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1 INTRODUCCiÓN. 

México es un país con una gran bíodiversidad, motivo por el cual tiene una gran riqueza en su reino 

vegetal. Los vegetales más consumidos son maiz, chile, frijol y calabaza; sin , embargo en el país no existe 

una dieta que contenga los elementos nutricionales necesarios, ya que la alimentación de cada zona está 

influenciada por sus costumbres y cultura, además del nivel socioeconómico. Estos son algunos de los 

factores que favorecen la desnutrición calórico-proteico en nuestro país. La desnutrición se presenta con 

mayor asiduidad en el medio rural , aunque su severidad y su frecuencia difiere de una región a otra. En 

general , el sureste parece ser la región más afectada por problemas de nutrición, debido en parte a que una 

gran proporción de la población habita en zonas rurales pobres. tal es el caso de los estados de Yucatán, 

Chiapas, Quintana Roo, San Luis Potosí , Oaxaca, Hidalgo, Puebla y Guerrero; en los cuales se evidencian las 

altas tasas de desnutrición, basándose en la talla y peso inferiores que el promedío nacional entre los niños 

de su edad. Los grupos más afectados por la desnutrición son los niños menores de cinco años y las mujeres 

embarazadas o en etapa de lactancia, que tienen mayores necesidades nutrimentales y están expuestas a la 

influencia de creencias erróneas acerca de su alimentación. 

En general las dietas de la población marginada, habitualmente, aunque no siempre, habitante del 

medio rural , aportan cantidades insuficientes de energía, de proteínas y de algunas vitaminas y nutrimentos 

inorgánicos, además de que existen patrones dietéticos que son poco variable, y por lo mismo pobres e 

inadecuados. 

Dado que México es una nación de grandes contrastes donde por un lado prevalece la 

heterogeneidad geográfica, económica, social y cultural de la población se encuentran deficiencias 

nutrimentales específicas, resultado de la privación social y la pobreza; por lo que es necesario buscar 

alimentos de alto contenido calórico-proteico. y que además sean de fácil adquisición, 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 información sobre ellos, por lo tanto, antes de proponer el consumo o el 

incremento en el consumo de dichos al imentos es necesario realizar algunos estudios como son la evaluación 

brol1latológica. 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 desnutrición debida a la deficiencia calórica-proteinlca 



2 OBJETIVOS. 

2.1 General. 

'Realizar el estudio toxicológico y nutricional a través de un bioensayo de la fracción proteinica y lipidica de la 

almendra de calabaza (Cucúrbita argyrosperma). 

2.2 Particulares. 

'Refinar el aceite de la almendra de calabaza. 

Determinar el contenido de los ácidos 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 subcrónica 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 relación de eficiencia proteinica (REP) con ratas macho de la cepa WINSTAR de la 

harina integral y de la harina desengrasada. 

2 



3. ANTECEDENTES. 

3.1 Generalidades de las cucurbitas. 

Generalmente se da el nombre de calabaza a los frutos de varias especies del género Cucurbita de 

la fam ilia de las cucurbitáceas. Son plantas herbáceas, 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 

así en la forma como en el tamaño y colores verdes, amarillas, rojas, combinadas u homogéneas. (Alonso, 

1980. Matons 1947.Messiaen 1979). 

Uno de los grupos de plantas con mayor número de especies utilizadas como alimento humano es la 

familia de las cucurbitáceas. Sus flores, tallos jóvenes, frutos tiernos 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 máxima, y C. pepo haA 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 sitúan el origen de las calabazas en América y más concretamente en México. Se 

tienen evidencias a través de hallazgos encontrados en sitios como las Cuevas de Ocampo, Tamaulipas, que 

pernl lten afirmar que en la época prehispánica ya se cultivaban calabazas pertenecientes a la especie C. 

pepo Lo, desde hace 7000 años A.C . y de C argyrosperma Huber desde 1000 años D.C. (Martinez 1996). 

Aparentemente C. pepo L. Se distribuye desde el norte de la Ciudad de México hasta el sur de 

Canadá. teniendo una distribución similar C argyrosperma Huber, la cual se extiende hacia el noroeste de 

MéX ICO y suroeste de los Estados Unidos (Marti nez 1996). 

Con respecto a las caracteristicas de la semilla estudiada en el presente trabajo se destaca lo siguiente 

Nombre botánico: Cucurbita argyrosperma Huber. 

SIfl0l11 1110 botanico Cucurbita mixta. 

Familia Cucurbitaceas. 

.' 



Nombres comunes: castellano calabaza, calabaza pinta. calabaza pipiana (México), calabaza 

pipiancha (Cuetzalan, Puebla), pipián (México, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica), saquil, pipitaria 

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

Figura No. 1. Ilustración de la Cucurbita argyrosperma Huber . A 1. hoja; A2 . frutos; A3. semilla 

Cabe resaltar que el tamaño de la semilla de esta calabaza es mayor en relación 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) 

e pepo 21.3 9.1 

e moschata 18.7 9.5 

e argyrosperma 24 .2 9.9 

Martinez. F.R. Evaluación del potencial aceitero de la semilla de calabaza 19996 

Después del descascarado de la semilla se obtienen la almendra, la cual tiene un potencial aceitero 

IIl1f)Oltallte ya que además de su alto contenido de aceite en su interior. cuenta con un gran número de frutos 

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



Muchas semillas cucurbitáceas son ricas en grasa y proteína (aproximadamente 41 % de grasa y 31 

o (Ji: proteina cruda). aunque esta grasa no ha sido utilizada a nivel industrial. si ha sido utilizada como 

aCeite de cocina en algunos paises de África y del Medio Oriente, el aceite de C. pepo L es comúnmente 

consumido como aceite para ensaladas en Eslovenia, Hungría y en algunas partes del sur de Austria. El 

aceite es verde oscuro y tiene un alto contenido de ácidos grasos libres. El contenido de aceite de esta 

semilla es de aproximadamente 50% y sus cuatro ácidos grasos predominantes son el palmítico, esteárico, 

oleico y linoléico. Estos ácidos grasos conforman el 98% del total de ácidos grasos, otros ácidos grasos se 

encuentran a niveles menores del 0.5% (AI-Kalifa, 1996; Murkovic M. el-al, 1996; Yoon, el-al, 1983). 

Con respecto a los tóxicos naturales encontrados en C. pepo L se ha observado una alta 

concentración de fosfatos de inositol ya que se ha reportado un nivel de 40.5 mg I g, cuyo valor es más alto 

que el de la soya, (10.8 mg I g), otros tóxicos se encuentran en niveles no significativos (Salgado J, 1992) y 

en un estudio realizado por Queiroz-Neto (1994)en C. máxima se encontró que las semillas de éstas 

cucurbitáceas no son tóxicas por vía oral para ratas y puercos en estudios de toxicidad aguda y subcrónica. 

3.2 Proteinas. 

Las proteinas son complejas sustancias orgánicas nitrogenadas que constituyen esencialmente el 

protoplasma de las células tanto animales como vegetales, y tienen un papel fundamental en su estructura y 

f UI~:ión Las plantas son capaces de sintetizar sus proteinas a partir de sustancias inorgánicas, pero los 

animales no pueden hacerlo. Por este motivo deben obtener del exterior, por medio de la alimentación los 

elementos constituyentes de las proteinas, denominados aminoácidos, los que les permitirán sintetizar sus 

propias proteinas (Cervera,1993). 

El principal papel atribuido a las proteinas es de carácter estructural y funcional. Por este motivo, 

aunque son nutrimentos energéticos, un organismo en buen equilibrio nutricional no utiliza para la combustión 

mas que un 20% aproximadamente de dicha energia. El valor nutritivo de un alimento como fuente proteínica 

re ileja su aptitud para satisfacer las necesidades de nitrógeno y aminoácidos del consumidor y para asegurar 

UI:reclmiento y un mantenimiento adecúados. lo anterior está en func ión de los siguientes factores 

mencionados a continuación (Cervera.1993; Fennema. 1993) 

3.2 .1 Contenido proteínico. 

Los alimentos base de la dieta con contenidos proteínicos inferiores al 3% no cubren las necesidades 

proteinicas de los seres humanos, aunque sean ingeridos en cantidades que suministran más calorías de las 



necesarias. Por el contrario, una dieta de cereales (8-10% de proteina) satisface las necesidades proteínicas 

de los adultos. (Fennema, 1993) 

3.2.2 Calidad de la proteína. 

La calidad, el valor o el balance de una proteina alimentaria depende del tipo y de la cantidad de 

aminoácidos 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 metíonina. A aquellos 

aminoácidos esenciales para los que es mayor el déficit , con respecto a las necesidades se les denomina 

"Iimitantes". (Fennema, 1993). 

Cuando la composición de aminoácidos de la dieta difiere mucho de la ideal se habla de un 

"desequilibrio de aminoácidos" y puede llevar consigo una eficacia reducida de la utilización de los 

aminoácidos, un retraso del crecimiento, un incremento de la susceptibilidad a las enfermedades y/o un 

deterioro permanente de la capacidad mental de los niños. (Fennema, 1993) 

3.2.3 Disponibilidad de los aminoácidos. 

Los aminoácidos de las proteínas presentes en la dieta no siempre son totalmente disponibles. Los 

aminoácidos de las proteinas animales suelen ser dígeridos y absorbidos en una extensíón del 90%, en tanto 

que las de ciertas proteinas vegetales pueden ser digeridos y absorbidos en un 60-70%. La baja utilización de 

ciertas proteinas puede ser debida a varios factores, tales como: conformación de la proteínas; las proteínas 

fib rosas e insolubles son menos fácilmente atacadas por las proteasas que las globulinas solubles; fijación de 

metales. lípidos, ácidos nucleicos, celulosa u otros polisacáridos a las proteínas, lo que puede dificultar su 

digestión la presencia de factores antinutrimentales: tales como inhibidores de tripsina y químotripsina. Entre 

los distintos indivíduos se dan diferencias biológicas que influyen en su capacidad de digestión de proteínas y 

la absorción de los aminoácidos (Fennema. 1993). 

3.2.4 Determinación del valor nutritivo de los alímentos. 

Como las proteínas tienen diferentes valores nutritivos resulta útil su determinación. Para efectuar 

esta valoración pueden utilízarse procedimientos químicos y procedimientos biológicos. 



3.2.4.1 Bioensayos. 

Los ensayos biológicos se basan en la determinación del crecimiento o la retención de nitrógeno en 

animales experimentales como la rata, o en seres humanos, en función del consumo de proteína. Para 

oi,tener datos confiables y significativos es necesario utilizar varios animales en cada ensayo y analizar 

estadi sticamente los resultados, además se deberán 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 energía y otros 

nutrimentos. En estas condiciones, el crecimiento resulta lento, la proteína es eficazmente utilizada muy poca 

se degrada para su conversión en energía y de los resultados experimentales resaltan las diferencias en el 

va lor nutritivo de las distintas proteínas y reflejan el máximo de cada una de las sometidas a ensayo. Sin 

embargo, el valor obtenido en el ensayo sobrevalora el comportamiento que la proteína va ha tener en las 

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

La relación de la eficiencia proteínica (REP), más conocida como PER (protein efficiency ratio),es el 

peso en gramos ganado por las ratas por cada gramo de proteína consumida. Las fuentes de imprecisión 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 más rápido que los niños. Por todo ello, este método sobrevalora la calidad de las 

proteinas (F ennema 1993). 

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

3.2.4.2 Métodos químicos. 

En la mayor parte de los metodos quimicos se estima el valor nutritivo de una proteina basándose en 

su cOlltenido en aminoácidos esenciales y en comparación del mismo con las necesidades del hombre. La 

cél llí:cacion quimica de una proteina. se define como: 

e Q = mq del aminoácido esencialmente limitante por gramo de la proteín a ensayada x 100 

mg del mismo aminoácido por gramo de proteína de referencia 

La relerellcia es el patrón alllinoacídico FAO 1973, que está basado en las necesidades de 

al llllloacidos esenciales de los niños de corta edad, y que remplaza como estándar a la proteína de huevo 

entero que se usaba antes (Fennema, 1993). 
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La correlación entre los resultados de los bioensayos y de las predicciones químicas mejora cuando 

se corrige la calificación química teniendo en cuenta la digestibilidad global de la proteína, que puede ser 

rápidamente determinada por medio de ensayos enzimáticos in vi/ro (Fennema, 1993). 

Las semillas de las leguminosas han sido tradicionalmente consumidas por el hombre y constituyen 

un importante complemento proteínico de los cereales. Sin embargo el uso de oleaginosas como fuentes de 

proteinas para el consumo directo de los seres humanos está notablemente menos desarrollado, excepto en 

el Oriente, en donde se emplea la soya para la elaboración de salsas y ciertos alimentos tradicionales tales 

como el tofu (Cervera , 1993; Fennema, 1993). 

Técnicamente resulta posible preparar harinas, concentrados y purificados proteínicos de diversas 

semillas oleaginosas, tales como algodón, girasol y colza. Sín embargo la soya es la fuente primordial de tales 

preparados que se utilizan en proteínas de diversos alimentos para la sustitución parcial de la carne (Cervera, 

1993). 

A muchas semillas oleaginosas se les extrae el aceite y se obtienen dos fracciones, la grasa cruda y 

una torta residual. En el caso de las semillas de soya se obtiene como resultado un concentrado proteico que 

contiene, tras su deshidratación, alrededor de un 65-75% de proteína. Si posteriormente se solubilizan en 

agua alcalinizada se obtiene un purificado proteínico que contiene no menos de un 90% de proteína. 

(Fennellla ° 1993) 

3.3 Lípídos. 

Los lipidos son sustancias de composición química extremadamente variable. En su estructura 

molecular se encuentra casi exclusivamente C, H, y 0, aunque existen formas más complejas (Cervera, 

1993). 

Tanto en los alimentos que los contienen como en el cuerpo humano, el 95% o más de las grasas 

está en forma de triglicéridos, con sus característicos ácidos grasos. Los triglicéridos constituyen la forma 

4uilll1ca principal de almacenamiento de las grasas. Tanto en los alimentos como en el organismo humano 

están formados por la unión del glicerol con tres ácidos grasos. Las grasas son nutrimentos altamente 

energéticos y ésta es su función de mayor referencia. Por lo tanto el aporte adecuado de lipidos es 

imprescindible.para lograr el consumo calórico diario suficiente (Cervera, 1993). 



3.3.1 Aceites y grasas comestibles. 

Las grasas comestibles son los productos de origen vegetal o animal, cuyos constituyentes 

principales son triglicéridos naturales de los ácidos grasos, conteniendo componentes menores de otros 

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

Como se menciona en el texto de Producción, análisis y control de calidad de aceites y grasas 

comestibles (1988), los procedimientos para la obtención de grasas comestibles de las semillas o frutos 

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

Presión, previa trituración o no, de la materia prima. 

Fusión, por tratamiento térmico de la materia prima, sin sobrepasar la temperatura de 100 oC. 

Extracción con disolventes permitidos, seguida de la eliminación completa de éstos. 

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

comestibles. deberán reunir los siguientes requisitos: 

Ser productos de caracteristicas quimicas bien definidas, sin que exista la posibilidad .de que contengan 

Impurezas que tengan una clara acción nociva sobre el organismo. 

Ser fácilmente separables, por destilación con o sin arrastre de vapor, de la mezcla grasa-disolvente, 

pudiéndose eliminar hasta los últimos residuos, sin someter el aceite a calentamientos excesivos. 

El disolvente destilará en un 99.99% a una temperatura que no sobrepase los 95 oC. 

No contendrá residuos metálicos 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 

alimentación humana. Se encuentra en semillas y frutos diversos, tales como. la oliva, soya, girasol, 

cacélhuate. maiz y algodón. 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 extracción de su aceite por cualquiera de los dos 

slglllentes sistemas citados a continuación 



3.3.1.1 Extracción mecánica. 

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 separación del ac~ite de 

la tOfia 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 tornillo sinfín que alimenta una 

estación de pesado y ensacado, o unos rodillos trituradores de la torta proteica. Esta torta proteica puede ser 

desengrasada aun más en una planta de extracción por dísolventes. También puede ser utilizada 

directamente como alimento de ganado o, si ha sido tratada higiénicamente, puede pasar a una instalación 

para obtención de proteína para la alimentación humana (Fennema, 1993). 

3.3.1.2 Extracción por disolventes. 

En el sistema de extracción por disolventes, se puede partir de las semillas oleaginosas o de la torta 

proteinica obtenida por el sistema de extracción mecánica, ya que aun contiene un 11-15% de aceite que se 

puede reducir al 2-4%. El hexano es el disolvente más ampliamente utilizado debido a su elevado carácter 

volátil. en el aceite después de su obtención queda un residuo de hexano minimo o nulo (Lawson . 1999). 

Si se parte directamente de las semillas, éstas, al igual que en el método 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 extracción del 

aceile 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 aun presentes en la harina. El 

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

Usando la extracción con disolventes se extrae de las semillas de soya o de algodón del 9-12% más 

de aceite y con menos impurezas que usando la presión mecanica. Además en la extracción con disolventes 

el calentamiento es minimo y asi el aceite producido es de mejor calidad (Lawson. 1999). 
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3.3.2 Refinación química y física de aceites y grasas. 

Las grasas crudas obtenidas por los métodos anteriores tienen ciertas sustancias, entre ellas, ácidos 

grasos libres, pequeñas cantidades de proteína, fosfolipidos, fosfátidos, 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 más), olores desagradables, coloración excesiva, inestabilidad y formación 

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 obtención de aceites. La única manera de conseguir una 

grasa o aceite sin éstos inconvenientes es sometiéndolo a un proceso de refinación. Los sistemas de refinado 

son los mencionados a continuación (Lawson, 1999): 

3.3.2.1 Refinacíón química. 

Son varias las etapas necesarias para el refinado químico: 

3.3.2.1 .1 Desgomado (condicionamiento de gomas). 

Generalmente, los aceites crudos se desgoman para eliminar los fosfolípidos y los fosfátidos en el 

molino de aceite o en la planta de extracción. Estos fosfolipidos y fosfátidos se hidratan con pequeñas 

cantidades de agua para hacerlos insolubles en el aceite. En la operación de desgomado, las gomas se 

separan en forma continua con un sistema controlado de temperatura y en presencia de ácido fosfórico 

(Lawson, 1999; Ziller. 1996). 

3.3.2.1. Neutralización. 

El primer paso en la planta de refínado es hacer reaccionar el aceite crudo con una sustancia alcalina 

para eliminar los ácidos grasos libres, ya que la cantidad excesiva puede contribuir a un sabor no 

satisfactorio de la grasa y reducir su vida útil. La sustancia alcalina a utilizar es la sosa, la cual se mezcla con 

el aceite para desacidificar. La duración del contacto de la sosa con el aceite es muy corto, en los procesos 

tradicionales es de 5-1 0 minutos. La grasa pasa a un proceso de centrifugación. que es de tipo hermética, en 

donde se elimina el jabón formado de la reacción de los ácidos grasos libres y el álcali . de esta manera se 

consiguen la siguientes ventajas reducción de pérdidas de grasa o aceite, trabajo en contllluo y desaparición 

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 oC, sin peligro de afectar el 

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

El término ··decoloración" o "blanqueado" se refiere al tratamiento que se aplica para eliminar los 

colores y las sustancias que producen color, tales como pigmentos rojos, amarillos y verdes que están 

presentes en el aceite crudo (Lawson H, 1999), 

El procedimiento habitual de decoloración se lleva a cabo por adsorción de los pigmentos sobre un 

materi al adsorbente. La tierra de batán; por ejemplo, es una tierra decolorante natural formada por silicato de 

alUilllnio hid ratado. El carbón activo (sic) también se utiliza como decolorante en un menor grado. Los 

pigmentos se adsorben sobre la tierra o la arcilla y, estas se separan del aceite por filtración (Lawson, 1999; 

Ziller. 1996). 

3.3.2.2 Refinación física. 

En la refinación fisica, el punto más importante está en el desodorizador, donde la corriente de vapor 

sometida al vacio se hace pasar a través del producto arrastrando los ácidos grasos libres y las sustancias 

vOlatlles 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 eliminación del vapor. Dos filtros se encargan posteriormente de eliminar completamente 

el agente blanqueador presente en el producto. A través de un desaireador, se pasa la grasa al desodorizador 

(20 

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

que se produce la eliminación de olores extraños (20). 

3.4 Acido fitico. 

El ácido fiti co (mio-inosi tol 1.2,3,4 ,5.6-hexa-dihidrogen fosfato) es una de las sustancias que se 

prE:s::nta ampliamente distribuida en semillas y/o granos. leguminosas, nueces, semillas oleaginosas. raices 

y ¡~oérculos . Los cereales y leguminosas tienen niveles de 04% a 64% en peso. En la mayoria de las 

SE:1i ,lIas se encuentra primariamente como una reserva de fosfato. en una cantidad del 60-90% del total del 

fosíJro (Rickard 8: Thompson, 1995: Reddy, 1982). 
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Figura No. 2 Estructura básica del ácido fitico, con su respectiva estereoisomeria. 

Este compuesto es considerado como un agente antinutrimental debido a su habilidad para enlazar 

minerales. protei nas y almidones a pH fisiológico (Rickard & Thompson, 1995). 
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Algunos de los factores que intervienen en la biodisponibilidad de los nutrimentos arriba 

Jl1é!1clonados son los siguientes (Reddy, 1982): 

~a capacidad de portadores endógenos en la mucosa intestinal para absorber minerales esenciales 

-lnltlos a fita tos y otras sustancias dietéticas. 

_él concentración de ácido fitico en los alimentos 

La concentración de minerales en los alimentos. 

La digestión o hidrólisis de fitatos por fitasas en el intestino. 

Inlliblción de fitasas. 
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En semillas dicotiledóneas como nueces y semillas oleaginosas, el ácido litico es encontrado con 

proteinas en cristales de tipo globulares, por lo que a menudo es aislado o concentrado con la Iracción 

proteínica de estos alimentos. El ácido litico se acumula rápidamente en las semillas durante el periodo de 

maduración. La presencia de este compuesto dentro de las semillas dicotiledóneas ha sido encontrado en un 

amplio rango de plantas: Cueurbita máxima, Cueumis sativus, G/yeine max, Vieibia 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 condición 

socioeconómica baja, quienes consumen alimentos ricos en fitatos, en combinación con ingestas marginales 

de minerales y elementos traza y bajo consumo de elementos que aumentan la absorción de minerales como 

ácido ascórbico y proteínas de origen animal (Reddy, 1982). 

El ácido litico es el lactar primario en productos de soya en la reducción de la 

biodisponibilidad del zinc, y de la absorción de hierro en el salvado más que el contenido de fibra y otros 

constituyentes. Este compuesto se encuentra principalmente en lorma de sal de cationes mono y divalentes, 

zinc. hierro, calcio. magnesio y potasio. (Brune, 1991: Reddy, 1982; Zhou1992). 

Algunos estudios han demostrado que el ácido litico reduce la biodisponibil idad de minerales tanto 

en animales como en humanos. Esta biodisponibilidad depende de la especie, la edad del animal de 

experimentación. y el nivel de actividad de litasas en el tracto gastrointestinal de especies especilicas 

(R ickard & Thompson, 1995; Reddy, 1982). Por ejemplo, las ratas en comparación con los humanos. tienen 

activid ad intestinal de fitasas, por lo que hay mayor disponibilidad de los minerales que están lormando 

complejOS con el ácido litico (Heaney, 1991 l. 

Estud ios en animales y humanos indican que la utilización del zinc en el crecimiento lue inhibido por 

la relación molar de ácido lítico/zinc mayor de diez (Rickard & Thompson, 1995). En un estudio realizado con 

ratas por Zhou JR, (1992) se encontró una relación líneal negativa entre la ganancia en zinc en la tibia y los 

IlÍveles tJe ácido litico dietético; ratas con altos niveles de ácido lítico (2.14%) tienen una reducción en la 

ganancia en peso y baja ganancia en zinc en tibia. La reducción de ácido litico en aislados de soya dan como 

resultado un incremento signi licativo de la biodisponibilidad de zinc. La relación molar ácido litico/zinc en la 

dieta puede ser usado para predecir el electo de ácido lít ico en la biodisponibilidad del zinc . Los valores 

mayores a 20 han sido reportados como retención baja en zinc y reducción del crecimiento 
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En relacion a la biodisponibilidad del hierro, en un estudio llevado a cabo por Reddy (1 996 ), con 

hUlllanos. observo que la adicion de 300 mg de ácido fítico produce una reducción dramática en la 

absorbancia de hierro de 21.69% a 2.15%. 

3.4.2 Bíodisponibilidad de proteínas. 

En estudios in vitro s e ha encontrado un incremento en la digestibilidad de proteínas con la 

extraccion de ácido fitico endógeno por remojo, fermentación , germinación o irradiación. Aunque este proceso 

también remueve otro factores antinutrimentales los cuales también afectan la digestibilidad de proteínas 

como son los taninos (Rickard & Thompson, 1995). 

La separación de ácido fítico ha mostrado que afecta la relación de aminoácidos de la proteína in 

vitro. Una reducción de este compuesto (51%) en harina de semilla de colza por diálisis con o sin tratamiento 

de fitasas incrementa la dísponibilidad de metionina, leucina y fenilalanina comparado con la harina sin 

tratamiento. Sin embargo, a partir de una reducción por encima del 89% no se observa un incremento en los 

aminoacidos mencionados. Por otra parte, se ha observado que la adición de ácido fítico o sus productos de 

hidrolisis a niveles mayores del 5% en dietas de caseína no altera la digestibilidad, utilización o ganancia en 

peso en modelos de roedores. Además, variaciones en el contenido de ácido fítico de aislado de proteína de 

soya no afecta de digestibilidad de proteinas, eficiencia proteínica y valor biológico (Rickard & Thompson, 

1995). 

En un estudio con humanos, el balance de nitrógeno no fue afectado por el consumo de 2.5 g de 

áCido fitico purificado adicionado a la dieta. Si embargo, el consumo de pan integral de trigo rico en ácido 

litico (endogeno), da como resultado un balance negativo de nitrógeno. Este efecto adverso. sin embargo fue 

atnlJuido al alto contenido de fibra dietética (Rickard y Thompson, 1995). 

3.50ligosacáridos 

Esta clase de carbohidratos, que poseen en su molécula de 2 a 10 unidades de azúcar, son solubles 

en ayua y muy abundantes en la naturaleza. La sintesis natural se produce por transferencia de unidades 

gllcosilo a partir de nucleotidos o por ruptura y degradacion enzimática de polisacáridos . (Fennema, 1993) 

Los oligosacáridos rafinosa, estaquiosa y verbascosa están ampliamente distribuidos en plantas 

supenores y se acumulan durante la maduracion en las semillas. En alimentos y piensos, los azúcares de la 

fallliliCl ele la rafinosa causan flatulencia. debido a la carencia de actividad de ()(-galactosidasa en humanos y 

de mucosa intestinal en animales. así. estos carbohídratos escapan a la digestion y son metabolizados por 
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bacterias existentes en el tracto intestinal bajo en hidrógeno, dióxido de carbono y metano. En relación al 

contenido de oligosacáridos en hortalizas, se encuentra que la estaquiosa es el principal oligosacárido 

productor de flatulencia en calabazas y pepinos, pero este contenido no excede el 2% (Naczk et-al, 1995) 

3.6Estudio toxicológico in vivo. 

De modo genérico se puede definir la toxicidad de una sustancia como su capacidad de producir 

efectos nocivos a un organismo vivo. De este modo, se tienen sustancias altamente tóxicas que producirán 

efectos nocivos a bajas dosis y sustancias débilmente tóxicas que acarrearán efectos nocivos sólo si se 

utilizan o administran en dosis elevadas. Uno de los conceptos fundamentales de la toxicologia es que sólo la 

dosis determina la toxicidad. Como observó 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 históricos de la toxicologia deben datarse en el momento en el que nuestros 

antecesores prehistóricos intentaron comer una serie de productos para obtener alimentos convenientes. 

Observando qué recursos naturales podían satisfacer a los hombres sín producirle enfermedades ni la 

muerte, los pueblos primitívos desarrollaron hábitos alimentarios que permitieron la supervivencia y el 

desarrollo de la especie. Pero en la actualidad, para evaluar el riesgo tóxico se utiliza la experimentación en 

otros organismos vivos (Derache, 1990; Shibamato, 1996). 

Antes de iniciar un estudio toxicológico es necesario disponer del máximo de datos que proporcíonen 

información sobre las características fisicoquimicas de la sustancia estudiada: identificación de la muestra o 

sustancia. composición, naturaleza y concentración de impurezas y solubilidad entre otos. Estos datos 

permiten definir las condiciones de manipulación y almacenamiento de la sustancia; permiten definir ciertos 

modelos experimentales, especialmente en relación a la vía o al modo de administración (Derache, 1990). 

En relación a la elección de la especie de estudio, ninguna permite una extrapolación directa de los 

efectos observados en el animal al caso humano, por lo que para elegirla frecuentemente depende de los 

conoci lllientos de la toxicología comparativa. De este modo para los estudios de administración por vía oral, 

cutanea o por inhalación. los animales preferidos son los roedores, especialmente la rata (Derache, 1990). 

La mayoria de los estudios realizados dentro del campo de la seguridad en la alimentación eligen la 

via oral. En este caso, el producto puede administrarse con ayuda de un sonda esofágica o estomacal, 

mezclando el tóxico en la comida o en el agua de bebida de los animales. El primer modo es el más utilizado 

para los estudios cortos. el segundo para los estud ios de largos periodos (Derache. 1990). 
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Los efectos de las sustancias tóxicas están relacionadas con la duración o tiempo de exposición, A 

Íln de examinar los diferentes efectos asociados con diversos tiempos de exposición, los estudios 

toxicológicos se dividen por lo general en tres categorias: estudios de toxicidad aguda, los cuales implican 

.l lJél sola administración 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 

subcrónicos), en los cuales intervienen administraciones repetidas, generalmente sobre una base diaria o de 

cinco veces por semana, en un período de alrededor de 10% de la duración de vida, es decir 3 meses en 

ratas o 1 Ó 2 años en perros, sin embargo algunos investigadores han utilizado también duraciones más 

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 fracción 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 definió (Hagan, 1959) como "los efectos tóxicos adversos 

que aparecen en un corto periodo después de la administración de una dosis única o de múltiples 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 concentración letal 50, que es por 

(lefIl1ición' la expresión estadistica de la dosis única o de la concentración única de una sustancia que 

pruvocaria supuestamente la muerte al 50% de los animales (Gehring, 1973); prever, o como mínimo tener la 

Información sobre los riesgos a los que se expone el hombre después de una administración o exposición a 

dOSIS especialmente elevada; ofrecer recomendaciones sobre como llevar a cabo los estudios toxicológicos 

Ué: mas larga duración (Derache, 1990), 

Usualmente se requiere de un medio portador para disolver o suspender el tóxico o la muestra a fin 

dE: fac ilitar su administración , Aun cuando este sea líquido, puede necesitar un diluyente, El medio per se 

OE:ue tener poco o ningún efecto de toxicid ad, y no debe reaccionar el tóxico, Portadores comunes son 

!. /)l vE:lltes C0l110 agua, solución salina, gomas vegetales y derivados de celulosa (Lu, 1992) 

El volumen del tóxico en solución o suspensión puede afectar la toxicidad , Volumenes 

C:I.CE:SIValllente grandes de un liquido pueden causar efectos desfavorables para el animal. Por otra parte, si 

SE: reduce el volumen, la concentración será más elevada, un hecho que puede incrementar la toxicidad, Por 
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consiguiente, cuando se ha de administrar una dosis alta de un tóxico a un animal, puede ser aconsejable 

util izar dosis divididas (Lu, 1992). 

Después de administrar la sustancia tóxica a los animales, éstos deben ser examinados no solo para 

conocer el número y el tiempo en que ocurren las muertes, sino también para conocer los efectos autónomos, 

centrales y de conducta, incluyendo su comienzo, intensidad y duración (Lu, 1992; Shibamato, 1996). 

3.6.2 Estudio de toxicidad subaguda o subcrónica. 

Los seres humanos están expuestos con mayor frecuencia a productos químícos en niveles mucho 

más bajos que los que son agudamente fatales, pero están expuestos en periodos o tiempos más largos. 

Para evaluar la naturaleza de los efectos tóxicos en estas situaciones más reales, se realízan estudios de 

toxicidad a mediano y largo plazo (Lu, 1992). 

La toxicidad subcrónica es el conjunto de efectos observados después de una administración 

cotidiana repetida o frecuente de una o varias dosis de la sustancia estudiada. Este estudio proporciona 

información sobre los efectos tóxicos principales de una sustancia y los órganos diana implicados; 

indicaciones sobre la reversibilidad o irreversibilidad de los efectos, precisando si estos son acumulativos o 

retardados; y finalmente orientación para la elección de dosis que puedan util izarse para los estudios a más 

largo tiempo (Derache, 1990) 

Las especies escogidas son generalmente roedores: ratas y ratones, y dentro de los otros animales 

no roedores, el perro o el mono. Para eJ caso de los roedores el estudio dura desde 14 días hasta 3 meses. 

La dosis suele seleccionarse con base a la información obtenida de los estudios de toxicidad aguda. En 

estudios realizados en ratas, los niveles de dosificación pueden ser concentraciones constantes y expresarse 

en mg/kg de dieta. o de dosificación constante y expresarse en mg/kg de peso corporal de los animales. A 

Illedida que crece el animal , se presentan cambios en el peso del cuerpo y también en el consumo de 

alimento. En el régimen de dosis constante, la concentración de la muestra debe ajustarse en forma periódica 

para mantener una dosis relativamente constante de mg/kg de peso corporal. Esto suele hacerse en 

intervalos semanales durante el período de crecimiento rápido y cada dos semanas de ahi en adelante (Lu, 

1992). 

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

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

I X 



Observación cli nica: inspección diaria del aspecto físico 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 

pérdida de peso corporal es un índíce simple aunque sensible de efectos tóxicos. El consumo de 

alimentos es asimismo un indicador útil. Además, una disminución marcada en el consumo de los 

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

Pruebas de laboratorio: los exámenes hematológicos suelen incluir el hematocrito, la hemoglobina, la 

cuenta de eritrocitos y la cuenta de leucocitos diferenciales. Debido al bajo volumen de sangre de las 

ratas, sólo 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 plaquetas, 

metahemoglobina 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 patológico general. Si el estado de los tejidos lo 

permite, también deben realizarse exámenes histológicos. Además deben determinarse los pesos en 

fresco de varios órganos, en valores absolutos o en términos de los pesos corporales, puesto que sirven 

como indicadores útiles de toxicidad. Los órganos que suelen pesarse son el higado, los riñones, 

glándulas suprarrenales, corazón, cerebro, tiroides, testiculos u ovarios. 

3.6.3 Toxicidad crónica 

La toxicidad crónica permite la visualización de los efectos tóxicos después de la administración o 

aplicación repetida diariamente o frecuentemente de una o más dosis de la sustancia en estudio durante un 

periodo de tiempo largo. superior a 90 días. Esta duración puede ser de 18 meses para los roedores y hasta 

rlE: 12 ó 14 meses o incluso más para los no roedores. La elección de la dosis o de concentraciones se realiza 

E: 11 IUllción de los resul tados obtenidos durante los experimentos de corta duración. La via de administración 

se cletermina según el tipo de exposición en el hombre a esta sustancia (Derache. 1990; Shibamato, 1996). 

En relación a las observaciones y los exámenes. éstos deben incluir peso corporal , consumo de los 

alimentos. observaciones generales, pruebas de laboratorio y exámenes postmortem, según se describen en 

los estudios a mediano plazo (Lu. 1992). 

Este estudio permite determinar más variables que en un experimento de duración igualo inferior de 

CJú C!I ClS Los resultados de estos experimentos permiten determinar las siguientes variables de respuesta 

IDelCtche 1990) 
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El tipo y la naturaleza de los efectos tóxicos, funciones dañadas y órganos diana). 

Una dosis sin efectos tóxicos, designada como dosis umbral. 

Una dosis con efectos tóxicos. 

El tiempo de aparición de los efectos tóxicos, en función de la dosis o de la concentración. 

La reversibilidad eventual de los efectos obseNados. 

16.4 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 tóxicas. Otras sustancias pueden ser 

relativamente inocuas, incluso después de dosis de más de varios gramos, tal como se presenta en la tabla 

No. 2. Por lo tanto se han establecido categorias de toxicidad en función 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. 

Denominación DLso (en rata, dosis oral única) Sustancia representativa 

Extremadamente tóxico < 1 mg / kg peso corporal Toxina botulinica 

Altamente tóxico 1-50 mg / kg peso corporal Picrotoxina 

Moderadamente tóxico 50-500 mg / kg peso corporal DDT 

Ligeramente tóxico 500-5000 mg I kg peso corporal Morfina 

Prácticamente no tóxico 5000-15000 mg I kg peso corporal Alcohol eti lico 

Relativamente tóxico 15000 mg i kg peso corporal Esencia de limón 

Herrera. Biblioteca de autores españoles 1970: Loomis . T. Fundamentos de toxlcologia. 1986 
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4.2 Metodología. 

Metodología del trabajo fisicoquimico. 

Semilla entera. 

La materia prima que se utilizó fue la semilla de calabaza (Cucurbita argyrosperma), la cual fue adquirida en 

el municipio de Cuetzalan, Puebla. 

4.2.1 Descascarado. 

Esta operación se realizó manualmente, obteniendo de ésta manera por separado la cáscara y la almendra, 

con ésta última se desarrolló el presente trabajo. 

4.2.2 Parámetros físicos. 

Dimensiones. 

Se midió el ancho y largo tanto de la semilla entera como de la almendra de calabaza mediante un vernier, la 

determinación se realizó con 20 unidades de cada una (semilla y almendra) 

Peso volumétrico. 

Se realizó con ayuda de una pobreta KIMAX con capacidad de 100 mL No. 20024 tolerancia ± 0.60 mL. La 

probeta se llenó 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 determinación se realizó cuatro veces. El peso 

volumétrico corresponde al peso en gramos de las semillas contenidas en la probeta en 100 mL. 

4.2.3 Fraccionamiento. 

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

'Jlan letro A la harina obtenida en este paso se le denominó harina integral. 
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4.2.4 Humedad (Pérdida al secado) 

FU lldamento 

En esta determinación la pérdida de peso es debida a la evaporación de agua en el punto de 

ebullición o a temperaturas cercanas a el. La pérdida del peso depende de algunos factores como el tamaño 

de la particula y el peso de la muestra, el tipo de la cápsula y las variaciones de temperatura entre una y otra 

charola del horno (Kirk 1996). 

Materiales y reactivos 

Charolas de aluminio a peso constante 

Estufa de vacio Lab·Line Instruments (temperatura 50·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. 

Cálculos. 

% Humedad = (PI/ Pi) • 100 

Donde: 

p, = peso ell gramos de la muestra seca 

p, = peso en gramos de la muestra húmeda 
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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 básicamente consiste de grasas 

11eulras (triglicéridos) y otros componentes lipidicos minoritarios, se determina en los alimentos por extracción 

eJel material seco y molido con una fracción ligera de petróleo o con éter etilico en un aparato de extracción 

continua (Kirk 1996). 

Material y reactivos 

Aparato de extracción 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 

Etel de petroleo anhidro (RA.) 

Procedimiento 

Se emplearon las muestras a las cuales se determinó previamente el contenido de humedad. 

Dentro de un cartucho de celulosa se coloco la muestra se tapó con un pedazo de algodón y se 

colocaron en el portadedal. Se adicionó aproximadamente 50 mL de disolvente sobre el vaso esmerilado y 

fue asegurado con ayuda del anillo metálico. El periodo de extracción duró aproximadamente cinco horas. 

Una vez trascurrido el tiempo de extracción se recuperó el disolvente y se dejaron los vasos en la 

8stufa de vacio hasta peso constante. 
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Calculos 

%Grasa=(PI - Po) / m_ x 100 

DOllde 

PI = peso del recipiente después de la extracción (g) 

Po = peso del recipiente antes de la extracción (g) 

m = peso de la nuestra (g) 

4.2.6 Proteina cruda. 

Fundamento 

El método empleado usualmente para la determinación de nitrógeno en los alimentos es el método 

Kjeldahl y varias modificaciones se han desarrollado en la actualidad. El método se basa en la combustión 

en húmedo de la muestra por calentamiento con acido sulfúrico concentrado en presencia de catalizadores 

metalicos yagua oxigenada para reducir el nitrógeno 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 solución ácida y luego se titula (Kirk 1996). 

Materiales y reactivos 

Balanza analítica SARTORIUS A21 OP 

Digestor Illarca TECATOR modelo ab 

Destilador KJEL TEC Auto 1030 Autoan alyzer 

T lIbos de digestión 

Mezcla digestiva. Fueron disueltos 3 g de sulfato de cobre pentahidratado en 20 mL de agua destilada, se 

agregaron 50 IllL de ácido ortofosfórico, una vez que estuvo totalmente disuelta la sal. se adicionó lentamente 

y resbalando por la pared del recipiente 430 mL de ácido sulfúrico concentrado. 
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Disolución de ácido bórico 1% con indicadores. Se disolvieron 100g de ácido bórico 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 aforó a 10 L Y se mezcló vigorosamente. 

Peróxido de hidrógeno al 30 % 

Sulfato de potasio (RA) 

NaOH al40 % 

Hel 0.01 N valorada. 

• Procedimiento 

Se pesó de 20 a 70 mg de muestra y se colocó en el tubo de digestión, fueron agregados 

aproximadamente 0.5 g de sulfáto 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 

adicionó 1.5 mL de peróxido de hidrógeno al 30% y nuevamente se colocaron en le digestor que se 

encontraba a 370 oC. Se consideró que la digestión estaba realizada cuando el liquido del tubo no mostraba 

manchas y puntos negros y estaba traslúcida. 

Una vez efectuada la digestión se enfrió y destiló en el microdestilador. 

Cálculos 

% Nitrógeno = [(Gm - Gb) x meq x N x 10011 m 

% Proteina = % Nitrógeno x F 

Donde; 

G", = mL gastados de ácido clorhidrico para la muestra 

Gil = IllL gastados de ácido clorhidrico para el blanco 

meq = miliequivalente de nitrógeno (0.014) 

N = normalidad del ácido clorhídrico 
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m = peso de la muestra (g) 

F = factor de conversión; cuando se considera que la proteina contiene un 16 % de nitrógeno F = 6.25 

4.2.7 Desengrasado 

La harina obtenida en el paso del fraccionamiento se desengrasó en un dispositivo tipo Soxhlet con 

capacidad de 100 g. El disolvente utilizado fue hexano grado Q.P. y el tiempo de extracción fue 

aproximadamente de 18 horas. 

El disolvente fue eliminado de la fracción lipidica mediante un rotavapor, posteriormente se eliminó el 

disolvente residual del aceite mediante una estufa con circulación de aire a una temperatura de 55 ·C. 

A la materia grasa obtenida se denominó grasa cruda. Después del proceso de desengrasado se le 

insufló nitrógeno y se guardó en congelador para su conservación y posterior uso. A la harina resultante 

después del desengrasado se le llamó harina desengrasada. 

4.2.8 Refinamiento de la fracción lipídica. 

Fundamento. 

Las grasas crudas contienen cantidades variables de sustancias, que pueden proporcionar aromas, 

colores. o cualidades indeseables. Entre ellas están los ácidos grasos libres, los fosfolipidos, los hidratos de 

carbono, las proteinas y sus productos de degradación, agua, los pigmentos (principalmente carotenos y 

clorofila), los productos de oxidación de las grasas. Las grasas crudas se someten a procesos comerciales de 

refinado diseñados para eliminar sustancias y además puedan ser agradables a los consumidores (Ziller, 

1996) 

En el método de refinado se siguen principalmente 3 operaciones desgomado, neutralización, 

blanqueado 

4.2 .8.1 Desgomado. 

Fundamento 

Los aceites que poseen niveles relat ivamente altos de fosfátidos, lecitina, cefalina, proteinas o sus 

productos de degradación, complejos metálicos y sustancias gomosas o mucilagosas, que son solubles en el 



aceite solo en su forma anhidra. se pueden eliminar por precipitación con una simple hidratación, calor y 

agitación, Al agitar. las sustancias se hidratan y floculan formando una goma mucilagosa insoluble en el aceite 

(Ziller 1996), 

Material y reactivos. 

Matraz Erlenmeyer 

Balanza analitica SARTORIUS A210P 

Parrilla de calentamiento y agitación múltiple THERMOL YNE MOD. SP-13025 

Centrifuga CLAY-ADAMS, DINACTM 

Acido fosfórico al 0.1 % 

Procedimiento. 

Se determinó previamente el volumen del aceite a refinar, cuyo valor fue el de referencia para los 

porcentajes. Se mezcló en un matraz Erlenmeyer con el ácido fosfórico al 0.1 %, en una proporción del 3% 

con respecto al volumen de referencia del aceite a refinar. La mezcla se sometió a calentamiento a 60 oC 

durante 5 minutos con agitación Posteriormente se centrifugó a 2400 rpm a temperatura ambiente durante 15 

minutos para precipitar los residuos del desgomado, Finalmente se decantó el aceite. 

4.2.8.2 Neutralizado. 

F undal1lento. 

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 cáustica y calentamiento, convirtiendo los ácidos 

grasos en jabones solubles en el agua. La solución jabonosa se separa entonces del aceite por 

sedimentación o por centrifugación. El jabón acumulado es removido por medio de lavados de agua caliente. 

E: \ ayua de lavado se separa del aceite también por sedimentación o centrifugación (Ziller 1996). 

Matenal y reactivos. 

Matraz Erlenmeyer 
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Potenciómetro CORNING modo 430 

Parrilla de calentamiento y agitación THERMOL YNE modo SP-13025 

Centrifuga CLA y -ADAMS, DINACTM 

Mechero Bunsen 

NaOH al1 5 % 

Agua destilada 

Tripié, tela de asbesto. 

• Procedimiento. 

El aceite previamente desgomado fue colocado en un matraz Erlenmeyer. El matraz se colocó en 

una parrilla con agitación y con el potenciómetro se determinó el pH del aceite. Con una pipeta Pasteur se 

añadió NaOH al 15% hasta que se obtuvo un pH neutro (aproximadamente 7). Inmediatamente se colocó el 

matraz con el aceite neutro en el tri pié con la tela de asbesto, y se calentó la mezcla a 50 OC durante 5 

minutos. Se centrifugó a 2400 rpm a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después se mezcló el aceite 

con agua destilada en una proporción del 10 % con respecto al volumen de referencia del aceite a refinar, y 

se calentó la mezcla a 80 oC durante 5 minutos. Se centrifugó a 2400 rpm a temperatura ambiente por 25 

minutos. 

4.2.8.3 Blanqueo. 

Fundamento. 

Durante el proceso de blanqueo. trazas de metales. partículas coloridas, tales como la clorofila, 

labones y productos de la oxidación son removidos. La elim inación completa de los colorantes puede llevarse 

a cabo calentando el aceite y tratándolo con adsorbentes, como son las tierras de diatomeas o el carbón 

activado (Ziller, 1996). 

Material y reactivos. 

Matraz Erlenmeyer 
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Matraz Kitasato y embudo Buchner 

Embudo de filtración STM poro "M" 

Parrilla de calentamiento y agitación THERMOL YNE modo SP-13025 

Papel filtro Whatman # 541 

Silicato de aluminio 

Carbón activado 

• Procedimiento. 

El aceite se mezcló con carbón activado en un porcentaje del 10 % con respecto al volumen de 

referencia. Se adicionó silicato de aluminio, en un porcentaje del 2 % con respecto al volumen de referencia. 

Se calentó la mezcla en la parrilla de agitación a 90 oC durante 5 minutos. Se filtró 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 permaneció el color en el aceite 

4.2.9 Perfil de ácidos grasos 

Fundamento 

El pertil de ácidos grasos de los aceites y las grasas mediante la técnica de cromatografia de gases, 

se obtienen generalmente tras efectuar la conversión de los ésteres de triglicéridos en ésteres metilicos, que 

son más volátiles (Kirk. 1996). 

Materiales y reactivos 

Balanza analitica SARTORIUS A210P 

Tubos KIMAX con tapón de rosca y teflón 

Matraces aforados de 5 mL 

Baño de temperatura controlada GRANT modo SE10 
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Vortex Lab·Line instruments, serie 1290 

Cromatógrafo de gases marca PERKIN ELMER Autosystem. 

Columna APM SILAR, 30 m X 0.32 mm ID X 0.25 um 

Micropipeta 100 pL 

Solución KOH metanólica 5% 

Solución de HCI metanólica 10% 

Mezcla de disolventes (grado reactivo) tolueno: hexano 80:20 

Triftoruro de boro (RA) 

Acetona (RA) 

Metanol (RA) 

Tolueno (RA) 

• Condiciones del cromatógrafo 

Gas portador: helio Presión gas acarreador: 10 psi 

Presión del aire 40 psi Presión del hidrógeno 30 psi 

Temperatura del inyector 250 oC Temperatura del detector 300 oC 

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

Cinta de teflÓn. 
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Procedimiento. 

Antes de empezar a trabajar se limpió 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 pesó 20 mg de aceite en un tubo con tapón de rosca. Se adicionaron 2 mL de solución de KOH 

metanólica al 5%, se tapó primeramente el tubo con cinta de teflón y después con el tapón de rosca. Se 

colocó en el baño a 80 oC ± 2 oC durante 1 hora. Se sacaron a atemperar y se agregaron 2 mL de solución 

de HCI metanólica al 10% y 100 ~IL de trifloruro en metanol. Se calentó nuevamente a 80 oC ± 2 oC durante 

1 hora. Se enfriaron y se agregaron 4 mL de agua destilada y 2 mL de mezcla de disolvente y se agitó en el 

vortex. entonces se extrajo la fase orgánica (fase superior) y se colocó en el matraz aforado de 5 mL. Se 

real izó esta operación una vez más y se aforó con mezcla de disolventes. Se inyectó 1 IlL en el 

cromatógrafo. 

Cálculos. 

Donde 

" I \ = Suma de las áreas de todos los ácidos grasos 

L\ = Área de un ácido graso en particular 

4.2.10Evaluación química. 

4.2.10.1 Punto de fusión . 

Materiales y reactivos. 

Tubos capilares de vid rio de 1 mm de diámetro interno y 2 mm de diámetro externo y de 50 a 80 mm de largo. 

Termómetro con un rango de -20 a 110 oC 
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Vaso de precipitados de 600 mL 

Plato de calentamiento con reóstato y agitador magnético. 

• Procedimiento. 

Se¡ fundió la muestra, se filtró 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, 

poniéndolos en contacto con la muestra preparada para que ésta subiera por capilaridad y alcanzara una 

altura aproximadamente de 10 mm. Se fundió la punta del capilar (donde la muestra estaba localizada) con 

una flama pequeña, 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 oC por 16 horas. 

Transcurrido este tiempo se removieron los capilares del refrigerador y fueron sujetados al final del 

termómetro, es decir junto al bulbo de mercurio. Entonces se suspendió el termómetro en un vaso de 

. precipitados de 600 mL, el cual contenía agua destilada. El termómetro fue sumergido hasta la marca de 

inmersión. La temperatura de inicío se ajustó de 8 a 10 grados por debajo de el punto de fusión de la muestra. 

El baño del agua estuvo en agitación magnética para remover el aire. Se incrementó la temperatura del baño 

en un rango de 0.5 oC por minuto. 

Nota: Las grasas usualmente pasan por un estado opalescente antes de fundirse completamente. El 

calentamiento es continuado hasta que los tubos están completamente claros. Observar la temperatura a la 

cual cada tubo comienza a aclararse. Los resultados no deben de diferenciar mayor a 0.5 oC. 

4.2.10.2 Gravedad específica. 

Materiales y reactivos. 

Picnollletro de 10 IllL Duran 

Bañó de temperatura controlada GRANT mod o SE10 

Balanza analitica SARTORIUS A210P 

Éter etilico grado O.P. 

Etanol grado OP 
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DicrOlllato de sodio RA 

Ácido sulfúrico RA 

Mezcla crómica. Se disolvieron seis gramos de dicromato de sodio en la minima cantidad de agua, se calentó 

hasta completa disolución. Entonces se diluyó a 200 mL con ácido sulfúrico grado reactivo. 

Procedimiento. 

Se limpió cuidadosamente el picnómetro con mezcla crómica. Se secó con acetona y después con 

etanol. Se llenó el picnómetro con agua destilada recientemente hervida y enfriada a 20 oC y se colocó en el 

baño de temperatura controlada a 25 oC. Después de 30 minutos se ajustó el nivel de agua en el picnómetro 

y se incorporó su capilar. Se retiró del baño y se secó cuidadosamente. Por último se pesó. Después se 

enjuagó repetidamente con etanol y luego con éter, y por último con acetona para dejar secar. Se determinó 

por di ferencia el peso del agua contenida en el picnómetro a 25 oC. 

Fue llenado el picnómetro con la muestra de aceite a 20 oC y se colocó en el baño a 25 oC. Después 

de 30 minutos se ajustó el nivel de aceite en el picnómetro y su capilar, se retiró del baño y se secó 

cuidadosamente. Por último se pesó el picnómetro con la muestra. Se obtuvo el peso de la muestra por 

diferencia entre el peso del picnómetro lleno con la muestra y el picnómetro vaGio. 

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

(ambos medidos en el mismo picnómetro) 

4.2.10.3 índice de refracción . 

Materiales y reactivos. 

Agua destilada 

Refractómetro ABBE marca Leica Mark 11 , Modelo 10480 

Procedimiento. 

Se ajustó la temperatu ra del refractómetro al hacerle pasar una corriente de agua hasta que se llegó 

a la deseada. Se verificó el instrumento utilizando agua como solución de referencia. El índice de refracción 

del agua a 20°C es de 1.3333 ± 0.0003 (los errores pueden corregirse por medio del tornillo de ajuste) . 
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Entonces fue colocada una gota de la muestra sobre el prisma inferior y se presionó con el superior 

hasta que ambos quedaron juntos. Se observó a través del ocular y se ajustó el botón de ajuste cromático 

hasta que apareció una linea fina, entonces se ajustó el campo hasta que la parte baja estaba oscura y la 

superior iluminada, con ayuda del prisma, es decir hasta que la línea de separación se encontrara en la 

intersección del reticulo. La separación estaba perfectamente definida. Se tomaron varias lecturas del indice 

de refracción del aceite a 20 oC. 

4.2.10.4 índice de acidez. 

• Materiales y reactivos. 

Matraces Erlenmeyer de 250 mL 

Bureta graduada de 10 mL 

Balanza analitica SARTORIUS A210P 

Etanol (R. A.) 

, Solución alcohólica de fenolftaleína al1 % 

Hidróxido de sodio 0.1 N valorada 

• Procedimiento. 

Fueron neutralizados 50 mL de etanol con NaOH 0.1 N, usando fenolftaleína como indicador, hasta que se 

observó una coloración levemente rosada. Se pesó aproximadamente 1 gramo de aceite fundida en el matraz 

Erlenmeyer. se disolvió con el etanol neutralizado y se adicionaron unas gotas de fenolftaleina. Se tituló con 

NaOH O 1 N agitando constantemente hasta que el color rosa permaneció durante 15 segundos. 

Cálculos. 

% Ac. Oleico = (mLNaOH x NNaOH X 0.282 x 100) I g muestra 

miliequivalentes del ácido oleico = 0.282 
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4.2.10. 5 indice de yodo (Método de Hanus) 

Fundamento. 

Los acilgliceroles de los ácidos grasos insaturados presentes en la grasa (principalmente 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 añadido en exceso. La cantidad de halógeno restante es titulada con 

solución 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). 

Materiales y reactivos. 

Matraces yodometricos de 250 mL 

Bureta graduada de 50 mL 

Balanza analítica SARTORIUS A210P 

Reactivo de Hanus marca Hycel de México, No de catálogo 1356 

';'CIC!O acético glacial R A. 

Dlcromato de potasio R A. 

Acido clorhidrico 1 N 

Solución de yoduro de potasio al 15% p/v 

Solución ele almidón all % p/v Se pesó aproximadamente un gramo de almidón y fue disuelto en un poco de 

,1lJU;' oéslll ada hasta que se forllló una pasta. entonces se adicionó 100 mi de ag ua destilada caliente y se 

'l, rVl cJ por un minuto. 

I losulfato de sodio 0.1 N. Fueron disueltos 25 gramos de tiosulfato de sodio pentahidratado en un litro de 

agua destilada. Se llevó a ebullición moderad a y se mantuvo durante 5 minutos. Se transfirió en caliente a un 

:rasco contenedor (de color ámbar). el cual fue previamente limpiado con mezcla crómica y enjuagado con 

ag ua destilada hervida. Durante su almacenaje fue guardado en la oscuridad en un lugar templado. Titulación. 

Se pesó en balanza analítica 0.2000 a 0.2300 g de dicromato de potasio, secado previamente (100°C durante 



2 horas) en matraz Erlenmeyer. Se disolvieron en 80 mL de agua destilada junto con 2 g de KI. Se añadió 20 

mL de HCI 1 N Y se guardó en la oscuridad durante 10 minutos. Se titular con la disolución de tiosulfato de 

sodio. añadiendo unas gotas de solución indicadora de almidón a11% hacia el final de la valoración, es decir, 

cuando se observó un color ligeramente amarillo. El punto final de la valoración fue cuando se observó un 

color azul. La normalidad de la solución de Na2S203 se calculó mediante la siguiente ecuación: 

Procedimiento. 

Se pesó 0.25 g de aceite en un matraz yodometrico y se disolvió en 10 mL de diclorometano. Con la 

bureta graduada se añadió 25 mL de la solución de Hanus y se dejó reposar en la oscuridad durante 30 

minutos, con agitación ocasional. 

Transcurrido este tiempo se añadieron 10 mL de solución de KI al15 %, se agitó vigorosamente y se 

añadieron 100 mL de agua destilada recientemente hervida y enfriada, cuidando de lavar cualquier residuo 

que pudo haber quedado en el tapón de vidrio. Se tituló inmediatamente, con ayuda de un agitador 

magnético. con la solución de tiosulfato de sodio 0.1 N hasta que apareció un color amarillo, entonces se 

añadieron unas gotas de solución de almidón al 1% y se continuó la titulación hasta que la coloración azul 

desapareció, es decir se obtuvo una solución incolora en el matraz. Hacia el final de la titulación, se tapó el 

matraz y se agitó vigorosamente para que el yodo remanente en disolución en diclorometano fuera también 

titulado 

Se llevó a cabo un blanco bajo las mismas condiciones. 

Cálculos. 

índice de yodo:: ((B - M) x N x 12.69) / g mtra :: [g 1/ 100g aceite] 

Donde 

B :: illL ele Na2S203 O 1 N gastados en el blanco 

M = mL de Na2S203 O 1 N gastados en la muestra 

N = normalidad de la disolución de Na2S203 
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4.2.10.6 in dice de saponificación. 

Fundamento. 

Los ácidos grasos de los acilgliceroles de la grasa son liberados con una solución de hidróxido de 

potasio en etanol (la cual se añade en exceso), obteniéndose glicerol y las sales respectivas de los ácidos 

grasos. El hidróxido de potasio sin reaccionar se titula con ácido clorhídrico 0.5 N Y por diferencia con un 

blanco se determina la cantidad de hidróxido 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 

Refrigerante 

Bureta graduada de 50 mL 

Canastilla de calentamiento 

Oxido de calcio granulado R.A 

Etanol anhidro R.A 

ACllIO clorllidrico 0.5 N valorado 

Soluclon etanolica de fenolftaleina 1% plv 

Solucion alcoholica de hidróxido 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 añadio 100 mL a la mezcla del mortero y se transfirió a un 

matraz COI1 cuello largo. Se transfirió cuantitativamente la mezcla con ayuda de varias porciones de etanol. El 

etanol restante fue añadido al matraz. se agito vigorosamente durante 5 minutos y se invirtió el matraz, 

dejéllldo reposar la solucion durante toda la noche. Se repitiÓ la agitacion varias veces durante el dia. Por 

Últl1l10 se filtro para eliminar el ÓXido de calcio y se guardó en un frasco con un tapón de vidrio. 



• Procedimiento. 

Se pesaron en balanza analitica de 2 a 2.5 g de la grasa en un matraz de bola de fondo piano. Se 

adicionaron con bureta 50 mL de solución de KOH. Fue conectado el matraz al refrigerante y se llevó hasta 

ebullición, manteniéndolo hasta que la . muestra estuviera totalmente saponificada (aproximadamente 30 

minutos). Se enfrió y se tituló con HCI 0.5 N, usando fenolftaleína a11 % como indicador. 

Se llevó a cabo un blanco bajo las mismas condiciones que la muestra. 

• Cálculos. 

índice de saponificación = 28.05 x (B-S) I g muestra 

Donde: 

B = mL de HCI gastados en el blanco 

S = mL de HCI 0.5 N gastados en la muestra 

Harina desengrasada 

La fracción proteínica, obtenida después del desengrasado, se colocó en una,campana de extracción 

para eliminar el .disolvente residual. A ésta fracción se le realizaron tres determinaciones: proteína cruda, 

proteina verdadera y oligosacáridos. Para la cuantificación de proteína verdadera se siguió la misma 

metodologia que para la harina integral (obtenida después del fraccionamiento). 

4.2.11 Proteína verdadera. 

Fundamento 

La técnica se basa en la solubilización del nitrógeno no proteinico así como de la proteína soluble (de 

ahi que la muestra deba estar finamente molida) y la posterior precipitación de dicha proteína con tungstato 

de sodio: con el fin de eliminar el nitrógeno no proteínico que pueda interferir en la determ inación del 

nitrogeno por medio de un micro-Kjeldahl. 

Con éste método la proteína no-soluble también es tomada en cuenta ya que la etapa de filtración es 

incluida junto con la proteína soluble precipitada. 
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Material y reactivos 

Balanza analitica 

Digestor marca TECA TOR modelo ab 

Destilador KJEL TEC Auto 1030 Autoanalyzer 

Tubos de digestión 

Agitador magnético marca CORNING, con agitadores pequeños 

Papel Whatman # 50 ó # 542 

Peróxido de hidrógeno al 30 % 

Sulfato de potasio R.A. 

HCI 0.01N valorado 

NaOH al40 % 

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 ácido sulfúrico concentrado y 100 mL de ácido 

fosforico. 

Disoiucioll de ácido borico 1% con indicadores. Se disolvieron 100g de ácido bórico 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 aforó a 10 L Y se mezcló vigorosamente. 

SOIUCIOIl precipitante . Se disolvieron 5 g de tungstato de sod io y 1.51 de fosfato ácido de sodio 

dodecahidratado, en 20 mL de agua. se añadieron 22 mL de HCI 2N y se mezcló. Por último se'aforó a 50 

mL COIl agua destilada. 
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Procedimiento 

Proceso de precipitación. 

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 colocó en agitación mecánicamente durante 15 

minutos, transcurrido este tiempo se agregaron 2 mLde solución precipitante y se dejó reposar por 10 

minutos; después se transfirió cuantitativamente para su posterior filtración en el papel Whatman, se utilizaron 

25 mL de agua destilada caliente aplicando ligera succión. 

Proceso de digestión. 

Se colocó el papel filtro con el precipitado en un tubo de digestión, al cual se le agregaron 0.5 g de 

sulfato de potasio, 5 m L de mezcla digestiva y se colocó en el digestor y se calentó aproximadamente 15 

minutos, transcurrido este tiempo se retiró el tubo del digestor y esperó algunos minutos para que se enfriara 

y entonces se añadieron 3 mL de peróxido de hidrógeno al 30%, después fueron introducidos nuevamente al 

digestor y se calentaron hasta que la digestión estaba completa. 

Destilación y titulación. 

Una vez efectuada la digestión se dejó enfriar el tubo digestor y se procedió a la destilación y 

titulación. 

Cálculos 

% Nitrógeno = I(Gn' - Gb) x meq x N x 100] / m 

% Protei na = % Nitrógeno x F 

Donde; 

G", = I1lL gastados de ácido clorhidrico para la muestra 

Gb = mL gastados de ácido clorhidrico para el blanco 

ll1eq = ll1iliequivalente de nitrógeno (0.014) 
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N = normalidad de ácido clorhidrico 

m = peso de la muestra (g) 

F = factor de conversión: cuando se considera que la proteína contiene un 16 % de nítrógeno F = 6.25 

4.2.12 Oligosacáridos. 

• Materiales y reactivos 

Disolución ac~osa de etanol al 50% 

Metanol grado reactivo 

Estándar de rafinosa marca Sígma lote R-0250 

Estándar de estaquiosa marca Sigma lote S-4001 

Papel Whatman # 5 

Cartuého Sep-pack C18 marca Waters 

Acrod lsco con tamaño de poro de 0.2pm 

Celltri fuga CLAY-ADAMS. DINAC TM 

Rot(lvapor marca BC'CH l modelo 461 

Crolll atógrafo de liquidos de alta resolución marca Perkin Elmer 

Bomba Perkin Elmer Binary LC 250 

Detector infrarrojo Perkin Ellller serie 200 índice de refracción 

Columna de silica aminada 

Fase móvil acetonitrilo agua 7525 

Flujo de la fase móvil1.5 mL I min 
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Tiempo de la corrida: 10 minutos 

Procedimiento 

Ex tracción. 

Se pesaron 3 gramos de muestra finamente molida y se añadieron 30 mL de etanol acuoso al 50% y 

se puso en agitación constantemente a 55-60 oC por una hora. Después se centrifugó el extracto por 30 

minutos a 3000 rpm y se filtró el sobrenadante a través de papel filtro Whatman # 5, se lavó 

cuantitativamente. El volumen del filtrado se redujo en el rotavapor a 50 oC, se tomó un volumen de 10 mL 

con agua destilada. Entonces 2 mL de éste último volumen se pasaron a través de un cartucho Sep-pack C18, 

activado previamente con 3 mL de metanol seguido de 3 mL de agua desionizada, con el propósito de 

elim inar interferencias de compuestos no polares. Antes de la inyección, se filtró el extracto a través de un 

acrodisco de 0.2 ~lm de tamaño del poro. 

Separación y cuantificación por HPLC. 

Para realizar la cuantificación de rafinosa y estaquiosa se prepararon estándares de rafinosa y 

estaquiosa en concentraciones desde 0.009 a 0.020 M, Y se hizo el análisis por triplicado de cada dilución y 

un análisis de correlación lineal entre la concentración de la dilución y la altura de los picos. Para la muestra 

se Inyectó a la columna 20 ~lL del extracto obtenido bajo las mismas condiciones que los estándares. La 

concentración de los oligosacáridos se obtuvo a partir de los datos de la curva de calibración por 

interpolación . 

4.2.13 Determinación de ácido fítico . 

4.2.13. 1 Método de Haug & Lantzsh (1983) 

Fundamento. 

Este método se basa en la determinación calorimétrica indirecta del fósforo del fitato en la muestra. 

El extracto de la muestra es calentado con una solución acidificada de concentración conocida de Fe (111) en 

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

el ácido fitico no alcanza a acomplejar mediante la reacción colorida que se produce con la 2,2-bipiridina. 

44 



Materiales y reactivos. 

Balanza analitica SARTORIUS A210P 

Espectrofotómetro UVIVIS marca SEQUOIA-TURNER modelo 340 

Parri lla de calentamiento y agitación múltiple THERMOL YNE MOD. SP-13025 

Centrifuga CLAY -ADAMS, DINACTM 

Vasos de precipitados de 50 mL 

Sulfato férrico de amonio. 12 H20 

2.2-bipiridina R. A. 

Ácido tioglicólico RA. 

Ácido fitico RA. 

Ácido clorhidrico 0.2 N 

Solución férrica. Se pesaron 0.2 9 de sulfato férrico de amonio .12 H20, se disolvieron en 100 mL de HCI 0.2 

N Y se aforó a 1 L con agua desionizada. 

Solución de 2,2-bipiridina. Se pesó 1 9 de 2,2-bipiridina, y se añadió 1 mL de ácido tioglicólico y se llevó a un 

volumen de 100 mL con agua desionizada. 

Solución estándar de fitatos. Se preparó de tal manera que contenia 1.5 mg/mL de ácido fítico en agua 

desionizada. es decir: 

1500 pg fitato de sodio/mL * (185.82 pg P/923.8 Ilg fitato de sodio) = 307.72 Ilg P/mL 

Curva de calibración. Esta se preparó de acuerdo a la siguiente tabla, a partir de la solución estándar de 

fítatos. 

Tabla No. 3 Curva de calibración para la determinación de ácido fitico 

por el método de Haug & Lantzsh 

Tubo mL solución estándar Aforo (mL) Concentración final (~lg P/mL) 

I 1 1 100 3.017 
~ , 2 2 100 6.034 

f 
I 

i 3 4 100 12.069 

! 4 6 ! 100 18.102 

5 8 100 24 .1376 

6 10 100 I 30.172 ¡ 
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::: rocedimiento. 

Se pesó de 0.04-0.120 g de muestra (dependiendo del contenido esperado de ácido fitico presente 

en 12. 11uestra) y se colocaron en un vaso de precipitados de 50 mL, fueron adicionados 20 mL de HCI 0.2 N Y 

se scmetió a agitación mecánica a temperatura ambiente durante 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo 

se ce~trifugó el extracto a 1200 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente y se colectó el sobrenadante. 

Se tomó una alicuota de 0.5 mL de la muestra, agua destilada, o estándar, según correspondiera. Esta 

alicLJota se colocó en un tubo de ensaye, se añadió 1 mL de la solución férrica y el tubo fue tapado con una 

canica. a fin de evitar evaporación. Los tubos fueron colocados en una gradilla y en un baño de agua a 

ebulltción por 30 minutos, cuidando que el agua cubriera el liquido dentro de los tubos. Transcurrido este 

tielll~o se esperó a que se enfriaran, una vez alcanzada la temperatura ambiente se agregaron 2 mL de 

soluc,on de 2,2-bipiridina y se mezcló. Se midió la absorbancia a 519 nm a los 30 segundos exactos después 

de naber agregado el reactivo a cada tubo. Se utilizó una celda con agua desionizada para calibrar el 

espectrofotómetro en cero. A cada una de las absorbancias obtenidas se les restó el valor obtenido por el 

blanco para obtener de esta manera la absorbancia corregida respectiva. 

Cálculos. 

Con los datos de absorbancia de la curva de calibración se calculó la regresión lineal colocando los 

dalas de las absorbancias en el eje y y la concentración de fósforo fitico [ ,lg/mL 1 en el eje "x". Teniendo 

en CLénta que seis moles de fósforo están contenidas en una mol de ácido fitico y relacionarlos con su peso 

molecular para obtener el resultado en gramos de ácido filico por 100 g de muestra. 

4.2.13.2 Método Fruhbeck, G. (1995) 

= Jndamento. 

Este método emplea una columna de intercambio iónico con el fin de purificar los extractos del ácido 

lilicc eliminado las fracciones menores de fosfatos de inositol que comúnmente se incluyen en otros 

lllele':JS. permitiendo una cuantificación real del ácido fitico. La determinación espectrofotométrica se basa en 

la Ill ~ : Ida de la disminución de la absorbancia del complejo FeCl3-Ácido sulfosalicilico (Reactivo de Wade) 

deblcJ al enlace del Fe (III) con el ácido litico. 

':ateriales y reactivos. 

5al" -:3 analitica SARTORIUS A210P 

Esp",::rolotómetro UVIVIS marca SEQUOIA-TURNER modelo 340 



Pélrlllla de calentamiento y agitación múltiple THERMOL YNE MOD. SP-13025 

Centrifuga CLAY-ADAMS, DINACTM 

Vasos de precipitados de 50 mL 

Micropipetas con capacidad de 500 pL Y 1000 ~lL 

Cloruro de hierro (111) hexahidratado 

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

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

Ácido clorhidrico 2.4% (065 N) 

Hidróxido de sodio 1 N 

Cloruro de sodio O 1 N 

Cloruro de sodio 0.7N 

Reactivo de Wade. Se pesó 0.3 g Cloruro de hierro (111) hexahidratado y se disolvió en agua desionizada 

hasta un volumen de 100 mL. 

Nota El reactivo debe ser preparado en el momento de hacer la detenminación, y una vez adicionado a las 

muestras debe leerse en menos de 30 minutos. 

Preparación de los estándares: se preparó una solución concentrada de ácido fítico que contenía 1000 \-Ig de 

áciclo fit ico/mL. Para ello se pesó exactamente 0.080 g de la sal de fitato de sodio y se aforó con agua 

desionizada hasta un volumen de 50 mL. 

Curva de calibración. A partir de la solución de ácido fítico con concentración 1000 \-Ig de ácido fítico/mL se 

prepararon las soluciones de los estándares de 5, 10, 20, 30, 40 Y 50 ~lg/mL de la siguiente manera: 

Tubo 

1 

2 

3 

4 I 

5 

6 

Tabla No. 4 Curva de calibración para la cuantificación de 

ácido fitico por el método Fruhbeck, G. 

mL solución estándar Aforo (mL) Concentración final (~lg ácido fitico I L) 

0.125 25 5 

0.250 25 10 

0. 500 25 20 

0.750 125 30 

1.000 25 40 

1250 25 50 
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Procedimiento. 

Preparación de columnas de intercambio iónico. 

Se pesó aproximadamente 0.5 g de resina de intercambio aniónico Dowex y se hidrató 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 pequeño tapón de fibra de vidrio (cuidando de no poner en exceso) y colocarlas 

sobre una gradilla. 

Se agregó a la columna la resina hidratada, cuidando de que quedara asentada uniformemente. Una 

vez que la resina estuvo bien empacada se adicionó 15 mL de NaCI 0.7 N Y posteriormente se lavó con 30 mL 

de agua desionizada, cuidando de dejar líquido suficiente para que no se seque la resina (aproximadamente 

0.5 cm de altura arriba de la resína empacada) para que no se secara y estuviera lista para usarse. 

Extracción del ácido fítico. 

Se pesó 1 g de la muestra ( < 5 % Grasa), y se colocó dentro de un vaso de precipitados de 50 mL 

se adicionó 20 mL de HCI 2.4%, el pH de la mezcla debe estaba entre O y 1, lo cual fue necesario para 

disociar el fitato de complejos de minerales y proteínas. Se sometió a agitación vigorosa (200 rpm) durante 2 

horas a temperatura ambiente, el extracto obtenido se centrífugo a 1200 rpm a temperatura ambiente por 30 

minutos y se colectó el sobrenadante. 

Purificación de la muestra por columna de intercambio iónico. 

Se tomó una alicuota del sobrenadante colectado y fue diluido con agua desionizada para disminuir 

la concentración total del anión (Nota: Se recomienda la dilución de 1 :25 para alimentos que contenga 1 % o 

más de ácido fitico, la dilución de 5:25 en caso de contener menos). Para obtener mejores recuperaciones el 

pH de la alicuota diluida se ajustó a 6 (superior al punto isoeléctrico de las proteínas) con NaOH 1 N. 

Posteriormente se tomó 10 mL de la alícuota diluida y se transfirió cuantitativamente a la columna 

previamente preparada. Se lavó la columna con 15 mL de NaCI 1 N (para eliminar fosfato inorgánico y 

fracciones menores de inositol) y se desechó el agua de lavado. Se eluyó el fitato con 15 mL de NaCI 0.7 N Y 

se colectó el extracto purificado. 
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Determinación espectrofotométrica. 

Se tomaron 3 mL de agua desionizada (usada como blanco), ó 3 mL de los estándares, o de los 

extractos purificados a través de la columna, los cuales fueron previamente ajustados a pH 3 Y se adicionó 1 

mL ele Reactivo de Wade. se sometió a agitación en un vortex por 5 segundos y se leyó la absorbancia a 500 

nm. 

Se utilizó una celda con agua desionizada para calibrar el espectrofotómetro en cero, se leyó la 

absorbancia del blanco, las muestras problema y los estándares, cada una de estas se les restó por separado 

el blanco para asi obtener la absorbancia corregida respectiva. 

Cálculos. 

Realizar la regresión lineal de la curva patrón con las absorbancias corregidas, para obtener la 

concentración del ácido fitico presente en las muestras interpolar las absorbancias y tomar en cuenta las 

diluciones empleadas. 

Metodología del trabajo biológico. 

4.2.14 Toxicidad aguda. 

Fundamento. 

La toxicidad aguda de una sustancia se define como "los efectos tóxicos adversos que aparecen en 

un peri odo corto después de la administración de una dosis única o de múltiples dosis repetidas en un 

intervalo de 24 horas" (Derache R, 1990). 

Material y reactivos . 

H"nllél integral de almendra de calabaza. 

Hallll" clesengrasada de almendra de calabaza. 

Aceite crudo de almendra de calabaza. 

Harllla de soya marca Food Protein 

Acei te de maiz marca comercial. 

GOllla guar 0.2% p/v 
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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 administración oral 

Jaulas de acrílico. 

Bebederos. 

Balanza granataria para anímales de laboratorio con canastilla OHAUS modo 700. 

• Procedimiento. 

Condiciones: 

Vehículo utilizado (harinas): goma guar al 0.2% 

Vehículo utilizado (aceites): aceite de maíz 

Lote control (harinas): harina de soya 

Lote control (aceites): aceite de maíz 

Dosis: 15000 mg / kg peso corporal 

Administración: 50. 

Distribución de los animales. 

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

retirándoles el alimento y dejándoles solamente el agua. El día del experimento se pesaron. Se repartieron 6 

ratones en cinco lotes de acuerdo a la distribución de "culebra japonesa", es decir, se ordenaron con respecto 

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

Lote1 

18.0 --7 

v 20.5 <'0--.

~ 20.8 

Lote2 Lote3 Lote4 Lote5 Lote6 

18.1--7 18.5 --7 18.5 --7185 --7190~ 

<E------ <E------ 19 ~- 19. O ~ 19. O 

Figura No.5 

Distribución de animales de laboratorio de acuerdo a su peso 

Según la "Culebra japonesa" 
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:"'dll1ll1lstración de las muestras. 

Dada la naturaleza de las muestras de harina se decidió administrar la dosis en tres tomas en un 

lapso de 24 horas, y la muestra de aceite se administró en una sola dosis. Después de las administraciones 

de las muestras a los ratones se les proporcionó agua ad Iibitum. 

Observaciones. 

En las próximas 24 horas a la administración de las muestras se hicieron observaciones de síntomas 

clínicos. descritos en el anexo 2, así como las muertes que se presentaran. Después se hicieron las mismas 

observaciones a las 36 y 48 horas y en este lapso se les proporcionó agua y alimento ad Iibitum, después de 

las 48 h se pesaron los animales y se sacrificaron. 

4.2.15 Toxicidad subcrónica. 

Fundamento. 

La toxicidad subcrónica es el conjunto de efectos observados después de una administración 

-::oticliana repetida o frecuente de una o varias dosis de la sustancia empleada. La duración de esta prueba no 

~xcede los 90 dias. (Derache R, 1990; Shibamato T, 1996). 

Material y reactivos. 

-,aril1a integral de almendra de calabaza. 

- ,arilla desengrasada de almendra de calabaza. 

':' ceile crudo de almendra de calabaza. 

~ aflna de soya marca Food Protein 

':' :elte de maíz marca comercial. 

::'els ratones macho por cada lote de la cepa leR de 20-23 g. 

:: slante metálico con Jaulas individuales de acero inoxidable. 

:: ellederos. 

:; Jlllederos 

3alanza granataria para animales de laboratorio con canastilla OHAUS modo 700. 

?ellets para ratones 
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Molino Thomas Wiley Modelo 4 

Horno LAB-lINE Imperial 111 

• Procedimiento. 

Condiciones. 

Dosis 15000 mg / kg de peso corporal. 

Duración 28 dias 

Lote control harinas: harina de soya 

Lote control aceite: aceite de maíz 

Elaboración 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 ratories con características similares consumen 

aproximadamente 5 9 de alimento I día, por lo que tomando en cuenta la dosis a emplear se tiene lo siguiente: 

(15 9 muestra / 1000 9 peso corporal) x ( 20 9 peso corporal/5 9 dieta) = 0.06 9 muestra / 9 alimento 

Se incorporó manualmente la muestra respectiva a la harina de los pellets, se adicionó agua potable 

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

Distribución de los animales. 

Los ratones se dejaron en ayuno por 12 horas, retirándoles el alimento y dejándoles 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 distribución de "culebra japonesa" (página 50)" y se 

colocaron individualmente en su respectiva jaula. Se eligieron al azar 10 ratones y se realizó una sangría 

ocular. la cual se llevó a cabo colocando un capilar en la parte posterior del ojo del ratón y se hizo presión 

girándolo 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 parámetros hematológicos. 
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Aclll '"nislración de las muestras. 

Se pesaron y suministraron la ración de pellets a cada animal. Ya que estos animales tienden a 

desperdiciar el alimento, se colocó una charola de papel manila debajo de su respectiva jaula con el fin de 

recuperar el alimento. Se administró agua ad libitum y se cambiaron cada semana el agua de los bebederos. 

Observaciones. 

Se pesó el alimento y los ratones tres veces por semana durante todo el ensayo, Para llevar un 

control adecuado de los datos se utilizó una hoja de control como la que se muestra en el anexo No 3. 

El dia en que terminó el experimento se pesaron los ratones (peso final) . A todos los ratones se les 

realizó la sangría ocular para posteriormente procesar las muestras como al inicio del experimento. 

Donde 

Se calculó la eficiencia alimentaria de acuerdo a la siguiente ecuación: 

EA = Ganancia en peso (g) x 100 

Alimento consumido (g) 

Ganancia en peso = Peso final (g) - Peso inicial (g) 

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

Finalmente se sacrificaron todos los ratones para obtener el intestino, riñón, pulmón e hígado de 

cada uno y obtener la relación porcentual de cada uno en base a la siguiente ecuación: 

Relación porcentual (%) = peso del órgano (g) x 100 

peso corporal final (g) 

4.2.16 Relación de eficiencia proteínica (Os borne & Mendel). 

~ ulldamento. 

La relación de la eficiencia proteínica (REP) , más conocido como PER (protein efficiency ratio),es el 

peso en gramos ganado por las ratas por cada gramo de proteína 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 

Dextrina comercial (marca Maicena). 

Aceite vegetal. 

Manteca vegetal. 

Mezcla de sales. 

Mezcla de vitaminas. 

Celulosa 

Ratas macho de la cepa WINSTAR de 47g ± 5 

Estante metalico con jaulas individuales de acero inoxidable. 

Bebederos. 

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

Procedimiento. 

Preparación de las dietas. 

Se prepararon con un nivel de proteina del 10%. Las dietas son isocalóricas e isoproteínicas con 

respecto a la dieta de referencia (caseina): 
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Tabla No 5. Fórmula base utilizada para la elaboración de las dietas. 

Componente. % 

Caseína (95.2% proteína) 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 

Colína (sol. Al 50%) 0.4 

Celulosa 6.1 

Para formular las dietas de las muestras a ensayar es necesario contar con el análisis proximal de la 

íL8nte de proteina. En la tabla No. 6 se presenta el análisis proximal de las muestras a ensayar. 

Tabla No 6. Análisis proximal de la 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 

Proteína 31.49 60.00 

Cenizas 6.85 11 .68 

Fibra cruda 8.71 14.85 

Hidratos de carbono 3. 53 3.77 

en base al análisis proxímal. en la tabla No. 7 se presentan las formulaciones de las muestras a 

_ :.,,! 2· las que son isoproteínicas e isocalóricas con respecto a la dieta de referencia (caseina). 
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Tabla No 7. Formulación de las dietas. 

Ingrediente 

Harina 

Sacarosa 

Dextrosa 

Dextrina 

Manteca vegetal 

Aceite de maiz 

Mezcla de sales 

Mezcla de vitaminas 

Sol. ce colina 

Celulosa 

Harina integral 

31.76 

21 .62 

18.68 

24.58 

1.96' 

1.00 

0.40 

, Se ajustó al 100% con este nutrimento. 

0 00 No fue necesario agregar este nutrimento. 

Distribución de los animales. 

% 

Harina desengrasada 

16.67 

2.79 

18.82 

24.76 

7.71 

5.79 

2.00 

1.00 

0.40 

106 

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 distribución de animales por lote se repartieron de acuerdo a la 

distribución de '"Culebra japonesa" de acuerdo a la figura No. 4 (Pág . 50) . 

Desarrollo de la prueba. 

Una vez que se tuvieron los diferentes lotes y se le colocó a cada animal su respectivo alimento yagua ad 

libitum. Ya que las ratas al comer tienden a desperdiciar el alimento se colocó debajo de la jaula una charola 

de papel para recuperar este material. Cada tercer dia se registraron el peso de cada rata y el alimento 

ingerido. esto se hizo durante los 21 dias que duró el experimento. 

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

uti lizó el formato del anexo 3. 
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Calculas. 

Se calculó la REP para cada una de las ratas empleando la siguiente ecuación: 

REP = l'lP / L Al • F 

Donde: 

l'lP = incremento en peso de las ratas (en gramos) 

L Al = alimento ingerido total (en gramos) 

F = % de proteina en la dieta /100 

" 'L REPi 
RPE= ;=1 

n 

REP ajustada = REP experimental X (REP caseína rel/ REP caseína exp) 

REP caseína rel = 2.5 

4.2.16.1 Digestibilidad in vivo. 

Materiales y reactivos 

3alanza analítica SARTORIUS A210P 

J igestor marca TECA TOR modelo ab 

Jestilador KJEL TEC auto 1030 Autoanalyzer 

- ubos de digestión TECA TOR 

'.lezcla digestiva. 

::: lsolUClón de acido bórico con indicadores. 

='eroxido de hidrógeno al 30 % 

3ulfato de potasio (RA) 

'\IaOH al40 % 
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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 aproximadamente 800 mg. Se determinó la cantidad de nitrógeno de acuerdo 

al método Kjeldahl que está descrito en la determinación de proteínas. Para los cálculos se tomó en cuenta el 

peso del alimento ingerido de los días 18 al 22 del bioensayo y se cuantificó su contenido de proteína. 

• Cálculos 

% Nitrógeno heces = [(Gh- Gb) x meq x N x 100) / m 

Donde; 

Gil = mL gastados de ácido clorhídríco para la muestra 

Gb = mL gastados de ácido clorhídrico para el blanco 

meq = miliequivalente de nítrógeno (0.014) 

N = normalidad de ácido clorhídrico 

m = peso de heces (g) 

Nitrógeno Ingerido = ( % Nitrógeno dieta x Dieta ingerida) / 100 

Nitrógeno Fecal = ( % Nitrógeno heces x Total de heces) / 100 

Digestibilidad aparente = (Nitrógeno absorbido / Nitrógeno ingerido) X 100 

Digestibilidad aparente =(( Nitrógeno ingerido - Nitrógeno fecal) / Nitrógeno ingerido )) x 100 

5X 



5. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS. 

5.1 Parámetros físicos 

En la tabla No. 8 se muestran los resultados de la determinación de los parámetros físicos de la 
almendra y semilla de calabaza. 

Tabla No 8. Parámetros físicos para la almendra y la semilla de calabaza (e. argyrosperma) 

PARAMETRO SEMILLA ALMENDRA 

Largo (mm) 2.713 ± 0.160 

Ancho (mm) 1.494±0.166 

Peso hectolítrico (g /1 00 mL) 20.10 ± 0.80 

Numero volumétrico (a) 73 ± 2.4 

Peso unitario (g) 0.29 ± 0.00 

Valor promedio ± desviación estándar 

a = número de unidades en 100 mL 

2.302 ± 0.117 

0.873 ± 0.103 

41.73 ± 1.31 

235 ± 1.8 

0.19 ± 0.00 

Los parámetros físicos se realízaron para contar con una rápída caracterización para la posible 

adquisición 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 operación de descascarado se obtuvo la almendra y la cáscara y la relación 

porcentual entre ellas 

Almendra = 61.39 % :t 4.96 

Cascara = 34.77 % :t 1.18 

El rendimiento de la operación 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 cáscara. 

5.3 Análisis bromatológico 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. 
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Tabla No 9. Análísis bromatológíco de la almendra de calabaza (C. argyrosperma), expresada en gramos 

por cien gramos de muestra. 

DETERMINACiÓN (%) HARINA INTEGRAL HARINA DESENGRASADA 

Humedad 

Grasa cruda 

Proteína cruda 

Proteína verdadera 

* Determinación no realizada. 

4.80 ± 0.21 

47.38±0.19 

33.24 ± 1.04 

Vator promedio ± desviación estéindar (n=3) 

62.75 ± 0.68 

56.26 ± 1.62 

Del análisís bromatolágíco pueden observarse cantidades considerables de grasa y proteína 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 más 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 consíderar como un 

concentrado proteico, ya que en el se encuentra un contenido mayor al 50% de proteína, el contenido de 

proteína verdadera es de 56.26%. 

5.4 Determinación de ácido fítico. 

En la tabla No. 10 se presentan los valores de ácido fítico en la harina desengrasada cuantificado por 

dos métodos. Cabe señalar la diferencia importante de los resultados entre ambos métodos. 

Tabla No 10. Contenido de ácido fítico contarme a los métodos de Haug-Lantzsch y Fruhbeck en la almendra 

de calabaza C. argyrosperma. 

MÉTODO ÁCIDO FíTICO % 

Haug-Lantzsch 8.46 ± 0.25 

Fruhbeck 5.69 ± 0.20 

Valor promedio ± desviación estéindar (n=3) 

El valor obtenido de ácido títico según el método de Fruhbeck se encuentra dentro de lo reportado 

en la literatura para semillas dicotiledóneas y oleaginosas (0.4 a 6.4%) en comparación con el método de 

Haug-Lantzsch, así que la almendra de calabaza C. argyrosperma además de tener ácido títico tiene otras 

fracciones de inositol que tambíén pueden quelar proteínas, minerales y almidones. 
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Segun lo reportado en la literatura, 300 mg de ácido fítico disminuyen la absorción de hierro y en este 

material se encuentran 5 690 mg de ácido fitico / 100 g muestra, por lo que se le puede considerar como 

agente desmineralizante; sin embargo no se tiene la relación molar ácido lítico/minerales ya que para un valor 

de 20 para la relación ácido lítico/zinc se reporta una reducción en la retención de zinc y una reducción del 

crecimiento. 

5.5 Determinación de oligosacáridos. 

En la siguiente tabla se muestra que los valores de la rafinosa y la estaquiosa se encontraron por 

debajo del limite de detección, es decir, no hay presencia significativa de este factor antinutrimental. 

.. _~ . - '1 

Tabla No 11. Concentración de rafinosa y estaquiosa en la harina desengrasada 

de la almendra de calabaza (e. argyrosperma) 

OLlGOSACARIDO 

Concentración 

RAFINOSA ESTAQUIOSA 

< 205.5 ~g / mL < 375.5 ~g /mL 

Figura No. 4. 

Cromatograma de los oligosacáridos (rafinosa y 

estaquiosa) en la harina desengrasada de la 

almendra de calabaza (e. argyrosperma) 

mediante la técnica de cromatografía de 

líquidos de alta resolución (HPlC). 
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5.6 Evaluación quimica del aceite refinado. 

En la siguiente tabla se muestran los valores de los parámetrosJisicoquímícos tanto del aceíte crudo 

como del refinado, todos estos parámetros entran en los valores del grupo oléíco-linoléíco, es decir se 

consideran como aceites comestibles. 

Tabla No 12. Parámetros fisicoquímicos del aceite refinado de la almendra de calabaza 

(C. argyrosperma). 

PARÁMETRO ACEITO CRUDO ACEITE REFINADO GRUPO OLEICO-LlNOLÉICO 

Punto de fusión [oC] . O a 5 Oa5 -5 a 29 

Gravedad especifica (25/25 OC) [g/ mL] 08855 ± 0.00 0.9163 ± 0.16 0.909 - 0.920 

indice de refracción (20 oC) 1.466 ± 0.0 1.470 ± 0.00 1.436 -1.474 

% de acidez [% acido oleico] 0.54 ± 0.02 0.11±0.00 < 0.50 

Indice de yodo (Hanus) [g l/lOO 9 aceite] 91.09 ± 1.08 93.44 ± 0.42 77-117 

indice de saponificación [mg KOH /g aceite] 180.22 ± 4.38 182.59 ± 0.05 187 - 200 

Valor promedio ± desviación estandar (n=3) 

El aceite crudo es un aceite de color verde oscuro, fluido a temperatura ambiente (de acuerdo con su 

punto de fusión, de O a 5 OC), sin presencia de olores extraños y el aceite refinado es un aceite de color 

amarillo característico de los aceites vegetales comestibles, fluido a temperatura ambiente (de acuerdo con 

su punto de fusión, de O a 5 OC), sin presencia de olores extraños. 

El valor de acidez en el aceite crudo es ligeramente superior al límite máximo establecido por un 

aceite comestible (0.54%), pero después del proceso de refinación disminuye significativamente, a fin de 

darle mayor estabilidad al aceite de sufrir reacciones de rancidez que disminuirian su vida útil. 
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Perfil de ácidos grasos 

En la tabla No. 13 se muestran los ácidos grasos encontrados, y sus valores en porcentaje, en el 
aceite crudo y refinado, en la misma tabla se muestran los valores del grupo oléico-linoléico. 

Tabla No 13, Relación porcentual de los ácidos grasos del aceite crudo y refinado de la almendra de 

calabaza (e, argyrosperma). 
, , 
ACIDO NOMBRE ACEITE CRUDO ACEITE REFINADO GRUPO OLEICO-LlNOLEICO 

GRASO (%) (%) (%) 

16:0 Palmitico 17.98 16.31 6-45 

180 Esteárico 9.76 8.85 2.0-6.0 

18:1 Oleico 22.60 31 .18 13-71 

. 18:2 Linoléico 49.65 43.66 34-79 

Valor promedio:!: desviación estándar (n=2) 

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

aceite crudo como al refinado, mediante la técnica de cromatografía de gases. 
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El perfil de ácidos grasos, tanto del aceite crudo como del refinado, no presenta ninguna 

caracleristica relevante, ya que solo se observan cuatro ácidos grasos principalmente: palmitico, esteárico, 

oleico y linoléico, característicos de los aceites comestibles. Debido a este perfil de ácidos grasos en el aceite 

crudo. la refinación del aceite ha servido para mejorar, además del nivel de acidez, las propiedades 

sensoriales del mismo, ya que se obtuvo un aceite de color amarillo característico 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 modificó 

sustancialmente el perfil de ácidos grasos del aceite refinado en relación al aceite crudo, por lo tanto, el 

segundo aceite tiene pocas impurezas y ácidos grasos libres. 

5.7 Toxicidad aguda. 

Durante el periodo de observación de síntomas clínicos no se presentaron anormalidades y en 

consecuencia tampoco muertes en ninguno de los lotes. 

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

observó diferencia significativa al realizar un análisis 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 

Harina integral 

Harina desengrasada 

Harina de soya (control) 

Aceite crudo 

Aceite de maiz (control) 

INCREMENTO EN PESO (g) 

3.25 ± 0.45 a 

2.97 ± 0.39 a 

3.46 ± 1.32 a 

11.94±1 .22 a 

13.84 ± 1.27 a 

Valor promedio ± desviación estándar 

Diferentes letras denotan diferencia estadistica significativa. 

En base a este estudio se considera que el aceite crudo. aceite refinado y la fracción proteica de la 

311l1enora de calabaza C argyrosperma se pueden considerar prácticamente no tóxicos ya que no 

llanifestaron ningún sintoma de toxicidad hasta una dosis de 15000 mg/kg de peso corporal por via oral. 
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Debido a los resultados obtenidos en este estudio de toxicidad se procedió a realizar el estudio de 

toxicidad subcrónica. 

5.8 Toxicidad subcrónica. 

• 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 relación de la ganancia en peso y el alimento consumido y también es un indicador simple pero 

sensible de los efectos tóxicos de una sustancia; por lo tanto al no observar diferencias se deduce que no se 

presentaron efectos tóxicos en las dietas estudiadas. 

Tabla No 15. Eficiencia alimentaria en la toxicidad subcrónica de 

la almendra de calabaza (e argyrosperma). 

DIETA 

Harina integral 

Harina desengrasada 

Harina de soya (control) 

Aceite crudo 

Aceite de maíz (control) 

EFICIENCIA ALIMENTARIA 

12.23 ± 0.62' 

10.92±1.79 • 

11.31 ± 1.30' 

11.94±1.22' 

13.84 ± 1.27 • 

Valor promedio ± desviación estándar 

Diferentes letras denotan diferencia estadistica significativa. 

Como ya se mencionó, 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 observó 

agresividad ocasional cuando se manipulaban los ratones del lote de harina desengrasada , quizá sea debido 

al alto contenido de ácído titico. Sin embargo, en ninguno de los lotes se observó muerte alguna. 

De acuerdo a las curvas de crecimiento, yen base a la desviación estándar, no se observó 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 observó diferencia con respecto al control de aceite 

de Illaíz. 
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en el ensayo de toxicidad subcrónica. 
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Relación porcentual de órganos. 

De acuerdo con la siguiente tabla, solo se observa diferencia estadistica en el lote de harina 

desengrasada con respecto al control en la relación 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 manipulación del tejido en cuestión. En el caso del lote de aceite crudo, en 

ninguno de los órganos evaluados se observa diferencia estadística significativa con respecto a su control. 

Tabla No 16. Relación porcentual de órganos evaluados en la toxicidad subcrónica de la almendra de 

calabaza (e argyrosperma). 

RIÑÓN 
j 

DIETA INTESTINO PULMON HIGADO 

Harina integral 3.58 ± 0.18 b 1.52 ± 0.03 a 0.81 ± 0.18 a 4.60 ± 0.34 a 

Harina desengrasada 4.06 ± 0.45 ab 1.45 ± 0.19 a 0.86 ±0.11 a 4.28 ± 0.41 a 

Harina de soya (control) 4.49 ± 0.30 a 1.40 ±0.1Q a 0.72 ± 0.04 a 4.90 ±0.38 a 

Aceite crudo 3.41±0.18 a 1.44 ± 0.22 a 0.72±0.12 a 3.97 ± 0.52 a 

Aceite de maiz 3.46 ± 0.35 a 1.50±0.12 a 0.76 ±0.14 a 4.57 ± 0.32 a 

Valor promedio :!: desviación estándar 

Diferentes letras denotan diferencia estad istica significativa. 

• Resultados hematológicos 

De acuerdo con los estudios hematológicos 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 parámetros más 

Illlponante es la hemoglobina, ya que en el caso de la harina desengrasada se encontraron niveles 

importantes de ácido litico, 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 d-e la harina desengrasada con respecto el lote control. Sin embargo cabe recordar que intervienen 

muchos factores como la relación ácido litico/minerales; la concentración de ácido ascórbico, entre otros. 

ESTA TESIS NO SALh 
'OE LA BIBIJOTECA 
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DIETA GB 

Tabla No 17. Resultados hematológicos en la toxicidad subcrónica de la almendra de calabaza 

(e argyrosperma). 

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT 

Harina integral 2.97 ± 0.41" 11 .13 ± 0.51" 17.1 ± 0.78 a 103.1 ± 4.6 a 92.53 ± 0.53 a 15.38 ± 0.17 a 16.63 ± 0.21 1100 ± 56.7 a 

Harina desengrasada 3.14 ± 0.63 a 1100 ± 0.43 a 16.84 ± 0.69 a 100.9 ± 2.49 a 91.55 ± 3.1 a 15.83 ± 1.40 a 17.32 ± 1.58 a 1077 ± 84.42 a 

Harina de soya 3.75±1.58 a 11.05±052 a 17.37±0.53 a 100.97±3.85 a 91.3±2.35 a 15.7±0.33 a 17.20± 0.4 a 1151±62.54 a 

Aceite crudo 

Aceite de maíz 

3.25±1.34 a 11.07±0.74 a 16.9±1.12 a 100.97±6.51 a 91 .2±3.17 a 15.48±0.41" 16.75±0.42 a 1095±76.18 a 

3.77±0.61 a 10.66±0.67 a 16.72±0.74 a 97.73±3.81 a 91.8±3.18 a 15.7±0.46 a 17.12±0.32 a 1030±49.23 a 

Valor pr9medio ± desviación estándar 

Diferentes letras denotan diferencia estadístíca significativa. 

GB. Glóbulos blancos. 

RBC . Glóbulos rojos. 

HGB. Hemoglobina 

HCT. Hematocrito. 

MCV. Volumen corpuscular medio. 

MCH. Hemoglobina corpuscular media. 

MCHG. Hemoglobina corpuscular media celular. 

PL T. Plaquetas. 
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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 la dieta. En esta tabla se observa la relación directa del alimento ingerido y la 

ganancia en peso y la relación directa de alimento ingerido y proteína ingerída. 

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

DIETA GANANCIA EN ALIMENTO % PROTEINAb PROTEINA 

PESO [g] INGERIDO [g] INGERIDA [g] 

Harina integral 33.30 ± 18.22 189.07 ± 54.82 10.55 19.94 ± 5.78 

Harina 40.1 ± 7.22 198.12 ± 15.13 9.67 19.16 ± 1.47 

desengrasada 

Caseina (control) 72.55 ± 23.24 232.97 ± 55.0 9.32 21.71 ± 5:12 

Valor promedio ± desviaci6n estandar 

b. Concentraci6n real de proteina en la dieta. 

En la siguiente tabla se encuentran los valores del alimento ingerido, la cantidad de heces, el % de 

nitrógeno en heces y % de nitrógeno ingerido del día 15 al 22 del ensayo. En esta tabla se observa la relación 

directa del alimento ingerido y al cantidad de heces. En esta tabla resalta el bajo valor del % de nitrógeno en 

heces con respecto a las 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 4.67 ± 0.22 1.55 

Harina desengrasada 145.63 ± 10.17 3.32 ± 0.94 4.59 ± 0.50 1.69 

Caseina (control) 204.70 ± 68. 12 15.22 ± 4.81 1.67±0.19 1.46 

Valor promedio ± .desviaci6n estandar 
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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 digestibilidad de la harina desengrasada y de la harina integral 

de la semilla de calabaza (e argyrosperma). 

DIETA 

Harina integral 

Harina desengrasada 

Caseina (control} 

Valor promedio ± desviación estandar 

REP EXPERIMENTAL REP AJUSTADO DIGESTIBILIDAD 

APARENTE 
1.67 ± 0.43 

2.09 ± 0.24 

3.28 ± 0.43 

1.28 ± 0.43 A 92.76 ± 2.91 A 

1.59 ± 0.24A 93.26 ± 1.51 A 

2.50 ± 0.436 91.67 ± 0.93 A 

Diferentes letras denotan diferencia estadistica significativa. 

La calidad de la proteina de la almendra de calabaza (e. argyrosperma) es inferior con respecto a 

la caseina, ya que se trata de una proteina de origen vegetal. Zdunezyk Z. (1999), reporto valor de REP de 

1.01 para e. pepo. el cual lo considero 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 

únicamente 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 

ácido litico, 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 

imeres. 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 e. 
argyrosperma con respecto a los lotes de caseina, por lo que el nitrogeno de las fuentes de proteina se 

encuentra disponible de manera adecuada. 
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6. CONCLUSIONES 

Se corroboró que la almendra de calabaza (e. argyrosperma) es un recurso vegetal alto en grasa 

(>40%) y proteina (>30%) 

• La harina desengrasada se puede considerar como un concentrado proteinico {proteina cruda> 60% Y 

proteina verdadera> 50%). 

• Como complemento de los factores tóxicos, tampoco se encontraron cantidades significativas de 

oligosacáridos productores de flatulencia. 

Los parámetros fisicoquimicos y el perfil de ácidos grasos indican que el aceite, tanto crudo como 

refinado se pueden considerar como un aceite comestible. 

El efecto antinutrimental del alto contenido de ácido lítico 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 quelación de 

minerales, proteinas y almidones. Además'los resultados hematológicos no mostraron deficiencia de hierro 

en los animales, ni tampoco se observó una disminución del crecimiento durante el transcurso del 

bioensayo. 

De acuerdo con los ensayos de toxicidad aguda y subcrónica de la la harina integral, la harina 

desengrasada y el aceite crudo de la almendra de calabaza (e. argyrosperma), se consideran 

pract icamente no tóxicos. 

La REP tanto de la harina integral y desengrasada (1 .28 y 1.59 respectivamente) de la almendra de 

calabaza (e. argyrosperma), no se considera bajo, ya que se trata de una proteina de origen vegetal. 

El valor de la digestibilidad in vivo de la proteina de la fracción proteica, tanto de la harina integral como 

de la desengrasada de la almendra de calabaza (e. argyrosperma), se considera alto, > 90% en ambos 

casos, incluso, no mostró diferencia estadistica con respecto al lote control de caseina. 
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7. RECOMENDACIONES. 

Hacer un estudio en la harina desengrasada de ácido fítíco con la técnica de cromatografía de líquidos de 

alta resolución, 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 ácido lítico. 

Buscar otro modelo biológico que no tenga actividad de fitasa, a fin de que esta particularidad de las 

ratas, no interfiera o sobreestime la eficiencia proteínica de la harina de la semilla de calabaza C. 

argyrosperma. 

• Promover un mayor consumo de la almendra de calabaza (C. argyrosperma) como talo incluida en 

diferentes guisos, en especial en la población con deficiencia calórica-proteínica. 
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8. ANEXOS. 

8.1 ANEXO 1. Glosario empleado en las observaciones de los signos clínicos de los bioensayos. 

• Agresividad. Individuo cuyo patrón conductual se caracteriza por irritabilidad, accesos de ira y actitudes 

o actos destructivos. 

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

• Ataxia. Incoordinación de la acción muscular voluntaria, en particular de los grupos musculares usadas 

en actividades como caminar o alcanzar un objeto debido a alguna interferencia como las vías del sistema 

nervioso central o periférico implicados en el equilibrio de los movimientos musculares. 

• Cifosis. Curvatura angular de la columna vertebral; la convexidad de la curva es posterior, suele estar en 

la región torácica y abarca algunas vértebras. 

• Cianosis. Coloración azul purpúrea de las mucosas y de la piel debido a la falta de oxigenación. 

• Disnea. Frecuencia acelerada de la respiración . 

• Erección caudal. Estado turgente de la cola. 

• Excitación. Hiperactividad. 

• Hipotermia. Temperatura subnormal del cuerpo, reducción de la temperatura corporal a menos de lo 

normal. 

• Lordosis. Curvatura hacia delante de la columna vertebral lumbar. 

• Piloerección. Erección del pelo 
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8.2 Anexo 2. Cuadro empleado para el seguimiento del estudio de toxicidad aguda. 

Fecha: _ ___ _ 
---

Especie Cepa Clave Peso inicial Peso final : 

Vehículo Concentración: 

Vía Dosis: Hora de in ic io 

Signos cl ínicos 

Tiempo (h) Lordosis Cifosis Ataxia Piloerecci ón Erección caudal Agresividad Aletargamiento Excitación Disnea Cianosis Hipoterm ia 

O 
--
1 

2 
-----_.- f-------

3 

4 
--

5 
1--- - ---- - -- _._-- -- ._---_. 

6 

7 
-- f------

8 

9 

10 

11 

12 
-_._- - - - ---

24 

36 

48 

Observaciones 
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'Dieta' 

Especie 

Tiempo (días) 

Peso animal (P día) 

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

yla Relación de Eficiencia Proteica. 

I Clave Sexo Peso inicial 

O 1 3 6 8 10 13 15 17 20 22 

Incremento acumulado (P día-P inicial) 

Alimento inicial ( I ) 

Alimento final ( F ) 

Alimento ingerido (A l = I-F) 

Alimento acumulado (2: Al) día 

Observaciones 

Fecha 

24 28 Final: 

Pf= 

Pf-Pi= 

2: AI= 
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