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1. RESUMEN

En México existe una flora de gran diversidad, de la cual cabe resaltar especies
subutilizadas como la Erythrina americana, mejor conocida como colorin,
perteneciente a la familia Leguminosae, de especial relevancia por su alto
contenido en proteina (aprox. 30%), grasa (aprox. 15%) y alcaloides. Para
conocer las caracteristicas fisicoquimicas y evaluar el posible uso en la
alimentacion animal de la grasa cruda y el aceite refinado de la semilla de colorin
(Erythrina americana), que se ve impedido por el alto contenido de alcaloides
(considerados factores toxicos), se realizd en primer lugar el desengrasado de la
semilla, con un rendimiento del 12%. La grasa fue refinada para obtener el aceite,
asi como para eliminar los alcaloides (destoxificacion). Se realizaron las siguientes
determinaciones tanto a la grasa cruda como al aceite refinado: densidad, indice
de refraccion, punto de fusion, indice de saponificacién, indice de yodo, indice de
acides, perfil de &acidos grasos, determinacién cuantitativa de alcaloides,
evaluacién biologica (Relacion de Eficiencia Proteinica), y Energia Digerible in

vivo.

Los resultados obtenidos indican que tanto la grasa cruda como el aceite refinado
son ricos en acidos grasos como el oleico y linoleico, esenciales en la
alimentacion. Ademas de comprobar que el proceso de refinacidon no afecta la
composicion del aceite, aumenta la digestibilidad del mismo y reduce la cantidad
de alcaloides, haciendo del aceite refinado de colorin un producto no téxico y apto

para el consumo alimenticio.



2. INTRODUCCION

En los ultimos anos, la situacién alimenticia se ha deteriorado debido al rapido
crecimiento demogréafico en comparaciéon con la baja produccion de alimentos.
Nuestro pais no ha sido autosuficiente en la produccién de semillas de
oleaginosas, situacion que lo lleva a la importacién. Para remediar esta situacién,
es necesario investigar otras posibles fuentes de aceites comestibles.

Dentro de la gran diversidad de la flora mexicana, existen especies cuyo
potencial es alto; por ejemplo, la familia botanica Leguminosae o Fabaceae, se
caracteriza por tener frutos en forma de vaina, dentro de las cuales hay semillas
qgue pueden ser comestibles. Sin embargo, estos recursos estan subutilizados, en
algunas ocasiones justificado por la presencia de sustancias dafninas que se
presentan en forma natural, como es el caso del colorin (Erythrina americana),
especie de gran adaptabilidad, tanto al suelo como a las condiciones climaticas
adversas.

La semilla de colorin (Erythrina americana) es una especie cuyo interés se
debe a su alto contenido de proteina (aprox. 30%) y grasa (aprox. 15%), pero
tiene la presencia de alcaloides (eritroidinas), que si bien son factores téxicos,
segun algunas investigaciones tienen propiedades curarizantes y en dosis
terapéuticas pueden funcionar como sedantes.

Las semillas de colorin han sido objeto de numerosos estudios para el
aprovechamiento de la proteina y los alcaloides; sin embargo, en el caso de la
grasa hay pocas investigaciones y generalmente es un material de desecho en el
proceso de la obtencion de la proteina.

Este proyecto tuvo como objetivos extraer la grasa cruda, llevar a cabo el
proceso de refinado para obtener aceite refinado y realizar la caracterizacién
fisicoquimica, determinar el contenido de acidos grasos y hacer un seguimiento en
el contenido de alcaloides, tanto de la grasa cruda como del aceite refinado de la
semilla de colorin (Erythrina americana), asi como evaluar su potencial

alimenticio con un ensayo biol6gico.



3. OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer la composicién quimica del aceite refinado y la grasa
cruda del colorin (Erythrina americana), asi como la presencia
de factores téxicos, con la finalidad de evaluar su potencial

alimenticio.

Objetivos particulares
e Obtener el aceite refinado de la semilla de colorin.

e Determinar los parametros fisicoquimicos mas comunes
en la grasa cruda y el aceite refinado obtenido de la

semilla de colorin.

e Determinar el perfil de acidos grasos de la grasa cruda y
del aceite refinado.

e Cuantificar la cantidad de alcaloides antes y después del
proceso de refinado.

e Evaluar a través de un ensayo biolégico, el potencial
alimenticio de la grasa y aceite de colorin.



4. ANTECEDENTES
e 4.1 LEGUMINOSAS ©¢&27

Se les llama comunmente “Leguminosas” (del latin Legumen, que significa vaina)
a las plantas de la familia botanica del orden de las Fabales denominada
Leguminosae o Fabaceae y que comprende cerca de 17 mil especies y mas de
650 géneros.

Es facil reconocer a las fabaceas, desde el punto de vista botanico, por sus flores
zigomorfas y su fruto, que es una vaina, nacido de un solo carpelo.

Los principales representantes de esta familia son: alfalfa, soya, cacahuate
tamarindo, chicharos, lentejas, habas, frijol, ejotes, entre otros.

e 4.1.1 IMPORTANCIA DE LAS LEGUMINOSAS ©

La importancia econémica de las legumbres es considerable, ya que estan
incluidas en diferentes rubros como la agricultura, la ganaderia, la industria

maderera, la industria alimentaria y la jardineria.

Muchas leguminosas son excelentes forrajes que se utilizan en la ganaderia como
alimento animal; se utilizan también como fuente de aceites, lecitina (soya), gomas
o hidrocoloides, maderas preciosas y maderas duras; los paisajistas y jardineros
aprecian la diversidad de portes, follajes y flores, que aportan al entorno color y

formas nuevas.
e 4.1.2 ASPECTOS NUTRIMENTALES?827:12)

El ser humano consume como alimento distintas partes de las leguminosas: las
flores, las semillas (frijol, lentejas, habas), las vainas verdes (ejotes), los
germinados (soya, alfalfa), las hojas (alfalfa), etc.

Las semillas son relevantes, ya que tienen un alto porcentaje de proteina y son
fuentes importantes de minerales como hierro, fésforo y calcio, ademas de

vitaminas como la niacina y la tiamina. En el caso de la soya y el cacahuate, son



fuentes importantes de acidos grasos. Estas semillas forman parte fundamental de
la alimentacién de muchas regiones, entre las que se encuentra México, con un
amplio consumo de frijol comun (Phaseolus vulgaris), en sus diferentes
variedades.

Sin embargo, existen limitantes: el bajo contenido de aminoacidos azufrados
como la cistina y la metionina, y factores toxicos como lectinas, saponinas,
inhibidores de tripsina, alcaloides, que disminuyen la posibilidad de uso

alimenticio.
e 4.1.3 FACTORES TOXICOS (¢26:27)

Las leguminosas, como la mayoria de las plantas, tienen en su composicion
sustancias generadas a través de metabolismo secundario, que sirven como
defensa hacia microorganismos, insectos y otros depredadores naturales. Estos
compuestos tienen efectos negativos en el organismo del consumidor y son

considerados factores téxicos.

Dentro de la toxicologia se pueden distinguir dos tipos de agentes que representan
un peligro para el consumidor:

Factor antinutricional: son sustancias presentes en el alimento que interfieren con
la digestion y absorcién de ciertos nutrientes, y que puede ser compensado o
atenuado con un aporte complementario de nutrimento afectado. Ejemplos de
estos factores en las leguminosas son los inhibidores de tripsina.

Factor toxico: aquellas sustancias que estan presentes en el alimento y que
producen patologias, anormalidades fisiolégicas y/o anatdmicas, y que no puede
ser disminuida con una fortificacion o suplementacién alimenticia. Entre estos

factores encontramos a los alcaloides.



e 4.2 COLORIN (Erythrina americana) ®*>*¥

El género Erythrina, perteneciente a la familia botédnica Leguminosae,
comprende alrededor de 115 especies, esta ampliamente distribuido en México y

cuenta con aproximadamente 27 especies localizadas en el centro y sur del pais.

Entre estas especies se encuentra Erythrina americana, arbol nativo del
continente americano y apreciado como planta ornamental. Es también conocido
como colorin, pito, patol, chac molché, pureque, colorina, chocolin, madre chontal
y tzon-pantli. Se localiza en los estados de Querétaro, Estado de México, Puebla,
Distrito Federal, Morelos, Veracruz, Tabasco, Chiapas y Yucatan.

e 4.2.1 DESCRIPCION BOTANICA #2327

Erythrina americana es un arbol de clima tropical y subtropical, caducifolio, que
mide de 7- 10 metros de altura. Tiene hojas trifoliadas de forma triangular
ovaladas; las flores son de color rojo brillante, en racimos cénicos con los pétalos
enrollados y aparecen en el extremo de la rama, cuando el arbol ha perdido sus
hojas. El fruto es una vaina, mide entre 10 y 20 cm de largo y aproximadamente 2
cm de ancho. Dentro de las vainas se encuentran las semillas, de
aproximadamente 1 cm de longitud, con superficie lisa y de color rojo, venenosas
debido al contenido de alcaloides. El tronco y tallos son de madera suave y ligera.

La corteza, al igual que las semillas, es venenosa.

Figura 1. Flores de Erythrina americana.



Figura 2. Hojas de Erythrina americana.

Figura 3. Vainas con semillas de Erythrina americana.
e 4.2.2 PRINCIPALES PRODUCTOS Y UTILIZACION (2324

El arbol es utilizado como planta de sombra y ornato, para jardines, parques y
calles, ya que es muy atractivo debido al color rojo de sus flores. También es

usado para dar sombra en plantaciones de cacao y café.

La madera tiene poco valor y su uso se limita a la manufactura de tapones para
botellas, esculturas y tablas pequenas.

Las flores se consumen en algunas regiones y ya sean fritas o hervidas, son muy
apreciadas como complemento alimenticio. En México es comun guisarlas
capeadas con huevo y servir acompafadas de frijoles. Para evitar un sabor

amargo, solo se consumen los pétalos, la parte roja de la flor.

Las semillas son sumamente venenosas, El extracto de éstas tiene propiedades
semejantes al curare. Se utilizan para hacer adornos y bisuteria como collares,

pulseras.



La corteza se utiliza como veneno para animales nocivos, como estupefaciente
para peces y en pequenas cantidades en medicina casera como agente hipnético.

Figura 4. Semillas de Erythrina americana en un collar.
e 4.2.5ALCALOIDES DE Erythrina americana ‘%%

En las semillas se han encontrado principalmente inhibidores de tripsina y

alcaloides, siendo estos ultimos los mas relevantes.

En estudios realizados en las semillas, se ha observado que contienen gran
cantidad de alcaloides, especialmente erisodina, erisovina, erisopina, a- eritroidina
y B-eritroidina. También se tiene la referencia de que los mas abundantes son las

eritroidinas.

a-eritroidina (X=H,) B-eritroidina (X=H,)
8-oxo-w-eritroidina  (X=0) 8-oxo0-f-eritroidina (X=0)

Figura 5. Estructura de las moléculas de eritroidina.



Los alcaloides son sustancias nitrogenadas alcalinas (de ahi su nombre, “alcali”),
heterociclicas, con estructura molecular compleja, de origen vegetal y que
generalmente presentan propiedades farmacolégicas como analgésicos vy
anestésicos. Proceden del metabolismo de los aminoacidos. Las moléculas que
corresponden a estos criterios se les llaman Alcaloides Verdaderos. Aquellas que
cumplen parcialmente se les consideran seudo-alcaloides o protoalcaloides vy
generalmente no tienen el atomo de nitrégeno incluido en el anillo del heterociclo,

como la efedrina y la colchicina.

Son sélidos cristalinos, se encuentran como sales de &cidos organicos, son
activos Opticamente. Sus sales son solubles en agua e insolubles en disolventes
organicos y en su forma basica, son insolubles en agua y solubles en disolventes
organicos. Facilmente se detecta su presencia por los precipitados que dan al
reaccionar con los siguientes reactivos: tetrayodo mercuriato de potasio, triyoduro,

yodoplatinatos, tetrayodo bismutito de potasio, etc.
e 4.3 LiPIDOS ®#3

Los lipidos son un grupo de compuestos constituidos generalmente por carbono,
hidrogeno y oxigeno, que integran cadenas hidrocarbonadas alifaticas o
aromaticas, aunque en ocasiones también contienen fosforo y nitrégeno. Se
caracterizan por ser en su mayoria, solubles en disolventes organicos y poco o
nada solubles en agua. Desempenan multiples funciones en el organismo, son la
fuente energética mas importante (cada gramo produce 9 kcal), son parte
estructural de membranas celulares y de los sistemas de transporte de
nutrimentos; algunos son vitaminas, hormonas, pigmentos, otros ayudan al
crecimiento y a mantener saludable el organismo; forman el tejido adiposo que
sirve de reserva energética, ademas de ayudar a mantener estable la temperatura

del organismo.
Pueden dividirse en:

o Lipidos simples: Esteres de acidos grasos y alcoholes. Grasas, aceites y

ceras.



o Lipidos compuestos: Lipidos simples conjugados a moléculas no lipidicas.
Fosfolipidos, Glucolipidos, Lipoproteinas.

o Compuestos asociados: Acidos grasos, pigmentos, vitaminas liposolubles,
esteroles e hidrocarburos.

e 4.3.1 GRASAS Y ACEITES®??

Las grasas y los aceites son considerados lipidos simples, estan constituidos por
triacilgliceroles (triglicéridos), triésteres del glicerol con tres acidos carboxilicos de
cadena larga. Se encuentran en los alimentos, principalmente en tejidos animales
y semillas oleoginosas; en frutas y verduras se presentan en bajas
concentraciones. Contribuyen a las propiedades sensoriales de los alimentos,
principalmente a la textura, como la cremosidad de la mantequilla, el derretido del
chocolate y la textura crujiente de las papas fritas. Son de vital importancia en la
dieta, ya que nos proporcionan acidos grasos importantes para el desarrollo y

mantenimiento del organismo.
e 4.3.2 ACIDOS GRASOS #°

Los acidos grasos son moléculas que contienen un grupo funcional carboxilo
(-COOH) unido a una cadena alifatica lineal de numero par de carbonos. Esta
estructura les proporciona un caracter anfipatico, donde el extremo carboxilico
tiene caracteristicas polares y i6nicas, y el otro extremo (-CHj) tiene
caracteristicas apolares. El numero de carbonos en los acidos grasos puede ir
desde 4 (como el &cido butirico) hasta 36 (como los que se encuentran en el
cerebro), aunque los que se encuentran mas comunmente en la naturaleza
contienen entre 12 y 24 atomos de carbono. Generalmente se encuentran
esterificados formando los triacilgliceroles; la hidrélisis de una grasa o un aceite,

produce glicerol y tres acidos grasos.

Se pueden dividir en dos grandes grupos, dependiendo de si la cadena alifatica
esta formada por enlaces sencillos o si contiene enlaces dobles.
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e 4.3.3 ACIDOS GRASOS SATURADOS® >#2

Los acidos grasos saturados son aquellos que tienen la cadena de carbonos,
saturada de hidrégenos, sin ningun doble enlace, Unicamente enlaces simples.

Este grupo estd constituido principalmente con acidos de 4 a 24 atomos de
carbono. El punto de fusion es proporcional al peso molecular, mientras que la
solubilidad en agua es inversamente proporcional al mismo. Una gran parte de
estos acidos grasos se presentan en forma de sélidos (por su alto punto de fusion)

y son mas comunes en las grasas de origen animal.

Los ejemplos mas comunes son el acido palmitico (que se encuentra en los lipidos
de la palma), el acido butirico (presente Unicamente en la leche), el &cido laurico y

el 4cido estearico.

-

Figura 6. Estructura del acido estearico.

e 4.3.4 ACIDOS GRASOS INSATURADOS®*?2

Estos acidos grasos contiene una o mas insaturaciones o dobles enlaces
carbono-carbono (C=C) a lo largo de la cadena alifatica. Son muy abundantes en

los aceites vegetales y marinos.

Como consecuencia de su estructura, el punto de fusiéon es mas bajo que el de los
acidos grasos saturados. Debido a la presencia de dobles enlaces, estos
compuestos tienen una gran reactividad quimica, y son propensos a

transformaciones oxidativas y de isomerizacion.

Aquellos que contienen sélo una insaturacion se les llama monoinsaturados, como
el acido oleico y el palmitoleico. Los que contienen dos o0 mas insaturaciones se

les llama poliinsaturados, como el &cido linoleico, linolénico y araquidénico.

11
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Figura 7. Estructura del acido oleico.

e 4.3.5 ACIDOS GRASOS ESENCIALES®*"

Algunos acidos grasos son considerados esenciales o indispensables. Se les
llama de esta manera porque el organismo del ser humano no es capaz de
sintetizarlos por si mismo, y requiere de un consumo continuo ya que es
indispensable para el funcionamiento y crecimiento normal de los tejidos. Dentro
de estos acidos se encuentran el acido linolénico y acido linoleico, que es
precursor del acido araquidénico, importante en la formacion de membranas
celulares. Ademas, los acidos grasos esenciales son importantes para el
crecimiento, y el mantenimiento de la piel, del pelo y del sistema reproductivo, asi

como la regulacion del metabolismo del colesterol.
e 4.3.6 FACTORES FISICOQUIMICOS 02131

Entre los analisis que se realizan a los alimentos, existe una gran variedad para
evaluar a las grasas. Los resultados de estos andlisis proporcionan informacién
importante acerca de la calidad, su composicion, el origen e incluso el uso que

puede darsele a la grasa en cuestién.

indice de acidez: es la cantidad de miligramos de hidréxido de potasio (KOH)
necesario para saponificar los acidos grasos libres presentes en 1 gramo de
grasa. Se expresa generalmente como porcentaje de acidos grasos calculados en

términos de acido oleico.

Este indice es indicador de los acidos grasos libres, los cuales se han desprendido
de los acilgliceroles por accién enzimatica u oxidativa. Es también indicador de la
rancidez del aceite, la cual va muy unida a la presencia relativamente alta de

acidos grasos libres, asi como de su calidad y estabilidad.

12



indice de saponificacion: es el peso en miligramos de KOH que se requiere para
saponificar completamente 1 gramo de grasa. Este indice es inversamente
proporcional al peso molecular de los acidos grasos, por lo tanto, los &cidos
grasos de bajo peso molecular tienen un alto indice de saponificacién. La
alteracién o cambio de este indice puede ser indicativo de adulteracién de una

grasa en patrticular.

indice de yodo: es el niimero de gramos de yodo que son absorbidos por 100
gramos de lipidos, y es una medida del promedio de insaturaciones que contienen
las grasas. Asi, los aceites se pueden clasificar en aceites secantes (se secan
formando una pelicula firme), aceites semisecantes (forman peliculas pero con
gran lentitud) y aceites no secantes (no secan ni forman peliculas). Al igual que el
indice de saponificacién. la alteracion en los valores de este indice puede ser
indicativo de adulteracién de una grasa.

indice de refraccion: es la relacién que existe entre el seno del angulo de

incidencia y el seno del angulo de refraccién de un rayo luminoso, de una longitud
de onda determinada, que pasa del aire a la sustancia en examen. Cuando un haz

de luz que se propaga por un medio e ingresa a otro distinto, una parte del haz se
refleja mientras que la otra sufre una refraccion, que consiste en el cambio de
direccion del haz. En las grasas se utiliza para identificar una muestra y como
prueba de pureza de la misma, ya que cada grasa o acido graso tiene un indice de
refraccidon unico. Existe una relacién entre los acidos grasos y el indice de
refraccion: el aumento en el indice es proporcional al aumento de la cadena
alifdtica de los acidos grasos; también es proporcional al numero de dobles

enlaces en la molécula.

Densidad o peso especifico: es la relacién de la masa de una sustancia con el
volumen ocupado por esa masa, se expresa en g/mL o g/cm®. Debido a que el
volumen de un liquido varia con respecto a la temperatura, es importante
especificar la temperatura a la cual se hace esta determinacion. En grasas y
aceites se utiliza la “densidad relativa”, que se refiere a la densidad del aceite pero
relativa a la densidad del agua en las mismas condiciones de temperatura (para

13



una grasa o aceite, la densidad siempre es menor que la del agua pura (1.0000
g/mL). La densidad esta también relacionada con el grado de insaturacién de los

aceites.

Punto de fusion: se refiere a la temperatura o rango de temperatura en la que la
sustancia cambia de un estado sélido a un estado liquido. Los acidos grasos, asi
como algunas grasas y aceites comunes, tienen valores de punto de fusién bien
definidos. Es un factor importante en la elaboracion de alimentos, y es un
indicativo de la identidad del compuesto, El punto de fusion disminuye en base al
aumento de insaturaciones de los acidos grasos, y aumenta entre mayor sea la

longitud de la cadena hidrocarbonada de los mismos.
* 4.4 PRODUCCION DE GRASAS Y ACEITES 9202

De manera comercial, existen diferentes maneras de obtener las grasas y aceites
a partir de muchas materias primas: las grasas animales se obtienen del tejido
adiposo por procesos térmicos de los animales sacrificados; los aceites vegetales
se producen a partir de las semillas de algunas plantas, por medio de prensas o
por extraccion con disolventes. Estas grasas y aceites son llamados “crudos” y
contienen gran cantidad de impurezas y compuestos distintos a los lipidos como
gomas, fosfatidos, proteinas, acidos grasos libres, etc. Para eliminar estas
sustancias y mejorar aspectos como color, turbidez, olor, sabor, y otras
caracteristicas de importancia en un alimento, se realiza la refinacion de la grasa
cruda. Después de este proceso, el aceite es llamado ‘“refinado” y tiene
caracteristicas y composicion diferentes que el aceite “crudo”.

e 4.4.1 EXTRACCION DE LA GRASA @2

En el caso de las semillas, la grasa puede obtenerse de maneras distintas. En
cualquier caso, la semilla se limpia, se descascarilla y se tritura. Posteriormente se
puede hacer el desengrasado por medios mecanicos, como es el prensado, o por

medios quimicos, como la extraccién con disolventes.
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Para la extraccién con disolventes, se calienta la muestra con disolvente, y se
extrae de forma continua. A la mezcla de aceite con disolvente se le llama
“miscela”, es sometida a una destilacién con temperaturas inferiores a las 110°C

para separar el aceite crudo del disolvente.

En la industria alimenticia se usa el hexano como medio de extraccion, ya que es
un disolvente de caracteristicas bien definidas: de baja explosividad, de menor
toxicidad y puede ser facilmente separado por destilaciéon a temperatura de 60°C,

elimindndose casi por completo los residuos de disolvente.
e 4.4.2 REFINACION DE ACEITES ©®182%

La refinacién de los aceites comprende todos aquellos procesos en los que se
eliminan compuestos diferentes a los tracilgliceroles que componen un aceite,
y que proporcionan caracteristicas poco deseables para un producto final
comercial. Se pueden reconocer tres etapas basicas: desgomado,

neutralizacion y blanqueo.

o Desgomado 1820

El primer paso para la refinacion es el desgomado. Consiste en la extraccién de
fosfatidos, sustancias mucilaginosas y otros compuestos hidrosolubles por medio
de un lavado con agua y algun acido, como el fosférico, para ayudar a una mejor
hidratacion y solubilidad de los compuestos. Posteriormente, se separa la mezcla

por centrifugacion.

El desgomado es indispensable ya que las sustancias eliminadas en esta etapa
provocan mayor susceptibilidad a la oxidacién, problemas en el almacenamiento y

formacién de espumas durante el calentamiento.

En esta etapa se obtienen aceites con menor viscosidad, sin sélidos en la
superficie y sin turbidez.
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o Neutralizacion ('+18:20:31)

El aceite es tratado con un alcali para saponificar los acidos grasos libres, aunque
también se reducen los monoacilgliceridos y los restos de fosfatidos que pudieran
quedar después del desgomado. De esta manera, se obtienen jabones solubles
en agua que son facilmente eliminados por centrifugacion, y el jabon que haya
quedado acumulado se elimina con 1 o 2 lavados de agua, eliminado también por

centrifugacion.

Cuando el aceite contiene muchos acidos grasos libres, se forma una pasta dificil
de separar, por lo que se pueden emplear otros métodos como un sistema de
destilacion por arrastre de vapor con vacio y altas temperaturas (250°C).

El indice de acidez de un aceite refinado generalmente debe ser menor al 0.5% en

términos de acido oleico.

o Blanqueo (+1820:25.31)

El blanqueo consiste en eliminar los compuestos que imparten color al aceite
utilizando diversos agentes adsorbentes como carbdon activado vy tierras
blanqueantes como pueden ser los derivados de la bentonita
Al;SigO20(OH)4n(H20), para después retirar estos elementos por filtracion.

El carbdon activado a pesar de ser el agente decolorante mas efectivo para los
aceites, presenta ciertos inconvenientes, retiene gran cantidad de aceite y es dificil
de eliminar por completo. Los principales pigmentos que se eliminan en esta etapa
son las xantofilas, los carotenoides y las clorofilas.

e 4.5 PERFIL DE ACIDOS GRASOS !'+20:30)

Para conocer la composicién de acidos grasos de un aceite, se realiza un analisis
de la muestra con cromatografia que, ademas, nos ratifigue o confirme los
resultados de los parametros fisicoquimicos del aceite refinado o grasa cruda en
cuestion El método se basa en la separacion y determinacion de los ésteres
metilicos de los &cidos grasos por el método de cromatografia gaseosa. Es
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aplicable para grasas y aceites vegetales y animales, que contengan &acidos
grasos de 12 a 24 atomos de carbono.

En la cromatografia de gases existen dos fases, una mévil y una estacionaria. En
este caso, la fase mévil es el gas acarreador, el cual sirve para llevar la muestra a
lo largo de la columna, donde se encuentra la fase estacionaria. Los componentes
de la muestra se separan de la fase mévil y quedan retenidos en la fase
estacionaria en diferentes tiempos, segun la afinidad del compuesto. Al salir de la
columna, cada compuesto genera una senal en el detector. La sefal que se
produce es procesada y se genera un grafico de separacion de las sustancias.
Este grafico se compara con los graficos obtenidos a partir de estandares
comerciales, para identificar cada sustancia separada segun el tiempo de

retencion.

El tipo de columna utilizada dependera del equipo cromatografico utilizado. Los
detectores mas comunes son de ionizacién de flama y de conductividad térmica.
El gas acarreador es un gas inerte, los mas usados son el helio, el nitrdgeno vy el
argon. Las temperaturas utilizadas pueden ser mayores a 210°C, sobre todo si se
trata de 4cidos grasos de cadena larga (mas de 20 carbonos).

* 4.6 ENSAYO BIOLOGICO - 17-1926)

Un ensayo bioldgico consiste en evaluar uno o varios efectos de un agente fisico o
quimico sobre un organismo vivo, bajo condiciones establecidas y controladas.
Los efectos se observan en reacciones del organismo tales como crecimiento,
cambios morfoldgicos, fisioldgicos o histologicos, muerte, proliferacién, etc. Estas
reacciones son influidas también por el tipo de organismo utilizado y las

condiciones del sistema en el que se desarrolla el experimento.

Elegir un organismo de prueba adecuado para un bioensayo dependera del efecto
que se desea evaluar y de las caracteristicas del organismo. Es importante
asegurar que la respuesta de una poblacién expuesta a cierto agente se deba al
efecto de éste y no a las variaciones de la sensibilidad de los organismos o a las
fallas operacionales en el desarrollo del método. Por lo general, se utilizan
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organismos criados en laboratorios que cumplen con caracteristicas
estandarizadas y conocidas que reduzcan las variaciones intrinsecas debidas a la
variabilidad intraespecie.

Para la elaboracién de un bioensayo se deben tomar en cuenta los principios
basicos del disefio de experimentos. Esto implica un numero razonable de

repeticiones, aleatorizacién, y un control para lograr una estimacion valida.

Los bioensayos son una importante herramienta para la evaluacién de la calidad y
toxicidad de un alimento porque los resultados pueden ser indicativos y
trasladables para otras poblaciones similares de seres vivos.

Entre los ensayos biolégicos mas usados en el campo alimentario se encuentra la
Relacion de Eficiencia Proteica (REP), que mide la relacién entre el peso corporal
y la cantidad de proteina ingerida. Los valores obtenidos generalmente se
ajustan, tomando en cuenta el valor experimental de la caseina, y el valor de la
proteina estandar, en este caso es de 2.5. Este experimento se realiza con ratas
Wistar o Sprague Dawley, recién destetadas, cuyo peso tenga una diferencia no
mayor a 10 g entre cada rata. Se les suministra una dieta con el 10 % de proteina,
por un lapso de 28 dias, teniendo como referente una dieta con 10% caseina.
Para el andlisis estadistico de los resultados se hace un andlisis de varianza
(ANOVA).
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5. METODOLOGIA
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e 5.2 RECOLECCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

El material fue recolectado de los arboles de Erythrina americana ubicados en la
Facultad de Ingenieria y la Facultad de Quimica en el campus de Ciudad
Universitaria, y algunas localidades del sur de la Ciudad de México.

e 5.3 LIMPIEZA Y SELECCION DE LAS SEMILLAS

La limpieza se llev6 a cabo de manera manual, retirando las semillas de las
vainas y cualquier otra impureza como ramas, hojas, insectos, semillas danadas,

entre otros. Es importante que la semilla se encontrara libre de gorgojos.

Se eligieron soélo las semillas que tuvieran un color rojo-anaranjado brillante, con
superficie lisa. Se descart6é cualquier semilla que tuviera coloraciéon café o negra,

que estuviera quebrada y/o con agujeros en la superficie.
e 5.4 FRACCIONAMIENTO

Se utilizé un molino Thomas-Wiley modelo 4, con una malla de 4 mm para obtener

la semilla fraccionada.

e 5.5 EXTRACCION DE LA GRASA
Debido a que un solo equipo resultaba insuficiente para la cantidad de
semilla a desengrasar, se requirieron tres equipos a condiciones distintas
para la extraccién de la grasa.

v' Dispositivo tipo Soxhlet. Lab. 111 Departamento de Farmacia. Edificio E.
Facultad de Quimica. UNAM.
Capacidad: 1.3 kg

o Extraccién exhaustiva

O

o

Temperatura 31°C

Disolvente: Hexano Q.P.

O
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v' Equipo Soxhlet. Lab. 323 Departamento de Alimentos y Biotecnologia.
Edificio E. Facultad de Quimica. UNAM.
o Capacidad: 10 L
o Extraccién exhaustiva
o Temperatura 41- 52°C
o Disolvente: Hexano Q.P.

v' Equipo de extraccion solido-liquido. Laboratorio de Ingenieria Quimica.
Facultad de Quimica. UNAM.
o Capacidad: 2.5 kg
o Extraccidn tipo Soxhlet, exhaustiva.
o Temperatura 65°C
o Disolvente: Hexano Q.P.

Toda la grasa obtenida en las extracciones se mezclé de forma homogénea. El
disolvente se recuperé con un rotavapor a 60°C y posteriormente la grasa se
coloco en charolas para eliminar en su totalidad las trazas de disolvente.

A la grasa se le insuflé nitrégeno para eliminar la mayor cantidad de aire y evitar la
presencia de oxigeno que pudiese provocar reacciones de oxidacién en los
lipidos; ademas se almacené a temperatura de congelacién (-15°C) para evitar
degradacion.

e 5.6 REFINACION DE LA GRASA

Fundamento. ©2% 3"

Este proceso se lleva a cabo en grasas y aceites crudos para eliminar sustancias
indeseables tales como &acidos grasos libres, gomas, pigmentos, proteinas y
productos de degradacién. Ademas mejora las caracteristicas sensoriales para
obtener un aceite agradable a los consumidores. La refinacion de la grasa se llevd

a cabo en tres etapas: desgomado, neutralizacion y blanqueo.
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o 5.6.1 DESGOMADO
Fundamento. ®>3"
Los aceites crudos tienen en su composicién fosfatidos, proteinas, sustancias
mucilaginosas y gomas. Estos compuestos se encuentran en el aceite en su forma
anhidra, en su forma hidratada son insolubles y precipitan. Utilizando &cido citrico
o fosférico se obtienen mejores resultados en el desgomado.

Material y reactivos.
v" Vaso de precipitados de 1000 mL
Agitador magnético de 2 pulgadas
Termometro de mercurio
Probeta graduada de 25 mL.
Parrilla de calentamiento y agitacién multiple
Centrifuga Eppendorf 5702
Solucién de acido fosférico (HzPO4) al 0.1%

N N N RN

Procedimiento.

Se calenté el aceite crudo con agitacién suave, se afadié 3 % de H3PO4 0.1% con
respecto al volumen de aceite a refinar. Se elevd la temperatura de la mezcla a
69°C durante 5 minutos. Se centrifugé a 4000 revoluciones por minuto (r.p.m.) por
15 minutos a temperatura ambiente. Se separé por decantacién el aceite del
precipitado formado.

o 5.6.2 NEUTRALIZACION
Fundamento. ''3"
El aceite es tratado con un alcali para saponificar los acidos grasos libres. De esta
manera, se obtienen jabones solubles en agua que son facilmente eliminados por
centrifugacion, y el jabén que haya quedado acumulado se elimina con 1 o 2
lavados de agua caliente.
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Material y reactivos.

v" Vaso de precipitados de 1000 mL
Agitador magnético de 2 pulgadas
Termometro de mercurio
Probeta de 500 mL
Parrilla de calentamiento y agitacién multiple
Centrifuga Eppendorf 5702 (Neutralizacién)
Centrifuga Soruall RC-5B (Lavado)
Solucién de hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1N
Agua destilada

NS N N N N W NN

Procedimiento.

Previamente se tomd una muestra del aceite desgomado y se determiné la
cantidad de sosa 0.1N necesaria para neutralizar 1 mL de aceite desgomado. A
partir del resultado obtenido y con respecto al volumen de aceite desgomado, se
anadio6 el volumen necesario de la solucién de NaOH 0.1N mas un exceso de 10%
de la misma, para la neutralizacién del aceite. Se calenté con agitacion minima en
una parrilla a 52°C por 5 minutos. Durante este paso se puede formar una
emulsion, sin embargo, un simple cambio de temperatura favorece la ruptura de la
misma. Posteriormente se centrifugd a 4000 r.p.m. durante 15 minutos a
temperatura ambiente y se recuper6 el aceite por decantacion.

Para el lavado se agregd 10% de agua destilada caliente (80°C) con respecto al
volumen de aceite y se calent6é a 83°C por 5 minutos en una parrilla con agitacion
moderada. Después se centrifugdé en una a 8000 r.p.m. a 20 minutos a 20°C. Se
recuperd el aceite por decantacion, con sumo cuidado para evitar cualquier

residuo de agua jabonosa.

o 5.6.3 BLANQUEO

Fundamento. 3"
El blanqueo consiste en eliminar las sustancias que imparten color al aceite como

es el caso de clorofilas y antocianinas, utilizando diversos agentes adsorbentes

23



como es el caso del carbén activado, arcillas derivadas de bentonita o tierras
blanqueantes.

Material y reactivos.
v" Vaso de precipitados de 1000 mL
Agitador magnético de 2 pulgadas
Termometro de mercurio
Parrilla de calentamiento y agitacién multiple
Matraz Kitasato de 1000 mL
Embudo Biichner
Papel filtro Whatman #52

Carbon activado granulado

NSNS

Procedimiento.

Se agregd 2.5 % de carbén activado granulado con respecto al volumen de aceite
neutralizado. Se calenté a 90°C por 5 minutos en una parrilla con agitacion. Aun
caliente, se filtré dos veces con doble papel filtro Watman #52 y vacio.

e 5.7 FACTORES FiSICOS Y QUIMICOS

o 5.7.1 DENSIDAD
Fundamento. ('®
Determinacién de la masa por unidad de volumen, bajo una temperatura dada. La
densidad relativa es la densidad de una sustancia con respecto a la densidad del

agua, bajo las mismas condiciones.

Material y reactivos.
v" Picnémetro de 10 mL
v" Termometro de mercurio
v' Balanza analitica
v Bafo de temperatura controlada GRANT Mod. SE-10
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Estufa de vacio

v
v" Mezcla crémica
v' Etanol

v

Agua destilada

Mezcla crémica: Se pesoé en la balanza analitica 6.0 g de dicromato de potasio. Se
pulverizd en un mortero y se paso6 a un vaso de precipitados de vidrio. El mortero
fue lavado con muy poca agua destilada para evitar pérdidas. El dicromato de
potasio fue disuelto con agua destilada, la minima necesaria. El vaso de
precipitados con la solucion se colocé en un bano de hielo, en la campana de
extraccion. Con suma precaucion se afadieron 200 mL de acido sulfurico
concentrado, agitando constantemente. Finalmente se enfrié por un lapso de 5-10
minutos en el hielo. La mezcla crémica se envaso en frasco ambar de vidrio con

tapa, fue etiquetado y colocado junto con los acidos.

Procedimiento.

Para medir la densidad de agua, se lavo el picndmetro con la mezcla crémica.
Después se lavo repetidamente con agua destilada. Se metié a la estufa de vacio
a 75°durante 30 minutos para secarlo y al término se colocé en un desecador.

Se hirvié agua destilada y se enfrié a 20 °C. Se llend el picndmetro y se introdujo
en un bafo maria a 25 + 0.5°C durante 30 minutos. Después de este tiempo, se
ajusté el nivel del capilar, se secd cuidadosamente con papel absorbente y se
peso en la balanza analitica.

El picnémetro se lavd varias veces con etanol, se sec6 y se pesé. La densidad del
agua se calculé por diferencia.

Para el aceite se llevé a cabo el mismo procedimiento. La densidad relativa del
aceite se calcula dividiendo la densidad del aceite entre la densidad del agua,

obtenidas a la misma temperatura (25°C).
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o 5.7.2 PUNTO DE FUSION

Fundamento. ('®
Es la temperatura a la cual una grasa o aceite sélido, funde completamente, se

convierte en liquido.

Material y reactivos.

v Capilares de vidrio con diametro interno de Tmm
Mechero Bunsen
Lente de aumento
Termometro de mercurio graduado de -10°C a 100 °C
Bano de hielo a -5°C
Ultracongelador REVCO

AR NEE NI NERN

Procedimiento.

Se llend el capilar con la muestra de aceite, obteniendo una columna de 2 cm de
longitud, sin burbujas. Se cerr6 el capilar con la flama de un mechero, sin quemar
la muestra. El capilar sellado se guardd en el ultracongelador a -50°C por 30
minutos. Con cuidado se tom6é el capilar y se colocé junto al bulbo del termémetro
dentro del bafio de hielo. Se observo con el lente de aumento el cambio de la
muestra en el capilar. El punto de fusién del aceite correspondié al rango de

temperatura en el que el aceite se volvié traslucido.

o 5.7.3 INDICE DE REFRACCION

Fundamento. ('®
Est4 basado en la relacion entre la velocidad de la luz en el aire y su velocidad en
la muestra grasa. Es muy util con fines de identificacion, comprobacion de pureza

y observacion del progreso de reacciones como la hidrogenacién catalitica.
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Material y reactivos.
v" Refractémetro de Abbé OPL No. 2154
Lampara de sodio
Termometro de mercurio graduado de -10°C a 100 °C
Bomba para agua
Bafo de agua

ASERNEE N NN

Mangueras

Procedimiento.

Se conect6 el bano de agua al refractobmetro por medio del juego de mangueras y
la bomba de agua. Se hizo circular el agua a temperatura de 20 °C a través del
prisma del refractdmetro. Se colocaron unas gotas de aceite en el prisma, se
extendid la muestra con una varilla de vidrio y se dejé en reposo por unos minutos
para que la muestra tomara la temperatura de 20°C.

El refractdmetro se colocé frente a la lampara de sodio y se observo por el ocular.
Se ajustd hasta ver el campo de vision dividido en una mitad luminosa y otra

oscura. Se anot6 la lectura en la escala del indice de refraccion.

o 5.7.4 INDICE DE SAPONIFICACION
Fundamento. %%
Los éacidos grasos son saponificados con una solucion de KOH anadida en
exceso, obteniéndose glicerol y las sales respectivas de los acidos grasos. EIl KOH
sin reaccionar es titulado con una solucién de HCI y por diferencia con un blanco

se determina la cantidad necesaria de potasa para saponificar la muestra.

Material y reactivos.
v' Balanza analitica
Buretas graduadas de 50 mL.

v
v" Condensador o tubo refrigerante
v' Canastilla de calentamiento

v

Soporte universal
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Anillo metalico

Pinzas de tres dedos

Fibra de vidrio

Solucién etandlica de hidréxido de potasio

Acido clorhidrico 0.5N

Solucién metandlica indicadora de fenolftaleina al 1% p/v

SN N N N

Solucién etandlica de KOH: se pesaron 40 g de KOH granulado y 45 g de 6xido de
calcio en la balanza analitica. Se pulverizaron ambos compuestos en un mortero.
Se transfirié la mezcla de manera cuantitativa con ayuda de porciones etandlicas
a un matraz aforado de 1 litro. Se anadi6é etanol suficiente para aforar. Y se agité
vigorosamente durante 5 minutos. Esta operacién se repitié a lo largo del dia, se
dejé reposar durante toda la noche. Al siguiente dia se filtr6 la solucién.

Solucion metandlica indicadora de fenolftaleina al 1% p/v: Se pesé 1 g de
fenolftaleina en la balanza analitica. Se disolvié en 20 mL de metanol. Se trasvasé
a un matraz aforado de 100 mL. Se llevé al aforo con metanol.

Procedimiento.

En la balanza analitica se pesaron 5.0 + 0.01 gramos de muestra en un matraz de
fondo plano. Se afiadié con bureta 50 mL de la soluciéon de KOH. Se colocé el
matraz en reflujo a 70 °C por 60 minutos. Se dej6 enfriar y se titul6 con HCL 0.5 N
usando fenolftaleina al 1% como indicador. Se hizo un blanco bajo las mismas

condiciones.

Calculos.

IS = %

IS= indice de saponificacién

B = Volumen de HCL 0.5N gastados en el blanco
S= Volumen de HCL 0.5N gastados en la muestra

28.5= masa molecular de KOH x 0.5N
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Fundamento.

5.7.5 INDICE DE ACIDEZ

20,30)

El indice de acidez mide el contenido de acidos grasos libres, dato indispensable

para la neutralizacion, ademas de servir como prueba de pureza, y en ocasiones,

como indicativo de reacciones de degradacidén que se hayan producido.

Material y reactivos.

v

AR NEENEEN

Matraces Erlenmeyer de 125 mL

Bureta graduada de 50 mL

Etanol

Solucién indicadora de fenolftaleina al 1%

Hidroxido de potasio 0.1N

Procedimiento.

Se neutralizé etanol con KOH 0.1N, usando fenolftaleina como indicador. Se pesé

con balanza analitica 1.0 + 0.1 g de la muestra de aceite en el matraz Erlenmeyer

y se le agregd etanol neutralizado. Se llevé a cabo la titulacién con KOH 0.1 N

agitando constantemente, hasta observar el vire de color amarillo a rojo cereza.

Calculos.
. ] mgKOH mL KOH x 0.1 N X 56.1¢g
Indice de aadez( ) =
g muestra gramos de muestra
56.1 = masa molecular del KOH
o 5.7.6 INDICE DE YODO

Fundamento.

20,21, 30)

Dentro de los acidos grasos existen aquellos que contienen dobles enlaces,

también llamados insaturados. Estos dobles enlaces dan la posibilidad de unién a
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una cierta cantidad de halégeno, en este caso monobromuro de yodo, también
conocido como Reactivo de Hanus. Este reactivo se afade en exceso en la
determinacién, de tal manera que el halégeno que no reacciona al final es titulado
con una solucién de tiosulfato de sodio, para obtener por diferencia la cantidad de

monobromuro de yodo adsorbido por la muestra de aceite.

Material y reactivos.

v' Matraces para yodo con tapén de vidrio de 250 mL
Buretas graduadas de vidrio de 50 mL
Balanza analitica
Acido acético glacial
Monobromuro de yodo (reactivo de Hanus)
Tiosulfato de sodio 0.1 N
Soludion de yoduro de potasio al 15% p/v
Solucion de almidén al 1% p/v
Cloroformo
Acido clorhidrico 1N

Dicromato de potasio

NS N N N N YR N N NN

Solucion de tiosulfato de sodio 0.1N: Se disolvieron 25 g de NaS.03
pentahidratado en un litro de agua destilada. Se llevd a ebullicibn moderada por 5
minutos y después se vacié en un frasco de vidrio color ambar previamente lavado
con mezcla cromica y agua. Se guardé en la oscuridad en un lugar templado.

Para la valoracion de la solucion, se pesaron 0.20 + 0.01 gramos de dicromato de
potasio, previamente secado a 100°C por 2 horas en estufa. Se disolvié en 80 mL
de agua destilada el dicromato de potasio junto con 2 g de yoduro de potasio. Se
anadieron 20 mL de HCI 1N e inmediatamente se puso en total oscuridad durante
10 minutos. Se titul6 con la solucidn de Na,S,O; usando como indicador la
solucién de almidon. Se calculd la normalidad exacta de la solucién de tiosulfato
de sodio.

Solucion de Yoduro de potasio al 15% : Se pesaron 15 g de yoduro de potasio y

se disolvieron en agua destilada. Se afordé a 100 mL.
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Procedimiento.

Se pesaron 0.25+ 0.1 g de aceite en un matraz para yodo con tapén de vidrio y se
disolvié la muestra con 10 mL de cloroformo. Se afadieron con bureta 25 mL de
reactivo de Hanus, se tapé e inmediatamente se coloc6 en oscuridad total durante
30 minutos con agitacién ocasional. Se anadieron 10 mL de la solucién de yoduro
de potasio y se agitdé vigorosamente. Después se agregaron 100 mL de agua
destilada recién hervida y fria, cuidando de lavar cualquier residuo del tapén de
vidrio. Se titulé con la solucién valorada de Na>S»0Os, afiadiendo unas gotas de
solucién indicadora de almidén cuando la coloracion amarilla casi desaparece, se
continué titulando hasta que el color naranja casi desaparecié. Antes del final de la
titulacidén se agit6é vigorosamente para que todo el yodo remanente fuera valorado.
Se hicieron 2 blancos bajo las mismas condiciones.

Calculos.

(B—S)XN x12.69

Indice de Yodo =
gramos de muestra

B= mL de Na>S,0O3 gastados en el blanco
S= mL de Na»S,03 gastados en la muestra
N= normalidad de la solucién de NaS>03
12.69= miliequivalentes de yodo

e 5.8 DETERMINACION CUANTITATIVA DE ALCALOIDES
Fundamento. (13230
Los alcaloides son sustancias nitrogenadas, heterociclicas, con estructura
molecular compleja, alcalinas (de ahi su nombre, “alcali”), de origen vegetal y que
presentan propiedades farmacolégicas. Se presentan como sélidos cristalinos, se
encuentran como sales de acidos organicos, son activos épticamente. Sus sales
son solubles en agua e insolubles en disolventes organicos y en su forma basica,

son insolubles en agua y solubles en disolventes organicos.
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Material y reactivos.
e Embudos de separacidén de 250 mL
e Probetas graduadas de 25 mL y 50 mL
e Vasos de precipitados de 100 mL, 150 mL y 250 mL
e Matraces bola de fondo plano
e Pipeta volumétrica 10 mL
e Microbureta de vidrio de 5 mL
e Soporte universal
e Pinzas de 3 dedos
e Potenciémetro
e Rotavapor
e Acido sulfarico al 2%
e Agua destilada
e Hexano
e Agua desionizada
e Amoniaco concentrado
e Cloroformo
e Sulfato de sodio anhidro
e Solucién saturada de Sulfato de sodio
¢ Mezcla etanol-cloroformo (3:2)
e Solucién de Acido sulfarico 0.01 N
¢ Rojo de metilo 0.1%

e Solucion de NaOH para determinacién de alcaloides.

Solucion de NaOH para determinaciéon de alcaloides: Se pesdé la cantidad
necesaria para la solucion (5 g aproximadamente). Se disolvié en 300 mL de agua
destilada y se calent6 en una parrilla. Se prepar6 una solucién de Cloruro de bario
con 2-3 g disueltos en 25-30 mL de agua destilada y también se calent6. Las dos
soluciones se mezclaron en caliente, se dej6 enfriar y se filtr6 por decantacion. La

solucion se aford a un litro con agua recién hervida y fria.
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Para la valoracién de la solucion de Hidréxido de sodio para determinacién de
alcaloides, se midieron exactamente 25 mL de la solucién con pipeta volumétrica.
Se anadi6 50 mL de agua destilada hervida y fria, y dos gotas de indicador
anaranjado de metilo (0.1%). Se titul6 con solucién valorada de HCI 0.1N. Se

realizé un blanco en las mismas condiciones.

Procedimiento.

Se pesaron 25 g de grasa en un vaso de precipitados y se agregd 25 mL de
solucion de &cido sulfurico 2%. Se trasvasdé a un embudo de separacion,
cuidando de no agitar fuerte, recuperando la fase acuosa. Se anadié otra porcién
de 25 mL de H»,SO4 al 2% al vaso de precipitados para lavar los residuos de
muestra, se trasvaso6 al embudo con grasa y se repitié la operacion. Se realizaron
2 lavados con porciones de 25 mL de agua destilada de la misma manera que con
el acido sulfurico. Las fases acuosas fueron recuperadas juntas y se pasaron a
otro embudo de separacién para realizar 2 lavados con porciones de 20 mL de
hexano. Nuevamente se recuperd la fase acuosa que fue alcalinizada con
amoniaco concentrado hasta un pH de 9.5+0.2. Con ayuda de un embudo de
separaciéon se hicieron 3 extracciones con porciones de 50 mL de cloroformo. Se
recupero la fase organica en un vaso de precipitados con 5 g de Na>SO4 anhidro.
La fase acuosa se extrajo con 3 porciones de 50 mL de la mezcla etanol-
cloroformo (3:2). Se recuperé la fase organica en otro vaso de precipitados con 5
g de Na,SO,4 anhidro.

Se trasvaso la fase organica de cloroformo a un matraz bola de fondo plano,
separando por decantacién el Na,SO, anhidro. Se destilé el cloroformo a
sequedad en el rotavapor. Posteriormente, se destild en el mismo matraz la fase
organica de etanol-cloroformo, también a sequedad.

El residuo (alcaloides) se resuspendié del matraz en exactamente 10 mL de
H,SO4 0.01N anadidos con bureta en dos porciones de 5 mL, se colocé el tapdn
de vidrio, se agité fuertemente y se trasvas6é a un matraz erlenmeyer. Se realiz
un lavado del matraz bola con 10 mL de agua desionizada para no perder
muestra. Por Ultimo, se adicionaron 5 gotas de indicador rojo de metilo 0.1% y se
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titulé con microbureta y la solucién de NaOH 0.1N valorada. Se realiz6 un blanco

en las mismas condiciones.

e 5.9 PERFIL DE ACIDOS GRASOS
Fundamento. 2%
Se basa en la separacion de los ésteres metilicos derivatizados de los &cidos
grasos contenidos en una muestra lipidica por el método de cromatografia de
gases y su posterior cuantificacién para conocer la composicién porcentual del

aceite o grasa en cuestion.

Material y reactivos.
v' Tubos de ensaye con tap6n de rosca
Pipetas pasteur
Micropipeta
Pipetas volumétricas
Parafilm
Bano de temperatura controlada GRANT Mod. SE-10
Vortex

N N NN

Cromatografo de gases Perkin Emer Auto System HP 5890 con detector de
ionizacién de flama

Columna capilar Supelco 24136 OMEGAWAX 250 , 30m x 0.25 mm,
0.25um

Jeringa de inyeccion para cromatografo de 1 mL

<\

Solucion de KOH 5% p/v en metanol

Soluciéon de HCI 10% v/v en metanol

Hexano grado cromatografico

Trifluoruro de bromo

Gas nitrégeno

Gas helio (gas acarreador)

Gas hidrégeno (para el detector de ionizacién de flama)

N N N N NN

Aire gas de alta pureza 99.99% (para el detector de ionizacién de flama)
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v' Estandares de referencia SIGMA (Acidos grasos : Palmitico C16, Estearico
C18, Oleico C18:1, Linoleico C18:2, Linolénico C18:3, Araquiddnico C20:4)

Procedimiento.
Se lavé todo el material de vidrio primero con agua y jabdén, después con mezcla
cromica y por ultimo con agua destilada.

»> Obtencion de ésteres.

Se pesaron 20 miligramos de la muestra, en un tubo de ensaye con tapén de
rosca. Se le anadieron 5 mL de KOH al 5% en metanol, se agitd en el vortex y se
coloc6 en bafo maria a temperatura de ebullicibn durante 20 minutos vy
posteriormente se dej6é enfriar. Se agregaron 5 mL de HCI al 10% en metanol y 2
mL de trifluoruro de bromo, se agité en el vortex y se puso de nuevo en el bafo
maria durante 20 minutos. Se dejé enfriar. Se adicionaron 10 mL de agua
destilada y 5 mL de hexano. Se agit6 con el vortex durante 1 minuto y se recuperé
la fase organica. Se realizaron otras dos extracciones con 5 mL de hexano cada
una.

Se evaporé casi a sequedad el hexano en un bafo maria a 60 °C y venteando con
gas nitrogeno. Se resuspendié el residuo en 1 mL de hexano.

En el caso de los estandares, se tomaron 10 microlitros de acido graso con

microbureta y se realizé el mismo procedimiento.
> Inyeccion de la muestra.
La esterificacion de cada muestra y estandar se llevd a cabo por triplicado. De

cada esterificacion se realizé una inyeccién de 2 microlitros al cromatografo de

gases.
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» Condiciones del cromatografo

En la Gréfica 1 se observan las condiciones de tiempo y temperatura establecidos

para el perfil de las muestras de aceite refinado y grasa cruda.

e Temperatura inicial : 1770°C por 5 minutos
e Rampa de temperatura #1 : 5°C/min de 170°C a 215°C
e Rampa de temperatura #2: 0.8°C/min de 215°C a 240°C

e Temperatura final: 240°C por 10 minutos

Grafica 1. Rampa Tiempo vs Temperatura de la corrida cromatografica
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> Obtencién del cromatograma de estandares de acidos grasos.

En la Figura 8 se muestra el cromatograma obtenido de los estandares de &cidos
grasos, en las condiciones de presion y temperatura antes mencionadas.
Los tiempos de retencion de cada acido graso sirven como referencia para las

muestras de aceite refinado y grasa cruda.
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Figura 8. Cromatograma de estandares de acidos grasos.

Calculos.

P.
Porciento de icido graso = —— x 100

X P;

P;= area del pico correspondiente al acido graso.
> Pi=suma de las areas de todos los picos del cromatograma.

e 5.10 ENSAYO BIOLOGICO
Fundamento. (' 192
La Relacion de Eficiencia Proteica (REP) es un ensayo bioldgico de balance de
peso corporal para obtener la eficiencia proteinica del material a ensayar. En el
caso de la evaluacion de la grasa, el experimento se realiza con dietas
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isoproteicas, que contengan el mismo componente proteinico, con la variante de la
fraccion lipidica. En la Tabla 1 se presenta la composicion de las dietas a ensayar.

Tabla 1. Composicidn de las dietas para el ensayo biolégico REP (%).

Dieta Grasa
Cruda

Dieta Aceite

Dieta

Refinado

Ingrediente Control

Aceite de maiz, 6

marca Maceite

Grasa vegetal,

marca Aurrera

Aceite Refinado de Colorin

Grasa Cruda de Colorin

Caseina, 11.2 11.2 11.2
Cat. No. 960128
marca MPBiomedicals

Sacarosa, 22 22 22
Marca Soriana

Glucosa anhidra, 20 20 20
Marca Drogueria Cosmopolita

Dextrina, 25 25 25

marca Maizena

Mezcla de sales, 4 4 4
Cat. No.902842
marca MPBiomedicals

Mezcla de vitaminas, 2 2 2
Cat. No. 904654
marca MPBiomedicals

Celulosa, 14 14 1.4
Marca Teklad Test Diets
Solucién de colina 50% p/v 0.4 0.4 0.4
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Elaboracion de las dietas.

Se pesaron los ingredientes. Todos los polvos se pasaron por un tamiz # 20. La
grasa vegetal se calenté a fuego bajo para obtener una consistencia liquida. Se
mezclaron los polvos (excepto las mezcla de vitaminas). Posteriormente, se
anadi6 la grasa vegetal caliente y el aceite de maiz, para la dieta control, y los
aceites crudos y refinados para las dietas correspondientes. Por ultimo, se
anadieron las vitaminas y la solucion de colina al 50%. Todo el procedimiento se
llevé a cabo en condiciones de higiene, ya que es indispensable que las dietas
estén libres de cualquier microorganismo o compuesto que pueda causarle una
infeccion a las ratas. Las dietas se guardaron en frascos limpios con tapa, a
temperatura de refrigeracion (4 °C).

Procedimiento para el Ensayo de REP.

El ensayo bioldgico se realiz6 con 18 ratas macho, cepa Sprague Dowley, recién
destetadas, donde la diferencia de peso de la camada fue menor a 10 gramos.
Las ratas fueron pesadas y distribuidas por el método de culebra japonesa. Se
dividieron en tres lotes, de seis ratas cada uno, considerando la distribucion por
peso. Las ratas se colocaron en jaulas individuales, con alimento y agua a libre
consumo, a una temperatura promedio de 24°C, humedad relativa de 30-35%, con
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, durante 28 dias. Cada tercer dia fueron
registrados el peso corporal y el alimento consumido por cada rata.

Al término del experimento, se calcul6 el REP y el REP ajustado.

Calculos.

REPi = APi
'S YAL xF
n_REPi
REPexp = —n
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REP, 4 .
REP ajustado = REP,y, X casemaref

REPcaseina exp

REPi= Relacidn de eficiencia proteica individual

APi= Incremento de peso de la rata

> Al i= Alimento ingerido por la rata

n = numero de individuos (6)

F= Porcentaje de proteina de la dieta /100
REPex= Valor de REP obtenido del bioensayo
REPaseina ret= Valor de la caseina de referencia (2.5)

REPcaseina exp= Valor de la caseina experimental

5.11 DETERMINACION DE ENERGIA DIGERIBLE

Fundamento. ©®

Se basa en la determinacion de la densidad o contenido caldérico de las muestras

de las dietas evaluadas (energia ingerida), asi como de las heces de las ratas

(energia fecal) recolectadas en la ultima semana de ensayo biolégico de REP,

para obtener el porcentaje de energia digerible por el animal.

Material y Reactivos.

Balanza analitica

Estufa de secado

Mecha de algodén de 75 mm de longitud

Crisoles de acero inoxidable con diametro de 1 pulgada
Mango compactador metalico

Bomba calorimétrica GALLENKAMP, mod CBB-330-010 L.
Acido benzoico, estandar certificado para valor calérico.

Gas oxigeno
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Procedimiento.

Se pesaron entre 0.6 y 0.7 gramos de muestra triturada en un crisol, puesto
previamente a peso constante, junto con la mecha de algodén. Se compacté la
muestra con el mango metalico, cuidando que una parte de la mecha quedara
dentro de la muestra, ya que ésta es la conexién entre el alambre de ignicion de la
bomba calorimétrica y la muestra. Con mucho cuidado se retird el material no
compactado y se pesé para obtener el peso de la muestra.

El crisol fue colocado en la bomba y se introdujo la mecha en el alambre de
ignicion. Posteriormente, se cubrié con el capuchdon metélico de la bomba y se
cerrd para que quedara completamente sellado. El sensor del termopar se colocé
al ultimo en el lugar indicado para este fin en el capuchén.

Con un suministro de oxigeno a una presion minima de 30 bars, se abrid la
valvula de paso, obteniendo una presion de 25 bar dentro de la bomba. Cuando ya
se tuvo la presidn necesaria, se cerré la valvula y se ajustd el galvanémetro a
cero. Después de 10 segundos con las condiciones fijas, se oprimi6 el boton de
ignicién. Se toméd lectura méaxima obtenida en el galvandmetro.

Después de tomar la lectura, se abri6 la valvula de salida, se desconect6 el
termopar y se retird el capuchdon. Se cerré la valvula de salida y se enfrié el
capuchdén hasta temperatura ambiente con un bafo de hielo para proceder con la
siguiente muestra. Se hizo un triplicado por cada muestra.

Para la curva patron, se llevd a cabo el mismo procedimiento, con minimo 5
muestras con pesos diferentes en escala de de 0.1 a 0.7 gramos de &cido

benzoico.

Calculos.
Para realizar los calculos es necesario saber que:
1 g de acido benzoico= 26,454.3 Joules= 26.45 kJ= 6.317 kcal.
La curva estandar se obtiene graficando el contenido calérico (absisas) vs lectura

del galvanémetro (ordenadas).

Por interpolacién se obtiene la densidad o contenido calérico de cada muestra.
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Calculos.
CCD x AIi = EIi
CCF x Hi = EFi

CCD= Contenido caldrico de la dieta por gramo de muestra
Al i= Alimento ingerido por individuo en gramos

Eli= Energia Ingerible individual

CCF= Contenido calérico de las heces por gramo de muestra
Hi= Heces excretados por individuo en gramos

EFi= Energia Fecal individual

 EIi—EFi
%EDi = ———— x 100

" oEDi
%ED = Li=1 %EDI

%EDi= Porciento de Energia Digerible individual
El i= Energia Ingerible individual

EFi= Energia Fecal individual

n = Numero de individuos (6)

%ED= Porciento de Energia Digerible
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6.RESULTADOS Y DISCUSION

e 6.1 EXTRACCION DEL ACEITE

A continuacion se presenta el rendimiento del aceite obtenido por medio de

extraccion usando como disolvente hexano.

Tabla 2. Rendimiento de aceite de semilla de colorin.

Peso de colorin a extraer Peso de grasa obtenida Rendimiento
80 kg 12 kg 15%

Comparando el rendimiento obtenido con auténticas oleaginosas como coco,
palma o sésamo, tiene un rendimiento bajo. Sin embargo, es suficiente para ser
aprovechado, como el caso otros recursos naturales con un contenido de grasa

alrededor del 15%, como el maiz.

Tabla 3. Rendimientos medios en aceites de semillas oleaginosas comunes (%)? @

Maiz.....cee 16
AlgodoOn.......ceiniieee 34
Palma.......cccoiiiiir e 45
Girasol......cooiiiiiiiiir s 25
T 03 TN 18
S T=Yo: 114 o TR 47
Cacahuate........c.cocvieiiimiiiiir e 35
Cartamo........ccocieiiiicrsrr e 28

a . .. , . .,
Se han determinado los rendimientos por prensado mecanico, a excepcion de la soya que se

sometio a extraccion con disolvente.
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Figura 9. Grasa extraida de la semilla de colorin.

La grasa cruda obtenida presentdé un color anaranjado, turbidez y un olor
caracteristico penetrante. En la Figura 9 se aprecia una muestra de la grasa de

colorin, antes de ser sometida al proceso de refinado.

e 6.2 PROCESO DE REFINADO

Desgomado
Los cambios en esta etapa fueron:
o Antes: el aceite se mostraba demasiado viscoso, de color anaranjado
opaco, turbio y con solidos en la superficie, de olor penetrante.
o Después: se obtuvo un aceite con menor viscosidad, sin sélidos en la
superficie, sin turbidez, y disminuy6 el olor caracteristico.

o Residuos: se form6 una pasta color café viscosa, de olor desagradable.

Neutralizacién

Los cambios en esta etapa fueron:
o Antes: color anaranjado opaco, sin turbidez, olor caracteristico.
o Después: color anaranjado brillante, traslicido. Menor olor.
o Residuos: se form6 un precipitado blanco abundante.
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Blanqueo

Los cambios en esta etapa fueron:
o Antes: color anaranjado brillante, traslucido. Olor caracteristico.
o Después: color amarillo oscuro, traslucido. Disminucion del olor.

o Residuos: tierras blanqueantes coloreadas.

Tabla 4. Rendimiento del aceite de colorin en el proceso de refinacion.

Volumen inicial Volumen final Rendimiento
Aceite 1000 mL 660 mL 66%

Grafica 2. Rendimiento del proceso de refinado
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® Rendimiento

El rendimiento del aceite durante el proceso de refinacion fue de un 66% (Tabla 4).
En la Gréafica 2 se observa que la etapa en la que se reportd una mayor pérdida
fue durante el blanqueo, con una pérdida del 12% del total de aceite refinado.
Esto debido principalmente a que el carbén activado es muy adsorbente, por lo
que adsorbe no soélo las sustancias coloridas sino también una gran cantidad de
aceite. El papel filtro utilizado para la filtracibn también retiene cantidades
considerables de aceite.

El proceso de refinado, ademas de mejorar algunas propiedades sensoriales del
mismo, como el olor, sabor y color, también sirvié para disminuir la cantidad de

alcaloides presentes en la grasa cruda.

45



e 6.3 PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Tabla 5. Parametros fisicoquimicos del aceite crudo
y refinado de la semilla de colorin.

Parametro Aceite Crudo Aceite Refinado Grupo oleico-
linoleico'""®
Punto de Fusion (°C) 0.2a0.8 0.2a04 -5a29
Densidad Relativa 0.915 + 6x10™ 0.919 + 0.001 0.909-0.920
(25°C/25°C)
indice de acidez 1.87 + 0.24 0.20 + 0.007 Max. 0.5
(% acido oleico)
Indice de Saponificacion 191.34 + 0.55 190.42 + 1.13 181 - 197

(mg KOH/g muestra)
indice de refraccion  1.4694 + 9x10° 1.4684 + 3x10° 1.463 - 1.474
(20°C)
indice de Yodo (Hanus)  112.93 + 0.97 115.19 + 0.25 81-136
(g yodo/ g muestra)

En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos de los parametros
fisicoquimicos del aceite crudo y refinado de la semilla de colorin, los cuales
fueron comparados con los rangos para el grupo oleico-linoleico. Se muestran los
valores medios de cada determinacion, asi como su desviacion estandar.

Los valores obtenidos para cada parametro fisicoquimico se encuentran dentro del
rango del grupo oleico-linoleico, que corresponde al grupo donde se encuentran
los aceites comestibles.

e 6.4 DETERMINACION DE ALCALOIDES

La determinacion cuantitativa de alcaloides mostré los siguientes resultados:
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Tabla 6. Alcaloides en grasa y aceite refinado de Erythrina americana

Alcaloides (mg B- eritroidina/ 100 g muestra)
Grasa Cruda 5.37
Aceite refinado 0.31

Ahora bien, para alimentos de consumo humano que contienen alcaloides, como
seria el caso del aceite de colorin, no hay suficiente informacién disponible y son
sustancias de alto riesgo; para lo cual se tomé como referencia lo establecido para
glicoalcaloides en papa, donde se marca como Limite Maximo Permitido de 20 mg
de total de glicoalcaloide por 100 gramos de papa.

Antes del proceso de refinado, la grasa cruda tuvo un contenido significativo de
alcaloides; sin embargo, puede observarse que después del proceso de refinado
hubo una reduccién de mas de 10 veces el contenido de estos compuestos,
obteniéndose un aceite refinado lo suficientemente bajo en alcaloides como para
no ser considerado de riesgo en su ingesta.

e 6.5 PERFIL DE ACIDOS GRASOS

Después de la derivatizacion de las muestras y la posterior inyeccién de los
ésteres obtenidos en el cromatoégrafo de gases en las condiciones de temperatura
y presidn establecidas para el experimento, se obtuvieron los cromatogramas
siguientes.

La identificacién de los acidos grasos se realizd en base a los tiempos de
retencion del cromatograma de estandares y en las figuras 10 y 11 se presentan
los cromatogramas de la grasa cruda y aceite refinado de colorin,
respectivamente.

Los acidos grasos fueron cuantificados en base al area de los picos de cada
cromatograma. En la tabla 7 se muestran los resultados.
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Figura 10. Cromatograma de la grasa cruda.
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o Aceite Refinado

Qo

k)

[«b)

3 =
B
E
[40]
o
o
k=)
()
o
£
Qo
=
[4+]
><
Q
il o
Qo
Q
=
Alqe}
o
o k=
v B

| [=)

‘ £ ap C
|
|

| L L M .

100 20.0 30.0 40.0

Figura 11. Cromatograma del aceite refinado.
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Tabla 7. Porcentaje de acidos grasos en la grasa
cruda y el aceite refinado de colorin.

Acido Grasa Aceite

graso Cruda Refinado
Palmitico 17.31 16.92
Estearico 6.29 6.38

Oleico 45.27 45.37
Linoleico 23.43 22.73

Linolénico 0.67 0.80
a 1.96 2.05
b 1.63 2.02
c 3.12 3.73

La Tabla 7 muestra la poca variacidén en los porcentajes de acidos grasos antes y
después del proceso de refinado. El perfil de acidos grasos indica que tanto el
aceite refinado como la grasa cruda son ricos en acido oleico y acido linoleico,
ambos de vital importancia en la nutricion animal y humana, y confirma los
resultados obtenidos en las pruebas fisicoquimicas, que colocaron al aceite

refinado en el rango del grupo oleico-linoleico.

o 6.6 ENSAYO BIOLOGICO Y ENERGIA DIGERIBLE
La Grafica 3 muestra el promedio del incremento de peso acumulado para cada
dieta probada en el ensayo biolégico. Se observa que en todas hay una tendencia
lineal al incremento; sin embargo, la dieta hecha con Grasa Cruda de Colorin se
encuentra por debajo de la dieta control (Aceite de Maiz) y la dieta con Aceite

Refinado de Colorin.
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Grafica 3. Incremento de peso acumulado
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A partir de los resultados obtenidos del ensayo bioloégico y la determinacion de
energia digerible se realizd un analisis estadistico de varianza ANOVA de una sola
via al 95 % de confianza, acoplado a la prueba de rangos multiples de medias
DUNCAN, con el paquete de programacion estadistico STATGRAPHICS ver: 5.1.

Tabla 8. Resultados del ensayo biolégico (REP)
Y porcentaje de Energia Digerible.

Lote de animales REP %ED
alimentados con dieta:

Aceite de Maiz 3.16 + 0.1846° 95.2441 + 0.96312
(Referencia)

Grasa cruda 2.44 +0.1509° 93.6088 + 1.4299°
Aceite refinado 2.61 + 0.1928° 95.1449 + 0.87972

Letra diferente dentro de la columna indica diferencia significativa estadistica (a=0.05).

El analisis indico que, para el ensayo biolégico REP, no hubo diferencia
significativa entre las dietas de Grasa Cruda y Aceite Refinado de Colorin, pero
ambas dietas presentaron diferencia significativa al ser comparadas contra la

dieta de Aceite de Maiz. Esto indica que, a pesar de que todas las dietas tenian el
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mismo contenido de proteina (caseina), el tipo de grasa utilizado afectd la
eficiencia proteinica.

No se vio reflejada una mayor eficiencia proteinica con la dieta de Aceite Refinado,
a pesar de que el proceso de refinamiento tenia como propésito mejorar la calidad
del aceite y en consecuencia, mejorar el aprovechamiento de la dieta.  Sin
embargo, si se observa una REP mayor para la dieta de Aceite Refinado en

comparacién con la dieta de Grasa Cruda.

En cuanto a la energia digerible, se realizd también el analisis estadistico, el cual
indicé una diferencia significativa Unicamente en la dieta de Grasa Cruda, con
respecto a las dietas de Aceite Refinado de Colorin y la dieta control de Aceite de
Maiz. Por tanto, se puede mencionar que el proceso de refinado mejord la
disponibilidad energética del aceite, lo que posiblemente influyé en un mayor

incremento de peso, al contrario de la dieta de Grasa Cruda.

El bioensayo confirma que el aceite refinado puede tener fines alimenticios, en
base a los resultados obtenidos con los parametros fisicoquimicos y el perfil de
acidos grasos, que confirma que se encuentra dentro del grupo oleico-linoleico
que corresponde a los aceites comestibles.

En cuanto a la posible toxicidad de los alcaloides de Erythrina americana, se
observo en los individuos tratados con la dieta de Grasa Cruda un aumento en el
consumo de agua y ansiedad, caracteristicas atribuidas a un mayor contenido de
alcaloides y que no fueron vistas en los lotes alimentados con dieta de Aceite
Refinado y la dieta control de Aceite de Maiz (ambas consideradas no téxicas por

su bajo o nulo contenido de alcaloides).
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7. CONCLUSIONES

o El rendimiento de grasa obtenido a partir de la semilla de colorin por
extraccion con disolvente (15%), a pesar de no ser un valor alto, es
suficiente para ser aprovechado en la industria alimentaria.

o El proceso de refinado no afecté la composicion de acidos grasos en el
aceite y, por el contrario, aumenté la disponibilidad energética del aceite y
redujo mas de 10 veces la cantidad de alcaloides presentes en la grasa
cruda. Puede considerarse un método efectivo de destoxificacion de
grasas con alcaloides.

o Tanto el aceite refinado como la grasa cruda, tienen alto contenido en
acidos grasos insaturados, como es el caso del oleico (45 %) y el linoleico
(23%). Ademas, el aceite refinado tiene parametros fisicoquimicos dentro
del rango del grupo oleico-linoleico y el bioensayo mostrd que es una buena
fuente de acidos grasos indispensables, pero no puede equipararse la
calidad nutritiva con la del aceite de maiz, ya que es menor.

o El aceite refinado puede ser utilizado sin riesgo en alimentacion animal; sin
embargo, para ser utilizado en la alimentacion humana hacen falta mas
estudios, en especial para mejorar algunas caracteristicas sensoriales,
como el olor y el sabor, que pueden resultar desagradables para el

consumo humano.
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