera se siguio la misma

metodologia que para la harina integral (obtenida después del fraccionamienta).
4.2.11 Proteina verdadera.
« Fundamenio

La técnica se basa en la solubilizacion del nitrogeno no proteinico asi como de la proteina soluble (de
ahi que la muestra deba estar finamente molida) y la posterior precipitacion de dicha proteina con tungstato
de sodio: con el fin de eliminar el nitrogeno no proteinico que pueda interferir en la determinacion  del

nitrogeno por medio de un micro-Kjeldahl.

Con éste método la proteina no-soluble también es tomada en cuenta ya que la etapa de filtracion es
incluida junto con la proteina soluble precipitada.
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* Matenal y reactivos

Balanza analitica

Digestor marca TECATOR modelo ab
Destilador KJELTEC Auto 1030 Autoanalyzer
Tubos de digestion

Agitador magnético marca CORNING, con agitadores pequenos
Papel Whatman # 50 ¢ # 542

Peroxido de hidrogeno al 30 %

Sulfato de potasio R.A.

HCI 0.01N valorado

NaOH al 40 %

Mezcla digestiva. Se mezclaron por 30 minutos aproximadamente los siguientes reactivos en la siguiente
proporcion: 3 g de sulfato de cobre pentahidratado, 300 mL de acido sulfurico concentrado y 100 mL de acido

fosforico.

Disolucion de acido borico 1% con indicadores. Se disolvieron 100g de acido borico en 9.5 L de agua
destilada. Se agregaron 100 mL de verde de bromo cresol (100 mg en 100 mL de metanol) y 70 mL de rojo de

metio (100mg en 100 mL en metano). Todo esto se aforo a 10 L y se mezclo vigorosamente.

Sulucion precipitante. Se disolvieron 5 g de tungstato de sodio y 1.51 de fosfato acido de sodio
dodecahidratado, en 20 mL de agua. se anadieron 22 mL de HCI 2N y se mezclo. Por dltimo se'aford a 50

mL con agua destilada.
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+ Procedimiento
Proceso de precipitacion.

Se pesaron de 50 a 100 mg de muestra finamente molida y se colocaron en un vaso de precipitado
de 50 mL. Se adicionaron 5 mL de agua caliente y se coloco en agitacion mecanicamente durante 15
minutos, transcurrido este tiempo se agregaron 2 mL de solucion precipitante y se dejo reposar por 10
minutos; después se transfirio cuantitativamente para su posterior filtracion en el papel Whatman, se utilizaron
25 mL de agua destilada caliente aplicando ligera succion.

Proceso de digestion.

Se coloco el papel filtro con el precipitado en un tubo de digestion, al cual se le agregaron 0.5 g de
sulfato de potasio, 5 mL de mezcla digestiva y se coloco en el digestor y se calentd aproximadamente 15
minutos, transcurrido este tiempo se retird el tubo del digestor y esperd algunos minutos para que se enfriara
y entonces se afadieron 3 mL de peroxido de hidrogeno al 30%, después fueron introducidos nuevamente al

digestor y se calentaron hasta que la digestion estaba completa.
Destilacion y titulacion.

Una vez efectuada la digestion se dejo enfriar el tubo digestor y se procedio a la destilacion y

titulacion.
« Calculos
% Nitrogeno = [(Gn - Gs) x meg x N x 100] / m
% Proteina = % Nitrogeno x F
Donde;

G, = mL gastados de acido clorhidrico para la muestra
G, = mL gastados de acido clorhidrico para el blanco

meq = miliequivalente de nitrogeno (0.014)



N = normalidad de acido clorhidrico

m = peso de lamuestra (g)

F = factor de conversian: cuando se considera que la proteina contiene un 16 % de nitrogeno F = 6.25

4.2.12 Oligosacaridos.
* Materiales y reactivos
Disolucion acuosa de etanol al 50%
Metanol grado reactivo
Estandar de rafinosa marca Sigma lote R-0250
Estandar de estaquiosa marca Sigma lote S-4001
Papel Whatman # 5
Cartucho Sep-pack Cs marca Waters
Acradisco con tamario de poro de 0.2um
Centrifuga CLAY-ADAMS. DINAC™
Rotavapor marca B{'CHI modelo 461
Cromatografo de liquidos de alta resolucion marca Perkin Elmer
Bomba Perkin Elmer Binary LC 250
Detector infrarrojo Perkin Elmer serie 200 indice de refraccion
Columna de silica aminada
Fase movil acetonitrilo; agua 75:25

Flujo de la fase movil:1.5 mL / min



Tiempo de la corrida: 10 minutos
« Procedimiento
Extraccion.

Se pesaron 3 gramos de muestra finamente molida y se afiadieron 30 mL de etanol acuoso al 50% y
se puso en agitacion constantemente a 55-60 °C por una hora. Después se centrifugd el extracto por 30
minutos a 3000 rpm y se filtrd el sobrenadante a través de papel fillro Whatman # 5, se lavo
cuantitativamente. El volumen del filtrado se redujo en el rotavapor a 50 °C, se tomé un volumen de 10 mL
con agua destilada. Entonces 2 mL de éste Ultimo volumen se pasaron a través de un cartucho Sep-pack Cis,
activado previamente con 3 mL de metanol seguido de 3 mL de agua desionizada, con el proposito de
eliminar interferencias de compuestos no polares. Antes de la inyeccion, se filtrd el extracto a través de un

acrodisco de 0.2 pm de tamano del poro.

Separacion y cuantificacion por HPLC.

Para realizar la cuantificacion de rafinosa y estaquiosa se prepararon estandares de rafinosa y
estaguiosa en concentraciones desde 0.009 a 0.020 M, y se hizo el analisis por triplicado de cada dilucion y
un analisis de correlacion lineal entre la concentracion de la dilucion y la altura de los picos. Para la muestra
se inyecto a la columna 20 pL del extracto obtenido bajo las mismas condiciones que los estandares. La
concentracion de los oligosacaridos se obtuvo a partir de los datos de la curva de calibracion por

interpolacion.
4.2.13 Determinacion de acido fitico.
4.2.13.1 Metodo de Haug & Lantzsh (1983)
« Fundamento
Este método se basa en la determinacion colorimétrica indirecta del fosforo del fitato en la muestra
El extracto de la muestra es calentado con una solucion acidificada de concentracion conocida de Fe (lll) en

exceso. el cual forma un complejo con el fitato. Se cuantifica espectrofotométricamente el hierro residual que

el acido fitico no alcanza a acomplejar mediante |a reaccion colorida que se produce con la 2,2-bipiridina.
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« Materiales y reactivos.

Balanza analitica SARTORIUS A210P
Espectrofotometro UVIVIS marca SEQUOIA-TURNER modelo 340
Parrilla de calentamiento y agitacion maltiple THERMOLYNE MOD. SP-13025
Centrifuga CLAY-ADAMS, DINAC™
Vasos de precipitados de 50 mL
Sulfato férrico de amonio. 12 H,0
2. 2-bipindina R. A.
Acido tioglicolico R.A.
Acido fitico R.A.
Acido clorhidrico 0.2 N
Solucion férrica. Se pesaron 0.2 g de sulfato férrico de amonio .12 H;0, se disolvieron en 100 mL de HCI 0.2
N y se aforo a 1 L con agua desionizada.
Solucion de 2,2-bipiridina. Se pesé 1 g de 2,2-bipiridina, y se aiadio 1 mL de acido tioglicdlico y se llevo a un
volumen de 100 mL con agua desionizada.
Solucion estandar de fitatos. Se prepard de tal manera que contenia 1.5 mg/mL de acido fitico en agua
desionizada, es decir:

1500 ug fitato de sodio/mL * (185.82 g P/923.8 g fitato de sodio) = 307.72 pg PimL
Curva de calibracion. Esta se prepard de acuerdo a la siguiente tabla, a partir de la solucion estandar de
fitatos

Tabla No. 3 Curva de calibracion para la determinacion de acido fitico

por el metodo de Haug & Lantzsh

Tubo | mL solucion estandar | Aforo (mL) Concentracion final (ug P/mL)
T 7 100 3017
2 2 100 5.034
I~ 2 100 12,069
2 § 100 18.102
5 8 100 281376
5 10 100 30172
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+ =rocedimiento

Se peso de 0.04-0.120 g de muestra (dependiendo del contenido esperado de acido fitico presente
an |z muestra) y se colocaron en un vaso de precipitados de 50 mL, fueron adicionados 20 mL de HCI0.2 Ny
se scmelid a agitacion mecanica a temperatura ambiente durante 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo
se ceninfugo el extracto a 1200 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente y se colectd el sobrenadante.
Se tomo una alicuota de 0.5 mL de la muestra, agua destilada, o estandar, segin correspondiera. Esta
alicucta se colocd en un tubo de ensaye, se anadio 1 mL de la solucion férrica y el tubo fue tapado con una
canica. a fin de evitar evaporacion. Los tubos fueron colocados en una gradilla y en un bafio de agua a
ebullicion por 30 minutos, cuidando que el agua cubriera el liquido dentro de los tubos. Transcurrido este
liemgo se esperd a que se enfriaran, una vez alcanzada la temperatura ambiente se agregaron 2 mL de
solucion de 2.2-bipiridina y se mezclo. Se midio la absorbancia a 519 nm a los 30 segundos exactos después
de naber agregado el reactivo a cada tubo. Se utilizo una celda con agua desionizada para calibrar el
espectrofotometro en cero. A cada una de las absorbancias obtenidas se les resto el valor obtenido por el
blanco para obtener de esta manera la absorbancia corregida respectiva.

« Calculos.

Con los dalos de absorbancia de la curva de calibracion se calculd la regresion lineal colocando los
dalcs oe las absorbancias en el eje “y" y la concentracion de fosforo fitico [pug/mL] en el eje *x". Teniendo
en cuenta que seis moles de fosforo estan contenidas en una mol de &cido fitico y relacionarlos con su peso
molecular para obtener el resultado en gramos de écido fitico por 100 g de muestra.

4.2.13.2 Método Fruhbeck, G. (1995)
= =.ndamento.

Este método emplea una columna de intercambio idnico con el fin de purificar los extractos del acido
fitce  eliminade las fracciones menores de fosfatos de inositol que comunmente se incluyen en otros
metczos permitiendo una cuantificacion real del acido fitico. La determinacion espectrofotométrica se basa en
la m=21da de la disminucion de la absorbancia del complejo FeCls-Acido sulfosalicilico (Reactivo de Wade)
debico al enlace del Fe (11} con el acido filico

* lalenales y reactivos

Bal: za analitica SARTORIUS A210P
Especirolotometro UVIVIS marca SEQUOIA-TURNER modelo 340
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Parrilia de calentamiento y agitacion maltiple THERMOLYNE MOD. SP-13025

Centrifuga CLAY-ADAMS, DINACT™

Vasos de precipitados de 50 mL

Micropipetas con capacidad de 500 L y 1000 pL

Cloruro de hierro (I11) hexahidratado

Fitato de sodio (Sigma Chemical Co. P-3168)

Resina de intercambio anionico Dowex AG1X8 (200-400 mesh)

Acido clorhidrico 2.4% (0.65 N)

Hidroxido de sodio 1 N

Cloruro de sodio 0.1 N

Cloruro de sodio 0.7N

Reactivo de Wade. Se pesé 0.3 g Cloruro de hierro (Ill) hexahidratado y se disolvio en agua desionizada
hasta un volumen de 100 mL.

Nota: El reactivo debe ser preparado en el momento de hacer la determinacion, y una vez adicionado a las
muestras debe leerse en menos de 30 minutos.

Preparacion de los estandares: se preparo una solucion concentrada de acido fitico que contenia 1000 pg de
acido fitico/mL. Para ello se peso exactamente 0.080 g de la sal de fitato de sodio y se aford con agua
desionizada hasta un volumen de 50 mL.

Curva de calibracion. A partir de la solucion de acido fitico con concentracion 1000 ug de acido fitico/mL se

prepararon las soluciones de los estandares de 5, 10, 20, 30. 40 y 50 pg/mL de la siguiente manera:

Tabla No. 4 Curva de calibracion para la cuantificacion de
acido fitico por el método Fruhbeck, G.

i Tubo |mL solucion estandar | Aforo (mL) Concentracion final (g acido fitico / L)
3 0125 % 5

2 0.250 25 10

3 0.500 25 20

4 | 0.750 125 30
[ 5 1.000 25 40

6 1.250 25 50




* Procedimiento.
Preparacion de columnas de intercambio idnico.

Se peso aproximadamente 0.5 g de resina de intercambio anionico Dowex y se hidrato con 0.6 mL
de agua desionizada. al mismo tiempo se prepararon las “columnas” utilizando jeringas de 3 mL y se les
introdujo en el fondo un pequefo tapon de fibra de vidrio (cuidando de no poner en exceso) y colocarlas
sobre una gradilla.

Se agregd a la columna la resina hidratada, cuidando de que quedara asentada uniformemente. Una
vez que la resina estuvo bien empacada se adiciond 15 mL de NaCl 0.7 N y posteriormente se lavo con 30 mL
de agua desionizada, cuidando de dejar liquido suficiente para que no se seque |a resina (aproximadamente
0.5 cm de altura arriba de la resina empacada) para que no se secara Y estuviera lista para usarse.

Extraccion del acido fitico.

Se peso 1 g de la muestra ( < 5 % Grasa), y se coloco dentro de un vaso de precipitados de 50 mL
se adiciond 20 mL de HCI 2.4%, el pH de la mezcla debe estaba entre 0 y 1, lo cual fue necesario para
disociar el fitato de complejos de minerales y proteinas. Se sometio a agitacion vigorosa (200 rpm) durante 2
horas a temperatura ambiente, el extracto obtenido se centrifugo a 1200 rpm a temperatura ambiente por 30

minutos y se colecto el sobrenadante.
Purificacion de la muestra por columna de intercambio idnico.

Se tomo una alicuota del sobrenadante colectado y fue diluido con agua desionizada para disminuir
la concentracion total del anion (Nota: Se recomienda la dilucion de 1:25 para alimentos que contenga 1% o
mas de acido fitico, la dilucion de 5:25 en caso de contener menos). Para obtener mejores recuperaciones el
pH de la alicuota diluida se ajusto a 6 (superior al punto isceléctrico de las proteinas) con NaOH 1 N.
Posleriormente se tomo 10 mL de la alicuota diluida y se transfirid cuantitativamente a la columna
previamente preparada. Se lavo la columna con 15 mL de NaCl 1N (para eliminar fosfato inorganico y
fracciones menores de inositol) y se desecho el agua de lavado. Se eluyo el fitato con 15 mL de NaCl 0.7 Ny

se colecto el extracto purificado.
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Determinacion espectrofotometrica.

Se tomaron 3 mL de agua desionizada (usada como blanco), 6 3 mL de los estandares, o de los
extractos purificados a traves de la columna, los cuales fueron previamente ajustados a pH 3 y se adiciono 1
mL de Reactivo de Wade. se sometio a agitacion en un vortex por 5 segundos y se leyo la absorbancia a 500
nm

Se utilizd una celda con agua desionizada para calibrar el espectrofotometro en cero, se leyo la
absorbancia del blanco, las muestras problema y los estandares, cada una de estas se les resto por separado
el blanco para asi obtener la absorbancia corregida respectiva.

« Calculos.

Realizar la regresion lineal de la curva patron con las absorbancias corregidas, para obtener la
concentracion del cido fitico presente en las muestras interpolar las absorbancias y tomar en cuenta las

diluciones empleadas.
Metodologia del trabajo biolégico.
4.2.14 Toxicidad aguda.

« Fundamento.

La toxicidad aguda de una sustancia se define como “los efectos toxicos adversos que aparecen en
un periodo corto después de la administracion de una dosis Unica o de multiples dosis repetidas en un
intervalo de 24 horas" (Derache R, 1990)

« [latenal y reactivos.

Harna integral de almendra de calabaza.
Harna desengrasada de aimendra de calabaza
Acelte crudo de almendra de calabaza.

Harma de soya marca Food Protein

Aceite de maiz marca comercial

Goma guar 0.2% plv
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Seis ratones macho por cada lote de la cepa ICR de 20 = 1 g para la muestra de aceite, 25 + 1 g para las

muestras de harina integral y de harina desengrasada.
Jeringa hipodérmica de 3 mL

Agujas especiales para administracion oral

Jaulas de acrilico.

Bebederos.

Balanza granataria para animales de laboratorio con canastila OHAUS mod. 700.

»  Procedimiento.

Condiciones:

Vehiculo utilizado (harinas): goma guar al 0.2%
Vehiculo utilizado (aceites): aceite de maiz
Lote control (harinas): harina de soya

Lote control (aceites): aceite de maiz

Dosis: 15000 mg / kg peso corporal

Administracion: 5D.

Distribucion de los animales.

Los ratones fueron marcados en la cola para su identificacion. Se dejaron en ayuno por 12 horas,

retirandoles el alimento y dejandoles solamente el agua. El dia del experimento se pesaron. Se repartieron 6

ratones en cinco lotes de acuerdo a la distribucion de “culebra japonesa”, es decir. se ordenaron con respecto

a su peso en orden ascendente y se distribuyeron en los lotes segun el siguiente esquema:

Lote1 Lote2 Loted Loted Lote5
18.0 s 1B1__ 185 185 _ 185 190
205 < s «— 195« 190 ¢
S s
Figura No.5

Distribucion de animales de laboratorio de acuerdo a su peso

Segun la “Culebra japonesa”



~dmimistracion de las muestras.

Dada la naturaleza de las muestras de harina se decidio administrar la dosis en tres tomas en un
'apso de 24 horas, y la muestra de aceite se administro en una sola dosis. Después de las administraciones

e las mueslras a los ratones se les proporciono agua ad libitum.
Observaciones.

En las proximas 24 horas a la administracion de las muestras se hicieron observaciones de sintomas
clinicos. descritos en el anexo 2, asi como las muertes que se presentaran. Después se hicieron las mismas
observaciones a las 36 y 48 horas y en este lapso se les proporcioné agua y alimento ad libitum, después de

1as 48 h se pesaron los animales y se sacrificaron.

4.2.15 Toxicidad subcronica.

* Fundamento.

La toxicidad subcronica es el conjunto de efectos observados después de una administracion
Zotidiana repetida o frecuente de una o varias dosis de la sustancia empleada. La duracion de esta prueba no
zxcede los 90 dias. (Derache R, 1990; Shibamato T, 1996).

»  IMaterial y reactivos.

=anna integral de almendra de calabaza.

—arina desengrasada de almendra de calabaza.

~ceite crudo de almendra de calabaza.

=arna de soya marca Food Protein

~ceie de maiz marca comercial.

>=1$ ratones macho por cada lote de la cepa ICR de 20-23 g.

=slante melalico con jaulas individuales de acero inoxidable.

==bederos.

- Jmederos

Salanza granataria para animales de laboratorio con canastilla OHAUS mod. 700.

=ellets para ratones
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Molino Thomas Wiley Modelo 4
Horno LAB-LINE Imperial Il

« Procedimiento.

Condiciones.

Dosis 15000 mg / kg de peso corboral.
Duracion 28 dias

Lote control harinas: harina de soya
Lote control aceite: aceite de maiz

Elaboracion de pellets.

Se molieron los pellets a través del molino a fin de obtener una harina y se mezclaron con las
muestras. Estudios previos han reportado que ratones con caracteristicas similares consumen
aproximadamente 5 g de alimento / dia, por lo que tomando en cuenta la dosis a emplear se tiene lo siguiente:

(15 g muestra / 1000 g peso corporal) x ( 20 g peso corporal / 5 g dieta) = 0.06 g muestra / g alimento

Se incorpord manualmente la muestra respectiva a la harina de los pellets, se adicion6 agua potable

hasta obtener una pasta. Se moldearon los pellets con la mano y se colocaron en el hormo para su secado.
Distribucion de los animales.

Los ratones se dejaron en ayuno por 12 horas, retirandoles el alimento y dejandoles solamente el
agua. El dia del experimento se pesaron los ratones. este peso corresponde al peso inicial. Se repartirieron en
cinco lotes de seis ratones cada uno de acuerdo a la distribucion de “culebra japonesa” (pagina 50)'y se
colocaron individualmente en su respectiva jaula. Se eligieron al azar 10 ratones y se realizo una sangria
ocular. la cual se llevo a cabo colocando un capilar en la parte posterior del ojo del raton y se hizo presion
girandolo levemente, de tal manera que la sangre fluyera fuera del ojo para recibirla en un microtainer que
contenia EDTA. Posteriormente se procesaron las muestras en un equipo automatizado marca SYSMEX NE-
15000 de industrias Hitachi, en donde se obtuvieron los parametros hematologicos.

]
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Acnunistracion de las muestras.

Se pesaron y suministraron la racion de pellets a cada animal. Ya que estos animales tienden a
desperdiciar el alimento, se coloco una charola de papel manila debajo de su respectiva jaula con el fin de
recuperar el alimento. Se administro agua ad libitum y se cambiaron cada semana el agua de los bebederos.

Observaciones.

Se peso el alimento y los ratones tres veces por semana durante todo el ensayo. Para llevar un
control adecuado de los datos se utilizd una hoja de control como la que se muestra en el anexo No 3.
El dia en que termino el experimento se pesaron los ratones (peso final). A todos los ratones se les

realizo la sangria ocular para posteriormente procesar las muestras como al inicio del experimento.

Se calculd la eficiencia alimentaria de acuerdo a la siguiente ecuacion:

E.A. = Gananciaenpeso(q) x 100
Alimento consumido (g)
Donue.
Ganancia en peso = Peso final () - Peso inicial (g)

Alimento consumido = Alimento consumido en todo el transcurso del experimento.

Finalmente se sacrificaron todos los ratones para obtener el intestino, rinon, pulmon e higado de

cada Jno y obtener la relacion porcentual de cada uno en base a la siguiente ecuacion:

Relacion porcentual (%) = peso del organo (g) x 100

peso corporal final (g)
4.2.16 Relacion de eficiencia proteinica (Osborne & Mendel).

= ~undamento.

La relacion de la eficiencia proteinica (REP), mas conacido como PER (protein efficiency ratio),es el

peso en gramos ganado por las ratas por cada gramo de proteina consumida (Fennema O. 1993).

]
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« Material y reactivos.

Harina integral de almendra de calabaza (C. argyrosperma) .
Harina desengrasada de almendra de calabaza (C. argyrosperma) .
Caseina

Glucosa

Sacarosa

Dexltrina comercial {(marca Maicena).

Aceite vegetal.

Manteca vegetal.

Mezcla de sales.

Mezcla de vitaminas.

Celulosa

Ratas macho de la cepa WINSTAR ded7g+ 5

Eslante metalico con jaulas individuales de acero inoxidable.
Bebederos.

Balanza granataria para animales de laboratorio con canastilla OHAUS mod. 700.

e Procedimiento.

Preparacion de las dietas.

Se prepararon con un nivel de proteina del 10%. Las dietas son isocaloricas e isoproteinicas con

respecto a la dieta de referencia (caseina):

h
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Tabla No 5. Formula base utilizada para la elaboracion de las dietas.

Componente. %

Caseina (95.2% proteina) 10.5
Glucosa 19.0
Sacarosa 22.0
Dextrina 25.0
Aceite vegetal 6.0
Manteca vegetal 8.0
Mezcla de sales 2.0
Mezcla de vitaminas 1.0
Colina (sol. Al 50%) 04
Celulosa _ 6.1

Para formular |as dietas de las muestras a ensayar es necesario contar con el analisis proximal de la

fLente de proteina. En Ia tabla No. 6 se presenta el analisis proximal de las muestras a ensayar.

Tabla No 6. Analisis proximal de |a harina integral y harina desengrasada
de la almendra de calabaza (C. argyrosperma).

% Harina integral Harina desengrasada
Humedad 3.54 6.70
Grasa 45.88 3.00
Proteina 3149 60.00
Cenizas 6.85 11.68
Fibra cruda 8.7 14.85
Hidratos de carbono 3.53 3.77

=n base al analisis proximal, en la tabla No. 7 se presentan las formulaciones de las muestras a

= =z,2 lasque son isoproteinicas e isocaloricas con respecto a la dieta de referencia (caseina).

h
i



Tabla No 7. Formulacion de las dietas.

Ingrediente %
Harina integral Harina desengrasada
Harina 31.76 16.67
Sacarosa 2162 2.79
Dextrosa 18.68 18.82
Dextrina 24,58 24.76
Manteca vegetal - 7.71
Aceite de maiz 5.79
Mezcla de sales 1.96 2.00
Mezcla de vitaminas 1.00 1.00
Sol. ce colina 0.40 0.40
Celulosa - 1.06

* Se ajusto al 100% con este nutrimento.

--- No fue necesario agregar este nutrimento.

Distribucion de los animales.

Se utilizaron 6 ratas macho por lote en jaulas individuales. El primer dia las ratas se pesaron en
forma individual y para tener una adecuada distribucion de animales por lote se repartieron de acuerdo a la

distribucion de “culebra japonesa” de acuerdo a la figura No. 4 (Pag. 50).

Desarrollo de la prueba.

Una vez que se tuvieron los diferentes lotes y se le coloco a cada animal su respectivo alimento y agua ad
libitum. Ya que las ratas al comer tienden a desperdiciar el alimento se coloco debajo de Ia jaula una charola
de papel para recuperar este material. Cada tercer dia se registraron el peso de cada rata y el alimento

ingendo. esto se hizo durante los 21 dias que durt el experimento.

Para llevar a cabo el control de los datos del alimento ingerido y la ganancia en peso del alimento se

utilizo el formato del anexo 3.



e Calculos.

Se calculo la REP para cada una de las ratas empleando la siguiente ecuacion:

REP=AP/ZAI*F
Donde:

AP = incremento en peso de las ratas (en gramos)
I Al = alimento ingerido total (en gramos)
F = % de proteina en la dieta / 100

S REPi
RPE=*

n

REP ajustada = REP experimental X (REP caseina ref / REP caseina exp)
REP caseinaref = 2.5

4.2.16.1 Digestibilidad in vivo.

« Materiales y reactivos

Salanza analitica SARTORIUS A210P
Digestor marca TECATOR modelo ab
Zestilador KJELTEC auto 1030 Autoanalyzer
~ubos de digestion TECATOR

ezcla digestiva.

Zisolucion de acido borico con indicadores.
=zroxido de hidrogeno al 30 %

Sultato de potasio (R.A.)

NaOH al 40 %
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HCI 0.01 N valorada.
* Procedimiento

Se recolectaron las heces de las ratas del bioensayo de la REP del dia 15 al 22 y se pesaron. Fueron
molidas finamente. Se pesaron apfoximadamente 800 mg. Se determind la cantidad de nitrogeno de acuerdo
al métedo Kijeldahl que esta descrito en la determinacion de proteinas. Para los célculos se tomo en cuenta el
peso del alimento ingerido de los dias 18 al 22 del bioensayo y se cuantifico su contenido de proteina.

» Calculos
% Nitrogeno heces = [(Gn— Gy) x meq x N x 100] / m
Donde;
Gn= mL gastados de &cido clorhidrico para la muestra
Gy = mL gastados de acido clorhidrico para el blanco
meq = miliequivalente de nitrogeno (0.014)
N = normalidad de acido clorhidrico
m = peso de heces (g)
Nitrogeno Ingerido = ( % Nitrogeno dieta x Dieta ingerida) / 100
Nitrogeno Fecal = ( % Nitrogeno heces x Total de heces) / 100
Digestibilidad aparente = (Nitrageno absorbido / Nitrégeno ingerido ) X 100

Digestibilidad aparente =({ Nitrégeno ingerido — Nitrogeno fecal) / Nitrogeno ingerido )) x 100
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5. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

5.1 Parametros fisicos

En la tabla No. 8 se muestran los resultados de |a determinacion de los parametros fisicos de la
almendra y semilla de calabaza.

Tabla No 8. Parametros fisicos para la almendra y la semilla de calabaza (C. argyrosperma)

PARAMETRO SEMILLA  ALMENDRA
Largo (mm) 2.713+0.160 2.302+0.117
Ancho (mm) 1.494 +0.166 0.873 +0.103
Peso hectolitrico (g/ 100 mL) 20.10+0.80 41.73+1.31
Numero volumétrico (a) 73+24 235+18
Peso unitario (g) 0.29+0.00 0.19+0.00

Valor promedio + desviacion estandar
a = numero de unidades en 100 mL

Los parametros fisicos se realizaron para contar con una rapida caracterizacion para la posible
adquisicion de nuevos lotes de la materia prima.

Fisicamente la semilla presenta un aspecto ovalado de color aperlado blanquecino con borde
verdoso y la almendra un color verde seco.

5.2 Descascarado.
Después de la operacion de descascarado se obtuvo la almendra y la cascara y la relacion
porcentual entre ellas:
Almendra = 61.39 % + 4.96
Cascara=34.77% + 1.18
El rendimiento de la operacion del descascarado se puede considerar como favorable para la
almendra. ya que fue mayor al 50%, obteniendo un valor promedio de 61.39 %, y de 34.77% para la cascara.

5.3 Analisis bromatologico de la harina integral y desengrasada
En la siguiente tabla se presentan los valores de humedad, grasa y proteina cruda de la harina

integral y de proteina cruda y verdadera de la harina desengrasada.



Tabla No 9. Analisis bromatolégico de la almendra de calabaza (C. argyrosperma), expresada en gramos
por cien gramos de muestra.
DETERMINACION (%) HARINA INTEGRAL  HARINA DESENGRASADA

Humedad 480 £ 0.21 -t
Grasa cruda 47.38 £0.19
Proteina cruda 3324104 62.75 + 0.68
Proteina verdadera -t 56.26 + 1.62

* Determinacion no realizada.

Valor promedio + desviacion estandar (n=3)

Del analisis bromatolégico pueden observarse cantidades considerables de grasa y proteina cruda
para la harina integral, 47.38% y 33.24% respectivamente, motivo por el cual se le puede considerar como un
alimento energético, digno de un estudio mas completo para proponer el aumento en su ingesta. En la misma
tabla también se observa que en el caso de la harina desengrasada, se le puede considerar como un
concentrado proteico, ya que en el se encuentra un contenido mayor al 50% de proteina, el contenido de
proteina verdadera es de 56.26%.

5.4 Determinacion de acido fitico.
En la tabla No. 10 se presentan los valores de écido fitico en la harina desengrasada cuantificado por

dos métodos. Cabe sefialar |a diferencia importante de los resultados entre ambos métodos.

Tabla No 10. Contenido de &cido fitico conforme a los métodos de Haug-Lantzsch y Fruhbeck en la almendra

de calabaza C. argyrosperma.

METODO  ACIDO FITICO %
Haug-Lantzsch ~ 8.46+0.25
Fruhbeck 569+0.20

Valor promedio = desviacion estandar (n=3)

El valor obtenido de acido fitico segin el método de Fruhbeck se encuentra dentro de lo reportado
en la literatura para semillas dicotiledoneas y oleaginosas (0.4 a 6.4%) en comparacion con el método de
Haug-Lantzsch, asi que la almendra de calabaza C. argyrosperma ademas de tener acido fitico tiene otras

fracciones de inositol que también pueden quelar proteinas, minerales y almidones.
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Segun lo reportado en la literatura, 300 mg de acido fitico disminuyen la absorcion de hierro y en este
material se encuentran 5 690 mg de &cido fitico / 100 g muestra, por lo que se le puede considerar como
agente desmineralizante; sin embargo no se tiene la relacion molar acido fitico/minerales ya que para un valor

de 20 para la relacion acido fitico/zinc se reporta una reduccion en la retencion de zinc y una reduccion del
crecimiento.

5.5 Determinacion de oligosacaridos.

En la siguiente tabla se muestra que los valores de la rafinosa y la estaquiosa se encontraron por
debajo del limite de deteccion, es decir, no hay presencia significativa de este factor antinutrimental.

Tabla No 11. Concentracion de rafinosa y estaquiosa en la harina desengrasada
de la almendra de calabaza (C. argyrosperma)

OLIGOSACARIDO  RAFINOSA  ESTAQUIOSA
Concentracion <2055 pug/mL < 375.5 pg /mL

Figura No. 4.

Cromatograma de los oligosacaridos (rafinosa y

z 1 estaquiosa) en la harina desengrasada de la
- ! E
¥ L iR & -} almendra de calabaza (C. argyrosperma)
Df‘-_-' sy TT T T ——

_ mediante la tecnica de cromatografia de

]
i

(i
W

liquidos de alta resolucion (HPLC).
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5.6 Evaluacion quimica del aceite refinado.
En la siguiente tabla se muestran los valores de los parametros fisicoguimicos tanto del aceite crudo
como del refinado, todos estos parametros entran en los valores del grupo oléico-linoléico, es decir se

consideran como aceites comestibles.

Tabla No 12. Parametros fisicoquimicos del aceite refinado de la aimendra de calabaza

(C. argyrosperma).

PARAMETRO ACEITO CRUDO ACEITE REFINADO GRUPO OLEICO-LINOLEICO
Punto de fusion [°C] 0a5 0ab -5a29
Gravedad especifica (25/25 °C) [g/ mL] 0.8855 = 0.00 0.9163 + 0.16 0.909 - 0.920
indice de refraccion (20 °C) 1.466 = 0.0 1.470 = 0.00 1436 -1.474
% de acidez [% acido oleico] 0.54 = 0.02 0.11+0.00 <0.50
Indice de yodo (Hanus) [g | / 100 g aceite] 91.09 = 1.08 93.44 = 0.42 77117
Indice de saponificacion [mg KOH / g aceite] ~ 180.22 + 4.38 182.59 = 0.05 187 - 200

Valor promedio + desviacion estandar (n=3)

El aceite crudo es un aceite de color verde oscuro, fluido a temperatura ambiente (de acuerdo con su
punto de fusion, de 0 a 5 °C), sin presencia de olores extrafios y el aceite refinado es un aceite de color
amarillo caracteristico de los aceites vegetales comestibles, fluido a temperatura ambiente (de acuerdo con

su punto de fusion, de 0 a 5 °C), sin presencia de olares extraiios.

El valor de acidez en el aceite crudo es ligeramente superior al limite maximo establecido por un
aceite comestible (0.54%), pero después del proceso de refinacion disminuye significativamente, a fin de

darle mayor estabilidad al aceite de sufrir reacciones de rancidez que disminuirian su vida (til.



Perfil de acidos grasos

En la tabla No. 13 se muestran los acidos grasos encontrados, y sus valores en porcentaje, en el

aceite crudo y refinado, en la misma tabla se muestran los valores del grupo oléico-linoleico.

Tabla No 13. Relacién porcentual de los acidos grasos del aceite crudo y refinado de la almendra de

calabaza (C. argyrosperma).

ACIDO NOMBRE  ACEITE CRUDO ACEITE REFINADO ~ GRUPO OLEICO-LINOLEICO
GRASO (%) (%) (%)

16:0 Palmitico 17.98 16.31 6-45

18:0 Estearico 9.76 8.85 2.06.0

18:1 Oleico 22.60 31.18 13-71
" 18:2 Linoléico 49.65 43.66 34-79

Valor promedio + desviacion estandar (n=2)

En la figura No. 5 y 6 se muestran los cromatogramas obtenidos en la determinacion realizada, tanto al

aceite crudo como al refinado, mediante la técnica de cromatografia de gases.
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Figura No 6. Cromatograma del perfil de acidos grasos
del aceite crudo de la almendra de calabaza C. argyrosperma.
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FiguraNo 7. Cromatograma del perfil de acidos grasos

del aceite refinado de la almendra de calabaza C. argyrosperma.
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El peril de acidos grasos, tanto del aceite crudo como del refinado, no presenta ninguna
caracteristica relevante, ya que solo se observan cuatro acidos grasos principalmente: palmitico, estearico,
oleicc y linoléico, caracteristicos de los aceites comestibles. Debido a este perfil de acidos grasos en el aceite
crudo. la refinacion del aceite ha servido para mejorar, ademas del nivel de acidez, las propiedades
sensoriales del mismo, ya que se obtuvo un aceite de color amarillo caracteristico al de un aceite vegetal y el
olor. como en caso del aceite crudo, es neutro. Como se observa en las figuras anteriores no se modifico
sustancialmente el perfil de acidos grasos del aceite refinado en relacién al aceite crudo, por lo tanto, el
segundo aceite tiene pocas impurezas y acidos grasos libres.

5.7 Toxicidad aguda.

Durante el periodo de observacién de sintomas clinicos no se presentaron anormalidades y en
consecuencia tampoco muertes en ninguno de los lotes.

Como las observaciones clinicas pudieran ser subjetivas se utilizo el incremento en peso y no se

observo diferencia significativa al realizar un analisis de varianza al comparar contra el control respectivo.

Tabla No 14. Incremento en peso de los animales en el estudio de toxicidad aguda para las muestras de la

almendra de calabaza (C argyrosperma)

DIETA INCREMENTO EN PESO (g)
Harina integral 3.25+045%
Harina desengrasada 297+039°
Harina de soya (control) 34611322
Aceite crudo 1194 +122»
Aceite de maiz (control) 1384 £1.277

Valor promedio + desviacion estandar

Diferentes letras denotan diferencia estadistica significativa
En base a este estudio se considera que el aceite crudo, aceite refinado v la fraccion proteica de la

almenara de calabaza C argyrosperma se pueden considerar practicamente no toxicos ya que no
manifestaron ningun sintoma de toxicidad hasta una dosis de 15 000 mg/kg de peso corporal por via oral
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Debido a los resultados obtenidos en este estudio de toxicidad se procedio a realizar el estudio de
toxicidad subcronica.
5.8 Toxicidad subcronica.

* Eficiencia alimentaria.

En la tabla No. 15 se muestran los valores de la eficiencia alimentaria, en donde no se observa
diferencia estadistica significativa entre las dietas estudiadas y su respectivo control. La eficiencia alimentaria
es una relacion de la ganancia en peso y el alimento consumido y también es un indicador simple pero
sensible de los efectos toxicos de una sustancia; por lo tanto al no observar diferencias se deduce que no se
presentaron efectos toxicos en las dietas estudiadas.

Tabla No 15. Eficiencia alimentaria en la toxicidad subcronica de

la almendra de calabaza (C argyrosperma).

DIETA EFICIENCIA ALIMENTARIA
Harina integral 12.23+0.622
Harina desengrasada 1092+1.79 °
Harina de soya (control) 1131+ 1302
Aceite crudo 1194 £1.222
Aceite de maiz (control) 13.84£1.27°

Valor promedio + desviacion estandar
Diferentes letras denolan diferencia estadistica significativa

Como ya se menciono, durante el transcurso del bioensayo no se presentaron anormalidades
clinicas en el lote de animales alimentados con el aceite crudo y harina integral, pero si se observd
agresividad ocasional cuando se manipulaban los ratones del lote de harina desengrasada , quiza sea debido

al alto contenido de acido fitico. Sin embargo, en ninguno de los lotes se observé muerte alguna.

De acuerdo a las curvas de crecimiento, y en base a la desviacion estandar, no se observo diferencia
en el crecimiento entre las muestras de harina integral y desengrasada con respecto al control de harina de
soya. asi como para el aceite crudo en donde tampoco se observo diferencia con respecto al control de aceite

de maiz.
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Curvas de crecimiento (aceites)

25

J

—— A Crudo
—a— A Maiz

Incremento en peso (g)

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

Figura No.8 Curvas de crecimiento en la toxicidad subcronica del lote alimentado con el aceite crudo

De la aimendra de calabaza (C argyrosperma) comparado con el lote control (aceite de maiz) en el ensayo de toxicidad subcronica.

67



Incremento en peso (g)

Curva de crecimiento (Harinas)

25
20
15
—+—H. Integral
—#— H.desengrasada
—&—H. Soya
10
5
0

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)

Figura No. 9. Curvas de crecimiento de los lotes de animales alimentados con harina integral y

desengrasada de la almendra de calabaza (C argyrosperma) comparados con el lote control (harina de soya).

en el ensayo de toxicidad subcronica.




« Relacion porcentual de organos.

De acuerdo con la siguiente tabla, solo se observa diferencia estadistica en el lote de harina
desengrasada con respecto al control en la relacion porcentual del intestino, sin embargo al no notar
diferencia en las curvas de crecimiento de este lote con respecto al control esta deferencia se- puede
considerar debido a un error de manipulacion del tejido en cuestion. En el caso del lote de aceite crudo, en
ninguno de los organos evaluados se observa diferencia estadistica significativa con respecto a su control.

Tabla No 16. Relacion porcentual de organos evaluados en la toxicidad subcronica de la almendra de
calabaza (C argyrosperma ).

DIETA INTESTINO RINON PULMON HIGADO
Harina integral 3.58+0.18® 152 +0.032 0.81+0.182 460+0.342
Harina desengrasada 4.06+045= 145+0.192 0.86 £0.112 428+0412
Harina de soya (control) 449+030° 1.40 £0.10 0.72+0.042 4.90 £0.38°

Aceite crudo 341+0.18> 144 £0.22° 0.72+£0.12% 397+0.522
Aceite de maiz 3.46+0.35¢° 1.50+0.122 0.76 +0.14 2 457+0.322

Valor promedio + desviacion estandar
Diferentes ietras denotan diferencia estadistica significativa.

» Resultados hematologicos

De acuerdo con los estudios hematologicos mostrados en la tabla No. 17, no se observa diferencia
estadistica de los lotes alimentados con harina integral y harina desengrasada comparados con el control de
harina de soya; y de el aceite crudo con el lote de aceite de maiz. En este estudio, uno de los parametros mas
importante es la hemoglobina, ya que en el caso de la harina desengrasada se encontraron niveles
importantes de acido fitico, agente desmineralizante capaz de quelar el hierro, pudiendo provocar una
deficiencia de este mineral en el individuo que lo consuma; sin embargo no se observaron diferencias de el
lote de la harina desengrasada con respecto el lote control. Sin embargo cabe recordar que intervienen

muchos factores como la relacion acido fitico/minerales; la concentracion de acido ascorbico, entre otros.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Tabla No 17. Resultados hematologicos en la toxicidad subcronica de la almendra de calabaza
(C argyrosperma).

DIETA GB RBC HGB HCT . MCV MCH MCHC PLT

Harina integral 297+0412 111320512 17.1+£0.78° 1031+4.62 9253+0.532 1538+0172 16.63+021 1100+56.7 2
Harina desengrasada 3.14+0.632 11.00+043° 1684+ 0692 1009+2492 91.55+312 1583+140° 17.32£158° 1077 £84.42°2
Harina de soya 3.75+1.582 11.05+0522 17.37+£0.532 10097 £3.852 91.3+2352 157+0332 17.20+042 1151+£62.54°2
Aceite crudo 325+134° 11070742 169+1.122 10097 +6.512 91.2+ 3172 1548+0412 16.75+0422 1095=+76.18 2
Aceite de maiz 377+0.612 1066 +0.672 16.72+0742 97.73+3812 91.8+3.182 1570462 17.12+0322 1030+49.23¢

Valor promedio + desviacion estandar

Diferentes letras denotan diferencia estadistica significativa.
GB. Glabulos blancos.

RBC. Globulos rojos.

HGB. Hemoglobina

HCT. Hematocrito

MCV. Volumen corpuscular medio.

MCH Hemoglobina corpuscular media.

MCHC. Hemoglobina corpuscular media celular.

PLT. Plaquetas



5.9 Bioensayo nutritivo.

En la tabla No. 18 se muestran los valores de ganancia en peso, alimento ingerido, proteina ingerida
y % de proteina real en |a dieta. En esta tabla se observa la relacion directa del alimento ingerido y la
ganancia en peso y la relacion directa de alimento ingerido y proteina ingerida.

Tabla No 18. Datos obtenidos en el bioensayo para el calculo de la REP

DIETA GANANCIA EN ALIMENTO % PROTEINA® PROTEINA
PESO [g] INGERIDO [g] INGERIDA [g]

Harina integral 3330 +18.22 189.07 + 54.82 10.55 19.94 +5.78

Harina 401+ 7.22 198.12 £ 15.13 9.67 19.16 = 147

desengrasada

Caseina (control) 7255+23.24 23297 + 55.0 9.32 21.71+£5:12

Valor promedio + desviacion estandar

b. Concentracion real de proteina en la dieta.

En la siguiente tabla se encuentran los valores del alimento ingerido, la cantidad de heces, el % de
nitrogeno en heces y % de nitrogeno ingerido del dia 15 al 22 del ensayo. En esta tabla se observa la relacion
directa del alimento ingerido y al cantidad de heces. En esta tabla resalta el bajo valor del % de nitrogeno en

heces con respecto a |as otras dos dietas estudiadas.

Tabla No 19. Datos obtenidos en el bioensayo para el calculo de la digestibilidad.

DIETA ALIMENTO TOTAL DE HECES ~ %NITROGENO % NITROGENO
INGERIDO (g) (g) HECES DIETA
Harina integral 59.2 + 35.69 1.55 £ 0.72 467 +0.22 1.55
Harina desengrasada 145.63 + 10.17 3.32+0.94 4.59 +0.50 1.69
Caseina (control) 20470+ 68.12 15.22 +4.81 167 +0.19 1.46

Valor promedio + .desviacion estandar



En la tabla No. 20 se encuentran resumidos los valores de la REP y la digestibilidad aparente.

Tabla No 20. Relacion de eficiencia proteica y digestibilid‘ad de la harina desengrasada y de la harina integral
de la semilla de calabaza (C argyrosperma).

DIETA REP EXPERIMENTAL REP AJUSTADO DIGESTIBILIDAD
APARENTE
Harina integral 1.67 =043 1.28+0434 92.76 + 2.914
Harina desengrasada 2.09+0.24 1.59 +0.244 93.26 +1.514
Caseina (control) 3.28+043 2.50 +0438 9167 +0.934

Valor promedio + desviacion estandar

Diferentes letras denotan diferencia estadistica significativa.

La calidad de la proteina de la almendra de calabaza (C. argyrosperma) es inferior con respecto a
la caseina, ya que se trata de una proteina de origen vegetal. Zdunezyk Z. (1999), reportd valor de REP de
1.01 para C. pepo. el cual lo considerd bajo en relacion al valor de la soya (1.50). después de suplementar la
dieta con lisina el valor de REP se incremento a 1.43, por otra parte, al suplementar la dieta con soya en
proporcion 1:1 se observo un incremento a 1.98, cuyo valor contrasta con el de un adieta que incluye
unicamente proteina de soya (1.50). Entre los lotes de harina integral y de harina desengrasada no se
encontro diferencia significativa en los valores de REP a pesar de que se observaron valores importantes de
acido fitico, sin embargo cabe mencionar el proceso digestivo de las ratas tiene actividad fitasa, motivo por el
cual el efecto de este factor antinutrimental pudo no presentarse. Es importante comparar el valor de REP de
los lotes de harina integral (1.67) y de los lotes de harina desengrasada (2.09), ya que ambos se encuentran
por arriba del valor de la soya (1.50), especialmente el lote de harina desengrasada. Lo cual resulta de

interés, ya que la soya es utilizada como referencia entre las proteinas de origen vegetal.

Con respecto a la digestibilidad, no se observo diferencia significativa de las muestras de C.
argyrosperma con respecto a los lotes de caseina, por lo que el nitrogeno de las fuentes de proteina se
encuentra disponible de manera adecuada.

~d
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Figura No. 8 . Curvas de crecimiento en la prueba de Relacion de Eficiencia Proteica de los lotes alimentados con la

almendra de calabaza (C argyrosperma), comparados contra el lote control (caseina).
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6. CONCLUSIONES

»  Se corrobord que la almendra de calabaza (C. argyrosperma) es un recurso vegetal alto en grasa
(>40%) y proteina (>30%)

» Laharina desengrasada se puede considerar como un concentrado proteinico {proteina cruda > 60% y
proteina verdadera > 50%).

o Como complemento de los factores toxicos, tampoco se encontraron cantidades significativas de
oligosacaridos productores de flatulencia.

*  Los parametros fisicoquimicos y el perfil de acidos grasos indican que el aceite, tanto crudo como
refinado se pueden considerar como un aceite comestible.

* El efecto antinutrimental del alto contenido de acido fitico en la harina desengrasada no se vio reflejado
en los bioensayos de toxicidad a pesar de su alto contenido; sin embargo , cabe mencionar que son
muchos los factores que influyen para que este factor antinutrimental lleve a cabo la quelacion de
minerales, proteinas y almidones. Ademas los resultados hematologicos no mostraron deficiencia de hierro
en los animales, ni tampoco se observd una disminucion del crecimiento durante el transcurso del
bioensayo.

» De acuerdo con los ensayos de toxicidad aguda y subcronica de la la harina integral, la harina
desengrasada y el aceite crudo de la almendra de calabaza (C. argyrosperma), se consideran
practicamente no toxicos.

« LaREP. lanto de la harina integral y desengrasada (1.28 y 1.59 respectivamente) de la almendra de
calabaza (C. argyrosperma), no se considera bajo, ya que se trata de una proteina de origen vegetal.

» El valor de la digestibilidad in vivo de |a proteina de la fraccion proteica, tanto de |a harina integral como
de la desengrasada de la almendra de calabaza (C. argyrosperma), se considera alto, > 90% en ambos
casos, incluso, no mostro diferencia estadistica con respecto al lote control de caseina.




7. RECOMENDACIONES.

= Hacer un estudio en la harina desengrasada de acido fitico con la técnica de cromatografia de liquidos de
alta resolucion, a fin de saber cuales son las fracciones de inositol presntes, ya que solo el inositol hexa,
penta y tetra fosfato tienen actividad antinutrimental.

= Buscar un método para desfitizar la harina desengrasada a fin de reducir el efecto antinutrimental debido
al acido fitico.

« Buscar otro modelo biologico que no tenga actividad de fitasa, a fin de que esta particularidad de las
ratas, no interfiera o sobreestime la eficiencia proteinica de la harina de la semilla de calabaza C.
argyrosperma.

« Promover un mayor consumo de la almendra de calabaza (C. argyrosperma) como tal o incluida en
diterentes guisos, en especial en la poblacion con deficiencia caldrica-proteinica.
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8. ANEXOS.
8.1 ANEXO 1. Glosario empleado en las observaciones de los signos clinicos de los bioensayos.

= Agresividad. Individuo cuyo patron conductual se caracteriza por irritabilidad, accesos de ira y actitudes
0 actos destructivos.

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

» Ataxia. Incoordinacion de la accion muscular voluntaria, en particular de los grupos musculares usadas
en actividades como caminar o alcanzar un objeto debido a alguna interferencia como las vias del sistema
nervioso central o periférico implicados en el equilibrio de los movimientos musculares.

e Cifosis. Curvatura angular de la columna vertebral; la convexidad de la curva es posterior, suele estar en
la region toracica y abarca algunas vértebras.

¢ Cianosis. Coloracion azul purplrea de las mucosas y de la piel debido a la falta de oxigenacion.

» Disnea. Frecuencia acelerada de la respiracion.

e Ereccion caudal. Estado turgente de la cola.

*  Excitacion. Hiperactividad. .

» Hipotermia. Temperatura subnormal del cuerpo, reduccion de la temperatura corporal a menos de lo

normal.

Lordosis. Curvatura hacia delante de la columna vertebral lumbar.

» Piloereccion. Ereccion del pelo
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Fecha.

8.2 Anexo 2. Cuadro empleado para el seguimiento del estudio de toxicidad aguda.

Especie:

Cepa:

Clave:

J Peso inicial

Pesa final

Vehiculo:

Concentracion:

Via

Dosis:

| Hora de inicio

Signos clinicos

Tiempo (h)

Lordosis

Cifosis

Ataxia

Piloereccion

Ereccion caudal

Agresividad Aletargamiento

Excitacion

Disnea

Cianosis

Hipotermia

0

-

il Ao

iy

w| o] | | o

Observaciones
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8.3 Anexo 3. Cuadro empleado para el seguimiento del estudio de toxicidad subcronica

y la Relacion de Eficiencia Proteica.

[Dieta:
Especie Clave Sexo Peso inicial Fecha
Tiempo (dias) ) 6 8 10 13 15 17 | 20 | 22 24 28 |Final:
Peso animal (P dia) Pf=
Incremento acumulado (P dia-P inicial) Pf-Pi=
Alimento inicial ( 1)
Alimento final ( F )
ZAl=

Alimento ingerido (Al = I-F)

Alimento acumulado (Z Al) dia

Observaciones
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