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RESUMEN

E:l presente trabajo de investigacion, sobre la caracterizacion fisicoquimica de la grasa
del msecto nij (Homoptera, Margarodidae. Llaveia axin), esta dingido a satisfacer parte de
los objetives del Proyecto Nij del Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de
Guatemala. Se pretende establecer cuales son fas propiedades fisicoquimicas de esta grasa.
anteriormente poco conocidas, para que posteriormente, con estudios de sus propiedades y
su comportamiento como material, se puedan sugerir usos para la misma, adicionales a los
que se le da actualmente a nivel artesanal en Rabinal, Baja Verapaz, Guatemala.

Se caracterizaron. en triplicade tres moeestras de grasa de diferente localidad de
origen v/o de procesamiento, incluvendo fa determinacion de las siguientes propiedades. de
las cuales se dan los valores promedio minimos v maxunos obtenidos: gravedad especifica a
25°C, (0.957- 0.963); intervalo de fusion. {33.7-353)YC~(50.8-52.2)°C; indice de acidez,
(27-35) mg KOH/g grasa; indice de saponificacion. {190) mg KOH/g grasa; e indice de yodo,
(57-145) g vodo/100 g grasa, valor que incluyve tanto las muestras completas como sus
fracciones soluble e insoluble en éter de petroleo. Ademas. se establecio la solubilidad a 25°C
en acetona, éter de petrdleo v una mezcla de acetona: éter de petroleo 1:1 (v/v), obteniéndose
valores de (9-10), (12) y (12) g grasa/100 ¢ solvente, respectivamente. También se
determind la solubilidad a 25°C en etanol y en una mezcla de etanol:éter de petroleo 1:1
(v/v);, obteniéndose valores de (<7) y (<12) g grasa/100 g solvente, respectivamente.

Por otra parte, se obtuvieron espectros de absorcion ultravioleta--visible e infrarroja
v de resonancia magnética nuclear de protones de la grasa o de fracciones de ella. En el
primer espectro, la absorcion de la regidn de 300-350 nin reveld la presencia de un pigmento
tipo antraquinona; mientras que los dos Ultimos espectros resultaron ser tipicos de aceites o
grasas con acidos grasos predominantemente insaturados, como es el caso de los aceites de
sova, de oliva y de semilla de hule.

También se determind la composicion de la grasa en cuanto a tnacilgliceroles, por
cromatografia liquida de alta resclucion con fase mvertida y deteccion ultravioleta, lograndose
separacion e identificacion en regiones de niimero de carbonos equivalentes pero no en
tnacilgliceroles individuales. Entre los triacilgliceroles principales pueden estar aquellos con
54 v 48 carbonos equivalentes, ésto es con residuos de acidos grasos correspondientes a:
18:0-18:1(A%)-18:2(A*)  vio 18 1(A%)-18:1(A*)-18:1(A%); 18:0-18:0-18:0 /o
18:0-18:1(A”)-20:0, respectivamente.

De acuerdo con los resultados obtenidos para el indice de yodo, la grasa del njj debe
ser clasificada como una grasa con propiedades secantes. Por otra parte, la grasa del njj es
similar, en cuanto a su indice de yodo y espectro de absorcion infrarroja, al aceite de semilla
de hule v al aceite de soya; es sinilar al aceite de palma africana, al lardo de cerdo y a la
manteca de semilla de cacao. en relacion a su intervalo de fusion: es similar a la manteca de




semilla de cacao v a la cera de la China, en su gravedad especifica. Ademas, es similar a los
aceites de finaza. de semilla de hule, de soya. de oliva, de palma africana, v a la manteca de
semilla de cacao v al lardo de cerdo, en su indice de saponificacion.

La determinacion. a lo largo del tiempo. del indice de yodo y del espectro de
absorcion infrarroja de peliculas delgadas de grasa del nyj expuestas al aire, permitio seguir
su proceso de "secado" El indice de yodo. que esta relacionado con la concentracion de
dobles enlaces entre carbonos en la muestra, disminuyd considerablemente entre los O v los
6 dias de estar expuesta la pelicula de grasa a aire ambiental; en este tiempo el indice de yodo
se redujo al 45% del valor inicial y ya no sufrié un cambio considerable. Durante la
exposicion de la pelicula de grasa a aire seco. su espectro de absorcion infrarroja mostrd
sumenio de! porcentaje de sransmitancia en una banda relacionada con los dobles enlaces
entre carbonos v la disminucion del mismo en una banda relacionada con fos hidroperoxidos:
mas alla de los siete dias de exposicion dicho espectro ya no mosird cambios considerables.
Estos resultados sugieren un proceso de polimerizacion de la grasa, por autooxidacion por
radicales libres. donde los hidroperoxidos son productos iniciales e intermediarios de la
reaccion en cadena involucrada. Por lo anterior, se sugiere estudiar las propiedades y el
comportamiento de la grasa como material secante, en aplicaciones como pinturas,
recubrimiento de superficies y tela, para las que se usan los aceites y grasas mencionados.
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1. INTRODUCCION

La hembra del insecto escama Llaveia axin, Superfamilia Homoptera. Familia
Margarodidae, produce en el interior de su cuerpo una grasa que ha sido usada por los
indigenas de la region mesoamericana, desde la época precolombina hasta la actualidad. para
dar un acabado decorativo v preservante a diferentes materiales (McBrvde, 1943: MacVean.
1992).  Se cree que los mayas usaron esta grasa para preservar los dinteles de madera de
zapote que decoraban sus templos (McBryde, 1943). Los nativos de ciertas regiones de
Guatemala y México aun usan este material para dar un acabado lustroso a objetos hechos

de jicaras que se venden en los mercados locales (Lujan v Toledo. 1986; MacVean. 1992;
MacVean. 19930)

Enla actualidad, estos insectos v su grasa se conocen v aprovechan en Rabinal, Baja
Verapaz, Guatemala, donde se les llama "nij" ', v en varias localidades de México (MacVean,
1992). En Valladolid, Yucatan, México, a estos insectos se le conoce como "menché"; v en
Chiapa de Corzo, y Uruapan, Michoacan, ambos también en México, se les conoce bajo el
nombre de "aje" (Jenkins, 1964; MacVean, 1992). Desde el siglo XVI (de Landa, 1941 de
Sahagiin, 1985; Walcott, 1940) esta documentado el uso de esta grasa con fines muy
diversos, en diferentes regiones desde México hasta Panama (Jenkins, 1964; McBryde, 1943).

La grasa del mj es un solido suave de color amarillo y olor distintivo; al frotarla entre
los dedos se funde y al exponerla ai aire tiende a formar una costra de color café en su parte
exterior, mientras que su interior permanece suave. El acabado lustroso que da esta grasa a
diferentes materiales ha sido descrito como extraordinariamente durable, ya que persiste por
mucho tiempo ante el uso y el lavado frecuente con agua. (Jenkins, 1964)

La mayoria de los estudios de la grasa del nij se han centrado en: la antigiiedad de su
uso, su papel en las costumbres de los nativos, su forma de obtencion y su distribucion
geogratica (de Landa, 1941; de Sahagin, 1985, Jenkins. 1964; McBryde, 1943). Hay poca
informactdn disponible sobre las caracteristicas fisicas y quimicas de la grasa. Al respecto,
se conocen dos estudios que datan de mediados del siglo pasado v principios de éste; el
primero fue hecho en los Estados Unidos de América por V.G. Bloede (Schott, 1869) y el
segundo en Francia por René Guénn (Lujan y Toledo, 1986). Estos estudios se refieren a
algunas de las propiedades tradicionalmente usadas para caracterizar aceites y grasas, tales
como: punto de fusion, solubilidad en varios solventes y prado de saponificacidn.
Principalmente, por su época de realizacidn, estos estudios no se refieren a otros parametros,
sobre todo de composicién quimica y espectrométricos, que hoy en dia son importantes para
hacer una descripcion de las propiedades de una grasa que permita proponer otros posibles

La ortogralia correcta para esta palabra en achi’ es ~niij™ de éto s¢ tuvo conocimicento posteriormente & la
aprobacion de este frabajo de tnvestigacién por bo que en el intsimo se utilizard oij cu vez de nii).




usos para ella.

El insecto nij y su grasa han despertado interés en un grupo del Instituto de
Investigaciones de 1a Universidad del Valle de Guatemala, cuvos objetivos de estudio han sido
determinar la biologia del insecto, conocer las propiedades fisicas y quimicas de la grasa y.
sugerir usos alternativos v nuevos mercados para la grasa. Este grupo, dirigido por el
entomologo Chartes MacVean, Ph. D., ha estudiado el insecto, v la preparacion y utilizacion
de la grasa. principalmente en Rabinal, Baja Verapaz. Guatemala. En esta localidad, hav
actividad artesanal a nivel familiar que produce guacales, chinchines y otros objetos utilitarios
y decorativos hechos a partir de jicaras, que son las cascaras del fruto del arbol de morro,
Crescentia alata IBK y Crescentia cujete 1. familia Bignoniaceae. Las jicaras son cubiertas
v decoradas con la avuda de esta grasa después que se han cocmado. vaciado, secado y ljado.
Luego. estos objetos, tallados con diferentes mouvos decorativos sobre el fondo negro
tustroso, son vendidos en los mercados guatemaltecos. (MacVean, 1992)

El grupo de investigacion de la Universidad del Valle de Guatemala ha Hevado a cabo
una caracterizacién quimica prelimmar de la grasa del nij, en cuanto a sus componentes
principales, en colaboracion con la Colorado State University (Selle, 1993). Siguiendo en
esta linea, el presente estudia se centra en la caracterizacion fisicoquimica general de la grasa
del nij; incluye la verificacién de lo reportado en la literatura (Schott, 1869; Lujan y Toledo,
1986) v la generacién de nueva informacion sobre: algunos parametros fisicoquimicos,
algunas caracteristicas espectrometicas y la composicion general en cuanto a tracilgliceroles.
Esta caracterizacion se basa en métodos oficiales de analisis dados por The American Oil
Chemists Society (AQCS), The International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), The Association of Official Analytical Chemists (AOACYy The American Society
for Testing and Materials (ASTM).

Con base en las propiedades fisicas y quimicas determinadas en este estudio, se
compara la grasa del nij con otros aceites, grasas y ceras conocidos, de aplicacion en la
artesania v la industria. Para poder sugerir otras posibles aplicaciones para la grasa, que le
den mayor interés y valor, en el area rural donde es producida y utilizada actualmente, se
requeriria también la caracterizacion de la pelicula de grasa como material en aspectos tales
como: dureza, resistencia a hongos, impermeabilidad a agua y durabilidad. Esta
caracterizacion como material va mas alla de lo abarcado por el presente trabajo, y se espera
sea cubierto en otros estudios del mismo proyecto de la Universidad del Valle de Guatemala.



1I. ANTECEDENTES

A Aceites. grasas y ceras

1. Descripcion general ¥ composicion

Los aceites. grasas y ceras pertenecen a un grupo mas ampho de compuestos quimicos
llamados liptdos. Los lipidos pueden ser defimidos como sustancias que: son msclubles en
agua. son solubles en solventes orgamcos tales como éter dietilico, hexano cloroformo,
benceno vy metanol. pueden contener cadenas hidrocarbonadas largas en sus moléculas, v
estan presenies en o se derivan de orgamsmos vivos [ oslipidos se clasitican como: lipidos
stmples. que pueden ser hidrohzados para dar uno o dos tipos diferentes de productos por
molécula; ipidos complejos, que contienen tres o mas productos de hidrolisis por molécula;
v lipidos derivados, que provienen de los dos grupos anteriores. por hidrolisis. (Christie,
1982, Martm et al., 1984)

Los lipidos simples son ésteres de acidos grasos con diferentes aleoholes; incluyen los
acilghiceroles que son ésteres de acidos grasos con glicerol, los ésteres de acidos grasos con
otros alcoholes diferentes at glicerol, los ésteres de acidos grasos con el colesterol y los
ésteres de acidos grasos con las vitaminas A y D (Christie, 1982; Mehlenbacher, 1960). A
las sustancias que estan compuestas principalmente por acilgliceroles se les llama aceites, s
estan en estado liquido a 25 °C y, grasas, si estan en estado sélido a esta misma temperatura
(Martin et al, 1984). Se les llama ceras a las sustancias que estan constituidas principalmente
por ésteres de acidos grasos con alcoholes diferentes al glicerol (Martin et al., 1984).

Los lipidos complejos son ésteres de acidos grasos que contienen otros grupos
funcionales, ademas de un alcohol y un acido graso. Entre ios lipidos complejos estan los
fosfolipidos y los glicolipidos. Los fosfolipidos son acilgliceroles que contienen, ademas de
fos acidos grasos y el glicerol, moléculas de acido fosférico, grupos amino y otros
sustituyentes. Estos lipidos incluyen fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina, fosfatidil inositol,
fosfatidil serina, plasmalégenos, y esfingomietinas. Los glicolipidos estan compuestos de
acidos grasos, esfingosina y carbohidratos; contienen nitrogeno pero no actdo fosforico m
glicerol. Los lipidos complejos también incluyen compuestos tales como los sulfolipidos y
los aminolipidos; dentro de esta Gltima categoria se pueden colocar las lipoproteinas. (Martin
et al. 1984)

Los lipidos derivados incluyen acidos grasos, tanto saturados como insaturados
(presencia o no de dobles enlaces en su estructura), glicerol, otros alcoholes, carotenoides
{Mehlenbacher, 1960), esteroles, esteroides, aldehidos grasos {aldehidos de cadena larga),
hidrocarburos v las proteinas de las lipoproteinas. (Martin et al, 1984)




Los aceites, grasas v ceras, que son los lipidos de mayor interés en este trabajo. tienen
como componentes mayoritarios a los lipidos simples; a continuacion se tratara con mayor
detalle la estructura, nomenclatura v caracteristicas de sus componentes. En primer lugar. se
trataran los acidos grasos por ser comunes a todos los lipidos simples. Luego, se trataran los
¢ésteres de acidos grasos con glicerol y, por tltimo, los ésteres de acidos grasos con otros
alcoholes diferentes al glicerol.

Los acidos grasos son acidos carboxilicos con cadenas hidrocarbonadas de 4 a 36
atomos de carbono, tenen vanaciones en el grado v clase de ramificaciones. v en la ausencia
o presencia y el namero de dobles enlaces (Martin et al., 1984). Los mas comunes en la
naturaleza, entre los acidos acidos grasos sin dobles enlaces, o sea saturados, son los de
cadena recta con numero par de entre 14 y 20 atomos de carbono (Martin et al., 1984). La
nomenclatura sistematica de los acidos grasos esta basada en el nombre del hidrocarburo con
el mismo numero de atomos de carbono; la terminacion o de los hidrocaburos se sustituye por
oico en los acidos grasos (Martin et al., 1984). Asi. los acidos grasos saturados terminan en
anoico, por ejemplo, el acido con dieciséis atomos de carbono v foérmula estructural
condensada CH,(CH,), ,COOH. se nombra acido hexadecanoico (Christie, 1982). Los acidos
grasos con dobles enlaces, es decir insaturados, terminan en enoico, por ejemplo, el acido
con dieciocho atomos de carbono y una insaturacion se nombra 4cido octadecenoico
(Christie, 1982). Aun es de uso comin ¢i nombre trivial de los acidos grasos el cual ha sido
asignado por el tipo de aceite 0 grasa en el que son un componente mayoritario, por ejemplo,
el acido hexadecanoico es llamado palmitico por ser mayoritario en el aceite de palma
(Christie, 1982).

Para simplificar los nombres de los acidos grasos, existe otra nomenclatura liamada
numerica que consiste en indicar tanto el nimero de atomos de carbono como el nimero de
nsaturaciones del acido graso, separando los dos nimeros por dos puntos, es decir tomando
el acido palmitico; por ejemplo el acido hexadecanoico es designado como 16:0 (Christie,
19823,

En fuentes naturales se han caracterizado acidos grasos de cadena recta con un
numero par de 10 a 30 atomos de carbono, que contienen un doble enlace por molécula, ésto
es monoinsaturados en configuracion cis por molécula. También se conocen, pero son muy
raros, acidos grasos monoinsaturados en configuracion rarms que son escasos en la naturaleza,
por razones biosintéticas. La designacion ¢is o frans se refiere la disposicion espacial relativa
de los atomos enlazados a los carbonos del doble enlace. Estos acidos grasos
monoinsaturados pueden tener el doble enlace en diferente posicion, por lo que una
descripcion completa de ellos debe especificar la posicion y la configuracion del doble enlace
(los atomos de carbono de los acidos grasos se numeran a partir del atomo de carbono
carboxilico, que se designa como carbono 1). Por ejemplo, €l acido monoinsaturado mas
comun en la naturaleza es el acido cis—9-octadecenoico, el cual tiene el nombre trivial de
acido oleico v la estructura siguiente.



H
N /

c—C
CHy(CHy)Y  N(CH,),COOH

En la nomenclatura numérica, este acido se designa, 18.1(A”); el numero 1 indica que solo
hay un doble enlace en la molécula. y A” significa que hav un doble enlace entre los atomos
de carbono 9 v 10, El simbolo mdicado entre paréntesis, (A”), solo se usa para los acidos
erasos que contienen dobles enlaces en configuracion cis (Chnistie. 1982; Martin et al., 1984).

Cuando el acido graso tiene mas de una insaturacion se le Hama polimsaturado. Los
acidos poliinsaturados comunes en la naturaleza son de numero par de carbonos entre 16 y
20. son no conjugados v en ellos los grupos de dobles enlaces, CH—CH, estan separados por
un erupo metileno. CH. A este tino de acidos no-conjugados también se les puede aplicar
la nomenclatura sistematica va explicada. El Cuadro ] contiene una lista de los acidos grasos
saturados. mono y polinsaturados no—conjugados mas comunes en la naturaleza, su nombre
trivial, su nombre sistematico, la nomenclatura numérica y su punto de fusion. En este cuadro
solo se mcluyen los acidos grasos con numero par de atomos de carbono y configuracion ciys
pues, por razones biosintéticas. son los mas comunes en la naturaleza. (Christie, 1982;
Lehmmger et al, 1993)

LLas propiedades fisicas de los acidos grasos y de Jos compuestos que los contienen,
estan fuertemente determinadas por la longitud vy el grado de insaturacion de la cadena
hidrocarbonada. La larga cadena hidrocarbonada no polar explica la baja solubilidad de los
acidos grasos en agua. Por ejemplo, el acido dodecanoico (12:0) tiene una solubilidad de
0.063 mg/g de agua, la cual es mucho menor que la de un aziicar como la glucosa, 1.100
mg/g de agua, que tiene un peso molecular similar. A medida que aumenta la longitud de la
cadena hidrocarbonada y disminuye el numero de dobles enlaces de un acido graso, disminuye
su solubilidad en agua. El grupo carboxilo es polar; ésto explica la ligera solubilidad en agua
de los acidos grasos de cadena corta. (Lehninger et al., 1993)

El punto de fusion de los acidos grasos, v de fos compuestos que los contienen, esta
fuertemente influenciado por la longitud y el grado de insaturacion de la cadena
hidrocarbonada (ver Cuadro 1) A 25°C, los dcidos grasos saturados del 12:0 al 24:0 son
solidos, mientras que los acidos grasos msaturados de esa longitud, son liquidos aceitosos.
(Lehninger et al., 1993)

En los compuestos completamente saturados, la libre rotacion alrededor de los enlaces
C—C de los grupos CH, le da a la cadena hidrocarbonada su gran flexibihdad. Estos
compuestos poseen una conformacion en zig—zag (ver Figura 1a), en la cual el impedimento
estérico (que se relaciona con la repulsion de nubes electronicas) de los atomos vecinos es
minimo. Estas moléculas pueden colocarse muy juntas en arreglos regulares (ver Figura 1d)
estabtlizadas por interacciones hidrofébicas, dando solidos a 25°C. Un doble eniace en
conformacion ¢is en la cadena, provoca un cambio de angulo en ese punto (ver Figura 1b);
esto sc debe a que los enlaces simples forman angulos de 109.5°, mientras que los dobles

]
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enlaces ¢is. angulos de 1207

Los acidos grasos con uno o varios dobles enlaces en
configuracion cis no pueden colocarse tan juntos y en arreglos tan regulares como los &cidos
grasos completamente saturados, y asi las interacciones de las moléculas son mas deébiles. Lo
mas comun en la naturaleza es que los acidos grasos insaturados estén presentes mezclados
con los saturados; la Figura le muestra el arreglo irregular resultante de esta mezcla. Debido
a que se necesita menor energia térmica para desordenar Jos poco ordenados arreglos de los
acidos grasos insaturados, éstos tienen puntos de fusion mucho menores que los de los acidos

grasos saturados. con la misma longitud de cadena. (Lehninger et al | 1993)

Cuadro 1

Acidos grasos mas comunes en la naturaleza'
1

{Christie.

982 Lehninger et al . 1993: Mathews and van Holde. 1990)

Nombre sislemauco

Nombre trveal

Nonenclatura

Punto de

numerica’ fusion. *C

dodecanoico Jaurico 12:0 44.2
etradecanoo miristico 14:0 339
hexadecanoico paliitico 16:0 63.1
octadecanoico cstednco 18:0 69.6
21COSANOICO araquidico 20:0 76.5
docosanoico belhénico 22:0 815
{EacosANOICO hgnocérico 24:0 86.0
cis-9-hexadecenoico palmitoleico 16:{A%) -053
cis-9-octadecenoico oleico 18:1(A™) 13.4
cis.cis-9.12 -octadecadienoico linoleico 18:2(A7') -5

cis,cis.cis-9.12.13-octadecalricnoico ¢ -linolénico’ 18:3(A™H) -1

' La férmula general de los dcidos grasos saturados es CH,(CH.),COOH. 1a de los monoinsturados.
COOH v 1a de los polinsaturados es analoga.
> Nimero de dtomos de carbono ; nimero de dobles enlaces (posicion de los dobles enlaces, contando los

CHy(CH.),CH=CH(CH.)

m

carbonos a partir del carbono carboxilico).

* Existen. en la naturaleza otros isémeros del dcido octadecatrienoico que ditieren en la posicidn de los dobles
enlaces. para distinguirlos. en la nomenclatura trivial se usan letras griegas antes del nombre. a.B. v.




a. Lsteres de dcidos vrasos con elicerol

Los ésteres de los dcidos grasos con el glicerol son Hlamados acilgliceroles {ver
Figura 2). Estos se dividen en tres principales tipos: monoacilgliceroles, diacilghiceroles y
tnacilgliceroles. que son los mono—, di- vy trl ésteres del glicerol con los acidos grasos,
respectivamente.  Los isomeros de los acilgliceroles ditieren en la posicion relativa de las
cadenas de los acidos grasos dentro de su estructura, asi como en su ornentacion espacial
relativa al glicerol. Las Commsion de Nomenclatura Bioquimica, de Ja Union Internacional de
Quimica Pura v Aphcada v de la Union Internacional de Bioquimica. IUPAC—IUB por sus
siglas en inglés (Chnistie, 1982}, ha recomendado que los nombres mencionados tri—, di-, y
monoacilglicerol, sean usados en vez de los nombres tradicionales mono—, di—, y triglicérido

va que los primeros definen la estructura de estos compuestos con mas precision. (Kates.
108/

Figura |
Disposicion de las moléculas de los acidos grasos saturados e insaturados en su forma libre
(Lehmmnger et al.. 1993)

. —{) )
11 Q. //t) H o # H—c)\//{)

- ¢ [¢

(a) (b) {c)

{a) Acido octadecanoico. 18:0

(b} Acido cis—9-octadecenoico. 18:1(A%). quec muesira ¢l cambio de angulo en la cadena cansado por el doble
enlace cis: ésto se delie a que los enlaces simples forman angulos de 109.5°, micntras que los dobles enlaces cis.
angulos de 1207

(c) Acido cis,cis-9.12—oc1adecadienoico. 18:2(A%). que muesira los cambios de dngulo en la cadena causados
por los dobles enlaces cis; ésto se debe a que los enlaces simples formau dngulos de 109,37 mientras que los
dobles enlaces cis. angulos de 1207,

{d) Arreglo de dcidas grases complelamente satmrados agrupados en arreglos regulares. estabilizados por
iuteraceianes hidrolabicas.

(e} Arreglo de una imevela de dcidos grasas saturados ¢ msatlurados que muestra el arrcglo irregular resultante.

]
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Figura 2
Estructura del glicerol v de los diferentes tipos de acilgliceroles (Christie, 1982; Kates,
1986: Mathews and van Holde. 1990)

0O
H-—C—0H H;—C—O—é —R, H,—C—OH
H_(Ij__QH H—C—OH H—-(lT-—O—C —R,
’ | |
H.—C—OH H,—C—0OH H,—C—OH
Gheerol Monoacilghceroles
i i i
Hy-C—O0-—~C-—R, Hy—C—0—C—R, H,—C—0—C—R,;
R -
H—C—0OH H—C—O——é—fb H_(L_Q_lcl‘_R5
O O
H,—C —O——(!f —R; H,—(—0OH HEmC—O—lCI——Rﬁ
Diacilghcercles Tnacilglicerol

R, - R, = cadenas hidrocarbonadas (fas més comunes en la paturaleza son de 12 a 24 carbonos de longitud).
saturadas o insaturadas. de los dcidos grasos. las cuales pueden ser iguales o diferentes.

Como se muestra a continuacion, una forma simplificada de representar los
triacilgliceroles consiste en dibujar como lineas en zig—zag, las cadenas hidrocarbonadas
saturadas o insaturadas, y como lineas rectas, el esqueleto del glicerol {CH,-CH-CH,). En
esta forma simplificada, no se muestran las insaturaciones que, para triacilgliceroles de fuentes
naturales, generalmente estan en configuracion cis. (Hall, 1989)

I
D B [
HE_C'——O“—'é-—— R; A N,

La nomenclatura trivial para los triacilgliceroles solo se utiliza cuando los tres acidos
grasos esterificados al glicerol son iguales; por ejemplo, tripalmitina, trioleina y trilinoleina.
La mayoria de los triacilgliceroles contienen una mezcla de acidos grasos, que frecuentemente
ncluye tanto saturados como nsaturados (Mathews and van Holde_, 1990). La nomenclatura
numeérica explicada anteriormente para los acidos grasos (ver Cuadro 1) también puede usarse



para i1dentificar a los triactighceroles, que indica cada uno de los acidos grasos que estan
esterificados al glicerol. Asi, la triestearina, se representa 18:0-18:0-18:0. Otra forma
simphficada de representar los triacilghceroles es sustituir 1a nomenclatura numérica de los
acidos grasos por la imcial (en inglés) del nombre trivial de cada uno de ellos: P=palmitico,
S=estearico, O=oleico, L=lnoleico, Ln=linolénico, etc. La triestearina. en este sistema. se
designa SSS. En este trabajo, a esta ultima forma de representar a los triacilgliceroles se le
llama "simbolo™ del triacilghcerol (Christie. 1987}

La esterificacion con el glicerol dismmnuve en gran medida el caracter polar de los
grupos carboxilo provenientes de los acidos grasos. Comeo consecuencia, los tracilgliceroles
son menos solubles en agua que los dcidos grasos libres correspondientes; son solubles en
éter. cloroformo, benceno v etanol cahente (Mathews and van Hoide. 1990)

El punto de fusion de los triaciglicercles lo determina su composicion de acidos
grasos. En general, ¢l punto de fusion se incrementa con el numero de acidos grasos
saturados (de los tres que pueden estar presentes) y ta tongitud de 1a cadena hidrocarbonada
de estos acidos grasos saturados.  Por ejemplo. la tnpalmitina (16:0-16:0-16:0} vy a
triestearina  (18°0-18'0-18:0) son solidos a 25°C, mientras que la troleina
(18: 1(AMY-18:1(A")-18:1(A")) y la trilinolemna (18:2(A™')~18:2(A™)~18:2(A%"?)) son
fiquidos a 1a misma temperatura. (Lehninger, et al. 1993)

Segun lo anterior, a 25°C, los materiates lipidicos ricos en triacilgliceroles con acidos
grasos insaturados liquidos y se les llama aceites, mientras que aquellos ricos en
tnacilgliceroles con un contenido mayor de acidos grasos saturados, son solidos y les llema
grasas. Una grasa con triacilgliceroles completamente saturados, como componentes
mayoritarios, es un solido muy firme, especialmente si las cadenas hidrocarbonadas de los
tnacilgliceroles son largas. La razon es la misma que la explicada para los acidos grasos (ver
Figura 1). De hecho, la hidrogenacion parcial de aceites con una elevada proporcion de
triacilgliceroles insaturados se usa comercialmente para producir grasas . (Mathews and van
Holde, 1990)

Los acitlglicerotes sufren hidrolisis al ser hervidos en medio acido o basico. La
hidrolisis basica, llamada saponificacion, produce glicerol y una mezcla de jabones, que son
las sales de fos acidos grasos correspondientes. La reaccion general de saponificacion de un
triacilglicerol se indica a continuacion al usar hidroxido de sodio o potasio (M'OH™) y siendo
R;, R, R;, las cadenas hidrocarbonadas originalmente del triacilglicerol y luego de los jabones
(Wingrove y Caret, 1984). Los monoacil y diacilgliceroles también pueden sufrir este tipo
de reaccion.

9
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9
H,—C—0—C R, H,—C—OH
0 - | 0 0 0
; I M OH | N o [
H—C—0—C—R, s H—C—0OH + R—C—0 M + R—C—0 M =~ R;—C—0 M
0 H;0, calor
| d Jabones
H,—C—0—C- R, H,—C—OH
Triaciighcerel Ghcerel

(Wingrove v Caret. 19533

De los acileliceroles presentes en aceites v grasas. los triacilgliceroles son los
componentes mayoritarios; las cantidades menores de meno y diacilgliceroles que pudieran
encontrarse. se derivan de procesos de degradacion de los triacilgliceroles. lLos
triacilgliceroles son la familia més abundante de lipidos de almacenamiento en células ammales
v vegetales. (Martin. et al.. 1984)

Los aceites y grasas contienen pequenas cantidades de constituyentes minoritarios,
solubles en los acilgliceroles, como: del tipo de carotenos, pigmentos carotenoides y clorofila;
pigmentos del tipo quinona como benzoquinonas, naftoquinonas y antraquinonas; esteroles
como el colesterol, en grasas animales, fosfolipidos; lipoproteinas; glicolipidos; hidrocarburos;
vitamina E y otros tocoferoles; vitamina A, proveniente de los carotenos; vitamina D; ceras,
y productos de degradacion de 4cidos grasos, proteinas y carbohidratos (Mathews and van
Holde, 1990).

Los aceites y grasas estan distribuidos ampliamente en la naturaleza; se derivan de
fuentes vegetales, animales, tanto terrestres como acuaticos. Aceites y grasas de todos los
tipos se han usado a lo largo del tiempo como alimentos, combustibles, lubricantes y materia
prima para producir compuestos derivados. La gran diversidad de las aplicaciones de estas
sustancias se debe a la estructura quinmca v propiedades fisicas Gnicas que poseen; su
estructura quimica es muy compleja debido a la combinacion v permutacion de acidos grasos
que se pueden esterificar en los tres grupos hidroxilo del glicerol. (L.ehninger, et al., 1993)

b. Esteres de acidos grasos con otros alcoholes diferentes al glicerol

Las ceras son aquellas sustancias que tienen como componentes mayoritarios ¢steres
de acidos grasos con alcoholes diferentes al glicerol; ademas de los ésteres de acidos grasos
con alcoholes diferentes al glicerol, las ceras pueden inchuir compuestos tales como alcoholes
libres de cadena larga, hidrocarburos, aldehidos alifiticos cetonas, hidroxi-cetonas v
p—dicetonas, v triterpenos (Kates, 1986).



Dependiendo de ia estructura de las cadenas hidrocarbonadas del acido graso vy del
alcohol que los forman, estos ésteres pueden dividirse en simples y complejos. Los ésteres
simples son monoésteres de acidos grasos con alcoholes primarios (tienen el grupo OH en
posicion terminal), ambos de cadena saturada v no ramificada; tienen la formula general
indicada a continuacion. (Kates, 1986; Wingrove y Caret, 1984)

CIL(C] l:),,,—s(if—( CHL(CHL), CH
m v =%-18 o mavores

Los ésteres son complejos cuando el alcohol ¢ el acido graso que los componen, o
ambos, tienen estructuras con ramificaciones, dobles enlaces u otros grupos funcionales,
como el hidroxilo (Kates. 1986).

Como se puede ver en la estructura general de los compoentes mayorttarios de las
ceras, el grupo éster de éstos es solo hgeramente hidrofilico, al estar umdo a dos largas
cadenas hidrocarbonadas. Como consecuencia. las ceras. tanto simples como complejas, son
completamente insolubles en agua; de hecho, son tan hidrofébicas que frecuentemente sirven
como repelentes del agua, como en las plumas de alguncs pajaros y en la superficie de las
hojas y frutos de algunas plantas. También se las encuentra como cubierta protectora sobre
¢l pelo de algunos animales, sobre la cuticula de muchos insectos, en algas, hongos y
bacterias. (Lehninger et al., 1993; Mathews and van Holde, 1950}

2. Caractenizacion

Como se ha indicado anteriormente. los aceites y grasas estan constituidos
principalmente por triacilgliceroles, y las ceras, por ¢steres de acidos grasos con alcoholes
diferentes al glicerol. En esta seccion de caracterizacion se hara referencia principalmente a
aceites y grasas dada la naturaleza del material de interés de este trabajo de investigacion.
Selle (1993} analizd una muestra del material lipidico del insecto nij proveniente de Rabinal,
Guatemala y determind que los componentes mayontarios de esta muestra son los
triacilgliceroles (se tratara ésto con mas detalle en la seccion de propiedades fisicas y quimicas
de la grasa del insecto nij). Segun ésto, el matenial lipidico del nij se clasifica como una grasa
¥ N0 COMo una cera, a pesar de que en la literatura se refieren a €l como cera (Roque, 1936,
Direccion General de Agricultura de Guatemala,1940).

Hasta la década de 1970, los parametros que se consideraban suficientes para
caracterizar y confirmar la identidad de la mayoria de los aceites y grasas eran: densidad o
gravedad especifica, intervalo de fusion, solubilidad, indice de refraccion, indice de acidez,
indice de saponificacion, indice de yodo y porcentaje de materia insaponificable. Egan et al.
(1987) mencionan que a partir de la década antes mencionada, las determinaciones de los
perfiles de acidos grasos por cromatografia de gases (GC, por sus siglas en inglés) y la
determinacion de acilgliceroles por cromatografia iquida de alta resolucion (HPLC, por sus




siglas en inglés) han complementado a los métodos tradicionales. Ademas de los meétodos va
mencionados, también se determinan las caracteristicas espectrométricas del material bajo
estudio.

Las caracteristicas espectrométricas incluyen: la absorcion de radiacion de diferentes
regiones del espectro electromagnético: ultravioleta, visible e infrarrojo, v la resonancia
magnética nuclear con radiofrecuencia. L.a determinacion del espectro en cada una de las
regiones indicadas da informacion caracteristica y complementaria sobre los grupos
tuncionales v la estructura de las especies que constituyven ¢l material bajo estudio. Estos
espectros son caracteristicos de cada matenal, son como su huella digital, v por elio
constituyen elementos importantes para su caracterizacion. (Silverstein, et al., 1981)

a  Propiedades fisicas v quimicas

A continuacion se describe con detalle las propiedades fisicas v quimicas que se
determinan cominmente para la identificacion de los aceites y las grasas. Los valores para
varias de las propiedades fisicas y quimicas varian considerablemente para diferentes muestras
del mismo tipo de aceite o grasa. Estos valores no se pueden establecer con la precision con
la que es posible para sustancias quimicamente puras, ya que los aceites y grasas naturales son
mezclas, que tienen como componentes mayoritarios, diferentes triacilgliceroles. Sin
embargo, se han defimdo ciertos intervalos arbitrarios en los que estan incluidos estos valores.
El Cuadro 2 presenta los intervalos de estas propiedades fisicas y quimicas para algunos
aceites y grasas. Elmtervalo de fusion es la tinica propiedad de este Cuadro que se determina
como intervalo para una réplica dada, como se vera mas adelante al hablar sobre esta
propiedad; las demés propiedades se determinan como valores puntuales individuales para
cada réplica. (Deuel, 1951)

En el caso de los aceites vy grasas vegetales, las variaciones en los valores obtenidos
para sus propiedes se deben a factores tales como que una misma especie de planta crezca
bajo condiciones ambientales diferentes, asi como que especies relacionadas crecen bajo las
mismas condiciones. Por otro lado, las variaciones en los valores obtenidos para grasas
animates se deben principalmente al tipo de dieta que consume el animal. (Deuel, 1951)

1. Gravedad especifica

La densidad de una sustancia se define como la masa que corresponde a una
umdad de volumen, mientras que su gravedad especifica se define como la razon de su
densidad a la densidad de otra sustancia de referencia, generalmente agua, ambas a la misma
o diferentes temperaturas, las cuales deben ser especificadas. Cuando se desea comparar la
gravedad especifica de dos 0 mas sustancias es necesario que los valores de éstas estén
expresados para las mismas condiciones de temperatura; si los valores de densidad o gravedad
especifica no estan expresados para las mismas condiciones. es necesario convertirlos para
las condiciones deseadas, mediante las relaciones apropiadas. En el Cuadro 2 se muestran los
valores de gravedad especifica de algunos aceites y grasas.
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i, Intervalo de fusion

La fusién de una grasa v lIa solidificacion de un aceite son comportamientos
de gran importancia para determinar  sus posibles usos. Ya que los aceites y las grasas son
principalmente mezclas de triacilgliceroles y que cada acilglicerol tiene diferente punto de
fusion, estos materiales no tienen un punto de fusion discreto, sino un intervalo de fusion. A
temperaturas imferiores a este intervalo, todos los componentes estan por debajo de su punto
de fusion y el material es completamente solido. A temperaturas que correspondan a la parte
mferor del intervalo, los componentes de menor punto de tusion, que son aguellos de menor
peso molecular o los mas msaturados, estan liquidos, mientras que los componentes de mayor
punto de fusion permanecen solidos. A medida que se eleva la temperatura, la proporcion de
liquido a solido se incrementa v el material va aumentando su plasticidad hasta que ya no
queda materia solida (Coultate. 1990). En el limite superior del intervalo de fusion. todos los
componentes del aceite ¢ grasa se habran fundido v el matenal llegara a ser completamente
liguido v trasiocido (AOCS, 1989}

Si se quiere hablar del punto de fusion de la grasa o de solificacion del aceite, debe
entonces definirse este punto de fusion para las condiciones especificas del metodo por medio
del cual se determina; en algunos métodos este punto se define como aquel en el cual el
material llega a ser completamente liquido y trasidcido (AOCS, 1989), es dear, el limite
superior del intervalo de fusion. El Cuadro 2 muestra intervalos de fusion o solidificacion
para varios aceites y grasas; en su defecto, presenta el limite maximo de dicho mtervalo.

iii.  Solubilidad

Como se menciono al imeio de esta seccion de antecedentes, la definicion de
lipido nvolucra su solubilidad; son sustancias que son insolubles en agua, son solubles en
solventes orgénicos tales como éter dietilico, hexano cloroformo, benceno y metanol
(Christie, 1982; Kates, 1986). A temperaturas superiores a su punto de fusion o de
solidificacion, los aceites y las grasas son completamente solubles en la mayoria de solventes
organicos; a temperaturas inferiores a su punto de fusion o solidificacion, los aceites y las
grasas son solo parcialmente solubles en estos mismos solventes apolares (Swern, 1964).

1v. Indice de acidez

El indice de acidez de un aceite 0 una grasa dada se define como el nimero
de miligramos de hidroxido de potasio necesarios para neutralizar un gramo de dicho material
(Whart, 1956). La determinacion del indice de acidez invelucra una titulacion basada en la
reaccion acido-base entre los acidos grasos hbres y el hidroxido, segun se indica a
continuacion (Wingrove y Caret, 1984).
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R-C—0-H +OH —— RC—0 4+ o
cido graso libre sal del 4cido graso libre

El indice de acidez es una medida del grado en que se han degradado los acilgliceroles
de un aceite o grasa por accion de una hpasa (enzima que rompe lipidos) sobre el enlace éster
de estos acilgliceroles. o por alguna otra causa que da lugar a la liberacion de acidos grasos:
esta degradacion es acelerada por el calor v la luz como se explica mas adelanie. en la seccion
de reacciones de degradacion. En el caso de productrse acidos grasos libres de cadena corta.
se habla de degradacion tipo rancidez, caracterizada por un olor desagradable particular.
{Lgan et al.. 1987)

£l Cuadro 2 incluve valores de indice de acidez para varios acertes y grasas.

v. Indice de saponmiicacion

El indice de saponificacion de un aceite o una grasa dada se define como los
miligramos de hidroxido de potasio necesarios para sapontficar un gramo de este matenal
(AOCS, 1989). (Ver reaccion en seccion 1A 1.a.).

vi.  Indice de yodo

El indice de vodo de un aceite o una grasa dada se define como los gramos de
vodo que reaccionan con cien gramos de este material. La reaccion involucrada consiste en
que los dobles enlaces presentes en los acidos grasos insaturados, libres o esterificados
presentes en aceites y grasas, se convierten en enlaces simples al sufrir adicion del halogeno,
por consiguiente, el indice de yodo es una medida del grado de insaturacidon de los acidos
grasos presentes en ¢l matenial. (Egan et al.| 1987)

A continuacion se presenta la reaccion generai correspondiente donde Ry, R,, Ry v R,

representan hidrogeno o cadenas hidrocarbonadas, iguales o diferentes (Wingrove y Caret,
1984).

R, R
Rl\c C/R3 i él (ijs R,
e -+ " —_— —{—(—
R, Cog, 2 R, i

El mdice de yodo es un parametro adecuado para distmguir muchos aceites y grasas

entre st, va que es un valor bien defimdo. El indice de vodo es constante para un aceite o
erasa especiticos. pero el valor exacto obtenido depende del metodo particular que se emplée.

v
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como se explica en la seccidén de metodologia (Egan et al., 1987). El Cuadro 2 incluve
valores de indice de yodo para varios aceites y grasas determinados por el método de Wijs.
Con frecuencia, el indice de yodo es el valor mas util para venficar la identidad de un aceite
o grasa o, al menos, para verificar su pertenencia a un grupo en particular.  Los aceites
vegetales se clasifican en tres grupos, secantes, semi—secantes y no secanies, segun su
capacidad para formar una pelicula "seca” al exponerlos al arre. Esta capacidad "secante” esta
relacionada con el indice de yodo del matenal. segtin se explicara mas adelante, en la seccion
I1A4, reacciones de degradacion. (Egan et al., 1987)

El Cuadro 3 muestra los tipos de aceites segun sus valores de indice de vodo
correspondientes, asi como los valores de este parametro para grasas.

A aceites como el de linaza se les Bama aceites secantes por fa funcion que
desempefian como constituyentes de pinturas v bamices; €stos son mezclas de triacilgliceroles.
que mecluven acidos grasos msaturados en alta proporcion Los enlaces C=C de los acidos
grasos Insaturados desempefian un papel decisivo en la formacion de una pelicula "seca".
Como se indica mas adelante en la seccion de reacciones de degradacion de aceites v grasas.
el proceso de formacion de esta pelicula involucra la desaparicion de los dobles enlaces de los
acilgliceroles; como el indice de yodo es una medida del grado de insaturacién de estos
materiales, el indice de yodo disminuira a lo largo del tiempo, como resultado de esas
reacciones de degradacion. (Perkins, 1960)

Cuadro 3
Indice de yodo para diferentes tipos de aceites, y para grasas
(Egan et al , 1987; Kirk and Othmer, 1984)

Grupo Indice de yodo, _
g de yodo/100 g de material
Aceites vegetales secantes =140
Aceites vegetales semisecantes 125-140
Aceites vegetales no secantes <125
Grasas animales y vegetales 30-70

Tambien se debe hacer notar que entre fas grasas, las menos insaturadas tienen indices
de vodo bajos y son solidas a 25°C e. inversamente, los materiales mas insaturados. son
liquidos a la misma temperatura; por lo tanto, el indice de yodo o grado de insaturacion
aumenta al disminuir el punto de fusion. (Egan et al., 1987).



b. Caracteristicas espectrometricas

1. Absorcion ultravioleta y visible

Los espectros que presentan los diferentes matenales en la region
ultravioleta—visible (UV-VIS) son el resultado de su absorcion de radiacion ultravioleta o
visible como consecuencia de la excitacion de los electrones del nivel de valencia de los
compuestos presentes. Debido a ésto, la longitud de onda de los picos de absorcion se puede
correlacionar con los tipos de enlace existentes en la especie que se estudia. Para que la
sustancia absorba en esta region del espectro debe tener electrones involucrados en enlaces
multiples o electrones del nivel de valencia no enlazados. situados como pares de electrones
libres en dtomos como oxigeno, halogenos, azufre y nitrogeno. (Silverstein et al., 1981;
Skoog v Learv. 1994: Willard et al.. 1991)

La region UV mas comiunmente estudiada es ta Hlamada UV cercana. que comprende
longitudes de onda entre 185 y 330 nm, aproximadamente; 1a region VIS comprende de 330
a 900 nm, aproxunadamente. En estas dos regiones. Ia absorcion de radiacion se restringue
a un numero imitado de grupos funcionales (llamados cromdforos) que contienen electrones
de valencia con energias de excitacion relativamente bajas. Entre estos grupos funcionales,
los mas importantes son los que contienen enlaces n tales como C=C, C=C, C=0,
aromaticos, etc. Los grupos dobles enlaces conjugados absorben fuertemente en esta region.
Se dice que un grupo de doble enlace, CH=CH, esta conjugado cuando esta vecino al
siguiente grupo de doble enlace sin ningin grupo metileno, CH, entre ellos, ast
CH=CH-CH=CH (Wingrove y Caret, 1984). (Silverstein et al., 1981; Skoog y Leary, 1994,
Willard et al., 1991}

En los acertes y grasas los grupos funcionales que absorben en UV-VIS son: el grupo
éster de los acilgliceroles y de los ésteres de acidos grasos con aleoholes diferentes al glicerol,
y el grupo carboxilo de los acidos grasos libres; ambos absorben entre 200-210 nm con una
absortividad molar () de 50-70 M~ em™. Los dobles enlaces de ias cadenas de acidos
grasos monoinsaturados o poliinsaturados (son no conjugados) absorben alrededor de los
184 nm con una € de aproximadamenie 10,000 M * cm ' Un tipo de pigmentos comunmente
presente en los aceites y grasas, los carotenoides, contienen dobles enlaces conjugados por
io que absorbe fuertemente en ja region visible entre 400 y 500 nm, aproximadamente, con
€ mayores de 35,000 M em™ (DMS, 1966). Las benzo—, nafto— v antraquinonas, pigmento
presente en los msectos de la superfamilia Coccoidea (a la que pertenece el insecto nij objeto
de estudio de este trabajo, descrito mas adelante) absorben en la region entre 250 y 350 nm,
aproximmadamente, con € mayores de 25,000 M ecm ' (DMS, 1966). (Silverstein et al..
1981; Skoog y Leary, 1994; Willard et al_, 1991)

En el Apéndice C se incluyen espectros UV-VI1S, obtenidos de la literatura, para el
B—caroteno v algunos pigmentos del tipo de las quinonas mencionadas. No se encontraron
en la literatura disponible espectros UV-VIS de acilgliceroles, aceites y grasas.



ii.  Absorcion infrarroja

El espectro infrarrojo (IR) para algunos materiales es una caracteristica que
permite su rapida identificacion. El espectro IR es inherentemente mas util en la identificacion
de algunos materiales que medir otras proptedades fisicas tales como punto de fusion o punto
de ebullicion, las cuales solo son debidas a una propiedad del material bajo consideracion.
El espectro IR es una serie extensa de medidas de la absorcion del material dentro de un
amplio intervalo de niumeros de onda de IR, Ya que la medida de cada numero de onda
representa una caracteristica individual del maternal y esta relacionada directamente con su
estructura molecular, el espectro IR completo es una propiedad altamente especifica de la
sustancia. Generalmente, el espectro IR, da mucha mas informacién acerca del material ya
que no solo se puede identificar el(los) componente(s) principal(es) del material sino que. a
menudo. el material se puede diferenciar de otros similares. pero de fuentes diferentes.
{Swinehart. 1¥68)

La region mas comunmente estudiada es la llamada IR, medio que comprende
numeros de onda en el intervalo entre 4000 y 400 cm™; en esta region se obtiene el espectro
de absorcion o transmision de radiacion infrarroja por parte de una sustancia. Los espectros
infrarrojos dan informacion sobre las vibraciones de los enlaces y con ello, sobre la presencia
o ausencia de los diferentes grupos tuncionales en las moléculas, ya que estos grupos
funcionales tienen bandas caracteristicas. (Conley, 1972; Hannah and Swinehart, 1974;
Silverstein et al., 1981)

[La identificacion de los aceites y grasas, a partir de su espectro IR, se puede hacer,
basicamente, por dos métodos: el primero es el llamado de huella digital, el cual involucra la
comparacion del espectro conocido entre 4000 y 400 cm™ con una biblioteca de espectros
IR de referencia; el segundo metodo, usado cuando no se encuentra en una bibilioteca un
espectro suficientemente similar, involucra la correlacion de las bandas de absorcion con los
posibles grupos funcionales. Cuando se usa el segundo metodo como metodo principal de
identificacion, el paso final de confirmacion es, generalmente, una comparacion del espectro
del aceite o grasa de interés con el espectro obtenido para un material propuesto o similar al
propuesto. {Swinehart, 1968)

En el espectro IR de aceites y grasas es posible asignar bandas a los grupos
funcionales correspondientes a los principales componentes: banda relacionada con el grupo
carboxilo de los acidos grasos libres, alrededor de 3300-2500 cm''; bandas relacionadas con
el grupo éster de los acilgliceroles, en 1750-1735 ¢ y 12101163 cm’, aproximadamente;
bandas relacionadas con tos grupos CH, v CH, de las cadenas hidrocarbonadas de los
acilgliceroles y los acidos grasos libres, alrededor de 3000-2840 ¢cm™; y bandas relacionadas
con los dobles enlaces, C=C, de las cadenas insaturadas, alrededor de 3000 cm™ y
16671640 cm™'. (Conley, 1972; Hannah and Swinehart, 1974; Silverstein et al., 1981)

En el Apendice C se incluven espectros obtemdos de la literatura para: vanos acidos
orasos. de sus ésteres metilicos o etilicos v del aceite de la semilla de hule Hevea brasiliensis.



En la literatura dispomble no se encontraron espectros [R de otros aceites y grasas.

Como se tratarad en detalle mas adelante, la degradacidén de los aceites y grasas
involucra principalmente reacciones de autooxidacion; el espectro IR de estos materiales
proporciona un medio simple y rapido para seguir los complejos cambios que tienen lugar a
medida que éstos se autooxidan. Se puede seguir el comportamiento a traves del tiempo de
la absorcion IR relacionada con dos grupos funcionales, el grupo de doble enlace C=C y el
grupo hidroperoxido. ~OOH, involucrados en el proceso de autooxidacion, estos grupos
tienen bandas de absorcion. alrededor de 3050 cm 'y 3400 ¢m ', respectivamente (van de
Voort et. al., 1994).

il Resonancia magnéetica nuclear de profones

Fl espectro de resonancia magnética nuciear de protones ('"H NMR, por sus
siglas en inglés) de un compuesto es el resuitado de la onentacion, en el campo magnético,
de los protones presentes en éste al absorber energia de la region de radiofrecuencia. Estos
espectros pueden interpretarse en términos de presencia o ausencia de los diferentes grupos
funcionales protonados posibles y en térmmos de las relaciones estructurales y geométricas
entre los grupos presentes. (Auit and Dudek, 1976)

Los espectros '"H NMR de compuestos puros suelen ser muy bien definidos. En el
caso de mezclas, el espectro obtemdo es, en realidad, la suma del espectro de cada uno de los
componentes, lo que le resta definicion al espectro resultante de la mezcla. Como ya se ha
dicho, los aceites y grasas son mezclas complejas de traciighceroles como componentes
mavoritarios y, monoacilgliceroles, diacilgliceroles, acidos grasos libres y glicerol, como
componentes minoritarios, provenientes de la degradacton de los tnacilgliceroles.

En el espectro 'H NMR de un aceite o grasa se pueden observar principalmente las
bandas provenientes de los protones de: las cadenas alifiticas de los acidos grasos,
esterificados v libres, saturados e insaturados, los protones del esqueleto del ghicerol en los
acilgliceroles y del proton del grupo C(—0)OH provemente de los acidos grasos libres. Los
protones de los grupos CH, absorben entre 0 y 2 ppm; los de los grupos CH,, entre 1 y 2
ppmy; los de los grupos HC=CH, entre 43 y 7.5 ppm; los grupos CH, vecmos a O, entre 3.0
y 4.0 ppm; y el proton del grupo C(=0)OH, entre 10.0y 13.2 ppm. La posicion exacta, en
ppm, y fa multiplicidad, nimero de picos, de la banda de absorcion correspondiente a cada
tipo de protones depende del tipo de grupos funcionales protonados que estén vecinos a él.
(Ault and Dudek, 1976; Mathieson, 1965; Silverstein et al., 1981)

En el Apéndice C se incluyen espectros obtenidos de la literatura para varios acidos
©rasos v sus esteres metilicos o etilicos; no se encontraron en la literatura disponible espectros
"H NMR de triacilgliceroles, aceites y grasas.
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c. Composicion en acidos grasos y acilgliceroles

La determinacion cualitativa v cuantitativa de la composicion de un aceite o grasa
en cuanto a acidos grasos permite la rapida determinacion del tipo a que pertenece: secante,
semi-secante o no secante, dependiendo de la proporcion en que estén presentes los acidos
erasos insaturados en relacion con los saturados (AOCS, 1989). Ademas, para la mayoria
de aceites v grasas de uso industrial, esta disponible en la hteratura la composicion en acidos
grasos por lo que este parametro podria ser otra forma de identificar el material y comparar
la similitud de éste con oiros aceites y grasas. La determinacion de la composicion, en cuanto
a acidos grasos libres o totales , puede hacerse por cromatografia de gases con detector de
tonizacion en ilama (GC—FID, por sus siglas en inglés), en la cual se separan las sustancias
volatiles de diferente punto de ebullicion (Christie, 1994).

Asl. los acidos grasos totales a identificar incluyen los acidos grasos hbres del aceite
o la grasa inicial, v los que no estan libres que deben ser hiberados al hidrolizar los
acilgliceroles (Egan, et al., 1987). Todos estos dcidos grasos deben ser convertidos en
productos volatiles para poder ser analizados por cromatografia de gases (Egan, et al |, 1987)
Esto se logra mediante una esterificacion a ésteres de alcoholes alifaticos de cadena corta; en
la mayor parte de los casos se preparan los esteres metilicos (Egan, et al., 1987). Para
detectar estos ésteres se usa un detector de jonizacion en [lama que responde al namero de
atomos de carbono por unidad de tiempo (Skoog y Leary, 1994; Willard et al,, 1991). La
necesidad de formar los ésteres para el analisis por cromatografia de gases se ve en el
siguiente ejemplo: El acido 18:2(A>'?) tiene un punto de ebullicidén de 230°C a una presion
de 16 mmHg, mientras que su éster metilico tiene un punto de ebullicion de 212°C a la misma
presion (Budavari, 1989).

El Cuadro 4 incluye la composicion, en acidos grasos totales, de algunos aceites y
grasas obtemda por cromatografia de gases de los eésteres metilicos de los acidos grasos
totales de cada material.

Por otra parte, el gran poder de resolucion de la cromatografia liquida de alta
resolucion con fase estacionaria de polaridad invertida (RPHPLC, por sus siglas en inglés) ha
sido utilizado para la separacion de los diferentes actlghceroles presentes en aceites y grasas.
Los detectores usados para la determinacion de los triacilghiceroles asi separados incluyen:
de indice de refraccion diferencial, de absorcion de radiacion ultravioleta, de absorcion de
radiacion infrarroja v de masas. Uno de los méas usados para este propdsito es el detector
ultravioleta; en éste, la deteccion generalmente se hace entre 215 y 220 nm, que corresponde
a la region donde absorben los enlaces ester de los aciigliceroles. (Christie, 1987)

Como ya se dyjo, los triacilghceroles son ésteres de acidos grasos con glicerol; estos
acidos grasos pueden ser iguales o diferentes. Por lo tanto. conocer la composicion en acidos
grasos totales, informacion que ya se tiene para la grasa del nijj (Selle, 1993), no es suficiente
para saber la composicion de la grasa en cuanto a triacilgliceroles.



Cuadro 4
Composicion, en dcidos grasos totales, de algunos aceites y grasas *
(Lide. 1990-1991; Lottmann, 1981)
Acidos grasos totales, %o{p/p)

ACEITE O GRASA 12:0 b 16:0 18:0 18:1(A%) F82(A™7) | 18:3(A™

Acente de semitla de linaza — _ 6 9 J3-37 5-23 26-38

Acetle de semijla de sova — — 2.3-10.0 24-6.0 23.5-30.8 | 49.0-31.5 2.0-10.35

Aceite de semifla de hale — — 7.3 8.8 248 1.1 179

Aceite de oliva — 1.3 7-16 1.4-33 64.5-84.5 4-3

Aceite de palima africana — 0.0-2.4 3545 4.0-63 38-53 612 ——
L Manieca de semilla de cacao — R 234 334 38.1 21 —_—

Lardo * - 09-21 | 224-31.0 | 16.5-237 | 383444 15-88

Maatequilla A H) 25 11 28.5 2.3

" obtenida por cromatografia de gases de los Ssteres metilicos de los dcidos prasos totales de cada material
* se le conoce como aceite. aungue es s6lido a 25°C
“Aipo de manteca de cerdo

Cuando la cromatografia RPHPLC se aplica a triacilgliceroles, €l orden de elucion es
en orden ascendente del nimero total de atomos de carbono en las cadenas alifaticas de los
tres acidos grasos que lo constituyen; la presencia de un doble entace en cualquiera de los
acidos grasos del triacilglicerol reduce el tiempo de retencion de este triacilglicero! al del
triacilglicerol con dos atomos de carbono menos. El tiempo de retencion de un triacilglicerol
dado se ha definido en ténmnos de sunumero de carbonos equivalentes (ECN, por sus siglas
en inglés) o numero de particion. El ECN esta dado por: el nimero real de atomos de
carbono en los residuos alifaticos (CN, por sus siglas en inglés) menos el doble del namero
de dobles (n) enlaces (los atomos de carbono del glicero! no se toman en cuenta para este
célculo). es decir, ECN = CN - 2n (Christie. 1987)

Se les llama grupos criticos a dos 0 mas tnacilgliceroles que tienen el mismo valor de
ECN. Por ¢jemplo, los triacilgliceroles que contienen las combinaciones de 4cidos grasos
16:0-16:0-16:0, 16:0-16:0-18:1(A°®), 16:0-18:1(A%)-18:1(A°) y
18:1(A")-18:1(A%)-18:1(A”) tienen todos un valor de ECN de 48 v, por €llo tienden a eluir
muy juntos. En este caso, la posicion de los acidos grasos del triacilglicerol no tiene efecto
en el orden de elucion. (Christie, 1987)

El gran incremento en la capacidad de resolucion de las modernas fases estacionarias
de RPHPLC utilizadas para separar triacilgliceroles (casi exclusivamente se han usado las
fases de octadecilsilano para este proposito) ha hecho posible la separacion de los grupos
criticos, por lo que los valores de ECN solo sirven como una guia de qué estara en una region
dada del cromatograma. A raiz de ésto, El-Hamdy y Perkins (1981b) han sugerido que los
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triacilgliceroles (incluyende los grupos criticos) se pueden identificar en los cromatogramas
a partir del nimero teorico de carbonos (TCN, por sus siglas en inglés) definido como TCN
=ECN - (U, + U, + U,). Ui es un factor determinado experimentalmente para los diferentes
acidos grasos que pueden estar formando parte del triacilglicerol (0O para saturados; 0.60 para
18:1(A®); y 0.7 para 18:2(A*"") Entonces, el TCN para un triacilglicerol que contiene
16:0-18:1(A%)-18:2(A*"?) se calcula asi:

TCN =46.0 —1 0 (para 16:0) + 0.6 (para 18:1(A%)) + 0.7 (para 18:2(A"")) |
TON=460-15=447

Mientras, para los triacilgliceroles 18:1(A%)-18:1(A%)-16:0, 18:1(A%)-16:0-16:0 y
16:0-16:0-16:0. los cuales tienen el mismo valor de ECN que el triacilglicero] recien
considerado. los valores de TCN son 46 8. 47 4 v 48 0. respectivamente. Los valores de Ui,
varian con las condiciones cromatograficas y deben ser determinados independientemente por
cada analista para sus propias condiciones. {Chnstie, 1987)

En la literatura se presentan cromatogramas RPHPLC de varios aceites: soya, oliva,
cacahuate (mani), palma africana, maiz (Christie, 1987, AOAC, 1995; El-Hamdy and Perkins,
1981a,b; Herslof et al., 1979; AQCS, 1989; Plattner et al., 1977, Plattner, 1981). Las
condiciones de estos cromatogramas incluyen fases moviles de acetonitnlo—-acetona v
acetonitrilo—tetrahidrofurano, y detectores de indice de refraccion diferencial y de absorcion
ultravioleta. En el Apéndice D se incluyen cromatogramas RPHPLC, obtemdos en la
literatura arriba mencionada, para los aceites de soya y oliva, por otra parte, el Cuadro 5
contiene datos sobre la composicion de estos mismos aceites, en cuanto a triacilgliceroles y
los valores de ECN correspondientes.

Los resultados de la determinacion de acidos grasos totales ebtemdos por GC-FID
facilitan la mterpretacion de los cromatogramas de triacilgliceroles obtenidos por RPHPLC
con deteccion ultravioleta o refractomeétrica. Dichos resultades ayudan a limitar los posibles
tnacilgliceroles presentes al descartar aquellos que tienen en su estructura acidos grasos que
no forman parte del material.

3. Funcion en organismos vivos, propiedades y usos

En los seres vivos, los lipidos estan involucrades en el metabolismo energético v en
aspectos de estructura v funcion biologica; los ultimos dos tipos de aspectos incluyen
estructura de las membranas celulares y funciones como hormonas esteroideas, ciertas
vitaminas y otros reguladores biologicos. La mayor parte de los lipidos en la mayoria de los
organismos estan en forma de triacilgliceroles. Para ser utilizados como fuente de energia,
ya sea en procesos metabolicos o en la produccion de calor, los triacilgliceroles son primero
hidrolizados, por enzimas especializadas (lipasas), a acidos grasos y luego oxidados a
compuestos de alta energia (Mathews and van Holde, 1990)



Cuadro 5

Tracilgliceroles presentes en aceite de soya y aceite de oliva,
vy su respectivo numero de carbonos equivalentes
(El-Hamdy and Perkins, 1981b)

Acelle Triacilglicerol Simbolo - LECN®
18:2(A%1) — 18:3(AMED) — 1R:J(A™INH) LLni.n 38
18:2(A ™) — 18:2(A™1) — 18:3(A™H1) blln 40
I8 2(A™) — 18:2(A™") — 18:2(A™) LLL 42
16:0 — 18:2(A™) — 18:2(A™9) PLL 14
PRCA G 18208 - 18 2A ) Vb 44
Sova LS 1A - 18 HAD - 18:2{A"") OO0l 44
10:0 ~ 18:1(A%) = 18:2{A%") POL 46
16:0 — 16:0 — 18:2{A™H IPpL 46
16:0 - 18:0 - 18:2(A%) PSL 48
18:0 — 18:1(A%Y — 18:2(A™") SOL 48
18:0 — 18:0 — 1R:2(A%1Y SSE 50)
I8 1(A%) - 18:2(A™1H) - 18:2(A™") OLL 44
18:1(A%) — 18:1{A%) — 18:2(A%) OOCL 46
16:0 — 18:1(A%) — 18:2(A%) POL. 46
16:0 - 16:0 — 18:2(A*") PPL 46
18:1(A%) - 18:1(A%) — 18:1(A%) 000 48
Oliva 160 — 18 1(A%) - 18 1(A") POO 48
16:0 - 16:0 - 18:1(A%) PPO 48
[8:0 - 18:1(A%) - 18:1{AY) S00 50
16:0 - 18:0 — 18:1(A%) PSO 50
18:0 — 18:0 — 18:1{A% S50 52

' Informacién ebtenida a partir de cromaiografia RPHPLC. con deteccion por
refraciometria diferencial
= = palmitivo. § = estedrico. O = oleico. L = linoleico, Ln = linolénico
TECN=CN - 2n: donde: ECN = niimero de cathonos equivalentes.
CN = niunero real de dtomos de carbono on los residuos alifaticos.
n = nitmero de doblex enlaces por molécula



Las semillas vegetales almacenan, generalmente dentro del embrion y algunas veces
en el endosperma, cantidades considerables de triacilgliceroles como fuente de energia para
el desarrollo embrionario de la planta Ya que los lipidos vegetales contienen principalmente
acidos grasos insaturados (ver Cuadro 4), los tracilgliceroles de las semillas estan
principalmente en forma de aceites. {(Mathews and van Holde, 1990)

Las plantas también poseen ceras, ademas de aceites. Estas ceras se encuentran
principalmente como recubnmiento de hojas y tallos y, de ciertas bayas y hierbas, algunas,
menos comunes, cubren flores, raices y frutos. Entre las ceras vegetales mas conocidas estan’
la de carnauba, que es exudada por las hojas del arbol Copernica cerifera;, y la de candehlla,
que se encuentra en forma de escamas en la superficie de la planta Luphorbia cerifera.
{Bennett, 1963)

El peso corporal de un mamifero puede estar constituido entre 5 v 25% o mas por
liptdos. con 90% de éstos en forma de triacilgliceroles. La mavor parte de esta grasa, la cual
esta almacenada en el tejido adiposo, constituye la reserva primaria de energia; en células
especializadas llamadas adipocitos, contienen globulos gigantes de grasa que ocupan la mayor
parte del espacio intracelular. Ademas de constituir reservas energéticas, los tnaciigliceroles
tienen otras funciones en animales: actian como amortiguadores que protegen los 6rganos
contra golpes, v como efectivos aislantes térmmicos, especialmente en mamiferos marinos que
deben mantener su temperatura corporal muy por encima de la del agua del océano en el cual
viven. (Mathews and van Holde, 1990)

Los lipidos de los insectos funcionan como componentes esenciales e integrales de las
membranas celulares y como fuentes importantes de energia metabolica para el mantenimiento
celufar, el vuelo, la reproduccion, la embriogénesis y la metamorfosis. Estos lipidos también
desempefian un papel importante como feromonas, hormonas, protectores cuticulares y como
secreciones de escama para la elaboracion de albergle (abejas e insectos escama a los que
pertenece el nij). (Jackson and Armold, 1977)

La funciton principal de los lipidos cuticulares es ser una barrera impermeable al agua
y al ataque de algunos microorgamsmos, también protegen a los insectos contra la abrasion
mecanica, y previenen la penetracion de insecticidas. En general, estos lipidos pueden incluir:
hidrocarburos, acidos grasos libres saturados e insaturados, hidrocarburos metilramificados,
esteroles, €steres de esteroles, triacilgliceroles, cetonas, alcoholes y aldehidos. El intervalo
de niimero de atomos de carbono en los acidos grasos va desde los usuales C16 y C18
saturados e insaturados hasta mas largos de entre C24 y C34. Estos Gltimos estan
generalmente presentes en cantidades sustanciales en insectos escama, en abejas v en ciertos
otros grupos de insectos. Ademas, los lipidos cuticulares tambi€n pueden contener trazas de
otros lipidos tales como pigmentos vy lipidos polares (principalmente fosfolipidos como
cefalinas v lecitinas). (Jackson and Armold, 1977, Stanley-Samuelson et al., 1988)

Entre las ceras cuticulares estan: la conocida como de la China que se obtiene del
insecto coccido Cocens ceriferus v la cera Shellac que se extrae del insecto coceido Carteria
lacca (Whart, 1956).



La mayoria de los lipidos no cuticulares de los insectos estan en forma de
acilgliceroles; principalmente como triacilgliceroles, en la grasa corporal, v como
diacilgliceroles en la hemolinfa. Los acidos grasos que forman parte de los acilgliceroles son
generalmente de cadena larga, tanto saturados como insaturados. Entre los acidos grasos no
cuticulares de la mayoria de los insectos, predominan los acidos grasos 16:0 y 18:1(A%);
ademas, en menor proporcion, el dcido 18:0 v el acido 18:2(A*"%). (Chapman, 1982:
Stanley—Samuelson et al.. 1988)

El Cuadro 6 mcluye el onigen y los principales usos de algunos aceites, grasas y ceras,
escogidos como representativos de los diferentes tipos en que estan clasificados: aceites
vegetales, ya sea secantes, semisecantes o no secantes; grasas vegetales; grasas animales; y
ceras animales v vegetales.

lLos acertes, grasas y ceras utihzadas en la arlesania y en la industria estan
caracterizadas por parametros tradicionales que incluyen: intervalo de fusion. gravedad
especifica, indice de acidez, indice de saponificacion e indice de yodo; para algunos de ellos
tambien se encuentra en la literatura informacion acerca de Ja composicion en acidos grasos
y en triacilgliceroles. Los Cuadros 2, 3, 4y 5, ya antes comentados, presentan informacion
de interés para algunos de los mismos aceites, grasas y ceras incluidas en el Cuadro 6.

4. Reacciones de degradacion

Como otros materiales organicos, los aceites y grasas experimentan reacciones de
degradacion. La principal forma de degradacion, en el caso de los aceites y grasas, es la
llamada rancidez. Generalmente, la rancidez va acompafada de un olor desagradable
particular que se debe a la liberacion de moléculas volatiles, principalmente acidos, aldehidos
y cetonas de bajo peso molecular. (Deuvel, 1951)

En el caso de los aceites predominantemente insaturados, la rancidez se lleva a cabo
por oxidacion atmosféricay esta acompanada por polimerizacion (Bailey, 1945, no ha sido
posible conseguir una edicion mas reciente de esta referencia o una que la sustituya).

Como se menciond anteriormente, los aceites pueden agruparse, a partir de su
capacidad para formar peliculas secas en: no secantes, semisecantes y secantes. Los aceites
predominantemente insaturados, los que pertenecen a los tipos semisecante v secante, v
experimentan reacciones de degradacion como la formacion de peliculas secas, con mas
facilidad que los accites predominantemente saturados que pertenecen al tipo de los no
secantes. Lsta diferencia en comportamiento es debida a la predominancia o no de dobles
enlaces en las cadenas de sus acidos grasos, esterificados o no; algo similar se puede decir que
ocurre para las grasas predominantemente saturadas e insaturadas.

[ ]
A
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Las reacciones de degradacion de los aceites y las grasas se pueden dividir en tres
tipos, dependiendo de la temperatura a la cual se llevan a cabo, y a la presencia o no de
oxigeno: autooxidacion que ocurre entre 25 y 100°C, en presencia de oxigeno; oxidacion
termica, que ocurre alrededor de los 200°C, en presencia de oxigeno; y polimerizacion térmica
que ocuire entre 200 y 300°C, en ausencia de oxigeno (Perkin, 1960). Entre 25y 100°C_ la
degradacion de los aceites y las grasas, ocurre muy lentamente en ausencia de oxigeno
{Bailey, 1945). Debido a que el proceso de degradacion de la grasa del nij en su uso
artesanal, objeto de estudio de este trabajo de investigacion, se lleva a cabo a condiciones
ambientales, en esta seccidn solo se tratara el proceso degradativo por autooxidacion v se
profundizard en la ruta correspondiente a la polimerizacion.

a. Autooxidacion

En general, la autooxidacion se puede definir como la reaccion de cualquier
material con oxigeno molecular; en esta reaccion, los primeros compuestos formados
catahizan la reaccion. El deterioro oxidativo de los aceites v grasas, sobre todo el de los
constituidos  por triacilgliceroles insaturados, involucra principalmente. reacciones
autooxidativas, las cuales van acompafiadas por varias reacciones secundarias que tienen o
no caracter oxidatrvo.  Bajo las condiciones normalmente presentes durante el deterioro
oxidativo de los aceites y grasas, 25°C y presencia de oxigeno, los productos iniciales de las
autooxidacion son los hidroperoxidos de los acidos grasos correspondientes. (Lillard, 1983:
Lundberg, 1962)

Los hidroperoxidos en cuestidn son compuestos que tienen el grupo funcional,
(—0-0-H vecino a los carbonos con dobles enlaces de las cadenas de los acidos £rasos.
como se vera mas adelante. Estos compuestos, fos productos iniciales de la reaccidon en
cadena, son muy inestables v se degradan por mecanismo de radicales libres y producen
muchos tipos de productos secundarios. Una de las rutas por la que se pueden degradar los
hidroperoxidos es la polimerizacion. (Lea, 1962; Lillard, 1983; Lundberg, 1962; Keeney,
1962)

En general, los mecanismos de reaccion en cadena constan de tres etapas: iniciacion,
cn la que se forman moléculas inestables y altamente reactivas; propagacion, en la que
reaccionan las moléculas formadas enla etapa de iniciacion, entre si o con el reactivo original;
y terminacion, en la que se consumen las moléculas reactivas para formar los productos
finales de la reaccion que son mas estables (Wingrove y Caret, 1984). En la Figura 3 se
muestra, como ejemplo, la reaccion en cadena de la autooxidacion por radicales libres del
acidos linoleico, 18:2(A™") por la ruta de la polimerizacion; todas estas reacciones también
son aplicables a otros acidos grasos insaturados libres v esterificados en acilgliceroles
(Perkins, 1960). Como puede verse en esta Figura, la autooxidacion involucra la desaparicion
gradual de algunos de los dobles enlaces de las cadenas dandose la polimerizacion a través
de enlaces perdxido, ~C ~OQ —0O —C —, en esas posiciones. La ruta de la polimerizacion sera
tratada en la proxima seccion.



Figura 3
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Mecanismo general de la reaccion en cadena de autooxidacion del acido linoleico, 18:2 (A*1)

(Perkins, 1960)
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Aunque el mecanismo de fa reaccion en cadena de la autooxidacion de acidos grasos
por radicales libres ha sido bien establecido, la reaccion inicial de formacion de hidropero-
xidos no ha sido satisfactoriamente explicada; se ha propuesto un mecanismo fotoquimico en
el cual estaria involucrado un estado excitado del oxigeno en vez de €ste en su estado basal
(Terao and Matsushita, 1977).

La composicion del aceite o grasa (naturaleza v proporcion de acidos grasos
insaturados presentes) es el principal factor que afecta su proceso de autooxidacion; los otros
factores incluyen alta temperatura, luz (principalmente UV y azul), radiacion iomzante (., B.
v. X), peroxidos ya presentes (tanto provenientes del aceite o grasa como de otras fuentes)
y enzimas lipoxidasas (enzimas oxidantes de lipidos). (Lea, 1962)

De los factores mencionados anteriormente. la luz {UV y azul) parece acelerar
marcadamente la descomposicion de los hidroperoxidos: el etecto de la luz ultravioleta (UV)
es mas pronunciado. La autooxidacion de los acidos grasos poliinsaturados mas comunes
conduce a fa produccion de sistemas insaturados complejos, los cuales absorben fuertemente
luz UV en ciertas longitudes de onda. En tales sistemas. la luz UV acelera marcadamente la
descomposicion de los peroxidos, pero también puede influenciar el curso del proceso de
oxidacion. (Lundberg, 1962)

En un intento por entender mejor el mecanismo de autooxidacton de grasas y aceites,
se ha estudiado la autooxidacion del oleato de metilo;, a continuacién se muestra los
hidroperoxidos que ha sido posible identificar. Se ha visto que esta autooxidacton induce a
una isomerizacion cis-frans del dobie enlace con lo que se forman los lidroperoxidos frans,
que son mas estables que los ¢is. El mecanismo de formacion del hidroperéxido involucra
como primer paso la abstraccion del hidrogeno vecino al doble enlace, lo que da un radical
intermediario, hibrido de resonancia respecto de la posicion del doble enlace. La reaccidn de

este radical intermediario con oxigeno, da como resultado los hidroperoxidos. (Frankel,
1962)

Al formarse los hidroperdxidos, la presencia del enlace persiste y, en algunos de los
casos, migra a la posicion vecina. A continuacion se presentan los diferentes hidroperoxidos
que se han podido identificar para el oleato de metilo. (Frankel, 1962)
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Los lidroperoxidos formados a partir de finoleato de metilo v linolenato de metilo son
analogos a ios del oleato de metilo (Frankel, 1962).
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En el linoleato y el hinolenato, como en el caso det acido linoleico presentado en la

Figura 3. ademas de monohidroperdxidos, también se forman dihidroperoxidos, debido a la
presencia de mas de un doble enlace en la cadena (Frankel, 1962).

b. Polimerizacion

Como se indica en la figura 3, las reacciones de autooxidacion de aceites y grasas
pueden dar lugar a la dimeros y trimeros; €stos tienen menor numero de insaturaciones que
fos acidos grasos originales y son precursores de polimeros de mayor tamafio. Un polimero
es una molécula muy grande compuesta de cientos o miles de atomos, formada por union
sucesiva en cadena o red de uno, dos, a veces mas, tipos de pequefias moléculas. Existen
polimeros naturales tales como proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos.




Industrialmente, a los polimeros sintéticos se les divide en dos grupos principales:
plasticos vy elastomeros (hules sintéticos). Los polimeros plasticos se dividen en
termoplasticos v termoestables (termosets). Los polimeros termoplasticos, a los que
pertenecen el polietileno, el poliestireno, el polipropileno y el polivinilcloruro (PVC), pueden
fundirse y moldearse al calentarlos. Los polimeros termoestables, como el poliuretano y las
resinas fenolicas, no pueden fundirse ni moldearse al calentarlos. su estructura es irreversible
una vez formada. Los elastomeros, tales como el policlorofeno (neopreno) y el nitrilo. se
caracterizan por elevada elasticidad, la capacidad para recobrar muy rapidamente su forma
original.  Los polimeros sintéticos tales como las fibras, Jos adhesivos y los utilizados para
recubrimiento de superfices, pueden pertenecer a cualquiera de los tipos recien mencionados
en cuanto a su composicion y propiedades. Los polimeros que mteresan en este trabajo de
investigacion son los de origen natural formados a partir de lipidos secantes v semisecantes;
éstos pertenecen a los polimeros termoestables. (Hall. 1989)

A aceites como el de linaza se ies llama aceites secantes por la funcidon que
desempehan como constituyentes de pinturas v barnices; ¢stos son mezclas de triacilghceroles,
que incluyen acidos grasos insaturados en alta proporcion. Cuando una pintura o barniz se
aplica a una superficie, la pelicula aplicada experimenta los siguientes cambios sucesivos;
primero, el aceite de la pelicula se va volviendo espeso y viscoso y, finalmente, pegajoso:
segundo, la pelicula se solidifica, y entonces en un periodo que va desde horas hasta dias, ésta
se va volviendo maés firme y dura. Este fendmeno se parece, superficialmente, al que ocurre
en muchos sistemas acuosos al evaporarse el agua, de ahi el término "secante”. En realidad,
este término es ambiguo; la pintura no contiene agua. v la parte esencial del secado no
involucra evaporacion en el sentido estricto del término. (Bailey, 1945)

Los enlaces C—=C de los acidos grasos insaturados, esterificados o no, de los aceites
secantes desempedian un papel decisivo en la formacion de la pelicula poliménica; al exponerse
al aire, estos aceites con insaturaciones reaccionan con el oxigeno (Hall, 1989). El proceso
de formacion de esta pelicuta polimérica involucra la desaparicion de los dobles enlaces de
las cadenas hidrocarbonadas de los acilgliceroles (Perkins, 1960). El resultado final es la
formacion de una red polimérica entreiazada, en la cual hay enlaces primarios C-O-0-C, tipo
peroxido, en las posiciones donde estaban ongimalmente las msaturaciones (Hall, 1989). Este
tipo de enlace peroxido se muestra en los compuestos formados en la reaccion de la Figura
3. la reaccion general de oxidacion y polimerizacion se haya esquematizada para
triacilgliceroles con dobles enlaces en configuracion cis en la Figura 4, Sobre ésto, que es ia
de mayor interés para este trabajo, no se ha encontrado mayor informacion.



Figura 4
Reaccidon general de oxidacion y polimerizacion de triacilgliceroles con insaturaciones
(Hall. 1989)
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El indice de yodo v el espectro IR de los aceites y grasas proporcionan un medio para
seguir los complejos cambios que tiene lugar a medida que estos materiales se autooxidan y
polimerizan. Ya que el indice de yodo es una medida del grado de insaturacion de los acettes
y las grasas, el valor de este pardmetro disminuira a lo largo del tiempo como resultado de
este proceso (Perkins, 1960). Por otro lado, el comportamiento de la absorcion IR
relacionada con dos grupos funcionales, el grupo hidroperdxido, -OOH, y el grupo de doble
enlace HC—CH, puede ser seguido a lo largo del tiempo pues estos grupos funcionales tienen
bandas de absorcion caracteristicas en el intervalo de TR medio en el cual generalmente se
corren los espectros (van de Voort et. al., 1994).

B. Elinsecto nij (Liaveia axin) y su grasa

1. Descripcion general del insecto

La primera descripcion cientifica del insecto Llaveia axin data de 1832, cuando Pablo
de la Llave, de cuyo apellido se origina el nombre de este género, describid especimenes de
Tlacotalpan, México. En esta villa se usaba la grasa del insecto en pintura y para propositos
medicinales (Jenkins, 1964).

El género Liaveia pertenece a la familia Margarodidae, la que a su vez esta dentro de
la superfamilia Coccoidea del orden Homoptera. La clasificacion taxondmica de este msecto
es la siguiente: Clase Insecta, Orden Homoptera, Suborden Sternorrhyncha, Superfamilia
Coccoidea, Familia Margarodidae, Género Liaveia, Especie Llaveia axin. En la Universidad
del Valie de Guatemala se logré recientemente demostrar que todos los insectos productores
de grasa del género Liaveia pertenecen a la unica especie Llaveia axin (Pérez and Willhams,
1995; Pérez and Williams, 1996). A la superfamilia Coccoidea se le conoce como la de los
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nsectos escama porque muchos de sus miembros tienen un recubrimiento exterior cerose con
apariencia de escamas (Borror et al., 1981).

De acuerdo con estudios hechos en la Universidad del Valle de Guatemala, el insecto
Liaveia axin es conocido actualmente en: Rabinal, Baja Verapaz, Guatemala. bajo el nombre
de "nij"; en Chapa de Corzo, Chiapas, México, bajo el nombre de "aje” o "axin"; en
Valladolid. Yucatan, México. bajo los nombres de "menché” v "ni~in" (MacVean. 1993b}

Ll nij, ni-in, aje, axin o menche¢ exhibe el dimorfismo sexual tipico de los insectos
escama. Los machos son insectos diminutos que viven apenas unos dias como aduitos v no
contienen grasa aprovechable; son fragiles, parecidos a pequefios mosquitos v con un solo par
de alas, a diferencia de la mavoria de insectos adultos que poseen dos pares. Las hembras
10 tienen alas: son criaturas con forma ovalada v masa blanda. que de adultas aicanzan
tamanos de hasta 25 mm de largo por 12 mm de ancho.  (MacVean, 1993a)

Las hembras adultas del insecto nij son de color naranja-rojizo v estan cubiertas por
un polve blanco ceroso que secretan (MacVean, 1992); de este color blanco se ven las ramas
de las plantas hospederas infestadas (Jenkins, 1964). La sustancia que se utiliza para elaborar
la grasa del nij proviene del interior de las hembras aduitas y corresponde al tejido graso del
insecto (formado por células que almacenan grasa), que es su reserva energética para la
produccion de huevos (Chapman, 1982); el polve ceroso blanco externo del cuerpo de la
hembra no se utiliza para la fabricacion de esta grasa.

Todos los insectos nij que se han encontrado hasta la fecha, dentro def proyecto de
investigacion de este insecto y su grasa, que esta en marcha en la Universidad del Valle de
Guatemala desde 1992, tienen como zona de vida el bosque tropical seco en ¢l mismo tipo
de plantas hospederas. Tanto en el valle interior de Rabinal como en la depresién central de
Chiapas, México, las principales plantas hospederas son: Jatropha curcas ("pition”, familia
Euphorbiaceae), Acacia spp. ("ixcanal", familia Mimosaceae) y a veces Spondias spp.
("Jocote", familia Anacardiaceae). (MacVean, 1992)

2. Procesc de obtencion de la grasa

Durante septiembre de 1992, principios de octubre de 1993 y 1995 varios grupos de
estudiantes e investigadores de la Universidad del Valle de Guatemala trabajaron con una
familia indigena de Rabinal, en el procesamiento de la grasa del nij (MacVean, 1992;
MacVean, 1993; Selle y Larios, 1995). De este proceso ya se tenia conocimiento por una
descripcion hecha por el Dr. Webster McBryde, gedgrafo del Departamento de Geografia de
Ohio State University (1943), a partir de una visita a Rabinal en a cual "descubri¢” el proceso
de obtencion de la grasa del nij.



El proceso artesanal, observado por el grupo de la Universidad del Valle de
Guatemala, incluy® los siguientes pasos, que requirieron dos dias para ser completados. Se
recolecto los msectos hembras adultos en las plantas hospederas de los alrededores y se
lavaron para removerles el polvo blanco; se hirvieron en agua y maceraron colandolos a través
de una tela, para separar la cuticula y las patas del liquido grasoso y el agua. Después de
esto, se dejo quieta la mezcla liquida durante la noche para provocar la separacion de la grasa:
al dia siguiente, la mezcla se batid con la mano por aproximadamente una hora, observandose
al final, la repentina formacion de pequefos gldbulos amarillos de grasa. Los glébulos se
fueron juntando con la mano a modo de ser facilmente separados de la fase acuosa y reunidos
en una masa. Esta masa fue exprimida y lavada con agua para eliminar lo que queda de la
hemolinfa (sangre) y del pigmento exterior del insecto que es hidrosoluble v se torna rojo al
cocinar los insectos. Finalmente, las tortas de grasa amarilla obtenidas fueron envueltas en
hojas de banano: asi envuelta. la grasa se fue secando. (MacVean, 1992: MacVean. 1993).
L a antenor descripcion del proceso de obtencion de Ja grasa del nij corresponde muy bien con
lo dicho por McBryde (1943).

El rendimiento de uno de los procesos fue tal que de aproximadamente 17,000
hembras adultas se obtuvieron 2.2 kg de grasa procesada (MacVean, 1992). Estos datos
junto con los de peso promedio de las hembras adultas (0.72 + 0.06 g) (Selie et al., 1993)
sugieren que los insectos nij contienen aproximadamente 25% (p/p) de grasa, en base seca,
lo que es una proporcidn alta de su masa corporal (MacVean, 1992).

El proceso descrito parece ser muy similar al empleado en la produccion de
mantequilla, en el cual la centrifugacion inicial de la leche logra la separacidn de la crema del
resto de la leche y el batido posterior de esta crema permite la aglomeracion de los gldbulos
de grasa suspendidos, obteniéndose la mantequilla (MacVean, 1993b).

A mediados de octubre de 1993 se prepard. en los laboratorios de la Universidad del
Valle de Guatemala, lotes experimentales de grasa de nij con insectos recolectados a
principios de ese mismo mes. El proposito era probar técnicas mecanicas simples para
macerar, batir y separar los extractos y determinar qué aspectos son los mas importantes en
el proceso y como éste se puede hacer mas eficiente en el campo. Primero, los nsectos se
lavaron y cocinaron en agua hirviendo como se hizo en Rabmnal; a continuacién, se maceraron
y se cold el flurdo grasoso con parte del agua de coccidn usando un colador mecanico, del
tipo usado para moler y colar frijoles. La mezcla de grasa y agua se procesd por dos
procedimientos diferentes: a. solo centrifugandola con equipo de laboratorio, o batiéndola,
con una maquina eléctrica dej tipo usado para hacer helados, y luego centrifugandola con el
mismo equipo de laboratorio. (Selle et al., 1993)

La evaluacion de los resultados de ambos procedimientos reveld que el batido es
mnecesario st esta disponible la centrifugacién, ya que el rendinuento del primer
procedmiento fue muy similar al del segundo, aproximadamente 32%(p/p), en base seca, a
partir del peso de los insectos vivos. Al comparar los procesamientos de Ja grasa del nij en
el laboratonio de la Universidad con el del campo, los primeros fueron mucho mas rapidos y
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aparentemente mas eficientes; el del campo requiere dos dias para completarlo, mientras que
los hechos en el laboratorio tomaron 5-6 horas. (Selle et al., 1993)

Entre octubre y diciembre de 1995 se continuo con las pruebas de laboratorio en la
Universidad del Valle de Guatemala usando técnicas mecanicas simples para la extraccion de
la grasa. Esta vez se probaron Jos siguientes procesos de separacion: centrifugacion manual
en tubos o en cubeta v centrifugacion eléctrica. Independientes o combinados con algunos
de Tos procesos anteriores, se incluyo: repose a temparatura ambiente o en refrigeracion. Las
etapas del proceso de obtencion de la grasa, previas a la separacion de la misma del extracto
acuoso, fileron comunes para todas las pruebas y similares a las de 1993 lavado, coccion,
maceracion y colado de los insectos. (Selle y Larios, 1995)

Por ¢l comportamiento de la grasa observado durante el proceso v por €l rendimiento
logrado, los resultados mas importantes son los obtenidos en los procesos con reposo sin 'y
con refrigeracion, acompafiados 0 no por centrifugacion manual en cubeta. El reposo en
refrigeracion v la centrifugacion manual en cubeta, dieron rendimientos similares, 39% vy 38%.
respectivamente; se trabajo a partir de insectos vivos. Sin embargo, se puede decir que ia
centrifugacion manual en cubeta facilité la aglomeracion de los globulos de grasa y con ello
la remocion de ésta, a un grado no alcanzado por el reposo en refrigeracion. (Selle y Larios,
1995)

Estos resultados tienen gran importancia, ya que sugieren que un artesano productor
de grasa de nij podria simplificar y acelerar enormemente el proceso con un simple colador
mecanico y una centrifuga manual apropiada (MacVean, 1993b), ademéds de aumentar el
rendimiento.

3. Propiedades fisicas y quimicas de la grasa

Katherine Jenkins, en las memorias del XXXV Congreso Internacional de
Americanistas (1964), menciona que la grasa del nyj es de color amarillo con un olor
distintivo. La grasa del nij, al frotarla entre los dedos, adquiere una consistencia semifluida
lo que permite que sea facil de aplicar sobre superficies como madera, ceramica y metal, y al

mismo tiempo provoca su penetracion en la piel de la persona que la manipula (Selle et al,
1993).

El primer estudio quimico de la grasa del njj, del que se tiene conocimienio, fue hecho
a una muestra proveniente de Mérida, Yucatan, México, por V.G. Bloede, quimico analitico
de Nueva York, a solicitud del Comisionado de Agricultura dei gobierno de los Estados
Unidos de América, Dr. Arthur Schott (Schott, 1869). Este estudio indica que, en general,
Tas propiedades de la grasa del nyj parecen ser muy similares a las de la manteca de cerdo o
a las del sebo de los rifiones de bueyes, corderos, etc.; es neutra, aunque cuando se la expone
al aire adquiere una muy leve tendencia a manifestar un comportamiento acido (Schott, 1869).



El punto de fusion reportado por Bloede (Schott, 1869) para la grasa del nyj es de
aproximadamente 49°C aunque, una vez fundida, a una temperatura de 27-30°C aln
permanece en un estado semifluido  Por otro lado, Herrera (1884), en el periodico cientifico
“La Naturaleza”, indica que el punto de fusion es de 35°C. Bloede continda diciendo que a
una temperatura de 16°C, este material tiene una consistencia pastosa y densa, como la de la
manteca de cerdo, y su gravedad especifica es aproximadamente 0.92.

En relacion a su solubilidad, se ha reportado que la grasa del nij parece tener las
nusmas propiedades que cualquier grasa animal: no es soluble en alcohol frio ni caliente; v si
es muy soluble en éter etilico, tanto frio como caliente, vy en trementina, obtemda de la
oleoresina del pino. Con estos solventes, la grasa forma un liquido aceitoso, que en el caso
del eter etilico es de color amarillo. Esta grasa tambien se disuelve facilmente en éter de
petroleo v en cloreoformao: éstos parecen ser sus mejores solventes. {(Jenkins, 1964; Schott,
1869; Herrera, 1884). '

Bloede (Schott, 1869) indica que desde el punto de vista quimico, la grasa del ny
debia ser clasificada indudablemente entre los aceites secantes, aunque su absorcion de
oxigeno se lleva a cabo més lentamente que la mayoria de este tipo de acertes; también indica
que es el primer ¢jemplo de una grasa solida o grasa animal secante. De acuerdo con este
analista, al igual que otras grasas ammales, la grasa del mj contiene un acido volaul distintivo
propio; en el caso de esta grasa, el acido volatil es de olor acre, que recuerda el olor de hojas
de arbol quemandose, y podria ser denominado acido minico.

Bloede (Schott, 1869) continta diciendo que la composicion quimica de la grasa del
nij difiere poco de la de otras grasas animales pues incluye un fluido aceitoso, al cual llama
oleina, y una parte sohda, que contiene acido estearico v otros acidos grasos. La porcion
solida de la grasa pudo ser separada del fluido aceitoso utilizando trementina o éter; la
porcidn aceitosa se disolvio y el precipitado sélido fue separado por filtracién. La Direccion
General de Agricultura de Guatemala (1940) también menciona que la grasa del ny esta
constituida por dos fracciones; a la soluble en éter le llama "labeina” vy dice que es amarilla,
v a la soluble en alcohol (segin Bloede la grasa no es soluble en alcohol), le llama "nigeina”,
y dice que es blanca.

Segun Bloede (Schott, 1869), una caracteristica peculiar de la grasa del njj es ser
dificil de saponificar. El prob¢ con hidroxido de amonio, hidroxido de potasio e hidroxido
de sodio concentrados; en todos los casos, la saponificacion fue lenta e incompleta. Por lo
anterior, dedujo que la grasa del nij no podia considerarse una buena grasa saponificable.
Bloede clasifico la grasa del nij dentro de los aceites secantes.

Continta diciendo Bloede (Schott, 1869) que cuando la grasa del nij se fundio y el
liquido resultante se expuso a una temperatura de 121-177°C, durante una hora se abservo
que el residuo habia adquirido una apariencia como de barniz, flexible y viscoso. A su vez,
cuando capas delgadas de la solucion de la grasa del mj en trementina fueron expuestas al aire
por unos pocos dias, ¢sta adquirid las propiedades de un barmiz resinoso. debido a la




absorcion de oxigeno. La pelicula de este barniz era muy elastica y, al mismo tiempo, dura,
lo cual le daba un caracter superior al de algunos otros maternales.

Jenkins (1964) menciona que la grasa del nyj, expuesta al aire, tiende a "cristalizar",
formandose una costra de color caf¢ en la parte exterior de la masa, mientras que el interior
permanece suave y utilizable, por meses e incluso, afios. Este comportamiento es el mismo
que se ha observado en la grasa del ni) producida en Rabinal {(MacVean, 1993b}.

Otro estudio de la grasa del nyj del que se tiene informacion es el hecho en Paris.
Francia, a solicitud de René Guérin, Delegado por el Gobierno de Guatemala a la Exposicion
Umversal de Paris del afio 1900, y citado textualmente por José Maria Roque (1986) vy, el
trabajo realizado por M. Hoppe vy citado por Herrera (1884). Los resultados de estos
estudios comciden. en su mayor parte, con los reportados por Bloede (Schott, 1869): el
aspecto en el que hay divergencia es el de la saponificacion, pues estos estudios dicen que la
grasa del ny se sapontfica facilmente, aun en solucion acuosa diluida. A este respecto,
también mdica que al sapomficar la grasa del ny se libera una sustancia con olor a membrillo
0 a manteca rancia que se obtiene al inicio, al llevar a cabo una destilacion por arrastre de
vapor, esta sustancia parece ser responsable del olor caracteristico de la grasa (Herrera.
1884; Roque, 1986). No se ha encontrado en la literatura disponibie ningun otro estudio de
las propiedades fisicas y quimicas de la grasa del nij, aparte de los realizados por Bloede
(Schott, 1869), y los citados por Guérin (Roque, 1986), Herrera (1884) y la Direccion
General de Agricultura de Guatemala (1940).

El estudio quimico mas reciente del que se tiene informacién fue Hevado a cabo por
Margarita Selle, M. Sc., quimica analitica de Ja Universidad del Valle de Guatemala, en
colaboracion con Louis Bjostad, Ph.D. y Charles Lang, B.Sc.; de Colorado State University.,
E U A durante junio de 1993; se realizo en los laboratorios de Colorado State University,
dentro del proyecto del mj del Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de
Guatemala. En este estudio se analizo la grasa del nij procesada en 1992, en Rabinal, Baja
Verapaz, Guatemala, y mantemda alrededor de 25°C durante casi un afio. (Selle, 1993;
MacVean, 1993a)

En este estudio quimico de la grasa del mj, se extrajo parcialmente el material
amanllo—café suave, con diclorometano (CH,Cl,) o con una mezcla de cloroformo:metanol
(CHCI,: CH,OH) en proporcion 2:1. Los extractos se analizaron por cromatografia de gases
(GC), directamente o después de una hidrélisis y dertvatizacion con trifluoruro de boro en
metanol (BF,—~CH,OH) para obtener los metilésteres de los acidos grasos; en este analisis
cromatografico se utilizaron columnas capilares de metilsilicona y detectores de ionizacion
en llama (FID) y selectivo de masas (MS). (Selle, 1993)

Los extractos preparados en este estudio también fueron analizados por cromatografia
en capa fina, utilizando, al 1gual que para la cromatografia de gases, sustancias patrdn como
referencia para la identificacion, ademas, al usar detector selectivo de masas en la
cromatografia de gases, se utilizo una base de datos de espectros de masas para el efecto. Se



determino® que los tmacilghceroles y acidos grasos libres eran las principales fracciones de los
extractos de la grasa, separadas e identificadas tentativamente por cromatografia de capa fina;
una tercera fraccion principal v otras presentes en menor cantidad, no pudieron ser
identificadas. Ya que, segun este estudio, los componentes mayoritarios son triacilgliceroles,
por lo 1anto, el nij debe ser llamada una grasa, no una cera. (Selle, 1993)

Al utilizar detector de ionizacion en llama para la cromatografia de gases, se
determinaron las areas relativas de los metil ésteres de los acidos erasos totales del extracto
de la grasa nij en cloroformo:metanol 2:1: 1.83%(16:0)Me, 1.194% (16:1{A”))Me, 34.30%
(18:0)Me, 32.75% (18:1(A*))Me, 19.10% (18:2(A**))Me v, trazas de (14:0)Me y 10.82%
(22:0)Me:; la identidad de estos componentes se verifico al usar el detector selectivo de masas
(Selle, 1993). A pesar de que el detector FID responde al nimero de atomos de carbono que
pasan por el mismo por umdad de tiempo v no a la concentracidon de los compuestos presentes
(Skoog y Leary, 1994; Willard et al., 1991), las areas relativas de los picos dan una buena
idea de Ja concentracion relativa de los metil ésteres de los acidos grasos totales en el extracto
de la grasa del nij porque Ja diferencia en longitud de cadena entre éstos acidos grasos es
proporcionalmente muy pequeiia.

El insecto nij parece tener, al menos, dos pigmentos; uno rojo e hidrosoluble, presente
en la cuticula y otro amarillo y liposoluble, en el interior del cuerpo (Selle et al., 1993).
Respecto del pigmento de la grasa del nyj, que corresponde al pigmento liposoluble del
insecto, la imica referencia de la cual se tiene conocimiento es la hecha por Guérin (Roque,
1986), quien indica que el pigmento es amarillo, es soluble en la labeina, la fraccion de la
grasa del mij soluble en éter (Direccion General de Agricultura, 1940) y que, problablemente
por oxidacion, se convierte en un pigmento rojo soluble en alcohol al saponificar la grasa.
Un estudio publicado por Banks (1977) sobre los pigmentos de 1a superfamilia Coccoidea.
a la cual pertenece el insecto nyj, indica que €stos pigmentos son antraquinonas y compuestos
biosintéticamente relacionados. Esta publicacion no hace referencia especifica al nij pero si
a varios géneros de la misma familia, Margarodidae, en los cuales se han identificado varias
antraquinonas; tampoco indica st los pigmentos a los que se refiere provienen de la cuticula
v/o del interior del imsecto.

4. Usos de la grasa

La grasa del ny es conocida como "cera" en Rabinal, Baja Verapaz, Guatemala o
como "manteca” en Valladohd, Yucatan, México, por los artesanos que la usan (MacVean,
1992). Actualmente, en Rabinal, Baja Verapaz, Guatemala, la grasa del nij, suavizada entre
los dedos del artesano, se frota sobre la superficie seca y pulida de las jicaras (fruto del arbol
de morro, Crescentia alata HBK y Crescentia cujete L, familia Bignoniaceae) agregando
polvo de humo (hollin) para darles un acabado negro lustroso (MacVean, 1992). La
Direccion General de Agrnicultura de Guatemala (1940) menciona otra forma de aplicacion
de la grasa del nij: derretir la grasa en aceite de linaza y espesar con negro de humo (hollin).
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v luego aplicar sobre ¢l objeto que se quiere barnizar; este procedimiento no se ha observado
en Rabinal (Selle et al, 1993). La superficie de la jicara ya coloreada y lustrosa se talla para
producir una variedad de patrones con forma de hojas, flores, pajaros, etc. ; las jicaras asi
terminadas se usan para hacer chinchines, alcancias, tazas (con la jicara cortada a la mitad)
v varias piezas ornamentales (MacVean, 1992). En Chiapa de Corzo, Chiapas, México. las
jicaras se utilizan con propoésitos decorativos, pero alli el acabado se hace con grasa del ny
y pigmentos naturales y sintéticos de diversos colores, en vez de hollin (MacVean, 1992).

En Valladolid, Yucatan, México la grasa del nij se usa para tratar llagas v se obtiene
al calentar las hembras del insecto en una jarra o sobre un plato de hojalata hasta que la
"manteca sale del interior. No se reporto ningin otro uso para la grasa en esta localidad.
(MacVean, 1993b)

En Uruapan, Michoacan, Mexico, los artesanos se espectalizan en la decoracion de
platos de madera para lo cual usan una mezcla de polvos minerales de diferentes colores con
la grasa del nij. que alli llaman "aje", v aceite de linaza, logrando un brillo muy caracteristico
(MacVean, 1993b).

A mediados del siglo pasado, Bloede (Schott, 1869) sugiriéd varnos usos para la grasa
del nij. Por una parte, sugiri¢ mezclar una solucion de nij en trementina con los pigmentos
que se utilizan para elaborar las pinturas al Oleo; segiin él, esta mezcla daria acabados mas
brillantes y secarian con mayor rapidez. Por otra parte, sugind aprovecharla para la
fabricacion de telas impermeables, sigiiendo un procedimiento que consistiria en saturar el
material con grasa del nij fundida vy, entonces, calentarto enun homo entre 121 y 177°C hasta
que la grasa adquiriera una apariencia de barniz.

Uno de los relatos mas antiguos encontrados acerca del uso de la grasa del nij,
corresponde a la Epoca Colonial y es del cronista espafiol Fray Bernardino de Sahagan {ca.
1499-1590), quien en su "Historia General de las Cosas de Nueva Espafia” menciona el uso
como: como humectante para los labios y la cara, antidoto contra el envenenamiento por
comer setas crudas, v como ablandador para el chicle usado como goma de mascar (de
Sahagun, 1985).

También Fray Diego de Landa (1524-1579), un religioso franciscano espahol, en su
"Relacion de las Cosas de Yucatan", se refiere a un "gusanito colorado del cual se hace
ungilento muy bueno, amarillo”. Entre jos usos de este tltimo, dice que "sirve de oOleo para
pintar los vasos y hace fuerte la pintura” (de Landa, 1941).

En "The Badianus Manuscript”, que es una traduccion de un documento azteca, se
menciona que la grasa del nij era mezclada con pigmentos nativos; se cree que era usada en
pinturas dandoles las cualidades de durabilidad a éstas en las construcciones antiguas
(Walcott, 1954). McBryde (1943) especula sobre el uso de la grasa del nij en la época
precolombina, y considera que es probable que los indigenas Mayas antiguos cubrieran sus
construcciones de piedra caliza, y los dinteles de madera de zapote, con la grasa del nyj.



I JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

A. Justificacion

Este trabajo de investigacion esta dirigido a satisfacer el objetivo de conocer las
proptedades fisicas y quimicas de Ja grasa del insecto nij, dentro del proyecto correspondiente
que se desarrolla en el Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de Guatemala.
Dentro de este proyecto, ya se ha hecho una caracterizacion quimica preliminar de la grasa
en cuanto a sus componentes principales. Lo que corresponde a continuacidon es la
verificacion de las propiedades fisicas y quimicas reportadas en la literatura y la determinacion
de otras propiedades. a modo de conocer mas ampliamente la naturaleza de este material

Un aspecto mportante de hacer la caracterizacion fisica y quimica de Ia grasa del
nsecto nij, es que muy pocos productos naturales de especies tropicales americanas han sido
desarrollados comercialmente dentro de la ciencia de materiales. La rama de materiales
estructurales de origen biologico, dentro de la ciencia de materiales, esta surgiendo como uno
de las sectores mas prominentes en la industria quimica. Ecologistas renombrados, come
Thomas Eisner, han hecho ver la importancia urgente de hacer investigacion quimica como
un medio para establecer la proteccién ambiental de habitats tropicales; casi todas las
mvestigaciones quimicas en esta linea han sido dirigidas al descubrimiento de nuevas drogas,
plaguicidas y repelentes; sin embargo, puede haber otros tipos de materiales de tanto o mayor
interés en dichos habitats.

Por falta de apertura de nuevos mercados y precios atractivos para el producto
terminado elaborado con grasa del nij, ademas de lo trabajoso de su produccion, se ha ido
perdiendo la costumbre de la obtencion y utilizacién de este material. La caracterizacion
fisica y quimica general de la grasa del njj, complementada con la evaluacion de sus
propicdades y su comportamiento como material, servird como punto de partida para sugerir
posibles usos en las comunidades de origen adicionales a los ya documentados. En altima
mstancia, la sugerencia de estos posibles usos permitir, dentro del proyecto total del nij,
promover el desarrollo de una industria artesanal sostenible en las comunidades de origen de
este insecto. Tal desarrollo es extremadamente valioso para justificar Ja proteccion de
especies tropicales, como ¢l insecto nij, y sus habitats.




B. Objetivos

(General

Caracterizar fisica v quimicamente la grasa del njj y, con base en las propiedades asi

establecidas. compararla con aceites, grasas v ceras de uso comun en la artesania v la
industria.

1

Especificos

Determinar para la grasa del njj los valores de las propiedades fisicas v quimicas
tradicionalmente usadas para la caracterizacion de aceites y grasas tales como:
uravedad especifica, intervalo de fusion, solubihdad, indice de acidez, indice de
saponificacion e indice de yodo. Con esto se busca verificar los valores de las pocas
propiedades ya reportadas en la literatura y producir valores para otras propiedades.

Determinar fas caracteristicas espectromeétricas de la grasa del nij en las regiones
ultravioleta—visible, infrarrojo y de resonancia magnética nuclear de protones.

Determinar, por medio de analisis cromatografico, la composicion de la grasa del nij
en cuanto a triaciigliceroles.

Llevar a cabo a través del ttempo un seguimiento quimico de la cobertura lustrosa que
da la grasa del nij a las superficies tratadas con ella.

Determinar la similitud o diferencia, en propiedades fisicas y quimicas, entre la grasa
del nij y otros aceites, grasas y ceras naturales, cuyas propiedades y usos artesanales
e industriales estan reportados en la hteratura.

Generar informacion fisicoquimica basica acerca de la grasa del mij para que,
complementada con informacion de sus propiedades y su comportamiento como
material, se puedan sugerir posibles usos para la misma, adicionales a los ya
documentados.



HIPOTESIS

Las propiedades fisicas y quimicas de la grasa del nij son similares a las de otras
grasas naturales reportadas en la literatura, tales como lardo de cerdo, manteca de
semilla de cacao y mantequiila de leche de vaca.

El limite inferior del intervalo de fusion de la grasa del nij es de alrededor de 37°C,
por lo cual al ser frotada entre los dedos adquiere una consistencia semifluida.

La grasa del nij, como cualquier grasa natural, esta constituida principalmente por
triaciigliceroles con cadenas de acidos grases de entre 16 y 20 carbonos de longitud.

Por el comportamiento de la grasa del nij en cuanto a formar una cobertura lustrosa
al aplicarla sobre diferentes superficies, ésta puede clasificarse como un material con
propiedades secantes, similar al aceite de linaza. Esta propiedad secante de la grasa
del nij esta relacionada con un valor alto de indice de yodo v con una elevada
proporcion de triacilgliceroles con insaturaciones.







V. METODOLOGIA

Los metodos indicados a continuacion, se tomaron de alguna de las siguientes fuentes
de métodos oficiales: Official Methods of Analysis of the Association of Official Analvtical
Chemists (AOAC . 1995), Official Methods and Recomended Practices of the American Oil
Chemssts Society (AOCS, 1989). Annual Book of the American Society for Testing and
Materials Standards (ASTM, 1992) y Stadard Methods for the Analysis of Oils, Fats and
Dernvatives of the International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, 1979). No
fue posible encontrar un método oficial para la determunacion de solubilidad de aceites y

grasas, por lo que se realizo el analisis segun el procedimiento “Solubility test on waxes”
indicado por Wharth (1956)

A continuacion se indica la procedencia y ano de las muestras de grasa del nij que
fueron analizadas. Muestra de grasa del mj de Rabinal. Guatemala, alrededor de 2,000 g;
elaborada por artesanos de esa tocalidad, en octubre de 1993 (MacVean, 1992). Muestra de
grasa del ny de Rabinal-Guatemala, Guatemala, alrededor de 50 g, elaborada en los
laboratorios de la Universidad del Valle Guatemala, en octubre de 1993, a partir de insectos
recolectados en Rabinal, Guatemala (Selle et al., 1993). Muestra de grasa del nij de Chiapa
de Corzo, Chiapas, México, alrededor de 200 g; comprada a artesanos de esa localidad, en
septiembre de 1992 (se cree que fue preparada un afio antes) (MacVean, 1992).

Por dispombilidad de cantidad de muestra en cada caso, no se utilizaron las tres
muestras en todas las determinaciones; en cada método se indica qué muestras se analizaron.
Todas las determinaciones se llevaron acabo en triplicado para cada muestra analizada, con
excepeion de la determinacion del indice de yodo de la grasa del nij a lo largo del tiempo al
exponerla al aire en forma de pelicula. A partir de estos triplicados se calcularon medias ¢
intervalos de confianza; ademas, se realizaron analisis de varianza, con el paguete estadistico
SPSS para Windows (Norusis, 1993), para comparar las medias de estas determinaciones y
establecer si existe o no, diferencia estadisticamente significativa entre ellas (ver analisis de
varianza en Apéndice E). En el caso de la determmacion del indice de yodo de la grasa del
nij, a to largo del tempo de exposicion al aire en forma de pelicula, lo que se calculd fue la
incertidumbre de cada una de las mediciones a partir de formulas de propagacion del error,
por no disponerse de réplicas de cada determinacion (ver formulas en Apéndice E). En el
Cuadro 7 se resume el procedimiento experimental en cuanto a propiedad analizada, método
utilizado, muestras anahizadas y la evaluacion de resultados realizada.
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A Preparacion de las muestras para analisis

Las muestras de grasa del nij de Rabinal y Chiapas, constaban de dos partes diferentes y
facilmente distinguibles: una capa externa de color marron de consistencia quebradiza v dura
¥ una masa interior que no tenia un color homogéneo sino que éste iba de amarillo a mostaza
La muestra de grasa del nij de Rabinal-Guatemala no estaba constituida de dos partes
diferentes sino que era una masa de color amarillo homogeneo; esta apariencia es tipica de
la grasa cuando, después de su preparacion, no es expuesta al aire.

Para la preparacion de las muestras de grasa del nij se sigui¢ el método "2.001.
Preparation of the Sample" (IUPAC, 1979) que es aplicable a aceites y grasas animales y
vegetales. El método consistio. en términos generales, en fundir los bloques de grasa a
aproximadamente 60°C. en homo con vacio. e inmediatamente filtrar por sravedad el material
fludo. La principal modificacion consistic en la utilizacion de vacio, durante la fundicion de
las muestras, para extraerles el aire y la humedad, y para minimizar la autooxidacion y
polimerizacion de las mismas al reaccionar con oxigeno.

B. Determinacion de propiedades fisicas v quimicas

1. Gravedad especifica

La densidad de una sustancia se define como la masa que corresponde a una unidad
de volumen, mientras que su gravedad especifica se define como la razén de su densidad a
la densidad de otra sustancia de referencia, generalmente agua, ambas a la misma o diferentes
temperaturas, las cuales deben ser especificadas (ASTM, 1992). Para la determinacion de la
gravedad especifica de la grasa del nij, se siguio el método "ASTM 19638 Standard Test for
Specific Gravity of Drying Oils, Varnishes, Resins, and Related Materials at 25/25°C"
(ASTM, 1992). Solo se determiné esta propiedad a las muestras de grasa del nij de Rabinal
y de Chiapas. por la cantidad de grasa disponible de cada una de las localidades. El método
da la opcion de usar un picnometro tipo Leach o uno tipo Hubbard. Se escogio usar el
picnometro tipo Hubbard (ver Figura 5) porque éste, a diferencia del tipo Leach, puede usarse
para muestras que son solidas o semisélidas a la temperatura a la cual se hace la
determinacion, que es el caso para la grasa del nij. Se uso una balanza analitica con una
precision de £0.01 mg en vez de la sugerida de 0.1 mg, por disponibilidad. El método
consistio en la calibracion de los picnometros con agua desionizada, v fa posterior la
determinacion de la gravedad especifica de las muestras en los picndémetros va calibrados. La
determinacion de la gravedad especifica de las muesiras se hizo al llenar el picnémetro hasta
la mitad con grasa fundida, dejarla solidificar y, agregar agua desionizada sobre la muestra
que estaba dentro del picndmetro hasta llenarlo. El procedimiento seguido se encuentra
detallado en el Apéndice A.




L os resultados se expresan como:

gravedad especifica = masa de la muestra agregada
masa del agua correspondiente al volumen de la muestra
agregada

Figura 5

Picnometro tipo Hubbard
(ASTM, 1992)
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2. Intervalo de fusion

Se utilizaron las muestras preparadas segin lo indicado en la seccion de preparacion
de Tas muestras para anlisis para determinacion del intervalo de fusion indicado por el
método "Ce 1-25 Melting Point, capillary tube method” (AOCS, 1989) dado para grasas
animales y vegetales. Se determiné esta propiedad a las tres muestras de grasa del nij. El
método consistié, términos generales. en: introducir en un tubo capilar una porcion de
muestra fundida, sellar con fuego uno de los extremos del tubo, permitir que se solidifique la
muestra en la refrigeradora y calentarla lentamente en un tubo de Thicle con glicerina. Se
temé como limite inferior del intervalo la temperatura en la cual se observaba la primera
fraccion liquida de muestra y, como limite superior, Ja temperatura en la cual ya no se
obsevaba mayor fusion de la muestra, es decir, que la porcion de matenia sélida parecia
aparentemente constante. En el Apéndice A se detalla el procedimiento seguido. La Figura
6 muestra el sistema usado para la determinacion del intervalo de fusion con tubo de Thiele
y mechero de etanol.

Los tesultados se expresan como: {a - b)°C

siendo, a = limite inferior del intervalo de fusion
b = limite superior del intervalo de fusion
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Figura 6
Sistema usado para la determinacién del intervalo de fusién, con tubo de Thiele y mechero
(Linstromberg and Baumgarten, 1970)
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3. Solubilidad

La solubilidad se define, en este caso, como los gramos de grasa que se togran
disolver en 100 g de solvente a 25.0°C (Warth, 1956). Por disponibilidad de cantidad de
muestra, solo se le determino esta propiedad a las de Rabinal y de Chiapas. No fue posible
encontrar un método oficiat para ta determinacion de solubilidad de aceites y grasas, por lo
que se realizd el analisis segiin el procedimiento "Solubility test on waxes" indicado por
Wharth (1956) at que se le hicieron algunas modificaciones; el procedimiento detallado se
encuentra en el Apéndice A. El método consistio, en términos generales, en pesar 2.00000
g de grasa del nij y agregarle 25 ml det solvente, centrifugar la fraccion soluble, transferir una
alicuota de 20 ml del sobrenadante de esta mezcla ya centrifugada a (25.0 + 0.3)°C a un
pesasustancias y evaporar et solvente con flujo de nitrogeno hasta llevar a masa constante.
De esta forma se determina ta masa de grasa disuelta y la masa de solvente, en en ese volumen
de solucion.

Los resultados se expresan como:

Solubilidad = masa de grasa disuelta, g x 100 g solvente

a250°C masa del solvente, g

Esta determinacion se hizo en etanol, acetona y éter de petréleo individualmente y en
mezclas binarias de estos solventes, es decir, etanolacetona y acetona:éter de petroleo. Para
las determinaciones en mezclas binarias, se uso balanza semianalitica, con precision £0.01 g,
en vez de la analitica porque se vio en la determinacion con solventes individuales que la
variacion entre las réplicas era mucho mayor que fa precision de la balanza analitica.



4. Indice de acidez

El indice de acidez de un aceite o una grasa se define como el nimero de miligramos
de KOH necesarios para neutralizar un gramo de dicho material (Whart, 1956). La
determinacion del indice de acidez involucra una titulacion basada en la una reaccion
acido-base entre los acidos grasos libres v el hidroxido segiin se indica a continuacion
(Wingrove y Caret, 1984).

i i
R—C—O-H + O — R—C—~0~  + H,0
acido graso sal del acido graso

Para la determinacion del indice de acidez de la grasa del ni1 se siguid el método oficial de
IUPAC "Method 2.201 determination of the Acid Value and the Acidity, Section 5. Aaid
Value-Potentiometric Method" (TUPAC, 1979) dado para aceites y grasas vegetales y
animales. Por disponibilidad de cantidad de muestra, solo se le determino esta propiedad a
las de Rabinal y de Chiapas. El método consistio, en términos generales, en titular
potenciométricamente 4.00000 g de grasa del nij en 50.0 ml del 2—pentanona, con una
solucion patrén de 0.50N de KOH en 2—propanol.  La principal modificacion fue usar
2-pentanona por disponibilidad, en vez de la metilisobutilcetona indicada por el métedo. El
procedimiento seguido se detalla en el Apéndice A. A continuacion se presenta la
estequiometria para calcular el indice de acidez a partir de la reaccion antenior.

V ml de soln. KOH x N eq. de KOH x 1 mol KOH x 56,11 g KOH
m masa de muestra, g 1000 ml de soln. KOH [ eq. KOH 1 mol KOH

x 1000 mg KOH = __mg KOH
1 ¢ KOH | g de muestra

siendo, V = ml usados de la soln. de KOH para alcanzar el punto final
m = masa, en ¢, de la porcion de masa usada
N = normalidad de la soln. de KOH

Esta estequiometria puede reducirse, para calcular los valores de indice de acidez, ala
expresion indicada a continuacion.

Indice de acidez = (56.1 1ix{V)x(N)
m

Indice de acidez = _mg de KOH

1 g de muestra




5. Indice de saponificacion

El indice de saponificacion de un aceite o una grasa se define como los miligramos de
hidroxido de potasio necesarios para saponificar 1 g de este material (AOCS, 1989).

Se le llama saponificacion a la hidrolisis basica de los ésteres de un aceite o una grasa
(acigliceroles). Los productos resultantes de la saponificacion son el glicerol, ademas de las
sales de los dcidos grasos, que reciben el nombre de jabones como se ve en la reaccion
presentada a continuacion para un triaciglicerol.  Los mono- y diacilgliceroles también
experimentan esta reaccion. (Martin et al., 1984)

@]
Hy—C—0O—0 — R, Hy—u- 0l
O i 0 O Q)

| i Kron~ | . [P [
H—C—0—C—R, » H—-C—OH + R—C—0 K' + Ry—C—0"K" + R:—C—-0"K
i 0 H,O. cakor :
i - ! Jabones
H,—~C—0—C—R; H.—C—OH
Tracilglicerol Glicerol

R, R, Rs = cadenas hidrocarbonadas, va sea saturades o msatradas. pueden ser ieuakes o diferentes.
1 2 3 A

Para la determinacion del indice de sapomficacion de la grasa del nij se siguio el
metodo oficial de IUPAC "Method 2.202 determination of the Saponification Value, Section
5. Potentiometric Method" (IUPAC, 1979) dado para aceites y grasas vegetales y animales.
Por disponibilidad de cantidad de muestra, solo se le determiné esta propiedad a las de
Rabinal y de Chiapas. El método consistio, en términos generales, en saponificar 2.00000 g
de la muestra de grasa hirviéndola una hora bajo reflujo con un exceso de solucién =0.50N
de KOH en 2-propanol v. al final de este tiempo. titular potenciométricamente el exceso de
KOH con una solucion patron 0.50N de HCI en 2-propanol.  La principal modificacion fue
que la valoracion de la soln. titulante HCI se hizo, por facilidad, con la soln. patron 0.50N de
KOH en 2-propanol que ya habia sido valorada en la determinacion de indice de acidez. El
meétodo seguido para ia determinacion del indice de saponificacion indicaba valorar la soln.
de HCI con Na,CO; patron. El procedimiento seguido se detalia en el Apéndice A.

La Figura 7 muestra el sistema de reflujo usado para la saponificacion de las muestras
de grasa del nij. A continuacion se presenta la reaccion de neutralizacion del exceso de KOH
con la solucion patron de HCl y la estequiometria para calcular el indice de saponificacion a
partir de esta reaccion.

H'CF + K'OH — > KCF +~ H,0




(V. — V. )mlde soln. HC] x N eq. de HCI x 1 mol HCl x 1 mol KOH
m masa de muestra, g 1000 ml de soln. HCl 1 eq. HCl 1 mol HCI

x 56.11 g KOH x 1000 mg KOH=__mg KOH

1 mol KOH 1 ¢ KOH 1 g de muestra
siendo, V, = numero de m usados de la solucion patron de HCI para titular el blanco
V, = namero de ml usados de la solucion patrén de HCI 2—propanol para titular la
muestra de grasa
m = masa de la porcion de muestra usada, g
N = normalidad de la solucion patron de HCI en 2—propanol usada

Esta estequiometria puede reducirse. para calcular los valores de indice de saponificacion. a
la expresion mndicada a continuacion.

Indice de saponificacion = (36 11 x(Nx(V, —V,)
1

Figura 7
Sistema de reflujo usado para la saponificacion de las muestras de grasa del nij
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6. Indice de yodo

El indice de yodo de un aceite 0 una grasa se define como los gramos de yodo que
reaccionan con 100 gramos de este material. Los dobles enlaces presentes en los acidos
grasos insaturados que hay en aceites y grasas, se convierten en enlaces simples al agregarse
el halégeno en esta posicion y el indice de yodo es, por consiguiente, una medida del grado
de insaturacion. (Egan et al., [987)



La reaccion general de la determinacion del indice de yodo, en términos de I, consiste
en la adicion del yodo a los dobles enlaces de las cadenas de acidos grasos tanto libres como
esterificados, segun se indica a continuacion (Wingrove y Caret. 1984).

R]\ /R‘}' 151 ]i{-}
=C + I ——» Ry—C—C—Ry
-~ ~ 2 27T
Ry Ry P
1 1
Ry TG Ry Ry = 1o cadenas hidrocarbonadas, pueden ser puales o diferentes.

El indice de yodo se determina usualmente por el método de Wijs en el cual se usa
tricloruro de yodo. Otro método alternativo es el de Hanus que utiliza yodo y bromo en
acido acétice glacial. El indice de vodo también puede calcularse a partir de los datos
obtenidos de una cromatografia gas-liquido al cuantificar los metil ésteres de los acidos
grasos msaturados especificos del aceite o grasa (AOCS, 1989).

Para la deteminacion del indice de yodo de las muestras de grasa del nij, indicador del
grado de mnsaturacion de la grasa, se siguieron los métodos oficiales de la AOAC "lodine
Absortion Number of Qils and Fats, Hanus Method, Final Action, 28.021-28.022" vy
"Standard Solutions of Sodium Thiosulfate, Final Action, 50.037-50.038" (AOAC, 1984).
Por disponibilidad de cantidad de muestra, s6lo se le determiné esta propiedad a las de
Rabmal y de Chiapas. Ademas, se determind el indice de yodo a las fracciones de grasa del
nij de Rabinal, soluble ¢ insoluble en éter de petréleo; estas fracciones se obtuvieron de la
determinacion de solubilidad en éter de petrdleo. El método consistid, en términos generales,
en hacer reaccionar una porcion de grasa del nij de tamano apropiado segun indice de yodo
esperado (se usd 0.20000-0.30000 g), durante exactamente 30 minutos, con un exceso de
una solucion de monobromuro de yodo (I-Br) en 4cido acético glacial v luego, titular, con
una solucion patron de tiosulfato de sodio (Na,S,0,) el haldgeno en exceso, es decir, lo que
no reacciono con la grasa. El procedimiento detallado v el Cuadro a partir del cual se decide
el tamafio apropiado de muestra, se encuentran en el Apéndice A

A continuacion se presenta Ja reaccion de titulacion del I, con la solucién patron de Na,S,0,

y la estequiometria necesaria para calcular el indice de yodo de la muestra a partir de esta
reaccion.

28,0, +,——>» §,0.7+ 21~
(B — 8) ml de soln. Na,S,0,_ x N eq. de Na,S,Q, x _1 mol Na,5.,0,_
m g de muestra 1000 ml de soln. Na,S,0, 1 eq. Na,S5,0,
x _ lmoll, x 25381 g1, x 100 g de muestra = gl,

2 moles Na,S,0; 1 mol 1, 100 g muestra

tn
(o9



siendo, B=  ml usados de la soln. patron Na,S,0, para alcanzar el punto final en el blanco
= ml usados de la soln. patron Na,S,0; para alcanzar el punto final en la muestra
= pormalidad de la solucion patron de Na,S,0,
m = masa de la porcién de muestra usada, g
253 .81 = peso tormula del 1,

Para calcular ef indice de yvodo de la muestra esta estequiometria puede reducirse a la
expresion indicada a contmuacion.

Indice de yodo = (B — S)x(N)x(253.8]}) = gl,
(m)x(20) 100 g muestra

También se determind el indice de vodo de peliculas de grasa del mj de Rabinal
expuestas al aire ambiental entre 1 y 12 dias: no se llevo a cabo réplicas de cada uno de los
tiempos de exposicion. Para formar estas peliculas, se peso 0.5 0.6 g de grasa del njj de
Rabinal en uno de los lados de una caja Petn grande, se fundio en el horno con vacio a
aproximadamente 50°C y, mientras aun estaba caliente, se extendio al inclinar la caja Petri con
las manos a fin de obtener una capa lo mas delgada y homogénea posible; entonces se dejd
expuesta al aire.

Después del tiempo de exposicion, que iba de 1 a 12 dias, y justo antes de la
determinacion del indice de yodo, se raspo toda la grasa de cada una de las cajas Petri con
ayuda de una espatula pequena analiticas. Cada porcion de grasa se transfirid a un erlenmeyer
con tapon esmerilado para llevar a cabo la determinacion del indice de yodo. La mayor parte
de la grasa raspada tenia apariencia de cascara. Se siguié el mismo procedimiento ya antes
indicado para la grasa, para la determinacion del indice de yodo de las peliculas. Como no se
Hevo acabo réplicas de estas peliculas, los resultados se reportaron como el valor de indice
de vodo + su incertidumbre calculada a partir de formulas de propagacion del error. Ver
formulas en Apéndice E.

C. Determinacion de caracteristicas espectrometricas

1. Absorcidn ultravioleta--visible

Usando celdas de cuarzo, se cormrio el espectro de absorcion ultravioleta—visible
{UV-VIS) de trioleina, una mezcla patrones de triacilgliceroles (Sigma), aceite de ohva v
aceite de soya como patrones y, de grasas del nmj de Rabinal-Guatemala y de Rabinal, en el
intervalo de 200450 nm, usando tetrahidrofurano y hexano como solventes. Las muestras
de grasa del my se fundieron justo antes de agregarles el solvente, segiin lo recomendado en
el método de HPLC usado para la separacion de los tnacilgliceroles (AOCS, 1989) (ver
procedimiento detallado y condiciones de trabajo de estos métodos en Apéndice A).



Se hicieron diluciones de las soluciones iniciales preparadas para cada una de las
muestras, hasta que el maximo de absorbancia fuera igual o menor que 2 unidades de
absorbancia; entonces, sc¢ trazaron los espectros a estas concentraciones. La mezcla de
patrones de triacilgliceroles fue la excepcion, pues no se hizo dilucion; se corrio el espectro
de la solucion imcial y el maximo fue de aproximadamente 3.5 unidades de absorbancia.

2. Absorcion infrarroja

Trabajando en el modo de transmision, y con transformada de Fourier, se corri6 el
espectro de absorcion infrarroja (IR), en el intervalo de 400—4000 cm™, de las muestras de
grasa de] nij de Rabinal y de Rabinal-Guatemala, esparcidas sobre ventanas circulares de KCl
en forma de pelicula delgada.  Se corrd el espectro de estas peliculas estando recién
esparciadas v hiego una vez a la semana hasta que el espectro ya no cambiara apreciablemente
por la exposicion de la pelicula al aire (3 corridas por todo). Lo que interesaba en este
analisis era seguir, a lo largo del tiempo, el proceso de “secado” de una pelicula al estar
expuesta al aire. Entre un anélisis y el otro, las ventanas de KCI con las peliculas se dejaron
dentro de desecadora, para evitar el empafiamiento de dichas ventanas; por 1o anterior, el
proceso sucedio por exposicion al aire seco.

3

3. Resonancia magnetica nuclear de protones

Se corri6 ¢ espectro de resonancia magnética nuclear de protones ('H NMR) de las
fracciones de la muestra de grasa del nij de Rabinal-Guatemala solubles en acetona v en
cloroformo deuterados, en el intervalo 0-10 ppmi; se reviso hasta 13 ppm pero por no haber
observado senales mas alla de 10 ppm, los espectros finales solo se corrieron hasta 10 ppm
(ver discusion). Se probaron varias concentraciones, siendo las finales nominales: 0.6 g de
muestra en 1 ml de acetona deuterada y 0.6 g de muestra en 0.8 ml de cloroformo deuterado.

D. Determinacion de la composicion en tnacilgliceroles

Para la determinacion de los triacilgliceroles presentes en la grasa del nij se siguié el
método oficial "AOCS Official Methed Ce 5b-89, Triglycenides in Vegetable Oil by HPLC"
(AOCS, 1989), escogiéndose el procedimiento en el que se usa detector ultravioleta. El
procedimiento detallado y las condiciones de trabajo se hallan en el Apéndice A Las
modificaciones fueron las siguientes; se usd, por disponibilidad, la columna C18 Varian
MCHS-n—cap, 300 x 4 mm, tamaho de particula 5 um en vez de dos Ci18 Sphensorb
S30DS-2, 150 x 4.5 mm una a continuacion de la otra; la longitud de onda a la que se fijo
el detector, 250 nm en vez de 220 nm; no se mantuvo la columna a temperatura controlada

por un horno, sino que se trabajo a temperatura ambiente (laboratorio con aire acondicionado
a 20°C).

L

N



L

Se usaron los solventes, patrones y muestras indicados a continuacion.  Solventes
para la fase movil: acetonitrilo y tetrahidrofurano. Solventes para disolver los patrones y las
muestras: tetrahidrofurano y hexano. Patrones y muestras: aceite de oliva, aceite de soya 'y
grasa del nij de Rabinal, esta ultima tundida justo antes de agregarle el solvente, segin lo
recomendado en el método de HPLC.



VI. RESULTADOS

Los resultados presentados para la grasa del nij, corresponden sélo a muestras de tres
focalidades y afios de elaboracion diferentes, como se indica a continuacién. Muestra de
grasa del nij de Rabinal, Guatemala, alrededor de 2,000 kg; elaborada por artesanos de esa
localidad, en octubre de 1993 (MacVean, 1992). Muestra de grasa del mij de
Rabinal-Guatemala, Guatemala, airededor de 50 g; elaborada en los laboratorios de la
Universidad del Valle Guatemala, en octubre de 1993, a partir de insectos recolectados en
Rabinal, Guatemala (Selle et al., 1993). Muestra de grasa del nij de Chiapa de Corzo,
Chiapas, Meéxico, alrededor de 200 g; comprada a artesanos de esa localidad, en septiembre
de 1992 (se cree que fue elaborada un afio antes) (MacVean. 1992). No se sabe si las
diferencias encontradas enire dichas muestras, en cuanto a los analisis realizados, se pueden
atribuir a su procedencia y/o a su afio de elaboracion.

A. Determinacidn de propiedades fisicas y quimicas

A continuacion se presentan los resultados de las determinaciones de propiedades fisicas
v quimicas a ias muestras de grasa del nij. No fue posible llevar a cabo todas las
determinaciones de estas propiedades en las tres muestras por disponibilidad de cantidades
de muestra. Los resultados presentados en los Cuadros 7 al 11 como medias y sus
respectivos limites de confianza, se calcularon a partir de triplicados independientes de cada
una de las muestras; mientras que los resultados incluidos en el Cuadro 12 y en la Grafica 1
corresponden a una sola determmacion por lo que su incertidubre se calculd a partir de
formulas de propagacion de error (ver tormulas en Apéndice E). Ademas, para los triplicados
de las determinaciones presentadas en los Cuadros 7 al 11, se realizaron analisis de varianzade
una via y prueba de comparacion de medias de Tukey, con el paquete estadistico SPSS para
Windows (Norusis, 1993), para determinar diferencias, estadisticamente significativas, entre
las medias de estas determinaciones (ver analisis de varianza en Apéndice E).

Cuadro 8

Gravedad especifica de las muestras de grasa del nij a 25°C/25°C !
Muestra Gravedad especifica, x + Iy,
Grasa del nij de Rabinal 0.957+£0.002*
Grasa del nij de Chiapas 0.963+0002°

*? Letras diferentes implican que hay diferencia estadisticamente significativa colre los intervalos sefialados por
dichas letras. segin el andlisis de varianza reabizado (ver apdlisis estadisticos correspondienies en Apéndice E).
' Por disponibilidad de cantidad muestra. no se le determiné esta propicdad a la muestra del grasa del nij de
Rabinal-Guatcmala.




Cuadro 9

Intervalo de fusion de las muestras de grasa del nij

Muestra Intervalo de fusién, “C'
Crrasa del nig de Rabmal 34 8-518*
Grasa del py de Cluapas 35.3-52.2°

Girasa del nij de Rabmal—Guatemala

=t ] etras iguales implican que no hay diferencia estadisticamente significativa entre los miervalos sefialados por
dichas letras. scgin Ia proeba de comparacion de medias de Tukey de todos los tratanuentos entre si

“11 limite de confianza. Je,.... para cada uno de los extremos de los intervalos es de = 0.7°C

Cuadro 10
Solubilidad, %(p/p). de las muestras de grasa del mj a 25.0°C, en solventes individuales y en
mezclas !
Solubilidad. x = Ioyg, ? Solubilidad, x + e,
Muestra Solveute masa grasa disuella, g x 100 masa grasa disuelta, g x 100

masa solvente. g

masa grasa lotal. g

Ltanol <7 <53
Grasa delny | Acetona 9+3° 752
de Rabmal | Fter de petrdleo 124 71.8+02
Acelona : éer de petroleo, 1:1 (viv) 12+1° 79.0+0.6
Ftanol <5 <34
Cirasa del ng Acetlona 1w=2" 74+7
de Clnapas Eter de pefréleo 12+1 68 +3

=" Letras iguales nplican que no hay diferencia estadisticameute significativa entre los intervalos sefialados por
dichas Jetras, scgin Ia procba de comparacién de medias de Tukey de todos fos tratamientos entre si

! Por disponibilidad de cantidad de muestra, no se uso la muestra de Rabinal-Guatenala para este annalisis, ni la
Chiapas para para la delerminacion en la mezcla acetona:éter de petréleo. 1:1 (viv)
*1a prueba de Tukey no fue capaz de determinar con exactitud 1a simhitud o no de la solubilidad de la grasa del
n1j de Rabinal en la mezcla acetona:éter de petrdleo v de la de grasa del nij de Chiapas en €ter de petréleo por lo
que 1o se les asigno letras. Los resultados de solubilidad en elanel. de las muestras de Rabisal v de Chiapas. se

reportaron conte "menor que” por tener error delcrminado.




Cuadro 11

Indice de acidez e indice de saponificacion de las muestras de grasa del nijj

Muestra !

Indice de acidez -
ng KOH/g. x £ I,

Indice de saponificacion *
mg KOH/g. x % ey,

Girasa del ny de Rabinal

27+2°

196 £2°

Girasa del nij de Chiapas

ERES

19647

' Por disponibilidad de cantidad nmestra. no =¢ le determind esta propiedad a a muestra del grasa del nij de

Rabinal-Guatemala

* Fu el Apéndice B se incluven Cuadros y Grédficas de titulaciones a pariir de las cuales se calcularon estos valores

abo

dichas Ietras, sceiin ¢l andlisis de varianza realizado

Cuadro 12

Letras diferentes implican que hay diferencia estadisticamente sigmificativa entre los mlervalos sciialados por

Indice de yodo de muestras y fracciones de grasa del nij '

Muestra

Iudice de vodo (J1anus)

g yodo/100 g muestra, x & lc,s,,

el €ler de petrdleo a 23°C

Grasa del n1) de Rabinal 145+£2°

Grasa del nzj de Chiapas 126+ 1°

Grasa del 1y de Rabanal. fraccion soluble .
. s o 143 %1

et Ser de petrdleo a 23°C

Grasa del nij de Rabinal. fraccion msolubje 57414

! Por disponibilidad de cantidad muestra. no se le determing esta propiedad a 1a muesira del grasa del nij de

Rabmal-Ciuatemala ui on fracciones de prasa del ny de Chiapas

ahed §etras diferenies {a. b. ¢. d) ouplican que hav diferencia cstadisticamente significativa entre los inlervalos
sefialados por dichas Tetras, scpin el analisis de varianza realizado (ver analisis estadisticos correspondientes en

Apdndice )



ou

Cuadro 13

Indice de yodo de la grasa del nij de Rabinal a lo largo del tiempo, al exponeria al aire
ambiental, en forma de pelicula

Dias dec exposicion Indice de vode (Hanus),
al arre ambiental gvodo/100 g

0 145 +2

1 96.2 0.7
3 33.0=£0.7
5 79405
6 6535+04
7 66.6£03
8 659103
9 64.6 0.4
10 66.6£0.3
12 59903

' Solo sc hivo una determinacion para cada dia de exposicién mdicado por lo que las meertidumbres de los
resullados se caleularon a partir de formulas de propagacién de error
- Este valor sc tomo del Cuadro 12

Grafica 1

Indice de yodo de la grasa del nij de Rabinal a lo largo del tiempo, al exponerla al aire
ambiental, en forma de pelicula -*

’150 T L s

130 1\

110 + -

70 1

gyodo / 100 g muestra

50 -

2 4 o) 8 10 12
Dias de exposicion al aire

! Las peliculas de grasa del ny de Rabinal se dejaron expuestas al airc amibiental
- 1.os datos sc tomaron del Cuadro 13: sélo se hizo una determinacion para cada dia de exposicion indicado



B. Determinacion de caracteristicas espectrométricas

A continuacion se presentan las determinaciones de las caracteristicas espectrométricas
de la grasa del nij en las regiones ultravioleta—visible, infrarrojo y resonancia magnética
nuclear de protones. No se uso las tres muestras para estas determinaciones, en cada analisis
se indica qué muestras se analizaron y por qué.

1. Absorcidn ultravioleta—visible

Se cornio el espectro de absorcion ultravioleta—visible de trioleina, una mezcla patron
de triacilgliceroles. aceite de oliva y aceite de soya, como patrones, y de grasas del nij de
Rabmal v de Rabinal-Guatemala, en el intervalo de 200 a 450 nm, usando tetrahidrofurano
v hexano como solventes. No se corrio el espectro de la grasa del nij de Chiapas, por ya no
haber disponibilidad de esta muestra en el momento de llevar a cabo este analisis.

No se logro disolver completamente la mezcla patron de triaciigliceroles en
tetrahidrofurano ni en hexano; ya que la disolucion fue mejor en hexano pues habia menor
cantidad de sedimento, a la fraccion soluble de esta mezcla se fe corrio su espectro de
absorcion ultravioleta—visible. Tampoco se logro disolucion completa de ta grasa del nij de
Rabinal en hexano; se observo que aproximadamente la mitad de la muestra se sediment6 en
el fondo del recipiente de vidrio con hexano a pesar de que la grasa se fundio justo antes de
agregarle el solvente. Por lo anterior, no se conoce la concentracion real en hexano de la
fraccion soluble de la mezcla patron de triacilgliceroles ni de las diluciones preparadas a partir
de la fraccion soluble de la grasa del nmij de Rabinal; las concentraciones indicadas para las
diluciones son nominales pues solo representan la masa de grasa para el volumen de hexano
dado. Si se observo disolucion completa en el caso de las muestras de aceite de soya y aceite
de oliva, tanto en tetrahidrofurano como en hexano y, en el de las muestras de grasa del nij
en tetrahidrofurano.

Las Figuras 8 a 12 presentan los espectros ultravioleta—visible, en tetrahidrofurano o
en hexano, de las muestras de trioleina, aceite de oliva, aceite de soya, aceite de oliva, grasa
del nyj de Rabinal vy de Rabinal-Guatemala y mezcla patron de triacilgliceroles. El Cuadro 14
incluye las longitudes de onda de los maximos de absorcion de los espectros
ultravioleta—visible de estas mismas muestras.

01



Espectros de absorcion ultravioleta—visible de trioleina y de aceite de oliva, en

tetrahidrofurano

Figura 8

Aceite de oliva
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Cuadro 14

Méximos de absorbancia (A max.) en ultravioleta-visible para las muestras de trioleina, aceite
de soya, aceite de oliva, mezcla patron de triacilgliceroles y grasas del nij de Rabinal vy de

Rabinal-Guatemala, en tetrahidrofurano o hexano

Muestra, cone. g / ml Solvente A max.. nm Absorbancia
Trioleina -, 2.679 X 107 tetrahidrofurano 247.8 0.783'. 0.671°
209.7 0.456
Aceite de sova ®. 9.474 X 107 ietrahidrofurano 250.6 i.521
Aceite de soya ™, 2095 X 10 ° hexano 202.4 0.516
Avcitede oliva . 2090 X 10 ° (etrahidroturano 2499 1.708
269.4 1.508
Aceite de oliva *, 1.022 X 107 hexano 204.6 1.404
3054 1.585
Grasa del nij de Rabinal tetralidrofurane 3164 1.736
2047X10° 3306 1.507
349 1.181
2428 0.209
300.8 1.731
Grasa del ny de Rabinal hexano © 3126 2.034
2.010X10° 3274 1.926
3450 1.510
2264 0.291
Grasa del ny de 303.4 1.567
Rabinat-Guatemala * tetrahidrofurano 316 1.875
2,001 x 107 33006 1.753
348.6 1.396
Mezcla patron de triacilgliceroles * hexano © 2128 2749
< {1.500 X 107

ver Figura 8 * ver Figura 9
ver Figura 12

PR

* ver Figura 10

* ver IFigura 11

* Se corrio el espectro de la fraccién soluble; en el clculo de 1a concentracion de las diluciones se asumié
disolucion compieta. sin embargo, no se logrd disolucion completa de la mezcla primaria,
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2. Absorcion infrarroja

A continuacion se presentan los espectros de absorcion infrarroja de las muestras de
grasa del nij a lo largo largo de estar expuestas al aire seco, en forma de pelicula delgada
sobre ventanas de KCl. Los espectros individuales, a lo largo del tiempo, para las peliculas
de la grasa del nij de Rabinal y de Rabinal-Guatemala se presentan en las Figuras 13 y 14,
respectivamente. El Cuadro 15 incluye la asignacion de las bandas sefialadas en las Figuras
13 y 14; en la discusién se analiza el comportamiento de estas bandas a lo largo del tiempo
de estar expuestas las peliculas de grasa. Ademas, en la Figura 15 se presentan los espectros
de absorcion infrarroja de aceites de soya y de oliva, corridos como referencia en el presente
trabajo.

Al teminar este analisis, resultd imposible desprender, ni aun con ayuda de un
gendarme, las peliculas de grasa formadas sobre las ventanas de KCL. Estas ventanas con las
peliculas, se sumergieron 34 dias en éter de petroleo y luego, un tiempo similar en acetona.
Al sacar las ventanas de la acetona al final de este tiempo, las peliculas de grasa estaban
completamente desprendidas y casi enteras; ya no eran brillante, sino opacas y quebradizas.



Figura 13

Espectros de absorcton infrarroja de grasa del nij de Rabinal, aplicada como pelicula delgada

sobre ventanas de KCl, corridos a diferentes tiempos de estar expuesta al aire seco
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Figura 14

Espectros de absorcion infrarroja de grasa del nij de Rabinal-Guatemala, aplicada como
pelicula delgada sobre ventanas de KC, corridos a diferentes tiempos de estar expuesta al aire
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Figura 15
Espectros de absorcion infrarroja de aceite de soya y de aceite de oliva frescas, corridos como

referencia, en capa delgada entre ventanas de KCl
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Cuadro 15

Asignacion de bandas de absorcion infrarroja de la grasa del nij de Rabinal, aplicada como
pelicula delgada sobre ventanas de KCI'

(Chapman, 1964; Conley, 1972; Hannah and Swinehart, 1974; Silverstein et al., 1981; van
de Voort et al.,1994)

Banda Nl’uner(.) de O_I.:da Asignacion de bauda. a vibracién dc grapos
aprox.. cm funcionales
A 34350 estiramiento O-Hen C-0-0-H"
B 3030 estiramiento C—H en C=C-H
C 2970-2850 estiramiento C—1 en CH, v CH,
D [750 estiramiento C—0 en ésteres alifaticos
1) 1637 cstmramiento €C—C
F 1450 flexion C—Hen CI L,
G 14201330 flexion O-11 en C—O-0O-H ¢n el plano
H 1230 estiraiento del anillo epoxido —HC—CH-
1 1173 estiramiento C—C—0 en ésteres alifaticos
1 990-975 | flexién C—H en C-.C-1 no conjugado. frans
K 720 bamboleo de esqueleto con cuatro o mas CH,

''1.as bandas s¢ marcaron en ¢l espectro correspondiente al dia 0
? Qe descarté que se debiera al agua: ver en discusion la seccién correspondicnte

3 Resonancia magnética nuclear de protones

Las Figuras 16 y 17 presentan los espectros de resonancia magnética nuclear de
protones de la fracciones solubles de la muestra de grasa del nij de Rabinal-Guatemala en
acetona y cloroformo deuterados, respectivamente. En el Cuadro 16, se han asignado Jas
bandas mas importantes de estos espectros.
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Cuadro 16

Asignacion de bandas de resonancia magnética nuclear de protones de las fracciones de grasa
del nij de Rabinal-Guatemala solubles en acetona y en cloroformo deuterados

(Ault and Dudek, 1976; Mathieson, 1965, Silverstein et al., 1981)

Desplazamiento quimico aprox.. 8.
Ppm
Banda ] X inultiplicidad Asignacion de bandas
Acetlona dewterada ' | Cloroformo deunterado g Astpuacion o bandaxs 4
grupos funcionales
A 0.95 0.90 triplete CH, vecmos a CH,

CH, con desplazamicuto
13 L3¢ Lae suiglete quinnco sunilar {cadena
ahiética larga)

CH, vecmo a C=C

¢ 2,10 1.95 multiplete CH. vecino a C= O
D 3.40 3.00 multiplete | U1z veeIno a O (ver especuo
del gheerol en anexos)
B 415 3.90 cwartelo oy ecine a OC(C=OIR
distorsionado
5.30-0.60 5.00-0.40 multiplete H-C=C-
G &7.30-8.70? 1 _— cmultiplete?  § ;H aromatico?

' La banda sin asigmar. en alrededor de 3.50 PPAL s¢ cree que correponde a impurezas de acetona en la acetona
deuterada
* $6lo observable en amplitud 6 X 1000

C. Composicion en triacileliceroles

El Cuadro 17 incluye los tiempos de retencion y procentaje de area de los picos de los
cromatogramas RPHPLC-UV de la grasa del nij de Rabinal y, de aceites de soya y de oliva,
cormidos como referencia. Los aceites de soya y de oliva se corrieron como referencia por
disponibilidad y por haberse obtenido de la literatura, cromatogramas de los mismos en donde
se indica la identidad de cada uno de los picos. Las Figuras 18 a la 20 presentan los
cromatogramas correspondientes. La informacion de los tiempos de retencion (t,) y areas
relativas del Cuadro 17 y de las Figuras 18 a la 20 se tomaron de los informes preparados por
el sistema Chemstation para adquisicion, procesamiento y registro de datos utilizados. EI
tiempo de retencion de un triacilglicerol dado se ha definide en términos de su namero de
carbonos equivalentes (ECN, por sus siglas en inglés) o nimero de particién (Christie, 1987).
EFECN esta dado por: el nimero real de atomos de carbono en los residuos alifaticos (CN,




por sus siglas en inglés) menos el doble del numero de dobles (n) enlaces (los atomos de
carbono del glicerol no se toman en cuenta para este calcuio), es decir, ECN=CN —2n
(Christie, 1987). Las regiones de namero de carbonos equivalentes para los cromatogramas
de los aceites de soya y de ofiva fueron estimadas a partir de la informacion de los
cromatogramas de referencia incluidos en el Apéndice D y las regiones de mimero de
carbonos equivalentes para el cromatograma de la grasa del nij se estimaron a partir de la
informacion del Cuadro 17 y de los tiempos de retencion de los cromatogramas
experimentales de soya y de oliva. Los triacilgliceroles mayoritarios para la grasa del nij
incluidos en el Cuadro 18 se estimaron a partir de la composicion conocida de la grasa, en
cuanto a acidos grasos totales, a partir de analisis de GC-FID y GC-MS de los metil esteres
correspondientes, hecho por Selle (1993). Segiin este analists, los acidos grasos mayorianos
de 1a grasa del nij, en orden descendente de porcentaje de area relativa son: (18:0), 18:1(A”).
18:2(A%2) 22:0 16:0, 16 1(A%) v 14:0.



Figura 18

Cromatograma de liquidos en fase invertida, con deteccidn ultravioleta, para triacilgliceroles

presentes en la grasa del

nij de Rabinal
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Figura 20

Cromatograma de liquidos en fase invertida, con deteccién ultravioleta, para triacilgliceroles
presentes en el de aceite de oliva
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Condiciones de trabajo

Fase movil ACN/THF 73 /27 %{v/v) premezclada. filtrada y degasificada
Flujo de Ia fase movil I.Oml/ mm

Solvente de la muestra tetrahidrofurano

Detector UV en 250 nm
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Cuadro 17

Tiempos de retencion y porcentaje de érea de los picos de los cromatogramas de liquidos en
fase invertida, con detector ultravioleta, de grasa del nij de Rabinal, aceite de soya y aceite
de oliva

Muestra Pico t t, min. * || % de drea ECN'
] 7.75 33.70 42 +FFA°
2 9.40 29.20 +MG +DG
3 15.97 7.31 44
(irasa del ni) de Rabinal 4 20.58 8.51 438

3 23.47 1.61 50
6 26.05 1.93 32
7 31.69 13.54 3
8 40.76 4.20 56
i 4.30 1.01
2 5.30 1.63 38 +FFA
3 586 729 + MG+ DG
4 7.08 3.16

Aceite de sova 5 8.84 8.02 40
6 10.27 2540 42
7 13.12 2451 44
8 16.67 1537 46
9 21.95 8.13 48
10 28.80 347 30
1 5.08 0.95 42 + FFA
2 722 ©1.84 + MG + DG
3 8.24 1.76

Aceite de oliva 4 11.23 2.90 44
5 14.13 22.45 46
6 17.02 35.17 48
7 21.73 14.94 50

'ECN = niniero de carbonos equivalentes
> FFA = 4cidos grasos libres: MG = monoacilgliceroles: DG = diacilghiceroles
* 1 = tiempo de retencion



Cuadro 18

Triacilgliceroles mayoritarios mas probables en grasa del nij de Rabinal, segiin composicion
de 4cidos grasos totales ' | y nimero de carbonos equivalentes

Triacilglicerol Simbolo? ECN*
18:2(A™7) — 18:2(A™%) — {8:2(A%) LLL 42
18:1{A%) — 18:2(A™"2) — 18:2(A%1) OLL 44
18:1(A%) - 18:1(A®) - 18:2(A%?) O0L 46
18:0 - 18:2€A%2) - 18:2(A%) SLL 46
18:1(AM) = 18:1(A”) — 18:1(AY) 000 48
18:0 ~ 18:1¢A”) ~ 18:2(A ") SOL 48
18:2(A™%) ~ 18:2(A*'?) - 20:0 LLA 48
18:0 - 18:0 — 18:2(A%'%) S$SL 50
T8:0 — 18:1(A%) - 18:1(A®) S00 50
18:1(A) — 18:2(A%7) — 20:0 OLA 50
18:0 - 18:0 - 18:1(A%) S0 52
18:0 — 18:2(A™%) - 20:0 SLA 52
18:1{A%) — 18:1(A") — 20:0 Q0A 52
18:0 - 18:0 - 18:0 $8S 54
18:0 - 18:1(A”) 200 SOA 54
I8:2(A%%) — 20:0 - 20:0 LAA 54
18:0 — 18:0 - 200 SSA 56
18:1(A™) - 20:0 — 200 OAA 56
18:0 - 20:0 = 20:0 SAA 58
20:0 - 20:0 — 20:0 AAA 60

' Determinada por GC-FID y GC-MS (Sele, 1993)
* § = estedrico (18:0), O = oleico (18:1 (A%), L =linoleico (18:2 (A**?)). A = araquidonico (20:0)
*ECN = nimero de carbonos equivalentes







VIL. DISCUSION

De acuerdo con lo presentado en los Cuadros 8 a 12, las propiedades de la grasa del
ni] determinadas en este trabajo corresponden a muestras de tres diferentes localidades de
origen y proceso. La cantidad disponible, asi como la calidad, de cada una de estas tres
muestras fue diferente. Fue con base en estos dos aspectos que se decidio cual o cudles de
las tres muestras utilizar para la determinacion de cada propiedad.

A continuacion, para cada una de las determinaciones de las propiedades fisicas,
quimicas, espectrométricas y cromatograficas de la grasa del nij, se discute acerca de los
resultados obtenidos v las observaciones realizadas: por otra parte se comparan estos
resultados con los reportados en la literatura tamo para la grasa del i) COMO para ciertos
aceites y grasas. Dentro de cada subseccion también se discuten brevemente las pruebas
prelimares que fue necesario realizar y el procedimiento seguido para la determinacion
definitiva de cada una de las propiedades de la grasa.

A. Determinacién de propiedades fisicas y quimicas

A continuacion se presenta el Cuadro 19 que incluye las propiedades fisicas y quimicas
de algunos aceites y grasas, una cera y la grasa del nij. Los valores que alli s presentan para
la grasa del nij corresponden a los dados en los Cuadros 8 a 12; los valores para los otros
materiales provienen del Cuadro 2.

1. Gravedad especifica

Despugs de hacer varias veces la calibracion de los picnémetros tipo Hubbard a usar
en la determinacion de gravedad especifica, segun el método "ASTM 1963—-8 Standard Test
for Specific Gravity of Drying Oils, Varnishes. Resins, and Related Materials al 25°C/25°C™
(ASTM, 1992). se concluyo que lo decisivo para lograr una calibracion reproducible es que
el agua a introducir en el picndmetro esté recién hervida y enfriada en frasco bien cerrado,
para minimizar la redisolucion del aire. Al mismo tiempo, es decisivo hacer descender el agua
que queda dentro del capilar del tapon del picndmetro, para minimizar su evaporacion durante
la pesada; para esto, se sumerge el picnometro en agua fria justo antes de pesarlo; Ia
evaporacion impediria obtener una lectura estable de masa en la balanza.

De acuerdo con lo indicado en el Cuadro 8, hubo diferencia significativa entre la
gravedad especifica 25°C/25°C de la grasa del nij de Rabinal, 0.957, v la grasa del nij de
Chiapas, 0.963.
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Tanto para los resultados del triplicado de la grasa del nij de Rabinal, como para los
de la de Chiapas, se obtuvo un limite de confianza al 95% de +0.002 unidades de gravedad
especifica a 25°C/25°C. El hecho que no se haya logrado una mayor precision en los
resultados podria atribuirse al posible atrapamiento de burbujas de aire durante e proceso de
vertido de la grasa en el picnometro, a pesar de haber tratado de reducir la presencia de éstas
en ia grasa, fundiéndola al vacio y calentando el picnémetro justo antes de introducirle la
grasa

Para poder comparar valores de gravedad especifica, éstos deben haber sido obtenidos
bajo las mismas condiciones de temperatura o debe conocerse el factor de correccion de
gravedad especifica para el tipo de material. En el Cuadro 2 se incluyen, para varios aceites.
grasas y ceras, valores de gravedad especifica a diferentes temperaturas, en una columna, y
corregidos a 237C/25"C. en otra columna. La correccion involucra un coeficiente de
expansion de los aceites y grasas, en general, y la densidad del agua, tanto a ia temperatura
a la cual estaba dada la gravedad especifica como a la temperatura a la cual se desea cofregir
(Dutton, 1959). Como se puede ver en el Cuadro 18, Ja gravedad especifica determinada en
este trabajo a 25°C/25°C para la grasa del nij, la cual va de 0.957 a 0.963, parece ser similar
a las reportadas para la manteca de cacao, 0.946-0.971, y para la cera de la China,
0.946-0.966, ambas coregidas a 25°C/25°C (Bennett, 1963, Egan et al., 1987).

En cuanto a valores reportados en la literatura para la grasa del nij, Bloede reporta
(Schott, 1869) una gravedad especifica de "0.92 a 16°C”; asumiendo que la temperatura del
agua también sea 16°C, lo cual Bloede no aclara, la gravedad especifica corregida a
25°C/25°C también seria 0.92, por cifras significativas. Segtin esto, los valores que se
obtuvieron en el presente trabajo, 0.957-0.963, son mayores que el reportado por Bloede;
no se puede discutir acerca de esta discrepancia, pues Bloede no especifica qué procedimiento
se sigui0 para esta determinacion, ni como se preparo la muestra para ella.

2. Intervale de fusion

Ya que una grasa es una mezcla de varios compuestos, la temperatura de fusion de
Ja grasa del nij no es un punto sino un intervalo que, segun lo indicado en el Cuadro 9, inicia
a una temperatura entre 33.7 y 35.3°C y termina a una temperatura entre 50.8 y 52.2°C. El
limite inferior de este intervalo es aquella temperatura a la cual se observa la primera porcién
liquida; esto se observa en el menisco superior de la grasa, que toma apariencia aceitosa,
traslicida y de color un poco més oscuro que la grasa solida. Después de iniciada la fusion,
la grasa toma una apariencia opalescente hasta el momento en que queda completamente
fundida y trasliicida; la temperatura a la que se completa la fusion se toma como el limite
superior del intervalo (ver, mas adelante, explicacion detallada de lo observado para el caso
de la grasa del nij).




Para que la diferencia en el intervalo de fusion de dos muestras no sea
estadisticamente significativa, deben ser estadisticamente iguales tanto e limite inferior como
el superior del intervalo. Con el fin de establecer st las diferencias entre las muestras de grasa
del nij son o no significativas. se hizo un analisis de varianza de una via y comparacion de
medias de las temperaturas inferior y superior de los intervalos de fusion de las grasas de las
tres localidades (ver analisis de varianza y comparacion de medias en Apendice E). Estos
analisis sehalaron que en cuanto al intervalo de fusion, las muestras de Rabinal y Chiapas no
son significativamente diferentes entre si pero que ambas si son diferentes de la de
Rabinal-Guatemala.

Respecto del comportamiento de las grasas durante el proceso de fundicion cabe
mencionar que en las grasas de Rabinal y Rabinal-Guatemala. se fundid una minima parte al
inicio del intervalo v la grasa permanecio aparentemente sin canbio hasta que se fundio el
resto en los ultimos 5°C del intervalo; en la grasa de Chiapas, se fundio aproximadamente Ja
mitad de la muestra en los primeros 5°C del intervalo y luego, se fue fundiendo, poco a poco,
a lo largo de todo el intervalo. Esto sugiere una composicion diferente entre la grasa del nij
de Chiapas y las de Rabinal y Rabinal-Guatemala.

Al hacer pruebas preliminares de la determinacién del intervalo de fusion de las
muestras preparadas, como se indica en el Apéndice A, se observo que a medida que la
muestra se fundia iban desapareciendo las particulas solidas dispersas en la muestra; sin
embargo, después de los aproximadamente 50°C, dependiendo de la muestra, la cantidad de
particulas solidas permanecia aparentemente sin cambio, es decir, ya no parecian fundirse aun
calentando hasta mas o menos 105°C. Se cree que las particulas sin fundir son parte de la
"cascara” de los blogues de muestra de la grasa que no se habia logrado eliminar por filtracion
a través de la gasa, dado el tamafio de los agujeros de la usada; la gasa tenia un mesh de 20,
lo que equivale a un tamaiio de particuta de 1.3 mm (Gordon, 1972). Segiin €sto,
considerando que dichas particulas eran parte de la "cascara" que no se logro eliminar en la
preparacion de la muestra, se tomo como final del intervalo de fusion, la temperatura a la cual
va no se observaba cambio en la apariencia de la muestra (cantidad fija de particulas sin
fundir). Para decidir cual era esta temperatura, se seguia calentando un poco mas arriba de
la temperatura que se creia que era la indicada.

En general, el punto de fusion de los triacilgliceroles se incrementa con e] numero de
4cidos grasos saturados que contengan, del total de los tres posibles, y con Ja longitud de la
cadena carbonada de estos (Lehninger, 1993). Por ejemplo, €l punto de fusion de la
tripalmitina, triacilglicerol formado por tres acidos grasos 160, es de 65.5°C, el de la
triestearina, triacilglicerol formado por tres acidos grasos 18:0, es de 71.5°C y el de la
trioleina, triacilglicerol formado por tres acidos grasos 18:1(A%), es de 5°C (Bailey, 1945;
Lehninger et al., 1993). Los diferentes isomeros de los triacilghceroles que contienen los
mismos acidos grasos tienen puntos de fusion diferentes (Bailey, 1945). Por lo anterior, es
dificil relacionar el punto de fusion de la grasa del nij con su composicion en triacilghceroles;
mas adelante se discute el analisis de composicion en triacilgliceroles de la grasa del nyj por



medio de cromatografia liquida de alta resolucion.

Un aspecto interesante es que la grasa del nij se vuelve untosa después de frotarla
entre las yemas de los dedos; esto se debe. ademas de que el frotamiento genera calor, a que
el limite inferior del intervalo de fusion, alrededor de 34°C, es inferior a la temperatura
corporal humana, aproximadamente 37°C. Al manipularla, la grasa no se funde
completamente porque no se alcanza el limite superior del intervalo; su textura untosa se debe
a que, en este punto, es una mezcla de particulas sohdas y liquidas.

El punto de fusién reportado para la grasa del nij, aproximadamente 49°C (Jenkins,
1962; Schott, 1869). cae dentro del intervalo aqui determinado, 33.7-52.2°C que corresponde
al menor limite inferior v al mayor limite superior obtenidos (ver Cuadro 9), y esta cerca del
inmite superior de este. En los analisis reportados por otros autores no se indica como se
preparo la muestra para determinar este punto de fusion (si se filtro, seco. etc.) o si fue
determinado en la muestra como recibida, como la usan los artesanos, factores que podrian
afectar el intervalo de fusion y su interpretacion. Al comparar el intervalo de fusion
determinado para la grasa del nij con el de otras grasas reportadas en la literatura se ve que
en este aspecto la grasa del nij es similar al aceite de palma africana, 27-43°C vy al lardo de
cerdo que tiene un intervalo de fusion de 35-45°C. (Egan et al., 1987; Mazuelos, 1986)

Las pruebas preliminares de determinacion de solubilidad de la grasa del nij se hicieron
en etanol. acetona, €ter dietilico, éter de petrdleo y tolueno, individualmente; citados
aproximadamente en orden de polaridad decreciente. Estas pruebas preliminares sirvieron
para Hevar a cabo las modificaciones apropiadas, al procedimiento indicado por Wharth
(1956) a fin de obtener resultados Jo mas precisos posibles. A fin de que las muestras
alcanzaran para el resto de analisis que se realizaron, las pruebas definitivas de solubilidad en
solventes dividuales se llevaron a cabo solamente en etanol, acetona y éter de petréleo, en
Jas muestras de Rabinal y Chiapas; mientras que para la determinacion de solubilidad en
mezclas de etanol:éter de petroleo y acetona éter de petroleo, ambas 1:1 (v/v), solo se usd
la muestra de Rabinal. Con Ja intencién de cubrir lo mejor posible ef intervalo de polaridades
de los solventes, se escogi6 para las pruebas definitivas, etanol como solvente polar, éter de
petroleo como apolar y acetona, de polaridad intermedia entre ambos. Por disponibilidad, a
la muestra de grasa del nij de Rabinal-Guatemala no se le llevo a cabo la determinacion de
solubifidad. Las observaciones indicadas a continuacién para solventes individuales, incluyen
tanto a los solventes utilizados en las pruebas preliminares como a Jos usados en las pruebas
definitivas.
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Al mezclar la grasa del nij con cada solvente o mezcla de solventes y reducir ¢l tamaiio
de los fragmentos de la misma, se observd que el sobrenadante tomaba un color caracteristico
dependiendo del solvente usado. El sobrenadante era de color naranja en el caso de acetona,
éter dietilico v tolueno; amarillo-naranja con éter de petroleo, v amarillo con etanol. Es
posible que el color del sobrenadante se deba a diferentes compuestos coloreados de la grasa
que son solubles en cada uno de los solventes.

Al evaporar el solvente v llevar a masa constante lo que eran los solutos, se observo
que la apariencia de éstos era diferente, respecto del color y olor. dependiendo del solvente
del cual provenian. En términos generales, lo soluble en acetona, éter de petréleo y éter
dietilico casi no tenia olor perceptible, era del color de la solucion de la gue provenian,
formaban una delgada pelicula seca en la superficie v lo que estaba debajo de ésta, tenia una
consistencia urasosa; io soluble en tolueno era similar a lo anterior excepto en que la pelicula
superficial no era seca sino pegajosa; lo soluble en etanol era diferente a los anteriores, de
color amarillo, consistencia granulosa no grasosa y de olor rancio.

La apariencia granulosa no grasosa en el caso de la parte soluble en etanol hace pensar
en una precipitacion de proteinas que ocurre precisamente en este solvente; €sto supondria
la presencia de proteinas en la grasa, probablemente asociadas con la misma en forma de
lipoproteinas. La delgada pelicula, ya sea seca o pegajosa, observada en la superficie de lo
que eran los solutos de los diferentes solventes, pudo ser el resultado una reaccion de
oxidacion y polimerizacion de estos solutos con el aire.

En un boletin publicado en Guatemala para los agricultores {Direccion General de
Agricultura, 1940), en el que se le llama "nige” a la grasa del nij, se indica "El nige esta
constituido principalmente por una grasa amarilla llamada labeina y otra blanca, la mgeina.
Tratando la cera en bruto se pueden separar estas dos sustancias por el alcohol, que solo
disuelve la nigeina. La labeina es soluble en éter y en gasolina, y en esta solucion de labeina
también es soluble la nigeina" = Ademas, Bloede (Schott, 1869) sefiala que, al igual que otras
grasas, la del nij contiene un "aceite fluido" al que le llama "oleina" y un sohdo gue contiene
acidos grasos como el estearico, 18:0, y que ambas porciones de la grasa pueden separarse
mezclandola con éter en el que es soluble "el aceite" pero no el solido.

Se cree que los solventes, individualmente, disuelven los compuestos de la grasa que
tienen una polaridad similar a ellos. Debido a que la grasa es una mezcla compleja de varios
tipos de compuestos, parte de la fraccion soluble en un solvente se supone que no es soluble
en otro. Mas adelante se discuten los resultados de solubilidad de la grasa del nij en mezclas
binarias de solventes.

Para estas determinaciones de solubilidad, uno de los pasos que se agregé al
procedintiento original dado por Wharth (1956) fue la centrifugacion del sobrenadante antes
de tomar la alicuota de solucion porque en varios casos dicho sobrenadante no era trasliicido
debido a solidos en suspension. Aun ast, en el caso del etanol, el sobrenadante después de



centrifugado no quedé completamente traslucido. El hecho que no se haya podido obtener
una solucion verdadera indica que las particulas suspendidas eran de tipo coloidal y que para
sedimentarlas era necesario el uso de una centrifuga mas potente. Por esta razon, el resultado
de solubilidad en etanol se presenta solamente como una cota superior, <7 y <5 masa grasa
disuelta, g x 100/masa solvente, g, para las muestras de Rabinal y Chiapas, respectivamente.

Los resultados presentados en el Cuadro 10 indican que hay diferencia
estadisticamente significativa entre las muestras de Rabinal v Chiapas en cuanto a su
solubilidad en acetona, siendo los valores 9 = 3 y 10 + 2 para las muestras de Rabinal y
Chiapas, respectivamente. La prueba de comparacion de medias de Tukey no fue capaz de
determmar con exactitud la similitud o no de las dos muestras, respecto de su solubilidad en
cter de petroleo siendo el intervalo 12 + 1tanto para la muestra de Rabinal como para la
Chiapas (ver analisis de varianza v comparacion de medias en Apéndice E). Los resultados
de la determinacion de solubilidad en etanol, de las muestras de Rabinal y de Cluapas, no se
tomaron en cuenta para llevar a cabo el analisis estadistico por ser s6lo cotas superiores.
Ademas. se puede ver que la solubilidad de las dos muestras aumenta de etanol a acetona v
a cter de petroleo lo que, por la disminucion de polaridad de los solventes, implica que la
grasa del mj posee mayor contenido de componentes muy apolares que de poco apolares; ésto
es de esperarse porque los triacilgliceroles, principales constituyentes de las grasas, son muy
apolares.

Respecto de los resultados de solubilidad de la grasa del nij en las mezclas de
solventes etanol:éter de petroleo y acetonaéter de petroleo, ambas 1:1 (v/v), los
sobrenadantes de las mezclas resultantes eran del mismo color naranja, similar al observado
al usar solo €ter dietilico como solvente. Justo antes de transferir el sobrenadante a los tubos
para centrifuga, se observd que Ja parte no disuelta de la grasa era minima, en el caso de la
mezcla de acetona:éter, y aproximadamente la mitad del volumen, en el caso de etanol:éter;
cn ambos casos, la parte no disuelta era de un tono mas claro que el sobrenadante. Al igual
que cuando se uso solo etanol como solvente, no fue posible lograr una solucion verdadera
en el sobrenadante de 1a mezcla de etanol:éter de petroleo, al centrifuga. Lo anterjor causa
que los resultados de solubilidad en etanol:éter, como se menciond anteriormente para el caso
del etanol solo estén expresados como una cota superior <12 masa grasa disuelta, g x
100/masa solvente, g, y no se hayan tomado en cuenta en el analisis estadistico. Para obtener
una solucién, en el caso de la mezcla etanol:éter de petroleo, habria sido necesario utilizar una
centrifuga mas potente.

Después evaporar el solvente y Hevar a masa constante las partes solubles de la grasa,
se observo que la fraccion de grasa disuelta en ambas mezclas no tenia olor perceptible. La
fraceion soluble proveniente del etanol:éter, tenia apariencia granulosa, ligeramente aceitosa
y de color naranja, muy similar al color de la fraccion proveniente de la acetona; la fraccion
proveniente de acetona:éter, tenia una apariencia y consistencia muy similar a la grasa antes
de agregarle ¢l solvente.
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No se encontré diferencia estadisticamente significativa entre los resultados de
solubilidad la grasa del nij de Chiapas en acetona y la grasa del nij de Rabinal en acetona:éter
de petroleo 1:1 (v/v). Ya que la polaridad de esta mezcla no es 1gual a la polaridad del éter
de petroleo solo, es muy probable que en esta mezcla y en el solvente individual se hayan
disuelto diferentes tipos de compuestos, alcanzandose un porcentaje similar de grasa disuelta.

En la literatura no se encontraron valores de la solubilidad de otros aceites o grasas
en ninguin solvente o mezcla de los mismos, por eso, no pudo compararse la grasa del nij con
otros aceites v arasas con base en este parametro. Los valores obtenidos para solubilidad son
dtiles para decidir en qué solvente es mejor disolver la grasa del nij para la determinacion de
otras propiedades v para su uso industrial, ya sea sola 0 mezclada con otras sustancias.

4. Indice de acidez

En el método original para la determinacion del indice de acidez (IUPAC, 1979) se
disuelve 1a muestra en metilisobutilcetona {4—metil-2-pentanona). No se disponia de esta
cetona v el método no da otra opcion; se decidid usar 2-pentanona en vez de la
metilisobutilcetona por disponibilidad y porque son similares en cuanto a polaridad
(Przybytek, 1982). Se redujo el tamafio de la muestra, de los 7.5 g que se usaron en las
pruebas preliminares a 4.0 g en las determinaciones definitivas, para que alcanzara la grasa
para el resto de analisis Ademas, se uso una bureta de (10.00 + 0.01) ml en las
determinaciones definitivas, en vez de la de (50.0 = 0.1) m! de las pruebas preliminares, para
lograr suficiente precision en los resultados al haber reducido el tamafio de muestra.

En el caso de la muestra de Chiapas, aproximadamente la cuarta parte de la porcion
pesada no se disolvié en la 2-pentanona; la parte insoluble era del mismo color que la porcién
de grasa antes de disolver. Lo més probable es que lo que no se disolvio sean restos de la
capa externa del bloque de muestra, esto es, grasa oxidada y polimerizada por su reaccidn con
el oxigeno, que no se eliminaron en la etapa de filtracion dentro de la preparacion de la
muestra. Se piensa lo anterior porque en la literatura se encontro que la acetona disuelve
aceites sin polimerizar pero no los ya polimerizados (Link, 1959), y se podia asumir que en
esto la 2—-pentanona tiene un comportamiento similar al de la acetona.

Los resultados de indice de acidez del Cuadro 11 corresponden a triplicados; cada uno
de los valores se calculd en la grafica de la segunda derivada de cada una de las titulaciones
de grasa del nij en 2—pentanona con KOH en 2-propancl, tomando como punto final el
volumen de titulante en el cual la segunda derivada es cero. Para minimizar el margen de
error de hacer graficamente los calculos , se amplio 1a escala de 1a region donde se esperaba
ese cero. En el Apéndice B se incluye, como ejemplo, el cuadro de datos de la titulacion de
la primera réplica de la grasa del nij de Rabinal; también se incluyen, la grafica de esta
titulacion, v las de su primera y segunda derivadas, completas, y la de la segunda derivada



solo de la region ampliada.

Los valores de indice de acidez reportados aqui son muy superiores a la mayoria de
los incluidos en el Cuadro 2; la excepcion es fa muestra de aceite de semilla de hule analizada
por Lottmann (1981), con un valor de 25.2-29.9 mg KOH/g grasa, que es similar al de la
grasa del nij de Rabinal. Durante el proceso de purificacion industrial de los aceites y grasas
comestibles o no, se eliminan, por neutralizacion con una solucion diluida de KOH, la mayor
parte de los acidos grasos libres, responsables del indice de acidez (Bailey, 1945). se piensa
que a eso se debe que los valores det Cuadro 2 sean tan bajos. Ei que los valores de indice
de acidez de la grasa del nij y el aceite de semilla de hule sean tan altos, en relacion a los
demas de este Cuadro, se debe probablemente a que estas dos muestras no fueron purificadas
antes de determinarseles este parametro. En el caso de la grasa del nij, antes de su uso
artesanal no se hace ninguna puriticacton de este u otro tpo.

El Cuadro 11 indica que las muestras de grasa del nij de Rabinal y Chiapas analizadas
son diferentes estadisticamente en cuanto a indice de acidez, 27 y 35 mg KOH/g grasa,
respectivamente.  El indice de acidez es una medida del grado en que se han degradado los
actlgliceroles de la grasa, dando lugar a los acidos grasos libres (Egan et al., 198 7) que son
los que se titulan. No se sabe si la diferencia respecto de este parametro entre las muestras
analizadas, que es un reflejo del avance de la degradacion, fue causado més por la localidad
que por la edad de la grasa, porque no se tienen muestras de la misma edad, para cada
localidad, ni de la misma localidad, de diferente edad. La localidad se refiere a la forma en
que se obtuvo y almacend, y la edad, al tiempo transcurrido desde su obtencién. En la
obtencidn se considera importante qué tan bien se lava la grasa del nij con agua y jabon,
despucs de extraida, para eliminar el pigmento hidrosoluble del insecto, pues los artesanos
dicen que de no hacerlo, la grasa se "arruina“; también es importante que se elimine el agua
residual y los fragmentos de patas y exoesqueleto del insecto (MacVean, 1993). En el
almacenamiento se considera importante saber sila grasa se dejo expuesta al aire y/o ala luz,
pues estos dos factores aceleran la degradacion de ia grasa (Deuel, 1951; Egan et al., 1987).

De las dos muestras provenientes de insectos de Rabinal, ambas de 1993, 1a elaborada
en la Universidad del Valle conservaba, después de dos afios, el mismo olor caracteristico,
el color amarillo y la consistencia suave en el interior, y la delgada "céscara” era del mismo
color amarillo que la grasa. La muestra obtenida en Rabinal tenia un olor caracteristico mas
intenso, un color marrdn claro y una consistencia mas dura en el mterior, y una "cascara" mas
gruesa y dura, de color marron oscuro. La principal diferencia entre los procesos que dieron
lugar a estas muestras fue el cuidado que se tuvo con la elaborada en la Universidad del Valle
de eliminar el pigmento hidrosoluble, factor considerado como el mas mportante en el
proceso de degradacion. Respecto de la grasa del nij de Chiapas, ésta tenia un olor mas
intenso, color marron oscuro y consistencia mas dura en el interior, y una “céscara” mucho
mas gruesa y dura, en comparacion con la grasa del nij de Rabinal.
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El término rancidez se refiere a los procesos de degradacion de los aceites y grasas.
Estos procesos de degradacion pueden ser de carécter oxidativo o hidrolitico, y pueden ser
causados por actividad enzimatica o por oxidacion espontanea con el aire. En la rancidez
hidrolitica los productos son aldehidos, cetonas y acidos carboxilicos, tanto de alto como de
bajo peso molecular. Los productos de bajo peso molecular, por ser volatiles, son los que
contribuyen principalmente al olor rancio de los aceites y grasas. (Deuel, 1951). Yaquela
rancidez hidrolitica implica la liberacion de acidos grasos, se puede ver la relacion entre el
olor rancio mas intenso en la grasa del nij de Chiapas v su valor superior de indice de acidez.
en comparacion con la grasa del njj de Rabinal.

Un aspecto interesante de sefialar de la titulacion de la grasa del nij, en 2—pentanona
con KOH en 2—propanol, es que la mezcla de grasa del njj en 2—pentanona, inicialmente
marron claro. se oscurecio justo despugés del pumto final v siguio oscureciéndose gradualmente
con cada nueva adicion de exceso de titulante. Al respecto. Bloede (Schott, 1869} sefiala que
este cambio de color depende de la materia coloreada de la grasa del njj la cual, como el
amarillo tumérico (Curctima longa), cambia a rojo, al parecer como resultado de una reaccion
basica; se supone que el rojo a que se refiere Bloede es el marron oscuro que se observo en
este trabajo.

La curcumina, una chalcona, se extrae de las raices de la Curcuma longa L. Son
cristales naranja-amarillo, insolubles en agua y en éter, y solubles en etanol y en acido acético
glacial. Fste compuesto presenta un color cafe-rojizo ( marron) en medio basico y un color
amarillo palido en medio acido, pH de viraje 8-9. A continuacion se muestra la formula
estructural de la curcumina.

€110 OCH,
i
1HO CH=CH—(—CH,—C—CH=CH OH

(Budavari, 1989)

Banks (1977) indica que los pigmentos de los insectos de la superfamilia Coccoidea,
a la que pertenece el insecto nij, tienen el esqueleto del antraceno, son antragquinonas y
compuestos biosintéticamente relacionados. A continuacion se muestra la estructura general
de las antraquinonas. Estos compuestos tienen la capacidad, reportados para algunos de
ellos, de cambiar de amarillo a marron al aumentar el pH de acido a basico.

O

(Budavari, 1989)



Se cree que la similitud de comportamiento entre la curcumina y las antraquinonas se
debe a que ambos compuestos tienen un sistema de anillos conjugados, como puede verse en
sus formulas estructurales. Para comprobar esta afirmacion deberia aislarle el pigmento del
ny y caracterizarlo. Esto no se hizo por ir mas alla de los objetivos de este trabajo de
mvestigacion.

Aparte del procedimiento seguido para la determinacion del indice de acidez de la
grasa, y a fin de comprobar si el cambio de color mencionado en el parrafo anterior es
reversible, se agrego, a la mezcla de grasa del nij va titulada hasta el punto final del indice de
acidez, un volumen suficiente de una solucion de acido clorhidrico 0.50N para regresar a un
pH similar al micial antes de titular con KOH. Al agregar esta solucion de HCI, se observd
que el color se iba aclarando gradualmente con la disminucion del pH hasta que, al llegar a
un pH similar al inctal ames de titular, la mezcia habia regresado al color marrén claro. Lo
anterior sugiere una reaccion reversible de los compuestos que cambiaron de color con el pH,
caracteristica de los indicadores acido—base como las chalconas; esto coincide con lo dicho
por Bloede (Schott. 1869). Las chalconas tienen este comportamiento acido-base por tener
unt lndrogeno acido entre los grupos carbonilo. Por otro tado, las antraquinonas en general,
tienen un equilibrio mas de tipo 6xido-reduccion que de tipo acido base. Asi que, lo anterior
es una especulactén que podria comprobarse al caracterizar el pigmento de la grasa del nij.

5. Indice de saponificacion

De acuerdo con el método seguido para la determinacion del indice de saponificacion
(IUPAC, 1979) de la grasa del nij, después de una hora de reflujar la grasa con KOH en
2—propanol, se procedio a titularla con HCI en 2-propanol. Al finalizar el reflyjo la mezcla
tenia un color marron oscuro; a medida que se iba titulando con acido, su color se fue
aclarando hasta quedar marrén claro, en un pH aproximadamente de 7. Como cra de
esperarse, por involucrar una disminucion en vez de un aumento de pH, el cambio de color
durante la ttulacion del exceso de base en la determinacion del indice de saponificacion, fue
exactamente inverso al observado en la titulacion del indice de acidez. Al terminar la
titulacion, la mezcla resultante se dejo en reposo toda la noche y al dia siguiente se observo
sedimentado un solido granuloso fino de color amarillo y un sobrenadante de un color
marrorn, ligeramente mas claro que el color antes de iniciar la titulacién. Lo anterior sugiere
que el componente que cambio de color en la titulacion es insoluble v al haber estado en
suspension hacia ver la mezcla de un color marron claro; esto coincide nuevamente con lo
senalado por Bioede (Schott, 1869) (ver discusion del indice de actdez). Se dejo sedimentar
una muestra saponificada, sin titular, y el sedimento resultd ser del mismo color que la
solucion, marrdn oscuro.

No se sabe qué componente de la grasa, originalmente de color marron claro, es el
que reacciona con la solucion de KOH para dar una solucion marrén oscuro a caramelo Y que
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no parece experimentar ningan cambio de color después del punto final, es decir, su reaccion
parece no ser reversible; este componente podria ser un pigmento de 1a grasa. Tanto porque
Bloede (Schott, 1869) indica que la grasa del nij es dificil de saponificar como por el residuo
observado al finalizar el reflujo, se decidi6 realizar pruebas preliminares; en ellas se aumento
gradualmente el tiempo de reflujo de una prueba a las siguiente. para determinar el punto en
el que va se ha saponificado casi la totalidad de la grasa. Se probo reflujo dos y tres horas
pero, no hubo diferencias significativas en el indice de sapomificacion con el de una hora, por
lo que las determinaciones definitivas se hicieron reflujando una hora: el residuo
insaponificable fue considerable. La muestra de Chiapas se comporto igual que la de Rabnal,
durante el proceso de saponificacion. A pesar de que la muestra de Chiapas incialmente era
mas oscura que la de Rabinal, el color de la mezcla durante el reflujo v después de la
titulacion coincidie con el observado para la de Rabinal. lo que sugiere que la muestra ya
habia sufrido. en mavor extension, el proceso de degradacion que parece ser acelerado por
la saponificacion.

Las determinaciones de indice de saponificacion se hicieron en triplicados. Los
valores de cada uno de estas réplicas, al igual que en el caso del indice de acidez, se
calcularon a partir de la grafica de Ja segunda derivada de cada una de las titulaciones,
tomando como punto final el volumen de titulante en el cual la segunda derivada es cero.
Para minimizar el error de hacer los caleulos graficamente, se amplio la escala de la region
donde se esperaba ese cero. El Apéndice B incluye como ejemplo, el cuadro de datos de la
titulacién de la primera réplica de la grasa del nij de Chiapas; también incluye la grafica de esa
titulacion, asi como de su primera y segunda derivadas completas, y de la segunda derivada.
sélo de la region ampliada. El Cuadro 11 indica que los valores de indice de saponificacion
de Jas muestras de Rabinal y Chiapas analizadas, ambos como una media los valores obtenidos
en cada una de las determinaciones, 196 mg KOH/g grasa para ambas muestras, no son
estadisticamente diferentes. Respecto de la repetibilidad de los resultados, la diferencia entre
los resultados de dos determinaciones llevadas a cabo en rapida sucesion no excedieron el
0.2% del valor medio; de esta manera, se cumplié con la repetibilidad requerida por el metodo
utifizado- que la diferencia no excediera al 0.5% del valor medio.

Las muestras de grasa del nij analizadas resultaron ser similares, en cuanto a indice
de saponificacion, con los siguientes aceites y grasas: lardo, manteca de cacao, aceite de fruto
de palma africana, aceite de oliva y aceite de linaza con intervalos 190-202, 188-198,
105-205, 186-196 y 188-196 mg KOH/g de indice de saponificacion, respectivamente (Egan
et al, 1987, Gunstone, 1987; Kirk and Othmer, 1984; Lide, 1990-1991; Lottmann, 1981).
Lo anterior confirma lo indicado en la literatura (Egan et al., 1987; Link, 1959) en cuanto a
que el indice de saponificacion no es un buen parametro de identificacion porque muchos
aceites y grasas naturales tienen indices de saponificacion muy similares, entre 190 y 200 mg
KOH/g (Deuel, 1951). La utilidad de conocer el indice de saponificacion de una grasa €s que
este parametro da una idea de la longitud promedio de las cadenas de acidos grasos,
esterificados 0 no, ya que el indice de saponificacion es inversamente proporcional al peso
molecular de 1a grasa (Deuel, 1959; Egan et al., 1987). Esta relacidén se puede ver al tomar



como ejemplo los triacilgliceroles tripalmitina (16:0) y triesterina (18:0), cuyos pesos
moleculares e indices de saponificacion son: 806.8 g/mol y 208.6 mg KOH/g, y 890.9 g/mol
y 188.9 mg KOH/g, respectivamente (Deuel, 1951).

Tanto en el indice de acidez como en el indice de saponificacion se hace reaccionar
el aceite o grasa con una solucion de KOH, para que ocurra la saponificacién, no sélo la
neutralizacion de los acidos grasos hibres, la reaccion se lleva a cabo en caliente, usando
reflujo. Cuando el indice de acidez se resta del indice de saponificacion, la diferencia es 1gual
al KOH utilizado para saponificar la grasa; a esta diferencia se Hlama indice de éster. En los
metodos de determinacion del indice de saponificacion no se acostumbra hacer una correccion
para elimmar la contribuciéon de los 4cidos grasos libres en el valor del indice de
saponificacton porque, en el caso de la mayoria de aceites y grasas refinados, como en el de
los crudos de alta calidad, los indices de ester y saponificacion son practicamente idénticos,
porque el indice de acidez es muy bajo (ver Cuadro 2). (Deuel, 1951). En el caso de la grasa
del nij se obtiene un valor de 196 — 27 = 169 mg KOH/g para el indice de éster.

6. Indice de yodo

a. Indice de yodo de grasa del nij, de su fraccion de su
en éter de petroleo

Para la determinacion del indice de yodo se utilizd muestras comerciales de aceite de
soya y de aceite de oliva como control, para estimar la exactitud de método. El hecho que
los intervalos de indice de yodo experimentales para aceite de oliva y para aceite de soya
caigan dentro de los intervalos de indice de vodo reportados en la literatura, da mayor
seguridad de que los resultados para las diferentes muestras de grasa del nij son exactos, ya
que para Ja grasa del nij no se encontro en la literatura ningin valor para este parametro.

Elmeétodo AOAC 28.021 (AOAC, 1984) (ver Apéndice A) sugiere dos opciones para
preparar el reactivo de Hanus para la determinacion del indice de yodo: una opcion es
mezclando el yodo y el bromo en el acido acético glacial, la otra opcidn es preparando las
soluciones de bromo y yodo en acido acético glacial por separado, y mezclando volimenes
adecuados de las mismas para obtener el reactivo, justo antes de agregarlo a la muestra. A
continuacion se muestra {a reaccion involucrada en la preparacion de este reactivo en la que
se forma el monobromuro de yodo (I-Br), que es la especie que reacciona con la muestra.

I, + B, &= 2I-Br
Ademas, el método indica que, como parte del procedimiento para la determinacion del indice

de yodo de Ja muestra, se lleve a cabo una determinacion de la misma manera pero sin agregar
muestra; esto constituye el blanco del método.
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Las pruebas preliminares consistieron en la determinacion del indice de yodo de las
muestras de aceite de soya y de aceite de oliva (ver reacciones involucradas en esta
determinacién en las secciones antecedentes, metodologia v apéndice A, en la subseccion
correspondiente a indice de vodo). Fue necesario lievar a cabo estas pruebas dos veces, una
con cada opcidn de preparacion del reactivo de Hanus. La primera vez se preparo el reactivo
de Hanus justo antes de usarlo, a partir de las soluciones individuales de bromo y yodo. Se
esperaba un valor de indice de yodo para el aceite de oliva entre 76 vy 90 g yodo/100 g
muestra (Kirk and Othmer. 1984) pero. se obtuvo un valor muy por debajo de ésto, 34 ¢
vodo/100 g muestra. Al repetir estas pruebas preliminares, preparando el reactivo de Hanus
premezclando el yodo y el bromo, se obtuve valores de indice de yodo de 129 y 83 ¢
vodo/100g muestra, para fas muestras de aceite de soya 'y de aceite de oliva, respectivamente.
Estos valores de indice de vodo si caveron dentro de los intervalos reportados en la hiteratura
para aceite de sova v de ofiva. 117-140 v 76-9U ¢ yodo/ 100 ¢ muestra (Kirk and Othmer,
1984). respectivamente.

No se tiene una explicacion por qué al preparar el reactivo de Hanus de manera
distinta afecto los resultados. Una posibilidad es que al preparar el reactivo, premezclando
el yodo y el bromo, se favorezca la formacion del 1-Br, que es el que reacciona con la
muestra: mientras que al prepararlo justo antes de usarlo a partir de soluciones individuales
de bromo y de yodo, la formacion de 1-Br sea mas lenta despues de mezclar las soluciones.
Al preparar el reactivo de Hanus premezclado se observo que, al agregar el bromo ala
solucién de yodo, ésta cambiaba de un color café a marrén, como resultado de la formacion
del I-Br: asi. esto constituye una prueba cualitativa de que ya se ha formado el I-Br.

El procedimiento consistié, en términos generales, en hacer reaccionar durante
exactamente 30 minutos, 0.20000-0 30000 g de grasa del nij disuelta en cloroformo con un
exceso de una solucion de I-Br en acido acético glacial y luego, titular con una solucién
patrén de tiosulfato de sodio el halégeno en exceso, es decir, lo que no reacciond con la
grasa. El punto final de esta titulacion consiste en la desaparicion del color indigo del
complejo almidon-vodo. Las reacciones involucradas en esta determinacion se encuentran
las las secciones de antecedenies, metodologia v apéndice A. en la subseccion correspondiente
a indice de yodo.

Al agregarle a los aceites de oliva y de soya el cloroformo, estos aceites se disolvieron
inmediatamente; al agregarlo a las muestras de grasa del nij, €stas solo se disolvieron
parcialmente, obteniéndose una suspension. Después de estar las muestras de grasa del ny
de Rabinal v la de aceite de soya en contacto con el reactivo de Hanus media hora en la
oscuridad, se observé que el medio se habia oscurecido al color café, caracteristico de la
solucion de vodo antes de agregarle el bromo. En el caso del blanco y la muestra de aceite
de ofiva, después de estar media hora en la oscuridad con el reactivo de Hanus, no se observo
cambio en el color del medio, es decir que seguia del color marrén del I-Br.



El oscurecimiento del medio en el caso de Ia grasa del nij de Rabinal, y su fraccion
soluble en éter de petroleo, asi como en el caso del aceite de soya, despucs de media hora de
estar en contacto con el reactivo de Hanus, puede deberse a la liberacion de yodo como
resultado de la reaccion de las muestras con el I-Br. Este oscurecimiento es mas evidente en
estas muestras por tener indices de yodo relativamente elevados, 143-147, 142144 y 129
¢ yodo/100 g muestra, respectivamente, en comparacion con el aceite de oliva, que tiene un
indice de yodo mucho mas bajo, 83 g yodo/100g muestra.

Respecto del punto final de la titulacion de las muestras, en el caso del aceite de oliva
y el aceite de soya, su color no interfirio con el punto final. En el caso de las muestras de
grasa del nij, el color marrén de las mismas dificultaba la observacion del punto final en la
mezcla bajo agitacion magnética, pero como este color s6lo se encontraba en la fase organica.
cerca del punto final se interrumpia la agitacion magnetica momentaneamente. después de
cada adicion de titulante. con lo que se separaban las fases y asi se podia alcanzar con mas
precision el punto final viendo el viraje de indigo a incoloro, en la fase acuosa.

Guerm, citado por José Maria Roque (1986). indica que la grasa puede separarse en
dos fracciones, por su solubilidad en éter de petroleo, v que la fraccion soluble tiene
propiedades secantes. Por otro lado, también se ha encontrado que los aceites se pueden
separar en fracciones que difieren en su grado de insaturacién por medio de extraccion con
un disolvente apropiado (Kirk and Othmer, 1984). A fin de averiguar si la grasa del nij posee
dos fracciones con grado de insaturacion diferente, se obtuvieron las fracciones soluble e
msoluble en éter de petrdleo de la grasa del nij de Rabinal de las determinaciones de
solubilidad y se les determiné su indice de yodo, que es una medida del grado de insaturacion.
Este analisis s6lo se llevo a cabo con la grasa del nij de Rabinal por disponibilidad de cantidad
de muestra.

Durante la preparacion de las fracciones en éter de petrdleo, se observo que Ja
fraccion soluble en éter, después de lievada a masa constante, era de un color marréon mas
claro y de consistencia grasosa mucho mas suave que la grasa imicial. La fraceidn insoluble
en este solvente era una masa de color café, muy dura, quebradiza y no tenia consistencia
grasosa. Respecto de la determinacion del indice de yodo, Ia fraccion soluble se comportd
de manera similar a la grasa original; la fraccidn insoluble se comporto como las peliculas
expuestas al aire (ver mas adelante), Fue necesario reducir el tamafio de particula de la
fraccion insoluble en éter de petrdleo al agregarle el cloroformo, solvente inicial para la
determinacion del indice de yodo, porque ésta no se disolvié.

En el Cuadro 12 se muestran los indices de vodo obtenidos para las muestras de grasa
del njj de Rabinal, para sus fracciones soluble e insoluble en éter de petroleo y para la muestra
de grasa del nij de Chiapas; de un analisis de varianza de una via y comparacion de medias de
Tukey, se determiné que estas cuatro muestras son estadisticamente diferentes en cuanto a
este parametro. Segun los intervalos para indice de yodo indicados en el Cuadro 3, la grasa
del nij de Rabinal y su fraccion soluble en éter de petréleo se pueden clasificar como grasas
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con propiedades secantes, lo cual coincide con Jo sehalado por Bloede (Schott, 1869) y por
Guerin (Roque, 1986), 1a grasa del njj de Chiapas se puede clasificar como semi—secante; y
Ja fraccion insoluble de la grasa del nij de Rabinal en éter de petroleo, como no secante.

De acuerdo a los valores para indice de yodo de varios aceites, grasas y ceras dados
en el Cuadro 2, los valores de la grasa del nij de Rabinal, su fraccion soluble en éter de
petroleo y la grasa del mij de Chiapas, correspondientes a 143-147, 142-144 y 125-127 ¢
vodo/100 g muestra, respectivamente, son cercanos a los valores del aceite de sova, 117-140
¢ yodo/100 ¢ muestra (Kirk and Othmer, 1984). Los valores de indice de yodo de las dos
primeras muestras de grasa del nij son similares al los del aceite de semilla de hule, 137-140
¢ vodo/100 g muestra, determinado por Lottmann (1981). La fraccion insoluble de la grasa
del nij de Rabinal en éter de petroleo tiene un indice de yodo de 56-58 g yodo/100 g muestra,
que es similar al del aceite de palna afticana v al del lardo. 35-61 y 53-77 g yodo/100 g
muestra. respectivamente {Kirk and Othmer, 1984).

En el caso de la grasa del nij de Chiapas. €l bajo indice de yodo v el alto indice de
acidez obtenidos indica que la grasa estaba bastante degradada, lo que coincide con la
observacion de que la grasa tenia una apariencia intenor mucho mas dura que las muestras
de Rabinal y de Rabinal-Guatemala. La muestra de Rabinal fue elaborada por los artesanos
de Rabinal en 1993; la de Rabinal-Guatemala se elaboro en los laboratorios de ia Universidad
del Valle de Guatemala en el mismo afio, y 1a de Chiapas, se cree que fue elaborada por los
artesanos de Chiapa de Corzo, Chiapas, en 1991 (MacVean, 1992).

b. Indice de yodo de peliculas de grasa del nij expuestas al aire ambiental

El proposito de este analisis fue seguir, por medio del indice de yodo, el proceso de
oxidacion y polimerizacion de la grasa del nij al exponerla al aire. Esto porque el indice de
yodo esta relacionado con la concentracion de dobles enlaces entre carbonos en la muestra,
v el proceso de oxidacion y polimenzacion de 1a grasa involucra la reaccion de estos dobles
enlaces con el oxigeno, con lo que disminuye su concentracion. En otras palabras, una
disminucion del indice de yodo indica una disminucion en el grado de insaturacion en los
enlaces entre carbonos. Se tenia planeado exponer la grasa entre Oy 15 dias; por la apariencia
ya "seca" de la pelicula expuesta por 12 dias se considerd innecesario seguir hasta los 15 dias.

Para formar las peliculas se pesd 0.5-0.6 g de grasa del nj de Rabinal en uno de los
lados de una caja Petri de 14 cm de didmetro, se fundio en el horno con vacio a
aproximadamente 50°C (limite superior del intervalo de fusion) y, mientras aun estaba
caliente, se extendio inclinando la caja Petri a fin de obtener una capa lo mas delgada y
homogénea posible; esta pelicula se dejo expuesta al aire ambiental. Después del tiempo de
exposicion dado, y justo antes de la determinacion del indice de yodo, se raspo toda la grasa
de la caja Petri, con ayuda de una espatula para pesadas analiticas, y se transfino al
erlenmeyer; la mayor parte de la grasa tenia apariencia de pelicula seca debajo de la cual



habia, en algunos casos, una capa minima de grasa. Dado que la pelicula estaba muy bien
adherida a la caja Petri, no fue posible quitarla como pelicula sino que tuvo que rasparse para
transferirla al erlenmeyer.

Al agregar el cloroformo y reducir el tamafio de particula con una varilla de vidrio,
Jas peliculas no se disolvieron; el cloroformo tomé un color amarillo palido y las particulas
de pelicula quedaron flotando en la superficie del cloroformo. Al agregar el reactivo de
Hanus no se observo cambio en el color de este reactivo, ni tampoco después de estar en
contacto con la grasa media hora en la oscuridad. El color de la fase organica no mterfirid

en la determinacion del punto final como en el caso de la grasa completa de Rabinal, que si
interferia.

En la seccion de Resultados, el Cuadro 13 contiene los valores de indice de yodo a
lo largo del tiempo de estar expuesta al aire la pelicula de grasa del nij de Rabinal v,
posteriormente, la Grafica 1 muestra la tendencia de estos valores. Segin dicha grafica, la
mayor disminucion del indice de yodo . por lo tanto de los dobles enlaces, de la grasa del
nij de Rabinal, expuesta al aire en forma de pelicula, ocurre en los primeros seis dias y Iuego
va 1o ocurren cambios importantes respecto de este parametro. Esto coincide con que
alrededor de los seis dias, la pelicula formada en la superficie de la grasa ya esta “seca” y lisa
al tacto y ya no se marcan los dedos al tocarla. Lo anterior coincide con lo indicado en la
literatura (Deuel, 1951) para los aceites secantes.

El hecho que el indice de yodo yva no siga disminuyendo después de los seis dias,
puede deberse a que la capa formada en la superficie de la grasa impide que el resto de dobles
enlaces de la grasa, que pudiera haber quedado bajo 1a pelicula, reaccione con el aire. El valor
mnicial de indice de yodo de la grasa del nij, 143-147 g yodo/100 g muestra para la de Rabinal,
es menor que el reportado para ¢l aceite de linaza, 188-196 ¢ yodo/100g muestra (Lide,
1990-1991), por lo que Ia concentracion de dobles enlaces de la primera es menor que la
segunda. El valor de indice de yodo de la grasa del nij esta en la frontera de los valores de
ios aceites semi—secantes v de los secantes, mientras que ¢l de linaza es superior.

Deuel (1951) indica que los aceites secantes tardan entre 2 y 6 dias en secarse. El
hecho que la grasa del nij tarde tanto tiempo en secarse como los aceites secantes de secado
mas lento confirma lo sefialado por Bloede (Schott, 1869} a este respecto. Ademas, la
velocidad menor en el secamiento también puede deberse a que los valores iniciales de indice
de yodo son menores que los reportados para aceites secantes como el de linaza, lo que
disminuiria la velocidad de reaccion de los dobles enlaces con el aire, pues la velocidad de
reaccion depende de la concentracion de los dobles enlaces (Deuel, 1951).
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B. Determinacion de caracteristicas espectrometricas

No se ha encontrado en la literatura, previo a este estudio, ningun reporte de espectrometria
de la grasa del nij. El objetivo de las determinaciones espectrométricas era conocer el
espectro de la grasa nij en las regiones ultravioleta—visible. infrarrojo y de resonancia
magnética nuclear de protones. kn cada una de las secciones de espectrometria se discute,
primero, el espectro obtenido en relacion con el esperado para un aceite O grasa y, a
continuacion. diferentes aspectos refacionados con otros objetivos que se han planteado para
el analisis.

| Absorcion uliraviolela-visible de grasa dei nii en lenardrofurano y en hexano

Al analizar Jos espectros ultravioleta—visible (UV—VIS), por facilidad, se consideraron
dos regiones: de 200 a 260 nm v de 260 nm a 400 nm. Dentro de la primera region, la
Jongitud de onda de 220 nm sugerida por el método HPLC AOCS Ce 5b-89 (AOCS, 1989)
(ver Apéndice A). para fijar el detector UV, segiin la literatura, corresponde a la absorcion
del enlace éster en los triacilgliceroles en tetrahidrofurano (Chrstie, 1987).

Previo al analisis de las muestras, se corrié una mezcla de patrones de triacilgliceroles.
Al correr el espectro de esta mezcla de patrones en hexano. dentro del intervalo de 200450
nm, s6lo se observo una banda con su maximo a aproximadamente 212 nm (ver Figura 11).
La longitud de onda para el enlace éster es de 215 nm (Christie, 1987). Esta banda puede
experimentar un corrimiento en la longitud de onda esperada dependiendo del solvente
utilizado. No se encontro en la literatura el corrimiento esperado para €l grupo ester en
hexano (Brown et al. 1988; Robinson, 1991; Silverstein et al., 1981), por 1o que no fue
posible calcular si el corrimiento observado era el esperado. La mezcla de patrones no se
disolvié completamente en hexano, posiblemente debido a la alta concentracion de la mezcia,
1.500 X 102 o/ml como concentracion nominal. Se calentd la mezcla para acelerar y mejorar
Ja disolucion, pero esto no pareci¢ ayudar Por todo lo anterior, se presume que se obtuvo
el espectro de solamente una fraccion de esta mezcla.

Las muestras de la grasa del nij de Rabinal, del aceite de soya y del aceite de oliva
fueron completamente solubles en hexano, no asi la grasa del nij de Rabinal; fundir la grasa
del nij, justo antes de agregar ¢l hexano, no mejoré su solubilidad en este solvente. Al correr
los espectros UV de las muestras en hexano, se observo que un maximo a aprox. 202-204
nm (ver espectros en Figura 12) en las tres muestras. No se sabe por qué este maximo no
correspondié con el observado para la mezcla patron de triacilgliceroles en hexano, 212 nm.

Al correr los espectros de las muestras de grasa del nij de Rabinal y de
Rabinal-Guatemala y, de aceites de soya y de ofiva, disueltas en tetrahidrofurano (THF), lo
primero que se observo fue que un corrimiento del maximo de absorbancia de 202-204 nm



a 250 nm (ver espectros en Figuras 8—12).

No se sabe con seguridad a qué se debe el cornmiento de banda de las muestras
disueltas en THF. El hecho que se haya observado el maximo en todas las soluciones de las
muestras en tetrahidrofurano a aproximadamente la misma longitud de onda sugiere comeo
posible explicacion una reaccion de un producto de degradacion del solvente con algun
componente de la grasa, dando como resultado grupos funcionales que absorben a otras
longitudes de onda.  Lina probable reaccion es la relacionada con la formacion de
hidroperoxidos en las muestras de aceites y grasas analizados. El tetrahdrofurano. por ser
un éter, tiene tendencia a la formacion de peroxidos, por lo que generalmente se vende con
un estabilizador adicionado como BHT (butil-hidroxitolueno); el tetrahidrofurano utilizado
en este analisis no tenia estabilizador. Como se explicd en la seccion “Reacciones de
degradacion de aceites. grasas v ceras . seccion {1.A 4 la oxidacion de los aceites v las
grasas insaturadas pueden darse al reaccionar con oxigeno y esta reaccion es catalizada por
varios factores, entre ellos la luz UV y peroxidos ya presentes en el medio, ya sea
provenientes del propio aceite o grasa o de otros compuestos presentes.

Las muestras de aceites y grasas analizadas tienen al menos dos posibles componentes
susceptibles a oxidacion por tener dobles enlaces presentes: las cadenas alifiticas de los
triacilgliceroles y los pigmentos. Estos pigmentos son posiblemente de tipo carotenoide, en
el caso de los aceites de oliva y de soya (Egan, 1987), y posiblemente de tipo antraquinona,
en el caso de la grasa del nij (Banks. 1977) (ver estructuras de estos compuestos en Apéndice
C); se habla mas en detalle de estos pigmentos al analizar 1a otra region del espectro UV-VIS.
Asi, se especula que es posible que las muestras hayan reaccionado con los peroxidos del
tetrahidrofurano formando hidroperoxidos conjugados con dobles enlaces (ver estructuras de
estos hidroperoxidos en la seccion antes mencionada) y dar una absorcion de tipo enona,
C=C-C=0. que tiene equilibrio ceto—enodlico y que aparece alrededor de 250 nm segun lo
Indicado por Silvestein et al. (1981). Esta reaccion pudo haber sido catalizada por la luz UV
de la fuente utilizada al irradiar las muestras para obtener su espectro UV. Aparentemente,
la degradacion causada por tetrahidrofurano ocurrio a pesar de que las soluciones de las
muestras eran recien preparadas v de que estuvieron protegidas de la luz ambiental desde el
1MmCIo.

No fue posible obtener el espectro de la mezcla de patrones de triaciiglicerotes en
THF pues no fue soluble en este solvente. Se cree que la dificultad encontrada al tratar de
disolver la mezcla en THF se debid a que por tener cuatro triaciigliceroles completamente
saturados y uno insaturado, esta mezcla de patrones era mas apolar que el THF.

Respecto de la region de 260-400 nm. donde interesaba buscar bandas relacionadas
con el pigmento de la grasa del nij, solo se observaron bandas en las muestras de Rabinal y
de Rabinal-Guatemala, tanto en tetrahidrofurano como en hexano (ver espectros en Figuras
810y 12), pero no en las muestras de aceites de soya y de oliva: estas tltimas dos muestras
eran de color amarillo. Por la forma y niimero de estas bandas, se cree gue se deben a la
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presencia de anillos aromaticos en el pigmento de la grasa y por la posicion de los maximos
de estas bandas, es probable que €} sistema aromatico sea del tipo antraceno (Silverstemn et
al. 1984). Banks (1977) indica que los pigmentos de los insectos de la superfamilia
Coccoidea, a la que pertenece el insecto nij, tienen el esqueleto del antraceno; son
antraquinonas y compuestos biosintéticamente relacionados. Esto es apovado por la similitud
entre esta region del espectro UV de las grasas del nij con los espectros reportados en la
literatura para las antraquinonas (ver espectros UV-VIS de algunas benzoquinonas v
antraquinonas en Apéndice C); también es apovado por la capacidad, reportada para algunas
de ellas, de cambiar de amarillo a marron al aumentar el pH de acido a basico (Budavar,
1989). Este cambio de color coincide con el que ya habia sido observado por Bloede (Schott.
1869) en la grasa del nij v con el observado al determinar el indice de acidez v de
saponificacion de la nmsma, dentro de este trabajo.

Este pigmento de tipo antraquinona parece ser el mismo para las muestras de grasa
del nij de Rabinal v de Rabinal-Guatemala, pues se observo que los maximos en los espectros
de estas muestras estaban en las mismas longitudes de onda v la forma general de las bandas
en la region de 260400 nm era igual;, esto era de esperarse porque ambas muestras de grasa
provienen de insectos recolectados en Rabinal. No se observo mayor diferencia entre los
espectros de las muestras de grasa del nij de Rabinal y de Rabinal-Guatemala en esta region,
en tetrahidrofurano v en hexano; los maximos no difirieron mas de 4 nm. Aun se desconoce
la razon por la cual estas bandas no experimentaron el mismo corrimiento que las bandas de
Ja region de 200-260 nm al cambiar de solvente.

2. Absorcion infrarroja de peliculas de grasa del nij expuestas al atre seco

Se obtuvieron espectros de absorcion infrarroja (IR) de peliculas de muestras de grasa
del nij, de Rabinal y de Rabinal-Guatemala, y de aceites de soya y de oliva comerciales. El
andlisis se realizo dos veces para resolver la duda que quedo al realizarlo por primera vez de
si la banda A. de la que se hablara mas adelante. era debida a agua o a hidroperoxidos; la
segunda vez se colocod desecante de alta capacidad en la desecadora. Ademas, para mejorar
la resolucion del espectro, la segunda vez se aplico una pelicula mas delgada de grasa sobre
la ventana de KCl Los espectros incluidos en las Figuras 21 y 22, a continuacion, y en la
seccion de resultados, corresponden a los obtenidos Ja segunda vez que se llevo a cabo e
anahsis.

Segun la composicion esperada de la grasa, triacilgliceroles como componentes
mayoritarios y pequeas cantidades de monoacilgliceroles, diacilgliceroles, acidos grasos
libres v pigmentos, en el Cuadro 15 se presenta la asignacion de las bandas mas importantes
del espectro IR incluido en la Figura 13.

Para tener seguridad de la presencia de un grupo funcional en IR es necesario verificar
la presencia de las bandas caracteristicas de éste. Por ejemplo, alrededor de 1700 cm’”’



absorbe el grupo carbonilo, para discernir si esta absorcion es debida al carbonilo de un acido
carboxilico, una cetona, un aldehido o un éster, es necesario asignar otra(s) banda(s)
caracteristica(s) de alguno de estos grupos funcionales. Segun lo anterior, se logréd
determinar, como se esperaba, la presencia del grupo funcional éster en la grasa, por las
bandas identificadas en el Cuadro 15 como D e (Chapman. 1964; Conley. 1972: Hannah and
Swinehart, 1974; Silverstein et al., 1981). Las bandas B, C,E_F, } y Kindican la presencia
de cadenas hidrocarbonadas de mas de 4 carbonos de longitud v con una o mas insaturaciones
{Chapman. 1964; Conley. 1972: Hannah and Swinehart, 1974: Silverstein et al.. 1981); ésto
corresponde a las cadenas de acidos grasos insaturados de los acilgliceroles,

La banda A del espectro de la grasa del nij de Rabinal podria corresponder al enlace
O-H de un acido graso (Chapman, 1964: Conley. 1972; Hannah and Swinehart, 1974;
Silverstein et al., 1981), pues por la determinacion del indice de acidez de la ¢rasa, se sabe
de la presencia de 4cidos grasos libres en la misma: no fue posible asignar la banda
correspondiente al grupo carbonilo de estos acidos grasos posiblemente porque aparece en
la misma region del grupo éster. banda D (Chapman. 1964; Conley, 1972; Hannah and
Swinehart, 1974; Silverstein et al., 1981), que en el caso de la grasa del nij, est4 en mucha
mayor concerracion, por los acilgliceroles, que el grupo carboxilo de los acidos grasos hbres.
Ademas de indicar la presencia de un enlace O-H de un 4cido graso, la banda A también
podria indicar la presencia de pequefias concentraciones de hidroperdxidos, lo que es apoyado
por la banda G (Chapman, 1964; Conley, 1972; Hannah and Swinehart, 1974; Silverstein et
al., 1981; van de Voort et al., 1994) que corresponderia al mismo grupo funcional. La
presencia de hidroperdxidos es muy probable, pues la grasa analizada no es fresca y por ende
puede estar autooxidada; ademas, no se llevd a cabo ningun proceso de purificacion previo,
en la preparacion de las muestras, que asegurara la eliminacion de los hidroperoxidos que
pudieran haber estado presentes (ver preparacion de la muestra para analisis en el Apéndice
A, seccion A.1.). Para la eliminacion de hidroperoxidos de una grasa, van de Voort y
colaboradores (1994) sugieren una extraccion de la grasa con hexano, en el que no son
solubles los compuestos oxigenados, y recuperacion de la grasa al eliminar el solvente en un
rotavapor a presion reducida. Se asigné fa banda H como correspondiente a un anillo
epoxido (Chapman, 1964; Conley. 1972: Hannah and Swinehart, 1974; Silverstein et al.,
1981, van de Voort et al., 1994) que provendria de la reaccidn de un hidroperoxido con un
doble enlace, como parte de la reaccion de polimerizacion para la formacion de pelicula.

En este punto es importante hacer notar que, ya que la grasa es un material complejo,
la asignacion de las bandas en la region del espectro corrida es bastante tentativa, pues en esta
region se observan bandas que podrian ser un traslape de bandas correspondientes a diferentes
grupos funcionales. Este traslape se debe a que por ser la grasa una mezcla compleja de
varias sustancias el espectro obtenido para la misma es la suma de la absorcion de los grupos
funcionales de estas susntacias. A eso se atribuye que no haya sido posible determinar la
presencia de otras bandas que confirmaran fa presencia de otros grupos funcionales
esperados. No se observod una banda débil entre 3050-2990 cm™ correspondiente al
estrramiento C—H del anillo epoxido (Chapman. 1964: C onley, 1972; Hannah and Swinehart,
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1974 Silverstein et al., 1981), que confirmaria la presencia de este grupo funcional, porque
en esa region aparece la banda B correspondiente al estiramiento C—H del enlace C—=C-H
{Chapman, 1964; Conley, 1972; Hannah and Swinehart, 1974 Silverstein et al., 1981). No
fue posible verificar Ja presencia de la banda entre 769-650 em” correspondiente a la flexion
O-H en C—O-0-H (Chapman. 1964; Conley, 1972; Hannah and Swinehart, 1974; Silverstein
et al.. 1981). posiblemente por traslape de bandas, que confirmaria la presencia de
hidroperoxidos. Otra banda que no se pudo ubicar fue la de 730-665 cm”’ correspondiente
a la flexion C—H en C—C-H en configuracion cis (Chapman, 1964; Conley, 1972; Hannah and
Swinehart, 1974: Silverstein et al., 1981), que es fa mas comuin para jos acidos grasos
insaturados de aceites y grasas naturales, tal vez porque esta banda normaimente es muy
débil. No se pudo verificar la presencia de enlaces de tipo éter C-O-C ni de tipo peroxido
C_O-O-C.en1125cm’ v 890-820 cm™ respectivamente (Chapman, 1964; Conley, 1972
Hannah and Swinehart, 1974: Silverstein et al.. 1981), de nuevo posiblemente por traslape
de bandas. que se esperaban siendo parte de la red supuestamente presente en la pelicula
formada a partir de la grasa; estas bandas corresponderian al estiramiento de estos enlaces.

Respecto de la presencia de un pigmento tipo antraquinona en la grasa, para venficar
la presencia de éste se busco bandas en la region 2000-1650 em' que corresponde al
estiramiento C—H del anillo aromatico vy, las bandas 1690-1660 cm™ y 16551635 em
correspondientes al estiramiento de dos C=0 en el mismo o diferentes anilios de una quinona,
respectivamente (Chapman, 1964, Conley, 1972; Hannah and Swinehart, 1974; Silverstein
et al, 1981); no fue posible detectar ninguna de estas bandas en este espectro quiza porque,
por ser pigmentos, estan presentes en concentraciones muy bajas. Para identificar el pigmento
hubiera sido necesario extraerio de la grasa y obtener sus espectros UV-VIS, IR y "H-NMR,
ésto no se hizo, pues iba mas alla de los objetivos originales de la presente tesis.

Como era de esperarse, el espectro IR de la grasa del nij de Rabinal-Guatemala,
corrido el mismo dia bajo las mismas condiciones que el de la grasa del nij de Rabinal, fue
cualitativamente similar por lo que las asignacion de las bandas discutida hasta el momento
también es vahda para este espeetro.

En la literatura (Lottmann, 1981) solo se encontro el espectro IR del aceite de semilla
de hule Hevea brasiliensis (semi—secante) (ver espectroIR correspondiente en Apéndice C,
hay corrimiento en la escala de este espectro) que, segin analisis anteriores, es similar a la
grasa del nij. En el presente trabajo, se corrieron, como referencia, espectros de aceite de
sova y aceite de oliva comerciales (ver Figura 15), aceites que también han resuliado similares
a la grasa del nij en analisis anteriores. Al comparar los espectros de estos tres aceltes entre
si, y con el inicial de la grasa del nij de Rabinal, se observo que poselan basicamente las
mismas bandas. Segin Link (1959), la identificacion por IR de aceites secantes y
semi—secantes naturales, como los de hule, soya y oliva no es practica porque sus espectros
IR son indistinguibles. La banda J (Chapman, 1964; Conley, 1972; Hannah and Swinehart,
1974 Silverstein et al., 1981) del espectro de la grasa del nij es la tinica banda importante que
esta ausente en los espectros de los aceites de hule, soya y de oliva. Los dobles enlaces en



configuracion #rans no son comunes en las grasas y aceites naturales, asi que su presencia en
la grasa del nij, si es que la asignacion es correcta, puede deberse a una isomerizacion del
doble enlace. Dichas isomerizaciones pueden suceder en el proceso de preparacion de la
muestra de grasa para analisis, que involucré un calentamiento alrededor de su punto de
fusién justo antes de extenderla en forma de pelicula, o durante el proceso de autooxidacién
y polimerizacion de esta pelicula.

En la literatura no se encontraron espectros IR de acilgliceroles, pero si de acidos
grasos insaturados y sus correspondientes metil ésteres (ver en el Apéndice C). Al comparar
el espectro inicial de la grasa del nij de Rabinal con éstos, como se esperaba, se observé que
el espectro de la grasa del nij es muy similar a los de los metil ésteres, incluyendo la region
de huella digital, a aproximadamente 1430-830 cm™ (Conley, 1972); esto implicaria que las
absorciones de la grasa del nij en la region de huella digital son principalmente debidas a la
cadena hidrocarbonada de los acidos grasos insaturados y al grupo éster.

Uno de los objetivos principales del andlisis TR era ver si era posible determinar la
desaparicion de los dobles enlaces como resultado del proceso de autooxidacién y
polimerizacion de la grasa. Segun esto, se procedi6 a correr el espectro de la pelicula a lo
largo del tiempo de estar expuesta al aire seco. Para evitar que la pelicula se humedeciera,
asi como el opacamiento de las ventanas de KCl donde estaba adherida la pelicula, éstas se
colocaron en la desecadora, entre corridas. En las Figuras 14 y 15 se presentan los espectros
IR de muestras de grasa del nij de Rabinal y de Rabinal-Guatemala, respectivamente, corridos
a diferentes tiempos de estar expuesta la grasa al aire seco; en las Figuras 21 y 22 se presentan
est0s MISmOos espectros pero superpuestos. Como se esperaba segun la literatura (van de
Voort ef al., 1994), se observé la disminucion de la intensidad de la banda B de estiramiento
de C-H en C=C-H hasta su desaparicion, lo que implicaria una disminucién en el niimero de
dobles enlaces en Ja grasa a lo largo del tiempo de exposicion al aire.

La banda A, asignada al estiramiento del enlace O—H en los hidroperoxidos
(C-0-0O-H), se observé desde 1a primera vez que se corrio el espectro de la grasa del nij.
Ya que en ese namero de onda también absorbe el enlace O—-H del agua (H-O-H), como se
menciono al inicio de esta seccion, se decidioé repetir el analisis al colocar desecante nuevo
en la desecadora; se confirmo la asignacion pues la banda se mantuvo. Se observé un
aumento en la intensidad de la banda A durante el mismo periodo de exposicion al aire seco,
como resultado de la reaccion de autooxidacién de la grasa. La asignacion de la banda A se
hizo ya eliminada la sospecha del agua y comparando la forma y posicion de esta banda con
aquella en los espectros IR de la literatura del hidroperoxido de ter-butilo v, de los alcoholes
glicerol y 7er-butanol (estos espectros se incluyen en el Apéndice C). El aumento de la
intensidad de la banda A, de hidroperéxidos, sugiere que la pelicula de grasa se polimeriza
con formacion de enlaces perdxido entre las cadenas de los acidos grasos insaturados, por
medio de mecanismo de reaccion en cadena de radicales libres.
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No esta completamente claro el proceso de polimerizacion de la grasa del mj porque
segun la literatura disponible (Lillard, 1983; Lundberg, 1962) los hidroperdxidos son los
productos iniciales e intermediarios de la reaccion de autooxidacion de la grasa y se
descomponen para dar peroxidos conforme el proceso avanza. Segun ésto, se esperaria €l
aumento de la banda A, correspondiente al estiramiento del enlace O—H en los hidroperoxidos
(C—0-0-H), al principio y luego su desaparicion; al mismo tiempo se esperaria la aparicion
y aumento de la banda correspondiente a los enlaces C-0-0-C, entre 890-820 cmi™' (Conley,
1972). Eso no es lo que ocurrié simo que, después de su aumento de intensidad, la banda A,
ya no parecio suffir cambio; tal vez por haber quedado hidroperoxidos atrapados en el interior
de la pelicula polimérica que ya no estarian expuestos al aire y, por lo tanto, ya no podrian
continuar reaccionando. Ademas, no se logro ubicar la banda del enlace C-O-0O-C, que
segun la literatura es muy débil (Conley, 1972).

Respecto de la banda E, correspondiente al estiraniiento C=C, se esperaba que
disminuyera en la misma proporcién que lo hizo ta banda B pero ¢ste no fue el caso; ain no
esta claro este aspecto. La absorcion de la banda J, correspondiente a la flexion C-H en
C—C-H no conjugado frans, parecid disminuir ligeramente a lo largo del tiempo lo que es
congruente con su asignacion, pues se cree que debido al proceso de oxidacion vy
polimerizacion disminuye el nimero de dobles enlaces. Sin embargo, si asi fuera deberia
haber desaparecido completamente como lo hizo la banda B; es posible que su desaparicion
se deba al traslape de esta banda con otras en esta region de huella digital.

Al analizar el comportamiento de las diferentes bandas a lo largo del tiempo en la
region de huella digital, se observo que hubo un aumento de absorcion y el espectro parecio
perder resolucion. Se cree que el aumento en fa absorcion en esta region se debe al aumento
en la concentracion de ciertos grupos fncionales como resuitado de la polimerizacion.

Para decidir a qué tiempo parar el seguimiento def espectro IR de la pelicula de grasa.
se esperaba que los espectros sucesivos ya no cambiaran cualitativamente, indicando esto que
va habia terminado el proceso de autooxidacion y polimerizacion de fa pelicula. En esto. se
ohservo un efecto del wrosor de la pelicuta aplicada sabre fa ventana de KCI Ja primera s e
que se realizo el analisis. aun despues de cuatre semanas de estar expucsia fa pelicula al are.
el espectro segua cambiando. La scgunda vez que se realizo el analisis, la capa fue mas
delgada, ya no se observo cambio en el espectro entre la primera y la sezunda semana, lo que
indica que la pelicula se polimerizd completamente en el transcurso de la primera semana de
estar expuesta al aire. Este segundo tiempo coincide bastante bien con el de seis dias
correspondiente al tiempo en el cual deja de disminuir del indice de yodo de la pelicula de
arasa del nij expuesta al aire (ver Cuadro 13 y Grafica 1). Esta comparacion de IR con indice
de yodo debe tomarse con cuidado, pues las peliculas preparadas para ambos analisis no eran
de grosor idéntico.

En la literatura (van de Voort et al.. 1992) se encontro un método numgerico para ia
cuantificacion de la disminucion de las bandas del especiro IR. relacionadas con los dobles
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enlaces, al exponer la pelicula al aire y para el calculo del indice de yodo a partir del espectro
IR del aceite o la grasa. Se sugiere intentar este método en estudios futuros, va que eliminaria
la necesidad de llevar a cabo la determinacion directa del indice de yodo, que involucra la
utilizacion de reactivos toxicos y requiere més tiempo que correr un espectro 1R.

3. Resonancia magnética nuclear de protones de fracciones de grasa del nij solubles en
acetona y en cloroformo

Se obtuvieron los espectros de resonancia magnética nuclear de protones ('H NMR)
de las fracciones de grasa del nij solubles en acetona y cloroformo deuterados. Este analisis
constituyo una primera aproximacion del '"H NMR de la grasa del nij; no se intentd trabajar
con fracciones mas especificas, como la del pigmento, porque no era uno de los objetivos de
la tesis.

Lo primero que se observa en estos espectros 'H NMR_ (ver Figuras 16 y 17) es su
falta de resolucion debida a que, como cualquier grasa o aceite, la grasa del nyj es una mezcla
compleja de acilgliceroles con diferentes combinaciones de acidos grasos, tanto saturados
como insaturados, siendo los triacilgliceroles los compuestos mayoritarios. Ademas, los
compuestos alifaticos de cadena larga, como es el caso de la grasa del nij, presentan espectros
"H NMR poco resueltos, ya que las sefiales correspondientes a la mayoria de los protones de
la cadena alifatica son muy similares; entonces, al traslaparse producen bandas anchas en vez
de bien definidas (Ault and Dudek, 1976). De estos espectros solamente se pueden clasificar

los tipos de protones presentes en las moléculas por las regiones del espectro donde salen las
bandas.

La grasa del nij, como cualquier grasa de origen natural, estid consituida por
triacilgliceroles como componentes mayoritarios, y monoacilgficeroles, diacilgliceroles, acidos
grasos libres y glicerol, provenientes de la degradacion de los triacigliceroles, como
componentes secundarios. Segiin esa composicion, se analizé los espectros obtenidos para
la grasa y se asigno las bandas correspondientes a cada uno de los tipos de protones presentes
en los ésteres de los acidos grasos que en orden creciente de desplazamiento quimice son:
protones de los metilos vecinos a metilenos, banda A; protones de metilenos, banda B;
protones de metilenos vecinos a dobles enlaces y vecinos a grupo carbonilo, banda C;
protones de metilenos vecinos a oxigeno del éster del glicerol, que no es del carbonilo, banda
D; protones de metilenos vecinos al grupo éster, -OC(C=0)R, banda E; protones de los
metinos, banda F.

Cualitativamente, los espectros de las fracciones de la grasa del nij de
Rabmal-Guatemala solubles en cloroformo y en acetona deuterados son muy simitares. A la
banda mas intensa del espectro en acetona, en alrededor de 3.50 ppm, y que no esta presente
en ef espectro en cloroformo, no se le asigné ninguna letra, pues se cree que corresponde a
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impurezas de acetona sin deuterar. Las concentraciones de las mezclas, la apariencia de las
fracciones solubles v las amplitudes necesarias para correr los espectros, sugieren que el
cloroformo fue un mejor solvente para la grasa que la acetona.

No se encontro en la literatura espectros 'H NMR de acilgliceroles, tanto saturados
como insaturados, sino solamente de algunos acidos grasos de cadena larga, y de algunos
metil v étil ésteres de acidos grasos de cadena larga (ver algunos de estos en Apéndice C).
La asignacion de las bandas en los espectros '"H NMR de la grasa del ni de
Rabinal-Guatemala, presentada en el Cuadro 16, corresponde bastante bien con la estructura
de un acilglicerol diinsaturado. De los espectros presentados, los que poseen mayor similitud
con el espectro de la grasa del nij de Rabinal—Guatemala. tanto en multiplicidad v
desplazamiento quimico de las bandas como en su intensidad relativa, son los del etil éster del
acido linoleico y del metil éster del acido estearico; ambos acidos grasos esterificados con
glicerol (como acilgliceroles) son mayortarios en la grasa del nij segin la composicion ya
citada.

Los mono y diacilgliceroles son resultado de la hidrolisis parcial de los
triacilgliceroles, asi que otro producto de esta reaccion son los acidos grasos libres. El proton
correspondiente a los acidos grasos libres aparece alrededor de 10-13 ppm. Se corrio el
espectro de la grasa del nij en esta region y no fue posible detectar ninguna banda. Se
desconoce la razon de que no haya sido posible observarla pues, segun la determinacion del
indice de acidez, la grasa del nij posee una elevada proporcion de acidos grasos libres.

Respecto del pigmento de la grasa, se esperaban bandas correspondientes a protones
aromaticos alrededor de 7-9 ppm (ver espectros 'H NMR de algunas naftoquinonas y
antraquinonas en Apéndice C); no fue posible determinar la presencia de este tipo de
pigmento. Labanda G, solo presente en el espectro de acetona, se asigno a los protones
aromaticos de este pigmento; esta asignacion fue Unicamente tentativa, pues la banda sélo se
observo en amplitud 6 X 1000 y podria ser simplemente ruido de 1a linea base, dada la gran
amplitud. La explicacion mas probable es que el pigmento esta en una concentracion mucho
mas baja que 1% en la grasa. Por lo anterior, se sugiere extraer y purificar el pigmento para
caracterizarlo, 1o cual va mas alla de los propositos de esta tesis.

El hecho que no haya sido posible la deteccion de la estructura antraquinona del
pigmento presente en la grasa del nij en sus espectros IR 'y '"H NMR, pero si en sus espectros
UV-VIS, pudo deberse, ademas de a la baja concentracion en Ja que probablemente se
encuentra ¢l pigmento en la grasa, a la intensidad caracteristica de las bandas de los diferentes
grupos funcionales en cada una de estas regtones del espectro. En UV-VIS las diferencias
en intensidad de absorcién entre diferentes grupos funcionales se deben mas a sus tipos de
enlaces que a su concentracion. Asi, los anillos aromaticos absorben muchisimo en esta
region, pues tienen absortividad molar () arriba de 20000 L/mol-cm, mientras que la
absorcion del enlace éster es muy débil, con e alrededor de 70 L/molecm. En IR, la intensidad
de algunas de las bandas de absorcion caracteristicas de los anillos aromaticos suele ser muy



pequeiia por lo que serian dificiles de detectar si la concentracion de estos grupos es baja. En
'H NMR, la intensidad de las bandas de absorcion de los diferentes tipos de protones si es
directamente proporcional a su concentracion.

C. Determinacion de composicion de la grasa del nij de Rabinal en triacileliceroles

Aligual que el analisis de 'H NMR, la determinacién de composicion de la grasa del njj
en triacilgliceroles constituy¢ una primera aproximacién; no se continud con la optimizacion
de la separacion, pues no era unos de los objetivos de la tesis.

El método de separacion de triacilgliceroles por cromatografia liquida de alta
resolucion de fase invertida con deteccion ultravioleta (RP-HPLC-UV 3, AOCS Official
Method Ce 5b-89 (ver Apéndice A), indica que es especialmente aplicable para la deteccion
dela presencia de pequefias cantidades de acido linoleico (18:2(A%")), caracteristico de los
aceites semi-secantes, en aceites vegetales que contienen el acido oleico (18:1(A®)) como
acido graso insaturado predominante (AOCS, 1989).

En un estudio realizado en Colorado State University se determiné, a partir de
cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama (GC—FID), de los metil ésteres
de los acidos grasos totales de la grasa del nij de Rabinal, el porcentaje de area de los acidos
grasos totales de la grasa del nij: 1.83%(16:0)Me, 1.194% (16:1(A®))Me, 34.30% (18:0)Me,
32.75% (18:1(A%))Me, 19.10% (18:2(A*?))Me y, trazas de (14:0)Me y 10.82% (22:0)Me
(Selle, 1993). En el Apéndice F se incluyen, los cromatogramas con detector de jonizacion
en llama (GC-FID) y con detector de masas (GC~-MS). Por esta composicion, y por la
determinacion de su indice de yodo, que hizo que se la clasificara como una grasa con
propiedades secantes, al incio se considero particularmente apropiado el método de AQCS
antes indicado, para el analisis de la grasa del nij.

Al usar una columna con una fase estacionaria apolar de octadecilsilano y una fase
movil polar con acetonitrilo (ACN) y tetrahidrofirano (THF) (ACN / THF 73 /27 Y% (viv)),
primero eluyen de la columna los compuestos mas polares y de peso molecular menor, Segin
ésto, salen primero los 4cidos grasos libres (FFA, por sus siglas en inglés), monoacilgliceroles
(MG) y diacilgliceroles (DG), que son resultado de la hidrolisis parcial o total de los
triacilgliceroles, y luego los triacilgliceroles, en orden de n(imero de carbonos equivalentes.

El tiempo de retencién de un triacilglicerol dado, se ha definido en términos de su
numero de carbonos equivalentes (ECN, por sus siglas en inglés) o nomero de particion; el
ECN esta dado por la expresion ECN = CN — 2n, donde CN = nimero real de atomos de
carbono en los residuos ahfaticos y n=numero de dobles enlaces (los atomos de carbono del
glicerol no se toman en cuenta en este calculo) (Christie, 1987).
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El método de RP-HPLC-UV, AOCS Official Method Ce 5b-89 (AOCS, 1989),
sugiere fijar el detector en 220 nm. La literatura menciona 215 nm como la longitud de onda
correspondiente a la banda de absorcion del grupo ester, pero no indica el solvente. En el
caso de los triacilgliceroles. la misma fuente también indica que, a esta longitud de onda, no
<e han encontrado diferencias mayores del 5% en las absortividades molares de los diferentes
tracilgliceroles comUnmente presentes en las grasas y aceites paturales, por lo que la
absorbancia da una buena idea de la abundancia relativa de los diferentes triacilgliceroles en
una muestra. al usar un detector UV. (Christie, 1987)

Tanto para Ja separacion de la grasa del nij, como del aceite de soya v del aceite de
oliva, por RP-HPLC-UYV, se fijo el detector UV en 250 nm. Como ya se mencionod en la
seccion B.1. de esta discusion, correspondiente a la espectrometria realizada en UV-VIS, se
escogid esta longitud de onda por observarse un maximo en ]a misma, en los espectros de las
soluciones en THF de las tres muestras analizadas, No se considerd apropiado fijar el
detector en 220 nm porque en esta longitud de onda la absorcion de dichas soluctones era
muy baja para las tres muestras. Se asumio que 250 nm correspondia a la banda de absorcion
del grupo (C=0)0; segun esto, fue posible detectar acidos grasos libres, mono—, di— y
triacilgliceroles.

Al comparar el cromatograma obtenido para el aceite de soya (ver Figura 19) con los
encontrados para este aceite en Plattner (1981) (ver Apéndice D), que incluyen uno donde
sélo pudieron separarse los triacilgliceroles por ECN (numero de carbonos equivalentes) y
otro donde si fue posible separarlos por TCN (ntimero tedrico de carbonos), fue evidente que
en ¢l presente analisis s6lo habia sido posible separar los triaciigliceroles por ECN (de ahi en
parte la anchura de las bandas), aunque no completamente pues se observo traslape entre las
bandas eluidas. Sabiendo ésto, y a partir de los cromatogramas para aceite de soya de la
literatura, se asignaron las regiones de ECN en el cromatograma experimental para aceite de
soya.

A partir de los cromatogramas obtenidos al inyectar Gnicamente el solvente de las
muestras, ] THF, se determind que el primer pico observado en los cromatogramas de las
soluciones de las muestras, correspondia al THF. Segln los cromatogramas del Apéndice D
y los Cuadros 17 y 18, el primer triacilglicerol que eluye en el aceite de soya es LLnLn
(18:2(A*12) — 18:3(A*>1%) — 18:3(A™'>1%)), ECN 38, por lo que todos los picos con tiempos
de retencidn (ty) menores a éste pueden considerarse como una mezcla de FFA, DG y MG.
Fn el cromatograma experimental para el aceite de soya, se identifico la primera region del
cromatograma, posterior al solvente, como una mezcla de los tnacilgliceroles con ECN 38
+ FFA + MG + DG. El ensanchamiento de bandas observado en este cromatograma a lo
largo del tiempo fue tipico de una elucién isocratica (Christie, 1987); el traslape de estas
mismas bandas hizo que el porcentaje de area asignado a los triacilgliceroles fuera solo
aproximado.



En el caso del cromatograma experimental para el aceite de oliva (Figura 20), también
se observo ensanchamiento de bandas y traslape de las mismas a lo largo del tiempo, 10 que
se atribuyo a los mismos factores que en el de aceite de soya. Se intenté asignar las regiones
de ECN en el cromatograma de aceite de oliva, a partir de los t, del de aceite de soya,
considerando que las condiciones de elucién fueron las mismas pero, al hacerlo asi y
compararlo con los ECN del cromatograma de aceite de oliva de la literatura, (ver Apéndice
D) parecia haber un corrimiento de un ECN. Por esta razon, se decidio asignar los ECN para
el cromatograma de aceite de oliva de la misma manera en que se habia hecho para el de
aceite de soya, es decir, a partir del cromatograma reportado en la literatura. El corrimiento
en los t, entre los dos cromatogramas experimentales, de aceites de soya v de oliva, corridos
bajo las mismas condiciones, puede atribuirse a que no se controlo la temperatura de la
columna sino que se hizo a temperatura ambiente;, el método utilizado para el analisis
recomienda mantener Ja columna a temperatura constante de 20.00 = 0.05 °C durante la
elucion.

En el cromatograma de la grasa del nij de Rabinal (Figura 18), se asignaron las
regiones de ECN a partir de los t, del cromatograma experimental del aceite de soya con lo
que la banda conun t, de 31.692 min le corresponderia un ECN = 56 esta banda parece ser
la mayoritaria en la region de triacilgliceroles segun su porcentaje de area. Segin la
composicion en acidos grasos totales de los triacilgliceroles posibles para la grasa del nyj (ver
Cuadro 18), los ECN mayoritarios deberian ser 54 v, en menor proporcion, 48. Tomando en
cuenta esto, la asignacion de las regiones de ECN quedaron como se muestra en la Figura 18.
Considerando otra vez los triacilgliceroles mas probables para la grasa del ny segin el Cuadro
18, se considerd que las bandas por debajo de ECN 44 podrian corresponder a
tracilgliceroles con ECN 42 (cuya concentracion probable seria baja) + FFA+ DG+ MGe
hidroperéxidos.

Continuando con el cromatograma de la grasa del nij de Rabinal (Figura 18), la
elevada absorbancia de la region de ECN, identificada como 42 + FFA + MG + DG, en
comparacion con los cromatogramas de aceite de oliva y aceite de soya, podria atribuirse
principalmente a dos razones:

— Mayor concentracion de FFA, MG y DG que en muestras de aceite de sovay aceite
de oliva, ya que las areas relativas son mayores. El parametro de indice de acidez da
una 1dea de la concentracion de FFA en una muestra. El valor de indice de acidez
obtentdo para las muestras de grasa del nij a las que se les determiné este parametro,
de Rabinal y de Chiapas, resultd ser mucho mayor que los reportados en la literatura
para los aceites de soya y de oliva (ver Cuadro 19). 1a presencia de FFA en una
grasa o aceite implica la presencia de DG y MG (a menos que se lleve a cabo un
proceso de extraccion para eliminarlos, lo que no fue el caso en los analisis de la grasa
del nij), ya que éstos tres tipos de compuestos son el resultado de la hidrolisis parcial
o total de los triacilgliceroles en una grasa o aceite.
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— Presencia de hidroperoxidos en la grasa del nij que saldrian en esta primera region del
cromatograma por ser mas polares; estos compuestos fueron identificados en los
espectros IR de la grasa del nij y se los relaciono con el proceso de autooxidacion y
polimerizacion de la grasa. No se identifico la presencia de hidroperdxidos en los
espectros TR de los aceites de soya y de oliva; se cree que de haberlos seria en una
concentracion muy baja. Un andlisis de la grasa nij (Selle, 1993), el cual no constdera
la presencia de hidroperoxidos, indica que los componentes mayoritarios de la grasa
del nij, comparados con FFA, MG y DG, son los triacilgliceroles por lo que la
elevada absorbancia de la primera region del cromatograma podria deberse no a la
concentracion de FFA, MG y DG en esta primera region, sino a la elevada
absortividad molar del grupo hidroperoxido en comparacién al grupo éster y el grupo
carboxilo a 250 nm. Para tener una idea de la gran diferencia en absortividad molar
entre estos grupos funcionales, las cetonas o, p—insaturadas (que existen en equilibrio
ceto—-enol) absorben longitudes de onda (4) de entre 215-250 nm con absortividades
molares (€) caracteristicas de 10,000-20,000, el acido estearico (18:0) absorbe en 210
nm con e de 49 y el metil éster del acido miristico (14:0) absorbe en 212 nm con € 71.
dependiendo de la polaridad del solvente, tanto € como 4 pueden variar ligeramente
(Robinson, 1991; Silverstein et al, 1981). La formacion de hidroperoxidos es
catalizada por la Juz UV y por peroxidos provenientes del medio. La presencia de
hidroperoxidos en la grasa del nij se podria explicar como asociada a, al menos, dos
procesos: el efecto que sobre la grasa tiene los peroxidos del THF sin estabilizador,
que se utilizd como solvente de las muestras y como parte de la fase movil; la
degradacion por autooxidacion de la muestra de grasa del nij de Rabinal analizada,
que no era recién preparada sino de 1993, y que desde ese momento se almaceno al
aire ambiental.

A o largo del analisis se presentaron varias dificultades:
~ Lra necesario premezclar la fase movil (ver procedimiento en Apéndice A) porque de
no hacerlo se observaba mucha inestabilidad en Ia linea base; también era necesario
desgasificarla frecuentemente para eliminar los picos debidos a aire ya que el oxigeno
absorbe en la region alrededor de los 250 nm, longitud de onda a la cual se fijo el
detector UV.

— Aunque el método utilizado no lo sugiere, se hicieron prucbas de elucion con
gradiente para tratar de mejorar la separacion de los componentes de la grasa del nij
al ir disminuyendo Ia polaridad de 1a fase mévil al aumentar la proporcion de THF en
ella. No fue posible este modo de trabajo ya que el THF absorbe bastante en la
longitud de onda de interés, 250 nm, y por lo tanto la linea base de cero de
absorbancia se pierde.

—  Ya que la elucion isocratica establecida en el método RP-HPLC-UV AOCS Offiaial
Method Ce 5b-89 producia mucho ensanchamiento en las bandas de los
cromatogramas, se intentd disminuir este efecto calentando la columna a 33°C. Esto



no parecio mejorar la separacion; sélo disminuyo ligeramente el tiempo de elucion.

— Enla elucion isocratica realizada, se observd un marcado aumento de la presion del
sistema durante cada corrida de la grasa del nij. Se cree que el aumento de presion
se debio a compuestos mas saturados y/o de cadena mas larga que pudieran haberse
quedado atrapados en la columna, por su baja solubilidad en 1a fase movil (ACN/THF
73/27). Para hacer disminuir la presion del sistema a aproximadamente su valor
inicial, antes de empezar una nueva corrida, era necesario llevar a cabo un gradiente
en el cual se disminuia la polaridad de la fase movil. Como desde el inicio la fase
movil (ACN/THF  73/27) estaba premezclada v colocada en el reservorio que
llamaremos “A”, para disminuir la polaridad de esta fase se colocaba THF puro en el
reservorio “B” y se hacia un gradiente, comenzando con 100% de A y 0% de B hasta
llegar a 90% de A y 10% de B que daria una composicion de ACN/THF 65.7/34.3
Después de hacer este gradiente era necesario desaguar el sistema durante
aproximadamente 1.5 horas con la fase movil ACN/THF  73/27 para lograr la
estabilizacion de la linea base y llevar a cabo otra corrida.

— Enalgunas corridas, de aceite de oliva, de soya y de grasa del nij, se observaron picos
"fantasmas”. Para asegurarse que no eran remanentes de corridas anteriores de estas
muestras, se inyectaba hexano (antes de hacer una nueva corrida de muestra) unas tres
veces sucesivas, para eluir cualquier sustancia que por ser muy apolar se hubiera
quedado atrapada en la columna, dada la mayor polaridad de la fase movil respecto
del solvente de la muestra.

En otras fuentes de la literatura, para el analisis cromatografico de aceites y grasas,
s¢ presentan condiciones de elucion diferentes a las utilizadas en este trabajo y se estudia el
efecto que tiene modificar algunas de estas condiciones de elucién (El-Hamdy and Perkins,
1981a y b; Herslof et al., 1979; Plattner, et al., 1977, Plattner, 1981). A continuacion se
sugieren algunas modificaciones que podrian hacerse para intentar mejorar la separacion de
los triacilgliceroles de la grasa del nij; la primera y la segunda eran factibles de realizar por las
caracteristicas del equipo con el que se trabajo pero no se exploraron por ir mas alla de los
objetivos de esta tesis.

— Remover Jos hidroperéxidos de la grasa antes de someterla 2a HPLC, eluyéndola con
hexano a través de una columna empacada con silica gel y eliminando el solvente por
evaporacion con flujo de nitrogeno. Los hidroperdxidos, por ser mas polares, no son
solubles en hexano e interaccionan en alto grado con la silica gel; por lo que no
eluirian de la columna. (van de Voort et al_, 1994).

—  Buscar un solvente o mezcla de solventes donde sean completamente solubles tanto
la grasa del nij como los patrones; esto con el fin de utilizarlo, ya sea para inyectar la
muestra o para eluirla. Se sugiere probar: CHCI, puro y CHCI, : acetona 1:1 segun
Plattner (1981); también CHCI, : CH,OH 2:1, segun lo hizo Selle (1993} para extraer




114

los triacilgliceroles de Ja grasa del nij con ¢l fin de analizar sus acidos grasos totales
por GC; y también CH,Cl, puro, segiin lo utilizo Selle (1993).

Buscar un método de HPLC que sea adecuado para separacion de grasas con ECN
mayor que 50 y conseguir patrones de TG con ECN de 50 a 56, que es la region de
interés para la grasa del mij.

En ¢l método escogido o modificado, se debe usar una columna con mejor eficiencia
pues segun Plattner (1981) y El-Hamdy and Perkins (1981a) esta es la variable mas
importante para mejorar la separacion de los pares criticos de triacilgliceroles, por ser
una serie homoéloga con caracteristicas de solubilidad muy parecidas. La eficiencia
de la columna es mejor si los diferentes triacilgliceroles residen mas tiempo en ésta.
lo que se logra al utilizar una columna con menor tamafio de particula, con mayor
porcentaje de recubrimiento de octadecilsilano y/o colocando dos columnas, una a
continuacién de la otra.

En el método escogido o modificado se debe utilizar detecccton que no se vea
afectada por la composicion de la fase movil. Esto se logra en UV-VIS con una
longitud de onda adecuada o con el detector de masas. De esta manera se podria
probar la opcién de elucidén con gradiente.



VIII. CONCLUSIONES

A partir de las hipotesis planteadas, de los resultados obtenidos y de lo discutido sobre
ellos, a continuacion se presentan las conclusiones a las que se lleg6. Donde es apropiado,
se indica si se aceptd o no la hipotesis correspondiente.

— Se encontro mucha similitud entre las observaciones reportadas por Bloede (Schott,
1869) y las reportadas aqui para la grasa del nij, en cuanto a los colores de los
sobrenadantes al disolver la grasa en los solventes o mezclas de los mismos y el
cambio de color de la mezcla de grasa durante el proceso de saponificacion.

— Las propiedades de gravedad especifica, intervalo de fusion, solubilidad, indice de
acidez, indice de saponificacion, indice de yodo, las caracteristicas espectrométricas
y la composicion en triaciigliceroles, aqui reportadas para la grasa del nij, no pueden
ser comparadas con valores esperados, pues no se encontrd ningim reporte al respecto
en la literatura que esta disponible para dicha grasa. En cuanto al intervalo de fusion,
el valor de 49°C reportado en la literatura (Schott, 1869} corresponderia al limite

superior del intervalo, segiin Jos valores determinados para éste, que van de 50.8 a
52.2°C.

— e estableci6 que a 25°C la solubilidad de la grasa del nij en acetona, éter de petroleo
y una mezcla de acetona:éter de petrdleo 1:1 (v/v), es de (9-10), (12) y (12) ¢
grasa/100 g solvente, respectivamente. Los resultados anteriores y el analisis
estadistico correspondiente indican que el mejor solvente es el éter de petroleo. La
sotubilidad a 25°C en etanol y en una mezcla de etanol-éter de petroleo 1:1 (v/iv) es
de (<7) y (<12) g grasa/100 g solvente, tespectivamente. Estos resultados no
pudieron darse como x % Iy, por no haberse logrado separar completamente el
material disuelto, del sobrenadante.

Al comparar los valores obtenidos para las diferentes propiedades de la grasa del njj
con los de otros aceites, grasas y ceras, se encontraron las similitudes indicadas
continuacion; se dan los valores promedio minimos y méximos obtenidos para dichas
propiedades.

— La gravedad especifica de la grasa del nij a 25°C, (0.95 7-0.963), es similar a la de la
manteca de semilla de cacao y a la de la cera de la China.

— El intervalo de fusion de la grasa del nij es de (33.7-35.3)-(50.8-52.2)°C. Segun
esto, se aceptd la primera hipétesis planteada en relacion a que el limite inferior del
intervalo de fusion de la grasa es alrededor de 37°C, ya que este valor esta dentro del
intervalo de fusion determinado para la grasa. Ademas, el limite inferior determinado
de alrededor de 34°C explica que la grasa adquiera una consistencia semifluida al
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frotarla entre los dedos v que sea facil su aplicacion sobre la superficie deseada.
Respecto de este parametro, las muestras de grasa del nij analizadas son similares al
del aceite de palmz africana, el lardo de cerdo y la manteca de semilla de cacao; las
muestras no fueron similares a ninguna cera con la que se comparon, pues gstas
Gltimas tienen intervalos de fusion muy superiores a los de aceites y grasas.

No se encontraron en la literatura valores de solubilidad para aceites, grasas y ceras
por lo que. con base en esta propiedad, no fue posible comparar ningun material con
la grasa del nij. En términos generales, como es de esperarse para los materiales
lipidicos, 1a grasa del nij fue soluble en solventes apolares, que es el caso del ¢ter de
petroleo.

El indice de acidez de la grasa del nij, (27-35) mg KOH/g muestra, es muy superior
al reportado para la mayoria de aceites, grasas y ceras. Respecto de este parametro,
<dlo se enconird similitud entre la muestra de grasa del nij de Rabinal, (27) mg
KOH/g muestra, y el aceite de semilla de hule; esta similitud probablemente se debe
a que a ninguno de los dos se les habia levado a cabo un proceso de purificacion, el
que involucra la neutralizacion del aceite o grasa.

La grasa del nij es similar a los aceites de linaza, semilla de hule, soya, oliva y palma
afficana, y a la manteca de semilla de cacao y al lardo de cerdo, en cuanto a su indice
de saponificacion (196) mg KOH/g muestra.

Los resultados de gravedad especifica, intervalo de fusion e indice de saponificacion
hicieron que se aceptara la segunda hipotesis planteada que se referia a la similitud de
las propiedades fisicas y quimicas de la grasa del nij con las de otras grasas naturales
como: el lardo de cerdo, la manteca de semilla de cacao y la mantequilla de leche de
vaca.

El indice de yodo de la muestra de grasa del nij de Rabinal (145) g yodo/100g
muestra, de su fraccion soluble en éter de petréleo (143) g yodo/100g muestra, y de
la muestra de grasa del nij de Chiapas (126) g yodo/100g muestra, son similares a los
reportados para el aceite de soya Por otro lado, el indice de yodo de la fraccion
insoluble en éter de petroleo de la muestra de grasa del nij de Rabinal (57) g
yodo/100g muestra, es similar al del aceite de palma africana y al del lardo de cerdo.

Segun su indice de yodo, la grasa del nij de Rabinal y su fraccion soluble en éter de
petroleo, deben ser clasificadas como grasas con propiedades secantes; esto confirma
lo dicho por Bloede al respecto y hace que se acepte la tercera hipotesis planteada,
que se referia a que podia clasificarse como una grasa con propiedades secantes por
el comportamiento observado de formacion de peliculas al aplicarla sobre diferentes
superficies. Esta propiedad secante explica que la grasa sea apropiada para darle un
acabado lustroso a la madera y a las jicaras producidas artesanalmente. También



sugiere que entre los posibles estudios de propiedades y comportamiento como
material, se deberian explorar aquellos relacionados con los usos de los aceites
secantes en: pinturas, bamices, esmaltes, lacas e impermeabilizacion de telas.

En el espectro de absorcion ultravioleta—visible de la grasa del nij en tetrahidro-furano
y de la fraccion soluble en hexano, la absorcion de la region de 300-350 nm reveld
la presencia de un pigmento tipo antraquinona. Se descarto la presencia de pigmentos
tipo carotenoide en la grasa del nij porque no se observo absorcion mas alla de 400
nm, que es donde absorben estos pigmentos. No fue posible confirmar la presencia
del pigmento tipo antraquinona en los espectros de absorcion infrarroja y de
resonancia magnética nuclear de protones, probablemente por la baja concentracion
de éste en relacion a los triacilgliceroles, que son los componentes mayoritarios en la
grasa. Segun lo anterior, no se pudo aceptar ni rechazar la cuarta hipétesis planteada.

El espectro de absorcion infrarroja de la grasa del nij coincidio, en términos de
posicion y forma de bandas, con los espectros de Tos aceites de soya, de oliva y de
semilla de hule. Todos estos son materiales lipidicos con acidos grasos
predominantemente insaturados.

Al igual que el espectro de absorcion infrarroja de la grasa del nij, el de resonancia
magnética de protones de las fracciones de la grasa solubles en acetona y cloroformo
deuterados, fue similar, en términos generales, a los espectros tipicos de materiales
lipidicos con 4cidos grasos predominantemente insaturados. Segun €sto, se aceptd
la quinta hipdtesis planteada en relacion a la similud de las caracteristicas
espectrométricas. Debido a la similitud, estos espectros no son atiles para distinguir
la grasa del nij de otros materiales lipidicos.

La determinacion, a lo largo del tiempo, del indice de yodo y del espectro de
absorcion infrarroja de las peliculas de grasa del nij expuestas al aire permitié seguir
el proceso de "secado" de la grasa. El indice de yodo, que esta relacionado con la
conceniracion de dobles enlaces entre carbonos en la muestra, disminuyd
considerablemente entre los 0 y los 6 dias de exposicion al aire ambiental. En este
tiempo, el valor de indice de yodo llego a ser 65.5 g yodo/100 g muestra, que es el
45% del valor inicial, y después ya no experimentd cambios importantes, lo que indica
que el proceso de "secado” y formacion de la pelicula "seca" correspondiente estaba
casi terminado. En el espectro de absorcion infrarroja de la pelicula de grasa expuesta
al aire seco durante siete dias, se observo un aumento considerable del porcentaje de
transmitancia de la banda en 3030 cm™, relacionada con los dobles enlaces entre
carbonos, y una disminucion del porcentaje de transmitancia de la banda en 3450
cm’', relacionada con los hidroperoxidos. La presencia de esta ultima banda,
originalmente ausente, sugiere que el proceso de formacion de la pelicula de la grasa
del nj mvolucra autooxidacion y polimerizacion por un mecanismo de radicales libres,
siendo los hidroperoxidos los productos iniciales e intermediarios de esta reaccion en
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cadena. Este espectro ya no sufiid un cambio considerable mas alla de los siete dias.
Lo anterior hizo que se aceptara la sexta hipotesis planteada relacionada con la
presencia de hidroperoxidos como parte del proceso de formacion de pelicula.

La separacion lograda para los triacilgliceroles de la grasa del nij por cromatografia
liquida de alta resolucion, y la deteccion ultravioleta realizada, permitieron distinguir
regiones de triacilgliceroles con un nimero de carbonos equivalentes dado pero no
triacilgliceroles individuales. La region de mimero de carbonos equivalentes
mayoritaria para ja grasa del rjj en tetrahidrofurano es la de 54 carbonos equivalentes,
que puede incluir a los siguientes triacilgliceroles: 18:0-18:0-18:0,
18:0-18:1(A%)-20:0 v/o 18:2(A%)-20:0-20:0. La regién de 48 carbonos
equivalentes también es importante, aungue esta en menor proporcion que la anterior,
y puede incluir a los siguientes triacilgliceroles: 18:1(A%)— 18:1(A%)-18:1(A”),
18:0-18:1(A®)-18:2(A™'?) y/o 18:2(A°")-18:2(A%'*)-20:0.  Estos resultados
hicieron que se aceptara la séptima hipotesis planteada, que se referia a la longitud de
cadena de los acidos grasos mayoritarios y su presencia en los triacilgliceroles de la
grasa del nij.

El método de cromatografia liquida de alta resolucion, con deteccion ultravioleta,
utilizado para la separacion de triacilgliceroles de la grasa del nij parece no ser
apropiado en cuanto a la composicion de la fase movil, acetonitrilo/tetrahidrofurano
73/27, porque en ésta no son solubles los triacilgliceroles completamente saturados
y/o de cadena mas larga, con nimero de carbonos equivalentes mayor de 56. La
grasa del nij fue completamente soluble en tetrahidrofurano; éste se uso para disolver
la grasa para inyectarla y fue parte de la fase movil. La mezcla de patrones de
triacilgliceroles no fue soluble en tetrahidrofurano; esta mezcla contenia cuatro
triacilgliceroles completamente saturados y uno insaturado, el nimero de carbonos
equivalentes de estos triacilgliceroles estd entre 48 y 66,



IX. SUGERENCIAS PARA ESTUDIOS FUTUROS

A partir de las hipotesis planteadas en este trabajo de investigacion, los resultados
obtenidos y las conclusiones a las que se lleg0, se plantean sugerencias para estudios futuros
y preguntas adictonales que surgieron, ademas para profundizar en los aspectos que ya no
eran parte de los objetivos de esta tesis. Como referencia guia para algunas de las sugerencias
se mencionan fuentes bibliograficas.

—  Determinar el procedimiento a seguir para purificar y almacenar adecuada vy
eficientemente la grasa del nij. La purificacion de la grasa seria indispensable si
interesara estudiar sus propiedades fisicoquimicas y su comportamiento como material
recién preparado, en vez de degradado. En este trabajo de investigacion se
caracterizaron muestras de grasa como recibidas de los artesanos, sélo se fundieron
y filtraron para eliminar, en lo posible, la “cascara” ya formada por estar expuesta al
aire ambiental.

— Realizar la caracterizacion fisicoquimica de una muestra de grasa de nij, obtenida a
partir de insectos recién colectados y almacenada al vacio hasta el momento de su
uso, para determinar el efecto que tiene la forma de almacenamiento y edad de la
grasa en sus propiedades y degradacion. Para respaldar mejor los estudios de
polimerizacion se recomienda trabajar en conjunto con especialistas de la industria de
grasas.

— Mejorar la preparacion de la muestra y la subsiguiente separacion de los
triacilgliceroles de la grasa del mij, por cromatografia liquida de alta resolucién. Estas
son algunas de las modificaciones que se sugieren intentar: remover los
hidroperoxidos, para evitar su interferencia en la determinacion de los triacilgliceroles;
buscar un método de cromatografia liquida de alta resolucion que sea adecuado para
la separacion individual de triacilgliceroles con mimero de carbonos equivalentes de
44 a56, que es la regién de mayor interés para la grasa del nij; conseguir patrones de
triacilgliceroles con nitmero de carbonos equivalentes en la region de interés. FEste
metodo solventara los problemas que se tuvieron en este trabajo en cuanto a eficiencia
de separacion, solubilidad y longitud de onda de deteccién. Se sugiere consultar
como guia lo planteado por El-Hamdy y Perkins (1981a v 1981 b), Herslof et al.
(1979), Plattner et al. (1977), Plattner (1981) y van de Voort et al. (1994).

— Cuantificar, por medio de cromatografia liquida de alta resolucion, los hidroperoxidos
de la grasa del nij, tanto fresca como en diferentes estados de degradacion, para
relacionar su presencia con las propiedades de la grasa como material. Se sugiere
consultar como guia lo planteado por van de Voort v et al. (1994).




— Aislar y caracterizar el pigmento de la grasa del nij por medio de espectrometria y

cromatografia liquida de alta resolucién, tomando como referencia inicial la
informacién de los derivados de antraquinonas encontrada en la hiteratura (ver
Apéndice C).

Extraer y caracterizar las sustancias volatiles que le dan el olor caracteristico a la
grasa del nij. Considerar €] posible interés de desodorizar la grasa, para poderla
utilizar en aplicaciones que lo requieran.

Determinar indirectamente el valor de indice de yodo de la grasa del nij a partir de la
cuantificacion, por medio de espectroscopia infrarroja, del cambio en la intensidad de
las bandas relacionadas con los dobles enlaces entre carbonos, segun lo planteado por
van de Voort et al. (1992).

Tomando como base la caracterizacion fisicoquimica de la grasa del nij realizada en
este trabajo, estudiar las propiedades y el comportamiento de la grasa como maternal,
para lo cual se sugiere trabajar en conjunto con el sector industrial. De esta
experiencia, se podrian establecer parametros fisicoquimicos de calidad o
especificaciones para cada una de las aplicaciones industriales de interés.

Caracterizar muestras frescas de grasa del nij, elaboradas bajo un mismo proceso pero
a partir de insectos colectados en diferentes hospederos, para determinar si este factor
tiene algun efecto en las caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de la grasa y, por
ende, en sus propiedades como material. De ser asi, se podria seleccionar la mejor
fuente, dependiendo de la aplicacion de interés.
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APENDICE A

Procedimientos y materiales utilizados para la caracterizacion de la grasa del njj

Los procedimientos indicados & continuacion, se tomaron de alguna de las siguientes
fuentes de métodos oficiales: Official Methods of Analysis of the Association of Official
Analytical Chemists (AQAC, 1995), Official Methods and Recomended Practices of the
American Oil Chemists Society (AOCS, 1989), Annual Book of the American Society for
Testing and Materials Standards (ASTM, 1992) y Stadard Methods for the Analysis of Oils,
Fats and Derivatives of the International Union of Pure and Applied Chemistry (TUPAC,
1979). No fue posible encontrar un método oficial para la determinacion de solubilidad de
acettes y grasas, por lo que se realizo el analisis segun el procedimiento "Solubility test on
waxes" mdicado por Wharth (1956).

A confinuacion se indica la procedencia y afio de las muestras de grasa del nij que
fueron analizadas. Muestra de grasa del nij de Rabinal, Guatemala; elaborada por artesanos
de Rabinal, en octubre de 1993 (MacVean, 1992). Se le identifica como grasa del nij de
Rabinal. Muestra de grasa del nij de Rabinal, Guatemala; elaborada en los laboratorios de la
Umniversidad del Valle Guatemala, en octubre de 1993 (Selle et al., 1993). Se le identifica
como grasa del mj de Rabinal-Guatemala. Muestra de grasa del nij de Chiapa de Corzo,
Chiapas, México;, comprada a artesanos de esta localidad, en septiembre de 1992 (se cree que
fue elaborada un afo antes) (MacVean, 1992). Se la identifica como grasa del nij de Chiapas.

Por disponibilidad de cantidad de muestra en cada caso, no se utilizaron las tres
muestras en todas las determinaciones; en cada procedimiento se indica qué muestras se
analizaron. Todas las determinaciones se llevaron acabo en triplicado para cada muestra
analizada, con excepcion de la determinacion del indice de yodo de la grasa del nij a lo largo
del tiempo al exponerla al aire en forma de pelicula. A partir de estos triplicados se
calcularon, manualmente, medias e intervalos de confianza; ademas, se realizaron analisis de
vananza, con el paquete estadistico SPSS para Windows (Norusis, 1993), para comparar las
medias de estas determinaciones y establecer si existe o no, diferencia estadisticamente
significativa entre ellas (ver analisis de varianza en Apéndice E). En el caso de la
determinacion del indice de yodo de la grasa del nij a lo largo del tiempo al exponerla al aire
en forma de pelicula, lo que se calculo fue la incertidumbre de cada una de las mediciones
a partir de formulas de propagacion del error (ver formulas en Apéndice E).
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Al Preparacion de las muestras para analisis

Para la preparacion de las muestras de grasa del nij se siguio el metodo "2.001.
Preparation of the Sample” (IUPAC, 1979) que es aplicable a aceites y grasas animales y
vegetales. La principal modificacion consistio en la utilizacion de vacio, durante la fundicion
de las muestras, para extraerles el aire y la humedad y para minimizar la autooxidacion y
polimerizacion de las mismas al reaccionar con oxigeno. A continuacion se detalla el
procedimiento seguido.

Se partieron los blogues originales de grasa del nij en pedazos de tamafio apropiado
para poder meter toda la muestra a fundir en un beaker. Se hizo de esta manera para intentar
obtener una muestra homogénea ya que la diferencia de color y textura entre la capa externa
v el interior de cada bloque indica que la composicion quimica puede variar por el diferente
grado de exposicion al aire.

A fin de lograr la homogenizacion de las muestras de grasa, €stas fueron calentadas
lentamente hasta 60°C para fundirlas en beakers de 250 ml, en un horno al vacio. La presion
de trabajo fue de 20 plg (508 mm) Hg de vacio (presion por debajo de la presion atmosférica,
de = 640 mm Hg en la Universidad del Valle, lugar donde se llevaron a cabo las pruebas)
utilizando para ello una bomba de vacio. Fue necesario circular cierto flujo de aire seco a
través del horno, para mantener una presion aproximadamente constante, no mayor del valor
indicado; no se podia regular directamente la fiuerza de succién de la bomba. El
calentamiento se llevo hasta 60°C que estaba aproximadamente 10°C arriba del limite superior
del intervalo de fusion de las muestras de grasa del njj.

Para secar el aire que fluia a través del horno, se utilizo un tubo con desecante,
Drierite con indicador, en la entrada de aire. Para prevenir que la humedad que se estaba
extrayendo de las muestras contaminara el aceite de la borba de vacio, se coloco un tubo con
el mismo desecante entre la salida del horne y la bomba de vacio.

Las muestras fundidas se dejaron 15 minutos en el horno a las condiciones antes
indicadas; después, atin calientes se filtraron a través de una gasa de algodon (del tipo usado
para primeros auxilios). La gasa fue puesta en tres capas, cada una con las tramas en diferente
direccion para lograr mejor retencion de los solidos. La filtracién se hizo hacia un beaker de
250 ml calentado previamente en el horno junto con la muestra para evitar, durante la
filtracion, un enfriamiento brusco y atrapamiento de aire por parte de ésta. En la gasa
quedaron fragmentos de cuticula y patas del insecto y, la capa externa o "cascara” de los
bloques de grasa, la cual no se fundié. El mesh, nimero de mallas/plg’, de la gasa sin doblar,

era de aproximadamente 20, lo que permite el paso de particulas con un diametro menor a 1.3
mim.

Las muestras ya filtradas, se agitaron con una varilla de vidrio para homogenizarlas
v. se dejaron en el horno a las condiciones antes indicadas hasta que ya no se observd



evolucion de aire de las mismas; para ésto se requirieron aproximadamente 1.5 horas. Otra
vez, para prevenir la degradacion de las muestras por el oxigeno, después de sacarlas del
horno se las coloco inmediatamente en una desecadora con desecante, silica gel con indicador,
que fue mantenida al vacio. De esta manera las muestras ya homogenizadas quedaron
almacenadas hasta el momento de su uso para las diferentes determinaciones de interés,

A2 Determinacién de la gravedad especifica

Para la determinacion de la grasa del nij se siguio el método "ASTM 1963-8 Standard
Test for Specific Gravity of Drying Oils, Vamishes, Resins, and Related Materials al 25/25°C"
(ASTM, 1992). Solo se determind esta propiedad a las muestras de grasa del nij de Rabinal
y de Chiapas, por la cantidad de grasa disponible de cada una de las localidades. El método
da la opcion de usar un picnometro tipo Leach o uno tipo Hubbard. Se escogio usar el
picnometro tipo Hubbard (ver Figura 4 en seccion de Metodologia) porque éste, a diferencia
del tipo Leach, puede usarse para muestras que son solidas o semisolidas a la temperatura a
la cual se hace la determinacion, que es el caso para la grasa del nij. Se uso una balanza
analitica con una precision de +0.01 mg en vez de Ja sugerida de 0 1 mg, por disponibilidad.
Se siguto el procedimiento indicado a continuacion para primero calibrar los seis picndmetros
y luego hacer las determinaciones en ellos.

Calibracion de picnometro

1. Lavar el picnometro de 30 ml y su tapadera cuidadosamente con "Extran" (jabén
Merck); desaguarlo con agua del chorro vy tuego con agua desionizada.

2. Secar completamente el picnémetro y su tapadera, con papel "Kimwipe".

3. Pesar el picnometro en balanza analitica. (—> A gramos)

4, Llenar el picnometro con agua desionizada recién hervida, a 25°C; colocarle
suavemente ¢l tapon (que no queden burbujas de aire atrapadas).

5. Dejar el picnometro en bafio térmico a 25.0°C, aproximadamente 1 hora, debe estar

sumergido de tal manera que el agua del bafio térmico llegue hasta aproximadamente
una pulgada por debajo del tapon.

6. Tapar firmemente el picnometro y secar el tapon teniendo cuidado de no sacar el
agua, por capilarnidad, del agujero del tapon.

7. Sacar el picnometro del bafo térmico y sumergirlo parcialmente en agua a
aproximadamente 20°C hasta que baje el nivel del agua en el agujero del tapon.

8. Secar completamente el picnometro por fuera y pesarlo tapado en balanza analitica.

(==>B gramos)
Repetir este procedimiento dos veces mds y reportar la calibracion del picnometro como
X = ICos50,

Con esta calibracion se pudo determmnar la capacidad exacta del picnometro a 25.0°C, en
térmunos de masa de agua.

[95]
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Determinacion de la gravedad especifica de la muestra

1.

b

|8

10.

11

Agregar unos 50 g de muestra preparada segiun lo indicado en la seccién de
preparacion de las muestras para andlisis, en un beaker de 100 ml, aproximadamente
15 g por réplica.

Fundir la muestra a 60°C en horno con vacio (se usé aprox. 20 plg (508 mm) Hg de
vacio) bajo las mismas condiciones indicadas en la seccion de preparacion de las
muestras para analisis.

Calentar el picnometro calibrado con su tapadera en bafio térmico a 40°C, justo antes
de echarle la muestra fundida.

Introducir parte de la muestra fundida en el picnoémetro caliente, hasta
aproximadamente la mitad de su capacidad; hacer ésto usando una varilla de vidrio
para asegurarse de echar la muestra por el centro y que no caiga nada en las paredes
del picnometro sobre el nivel de la muestra; tapar el picnometro.

Dejar que el picnémetro con la muestra llegue a temperatura ambiente en la
desecadora al vacio.

Pesar el picnometro tapado en la balanza analitica (==> C gramos)

Agregar agua desionizada recién hervida, a 25°C, sobre la muestra hasta llenar el
picnometro.  Colocarle suavemente el tapon (que no queden burbujas de aire
atrapadas).

Dejar el picnometro en bafio térmico a 25.0°C, aproximadamente 30 min; debe estar
sumergido de tal manera que el agua del bafio térmico llegue hasta aproximadamente
una pulgada por debajo del tapon.

Tapar el picnémetro firmemente y secar el tapon teniendo cuidado de no sacar el
agua, por capilaridad, del agujero del tapon.

Sacar el picnometro del bafio térmico y sumergirlo parcialmente en agua a
aproximadamente 20°C hasta que baje el nivel del agua en el agujero del tapén.
Secar completamente el picnometro por fuera y pesarlo tapado en balanza analitica.
=>D gramos)

Repetir este procedimiento dos veces mas y reportar la gravedad especifica como

X & gz,
Calculos
Gravedad especifica 25°/25°C = C_-A g de muestra en un mismo

(B—A)-(D-C) g deagua  volumen

Explicacion de los caleulos
gravedad especifica = densidad de Ja muestra

densidad del agua

gravedad especifica = masa de la muestra / vol. de la muestra

masa del agua / vol. del agua



gravedad especifica = masa de la muestra  cuando los volumenes
masa del agua son iguales

siendo,A = masa del picnometro tapado vacio, con su tapadera, g
B = masa del picnometro tapado, Henado con agua, g
C = masa del picnémetro tapado llenado hasta aproximadamente la
mitad con muestra, g
D = masa del picnémetro tapado, Henado con muestra y agua, g
C — A = masa de la muestra, g
B — A = masa de agua que cabe llenando el picndémetro, g
D — C = masa de agua que se agrego sobre la muestra, para llenar el picnometro, g
(B~ A)—(D-C)= masa del agua correspondiente al volumen de la muestra agregado
al picnometro, g

il

gravedad especifica C-A

(B-A)-(D-C)

gravedad especifica = masa de la muestra agregada

masa del agua correspondiente al volumen de la muestra
agregada

A3 Determinacion del intervalo de fusion

Se utilizaron las muestras preparadas segun lo indicado en la seccion de preparacion
de las muestras para analisis para determinacion del intervalo de fusion indicado por el
método "Cc 1-25 Melting Point, capiliary tube method" (AOCS, 1989) dado para grasas
animales y vegetales. Se determiné esta propiedad a las tres muestras de grasa del nij. A
continuacion se detalla el procedimiento seguido.

Se fundié alrededor de 0.1 g de cada una de las tres muestras preparadas segiin lo
indicado en preparacion de las muestras para analsis, en beakers de 25 ml. Cuando las
muestras ya estaban fundidas, se sumergio un extremo de 3 tubos capilares en cada una
permitiendo que la grasa subiera dentro del tubo, por capilaridad, unos 10 mm.

Los tubos capilares se colocaron invertidos en un beaker en el horno, bajo las mismas
condiciones indicadas en preparacion de las muestras para analisis. Se permitio que la grasa
bajara, quedando a unos 10 mm del extremo superior del tubo. Se dejaron enfriar los tubos
capilares a temperatura ambiente y se sellaron por el extremo mas cercano a la grasa, con
ayuda de un mechero de etanol (se uso en vez del de gas, por disponibilidad). El método
sugiere sellar el tubo con la grasa justo en el extremo del tubo pero, al tratar de hacerlo, ésta
se quema inmediatamente; por eso, se separd del borde del tubo para poder sellarlo sin afectar
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la grasa. LOs tubos capilares con muestra, ya sellados en un extremo, se dejaron en la
refrigeradora a aproximadamente 4°C toda la noche, para permitir que la grasa se solidificara
compietamente.

Para determinar el intervalo de fusion, se usd un tubo de Thiele con glicerina (ver
Figura 5 en seccion de metodologia), un mechero de etanol, un termometro con divisiones
de 1°C, un tapon de hule y bandas de hule para sujetar el tubo capilar al termometro. Se
procurd que la temperatura subiera aproximadamente 0.5°C por minuto para lograr
determinar un intervalo de fusién mas preciso. El tubo de Thiele se calent6 solamente en el
extremo dei codo de su brazo como se muestra en la Figura 5 de la seccion de metodologia.
Se tomo como limite inferior del intervalo la temperatura en la cual se observaba la primera
fraccion liquida de muestra y, como limite superior, la temperatura en la cual ya no se
obsevaba mayor fusion de la muestra, es decir, que la porcion de materia sOlida parecia
aparentemente constante. Se trabajaron tres réplicas individuales para cada muestra y se
reporto el intervalo de fusion de cada una, como x + legs,, de cada uno de los dos limites de
mtervalo,

Los resultados se expresan como: {a— b)*C

siendo, a = limite inferior del intervalo de fusion
b = limite superior del intervalo de fusion

A.4  Determinacion de la solubjlidad

La solubilidad se define, en este caso, como los gramos de grasa que se logran
disolver en 100 g de solvente a 25.0°C. Por disponibilidad, sélo se le determind esta
propiedad a las muestras de Rabinal y de Chiapas. No fue posible encontrar un método oficial
para la determinacion de solubilidad de aceites y grasas, por lo que se realizo el analisis segun
el procedimiento "Solubility test on waxes" indicado por Wharth (1956) al que se le hicieron
alounas modificaciones; el procedimiento detallado se indica a continuacion.

Esta determinacion se hizo en etanol, acetona y éter de petroleo individualmente y en
mezclas binarias de estos solventes, es decir, etanol.acetona y acetona:€ter de petroleo. Para
las determinaciones en solventes individuales se uso una balanza analitica con precision + 0.01
mg, por disponibilidad. Para las determinaciones en mezclas binarias, se usd balanza
semianalitica, con precision +0.01 g, en vez de la analitica porque se vio en la determinacion
con solventes individuales que 1a variacion entre las réplicas era mucho mayor que la precision
de la balanza analitica.



Procedmmienio

1.

10.

1.

i2.

14.

15.

16.

17.

Pesar, en balanza analitica, = 2.00000 g de grasa preparada (segun se indica en este
Apéndice) en un erlenmeyer de 125 ml tarado, con tapon de hule.

Agregar, con una pipeta volumétrica, 25.00 ml del solvente grado reactivo.

Con ayuda de una espatula, reducir el tamafio de los fragmentos de grasa para
asegurarse que toda entre en contacto con el solvente.

Tapar firmemente el erlenmeyer.

Pesar cuidadosamente el erlenmeyer en balanza analitica, ya que después debe
reemplazarse el solvente perdido por evaporacion. (==>W gramos)

Colocar el erlenmeyer en bafio térmico 2 horas a = 28.0°C de tal manera que el agua
llegue al mismo nivel que el solvente.

Al cabo de media hora, secar y agitar el erlenmeyer, durante 5 min. usando un
agitador eléctrico horizontal a = 150 rpm; regresar al bafio térmico. Repetir tres
veces este proceso de calentamiento y agitacion.

Colocar olocar el erlenmeyer en un bafio térmico = 15 min. a (25.0 + 0.3)°C.

Pesar el erlenmeyer seco y tapado, en balanza analitica. Destapar el erlenmeyer
dejando también el tapoén sobre la balanza y, con ayuda de una pipeta Pasteur,
agregarle sufienciente solvente, hasta alcanzar la masa original.

(==>W gramos)

Tapar firmemente el erlenmeyer y agitarlo una vez mas, bajo las mismas condiciones
indicadas en el inciso 7.

Dejar el erlenmeyer una hora en el bafio térmico a (25.0 + 0.3)°C para que se asiente
la parte no disuelta de la grasa.

Decantar el sobrepadante a un tubo para centrifuga conico, de 50 ml | de vidrio y con
tapon de hule; centnifugar 5 min. a = 1500 rpm.

Con una pipeta volumétrica, transferir una alicuota de 20.00 ml del sobrenadante del
tubo a un pesasustancias de tamafio adecuado, previamente tarado con su tapadera,
en balanza analitica. Tapar el pesasustancias firmemente.

(=>A gramos)

Pesar, en balanza analitica, los pesasustancias tapados conteniendo la solucion de
grasa. (=B gramos)

Destapar los pesasustancias y dejar evaporar el solvente hasta sequedad en la campana
de extraccion de gases, con ayuda de un suave flujo de nitrogeno (pureza 98.5%)
saliendo de una prpeta Pasteur colocada en la boca del pesasustancias.

Cuando ya no parezca haber solvente en el pesasustancias, colocarlo con su tapadera
por un lado, en un horno con vacioa = 60°C y 25 plg (635 mm) Hg de vacio sin flujo
de aire; llevarlo a masa constante (=una hora).

Anotar la masa final del pesasustancias tapado con el residuo de grasa obtenido, en
balanza analitica. (==>C grameos)

Repetir este procedimiento dos veces mas y reportar la solubilidad como x + Icy.,.




Célculos

siendo, A = masa del pesasustancias tapado, vacio, g
B = masa del pesasustancias con la solucion de grasa, g
C = masa del pesasustancias con la grasa disuelta , después de evaporar el solvente
a sequedad, g
C — A = masa de la grasa disuelta, después de evaporar el solvente a sequedad, g
B — A = masa de la solucion grasa, g
D — C = masa de agua que se agrego sobre la muestra, para lienar el picnometro, g
(B— A)—(C— A)= masa del solvente, g

Solubilidad = (C—A)
225 0°C (B—A)—{C—A)

Entonces, segun la definicion de solubilidad dada previamente:

Solubilidad = masa de la grasa disuelta , g x 100
a25.0C masa del solvente, g

Notas

1. Los erlenmeyers y los pesasustancias deben manipularse durante todo el proceso con
guantes de latex para evitar que la grasa de las manos modifique el peso e introduzea
un error en los resultados.

2. Para proteger la bomba de vacio de los solventes extraidos del horno, colocar una
trampa fria. Como trampa fria se uso un quitasato sumergido en agua con sal a <0°C
y y luego un tubo con desecante, Drierite con indicador. El desecante se cambiaba
cuando el indicador del mismo cambiaba de color por la absorcion de humedad.

A5  Determinacion del indice de acidez

Para la determinacion del indice de acidez de la grasa del nj se siguio el método oficial
de TUPAC "Method 2.201 determination of the Acid Value and the Acidity, Section 5. Acid
Value-Potentiometric Method" (IUPAC, 1979) dado para aceites y grasas vegetales y
animates. Por disponibilidad de cantidad de muestra, sélo se le determin esta propiedad a
las de Rabinal y de Chiapas. La principal modificacion fue usar 2-pentanona por
disponibilidad, en vez de la metilisobutilcetona indicada por el método. Se debe emplear este
método de titulacion potenciométrica para la determinacion del indice de acidez en grasas y
aceites muy coloreados como es el caso de la grasa del nij, en vez del método de titulacion
volumétrica con un indicador.



Procedimiento

1. Pesar, en balanza analitica, ~ 4.00000 g de grasa preparada (ver preparacion de las
muestras para analisis en este Apéndice) en un beaker de 100 mi.
(==>m gramos)

2. Agregar, con una probeta, 50 ml de 2—pentanona, grado reactivo.

3. Con ayuda de una espatula, reducir el tamafio de los fragmentos de grasa para
asegurarse que toda entre en contacto con el solvente.

4 Sumergir en la mezcla el electrodo de combinacién para pH del sistema

potenciométrico y empezar a agitar con agitacion magnética. Titular con una solucién
valorada de KOH = 0.50N en 2—propanol, hasta el punto final. Decidir las porciones
de titulante a agregar a partir de la pendiente de fa curva de titulaciéon que sera
calculada después de cada adicion: porciones de 1 mi lejos del punto de equivalencia
y de 0.2 mi en+ 1 mi del punto final. Después de cada adicion de titulante, agitar
durante 30 segundos, parar y esperar hasta que la lectura de pH sea constante para
registrarla.

Repetir el procedimiento dos veces mas y reportar el indice de acidez como X % lcy.s,.

Calculos
Los resultados se expresan como:

Indice de acidez = mg KOH
2 muestra

Los valores de indice de acidez se pueden calcular usando la expresién indicada a
continuacion.

Indice de acidez =  (56. x(NX(V) = mg KOH
m 1 g muestra

siendo, V = mi usados de la soln. patron de KOH para alcanzar el punto final
m = masa, en g, de la porcion de masa usada
N = normalidad de la soln. patrén de KOH
56.11 = peso formula del KOH

En la seccion de metodologia se incluye la reaccion involucrada en esta determinacion y la
estequiometria de la cual se deriva la expresion recién indicada.

Notas

1. Es aconsejable mantener sumergido el electrodo de combinacién para pH en agua o,
mejor aun, en 2—pentanona {se usdé 2-propanol) durante 12 horas antes de Ia
titulacion, para permitir que el solvente entre en la interfase de la membrana de vidrio
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poroso y que asi mejore la respuesta del electrodo. También se recomienda secar el
electrodo muy suavemente con un trozo de papel "Kimwipe" anies de usarlo;
inmediatamente después de la titulacion, desaguarlo con 2—pentanona, luego con
2--propanol, y finalmente con agua desionizada.

Entre titulaciones, para eliminar cualquier resto de grasa adherida al electrodo, y asi
mejorar su respuesta, éste debe ser sumergido en diferentes medios, como se¢ indica
a continuacion.

min. Medio

5 2-pentanona
30 2—propanol
30 Extran alcalino = 20%(v/v)

5 agua desionizada |
5 agua desionizada 2 (revisar y, si es necesario, ajustar calibracion con
buffers acuosos de pH 7.00 y 10.00).
k 2-propanol
30 2-pentanona
El punto de equivalencia se puede calcular graficamente pues es el punto en el cual
la primera derivada de la variacion del pH como una funcién de la cantidad de
solucién de KOH en 2—propanol agregada alcanza un maximo, o el punto en el cual
la segunda derivada es cero. (Ver ejemplo en apeéndice B).
La solucién titulante de = 0.5N de KOH en 2—propanol se prepara disolviendo 35.00
g de escamas de KO en 2—propanol, ambos grado reactivo, y aforando a 1000 m)
con este mismo solvente.
La solucion = 0.5N de KOH, usada como titulante en la determinacién del indice de
acidez, se valora contra acido benzoico patron, de la manera indicada a continuacion.
Pesar cuidadosamente en un beaker de 150 ml, usando balanza analitica,
aproximadamente 0.75000 g (==>m, gramos) de el dcido benzoico grado reactivo
(no secarlo); disolver en 50 ml de 2-pentanona. Sumergir el electrodo en la solucion,
empezar a agitar con agitacion magnética y titular con la solucion de KOH hasta el
punto final (=>a, ml de soln. titulante).  Decidir las porciones de titulante a
agregar a partir de la pendiente de la curva de titulacion que sera calculada después
de cada adicion: porciones de | ml lejos del punto de equivalencia y de 0.2 ml en +
1 ml del punto final. Después de cada adicion de titulante, agitar durante 10
segundos, parar y esperar hasta que la lectura de pH sea estable para registrarla.
Repetir el procedimiento dos veces mas y reportar Ja normalidad como x = I¢gse,.

A continuacién se muestra la reaccion involucrada en la titulacion de valoracion de

la solucion de KOH con acido benzoico (Hd) vy la estequiometria, basa en esta reaccion,
necesaria para calcular la normalidad de la solucion de KOH.
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il _ Il _
@C—O—H + K'onw — C—0"K" + H,0

m, ¢ de Hd reactivo x bgdeHd x 1 molde Hb x 1 molde KQH
a, mldesoln. KOH 100 g de Hp reactivo  122.1gde Hd 1 mol de Hp

x 1leq. de KOH x 1000 mi de soln. KOH = _equivalentes de KOH
1 mol de KOH i L. soln. KOH I L de solucion de KOH

donde, b = porcentaje de pureza del acido benzoico, grado reactivo, usado
m,= masa de acido benzoico, grado reactivo, g
a, = ml usados de la soln. de KOH para alcanzar el punto final
H¢ = acido benzoico

Esta estequiometria puede reducirse, para calcular la normalidad de la solucion de KOH
en 2-propanol, a 1a expresion indicada a continuacion.

Normalidad= (1000)}x(m_)x(b) = eq. KOH
(122.1)x(a,) 1 L de soin. KOH

A6 Determinacidn del indice de saponificacion

Para la determinacion del indice de saponificacion de la grasa del nij se siguio el
método oficial de TIUPAC "Method 2.202 determination of the Saponification Value, Section
5. Potentiometric Method" (IUPAC, 1979) dado para acejtes y grasas vegetales y animales.
Por disponibilidad de cantidad de muestra, solo se le determind esta propiedad a las de
Rabinal y de Chiapas. Al procedimiento se le hicieron algunas modificaciones, quedando
como se indica. Se debe emplear este método de titulacion potenciométrica para la
determinacion del indice de saponificacion en grasas y aceites muy coloreados como es el
caso de la grasa del myj, en vez del método de titulacidon volumétrica con un indicador.

Procedimiento

1. Pesar, en balanza analitica, = 2.00000 g de grasa preparada (ver preparacion de las
muestras para analisis en este Apéndice) en un balon de destilacion de 100 mi(=>m
gramos).

2. Agregar, con pipeta volumétrica, 25.00 ml de la solucion = 0.50N de KOH en
2—propanol  Colocar un condensador vertical con circulacion de agua, agregar unas
cuantas perlas de ebullicion y hervir suavemente, durante 60 minutos.

3. Transferir cuantitativamente la solucion saponificada, mientras aun esta tibia, a un
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beaker alto de 100 mi con Ja ayuda de tres porciones de 10.0 mi de 1,2-etilenglicol,
para evitar la solidificacion de la solucién saponificada al enfiiarse. Hacer un
enjuague final del balon con 5.0 ml de 2—propanol. Todos estos lavados se hacen
agregando el solvente por Ja boca del condensador.

4. Sumergir en la mezcla el electrodo de combinacion para pH del sistema
potenciométrico y agitar aproximadamente 5 minutos con agitacion magnética. Dejar
de agitar y cuando la lectura de pH del potenciometro llegue a ser constante, iniciar
la titulacion con la solucion patron 0.50N de HCI en 2—propanol hasta unos 2 ml mas
alla del punto de equivalencia de la curva de neutralizacién.  Decidir las porciones
de titulante a agregar a partir de la pendiente de la curva de titulacion que sera
calculada después de cada adicion: porciones de 1.0 ml lejos del punto de equivalencia
vde 0.2 ml en = 1.0 mi del punto final. Después de cada adicion de titulante, agitar
durante 30 segundos, parar y esperar hasta que la lectura de pH sea constante para
registrarla.

Repetir el procedimiento dos veces mas y reportar €l indice de saponificacién como X = lcys,.
El reflujo y la titulacién se llevan a cabo dentro de la campana de extraccion de gases.
Llevar a cabo la titulacion de un blanco (sin muestra) siguiendo el mismo procedimiento.
Como se indico en Ja introduccion de este Apéndice, se debe hacer un triplicado, tanto de la
titulacion de la muestra como del blanco.

Caleulos
Los resultados se expresan como:

Indice de saponificacion =  mg KOH
g muestra

Los valores de indice de saponificacion se pueden calcular usando la expresion indicada a
continuacion.

Indice de saponificacion = (56. Ix(Nx(V, — V) = _mg KOH
m I g muestra

siendo, V,= ml usados de la solucion patron de HCI 2-propanol para titular el blanco

V,= mlusados de la solucion patrén de HCI 2-propanol para titular la muestra de
grasa

N = normalidad de la solucion patron de HCI en 2—propanol

m= masa de la porcién de muestra usada, g

56.11=peso formula del KO

En la seccion de metodologia se incluye la reaccion involucrada en esta determinacton y la
estequiometria de la cual se deriva la expresion recién indicada.



Es aconsejable mantener sumergido el electrodo de combinacién para pH en una
mezcla de 1,2—-etilenglicol/2—propanol 6/1 (v/v), ambos grado reactivo, durante 12
horas antes de la titulacion. También se recomienda secar el electrodo muy
suavemente con un trozo de papel "Kimwipe" antes de usarlo; inmediatamente
después de la titulacion, desaguarlo con la mezcla de 1,2-etilenglicol/2—propanol,
luego con 2—propanol, y finalmente con agua desiomzada.

Si el electrodo no funciona satisfactoriamente, es posible regenerarlo sumergiéndolo
durante 24 horas en una solucion 0.1 N de HCl en 2-propanol. Después de este
tratamiento el electrodo debe ser lavado con agua desionizada, luego con 2—propanol
y finalmente con la mezcla de 1,2—etilenglicol/2—propanol.

El punto de equivalencia se puede calcular graficamente pues es el punto en el cual
la primera derivada de la variacién del pH como una funcién de ta cantidad de
sofucidén de KOH en 2—propanol agregada alcanza un maximo, o el punto en el cual
la segunda derivada es cero. (Ver ¢jemplo en apéndice B).

La soluciéon = 0.5N de KOH en 2—propanol se prepara disolviendo 35.00 g de
escamas de KOH en 1000 ml de 2—-propanol grado reactivo. La solucién patron 0.5N
de HCl se prepara mezclando 42.0 ml de Hel con 2-propanol, ambos grado reactivo,
y aforando 1000 ml con este mismo solvente.

15.00 ml de solucién 0.5N de HCJ, usada como titulante en la determinacién del
indice de saponificacion, se valord contra la soln. patréon de KOH usada en la
determinacidn del indice de acidez, usando como indicador soln. de fenolftaleina al
0.1%(p/v) en etanol al 80%(v/v) (Skoog and West, 1982). El procedimiento de
valoracion se hizo en triplicado y se reportd la normalidad como x + Icy,,. El método
oficial de IUPAC "Method 2.202 determination of the Saponification Value, Section
5. Potentiometric Method" (IUPAC, 1979) indicaba valorar la solucion de HCI con
Na,CO, patrén pero, se prefirio usar la solucién patrén de KOH porque ya habia sido
valorada pues las determinaciones de indice de acidez e indice de saponificidn se
hicieron en ese orden y, porque este procedimiento de valoracidén era mucho mas
sencillo y rapido que el indicado para Na,CO, patron.

A continuacidn se muestra la reaccion involucrada en la titulacion de valoracion de

la solucion de HCI con la solucidn patrén de KOH vy la estequiometria, basa en esta reaceion,
necesarlia para calcular la normalidad de la solucion de HCI.

H'CI + KOH™ — —>»  K'CI" + H,0
15.00 ml de soln. KOH x _ Neq. de KOH  x 1 eq. HClx 1000 ml soln. HCI
V ml de soln. HCI 1000 ml de soln. KOH 1eq. KOH 1 L soln. HCI
= __eq. HCI

I L soln. HCI
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siendo, V = ml usados de la soln. de KOH para alcanzar el punto final
N = normalidad de la soln. de KOH

Esta estequiometria puede reducirse, para calcular la normalidad de la solucion de HCl en
2-propanol, a la expresion indicada a continuacion.

Normalidad= (1000)x(15.00)x(N) = eq. HCI
vV 1 L de soln. HCI

A7  Determinacion del indice de yodo

Para la determinacion del indice de yodo, indicador del grado de insaturacion, de la
grasa del nij se siguieron los métodos oficiales de la AOAC "lodine Absortion Number of Oils
and Fats, Hanus Method, Final Action, 28.021-28.022" y "Standard Solutions of Sodium
Thiosulfate, Final Action, 50.037-50.038" (AOAC, 1984). Por disponibilidad de cantidad de
muestra, solo se le determind esta propiedad a las de Rabinal y de Chiapas. Ademas, se
determino el indice de yodo a las fracciones de grasa del nij de Rabinal, soluble e insoluble
en éter de petrdleo; estas fracciones se obtuvieron de la determinacion de solubilidad en éter
de petrdleo. Se les hicieron algunas modificaciones a los procedimientos; quedando como
se mdican.

Siempre que se indique agitar, se hard con agitacion magnética.

l. Pesar, aproximadamente 25.00 g de Na,S,0,°H,0 0 15.80 g de Na,S,0; anhidro (el
que se uso tenia 99% de pureza).

2. Disolver en 1000 ml de agua desionizada; ésto da una solucion aproximadamente

01N

Hervir suavemente esta solucion durante cinco minutos y transferirla, mientras esta

caliente, a un frasco de vidrio color ambar con tapon esmerilado perfectamente

limpio.

ted

Si el frasco de vidrio no es resistente al calor, calentarlo antes a aprox. 70°C en un horno, si
no es color ambar, cubrirlo completamente con papel aluminio. Guardar la sofucidén en un
lugar oscuro y fresco; no regresar solucion sobrante al frasco. Si se desea una solucidén con
una concentracion menor a O.1N, prepararla por dilucion con agua recién hervida.
(Soluciones mas diluidas que 0. 1N son menos estables por lo que deben prepararse justo antes
de usarse).



Valoracign de ]a solucion de tigsulfato de sodio

I

(5]

6.

Pesar, por diferencia hacia un erlenmeyer de 250 ml con tapon esmerilado,
0.20000-0.23600 g de dicromato de potasio, K,Cr,0, (el que se uso tenia 99.9% de
pureza), debe secarse previamente calentiandolo 2hrs. a 100°C e inmediatamente
colocarse en una desecadora, hasta el momento de su utilizacion.

Disolver el K,Cr,0,, con agitacion, en 80 mi de agua desionizada libre de cloro
conteniendo 2.00 g de K1 (esta solucion se prepard previamente disolviendo el KI en
agua desionizada recién hervida; se guardo en un recipiente forrado completamente
con papel aluminio).

Agregar a esta solucion, con agitacion, 20.0 ml de una solucién de HCI
aproximadamente IN. Colocar inmediatamente el erlenmeyer dentro de un beaker de
tamafio apropiado tapado con un fado de una caja Petri; tanto el beaker como la caja
deben estar forrados con papel aluminio.

Dejar el erlenmeyer dentro del beaker tapado durante 10 minutos, agitando
ocasionalmente.

Sacar el erlenmeyer del beaker y titular con la solucion de Na,S,0, preparada en la
seccion anterior, agregando aproximadamente 1 mi de solucién acuosa de almidon al
i%(p/v) en €l momento en que se ha consumido la mayor parte del yodo.
Continuar titulando hasta que la solucion pase de azul indigo a celeste claro.

Repetir el procedimiento dos veces mas y reportar la normalidad como x * Jcys,.

A continuacion se presentan Jas reacciones involucradas en esta valoracion y la estequiometria
necesaria para calcular la normalidad de la solucion de Na,S,0, a partir de estas reacciones.
La primera reaccion involucra la formacion del 1,, que ocurre cuando el K,Cr,0; se disuelve
en la solucion de KI. La segunda reaccion es la titulacion del 1, con la solucién de Na,S,0,
que se desea valorar.

Cr,0, + 6"+ 14H" ——» 2Cr™ + 31, + 7H,0
28,02+, ————>» 8,0, + 2I

m, g de K,Cr,0, reactivo x a g de K,Cr,0, X Lmol K,Cr,0,
V ml de soln. Na,S,0, 100 g de K,Cr,0, reactivo  294.19 g de K,Cr,0,
X_3molesdel, x2molesde Na§,0, x _1eq. NaS0,

1 mol de K,Cr,0, 1 mol de I, 1 mol de Na,S,0,
x 1000 ml de soin. Na,S,0, = equivalentes de Na,S,0,

1 L soln. Na,5,0, I L de solucién de Na,S,0,

donde, a = porcentaje de pureza del K,Cr,0, usado

m,= masa de K,Cr,0, grado reactivo, g
V = ml usados de la soln. Na,S,0, para alcanzar el punto final




146

294.19 = peso formula del K,Cr,0,

Esta estequiometria puede reducirse, para calcular la normalidad de la solucion de Na,8,0;,
a la expresion indicada a continuacion.

Normalidad = (m_)x(a)x(6000) = _equivalentes de Na,5,0, _
(V)x(294.19) 1 L de solucion de Na,S,0;

Adeinas de 1o indicado en los métodos oficiales AOAC 50.037 y 50.038 (AOAC, 1984), se
consultd todo lo relacionado con reacciones, estabilidad y forma de preparacion de las
soluciones de tiosulfato de sodio (Skoog and West, 1982).

Preparacion de la solucion de Hanus

Todos los pasos del procedimiento de preparacion de la solucion de Hanus (Br,, I, y acido
acético gracial) asi como de la determinacion del indice de yodo, deben llevarse a cabo en la
campana de extraccion de gases de donde no debe salir dicha la solucion. Se deben utilizar
guantes apropiados (de neopreno, por ejemplo) para manipular estas sustancias.

1. Agregar |, grado reactivo a un frasco con tapon esmerilado de 500 ml tarado; tapar
el frasco, sacarlo de la campana y pesarlo. Repetir éste proceso hasta haber agregado
6.60 gdel,.

2, Agregar al frasco, con una probeta graduada, 500.0 ml de acido acético glacial.

Colocar inmediatamente el frasco dentro de un beaker de tamafio apropiado tapado
con un lado de una caja Petri. Tanto el beaker como la caja deben estar forrados con
papel aluminio.

Colocar el beaker tapado con la caja Petri y contemendo el frasco destapado, en un

bafio de maria a aproximadamente 70°C y agitar hasta disolucion completa

(aproximadamente 1 hora); taparlo y, sin sacarlo del beaker, dejario enfriar a

temperatura ambiente sin suspender la agitacion.

4 Sacar el frasco del beaker y agregarle, con una pipeta graduada, 1.5 m! de Br, grado
reactivo. Tapar inmediatamente el frasco, colocarlo de nuevo dentro del beaker y
agitar hasta disolicion completa (aproximadamente 2-3 minutos). Sacar la barra
magnética de la solucion.

V8

La preparacién del reactivo de Hanus involucra la formacion del monobromuro de yodo al
mezclar el yodo y el bromo, esta reaccion se presenta a continuacion. La formacion del
monobromuro de yodo es evidente por el cambio de color que se observa en la solucion al
agregar el bromo, de café oscuro a marrén oscuro. Este monobromuro es el que
posteriormente reaccionara con los dobles enlaces de la muestra al agregarselo.

I, +Brye=——=21Br



Determinacion del indice de yodo segin el método 28 024 (AOAC, 1984)

1.

En un erlenmeyer de 250 ml con tapon esmerilado, pesar una muestra de grasa de
tamafio apropiado, con una precisién de + 0.01 mg, segiin el indice de yodo esperado
como se indica a continuacion. Sino se conoce el indice de yodo esperado, deben
hacerse determinaciones preliminares para estimarlo.

Indice de vodo esperado g muestra
£ vodo/100 g muestra 4 usar

10 3.17-2.54

20 1.59-1.27

10 0.79-0.63

80 0.40--0.32

120 0.26-0.21

160 0.20-0.16

200 0.16-0.13

Con estas cantidades de muestra se asegura que el exceso de halégeno, expresado en términos
de 1, sea igual o mayor a la cantidad agregada inicialmente; esta cantidad inicial se determina
con el blanco, como se vera mas adelante.

2.

(5]

Agregar al erlenmeyer 10.0 ml de CHCI, grado reactivo y disolver la grasa con ayuda
de una pequefia espatula.

Con una pipeta volumétrica, agregar 25.00 ml de la solucién de Hanus, tapar el
erlenmeyer y colocarlo inmediatamente en dentro de un beaker de tamafo apropiado
tapado con un lado de una caja Petri; tanto el beaker como Ia caja deben estar
forrados con papel aluminio.

Dejar el erlenmeyer dentro del beaker durante exactamente 30 minutos, agitando
ocasionalmente.

Sacar el erlenmeyer del beaker; agregar cuidadosamente, con agitacion, primero 10.0
ml de una solucidén acuosa de KI al 15% (p/v} y luego 100.0 ml de agua recién
hervida y enfriada tapada. Con la dltima porcién de agua, enjuagar cualquier residuo
de yodo en el tapon hacia el erlenmeyer. Con la adicion del KI se formara ,. (La
soln. de Kl al 15% (p/v) preparé previamente disolviendo el KI en agua desionizada
recién hervida, se guardo en un recipiente forrado completamente con papel
aluminio).

Titular el yodo liberado con la soluciéon patron de Na,S,0,, agregandola
gradualmente, con agitacion constante, hasta que la solucion llegue a un color
amarillo muy palido. En ese momento, agregar unas pocas gotas de soln. acuosa
almidon al 1%(p/v) con lo que la solucion se tornara azul indigo. Continuar titulando
hasta que la solucion pase de azul indigo a incoloro. Cerca del punto final de la
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titulacion, tapar el erlenmeyer y agitarlo violentamente, para que el yodo aun disuelto
en el CHCI, pueda ser atrapado por la solucién ocuosa de K1.
7. Correr un blanco (sin muestra de grasa) sigutendo el mmsmo procedimiento.
Repetir el procedimiento dos veces mas y reportar e indice de yodo de la muestra como x +
1Cgso,.

Calculos
Los resultados se expresan como:

Indice de yodo = gl
100 g muestra

I.os valores de indice de saponificacion se pueden calcular usando la expresion indicada a
CoOntinuacion.

Indice de yodo = (3 — S}Ix(N)x(253.81) = ol
(m)x(20) 100 g muestra
siendo, B=ml usados de ]a soin. patron Na,S,0; para alcanzar el punto final en el blanco
S = mlusados de la soln. patron Na,S,0, para alcanzar el punto final en la muestra
N = normalidad de la solucion patron de Na,S,0;
m= masa de la porcion de muestra usada, g

253.81 = peso formula def I,

En la seccion de metodologia se incluye la reaccion involucrada en esta determinacion y la
estequiometria de la cual se deriva Ja expresion recién indicada.

A.8  Determinacion del espectro de absorcion ultravioleta--visible

1. Para la determinacion del espectro de absorcion de absorcion ultravioleta y visible

—VIS) de 200 a 450 nm se procedio a la correccion de la finea base por tratarse

de un espectrofotometro de doble haz. Esta correccion se hace, segun el manual del

equipo usado (Perkin—Elmer, 1982), colocando en los portaceidas las 2 celdas de

cuarzo llenas con el solvente en que se ha disuelto la muestra y seleccionando
"background correction”.

2 Para correr los espectros de las muestras, se deja fija la celda con solvente en el

portacelda de referencia y en la otra se sustituye el solvente con la solucion de

muestra a la que se desea correr el espectro. Al usar diferente solvente para disolver

la muestra, se realiza una nueva correccion de la linea base con éste. (Perkin-Elmer,
1982)



3. Condiciones de trabajo

Meétodo Scan / Manual

Modo de la ordenada Absorbancia

Ancho de rendija 2 nm

Velocidad de barndo 60 nm / min

Respuesta 0.5s

Lampara Autolamp (en este modo el aparato selecciona
automaticamente la lampara, UV o VIS, segun
longitud de onda que se esté barriendo el espectro, el
cambio de lampara se hacea  nm)

Ciclos / tiempo 1/0.05 min

Umbral de pico 0.02 Abs

Modo del graficador Overlay / Dash |4

Ordenada min / max 0.000/2.000 6 0.000/3.000

Abscisa min / max 200.0/450.0 nm

Formato de la abscisa 20 nm /¢m 6 50 nm/cm

Se se corrio el espectro de absorcion ultravioleta—visible (UV-VIS) de trioleina, una
mezcla patrones de triacilgliceroles (Sigma), aceite de oliva y aceite de soya como patrones
y, de grasas del nij de Rabinal-Guatemala y de Rabinal, en el intervalo de 200—450 nm,
usando tetrahidrofurano y hexano como solventes. Las muestras de grasa del nij se fundieron
Justo antes de agregarles el solvente, segin lo recomendado en el método de HPLC usado
para la separacion de los triacilgliceroles (AOCS, 1989). Ver procedimiento detallado y
condiciones de trabajo de estos métodos en este Apéndice.

Se hicieron diluciones de las soluciones iniciales preparadas para cada una de las
muestras, hasta que el maximo de absorbancia fuera igual o menor que 2 unidades de
absorbancia;, entonces, se trazaron los espectros a estas concentraciones. La mezcla de
patrones de triacilgliceroles fue la excepcion, pues no se hizo dilucién; se corrio el espectro
de la solucion inicial y el maximo fue de aproximadamente 3.5 unidades de absorbancia.

Muestra Solvente Concenliracion de la soln. leida. g/ml
Troleina tetrahidrofurano 2679X 107
Aceite de Oliva tetrahidrofurano 2090 X 1072
hexano 1.022 X 10
Aceite de Sova tetrabidrofurano 9474 X 107°
hexano 2.095X 107
Grasa del nij de Rabinal tetrabidrofurano 2047 X107
hexano ! 2010 X 107
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Grasa del nij de Rabinal-Guatemala tetrahidrofurano 2001 X 10~

Mezcla de patrones de triacilgliceroles | hexano 1.500 X 10

' Se corri¢ el espectro de la fraceién soluble: en el céleulo de la concentracion de las diluciones se asumid
disolucion completa. sin embargo. no se logré disolucién completa de la mezela primania.

A9

Determinacion del espectro de absorcion infrarroja

Los espectros de absorcidn infrarroja (IR) de las muestras de grasa del nij se corrieron

con un espectrofotometro infrarrojo con transformada de Fourier en modo de transmision.
Por ser un espectrofotometro de un solo haz, se corre un espectro del fondo, es decir, sin
nada en el haz de radiacion infrarroja, antes de correr el espectro de cada muestra (Nicolet,
1995). El paquete Omnic resta el espectro del fondo del de la muestra después de haber
corrido ambos espectros v presenta el espectro de la muestra ya corregido (Nicolet, 1996).

rJ

ted

=~

Se colocaron. sobre vidrios de reloj separados, porciones de grasa del nij de Rabinal
y de Rabinal-Guatemala del tamafio de un grano de frijol.

Se fundieron las porciones de grasa a aproximadamente 50°C en horno al vacio con
flujo de aire seco.

Se aplico una gota de cada una de las muestras fundidas, con ayuda de un gendarme,
sobre diferentes ventanas circulares de Kcl.

La muestra se esparcio frotando ventana contra ventana de KCl a manera de obtener
una pelicula lo mas delgada y regular posible.

Se dejaron enfriar las peliculas de grasa aproximadamente media hora; se dejo la
muestra expuesta al aire, sobre la cara de la ventana original usada sin colocar otra
ventana encima de ellas (formando un sandwich).

Se motaron las ventanas con pelicula de grasa en los portaventanas.

Se correron los espectros IR de las peliculas en el intervalo 4004000 cm ™.
Inmediatamente después, las ventanas de KCl con las peliculas de grasa, se colocaron
en la desecadora a presion atmosférica, montadas ain en los portaventanas; a €stos
se les hizo una marca para asegurar que los espectros sucesivos siempre se sacaran
con la ventana en la misma posicion. Esto se hizo porque interesaba volver a obtener
los espectros IR de las peliculas después de transcurrido cierto tiempo.

Se corrio el espectro de cada una de las peliculas sobre las ventanas de KCl una vez
a la semana, hasta que €l espectro ya no cambi6 apreciablemente por la exposicion de
la pelicula al aire (2 semanas). Las ventanas con las peliculas se mantuvieron dentro
de la desecadora y solo se sacaron el tiempo necesario para correr los espectros.

Ademas, como referencia, se corrieron espectros IR de aceite de soya y aceite de

finaza, colocando una gota de cada uno de éstos sobre diferentes ventanas de KCI, haciendo
sandwich con otra ventana.



Condiciones de trabajo

Intervalo barrido 400-4000 cm™

Modo de transmmsion no dispersivo
Numero de barridos para la muestra 8

Numero de barridos para el fondo 3

Resolucion 2cm’

(Ganancia para el barrido de ia muestra 20

Apodizacion Happ-Genzel

Rellenado de datos ninguno

Espaciamiento de los datos 0.964 cm™

Se encontré mucha dificultad en la limpieza de las ventanas de KCI después de un mes
de tener adherida fa pelicula de grasa. Después de probar varios procedimientos. lo que mejor
funciond fue:

1. Dejar las ventanas sumergidas durante 3—4 dias en éter de petroleo de P.eb. 35-60°C.
2. Dejar las ventanas sumergidas durante 3-4 dias en acetona anhidra grado reactivo.

Para ésto, se sumergieron las ventanas en pesasustancias con los solventes; a los

pesasustancias se les puso "Parafilm" sobre la union de la tapadera para reducir la evaporacion
del solvente, lo cual era un problema principalmente en el caso del éter de petréleo.

A10 Determinacion del espectro de resonancia magnética nuclear de protones

i Las porciones de muestra de grasa del nij de Rabinal-Guatemala se colocaron en
recipientes cilindricos de vidrio con tapon de rosca, de aproximadamente 5 ml.

2. Se prepararon soluciones de la muestra en acetona y cloroformo deuterados
favoreciendo la disolucion con ayuda de una espatula para pesadas analiticas: no toda
la porcion de grasa se disolvio en los solventes. Ya que lo que se tenia eran mezclas
y no soluciones, se dejo asentar el sedimento y se transfirid, con una pipeta Pasteur,
= 0.4 ml de la fraccion soluble hacia un tubo de NMR de fondo redondo.

3. Fue necesario aumentar la concentracion de las mezclas preparadas inicialmente para
aumentar la sefial de la region de protones aromaticos (se cree que estan presentes en
el pigmento de la grasa, segun se explica en discusiéon). Las concentraciones
nommales definitivas de las mezclas que se utilizaron para trazar los espectros fueron:
0.6 g en 1 ml de acetona deuterada y 0.6 g en 0.8 ml de cloroformo deuterado. En
el caso de la mezcla con acetona deuterada, la fraccion soluble colocada en el tubo
NMR aun estaba turbia (posible presencia de particulas suspendidas). Durante el
proceso de disolucton de las porciones de grasa se observo una disolucion mas rapida
y con menos sedimento relativo, en el cloroformo que en la acetona.

4. Para determmar el espectro de la muestra, el campo del espectrometro de resonancia
magnética nuclear de protones (‘"H NMR) utilizado se ajusta colocando en el
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portamuestras una solucién de referencia de tetrametilsilano (TMS) en cloroformo
deuterado vy ajustando la sefial del TMS a 0.00 ppm (Varian, 1979).

Condiciones de trabajo

Amplitud del espectro variable (1.5-6.0 X 1000)
Filtro 0.05s

Poder de radiofrecuencia (rf) 0.048 mG

Tiempo de barrido 5 minutos

Ancho del barndo 10 ppm

Fin del barmdo 0.00 ppm

Temperatura de la muestra ambiente

A.11  Determinacién de la composicion en triacilgliceroles

Para la determinacion de la composicion en triacilgliceroles de la grasa del nij se siguid

el método oficial de la AOCS "AQCS Official Method Ce 5b-89, Triglycerides in Vegetable
Oil by HPLC" (AOCS, 1989) escogiéndose el procedimiento en el que se usaba detector UV
en vez del que usaba detector de indice de refraccion diferencial. En esta determinacion solo
se trabajo con la grasa del nij de Rabinal como muestra problema. Ademas, se corrieron
cromatogramas de muestras comerciales de aceites de soya y de oliva, como referencia.

Procedimiento

1.

lsJ

Preparacién de soluciones para cromatografia

Pesar cuidadosamente, en balanza analitica, 40.00-60.00 mg (2-3 gotas) de muestra
recién fundida, en horno al vacio a 60°C, en un pequefio recipiente de vidrio con
tapon de rosca; si es necesario, calentar ligeramente €l vial para fundir la muestra.
Agregar, con una pipeta Pasteur, tetrahidofurano grado HPLC, para hacer una
solucion que sea aproximadamente 5% (p/v) de muestra en tetrahidrofurano. La
solucion de muestra debe pasarse a través de un filtro de jeringa de 0.5 pm hacia un
vial de vidrio, para proteger la columna HPLC de contaminacion por particulas. Las
soluciones se guardaron en recipientes de vidrio con tapédn de rosca, forrados con
papel aluminio.

Inyeccion

Desaguar el "loop" de inyeccion de 10 pl con unos 20 pi de la solucion filtrada de la
muestra y luego llenarlo con esta misma solucion.

Fase movil

Preparar una solucion de acetonitrilo/tetrahidrofurano 73/27 (v/v), agregando
volGmenes apropiados de solventes grado HPLC a un beaker y degasificar filtrando
con succion.



Condiciones de trabajo
Conc. de las muestras

Columna analitica

Temperatura de fa columna
Fase movil

Flujo de la fase movil

Loop de inyeccion
Detector

Sistema para la adquisicion.
procesamiento y registro de
datos

Entre 2-5%(p/v) (ver cromatogramas en seccion de
resultados) en THF

Varian, MCH5-n-cap, 300 mm X 4 mm, tamaiio de particula
Sum
ambiental
ACN / THF
degasificada.
1.0 ml / min
10 ul

UV en 250 nm

73 /27 %(v/v) premezclada, filtrada v

Chemstation Hewlett-Packard

A.12 Listado general de materiales

1. Equipo de laboratorio

Agitador horizontal:

Banos térmicos:

Balanza analitica:

Balanza semianalitica:
Bomba de vacio:
Campana extractora

de gases:

Centrifuga:

Electrodo para pH:

Big Bill, Thermolyne, capacidad para 12 erlenmeyers, 25-450
rpm

Blue M, modelo MW, con agitacion, intervalo de temperatura
0-100°C

Mettler HS1AR, capacidad 160 g, precision + 0.01 mg

Fisher Scientific. modelo XD-8KD, capacidad 800g, precision
+ 0.01 g, lectura digital

Sargent Welch duo-—seal, modelo 1399, provoca un vacio
méximo de 25 plg (635 mm) Hg (en el interior del horno con
vacio utilizado)

Kewaunne Scientific Equipment Corp.

International Equipment Company (IEC), modelo HNS; con
timer de 2-60 min, tacometro de 0-9000 rpm (incrementos de
500 rpm) y con cabezal para 4 tubos de 50 ml

de combinacion, Orion, cat. No. 910500
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Espectrofotometro IR:

Espectrofotometro UV-VIS:

Espectrometro 'H NMR:

Estufa con agitador
magnético:

Hormo con vacio:

Potenciometro:

Sistema HPLC:

FTIR, Nicolet Impact 420, intervalo de namero de onda
375-7400 cm™, con software Omnic, en computadora HP
Vectra 100 e impresora HP DeskJet 400

Perkin—Elmer, modelo A5, intervalo de longitud de onda
150-900 nm

Varian, EM-360L, 60 MHz

Corning modelo PC-320

Precision, modelo Y. temperatura maxima 200°C. vacio
maximo 30 plg (760 mm) Hg (segun especificaciones del
equipo)

Ornion Research, modelo 407A

Varian, modelo Vista 5560 LC; con columna Varian,
MCHS5-n-cap, 300 mm x 4 mm, tamafio de particula Sum, =
14% de recubrimienio de carbono como octadecilsilano en
forma de monocapa, estéa recomendada para triacilgliceroles
y aminoacidos; con detector ultravioleta—visible de longitud de
onda variable; con sistema HP ChemStation para adquisicion,
procesamiento y registro de datos, en computadora HP Vectra
100, con impresora HP DesklJet 400

2. Cnstgleria y otros materiales

Balones volumétricos de: (250.00 £ 0.12)ml, Kimax A, TC 20°C, (500.00 £ 0.25)ml,
Superior Din A, In 20°C; (1000.00 £ 0.30)mi, Pyrex A, TC °C

Bafo de maria pequefio

Barritas magnéticas para agitadores
Beakers de: 25, 100 (aitos), 250 y 1000 ml
Bulbos, con valvulas de seguridad, para pipeta volumétrica o graduada

Bulbos, para pipetas Pasteur

Buretas de: 10.00 mi, graduada en 0.01 ml; 50 ml, graduada en 0.1 m]

Cajas Petri grandes

Celdas de cuarzo, para espectofotometro UV-VIS

Celdas para ventanas de KClI

Embudos, de vidrio, de tallo corto
Erlenmeyers de: 125 y 250 ml (éstos ultimos, con tapon esmerilado)



Espatula delgada de dobie hoja

Frascos goteros de 15 y 25 ml

Frascos de 500 ml, con tapdn esmerilado

Frascos de polietileno de: 250, 500 y 1000 mi

(asa de algodon (de la usada para vendajes)

Guantes de latex

Guantes de neopreno

Kit para quimica organica, tamafio de union 19/22

Jeringas de 10 y 50 pl., para cromatografo HPLC

Mechero de etanol

Papel: encerado y de aluminio

Perlas de ebullicton

Pesasustancias de 30 ml

Picnometros tipo Hubbard

Pinzas para bureta

Pipetas graduadas de 5 m!, de vidrio

Pipetas Pasteur

Pipetas volumétricas de: (20.00 + 0.03)ml, Fisherbrand A, TD 20°C; (25.00 + 0.03)ml,
Fisherbrand A, TD 20°C

Pizetas de: 125 y 250 ml

Portaceldas para IR

Probetas de: 10, 25, 50, 100 y 500 ml

Soportes y pinzas universales

Tapones de hule: No. 5 y No. 6; No. 5, horadado

Termometro con escala de —10 a 150°C y precision de + 0.5°C

Tubos capilares sin heparina

Tubos conicos de 50 ml, de vidrio, para centrifuga

Tubo de Thiele

Tubos de vidrio, de fondo redondo, para espectrometro "H NMR

Tubos plasticos para colocar desecante

Varillas de vidrio para agitacton

Ventanas de KCl, para espectrometria [R

Viales de 25 ml, con tapon de rosca

Vidrios de reloj

3. Solventes, reactivos y patrones

Acetona, grado reactivo, pureza 99.5%, EM Science

Acetona deuterada, 99.7%D, Stohler Isotope Chemicals, Jones Road Waltham
Actdo acético glacial, grado reactivo, Baker Analyzed

Acido benzoico, grado reactivo, pureza 99.95-100.05%, Merck

Actdo clorhidrico, grade reactivo, pureza 37%(p/p), EM Science

(W]
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Agua desionizada, Salvavidas

Almidon soluble, reactivo ACS, Sigma

Bromo, Br,, grado reactivo, pureza 99.5%, Merck

Nitrogeno, pureza 98 5%, Fabirgas

Cloroformo, grado reactivo, EM Science

Cloroformo deuterado, 99.8%D. Stohler Isotope Chemicals
Dicromato de potasio, grado reactivo, pureza 99.9%, Merck
Drierite con indicador, Merck

Ftanol, grado reactivo, pureza 99.8%, Merck

Eter de petréleo, punto de ebullicion 35-60°C, grado reactivo, EM Science
1.2-FEtilenglicol, grado reactivo, pureza > 99.5 %, Meck

Extran alcalino. jabon. Merck

(Glicernna industnal

Hexano, grado reactivo, Baker (no UV)

Hidroxido de potasio, grado reactivo, pureza 87.5%, FisherChenucal
2-Pentanona, grado reactivo, pureza >90%. Merck

2-Propanol, grado reactivo, pureza 99%, Aldrich

Soluciones concentradas de buffers pH 4.00 y 7.00, Fisher
Tetrahidrofurano (THF), grado HPLC, Baker (para HPLC y espectrofotometria UV-VIS,
sin estabilizador)

Tetrahidrofurano, grado HPLC, Mallinkrodt (sin estabilizador)
Tiosulfato de sodio anhidro, grado reactivo, pureza 99%, Sigma

Y odo resublimado, grado reactivo, pureza 99.8%, Merck

Y oduro de potasio, grado reactivo, Baker Analyzed

Aceite de oliva comestible, Hijos de Ybarra (recién abierto)

Aceite de soya comestible, Wesson (recién abierto)



APENDICE B

Titulaciones potenciométricas a partir de las cuales se calculd
el indice de acidez y el indice de saponificacion de la grasa del nij

B.1  Cuadrosy graficas de titulaciones a partir de las cuales se calculd el indice de
acidez de la grasa del nij

Primera réplica de titulacion potenciométrica para la determinacion del indice de acidez de
la grasa del nij de Rabinal *

soln. KOH patron

Vol. consumido Vol at Vol. b " pHd Apll A’pH

mi £ 003 ml ffml20.03ml fml+=0.03ml {+£0.03 || AVol. || AVol. a
000 | eceeeeee e T30 | e | e
0.54 027 e 8.63 209 | -
1.54 104 0.66 985 122 -1.13
2.04 1.79 1.42 10.00 0.30 -1.23
2.54 2.29 2.04 10.10 0.20 -0.20
3.05 2.80 2.54 10.35 0.49 0.57
3.14 3.10 2.95 10.37 0.22 -0.89
324 319 3.14 10.43 0.60 3.98
334 3.29 3.24 10.47 0.40 -2.00
3.54 3.44 3.37 10.60 0.65 1.67
364 359 3.52 10.65 0.50 -1.00
374 3.69 3.64 10.73 0.80 3.00
384 3.79 374 10.87 1.40 6.00
3.94 3.89 3.84 11.05 1.80 4.00
4,04 399 394 11.33 2.80 16.00
4.14 409 4.04 11.73 4.00 12.00
424 419 4.14 12.20 4.70 7.00
4.34 4.29 4.24 12.335 3.50 -12.00
4.44 4.39 4.34 12.65 1.00 -25.00
4.54 449 444 12.70 0.50 -5.00
4.04 4.59 4.54 12.77 0.70 2.00
4.74 4.69 4.64 12.80 0.30 -4.00
4.84 479 4.74 12.83 0.30 0.60
5.04 494 4.87 12.90 0.35 0.33
524 5.14 5.04 13.00 0.50 0.75
554 5.39 5.27 13.33 1.10 2.40

* Titulacion de 4.09761 g + 0.00001 g de grasa en 2—pentanona con una solucion patrén (0.497 £ 0.009)N
de KOH en 2—propanol

* Volimenes promedio calculados a partir de los datos de la columna anierior. Ver caleulos al final de
cste apéndice.
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Primera réplica de titulacion potenciométrica para la determinacion del indice de acidez de
la grasa del njj de Rabinal

600

Vol KOH mi

Primera derivada de la primera réplica de titulacion potenciométrica para la determinacion
del indice de acidez de la grasa del nij de Rabinal

50 |

V5

ApH / AVol

Mol ade KOH nd



Segunda derivada de la primera réplica de titulacién potenciométrica para la determinacion
del indice de acidez de la grasa del nij de Rabinal

ApH 18V ol
&
=

0004 o

(.5 130 230 330 4.50 350
Vol bde KOH. nl

Region ampliada de la segunda derivada de la primera réplica de titulacion potenciométrica
para la determinacion del indice de acidez de la grasa del nij de Rabinal, para ubicar el
volumen de titulante correspondiente al punto final de la titulacion.

~

H/AVol”

Ap

414 416 418 420 422 424
Mol bde KOH ml

159
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B2  Cuadros y graficas de titulaciones a partir de las cuales se calculo ¢l indice de

saponificacion de la grasa del nyj -

Primera réplica de titulacion potenciométrica para la determinacion del indice de
saponificacion de la grasa del nij de Chiapas”

soln. HCH patrén l

Vol. consumido Vol at Vol b? pH Aplt A pH

ml+0.03ml )| ml+003ml [fmi=003miff +0.03 || AVel. ||AVol a’
X T e
350 | 275 e 1253 | 011 | —eeee

350 S5 1 420 1250 ¢ 010 ;000
630 | 605 5.85 1245 | <010 | 0.00
6.80 5 6.33 6.3 1242 1 006 (.08
7.30 7.03 6.80 1237 | -0.10 | -0.08
780 7.55 7.30 1230 | -0.14 | -0.08
8.30 8.05 780 1227 | 006 | 0.16
8.80 8.35 .30 1213 | 028 | -0.44
9.00 8.90 8.73 1205 | -040 | -034
9.20 9.10 9.00 12.00 | -025 | 0.5
9.50 935 9.23 1193 | 023 | 0.07
9.70 9.60 9.48 1183 | -0.50 | -1.07
990 9.80 970 11.70 | 065 | -0.75
10.10 10.00 9.90 11.57 | -065 | 0.00
10.30 10.20 10.10 1143 | 070 | 023
10.50 10.40 10.30 1123 | -1.00 | -1.50
10.70 10.60 10.50 10.87 | -1.80 | -4.00
10.90 10.80 10.70 1035 | 260 | -4.00
11.10 11.00 10.90 917 | -5.90 | -16.50
1130 11.20 11.10 843 | -3.70 | 11.00
11.50 1140 11.30 815 | -1.40 | 11.50
11.70 11.60 11.50 795 | <100 | 2.00
11.90 11.80 11.70 7.83 | -060 | 2.00
12.10 12.00 11.90 770 | 065 | -0.25
12.30 12.20 12.10 7.65 | 025 1 2.00
13.30 12.80 12.50 735 | -030 | -0.08
14.30 13.80 13.30 710 | -025 | 0.05
15.30 14.80 14.30 863 i 1.53 1.78

* Titulacion de 2.00149 g + 0.00001 g de grasa con una sokucion patrén (0.30 = 0.01)N de HClen
2—propanol. después de saponificada 1 hora con una solucion (0.497 £ 6.009)N de KO en 2—propanol.

* Voliimenes promedio calculados a partir de los datos de la columna anterior. Ver célculos al final de
este apéndice.



Primera replica de titulacion potenciométrica para la determinacion del indice de
saponificacion de la grasa del nij de Chiapas

Vol H1

Primera derivada de la primera réplica de titulacién potenciométrica para la determinacion del
indice de saponificacion de la grasa del nij de Chiapas

200 400 a0 & 1000 1200 1400
Vol a de H, ni



Segunda derivada de la primera réplica de titulacion potenciomeétrica para la determinacion
del indice de saponificacion de la grasa del nij de Chiapas

300 1

00 T T IR S

=500 4

ApH /AVol

I

-13.00 5

-17.00 4
400 6.0 800 1000 2m

Vol b de HCL ml

Region ampliada de segunda derivada de la primera réplica de titulacion potenciomctrica para
la determinacion del indice de saponificacion de la grasa del nij de Chiapas, para ubicar ¢l
volumen de titulante correspondiente al punto final de la titulacion.

ApH / AVol”

45 -

do
&

1250+

1650 ®
1090 1094 108 @ 1106 1110

\ol. bde HO,



B3 Calculos de cada una de las columnas del cuadro de indice de acidez de la grasa del
nij

Vol. a = primer volumen promedio

Vol. a=¥ol_ + Vol .,
2

Vol a, = 0.00 ml + 0.54 ml
2

Vol a, =027 ml

Vol a,= 054 mi+ 1.54 ml

Vol. b = segundo volumen promedio

Vol. b=¥Vola_+ Volb
2

n+i—

Vol. b, =027 ml + 1 .04 ml
7

Vol. b, = 0.66 ml

Vol. b.=1.04 ml +1.79 mi
2

Vol. b, =142 ml

ApH - DH‘H'I — DH“
AVol.  Vol,,, - Vol,

(AQH) — 863 -7.50
AVoll. 054 -0.00
(ApH) = 2.00

AVol/,
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(A HJ = 985 — 863
EAVO] , 154 —0.54
} =1.22

 {apa| - [apH)
[ A’pH J AVol) Lavol,

n—1
AVol a’ Vol a,., — Vol a,
{A’pH | = 122 -209
aNola, b w27
{ApH | = 113
AVola*/,

ATpH | = 030 - 122
AVola’, 179 1.04

[A’pH ' = —123
Lavol a2}2




APENDICE C

Espectros de referencia de absorcion ultravioleta—visible e infrarroja
y de resonancia magnetica nuciear de protones

C.1  Espectros de referencia de absorcidn ultravioleta—visible de solventes y pigmentos
obtenidos en la literatura

Mo
Aceionitrit
00.000,00.020
Spectrometer Spekirometerf v Formuly Formet
Beckman DK 2A Water CyHaN
Mol wi Mot Gew,
4111
b.p. Q-8
Cel! lengtn Schichidicke | Purity Reinheit
Mellen chichidicke ; Turit -_—
A B em . IR
B £0cm Fractionated ars2

B Hampel: E. Merck A.G., Darmstadt

&y —— l

=l { CHSCN

|

—~—a et

50,000 43.000 40,000 35000 30,000 25,000

S A B R

F IS S TR T ST T R ST T S SN SN

(DMS, 1966) *1mu=1nm
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M/9
00.000/20.300
Spectrometer Spekirometer! v. Formula Formet
Beckman DK2 ‘Water C Ha O
Mol wt Mol. Gew.
721
bp 65-66-5°
d2° 089
Cell length Schichidicke | Burity Reinheit
10 cm Spectroscop'lc grade 2183, £815, 6816
B. Hampel: E, Merck AG, Barmstadt
{ 1 I i i 1 H l + 1 L T ] i 1 '! 1) 1 T }
182 200 250 200 400 500
mF, Vi
" /
75
L
j‘.'
=
S50
O
-25 ' l
]
50, 40,000 35000 30,000 25,000
O L L 1 1 l L 1 i L _J 1 L 1 L L L L 1 1 [ I 1 1 1 1 1 Ll 1

(DMS, 1966)

*1mp =1 nm



I E -Carotenel 1975
P - Carotin
20.020700.200
Spectrometer Spektrometer| Solvent L8sungsmiltel| Formula Formel
Unicam SP. 800 Benzene CoHsg
Spec, resn Spek, Auf1Bsung| Conen Konz. | Mol wt Mol, Gew
53649
~35em™! at 20,000 em™! 6:68x107% M
Cell length Schichtdicke | Purity Reinheit !
10 cm Research somple 1R 2642 H
B.C.L Weeden: Dept.Chem., Queen Mary Coll.,London
f T 1 ] T T T T I L) T T ! L} T F l T L] T T 'I
222 250 . 300 400 500 - 600
ML e
10" = /'\—,l 1
5 g J ]
- T
L 8 b
B 8 §
- ‘.P!._Q
- 875
! X
-10%
i }
- i '
(A
:10" * -
’L_;
[ 10? N Y VA VA VN WO
1 1 1 1
- . ‘ il cm" .
LI B B N N NV BV

(DMS, 1966)

*1mp=1nm
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B8/
‘Mﬂhyhp-benzoquincne i
{-p-benzochinon L
Metnylreoe 20.323/00.262
Spectrometer Spekirometer| Solvent Ldsungsmitiel! Formula Formel
Unicam 5P 700 Methanol CyHD
Spec. resn Spek_Aufldsung| Conen Konz.| Mol. wt Mol. Gew.
122-1
100 em™ 521074 521072 M
mp. 66
Celt lenglh Sehichtdicke | Purity Reinheit
1R
0-,1-0cm Sublim, - _—
H. Fritzsche: Inst. Mikrobiol exp Therapie, Qeutsche Akad Berlin, Jena
L
r 1 'i T T T l T T T 1 I T T T l I 1
182 200 250 " 300 ‘ 400 500
1Y LL w——t——
10" L

\ ~40,600: 14,800 : 246

—32.800: 618 : 304

§

CH

T A |

i

50,000 45000

¢ AT T G | TR T W L

1

40,?00

A (:r'n"1

—23,100:18 : 432
1

G W

(DMS, 1966)

*mp=1nm



! - ] B8/ 7
-Naphthaquinone
p-Naphthochinon
52.363/00.642
g;;ctrometer Spekirometer! Sotvent Losungsmittel| Formuta Formel
Zeiss PMQ II ' Methanol CoHg0;
R
Spec. resa Spek Auflésung| Concn Konz. [ Mol wt Mol Gew.
158-2
25em™ from 40000 — s "
26,000 e Sx1072 2-5x 1 M
mp 127-5°
Celi length Schichtdicke | Purity Reinheit
10, 50¢m Elem, anal. L& 6136, 6662
H.-H. Perkampus, G. Orth: [nst. org. Chem, Abt Malekiilspektroskopie, T. H. Braunschweiy
[ T I T T T T i T T T T I T T T I T T ¥ l
182 200 250 - - 300 0 400 500
m —
:1'05 P
J’ 4
p o
£10 4 28 - 3
: ——1 8Q { E
¥ | 88 ]
[ 99
o -
10 \‘ .‘
= O -4
:102
- o A
|
- e i .
50,000 45,000 40,000 35000 30,000 25,000
L’-7_1_|||11|;|||1I|1|; Lll!llJ_llIllll

(DMS. 1966)

*1mp=1nm
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lAnthraquinone B0
Anttirachinon
53.363/00.642
Spectrometer Spekirometer | Sotvent Légungsmittel | Formula Foemel
Zeiss PMQTI, M40 O Cyclohexane CyHa Oy
Spec. resn Spek. Ayflésungi Congn Konz, | Mol. wi Mol, Gew
2082
s0cm™! S-76 %1075, 290 %1074 M -
mop. 285 256°
Cell length Schichtdicke | Purity Reinheit
10, 50cm Elem. anal LR 1487
H. Brockmann, jr.: Insl. org. Chem., Gdilingen Univ.
i I '{ T U T H [ T L] T 4 I T L l 1 1 1 l
182 200 250 300 400 500
| o° | M
C NR ]
5 N~ § 4
i g g :
- 5-8
fqes -
A § < 8
- AT 5 ;
g2 23
g -
‘ 8 $ 3
C10 parg 88 579
- 3 g8 = 3
L 1 )
' ¥ 5§ ]
X , | & ]
/ |
[
10 @
L R A
L ~ i
hed
= 9—§§ -
= 2%
- e BAEW
8 5§93
e S it
M=
- . b
o’ - \ﬂf”ﬁ? ]
- e} 4
! |
3 e YT a -
50,000 45,000 40,000 35,000 30,000 25,000
0, 1 0 1 [ Bt PR T I i1 311 i I TR S B l A e

(DMS, 1966)

*1mu=1mn



. B8/T4
s pstituted anthroqum_ones
substituierte Anthrachinone 53,263/ 00.642
- Werve- . Wave-
Formula Solvent num!‘:‘er Ve x Mol | Tength
an mu
(B 8/10) C.4HO Cyclohexane 40,800 34,000 245
e 39,800 54% 251
38,200 14
35,500 17,600 71
31,200 4 890 321
29,900 3,600 334
26,500 110 377
25,100 93 399
24700 74 405
23900 & 49
23,600 &0 424
1 -CH *CH, O Cyclahexane 39,700 43,500 252
3 st a2 Y 36900 14800 m
31,000 4100 Ky«
30000 | 4500 [ 333
26 A00 200 379
26,000 190 385
000 180 400
2 -CH *C..H,,O Cyclochexane 39200 45,000 255
* GO 4 sh37800 | 21,000 265
35,500 17 800 274
31,000 4,600 323
26,600 b= 376
25,200 105 397
23,900 & 419
P -NH HNO, | bi 41300 36,000 242
2 CoHNO, oxan 37000 12800 770
33,000 4950 303
1,500 6,300 445
1 SO,Na *CH,Na0.§ Water 49300 | 25500 203
? N0 38900 | 42,000 257
30,500 4,250 328
1.4 -NH - CH, C,HN,O, | Dioxan 39,500 39,500 253
sh 36,400 18,200 275
sh 31,700 5,100 315
sh 27,800 2250 340
h18000 | 850 555,
16,800 17,200 596
15,500 19,200 444

(DMS, 1966)
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C.2  Espectros de referencia de absoicion infrarroja de acidos grasos, de metil y etil
ésteres de acidos grasos, de alcoholes, del ter-butilhidroperdxido y del aceite de

semilla de hule

17.536-6
Stearic acid. 955 {Pouchert & Campbell. 1973)
CHL{CH,1-.CO,H
MW. 28448 m.p. 67-63° op. 361° d 0845
Beil. 2.377
WAVENUMBER M’

B : f s
L EREEE I S e e e T =
ERRESAE Ei@@%ﬁﬁﬁg

B iEEmm e
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Elaidic acid, purizs. (Pouchert & Camphell. 1973)

CH3(CH2) yCHICH{CH,) ;CO,H MW, 282.47
m.p. 43-45% L.

E30-4

=

: 5 0

13 4 15 14
WAVELENGTH N MICRONS

85,601-0
Linoienic acid, 99+% (Pouchert & Campbell, 1975)
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Methyl stearate (Pouchert & Camphbell. 1975)
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CH3(CH2) ;CH:CH(CH,) ;C0,CH, MW, 296.50
F.
I T WAVENUMBER Cat"
4000 3000 2500 650 425
=TT STETITT S zszaizi o
00 H = = 100
90 Rad
w0 o
70 }- 70
&0 160
50 :
w kb 40
30 30
20 9 20
10 10
H
o . lo
25 5 :
WAVELENGTH N MICRONS
10.335-7  Methyl linoleate, tech. (Pouchert & Campbell. 1975)
CH3(CH,) JCH:CHCH,CH:CH{CTH ;) ,C0,CHy MW, 294.48
w2 L AGL9 Bp, 192974 mm. .. WAVENUMEER CA
000 3000 2500 2000 700 650 625
100 ? bl : : 100
o0 ~ [
80 .
70 ™
50 .
50 s »
L=C-iC),-CH,
k] t E
: O, O T
0 ! I LY e
. C=(—lu) -0 -0-Cyy 1
10 oM :
o NEAT [
2.5 3 4 [ 10 n 12 13 14 15 16

WAVELENGTH N MICRONS




174

13.487-2 Glycerol. U § P {Pouchent & Campbeli. 1973)
HOCHCHOH i Ch,OH MY, 92 10 - 14746 b.p. 1B2% 2 mm.
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{Lottmann, 1981} Hav corrimiento en la escala de este espectro

C3  Lspectros de referencia de resonancia magnética nuclear de protones de acido
araso, de etil ¢ster de acido graso, de glicerol y de antraquinona
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85,7769 |
Linolelc acid
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1s,2718{

1,4-Naph tpquinons, tech,, (Pouchert & Campbell, 1974)
MW. 16816 m.p. 121-122* Beil. 7,724
Fleser 1,714 IR 8682C







APENDICE D

Cromatogramas de referencia de cromatografia liquida de alta resolucion de fase invertida
de triacilgliceroles presentes en aceite de soya y en aceite de oliva

Cromatograma A de referencia de triacilgliceroles presentes en aceite de soya 2
(El-Hamdy and Perkins, 1981b)
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' Condiciones de trabato
Columna Supelcosil LC-18. 250 X 4.6 mum. tamaiio de particula 5 um
Fase mévil acetona : acelondrilo. 63.6 1 36.4 (viv)
Velocidad de flujo 1 n:l / min
Concentracion de la muestra 200-250 mg / ml en tetrahidvofurano
Volumen myectado 20 pl.
Detector refractometro diferencial

* ECN = nimero de carbonos equivalenies. |, = linoleico. Lo = hnokénico. O = oleico. P = palmitico.
S = estednco. M = miristico
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Cromatograma B de referencia triacilgliceroles presentes en aceite de soya'
(AOCS, 1989)
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'Condiciones de trabajo

Columna 250 X 4.5 mm. didmetro de particula 5 pm. silica gel con 22-23% de
carbono como octadecilsilano

I ase movil acetonitrilo © tetrahidrofurane. 73 : 27 (vAY)

Velocidad de flujo 1 ml/min

Concentracion de la muestra 40-60 mg / ml en tetrahidroturano

Volunen inyectado 10 pL

Detector ulfravicleta en 220 nm

* ECN = minnero de carbonos equivalentes. L = linokeico. Ln = linokénico. O = oleico. P = palmitico,
S = estedrico. M = miristico
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Cromatograma de referencia de triacilgliceroles presentes en aceite de oliva'
(El-Hamdy and Perkins, 1981b)
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! Condiciones de irabajo.

Columna Supelcosil LC-18, 250 X 4.6 mm. tamaifio de particula 5 pm
Fase movil acetona : acetonitrilo. 63.6 : 30.4 (v~v)

Velocidad de flujo 1 ml/ min

Concentracion de la muestra 200-250 mg / ml. en tetrahidrofurano

Volumen invectado 20 pl

Detector refractémetro diferencial

*ECN = nimero de carbonos equivalentes. I = linoleico. Ln = linoknico, O = oleico, P = palmitico,
§ = estednico. M = miristico







APENDICE E

Analisis de varianza y comparacion de medias de los valores de las determinaciones
de las propiedades fisicas y quimicas las muestras de grasa del nij

Todos los andlisis estadisticos presentados a continuacion se llevaron a cabo con el paquete
estadistico SPSS for Windows, version 6.0 (Norusis, 1993) utilizadnod analisis de varianza
de una via y prueba de comparacion de medias de Tukey.

E1 Intervalo de fusion

Ti = temperatura inicial del intervalo de fusién
Tf = temperatura final del intervalo de fusion
Tm = temperatura media del intervalo de fusion
Localidad 1 = Rabinal

Localidad 2 = Chiapas

Localidad 3 = Rabinal-Guatemala

E.1.1. Vaniable Ti By Variable Localidad

Analysis of Variance

Sum of Mean F F
Source DF.  Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 2 4 3889 21944 263333 0.0011
Within Groups 5 0.5000 0.0833
Total 8 4. 8889

Multiple Range Tests: Tukey-HSD (honestly significant difference) test with significance
level 0.050

The difference between two means is significant if
Mean(f)-Mean(l) >= (0.2041) x (range} x (sqrt(1/N(T) + 1/N(I)))
with the following value(s) for range: 4 34




184

(*) Indicates significant differences which are shown in the lower triangle

GGG
r rr
ppPppP
Mean Group 3 1 2
33.6067 Grp 3
34333 Grp 1l *
35.3333 Grp2 *

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Subset 1

Group Grp 3

Mean 33.6667

Subset 2

Group Grp 1 Grp 2

Mean 34 8333 353333
—————————— ONEWAY -----ar---

E.1.2. Variable Tf By variable Localidad

Analysis of Variance

Sum of Mean F F
Source DF  Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 2 2.8889 1.4444 17.3333 0.0032
Within Groups ) 0.5000 0.0833
Total 8 3.3889

Multiple Range Tests Tukey—HSD (honestly significant difference) test with significance
level 0.050

The difference between two means is significant if
Mean(I}Mean(I) >= (0.204) x (range) x (sqrt(1/N({I) + 1/N(J)))
with the following value(s) for range: 4.34



(*) Indicates significant differences which are shown in the lower triangle

GGG

rorr

ppPPp
Mean Group 3 1 2
50.8333 Grp 3
51.8333 Grp1 *
52.1667 Grp2 *

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

SUBSET |

Group Grp 3

Mean 50.8333

SUBSET 2

Group Grp 1 Grp 2
Mean 51.8333 52.1667

E.1.3. Yanable Tm By Vanable Localidad

Analysis of Variance

Sum of Mean F F
Source DF. Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 2 3.5972 1.7986 64.7500 0.0001
Within Groups 6 0.1667 0.0278
Total 8 3.7639

Multiple Range Tests: Tukey-HSD (honestly significant difference) test with significance
level 0.050

The difference between two means is significant if
Mean(J)-mean(l) >= (0.1179) x (range) x (sqrt(1/N(I) + 1/N(I)))
with the following value(s) for range: 4.34
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(*) Indicates significant differences which are shown in the lower triangle

GGG
rrr
ppp
Mean Group 3 1 2
42.2500 Grp 3
43 3333 Grp1 *
43.7500 Grp2 *

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)

Sudset |

Group Grp 3

MMean 42 2500

Subset 2

Group Grp 1 Grp 2
Mean 433333 43 7500
Conclusion

Los tres analisis de varianza (Ti, Tf, Tm) indican que hay una probabilidad menor de 0.0032
de que las diferencias de medias entre Jos grupos analizados se deban al azar, entonces, se
acepta la hipotesis de que hay diferencia entre las medias de algunos de los grupos. Las
pruebas de comparacion de medias de Tukey de Ti, Tf y Tm indica que las muestras de
Rabinal y Chiapas no son diferentes entre si pero, si son diferentes de la muestra de
Rabinal-Guatemala, en cuanto a este parametro.

E2 Gravedad especifica

E.2.1 Variable gresp By Variable Localidad

gresp = gravedad especifica
Localidad 1 = Rabinal
Localidad 2 = Chiapas



Analysis of Variance

Sum of
Source D.F. Squares
Between Groups I 0.0000
Within Groups 4 0.0000
Total 5 0.0000

Mean
Squares
0.0000
0.0000

F
Ratio
672024

No range tests performed with fewer than three non—empty groups.

Conclusion

El analisis de varianza indica que hay una probabilidad de 0.0012 que las diferencias de
medias entre las muestras de Rabinal v de Chiapas se deban al azar; entonces. se acepta la
hipotesis de que hay diferencia entre las medias entre estas localidades en cuanto a gravedad
especifica. No fue necesario hacer comparacion de medias por medio de Tukey porque sélo

habia grupos de datos.

E3 Solubilidad

¥rAREE*EAnalysis of Variance--design 1 %% * % %%

F
Prob.
0.0012

E 3 1. Tests of Significance for Solubilidad using unique sums of squares

Source of Variation SS
Withintresidual 529
Localidad 0.30
solvente 17.55
Localidad By solvente 0.00
(Model) 2337
(Total) 28.66

R—Squared = 0.816
Adjusted R—Squared = 0.739

Conclusion

Este andlists de varianza indica que el factor localidad no parece tener efecto sobre la

MS

0.44
0.30
5.85
0.00

4.67
1.69

F

0.69
13.28

0.01

10.61

Sig of F
0.423
0.000
0.939

0.000

solubilidad, mientras que el factor solvente si parece tener efecto sobre esta variable,
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E.3.2. Variable Solubilidad By Variable Localsolv (localidad v solvente)

Localsolv 1 = grasa del nij de Rabinal en etanol

Localsolv 2 = grasa del nij de Chiapas en etanol

Localsolv 3 = grasa del nij de Rabinal en acetona

Localsolv 4 = grasa del nij de Chiapas en acetona

Localsolv 5 = grasa del nij de Rabinal en éter de petroleo

Localsolv 6 = grasa del nij de Chiapas en éter de petroleo

Localsolv 7 = grasa del nij de Rabinal en mezcla de acetona:éter de petréleo (1:1)
(v/v)

Localsolv 8 = grasa del nij de Rabinal en mezcla de etanol:¢ter de petroleo (1.1) (v/v)

Se excluyo del analisis los grupos Localsolv 1, 2 y 8 porque los resultados de estos analisis
tienen error determinado (ver explicacion en discusion). En este analisis de varianza se
combiné los factores localidad v solvente porque, en un analisis estadistico anterior, se
determind que el factor localidad no tenia efecto sobre la solubilidad sino so6lo el factor
solvente.

E 33 Vanable Solubilidad By Variable Localsolv (localidad vrs. solvente)

Analysis of Vanance

Sum of Mean F F
Source DF. Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 4 20.9007 5.2267 10.3698 0.0014
Within Groups 10 5.0403 0.5040
Total 14 259470

Multiple Range Tests: Tukey-HSD test with significance level .050

The difference between two means is significant if
Mean(J)-Mean(I) >= (0.5020)x(range)x(sqrt(1/N(I) + 1/N(J)))
with the following value(s) for range: 4.65
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(*) Indicates significant differences which are shown in the lower triangle

GGGGQaG
rrroorr
PPPPP
Mean Group3 4 5 67
9.4863 Grp 3
9.9957 Grp 4
[1.5588 GrpS5S ¥
12 0088 Grpo **
12.5530 Grp 7 **

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not significantly different)
Subset 1

Group Grp 3 Grp 4
Mean 9.4863 9.9957

Subset 3

Group Grp 5 Grp 6 Grp 7
Mean 11.5588 12.0088 12.5530

Conclusion

El andlisis de varianza indica que hay una probabilidad de 0.0014 de que las diferencias de
medias entre los grupos analizados se deban al azar; entonces, se acepta la hipotesis de que
hay diferencia entre las medias de algunos de los grupos. Con respecto a la prueba de Tukey,
esta no fue capaz de determinar con exactitud de a qué subset pertenecen los grupos 4 y 5,
por eso la prueba las colocéd en dos subsets al mismo tiempo. Por lo anterior, no puede
concluirse nada sobre la similitud de los grupos 4 y 5 con relacidn a los demas, Para resolver
la ambiguedad referida, se deberia repetir el experimento haciendo mas réplicas de cada
grupo, con lo que las conclusiones del analisis estadistico serian mas decisivas. Lo que si

puede concluirse es que los grupos 6y 7 parecen ser similares entre si y diferentes del grupo
3. (Zar, 1984)
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E 4 Indice de acidez

E.4.1. Variable Acidez By Variable Localidad

Acidez = indice de acidez
Localidad 1 = Rabinal
Localidad 2 = Chiapas

Analysis of Variance

Sum of Mean F F
Source DF.  Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups l 91.8718 91.8718 188.1479 0.0002
Within Groups 4 1.9532 04883
Total 5 93.8250

No range tests performed with fewer than three non—empty groups.

Conclusion

El analisis de varianza indica que hay una probabilidad de 0.0002 de que las diferencias de
medias entre las muestras de Rabinal y de Chiapas se deban al azar;, entonces, se acepta la
hipotesis de que hay diferencia entre las medias de las muestras estas localidades en cuanto
a indice de acidez. No fue necesario hacer comparacion de medias por medio de Tukey
porque solo habia dos grupos de datos

ES Indice de saponificacion
---------- ONEWAY -----mn-n-n-

E.5.1. Variable Saponificacion By Variable Localidad

Saponificacion = indice de saponificacion
Localidad 1 = Rabinal
Localidad 2 = Chiapas

Analysis of Variance

Sum of Mean F F
Source DF. Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 1 0.0795 0.0795 0.0182 0.8991
Within Groups 4 17.4407 4.3602

Total 5 17.5202



No range tests performed with fewer than three non-empty groups.

Conclusion

El analisis de varianza indica que hay una probabilidad de 0.8991 de que las diferencias de
medias entre las muestras de Rabinal y de Chiapas se deban al azar, entonces, se rechaza la
hipotesis de que hay diferencia entre las medias de las muestras estas localidades en cuanto
a indice de saponificacién. No fue necesario hacer comparacion de medias por medio de
Tukey porque solo habia dos grupos de datos.

E. 6. Indice de yodo

---------- ONEWAY -ccveounan

E.6.1. Variable Yodo By Variable Yocalidad

Yodo = indice de yodo

Localidad 1 = Rabinal

Localidad 2 = Chiapas

Localidad 4 = Rabinal, fraccion soluble en éter de petréleo
Localidad 5 = Rabinal, fraccion insoluble en éter de petréleo

Analysis of Varnance

Sum of Mean F F
Source DF.  Squares Squares Ratio Prob.
Between Groups 3 154351609 5145.0536 21466.7930  0.0000
Within Groups 8 19174 0.2397
Total 11 15437.0783

Multiple Range Tests: Tukey-HSD (honestly significant difference) test with significance
level 0.050

The difference between two means is significant if
Mean(J)-mean(l) >=(0.3462)x(range)x(sqrt(1/N(1) + 1/N(1)))
with the following value(s) for range: 4.53
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(*) Indicates significant differences which are shown in the lower triangle
GGGG

rrrr
pPpPPpPP

Mean Group 5 2 4]
56.8967 Grp S
126.5867 Grp2*
143.0600 Grp 4 * *
1446433 Grpl* * 7

Homogeneous Subsets (highest and lowest means are not signilicantly different)
Subset 1

Group Grp 5
Mean 56.8067

Subset 2

Group Grp 2
Mean 126.5867

Subset 3
QGroup Grp 4

Mean 143.0600

Group Grp 1
Mean 144.6433

Conclusion

El analisis de varianza indica que hay una probabiiidad de 0.0000 de que las diferencias de
medias entre los grupos analizados se deban al azar; entonces, se acepta la hipotesis de que
hay diferencia entre las medias de estos grupos, en cuanto a indice de yodo. La prueba de
comparacion de medias de Tukey indica que todos los grupos son diferentes entre si.
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Formulas de progacion de error

Las férmulas de propagacion se utilizan para calcular la incertidumbre asociada a mediciones

que se llevan a cabo sin réplicas. En el presente trabajo se utilizaron en el indice de yodo de

la grasa del nij de Rabinal a Jo largo del tiempo (ver Cuadro 13, seccion de Resultados).
Sea F=(a+ Aa)x(b+ Ab)

o F=(a+Aa)/(b=+ Ab)

Entonces AF=F /Aa+ Ab
a b

Sea F=(axAa)+(bxAb)

o F=(axAa)—(b+ Ab)

Entonces AF=V Aa+ Ab

(Skoog and West, 1982)







APENDICEF

Cromatogramas de referencia de cromatografia de gases de metil ésteres
de acidos grasos de la grasa del njj

Cromatograma de referencia y su correspondiente cuadro de datos, de metil ésteres de
acidos grasos de la grasa del nij con deteccion de ionizacion en Jlama " *
(Selle, 1993)
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' Condiciones de irabajo
Columna Althech RSL—150 (capilar. metil silicona). 30 m X (0.23 mn
Solvente de la muestra hexano
Temperatura del invector 2200°C
Programa en ¢l omo 1. 60°C durante | mum. 2. 10°C/mnn hasta 240°C
Detector de ionizacion en Hlama (FHY) a 230°C
Cromatografo HP-5890
Software l.ab. cale.

" Mucstra
Producto de la derivatizaciéon de la parte de la grasa del nij de Rabinal soluble en CTICL, - C11,011 2 -
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Name Center X Height fHeight  Area %Area

Peak 1 15.39039 5.3509 .694 . 243 L4373
Peak 2 15.64976 8.792 1.1403 .3732 .6717
Peak 3 16.81612 342.26 44.3909 33.0299 59.438

Peak 4 17.32389 78.045 ‘10.12245 3.8893 6.9989
Peak 5 17.43113 126.409 f16.3952' 6.6682 11.9996
Peak 6 17.71492 134.151 \17.3993 6.9834 12.5667
Peak 7 19.53642 46,3027 ~.6.00547 2.2022 3.9629
Peak B

21.48489 29.7023 3.8523 2.1809 3.9246

Porcentaje de area de métil ésteres de acidos grasos de grasa del nij, excluyendo el area
del patron interno, 17:0 Me (ver cromatograma anterior)

Pico irea % de area
16:1(A%) Me 0.2430 1.194
16:0 Me 0.3732 1.833
18:2(A*"*)yMe | 3.8893 19.10

18:1(A%) Me 6.6082 3275

18:0 Me 6.9834 3430

20:0 Me 22022 10.82

Area total 20,3593 100




Cromatograma de referencia y sus correspondientes espectros de masa, de metil €steres de

acidos grasos de la grasa del nij con deteccion de masas "**

(Selle, 1993)
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' Condiciones de trabajo

Columna

Solvente de la muestra
Temperatura del mvector
Programa en el horno

Detector
Cromatégrafo
Software
= Mucstra

Producto de la derivatizacién de 1a parte de la grasa del nij de Rabinal soluble en CHCL, : CH,OH 2 : 1

capilar, metil silicona. 25 m X 0.25 mum

hexano

220°C

1. 100°C durante 1 min. 2. 10°C/nun hasta 300°C
de masas (MS) a 310°C

HIP-5890-S811

Chem Station
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Quality
ID

" Library Searched

: C:\DATABASE\NBS75K.L
: 99
: 9-Octadecencic acid, methyl ester 18:1(A%) Me

Abundance
1

4

9000 ]
8000
7000
6000 ]
5000 -
4000 ]
3000
2000 ]

1000

AT

Q-

M/Z2 ~-> 20

Average of 15.421 to 15.435 min.: MS0618B04.D (+,-,*)}

41

32

40

55

83

97

123 222

180 |
138

166

264

L Experimental

296

193 235
ll'l ]l.;lls;l -y Illi Lx ﬁu‘ !I. . I'l —r ‘Hiil - Iil [l‘ ;

—

LI B B e

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 360
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9000%
8000 -
7000
eoooé
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4000
3000;
2000
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[

Mz >

20

29

41

40

#42136: 9-Octadecencic acid, methyl ester (*)
55

83

Tedrico
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Library Searched

Quality

ID

C:\DATABASE\NBS75K.I
99

9,12~0ctadecadienoic acid (Z,Z)~, methyl ester 18:2(A% ") Me

M/2Z

Fﬁhndance

9000
8000 ]
70005
60005
5000 -
4000
3000%
2000 ]
1000

o
-

Average of 15.337 to 15,358 min.: M5061804.D

55

41

40 60

81

95

109

123 150

164
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220
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("W"’l*)

Experimental

294
263

281

1
l'lll(llllill’lllllll

L

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

M/Z

Bbundance

9000
8000
7000 -
6000 -
soooé
4000
3000 ]
20005
1000 ]

ol
->

#72618:

25

41

40 60

&7

9,12-0Octadecadienoic acid (2,2)-, methyl ester (*)

95

109

123
i50

Tedrico

294

263

260 280
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Library Searched

Quality
ID

: C:\DATABASE\NBS75K.L
s+ 98
: Octadecanoic acid, methyl ester 18:0 Me

Abundance

J

9000
8000 ]
7000 |
6000
5000 1
4000 ]
3000 |
2000
1000

0
M/Z ->

20

Average of 15.668 to 15.695 min.: MS061804.D (+,-, %)

T4

87

43

55 143

199

157 185 | 213
Lo L
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|

1

60

£
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Abundance

90005
aoooé
7000
6000 -
5000
4000
3000 ]
2000 ]

1

1000 4

0 -
-

M/z

i5

20

#72715: Octadecancic acid, methyl ester (*)
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241 | 270

Tebdrico
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ID
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Hexadecanoic acid, methyl ester jg:0 Me

Abundance

9000%
8000 3
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4000
3000%
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o
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Average of 13.748 to 13.815 min.: MS061804.D {+,~,%)
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7

4
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—
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Abundance

9000
8000%
7000%
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5000
4000%
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2000%
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01
M/Z -> 20
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43

40

#72008: Hexadecanocic acid, methyl ester (%)
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7

4
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L
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