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Introduccion

Uno de los problemas que enfrenta la actual sociedad es la gran acumulacion de
desperdicios organicos e inorganicos que se generan a diario.

La mayoria de los desperdicios inorganicos encuentran un futuro en el reciclaje,
haciendo que la generacidon de basura se reduzca de manera significativa, esto se
debe al tiempo que tardan en degradarse la mayoria de estos residuos ya que
unos pueden tardar un par de afnos y otros pueden tardar hasta miles de afos en
desintegrarse. Por otro lado, pese a que los residuos organicos tienen un tiempo
de degradacién muy corto, son el desperdicio que mas se genera y cuesta mas
trabajo de volver a encontrar un nuevo uso o de reciclarlos. Estos hechos han
provocado que se piensen y replanteen maneras en las que los desechos
organicos puedan ser procesados y de esta manera ser reutilizados en diferentes
sectores.

Estas propuestas no son cosa nueva, ya que algunos desperdicios organicos son
utilizados para servir como nutrientes a cultivos (compostas), como alimentos para
otras especies y en nuevos estudios, como una fuente de energia. Sin embargo,
son muchas las areas en las cuales se han buscado la utilidad pero no en todas se
obtienen resultados.

De alli la importancia de realizar estudios en la utilizacién de desperdicio organico,
ya que se genera mucho y el cual puede, en un futuro, encaminarse hacia otras
areas de interés a partir de materia prima “gratuita” y con posibles bajos costos de
procesamiento’.

Uno de los tantos desechos organicos que se genera actualmente en el pais,
especificamente en zonas donde se tienen las condiciones ambientales
adecuadas para llevar a cabo una granja piscicola, es el hueso de pescado. En el
Estado de México se encuentra gran parte de las granjas piscicolas las cuales se
dedican a la crianza de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y en las cuales
se generan grandes cantidades de desperdicio organico como las visceras del
pescado y los huesos de este (Imagen I).

Las visceras son un desecho que facilmente se le encuentra un nuevo uso, sea
como alimento (de forma directa o en procesamiento para generar harinas) o
como fuente de extraccion de aceite de pescado por la alta concentracién que
contienen sus organos. Sin embargo no es el mismo caso para los huesos de
pescado. Los huesos raramente se utilizan como alimento para otros animales
(perros y gatos) pero fuera de ese contexto no se utilizan con otro fin.

Diversos estudios han confirmado la existencia de diferentes aceites dentro de la
estructura de los huesos de la trucha, siendo los de mayor relevancia los de tipo
Omega. Los estudios han arrojado datos del tipo de aceite que se encuentra en
los huesos de pescado, sin embargo, la mayoria no habla de que cantidad se
obtiene, ya que esta varia del tipo de especie de pez asi como de las condiciones
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de crianza y también dependiendo del tipo de estudio que se esté realizando, ya
que muchos de estos estudios sélo se enfocan en identificar la presencia de
aceites, por lo cual sus métodos pueden variar al de uno que se enfoque a la
identificacion y cantidad a obtener de estos aceites®.

Los aceites de tipo Omega son aceites que se pueden encontrar en alimentos
como el pescado, nueces, semillas de mostaza, chia etc. También se encuentran
de forma procesada en suplementos alimenticios o en formas farmacéuticas como
capsulas de gelatina blanda. Son aceites con un gran aporte a la salud, siendo el
mas conocido el Omega 3.

Una dieta en la cual se incluyan alimentos con contenido rico en Omega 3 es una
dieta balanceada, ya que su aporte energético es el necesario sin dafiar nuestra
salud, ademas de los grandes beneficios que estos aportan a esta.

Algunos de los beneficios que el Omega 3 puede aportar a nuestra salud son la
disminucién de los niveles de triglicéridos y colesterol, la prevencion de formacion
de coagulos en las arterias al impedir la agregacién plaquetaria, la disminucion de
la presion arterial en personas con hipertension leve entre otros*.

Imagen I. Granja piscicola en el poblado Ojo de Agua, en el municipio de Villa Victoria, Estado de México. Autoria Propia



Marco Teorico

1. Acidos Grasos®

Un acido graso (AG) es una biomolécula de naturaleza lipidica formada por una
larga cadena hidrocarbonada lineal, de diferente longitud o numero de atomos de
carbono, en cuyo extremo hay un grupo carboxilo (son acidos organicos de
cadena larga). Cada atomo de carbono se une al siguiente y al precedente por
medio de un enlace covalente sencillo o doble.

En general, se puede formular un acido graso genérico como R-COOH, donde R
es la cadena hidrocarbonada que identifica al acido en particular.

Los acidos grasos forman parte de los fosfolipidos y glucolipidos, moléculas que
constituyen la bicapa lipidica de todas las membranas celulares (Imagen Il). En los
mamiferos, incluido el ser humano, la mayoria de los acidos grasos se encuentran
en forma de triglicéridos, moléculas donde los extremos carboxilicos (-COOH) de
tres acidos grasos se esterifican con cada uno de los grupos hidroxilos (-OH) del
glicerol.

Entre los lipidos se incluyen grasas y aceites ordinarios, ceras y compuestos
relacionados que se encuentran en los alimentos y en el cuerpo humano. En su
mayor parte (95%) estan compuestos por triacilglicéridos (TAG) que contienen una
molécula de glicerol vy tres acidos grasos.

Son necesarios para todos los seres vivos, pues no sélo fungen como fuente de
energia, sino que a demas juegan un papel muy importante en el crecimiento,
desarrollo y reproducciéon de los seres vivos. Los acidos grasos constituyen
principalmente la membrana celular, por lo que su deficiencia se puede traducir en
un mal funcionamiento de la célula y posteriormente la muerte de ella.

Imagen Il. Interaccion de acidos grasos y colesterol con la bicapa de fosfolipidos de las membranas celulares®



Los AG se pueden clasificar en dos tipos:

Por la longitud de su cadena pueden ser clasificados en:
a) Corta con 46 carbonos

b) Media de 8-12 carbonos
c) Larga de 14-18 carbonos

d) Muy larga de 20 o mas carbonos

Por su grado de saturacion se dividen en:
a) Saturados

b) Insaturados (monoinsaturados y poliinsaturados): Los AG que contienen
dos o mas dobles enlaces en su estructura se les llama acidos grasos
poliinsaturados (AGPI).

De acuerdo a la posicion del primer doble enlace de la cadena, denominado
Omega (Q), contando a partir del extremo metilo (Figura 1), existen tres familias de
Acidos Grasos Polisanturados (AGP) Q3, Q6 y Q9. Algunos AG se clasifican
como “acidos grasos esenciales” porque no pueden ser sintetizados por el cuerpo
humano y ademas son necesarios para funciones vitales, éstos son los de las
familias Q-6 y Q -3, conocidos comunmente como omega 6 y omega 3. (Figura Il)

FIG. 1 LOS ACIDOS GRASOS OMEGA-3 Y OMEGA-6

HO — o — extremo
3 metilo

” (o]

Acido alfa-linolénico (ALA, C18:3, omega-3)

HO

o]
Acido eicosapentandico (EPA, C20:5, omega-3)

HO — = — = — —

(o]
Acido docosahexandico (DHA, C22:6, omega-3)

HO

6
o

Acido linoléico (LA, C18:2, omega-6)
HO

o
Acido araquidénico (AA, C20:4, omega-6)

Figura I. Muestra la estructura, asi como la posicion del primer doble enlace para la familia Omega 3 y 6.
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El acido linoleico (C18:2Q6) y el acido a-linolénico (ALA) (C18:3Q3) son los acidos
grasos que dan origen a las dos familias Q6 y Q3 respectivamente®.

Acidos grasos

l L4 L
Poliinsaturados [ I'Liunn]ns.;lturmlot_.l Saturados
Omaega-3 Omega-6 Omega-9 y
LNA LA oL Ac. Laurico
EPA AA Ac. Palmitico
DHA DPA Ac. Estedrico

Figura Il. Distribucién de las familias de los acidos grasos segun su grado de saturacion®.

1.1 Acidos Grasos Poliinsaturados de la serie Q3 y Q6°

El acido eicosapentaendico (C20:5Q3 EPA) es un AGPI de cadena larga
perteneciente a la serie Q3 el cual, particularmente, ha sido objeto de diversas
investigaciones debido a sus efectos beneficiosos observados en lipidos
plasmaticos de personas con cardiomiopatias coronarias, en el cancer y la artritis
reumatoide. Desde el punto de vista fisiolégico, una de las funciones mas
importantes de los AGPI, es la de ser precursores de los eicosanoides
(compuestos organicos de cadena de veinte atomos de carbono).

Cabe mencionar que las propiedades fisioldgicas de los AGPI de la serie Q3 son
diferentes a los de la serie Q6. Mientras que los acidos y-linoléico (GLA) y
araquiddnico (AA), ambos de la familia Q6 y que se muestran en la Figura Ill, son
oxidados por la ciclooxigenasa para dar lugar a las prostaglandinas, los AGPI de la
familia Q3 presentan efectos beneficiosos para los trastornos inflamatorios. Por lo
tanto, el balance en la ingestion de acidos grasos Q3 y Q6 determinara el tipo y
cantidad eicosanoides en el organismo.



NOMENCLATURA DE LOS ACIDOS GRASOS ESENCIALES

Nombre comiin Nombre sistemitico Abreviatura Fdérmula

Familia -6:

Linoleico Cis-9.12, -octadecadienoico (LA) 182 6 C,H.0,

- linolénico Cis-6.,9,12 —octadecatrienoico 18:3 -6 C]SHNO:
Dihomoglinolénico  Cis-8,11,14 —eicosatrienoico 03 <6 CH.O
Araquidonico (AA) Cis-5,8.11,14-eicosatetraenoico 204 -6 C.HJO,
Adrénico Cis-7,10,13,16-docosatetraenoico 224 -6 C_:H]{,O:
Osmond Cis-4.7,10.13,16-docosapentaenoico 225 -6 CHO,
Familia -3:

-linolénico Cis-9,12,15-octadecatrienoico (ALA) 18:3 -3 CHHWO:
Esteariddnico Cis-6.9,12.15-octadecatetracnoico 18:4 -3 Cm]-l:“O:
Timnodénico Cis-3.8.11.14,17-eicosapentaenoico (EPA) 205 I CHO.
Clupanodénico Cis-7.10.13,16,19-docosapentaenoico (DPA) 22:5 -3 C_:HHO:
Cervonico Cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico (DHA) 22:6 -3 C,H,0,

("1
-

I
=]
[

Figura lll. Muestra la nomenclatura comun, sistematica y su férmula condensada de algunos AG esenciales de la familia
Omega 3y 6.

1.2 Solubilidad’

La cadena hidrocarbonada es apolar y cuanto mas larga sea y menos dobles
enlaces tenga, menor es su solubilidad en agua. Por su parte, el grupo carboxilo
es polar y esta ionizado a pH neutro (su valor de pKa esta entre 4 y 5). Estas dos
caracteristicas hacen que los acidos grasos sean moléculas anfipaticas que
pueden formar micelas en el medio acuoso.

Los acidos grasos insaturados tienen una relativa mayor solubilidad que los acidos
grasos saturados. Con respecto a su solubilidad, los solventes polares disuelven a
compuestos polares y los solventes no polares disuelven a los compuestos no
polares.

! Solubilidad
' Cloroformo Muy soluble
| Etanol Soluble

' Metanol Muy soluble
: Eter Poco soluble
L Agua Insoluble

Tabla I. Solubilidad que presentan la mayoria de los acidos grasos frente algunos de los solventes de mayor uso. Autoria
propia.
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2. Biosintesis de Acidos Grasos Poliinsaturados®

La informacién con la que se cuenta actualmente, sefala que existen dos
mecanismos para la biosintesis de los AGPI, uno aerdbico que ocurre en animales
y algunos microorganismos eucarioticos y otro anaerdbico que ocurre en bacterias
y algunos eucarioticos. Sin embargo, no muchos animales biosintetizan los acidos
grasos poliinsaturados por lo que estos deben ser obtenidos de alguna otra fuente
de alimento.

2.1 Metabolismo Aerobio®

El acido Docosahexaendico (C22:6Q3 DHA), es un componente importante en la
leche materna el cual contribuye al desarrollo normal del cerebro y el sistema
nervioso de los recién nacidos, se sintetiza en el reticulo endoplasmico utilizando
como precursores a los AGPI mediante el mecanismo aerdbico. La biosintesis
involucra desaturacion y elongacion de la cadena hidrocarbonada, procesos en los
cuales interviene el sistema enzimatico A6, A5 y A4 desaturasa para poder llegar a
la estructura del DHA. Gracias a estas enzimas se ha logrado corroborar el
mecanismo de la biosintesis de los AGPI en los mamiferos y en diferentes
microorganismos.

En general, los AGPI se sintetizan comenzando con un acido graso
monoinsaturado, el acido oleico (C18:1Q9). La elongacién de la cadena tiene lugar
cuando dos atomos de carbono pasan desde el donador (Acetil CoA a malonil
CoA) a la cadena del acido de graso. En la ruta de los Q3, la desaturacion produce
linoléico y a-linolénico. El primer doble enlace es introducido entre el carbono 12 y
13 del acido oleico, dando origen al acido linoléico. El segundo enlace se introduce
entre los carbonos 15 y 16 del acido linoléico formandose asi el acido a-linolénico.
Secuencias de elongacion y saturacion posteriormente dan como resultado el
DHA. Este mecanismo ha sido encontrado en la alga roja Porphyridium yezoensis
narawensi y en Mortierella alpina por mencionar algunas.

En el caso de los AGPI Q6, la sintesis se basa en dos reacciones que producen
acido araquidonico.



2.2 Metabolismo Anaerobio®

El segundo mecanismo de la biosintesis de AGPI es el denominado PKS, también
llamado Paso Anaerdbico de la Polikétido Sintetasa, que incluye un gran numero
de enzimas. El nombre anaerdbico se utiliza porque la ruta de sintesis no necesita
oxigeno molecular, sin embargo esta puede llevarse a cabo en condiciones
aerobicas.

3. Fuentes de Obtencién de Acidos Grasos Poliinsaturados®

Los AGPI Q6 como el acido linoléico, se encuentran en diversas semillas
(cartamo, girasol, poroto de soya, maiz, ajonjoli, etc.). El GLA esta presente en la
primula borraja y el AA se puede encontrar en visceras, carnes animales, huevos
y leche. Entre los AGPI Q3, el acido a-linolénico esta presente en el aceite de
semilla de linaza, chia, rosa mosqueta y en cantidades moderadas de soya, nuez,
pepita de calabaza etc.

Diferentes recursos marinos se caracterizan por su alto contenido de AGPI Q3. En
la actualidad la principal fuente de AGPI Q3 son los aceites de pescado de origen
marino. La composicién y la cantidad dependeran no s6lo de la especie, sino
también de la estacion del afo y del lugar geografico donde se realice la captura.
Los organismos marinos obtienen los AGPI Q3 desde el fitoplancton, bacterias
autotroficas marinas y del zooplancton. El fitoplancton es la principal fuente de
alimento de los herbivoros filtradores marinos y el principal aporte de acidos
linoléico y a-linolénico.

3.1 Peces™®

La composicion y propiedades nutricionales de la parte comestible del musculo del
pescado varian dependiendo de factores como la especie de pescado, el lugar y
eépoca de captura, asi como del proceso industrial al que se someta.

Aunque el pescado ha sido alimento por siglos, existen desde hace mas de dos
décadas numerosas publicaciones cientificas sobre los efectos benéficos del
consumo de pescado en el proceso de enfermedad y alimentacion-salud,
demostrandose la relacion entre su consumo y una buena salud. De los alimentos
que actualmente se consumen, los pescados son la mayor fuente de los acidos
grasos de la familia Q3, principalmente el acido eicosapentaenoico y el acido
docosahexaenoico.



Los acidos grasos que contiene el pescado es producto de la dieta alimenticia que
los peces llevan. Los AGP Q-3 de origen marino se forman en el cloroplasto de las
plantas marinas, microalgas que forman parte del fitoplancton o macroalgas, que
son consumidas por los peces, los cuales concentran EPA y DHA como
triacilglicéridos, principalmente en el tejido adiposo y en la grasa del musculo. El
pez los adquiere, formando asi, parte fundamental de la estructura de su musculo
y el hueso del pescado por lo cual se ha pensado que también los AGPI son parte
fundamental en la formacién de la estructura de los huesos. Por ende, el pescado
en una fuente rica en AGPI principalmente de EPA y DHA presentes en la mayor
parte de la carne de este. La diferencia que presenta el pescado, como fuente de
lipidos, frente a otros alimentos radica en el olor y sabor caracteristico del
pescado, debido también a la presencia de una gran mezcla de otros AGPI,
ademas de otros lipidos.

Desde este punto de vista, los animales marinos se pueden clasificar en cuatro
grupos dependiendo de su contenido lipidico:

-magros (<2% grasa) como mariscos, bacalao

-bajos en grasa (2-4%) como mero

-medio grasos (4-8%) como salmén

-altos en grasa (>8%) como sardinas, anchoveta, arenque.

Algunos peces, especialmente aquellos de carne roja u oscura, son muy buenas
fuentes de EPA y DHA, pero se requieren grandes cantidades para proporcionar
una dosis efectiva de Q-3.

Los pescados y mariscos son sin duda la fuente mas abundante de AG Q -3, que
estan contenidos en cantidades significativas en aquellos de aguas frias.

Actualmente, se desconoce el contenido de acidos grasos presentes en la mayoria
de los recursos pesqueros mexicanos, asi como su variacion dada por factores
bidticos y abidticos.

3.2 Vegetales y aceites vegetales

El consumo de vegetales frescos o congelados per capita ha aumentado
considerablemente desde hace tres décadas. El analisis y evaluacion de los
lipidos y acidos grasos vegetales esta influenciado por las condiciones de
produccion, el cultivo, madurez, época, practicas culturales, procesos, empaque,
almacenamiento, procesos analiticos y parte del vegetal analizado.
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Las plantas son buenas fuentes de acidos grasos esenciales. Los arboles de
nueces son una de las fuentes mas viejas de alimento tanto para los humanos
como para los animales. Las nueces son almacenes concentrados de aroma,
sabor, grasa y proteina El contenido de grasa en la mayoria de las nueces es alto,
la mayoria contiene mas de 50% de grasa y todas son altas en AGP. Pocas
especies (nuez-mantequilla, nogal negro, nogal inglés y pecanas) contienen
menos del 10% de AG saturados.

Las grasas y aceites vegetales se obtienen generalmente de las semillas o la capa
externa de los frutos. ElI porcentaje de este aceite de reserva varia
considerablemente, desde 5% en cereales hasta 68% en el coco. Los AG de los
aceites de las semillas varia enormemente. En los vegetales y por lo tanto en los
aceites vegetales, factores como el tipo de cultivo, region agricola y condiciones
climaticas tienen una marcada influencia sobre el contenido de ALA. El contenido
de éste AG en las plantas varia por época y region.

3.3 Carnes y productos carnicos'?

Esta bien establecido que la composicion de AG en los tejidos de los no
rumiantes, especialmente tejido adiposo, tiende a reflejar la composicion de su
dieta, mientras que la composicion de AG de los tejidos de los rumiantes esta
menos afectada por la composicién de los lipidos de la dieta. En los rumiantes la
acciéon microbiana del rumen determina en gran proporcion el tipo de AG
disponibles para el animal.

Aunque la carne de puerco y otras carnes proporcionan cantidades significativas
de muchos nutrimentos valiosos para la dieta humana también son una fuente de
grasa y colesterol. Durante los ultimos afos, los productores de cerdos han
reducido la cantidad de grasa en los cerdos, contribuyendo a crear productos de
cerdo bajos en grasa. Los resultados de un estudio con relacién al contenido de
ALA fueron 0,3% en grasa de puerco, 0,4% en grasa de pollo y 0,3% en piel de
pollo. Por tanto la produccion comercial de carne enriquecida con AG Q -3 no
tendra éxito hasta que se logren disminuir los procesos de oxidacion, los costos y
el grado de biohidratacién de AG Q-3 por los rumiantes como vacas y borregos.
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4. Efectos benéficos de los Acidos Grasos Q3"°

En la actualidad, se han llevado a cabo diversos estudios sobre los beneficios que
los acidos grasos Omega-3 tienen para la salud y se ha demostrado que tienen
funciones benéficas y significativas para los siguientes padecimientos.

4.1 Durante la Gestacién'®

Los AG Q -3 son componentes estructurales del cerebro y de la retina durante el
desarrollo del feto. Se ha estimado que aproximadamente 600 mg de los AG son
transferidos de la madre al feto durante una gestacion a término, en una madre
sana. La dieta de la madre antes de la concepcidn es de gran importancia, ya que
determina en parte el tipo de grasas que se acumularan en los tejidos del feto. La
placenta transporta selectivamente AA y DHA de la madre al feto. Esto produce un
enriquecimiento de estos AG en los lipidos circulantes del feto, lo cual es vital
durante el tercer trimestre de gestaciéon, que es cuando el desarrollo del sistema
nervioso es mayor. Algunos estudios sugieren que el consumo de pescado y el
suplemento con aceite de pescado durante la gestacién puede prolongarla, reduce
la incidencia de partos prematuros e incrementa el peso al nacimiento. Como en
los bebés la capacidad para convertir Acidos Grasos Esenciales (AGE) a AG
poliinsaturados es muy limitada, las madres gestantes deben tratar de ingerir
niveles adecuados de Q-3 para transferirlos a sus bebés.

4.2 Durante el Crecimiento™

En nifos amamantados o alimentados con férmulas que contienen DHA se ha
observado una mejor agudeza visual y una mejor capacidad para responder a la
luz, lo cual esta asociado con una mejor habilidad cognitiva para integrar
informacion. Se ha observado en ellos un mejor coeficiente intelectual. Hoy se
sabe que los AG Q -3 son esenciales para un crecimiento y desarrollo normal
también juegan un papel muy importante en la prevencién y tratamiento de
diversas enfermedades como las que a continuacion se senalan.

4.3 En el sistema cardiovascular'

Los AG Q -3 tienen efectos antitrdmbicos y antiarritmicos, aumentan el tiempo de
sangrado evitando la adherencia de plaquetas en las arterias, previene la
aterosclerosis al reducir las concentraciones de colesterol en plasma, son utiles en
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pacientes hipertensos, ya que contribuyen a bajar la presién sanguinea y reducen
la concentracion de triglicéridos en plasma y disminuyen el colesterol total.

4.4 En el Sistema Nervioso'®

Los AG Q -3 son esenciales para un adecuado desarrollo y funcionamiento del
cerebro y del sistema nervioso. Se concentran en la retina y la corteza cerebral, y
tienen la capacidad de corregir problemas visuales y cerebrales en pacientes con
deficiencia demostrada. Muchos aspectos de ubicacién, ansiedad, habilidad en el
aprendizaje, memoria, funcioén retinal se ven favorecidos con el consumo de los
AG Q -3.

Son precursores de compuestos hormonales como los prostanoides
(prostaglandinas y tromboxanos) que facilitan la transmision de mensajes en el
sistema nervioso central.

Cuando existen niveles adecuados de DHA en el cerebro se mejora la actividad
cerebral.

Dos terceras partes de los acidos grasos de las membranas de los
fotorreceptores de la retina son Q-3, principalmente DHA.

Otra relacion entre el DHA y la funcion cerebral ha sido hallada en el patron de
organizacion del suefio en los nifios. Un bajo consumo de DHA resulta en menos
ondas lentas de suefo, que sirven como un indicador de la maduracion y
desarrollo del SNC y del cerebro™.

Los Q -3 estan relacionados con problemas de depresion y violencia. Se ha
demostrado que el DHA dietario tiene efectos protectores contra un aumento en la
hostilidad en estudiantes bajo condiciones de estrés.

Bajas concentraciones de DHA son un indicador util para predecir mayores
problemas de conducta en nifios a quienes se les ha diagnosticado el sindrome de
déficit de atencidn con hiperactividad (TDAH). Estos problemas pueden ser un
reflejo en parte de los problemas en la neurotransmision serotoninérgica”.
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4.5 Otras enfermedades en la que recientemente se ha descubierto que los
Acidos Grasos tienen efecto

Diabetes tipo 2, cancer, colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn, obstruccion
pulmonar cronica, enfermedades renales, psoriasis, artritis reumatoide son
algunas de las enfermedades en las que recientemente se han hecho
investigaciones sobre la interaccion entre estas y el efecto de los AGP sobre ellas,
debido a que son recientes, no se cuenta con mucha informacion establecida.

5. Trucha Arcoiris (Oncorhynchus mykiss)'®

La trucha arcoiris es una especie ictica perteneciente a la familia Salmonidae,
originaria de las costas del Pacifico de América del Norte (Imagen lll), ya que
debido a su facil adaptacion al cautiverio, su crianza ha sido ampliamente
difundida casi en todo el mundo. Es un ejemplo del crecimiento y desarrollo de la
acuicultura en México; de las 7,963 toneladas de trucha de la produccién pesquera
nacional, participa con el 48.1%, pasando de 97 toneladas producidas en 1983 a
4,698 toneladas en 2008.

Imagen lll. Imagen de la morfologia de una Trucha Arcoiris y su color caracteristico (Oncorhynchus mykiss)".

13



5.1 Anatomia'’

Esta especie se caracteriza por tener el cuerpo cubierto con finas escamas y de
forma fusiforme (forma de huso) o de torpedo, la coloracion de la trucha varia de
acuerdo al ambiente en que vive, edad, estado de maduraciéon sexual y otros
factores, generalmente es de color azul verdoso o amarillo verdoso, teniendo la
parte ventral blanca y poseen un gran numero de maculas negras en la piel,
principalmente en la parte dorsal y en las aletas. La denominacion de trucha arco
iris se debe a la presencia de una franja de colores de diferentes tonalidades, con
predominio de una franja rojiza sobre la linea lateral en ambos lados del cuerpo.
Su peso promedio esta en los 51-76 centimetros de longitud y unos 3,6
kilogramos.

5.2 Habitat'”

Su habitat comun son rios, arroyos y lagos de aguas frias y transparentes, siendo
un pez resistente y facil de desovar, de crecimiento rapido, tolerante a una amplia
gama de ambientes y manipulaciones. La especie puede soportar amplias gamas
de variacion de temperatura (0-27 °C). Debido a esto el crecimiento de la actividad
truticola, se ha asociado principalmente a regiones donde las condiciones
climaticas y de los ecosistemas contribuyen al desarrollo del sector.

Particularmente en el Estado de México la produccidén anual promedio ha sido de
1,880 toneladas durante los ultimos 12 afos, convirtiéndolo en el principal
productor nacional de trucha arcoiris con una participacion equivalente al 52% de
la produccién nacional. No cabe duda que su cultivo en el Estado de México se
puede considerar un caso de éxito de crecimiento acelerado en un tiempo
relativamente corto de acuerdo con las estadisticas.

5.3 Parametros de cultivo'’

El cuerpo de agua a utilizar, debe poseer caracteristicas adecuadas en cuanto a
su cantidad (caudal) y calidad (factores fisico — quimicos y biolégicos). Las
propiedades fisicas, como temperatura, pH, oxigeno, transparencia, turbidez, entre
otras, pueden estar sometidas a variaciones bruscas por la influencia de factores
externos, fundamentalmente a cambios atmosféricos y climaticos. Las
propiedades quimicas, sin embargo son mucho mas estables y sus variaciones
son minimas, salvo casos excepcionales en los que una contaminacién pueda
producir efectos irreversibles. En la tabla Il se muestran algunas propiedades
fisicas y quimicas del agua asi como sus parametros a considerar para la crianza
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de la trucha arcoiris. La calidad del agua desde el punto de vista bioldgico, esta
condicionada a la ausencia o presencia de organismos vivos en el ecosistema
acuatico, asi como a la mayor o menor presencia de agentes patogenos.

Con respecto al terreno, se debe asegurar una extensién de terreno suficiente, de
preferencia de consistencia arcillosa, a fin de evitar filtraciones y pérdidas de agua.
El terreno debe estar ubicado cerca al recurso hidrico y tener una pendiente
topografica moderada, entre 2 a 3 %.

Propiedades fisicas y quimicas del

Rango éptimo
agua para uso de la truticultura

Temperatura del agua 10-16°C
Oxigeno disuelto 6.5-9 ppm
pH 6.5-8.5
Co, 7 ppm
Alcalinidad 20-200mg/L CaCO;
Dureza 60-300mg/L CaCO;
NH; No mayor a 0.02mg/L
H.S Maximo aceptado de 0.002mg/L
Nitratos No mayor de 100mg/L
Nitritos No mayor a 0.055mg/L
Nitrégeno amoniacal No mayor de 0.012mg/L
Sulfatos Mayor de 45mg/L
Fosfatos Mayor de 500mg/L
Hierro Menores de 0.1/L

Tabla Il. Propiedades fisicoquimicas que se deben tomar en cuenta para el crecimiento 6ptima de la trucha arcoiris (Autoria

propia).
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5.4 Alimentacion'’

En la truticultura se utilizan alimentos artificiales balanceados llamados “pellet”,
los cuales deben cubrir las necesidades de los peces tanto en lo que a energia se
refiere, estando compuesto por nutrientes necesarios como proteinas,
carbohidratos, grasas, minerales, fibras y vitaminas.

Para estimar la cantidad de alimento a suministrar diariamente a un estanque, se
debe tener en cuenta la temperatura del agua, el estadio del pez y la biomasa total
por estanque.

Las truchas que no son separadas en granjas por estadios, son predadores segun
su tamafo, se comen unas a otras, principalmente a los mas pequefos en el
medio.

5.5 Reproduccion'’

La trucha arco iris es una especie ovipara cuya fecundacion es externa, para
reproducirse requiere alcanzar la madurez sexual, la que se presenta
aproximadamente a los 3 afos de edad en las hembras y a los 2 a 2 1/2 afios en
los machos.

Pueden llevar a cabo dos tipos de reproduccion:

Reproducciéon Natural: En ambientes naturales la trucha alcanza la madurez
sexual a partir de los dos afos, como todos los salmoénidos remonta las corrientes
para desovar hasta encontrar lugares ideales, areas poco profundas con fondo de
arena y grava, donde la hembra con movimientos de la aleta caudal hace una
especie de nido y deposita los 6vulos, los que luego son fecundados por el macho
siendo la fecundacion externa. El tiempo de incubacién de los huevos varia de
acuerdo a la temperatura del agua y puede estar generalmente entre 20 y 35 dias,
luego eclosionan y dan lugar a las larvas.

Reproduccion Artificial: Se realiza en un ambiente apropiado donde se realiza la
incubacion de las ovas; esta sala debera ser construida de acuerdo a la cantidad
de ovas que se pretende incubar, procurando que sea oscura. La fuente de
abastecimiento de agua deberd ser con agua clara sin turbidez. También se
puede llevar acabo por medio de desove y fecundacién artificial; la cual consiste
en la expulsion de lo évulos en las hembras y el esperma en el macho.
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Existen dos métodos para la desove artificial:

e Método seco: No es recomendable ya que los huevos en contacto con el
agua sufren un proceso de hidratacion cerrandose el micropilo del huevo,
impidiendo la fecundacion

e Método humedo: Mas recomendado ya que asegura la apertura del
micrépilo. En el poblado de Ojo de Agua se lleva acabo el método de
desove por via humeda, ya que es mas eficaz y asi se asegura la
fertilizacion de la mayoria de los huevos de la hembra con el semen del
macho'®

5.6 Comercializacion'®

La proximidad del Estado de México con la Ciudad de México (la ciudad mas
poblada del pais) generé una oportunidad de mercado para la venta de trucha
arcoiris, siendo preparada en los pequeinos restaurantes que abundan en la zona
conurbada.

La trucha se comercializa en diferentes presentaciones: fresca (entera, sin
cabeza), congelada (entera, eviscerada con cabeza; eviscerada sin cabeza),
deshuesada corte mariposa, filete, ahumada en frio o caliente, conservas
(medallones o rodajas, deshuesado).

También se pueden realizar otros subproductos como lo son los aceites Omega 3,
los cuales son utilizados en dietas saludables y en personas con problemas del
corazén; estos se pueden encontrar en forma de aceite comestible o en capsulas.
De aqui la gran importancia y recomendacion que los expertos dan de consumir
pescado, por los altos indices de acidos Omega 3 que estos contienen en toda su
estructura (huesos, piel, carne, visceras).

En Ojo de agua se comercializa a manera de atractivo gastrondémico de la region,
se sirve en diferentes platillos o al gusto del comensal o bien se puede
comercializar la carne cruda.

5.6.1 Caracteristicas del mercado’®

El mercado de la trucha se caracteriza por contar con muchos proveedores,
procesadores y distribuidores. Los productos que se exportan pueden pasar a
través de diferentes canales de distribucion antes de que llegue a su destino final.

17



6. Extraccion soélido-liquido?

Las operaciones de separaciéon por transferencia de materia tienen como objetivo
la separacion de los componentes de una mezcla originalmente homogénea,
haciendo posible el paso de algunos de ellos a una segunda fase, con lo que
aquélla se pone en contacto.

La extraccidn es una operaciéon de separacion por transferencia de materia en la
que se ponen en contacto dos fases inmiscibles con objeto de transferir uno o
varios componentes de una fase a otra. Si la mezcla original esta en fase solida y
se pretende separar de ella un componente (soluto) de otro (inerte) mediante su
contacto con una fase liquida (disolvente) que lo disuelve selectivamente, se habla
de una extraccion solido-liquido o lixiviacion (Figura V).

6.1 Componentes de un sistema de Lixiviacion®

Los componentes de este sistema son los siguientes:

Componente Descripcion ‘

Soluto Componentes que se transfieren desde el
sélido hasta el liquido extractor.

Sélido inerte Parte del sistema que es insoluble en el
solvente.
Solvente Parte liquida que entra en contacto con la

parte solida con el fin de retirar todo
compuesto soluble en ella.

Tabla lll. Propiedades fisicoquimicas que se deben tomar en cuenta para el crecimiento dptima de la trucha arcoiris (Autoria
propia).

Para llevar a cabo la extraccidén sera necesario, en primer lugar, poner en contacto
intimo las dos fases hasta conseguir la transferencia de soluto de la mezcla
original al disolvente. Una vez finalizada esta etapa de transporte de materia, se
procede a la separacion de las fases, obteniéndose una mezcla de disolvente y
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soluto llamada “extracto” y una mezcla de la que se ha extraido el soluto,
denominada “refinado”, que estara formada por la fase soélida inerte con una parte
de la disolucion retenida.

1

5
2

4
3

1 disoivents, 2 material de extraccion (fase portadora sdlide con solumo), 3 solutg,
4 fase portadora sdiida lixiviada, § disolvents con el soluto de transicion en & disuelio

Figura IV. Sistema de extraccion, antes de la extraccion lado izquierdo y después de la extraccion lado derecho.

6.2 Métodos de extraccion soélido-liquido?

El método mas sencillo de operar en extraccion solido-liquido consiste en poner en
contacto el sélido con el disolvente y separar luego la disoluciéon formada del
sélido residual insoluble. Esta operacién se denomina “contacto simple”.

Si la cantidad total de disolvente que se va a utilizar se subdivide en varias
fracciones y el sdlido es extraido sucesivamente con cada una de ellas se habla
de un “contacto multiple en corriente directa”, lo que mejora la recuperacion del
soluto, pero en disoluciones relativamente diluidas.

Se obtiene una elevada recuperaciéon del soluto y una disoluciéon de elevada
concentracion cuando se lleva a cabo un “contacto multiple en contracorriente”, en
el que la disolucion formada se pone en contacto con el sdlido original, mientras
que el sdlido ya casi agotado es el que se pone en contacto con el disolvente puro.
Como puede observarse, a medida que aumenta la complejidad de la operacion
aumenta su rendimiento.
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6.3 Equipos empleados en la extraccion®

Por lo general, se emplean dos tipos de equipos en la extraccion sélido-liquido,
siendo el mas simple de emplear el embudo de separacién el cual sélo consiste en
agitar el embudo cierto tiempo y liberar el gas generado por la agitacion abriendo
la llave del embudo. Para separar las fases sélo se deja reposar la mezcla y
cuando sus componentes estén separados, se abre la llave del embudo para
recolectar una de las fases.

Por otro lado esta el sistema Soxhlet, este se aplica para analitos que no se
pueden separar por volatilizacion (en fase gas) pero si son extraibles empleando
un disolvente organico adecuado. Su aplicacién tiene como ventaja la eficacia en
el proceso de remojo de la fase solida.

Imagen IV. Embudo de separacion (lado izquierdo) y sistema Soxhlet (lado derecho) empleados en extracciones
solido-liquido®.
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7. Cromatografia®

La cromatografia es una técnica o método fisicoquimico de separacion,
purificacion e identificacion de los componentes de una mezcla, basandose en la
diferencia de velocidad con que se mueven cada uno de solutos a través de un
medio poroso (fase estacionaria) por un disolvente en movimiento (fase mavil).

La mezcla que se desea separar se disuelve en un solvente al que se denomina
fase movil, el cual se hace pasar por una fase estacionaria de material absorbente.

7.1 Clasificacion de Cromatografia®

En términos generales, existen dos tipos de cromatografia;

1. Cromatografia por particion: La fase movil puede ser un gas o un liquido.

2. Cromatografia por adsorcion: Una fase estacionaria puede ser liquida o sélida.

Dentro de la cromatografia por adsorcion, se distinguen dos tipos, la cromatografia
en columna (CC) y la cromatografia en capa fina (CCF), siendo esta ultima una de
las mas usadas y practicas de llevar a cabo.

7.2 Cromatografia en Capa Fina®

La cromatografia en capa fina (CCF) es un método que se utiliza para separar y
en algunos casos para identificar los dos 0 mas compuestos organicos presentes
en una mezcla. En general, la CCF presenta ciertas ventajas frente a otras
técnicas de cromatografia; por ejemplo, el tamafo de particula que forma la fase
estacionaria, presentan efectos capilares muy intensos, originando desarrollos
mas rapidos en comparacion con otras cromatografias. Las manchas que denotan
la presencia de componentes en la mezcla son mas compactas, obteniéndose asi
separaciones mas nitidas, esto se puede apreciar en la figura V la cual se
esquematiza el proceso de la CCF desde la aplicacion hasta el revelado de la
placa. Pero la ventaja mas importante de la CCF se encuentra en el campo de la
aplicacion, ya que es mucho mas amplio debido a sus versatilidades, pudiéndose
utilizar para separar sustancias polares y no polares, organicas e inorganicas con
base al tipo de solvente a utilizar.
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de Hiltro |

Figura V. Esquema que representa el montaje de una Cromatografia en capa fina por adsorcion®.

7.2.1 Tipos de Cromatografia en Capa Fina®

Dependiendo de la naturaleza del sélido extendido sobre la placa de
cromatografia, existen dos tipos de CCF:

-Cromatografia de filtracion sobre gel: Es un tipo particular de cromatografia
que es liquido-liquido y que se utiliza en la separacion de sustancias que poseen
volumenes moleculares con gran diferencia. El mecanismo de filtracion que lleva
acabo el gel, o el fundamento de esta técnica, radica en que la muestra a
cromatografiar, se anade por la parte superior de una columna la cual contiene el
gel y se hace fluir por medio de agua o una soluciéon tampdn. La sustancia cuyo
mayor tamafio molecular tiene, no va a penetrar por los poros del gel, originando
asi, que la de menor tamafio sea arrastrada por el agua propiciando asi su
separacion.

-Cromatografia por adsorciéon: La Cromatografia por adsorcion se fundamenta
en las diferencias entre la adsorcion y desorcién de sustancias contenidas en un
disolvente movil (un liquido o un gas) sobre un sélido estacionario se utilizan para
conseguir la separacion de los componentes de la mezcla. Los centros
adsorbentes o activos del sélido estacionario provienen principalmente de los
defectos de la red cristalina que este presenta, donde las fuerzas electroestaticas
estan proyectadas parcialmente hacia el exterior; debido a esto, la adsorcidon se
presenta justamente por las interacciones de las fuerzas con el interior del soluto.
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Existen tres variables que influyen en la cromatografia por adsorcion, esta son: el
absorbente, el disolvente y la sustancia a separar. Las separaciones sobre el
adsorbente dependen de la existencia del equilibrio entre las moléculas
adsorbidas y en la existencia del equilibrio entre las moléculas adsorbidas en la
fase estacionaria y entre las que estan libres en el disolvente moviéndose las
moléculas individuales entre dos fases.

7.3 Polaridad?'

La polaridad es una propiedad de las moléculas que representa la separacion de
las cargas eléctricas en la misma molécula. Esta propiedad esta intimamente
relacionada con otras propiedades como la solubilidad, el punto de fusién, el punto
de ebullicién, las fuerzas intermoleculares, etc.

La polaridad de una molécula depende de la naturaleza de los atomos de los que
esta constituida y de la forma de esta misma; es necesario saber que la polaridad
de una molécula aumenta en disolventes polares, por lo que la polaridad de los
componentes de una mezcla puede ser mucho mayor en la cromatografia liquido-
liquido que en una de liquido-gas®.

7.4 Reveladores de placas®

Una vez que se ha llevado a cabo una separacioén por cromatografia en capa fina
para identificar cada uno de sus componentes, se requiere revelar la placa.

El método mas utilizado de revelado es el uso de Yodo, ya que este forma
complejos coloridos que van desde café hasta amarillos. El método consiste en
que, después de eluir la placa, esta se somete a una camara que contiene
cristales de Yodo, el cual reaccionara para formar los complejos antes
mencionados y revelarse en forma de manchas. Existe otra variante que consiste
en atomizar la placa con solucién de yodo, revelando asi la separacion de los
componentes.

El segundo método mas utilizado es la revelacion de placa con luz ultravioleta
(UV), fundamentandose en que muchos compuestos presentan fluorescencia bajo
los rayos UV. Este método tiene una variante, en donde también se puede utilizar
un adsorbente con un indicador fluorescente el cual después de eluir una muestra
y dejar que seque, esta absorbe bajo los rayos UV.
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Existen otros métodos, por ejemplo, el uso de agentes corrosivos como el Acido
Sulfurico concentrado en compuestos organicos, ya que este se encarga de
carbonizar a estos compuestos, dejando manchas de color pardo negruzco. Sin
embargo no son muy utilizados ya que este tipo de reactivos son muy especificos
para ciertos grupos funcionales.

7.5 Conceptos de las constantes R?

El movimiento relativo de algunas sustancias respecto al disolvente en un sistema
cromatografico dado es constante y caracteristico de las sustancias.

La relacion de las sustancias y la distancia que recorre la sustancia en la placa y la
distancia que recorre el eluyente a partir del punto de aplicacion se le conoce
como frente de referencia (RF) y se expresa como una fraccion decimal:

Distancia que recorre la sustancia

Distancia gque recorre el eluyente

Este valor se puede usar para seleccionar el disolvente a la mezcla de disolventes
ideales para separacion. El valor del frente de referencia es de gran utilidad
cuando se desea seleccionar el eluyente adecuado en una separaciéon de
compuestos, por lo que se puede decir que para los siguientes valores de RF la
informacion que se obtiene es:

Si:
RF < 0.5, el eluyente es de baja polaridad
RF = 0.5, el eluyente es ideal para separar

RF > 0.5, el eluyente es de muy alta polaridad

En la figura VI se muestra como es la aplicacion de la muestra y como el diluyente
corre a través de la placa hasta dejar cierto espacio sin que este llegue al término
de la placa y posteriormente muestra las sustancias separadas y su respectiva
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distancia tomando como referencia desde donde se aplico la muestra hasta donde
el disolvente llego.

1 2 3 4 b [ T
.................. ™
[ ] ¥
v |0
[ ] v b
a
- & | | 0 B B ccbcssasssdss  sqessassssp PR S

Figura VI. Revelado de los componentes ya separados y medida de su avance para el calculo del frente de
referencia®.

En algunos casos, el frente del disolvente sale del papel y por eso es mas
conveniente expresar el movimiento de alguna sustancia por comparacioén con el
movimiento de otra (que es similar quimicamente). En este caso es mejor aplicar
los valores de Rx que los de RF:

Distancia recorrida para [a sustancia

Rx =

Distancia recorrida por la sustancia estindar x
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Planteamiento del Problema

El consumo de trucha arcoiris en las zonas boscosas del centro del pais, es una
costumbre y atractivo para los habitantes y turistas, concretamente en el Estado
de México. En el municipio de Villa Victoria son comunes las granjas piscicolas,
las cuales se dedican a su produccion, precisamente en este municipio existe una
granja muy concurrida para el consumo de trucha llamada Ojo de Agua, hecho
que ha generado un enorme desperdicio de huesos que son desechados a
manera de basura municipal.

Dada la cantidad de estos desechos, se propone hacer un mejor uso de los
mismos, extrayendo los aceites Omega que estos puedan tener y sugerir un buen
uso de los aceites extraidos.

Por tanto, el proyecto se enfoca principalmente en la propuesta de un método para
obtener, a partir de desechos de la trucha (principalmente hueso), aceites
esenciales “Omega”, ya que se genera demasiado deshecho organico de este pez
el cual usan para alimentar otros animales o simplemente tiene como destino la
basura.

Objetivo General

Proponer un método para extraer aceites Omega de huesos de Trucha Arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) desechados de una granja piscicola en el Estado de
México e identificar por cromatografia de capa fina la presencia de aceites Omega.

Objetivos Particulares

-Obtencion y limpieza de huesos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) asi
como estudiar las condiciones para triturarlos.

-Realizar los ensayos para la extraccién de los aceites grasos poliinsaturados de
los huesos de trucha arcoiris.

-Realizar las pruebas de concentracion de los aceites grasos poliinsaturados
obtenidos de los huesos de trucha arcoiris.

-Realizar las pruebas de estabilidad para llevar a cabo la cromatografia en capa
fina.
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-Detectar por un método cromatografico de capa fina la presencia de aceites de la
clase omega.

Hipétesis
Al obtener huesos de trucha arcoiris provenientes de desechos comestibles,
después de limpiarlos y congelarlos, se podra realizar una extraccion cloroférmica
de los aceites que estos contienen y por medio de una cromatografia en capa fina

comparando con un estandar, se podra identificar la presencia de Omegas en los
aceites.

Metodologia

Equipo e instrumentos
- Parrilla de calentamiento y agitacion
- Balanza analitica Ohaus
- Lampara de rayos Ultravioleta

Material

Probeta de 100mL

- 1 vaso de precipitados de 600mL

- 1 varilla de vidrio para agitacion

- 2 vasos de precipitados de 100mL

- 2 embudos de separacion de 500mL
- 2 soportes universales

- 2 anillos de hierro

- 2 mortero con pistilo

- 2 frascos de 20mL
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1 Frasco de vidrio de 250mL
- Placas para cromatografia

- 2 pipetas Pasteur

- 1 Franela

- 2 Espatulas de acero inoxidable con mango de madera

Materias primas o sustancias
- Hueso de trucha arcoiris proveniente del desperdicio de la carne
- Hueso de trucha arcoiris proveniente del desperdicio de la coccion
- Cloroformo
- Metanol

- Capsulas de gelatina blanda con contenido de aceite Omega 3

En seguida se menciona y describe la metodologia que se siguié para llegar a la
obtencién del aceite y posteriormente al analisis de este para la identificacion de
Omegas en el mismo.

Preparacion de los huesos de trucha arcoiris

El inicio del proyecto consistid en la preparacién de los huesos de trucha arcoiris
que se llevo a cabo de dos maneras distintas, una que consistio en limpiar los
huesos que contenian restos de carne y la otra en la que los huesos se
encontraban limpios de carne, en la figura VII se muestra el proceso de forma
generalizada de coémo se llevo acabo el tratamiento de los huesos.

Para la limpieza de los huesos con restos de carne se hizo uso de un cepillo de
cerdas metalicas para que este ayudara a remover lo mas posible los restos de
carne que habian quedado adheridos a los huesos, posteriormente se limpiaron
con agua potable y se dejaron secar.

Para la limpieza de los huesos sin restos de carne, s6lo se procedié a limpiarlos
con agua potable y posteriormente dejar que secaran.
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Ya obtenidos ambos tipos de hueso, se procedié a congelarlos a una temperatura
de -4°C por 24 horas para que estos pudieran ser triturados, por separado, con
facilidad y con la ayuda de un mortero de porcelana hasta obtener trozos muy
pequefios o de ser posible llegar a la pulverizacion.

Limpieza de las dos muestras de
hueso de trucha arcoiris.

El hueso crudo se El hueso cocinado se
limpiara con agua y un limpiara s6lo con agua
cepillo de cerdas potable.

metalicas para remover
losrestosde carne.

Congelamiento de los huesos.

Trituracion, con la ayuda de un
mortero, de los huesos ya limpios.

Figura VII. Proceso general que se llevo acabo en el tratamiento de los huesos. Autoria propia.
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Extraccion del aceite de los huesos de trucha

Para la extraccion del aceite de los huesos se hizo uso de embudos de separacion
y con una mezcla de disolvente de Cloroformo-Metanol.

Primero se prepar6 una mezcla de 180 mL de Cloroformo-metanol en una
proporcion 2:1. Con la ayuda de una probeta de 100 mL se midieron 60 mL de
Metanol, los cuales se vaciaron en un vaso de precipitados de 600 mL, después
se midi6 120 mL de cloroformo y se vaciaron en el mismo vaso en el que se
encontraba el Metanol, para que estos se incorporaran de manera uniforme.

Ya obtenida la mezcla de disolventes, se pesaron de cada muestra de hueso 40 g
en una balanza analitica y con la ayuda de una espatula se coloc6 cada una de las
muestras en los embudos de separacion de 500 mL. Posteriormente se agrego a
cada embudo 30 mL de la mezcla de disolventes para que se efectuara, durante
un periodo de 10 minutos, una agitacion constante. Pasado este tiempo, se colocé
el embudo de separacion en el anillo de hiero colocado en el soporte universal
para recolectar la extraccidon en un vaso de precipitados de 100 mL. Este
procedimiento se realizd por triplicado y se recolectd cada muestra de los
embudos en los vasos de 100 mL.

Con ambas muestras obtenidas, se procedid a concentrarlas para obtener el
aceite con la ayuda de una parrilla de calentamiento.

Se colocaron los dos vasos de precipitados con las muestras cada uno, sobre la
parrilla de calentamiento, se incrementé la temperatura hasta los 125°C con la
finalidad de evaporar la mezcla de disolvente y asi poder concentrar solo el aceite
en los vasos de precipitados. Después de haber obtenido el aceite de cada vaso
de precipitados, se conservaron en pequefos frascos de plastico de 20 mL para
que reposaran y después llevar a cabo el estudio para la presencia de los aceites
Omega por medio de Cromatografia en capa fina.
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Preparar una mezcla de 180mL
de Clorcformo-Metanol 271

Pesar 40z de cada muesioa de
huesos 2nuna balanza analitica.

Colocar los 40g de cada muestra
de huesos en diferentes
embudos de separacion de
S00mLyanfadir 60mLde la
mezcla a cada una.

Realizar 3 extracdones en cada
embudoy entre cada extraccion
dejar reposar 10 minuwtos.

Evaporar el excedente de
disolvente con |a ayuda de una
parrilla de agitaciony
calentamiento.

Realizarla Realizarla
cromatografia dela cromatografia dela
muestra de hueso muestira de hueso
crudo. cocinado.

Figura VIII. Proceso general que se llevé a cabo en la fase 2. Autoria Propia

31



Identificacion de los aceites Omega por medio de Cromatografia en capa fina

Para la identificacion de los aceites Omega, primero se prepararon las muestras y
la muestra de referencia.

Para la preparacion de las muestras, se agregé a los frascos con las muestras,
2 mL de Cloroformo, para que el aceite se disolviera. Para preparar el estandar, se
tomé una capsula de gelatina blanda de aceite Omega 3, se cort6 por la mitad y se
agrego a un frasco en el cual se disolvio 2 mL de Cloroformo para que disolviera el
aceite. Ya preparadas las dos muestras y el estandar se llevo a cabo la
cromatografia.

En una placa cromatografica se aplicaron en dos puntos, uno de lado izquierdo y
otro de lado derecho, el estandar de la capsula contra la muestra obtenida
respectivamente con la ayuda de dos pipetas Pasteur a modo de que la mancha
se concentrara un poco en cada muestra. Este paso se llevo a cabo para las dos
muestras obtenidas. Ya obtenidas las placas con el estandar y la muestra
aplicada, se colocaron en una camara para cromatografia.

Para preparar la camara de la cromatografia, se agregaron 25 mL de Cloroformo
en un frasco de 250 mL el cual debia tener una tapa rosca.

Ya colocada la placa en la camara cromatografica, se dejé que la fase movil
(Cloroformo) eluyera sobre la fase estacionaria hasta un 75% de esta. Después
se retir6 la placa de la camara y se dejé secar unos minutos para que esta fuera
revelada.

Revelado de la placas de cromatografia

Después de que la placa cromatografica seco, se procedioé a revelar la placa con
la ayuda de una lampara de rayos ultravioleta (UV).

En cuarto oscuro o con poca luz se realiz6 a cabo el revelado de la placa. Cada
placa que se haya corrido con el estandar y la muestra en la camara
cromatografica se colocd en una superficie lisa y blanca sobre la cual se coloco la
lampara de rayos UV, se ajustd a una longitud de onda corta y se observo, una a
una, los resultados de las placas. Cada resultado obtenido se tomd nota asi como
una fotografia para una evidencia grafica que respaldara el proyecto.
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Limpiarlos huesos de
trucha arcoiris

N

Llevar a evaporizacion el
disolvente de las
extracciones recolectadas a
una temperatura de 125°C
para obtener sdlo el aceite

Congelarlos huesos
de trucha arcoiris

Dejarreposar el aceite
porun dia

Recolectarlas
extracciones de cada
embudo en vasos de

precipitados

N

Disolver una capsula
comercial de Omega 3con
un poco de cloroformo
para cromatografia en
capa fina

Triturarlos huesos de
trucha arcoiris

N

Realizar las extracciones
por triplicado en cada
embudo de separacion de
10min cada una

Analizar los resultados

—

Disolverenun poco de
cloroformolas dos muestras
de aceite obtenidas para
cromatografia en capa fina

Fesar 40g de cada
muestra de los huesos
triturados v agregarlos

aembudos de
separacion de 500mL

Agregar a cada embudo de
separacion 30mL de una
mezcla2:1 de Cloroformo-
Metanal

Aplicar del lado izquierdo
de la placa cromatografica
el estandar v del lado
derecho la muestra para
correrla en cloroformo

Identificar la presencia
de Omegas en las
muestras

—

Revelarlas placas de
cromatografia conuna
lampara de rayos
ultravioleta

Figura IX. Muestra la metodologia general que se sigui6 a lo largo de todo el proyecto. Autoria Propia

Resultados

Antes de llegar a los resultados finales, se realiz6 un ensayo para determinar las
condiciones en las cuales el método se llevaria a cabo, asi como la determinacioén
de parametros de estudio y mejoras para la obtencion de resultados viables. Ya
establecido el método, sus condiciones y parametros, el estudio se realizd en tres
ocasiones diferentes y los resultados obtenidos, tanto del ensayo como del
estudio, se muestran a continuacion:

Resultados del ensayo

El ensayo se realizé con los dos tipos de muestra de huesos de trucha, la muestra
uno con huesos provenientes de pescado crudo y la muestra dos con huesos de
trucha provenientes de pescado cocinado.

Con cada muestra se realizé a su vez dos ensayos en los cuales lo unico que
cambio fue el embudo que se empled, ya que se usaron de 250 y 500mL de
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capacidad. En cada embudo se colocaron 20g de cada muestra y se agregaron los
60mL de la mezcla de Cloroformo-Metanol 2:1, se realizaron las 3 extracciones y
al obtener solo el aceite se realizoé la cromatografia en capa fina con cloroformo-
metanol como fase movil y la lampara de rayos U.V. como revelador, obteniendo
asi los siguientes resultados: (Tabla Il1)

Volumen obtenido con | Volumen obtenido con

. embudo de 250mL embudo de 500mL
Tipo de Hueso (mL)

(mL)

Huesos crudos (20g)

Huesos cocinados (20g)

Tabla lll. Muestra los volimenes obtenidos de aceite con cada muestra y en cada uno de los embudos utilizando 20g de
hueso crudo y cocinado.

En las siguientes imagenes se observa el volumen obtenido de cada muestra.
(Imagen V y VI)

Imagen V. Volumen de aceite obtenido en las dos muestras usando el embudo de separacion de 250mL
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Imagen VI. Volumen de aceite obtenido en las dos muestras usando el embudo de separacién de 500mL

Resultados obtenidos en la cromatografia

Marca de la
N muestrs
Marca del
estandar >

Aplicacion del Aplicacionde la
; —
estandar muestra

Imagen VII. Placa revelada en rayos U.V. de un estandar vs aceite obtenido de hueso de trucha crudo extraido en un

embudo de 500mL.

En la Imagen VIl se puede apreciar del lado izquierdo la marca de aplicacién del
estandar de aceite Omega 3, mientras que del lado derecho se observa la mancha

de la muestra obtenida de huesos crudos en un embudo de 500mL.

En la parte superior de la placa se observa la trayectoria recorrida por el disolvente
y un poco mas abajo las marcas del aceite Omega 3 perteneciente al estandar y

un poco mas arriba de ella la marca del Omega 3 perteneciente a la muestra.
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Marca del Posible marca
estandar [ 3 de la muestra

Aplicacion de

L
Aplicacion la muestra

del estandar

Imagen VIII. Placa revelada en rayos U.V. de un estandar vs aceite obtenido de hueso de trucha crudo extraido en un
embudo de 250mL.

Nuevamente en la Imagen VIIl se puede apreciar del lado izquierdo la aplicacion
del estandar de Omega 3, mientras que del lado derecho la aplicacion de la
muestra de hueso crudo en un embudo de 250mL. Mas arriba de ellas se logran
identificar de manera mas tenue las marcas de Omega 3, ambas a la misma
distancia.

Marca del Marca de la
estandar muestra

Aplicacion Aplicacion de
del estandar la muestra

Imagen IX. Placa revelada en rayos U.V. de un estandar vs aceite obtenido de hueso de trucha cocinado extraido en un
embudo de 500mL.
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Ya en las imagenes de la muestra con hueso cocido, se puede apreciar mayor
concentracion de la marca de Omega 3 de la muestra, asi como a la misma
distancia de la marca de Omega 3 del estandar.

Marca de la
¢ muestra

Marca del
estandar

Aplicacion de

Aplicacion del
estandar

la muestra

Imagen X. Placa revelada en rayos U.V. de un estandar vs aceite obtenido de hueso de trucha cocinado extraido en un
embudo de 250mL.

En la Imagen X es en la cual se aprecia mejor las marcas de Omega 3 de ambas
muestras (el estandar y la muestra de hueso cocinado) y ambas a la misma
distancia, si bien las dos son tenues, se pueden identificar mas facil y a la misma
distancia comparadas con las otras imagenes obtenidas.

Resultados prueba 1

Ya obtenidos los resultados del ensayo, se optd por emplear sélo el embudo de
500mL para ambas muestras, asi como sélo usar el cloroformo como fase maévil y
no la mezcla y respetando los 20g de cada muestra a usar.
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Los resultados obtenidos en esta primera prueba fueron los siguientes: (Tabla 1V)

Tipo de Hueso Volumen obtenido con
embudo de 500mL (mL)

Huesos crudos (20g)

Huesos cocinados (20g)

Tabla IV. Muestra los volumenes obtenidos de aceite con cada muestra y utilizando un embudo de separacion de 500mL y
20g de hueso crudo y cocinado.

Resultados obtenidos en la cromatografia

Para cada muestra se realizaron dos placas que corrieron en Cloroformo
reveladas en lampara de rayos U.V.

Marca del Is muestra

esténdar Marca del
estandar

ligeramente
visible al

contraste

Marca de la
muestra
ligeramente
visible al contraste

Aplicacion
del estdndar

Aplicacion de
la muestra

‘\ Aplicacion de
Ia muestra

Aplicacion
del estandar

Imagen XI. Placas reveladas en rayos U.V. de un estandar vs aceite obtenido de hueso de trucha crudo extraido en un
embudo de 500mL.
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En la Imagen Xl, las placas que pertenecen a un estandar contra la muestra de
aceite obtenida de huesos crudos se observan que las concentraciones de la
muestra (lado derecho) han aumentado, al notarse mas la mancha en las
aplicaciones, asi como como la presencia de Omega 3 se puede notar mas en la
parte superior de la placa.

La presencia de Omega 3 del estandar y el de la muestra (lado izquierdo y
derecho respectivamente) es mas notable y a la misma distancia en si, con
respecto a las placas anteriormente reveladas.

El resultado obtenido con los huesos cocinados:

Marca de

Ia muestra

Marca del
estandar

Marca de
la muestra

Marca del
estandar

Aplicacion del
o Aplicacion de

estandar
|la muestra

Aplicacion de Aplicacion de

la estandar s muestra

Imagen XII. Placas reveladas en rayos U.V. de un estandar vs aceite obtenido de hueso de trucha cocinado extraido en un
embudo de 500mL.

En las placas que se realizaron al hueso de trucha cocinado (Imagen Xll) se
observa también una mayor concentracién de aceite de la muestra en la mancha
de aplicacion (lado derecho), asi como la trayectoria que recorrid en la placa. Con
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respecto al estandar (lado izquierdo), en los dos casos se observa la presencia de
la mancha que pertenece al Omega 3, pero en la placa del lado izquierdo no se
encuentran a la misma distancia comparando una con otra y en la placa del lado
derecho si se observan, mas tenue, pero a la misma distancia las dos manchas.

Resultados Prueba 2

Observando los resultados obtenidos en la prueba 1, estos fueron favorables, sin
embargo necesitaba ser mas notoria la presencia del Omega 3 en las muestras,
por lo que en esta prueba se analizé el uso de 40g de hueso para cada muestra y
no de 20g como las anteriores, respetando los demas parametros.

Los resultados obtenidos en esta prueba se muestran a continuacion: (Tabla V)

Volumen total de aceite obtenido

Huesos crudos (40g) 48

Huesos cocinados (40g) 52

Tabla V. Muestra los volumenes obtenidos de aceite con cada muestra y utilizando un embudo de separacién de 500mL y
40g de hueso crudo y cocinado.

Resultados obtenidos en la cromatografia

Para cada muestra, se realizaron 4 placas cromatograficas, que corrieron en una
fase movil de cloroformo y usando como revelador una lampara de rayos U.V.
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Muestra de huesos cocidos

Placa #1 Placa #2

Manchon del Manchon
Manchén del Manchén estandar concentrado
estandar concentrado de la muestra
de la muestra
Aplicacion del Aplicacion de Aplicacion del Aplicacion de
estandar 12 muestra estandar la muestra

Imagen XIIl. Placas 1y 2 reveladas en rayos U.V. de un estandar vs aceite obtenido de 40g de hueso de trucha cocinado
extraido en un embudo de 500mL.

. Manchon
Manchén del Manchon Manchdn de So—
estindar concentrado anchon ae 0 0
de la muestra estandar de la muestra
Aplicacion del Aplicacion de Aplicacion del Aplicacion de
estandar la muestra estandar I3 muestra

Imagen XIV. Placas 3 y 4 reveladas en rayos U.V. de un estandar vs aceite obtenido de 40g de hueso de trucha cocinado
extraido en un embudo de 500mL.
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Las cuatro placas reveladas (Imagen Xlll y XIV) que pertenecen a los 40g de
hueso de trucha cocida muestran una mancha mas definida y que resalta mas que
la de las pruebas anteriores, ademas de coincidir en las 4 placas con la mancha
del estandar. En algunas se puede apreciar la presencia de otros componentes del

aceite obtenido (placa 1y 3).

Placas reveladas de hueso de trucha cruda

Manchén del
estandar

Aplicacion del
estandar

Placa #1

Manchon
concentrado
de la muestra

Aplicacion de
la muestra

Manchon del
estandar

Manchon
concentrado
de la muestra

Aplicacion del
estandar

Aplicacion de
la muestra

Imagen XV. Placas 1y 2 reveladas en rayos U.V. de un estandar vs aceite obtenido de 40g de hueso de trucha crudo

extraido en un embudo de 500mL.
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Placa #4

Manchén

concentrado Manchon del

de la muestra estandar

Manchén del
estandar

Manchon

concentrado
de la muestra

Aplicacion del

Aplicacién de Aplicacion del
estandar

) Aplicacion de
la muestra estandar

la muestra

Imagen XVI. Placas 3 y 4 reveladas en rayos U.V. de un estandar vs aceite obtenido de 40g de hueso de trucha crudo
extraido en un embudo de 500mL.

En estas cuatro placas (Imagen XV y XVI) que se realizaron al aceite obtenido de
los 40g de hueso de trucha crudos de igual manera de aprecia mejor la mancha de
Omega 3 correspondiente a las muestras, asi como la concentracion de esta es
mayor, sin embargo, en algunos casos como la placa 1 y 3 se observa otros
componentes pertenecientes al aceite y en la placa 4 la mancha de la marca de
Omega 3 de la muestra no coincide a la distancia del estandar. En la placa dos se
observa las marcas de Omega 3 del estandar y de la muestra a la misma distancia
y con claridad.

Resultados prueba 3

Para esta ultima prueba se decidié sélo usar hueso de trucha cocido y utilizando
409 de estos, realizando tres extracciones con 30mL de mezcla 2:1 de cloroformo-
Metanol y llevando la cromatografia con cuatro placas en cloroformo como fase
movil y lampara de rayos ultravioleta como revelador. Se respeté todo el
procedimiento a excepcion que en este se calcularon los valores del frente de
referencia para obtener mas datos sobre nuestra sustancia de estudio (Imagen
XVII'y XVII).
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Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Marca de la distancia
que recorrid la fase
movil

Marca del estandar

Marcade la muestra

Marca de la aplicacién
delestandar

Marcade la aplicacion
dela muestra

Marca de fa distancia
que recornid la fase
movil

Marca del estandar

Marcade I3 aplicacion
delestandar

Marca de la muestra

Marca de la aplicacion
de la muestra

Imagen XVII. Placas 1y 2 pertenecientes a la muestra de aceite obtenido de 40g de hueso de trucha cocido reveladas en

Marcade la distancia
que recorrid fa fase
movil

Marcadel estandar

Marcade la muestra

Marcade la aplicacion
delestandar

Marcade la aplicacion
de la muestra

rayos U.V. En la placa uno no se observan de manera nitida las partes.

Marcade la distancia
que recormrio la fase
movil

Marcadel estandar

Marcade la muestra

Marcade la aplicacion
delestandar

Marca de la aplicacion
de la muestra

Imagen XVIII. Placas 3 y 4 pertenecientes a la muestra de aceite obtenido de 40g de hueso de trucha cocido reveladas en
rayos U.V.
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El volumen total de aceite obtenido se muestra en la siguiente tabla: (Tabla VI)

Tipo de Hueso Volumen obtenido con

embudo de 500mL (mL)

Huesos cocinado (409g) 63

Tabla VI. Muestra el volumen obtenido de aceite con la muestra de hueso cocinado y utilizando un embudo de separacion
de 500mL y 40g de hueso.

Al realizar los calculos del frente de referencia (RF), estos son los valores
obtenidos para cada placa: (Tabla VII)

Distancia Distancia Valor del frente de
recorrida por la recorrida por la referencia RF

sustancia fase movil
(mm)

(mm) (mm)

4 (presencia de
otro componente
en la placa)

Tabla VII. Se muestran los valores obtenidos de la distancia recorrida por la sustancia, la distancia recorrida por la fase
movil y su respectivo valor de RF para cada placa.
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Analisis de Resultados

En este proyecto se tuvo como objetivo determinar la presencia de aceite Omega
3, asi como proponer un método de extraccion de dicho aceite en una muestra de
huesos de pescado. Para ello se emplearon muestras de trucha arcoiris.

Se consideraron dos tipos de muestras:

1) Hueso crudo (proveniente del proceso de fileteado en pescado crudo)
2) Hueso cocido (obtenido a partir de pescado cocinado).

El tratamiento de los huesos se realizé de distinta manera para las dos muestras
de huesos, para el hueso crudo se optd por limpiarlos con cepillos para poder
remover toda la carne que contenian, para que esta no fuera un factor en el
rendimiento del aceite ya que la carne contiene también aceites del tipo Omega y
por tanto que el aceite obtenido fuera 100% de los huesos. Para el hueso cocido
solo se lavaron con agua para poder remover todos los residuos que contenian y
que estos también no interfirieran en el estudio. Ambos tipos de hueso se
congelaron, después de quedar completamente limpios, para que al momento de
triturarlos fuera mas facil el proceso y asi se obtuviese mas volumen de hueso
para una mejor superficie de esto debido a que al haber mas superficie de
contacto entre la mezcla de disolventes y los huesos, esto provoca una mejor
incorporacion del aceite en huesos a la mezcla de disolvente.

Mencionando lo anterior, esto fue un factor que influyé en la cantidad de aceite
obtenido, el tipo de hueso que se utiliza. Se emplearon, para este proyecto, una
muestra de hueso crudo y una muestra de hueso cocinado; obteniendo un mayor
volumen de aceite a partir de la segunda muestra (hueso cocinado) aun
empleando un embudo de mayor volumen con ambas muestras. Para el hueso
crudo también se obtuvo aceite, pero en menor cantidad comparado con el hueso
de tipo cocinado, posiblemente esto se debe a que este fue tratado anteriormente
al ser cocinado, haciendo asi que este fuese mas propenso a liberar el aceite.

Otro factor que se determiné que influye en el experimento es la cantidad de
hueso a utilizar para las extracciones. En el ensayo se optd por emplear 20g de
hueso crudo y cocinado y como resultado se obtuvieron volumenes de 32 y 40mL
respectivamente. Para las pruebas se optd por el emplear el doble de masa, 40g,
para cada una de las muestras de hueso, obteniendo asi una mayor cantidad de
volumen para poder realizar las pruebas de cromatografia.

De acuerdo con los resultados se determinaron como condiciones de extraccion:
trabajar con 40g de hueso cocido; realizar tres extracciones en un embudo de
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separacion de 500 mL cada una, en un lapso de 15 minutos. Con el fin de obtener
un mayor rendimiento en la obtencion del aceite.

Con respecto a la cromatografia, se decidid utilizar capa fina para que en las
placas se pudiera apreciar la marca del estandar de las capsulas de aceite de
omega 3 y la marca de la muestra del aceite obtenido y compararlas a la vista y
con el RF y asi verificar la presencia de aceite Omega en la muestra de aceite
obtenido.

En la cromatografia se aprecia mejor la elucion empleando como fase mévil una
mezcla de cloroformo: metanol (1:1), comparada con la elucion al emplear sélo
cloroformo. Cabe mencionar que el cloroformo si permitio la elucién; sin embargo
las marcas se mostraban muy tenues, por lo que era necesaria la aplicacién de
una mayor cantidad de muestra.

En la revelacion de las placas, se utilizé la lampara de rayos UV ya que esta daba
una mejor apreciacion de las marcas del estandar y de la muestra con respecto a
otro método de revelacion, como ejemplo, el uso de yodo en solucion, el cual
manché toda la placa y no logré observarse de manera definida las marcas.
Comparando las placas de las primeras pruebas con las ultimas, se notd una
mejoria en cuanto a la presencia de aceites Omega en la muestra de aceite
obtenida, ya que al fijar ya los parametros de extraccion y de la cromatografia, los
resultados fueron favorables para las ultimas pruebas, comprobando asi, la
presencia de aceites Omega en la muestra.

Por tanto, se logré observar que se obtiene una mejor cromatografia empleando
una mezcla de disolventes, Cloroformo-Metanol, para diluir el estandar y las
muestras debido a que esto hace que el estandar y la muestra sean mas polares y
se retengan con mayor facilidad en la fase estacionaria y puedan ser identificadas.
El uso de la lampara de rayos UV facilita la identificacion de estas en la placa
gracias a los dobles enlaces que presentan las estructuras de los aceites Omega,
haciendo asi que absorban el espectro UV y sean mas faciles de identificar en la
placa cromatografica.

Por ultimo, en la ultima, se decidiéo determinar los RF de cada muestra que se
obtuvo en esta prueba obteniendo asi resultados satisfactorios ya que el valor de
la muestra uno a la tres coinciden con el valor de referencia de la literatura que se
tiene para el éster del Acido Linolénico que es de 0.75, por tanto al realizar la
cromatografia lo que se logré detectar es el éster del Acido Linolénico.
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Conclusiones

Por medio de extracciones con disolvente y realizando cromatografia en capa fina
revelando con lampara de rayos Ultravioleta, si existe aceite omega en las
muestras de hueso de trucha arcoiris.

Las condiciones de extraccion que propician el mejor rendimiento en la obtencion
del aceite Omega son:

e Ultilizar muestras de hueso cocido, emplear 40g de muestra,

e Emplear un embudo de separacion de 500 mL por cada 40g de muestra,
e Realizar tres extracciones con duracién de 15 minutos cada una,

e Emplear tantos 30mL de cloroformo-Metanol 2:1 para cada extraccion,

Con este proyecto es posible aprovechar al maximo las propiedades de la trucha
arcoiris que se cria y se sirve como alimento en un poblado del Estado de México.

Este estudio sélo propone un método de extraccion e identificacion de aceite
Omega contenido en muestras de hueso de trucha arcoiris; por lo que se sugiere
un estudio que permita su cuantificacion, dado que con los resultados obtenidos,
no fue posible cuantificar.
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Anexos

Anexo |. Granja piscicola en Ojo de Agua, municipio de Villa Victoria, Estado de México.

Anexo ll. Estanque adecuado para la crianza de Trucha Arcoiris.
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Anexo lll. Tratamiento de la Trucha Arcoiris antes de su consumo.

Anexo IV. Propietarios y encargados de la Granja piscicola (de izquierda a derecha: Q.F.B. Victor Hugo Becerra Lopez,
Maestra Isabel Gardufio Posadas, Victoria Posadas Benitez, Ing. Héctor Gardufio Posadas y Leonardo Crescencio Gardufio
Garcia.
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Anexo V. Limpieza y trituracion de los huesos.

: 313387

. .

Anexo VI. Pesado de los huesos.
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Anexo VII. Extraccion de aceite de los huesos.

——— 250 ‘
Too —4—200

150 —= 150

200 —— 100

Anexo VIII. Aceite obtenido.
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Anexo IX. Muestra de los aceites obtenidos y del estandar para la cromatografia en capa fina.

Anexo X. Cromatografia en capa fina.
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Anexo Xl. Capsulas de Omega 3,6 y 9 que se emplearon como estandar en la cromatografia en capa fina.
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