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RESU~1EN 

vi 

Se investigó la presencia de amargos y tóxicos en la torta de la 

semilla de aceituno (Simarouba glauca De.), a fin de contribuir 

con los estudios para encontrar el método para eliminarlos y, así, 

tener la posibilidaJ de usarla como forraje (por su alto contenido 

proteico), ya que aquellas sustancias imposibilitan su uso como tal. 

Se aislaron cuatro principios amargos, los cuáles fueron identifica­

dos como: glaucarubina, glaucarubol, glaucarubinona y ailantinona 

(los tres Gltimos probablemente son producto de desgradación del 

primero), por medio de dos métodos de extracción: a) con agua y b) -

con alcohol isopropílico al 65 ~~ . 

Se investigó la acción tóxica de estos amargos en peces del 0énero -

Mollienes ia, llar,lados comunlllente, "chimbo10s", con resultados neg~ 

tivos. Asimismo, se investig6. la to xicidad de los diferentes extrae 

tos obtenidos (de la harina de la torta de semilla de ace ituno) con 

éter de petróleo, alcohol etílico , agua y cloroformo. El extracto - -

clorofórmico mostró mayor acción tóxica . 

Se investigó , en la misma harina, la presencia de otros tóxico s bio·¡ó 

9;COS , como son las aflatoxinas(micotoxinas producidas por hongos del 

género Aspergil 1us) , que podr ían contribuir o ser la causa de la taxi 

cidad. Los resultados fueron negativos. 
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I. GENERALI.DADES 

A. INTRODuce ION 

La torta de semilla de aceituno (Simarouba glauca)es un resf­

duo industrial con un alto contenido proteico (65%), el cual 

no puede ser utilizado en la nutrici6n humana o animal, por -

poseer principios amargos y t6xicos. 

En el presente trabajo se aislaron e identificaron algunos de 

estos principios con objeto de obtener datbs experimentales -

b~sicos, para tratar de eliminarlos y poder, asf, utilizar la 

torta con fines alimenticios. 

Generalmente se ha visto que los compuestos que son t6xicos a 

dosis excesivas, poseen un potencial medicinal a bajas concen­

traciones, por lo que se trató de identificar los compuestos -

aislados y efectuar experiencias para investigar toxicidad. 

Se utilizó como materia prima, para el inicio de este trabajo, 

el resfduo industrial que proviene de las semillas de aceitu­

no (Simarouba glauca), que fueron sometidas previamente al pr~ 

ceso de extracción de la grasa, en la Fábrica de Aceites El D~ 

rado S.A. 

Los objetivos de este trabajo son: extraer, aislar e identifi 

car, los principios amargos y tóxicos presentes en la torta de 
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semilla de aceituno (Simarouba g~uca), a fin de contribuir a 

los estudios para eliminar su toxicidad y llegar a utilizarla 

con fines alimenticios; asímismo, continuar con los estudios 

fitoquímicos de las especies de la flora nacional que se rea­

lizan en el Departamento de Investigación Aplicada y Tesis - ­

Profesionales de la Facultad de Química y Farmacia de la Uni­

versidad de El Salvador. 

B. DESCRIPCION DE LA PLANTA 

Nombre Científico: Simarouba glauca 

Familia: Simaroubaceae 

Nombre Vul ga r: Aceituno 

El aceituno es un arbol de tamaño pequeño o mediano que puede 

alcanzar hasta 15 mts. de altura, con un tronco glabro de 30 

cms. de diámetro, aproximadamente. Se cultiva por lo general, 

en tierra caliente (desde el nivel del mar hasta más o menos 

500 metros de altitud). 

Las hojas son pinnadas y presentan de 10 a 20 folíolos coriá­

ceos, oblongo-obovados o estrechamente oblongos, de 5 a 10 -­

cms. de largo, por lo general; ápice redondeados y base aguda ~ 

haz verde lustroso y envés verde pálido. 

Las flores son pequeñas y están reunidas en panículas grandes, 

a menudo, más largas que las hojas. 
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El fruto es una drupa ovoide de 1.5 a 2.0 cms. de largo, rojo 

reluciente primero, tornándose negro cuando madura. (1) 

c. USO INDUSTRIAL DE LA SEMILLA DE ACEITUNO 

Bajo condiciones de extracci6n industrial, la almendra de acei 

tuno rinde aceite en una proporción de, aproximadamente, un --

62% de su peso. aunque los límites de var;aci6n en su contenido 

de aceite. bajo condiciones óptimas en el laboratorio y en base 

seca. indican. a n~nudo, valores mucho más altos que este por--

centaje. 

Para la extracci6n del aceite se utiliza un proceso contfnuo de 

compresión de la almendra con un 20% de cáscara de aceituno o -

un porcentaje igual de torta para funcionar como almohada, lo -

cual aumenta el porcentaje de extracción. Antes de pasar a los 

expulsadores de aceite. la a1mendra es calentada hasta 38 u C en 

un acondicionador que está unido al expulsador. La producción -

de aceite por este método es de 62%. por peso, de la almendra -

e n te ra . (2) ( 3 ) 

(l)Standley,P.C. and Steyermark, J.A. Flora Of Guatemala. Chicago 
Natural History Moseum, Vol.24 part V. 1946,p.433. 

(2) Armour, R.P. Investigaciones sobre Simarouba glauca Dc.(Acei­
tuno) en El Salvador, H. de Sola e Hnos~-T95J-,· -pp-~22-26. 

(3) Armour. R.P. Investigaciones on Sirlarouba glauca Oc. in El -­
Salvador, Econornic Botany, 13: 41-66,1959. ----
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El aceite,después de la extracción se neutraliza con solución al , -

calina suave, se lava, se seca, se blanquea, se filtra y se deodQ 

riza, se enfría a 12°( y se envasa en recipientes para su distri-

bución comercial. En el comercio nacional el producto se conoce -

con el nombre de ~lanteca Vegetal "Nieve". La grasa de acei tuno no 

requiere hidrogenación, ya que el producto final se mantiene fir-

me hasta 27-28°C. por lo que no necesita refrigeración (4) (5). 

Los residuos (torta) del proceso de extracción de aceite de acei-

tuno, tienen un sabor marcadamente amargo y son tóxicos para hum~ 

nos y animales. Estos contienen un alto porcentaje de proteína, -

aproximadamente 64% (60-G5%), con base a su peso. se ha tratado,­

sin lograrlo, de ver la posibilidad de que este producto pudiera 

tornarse útil como forraje, para ganado, después de extraer los --

principios tóxicos y amargos y determinar, a la vez , si dichos ele 

mentos pudieran utilizarse comercialmente en otra forma (*) (**). 

Debido a la presencia de los elementos tóxicos,se ha tratado de ---

usarla como abono orgánico, cuyos resultados no han sido satisfacto 

rios ya que al aplicarla marchita a las plantas(***). 

Hasta el momento no se han desarrollado métodos industriales para -

la detoxificación de la torta de aceituno. Este factor continúa li-

mitanto el uso de este sub-producto que, sin duda,podría ser la ba-

se de una industria, la cual seria decisiva para el futuro cultivo 

del aceituno y de la alimentación en El Salvador. 

(4) Armour, R.P. Investigaciones sobre Simarouba g_lauca Dc.(Aceituno) 
en El Salvador,Op.Cit.pgs.22-26 

(*) Ibid. 
(5) Armou r, R. P. Economi c Botany, 13: 41-66,1959· 
(**) Ibi d . 
(***YOe Sola,E.Comunicación Personal. 



11.- PAR T E E X P E R 1 M E N TAL 

A. MATERIALES Y EQUIPO UTILIZADO 

1. - I'iateri al es 

- Harina de torta de semilla de aceituno 

- Agua destilada 

- Eter de petróleo: Merck art.1775 

- Metanol: t~erck art.6009 

- Etanol 

- Cloroformo: Merck art.245 

- Silica Gel GF 254 Tipo 60: Merck art.7730 

- Benceno: Merck art.1783 

- Acetona: Merck art.14 

- Butanol: Baker Analyzed'art.9054 

- Acido acético: Merck art.90062 

- Cloruro de cobalto: Merck arto 2539 

- Acido sulfúrico: Mallinckrodt arto 2876 

- Amoniaco: Merck arto 5432 

- Nitrato de bismuto básico: Merck art.1878 

- Yoduro de potasio: Merck art.5043 

- Acido cloro~latinico: 8aker Analyzed'Reagent arto 2898 

- Celite Filter aid: Fisher Scientific Co.art.C 211 

- Acido clorhidrico: Merck arto 319 

- Norit A: Pfanstiehl Laboratories, lnc. 

- Alcohol lsopropílico: Merck arto 963 

- Silica Gel con indicador de humedad(silicagel azul):Merck 

arto 1925. 
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- Acetato de Plomo Trihidratado: Merck art . 7375 

- Sulfato de sodio Anhidro: Merck 6649 

- Acetonitrilo: Baker Analyzed'Reagent arto 9011 

- Hipoclorito de sodio comercial (lejía) 

- Patrón de Glaucarubina (*) 

- Patrones de Aflatoxinas 81, B2, G1, Y G2 (**) 

2.- Animales de experimentación 

- ChiP.lbolos, peces del género r'1011ienesia. 

3.- Eguipo 

- Material de vidrio 

- Sistemas Soxlet para 1.000 mls. y 250 mls. 

- Balanza analítica Metler 

- Papel filtro corriente 

- Papel filtro Whatman No.1, 41 y 42 

- Calentador eléctrico múltiple (Multi-Hot Plate GCA/Preci 

si6n Scientific N~.cat.65500) 

- Aparato de baño de vapor Fisher 

- Calentador eléctrico con agitación (Magnetic Stirrer Reichrt 

275949) 

- Evaporador U.S. Pat. 2.865.445 Buchler Instruments Fort Lee 

rLY.USA. 

(*) Proporcionado por:Dra.J. Polonsky, del Institut de Chimie des -
Substances Naturelles,France. 

(**) Proporcionado por: Centro Nacional de Tecnología Agropecuaria -
(C.E.N ·T.A.) El Salvador. 
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- Cromatoplacas de 20 x 20 cms. 

- Cámaras de vidrio 

- Lámpara de luz ultravioleta UVSL-25 onda corta 254 nm. 

y onda larga 366 nm. 

- Frasco atomizador (Reagent Sprayers, Aerosol, Camg -­

Uni-Spray) 

- Aparato para hacer placas cromatográficas (6) 

- Aparato para determinar puntos de fusi6n con capilares 

(Melting Point Unit- Thomas Hoover) 

- Kofler (Reichert) 

- Pistola de vacío (Vacum Dryer, Corning 3690) 

- Trompa de agua 

- Bomba de vacío (Air Pump, pressure/Vacuum Gast Oilless 

Diapharagm Tipe) 

- Espectrofotómetro de infrarrojo,Perkin-Elmer 

- Licuadora Eléctrica: Osterizer 

- Micropjpetas de ~O ul: Biomeca Tupe 2050 

- Microjeringas de 10 ul y 100 ul: Hamilton Co.Reno Nev. 

701- N- 80300 Y 750- N- 80800 

- Vibrador: Fisher Scientific, cato No.12-812 Vortex Genie 

(6) Stahl, E. Thin-layer Cromatography. A Laboratory Handbook.2th. 

ed. New York, Translated by M.R.F. Aghworth. Springer.1969, -

p. 55. 
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B.- MErODOS y PROCEDIMIENTOS 

1.- Preparación de la muestra 

La harina se hizo pasar por dos tamices: Primero uno de 

malla NO.3.5 y luego otro de malla NO.4 

2.- Determinación del porcentaje de grasa en la harina de la 

torta de semilla de aceituno 

El Método seguido fue el especificado en el A.O.C.S.(7) 

El resultado de esta determinación aparece en la pag.29 . 

(7) Official and Tentative Methods of the American Chemists ' Society 

(A.O.C.S. ) 3th. ed. revised april 1954. 
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3.-Análisis fitoguímico preliminar 

SegGn la marcha de la Fig.l, se efectuaron extracciones con -

solventes en orden de polaridad creciente para luego tratar -

de efectuar separaciones cromatográficas 

Harina (300-500 gms) 

extraer con éter de petróleo 

Extracto eter petróleo 
(si hay precipitado filtrar) Resíduo 

preCi~radO 
extrar con alcohol etílico 

Insoluble 

a concentrar 
1/3 Volumen 

R r~s í duo 

b) Verter en volumen 
igual de CH 30H 

c) Reflujar por 3 hrs. 

d) Filtrar en caliente 

Filtrado T ---' 
Concen t ra r a 

~Olumen 

Precipitado Filtrado ¡orar 
Resíduo 

Extracto alcohol Etílico 
(si hay precipitado filtrar) 

;:c: 
Precipitado Filtrado 

Sacudir con 

Capa clorofórmica Capa acuosa 

evapora r r~porar 

Resíduo 
Resíduo 

F 1 .G U R A 1 

Marcha de extracción con solventes en orden de polaridad creciente 
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a. Extractos obtenidos 

Inicialmentese trató de seguir la marcha de la fig.1 pero du 

rante la experiencia se dieron algunas variaciones que se re 

sumen en la marcha de la Fig.2. 

Harina 

Eter de petróleo: 700 mls. 
Temperatrura: 40 c C 
Tiempo de extracción: 10 hrs. 

/ 

Extracto de eter ce Resíduo (l)Peso: 269 gms. 
Volumen: 450 mls. 
Color: amarillo 

Precipitado X E t t Residuo 

Alcohol etílico: 500 mls. 
Temperatur.a ~ 70 c C 
Tiempo de extracción: 6 hrs. 

ausente x rac o 

~entrar 
(2) Extracto concentrado 

Peso: 24.4819 gms. 
Consistencia: líquida 
Color: verde obscuro 

(8) Extracto Alcohólico 
Peso: 311. 7 gms. 
Volumen: 376 mls. 
Color: café 

Prec; Pitad,,--l 
ausente (9) 

a) agregar 150 mls. 
de metanol 

b) reflujar 3 hrs. 
c) separar en ampolla 

cuando aún está caliente. 
(4)Capa inferior 

Peso:15.938 gms. (3) Capa superior (10) 
Consistencia:líquido Consistencia:líquida 

aceitoso Color: verde pálido 

Extracto alcohólico 
concentrado a T.A. 

(1/2 de vol.) 

Sacudir con CHCL3 
yH20(5:1) 

~pa clo- (11) Capa acuosa 
rofórmica Color:café-vino 
PIso: 209.5 mgs. 

Color: verde obscuro ---L 
soluble en éter de concentrar 

petróleo 
(5) Precipitado Filtrado 
Cons;stencia:sólido evaporar a T.A. 

I 
Resina 

grasoso ~ 
Peso:0.1092 gms. . 
Color:blanco (7) Sólido 
Soluble en Soluble en 
éter de metanol caliente 
petról ea 

Peso: 9.7795 gms. 
Color:café rojizo 

(6)Grasa verde 
Insoluble en metanol 

F 1 G U R A 2 
Narcha de extracción con solventes en orden de polaridad creciente 
(Modifi cada) . 
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b. Cromatograffa en capa fina de los extractos 

1) Preparación de las placas de sílica gel. 

Se empleó la técnica de cromatografía en capa fina con -

placas de sflica gel de 20 x 20 cms. y se us6 tres 

tipos de mezclas de solventes de polaridad ascendente. 

2) Mezclas de solventes de polaridad ascendente. 

l. Benceno - cloroformo 9:1 

II.Benceno - acetona 2:1 

lII.Butanol - acético - agua 8:2:1 

Las cámaras se preparaban con 50 mls. de cada mezcla, en 

las que se colocaban 2 placas, cada vez para ser desarro 

11 adas. 

3) Reveladores. 

Se usaron los siguientes reveladores: 

a.- luz ultravioleta, onda corta (OC) 254 nm~y onda larga -

(Ol) 366 nm. 

b.-Cloruro de cobalto (8) 

c.- Vapores de amoníaco 

d.-Reactivo de dragendorff (*) 

e.- Disolución de yodoplatfnico (**) 
CS} Dominguez, X.A. Cromatograffa en papel y en capa delgada,OEA. 

1975 (Monografía No.16) p.63 
(*) Ibid. p.59 
(**)1b1 d. 
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4) Método, 

Las once fracciones obtenidas, en la marcha de la Fig.2, 

se desarrollaron con los tres tipos de mezclas de sol-­

ventes y se les aplicaron los distintos reveladores indi 

cados. Se observ6 el número y el color de las manchas en 

cada una de las once fracciones. 

Los cromatogramas se revelaron rociando las placas con -

ayuda de frascos atomizadores adaptados a una bomba de -

presi6n. 

Cuando fue necesario calentar las cromatop1acas, para re 

velarlas, se hizo a 100-110° C. 

Los Cuadros 1, II y 111 y las Figs. 4-9, resumen los re 

su1tados. 
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4.- Métodos de extracci6n . 

a. Se ensay6 la extracci6n del principio amargo según el mé 

todo por Ham, E.A. et al (10) . (Extracci6n con agua). 

Se tomaron 250 gms. de harina de torta de aceituno, a la 

cual se le agregaron2~00 mls . de agua destilada y se de 

jO en contacto durante 16 ~oras; a continuaci6n se calen 

t6 a 70-75°C, durante 3 horas , en un calentador eléctri­

co con agitaci6n (Magnetic Stirrer Hot Plate); luego se 

le agregaron 75 gms. de celite y, aún caliente, se fil-­

tr6 la mezcla; el residuo se lav6 con 250 mls . de agua 

destilada caliente y fue agregado al filtrado . El fil--

trado se refrigeró. El material s61ido fue tratado,una 

segunda vez, con 2.000 mls. de agua destilada que cont~ 

nfa 0.9 mls. de ácido acético glacial , y se procedi6 en 

igual forma que en la primera extracci6n. 

Los extractos, aue eran de color amarillo naranja, se mez 

claron, se refrigeraron toda la noche y se filtraron. Se 

concentraron en cápsula de porcelana en baño maría, has-

ta que se obtuvo un residuo café resinoso, al cual se le 

agregó metanol caliente, se calent6 suavemente, se le 
• 1 1

" 

agreg6 carbón (Norit A) y se filtró sobre papel Whatman 

NO.l. El filtrado se dej6 cristalizar. 

(lO) HAM,E.A. et al "Structural studies on glaucarubin from Si 
marouba glauca", J.Amer.Chem .Soc. ,76:6066-6068, 1954. 
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Los cristales se separaron por filtraci6n y se lavaron 

con metanol a temperatura ambiente. Se recristalizaron 

en 100 mls. de metanol caliente; se separaron del licor 

madre, se secaron y se pesaron, obteniéndose 0.7996 gms. 

De los filtrados y líquidos de lavado se recuperaron más 

cristales, que fueron recristalizados, secados y pesados 

(0.8808 gms.). 

Se obtuvo un total de 1.6304 gms.(p.f.266-268) que co--

rresponde a un rendimiento de 0.67% . Los cristales fue-

ron recristalizados y secados en una pistola de vacío -

utilizando vapores de alcohol etílico, hasta punto de -

fusi6n constante. 

b. Se ensayó la extracci6n de la sustancia tóxica, según mé 

todo citado por Armour,R.P.(ll)(Extracción con alcohol -

isopropílico al 65%). 

Se tomaron 270 gms. de hari na de torta de semi 11 a de acei 

tuno y fueron sometidos a un proceso de extracci6n en un 

soxlet, con 700 mls. de alcohol isopropílico al 65% dura~ 

te 15 horas.E1 Material sólido se extrajo una segunda vez 

con 500 m1s. de alcohol isopropílico al 65% durante 10 hQ 

ras. 

Ambos extractos se reunieron y se concentraron en baño ma 

ría, en una cápsula de porcelana hasta que se obtuvo 
(11)Armour,R.P.Tnvestigaciones sobre Simarouba_ glauca Dc . (Aceit.!! 

no) en El Salvador, Op.Cit.p.59 
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un resíduo café obscuro resinoso, el cual se disolvió en 

acetona al 80% caliente y se le agregó carbón (Norit A) . 

Se filtró y se dejó cristalizar toda la noche. Se separ~ 

ron los cristales del licor madre, se secaron,y se re--

cristalizaron, dos veces más, con acetona al 80% caliente; 

se secaron y se les determinó el punto de fusión(256-258°C) . 

Con los cristales aislados por los métodos a) y b) se efe~ 

tuaron reacciones de coloración con H2S04 concentrado, crQ 

matografía en capa fina, cromatografía comparativa en capa 

fina con patrón de glaucarubina y pruebas de toxicidad. 

Con objeto de conocer su estructura se 1 es detenni nó 1 a -

rotación óptica a diferentes longitudes de onda (Cuadros -

VI Y VII)y se hicieron los espectros 1 R, RMN Y de masa -

(Espectros No .1-6) . 

5.- Determinaciones guímicas con los cristales extraídos, tanto con 

dagua como con alcohol isopropílico al 65%. 

a. Reacciones de coloración con H2S04 concentrado. 

Con los cristales extraídos ,se efectuaron reacciones de colora 

ción ron ácido sulfúricoconcentrado(12) (13). También se observó 

(12) Casamada, S.M. Farmacognosia con farmacodinamia, Edit . Cientí 
fico Médic6, 1968,p~402. -

(13) Domínguez, X.A. ~1étodos de investigación fitoquímica, México, 
Limusa, 1973,p. 182. 
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el comportamiento de cristales patrón de glaucarubina(*) 

compuesto amargo de(Simarouba glauca) en presenci a de - . 

H2S04 concentrado~ con objeto de comparar las coloracio 

nes obtenidas. Los resul tados aparecen en 1 a pag. 42. 

b. Cromatografía en Capa Fina 

La cromatografía en capa fina se realiz6 con el fin de -

investigar el comportamiento de los cristales extraídos, 

tanto con agua como con alcohol isopropílico al 65%, pa 

ra lo cual se utilizaron los tres sistemas de solvente 

ya empleados en la cromatografía en capa fina de los ex 

tractos (pag.11. ); esto se hizo para controlar la pur~ 

za de los cristales extraídos, al revelarlos con H2S04 

40%; y para conocer si estos cristales son capaces o no 

de absorver la luz ultravioleta, cuando es usadaGomo re 

velador, 10 mismo para conocer que tipo de mezcla de -

solventes era más adecuada para eluirlos. 

1) Placas y cámaras ' cromatográficas: 

Se pnepa,ra;ron en la misma condición especificada en -

pag. 1lo 

2} Mezcla de solventes: 

1 Benceno - cloroformo 9:1 

11 benceno - acetona 2:1 

111 Butano1 - acético- agua 8:2:1 

(*)Cortesia Dra.J.Polonsky,del Institut de Chemie des substan­
ces natural les, France. 
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3) Reveladores: 

a.- luz ultravioleta, onda corta (OC) 254 nm.y onda -

larga (Ol) 366 nm . 

b.- H2S04 40% seguido de calentamiento para revelar 

(14) . . 

4) los cristales se solubilizaron en etanol; algunas ve-

ces fue necesario usar baño maría. 

5) los resultados aparecen en la página 43 y el cuadro -

IV. 

c. Cromatografía comparativa en capa fina con cristales "p-ª­

trón de glaucarubina. 

Esta experiencia se realiz6 con objeto de investigar si el 

-comportamiento de los cristales aislados era semejante al del 

patr6n de glaucarubina (sustancia amarga del grupo de los 

simaroubalidanos), por cuanto se esperaba que, con los mé-

todos de extracci6n' usados, se obtendrían este. tipo de-

compuestos como los responsables del sabor amargo. 

Se utiliz6 la mezcla solvente butanol-acético-agua 8:2:1 

(que fué la única capaz de eluír a las manchas, por la ex 

periencia de la pag.16 ) Y se re~e16 con H2S04 40% segui 

do de calentamiento. los cristales fueron disueltos en eta 

no1. 
(14) Dom;nguez, X.A. Metodos de investigaci6n fitoquímica,Op.Cit. 

p~ 182. 
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- Se corrieron muestras de: 

1') Cristales extraídos con agua · 

2) Superposición de las aplicaciones de muestras de: ~ 

cristales extraídos con agua y cristales patr6n de 

gl auca rubi na. 

3) Patr6n de glaucarubina 

4) Cristales extraídos con alcohol isopropílico al 65%. 

5) Superposici6nde las aplicaciones de muestra de: cri~ 

tales extraídos con alcohol isopropflico al 65% y cris 

tales Patr6n de glaucarubina 

6) Patrón de glaucarubina. 

- Los resul tados apareCal en e 1 cuadro V. 
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6. Pruebas de toxicidad.-

a.-Preparación de los extractos. 

1) Se prepararon extractos a partir de la harina de la tor 

ta de semilla de aceituno, según la marcha de la Fig.3 . 

Harina 350 gms.(inicial). 

extraer con éter de petróleo 

(1) extracto con éter de petr6l~0 

I 
.Resíduo. 

extraer con alcohol etílico 
Concentrar 

(2) extracto con alcohol etílico Resíduo . (final) 

I 
concentrar 

I 
extraer con cloroformo-agua 5-;:1 • 

(3) ·extracto clorofórmico (4) extracto acuosO 

I 
concentrar 

Figura 3 

Marcha de prepración de los extractos para las pruebas de toxicidad 
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2) Se efectuaron pruebas de toxicidad con: la harina sin ningún 

tratamiento (harina inicial), el resfduo (harina final), los 

extractos 1,2,3~4 (ver fig.3) y los cristales extraídos con 

a~ua y los extraídos con alcohol isoproílico al 65%. 

3) Los extractos fueron concentrados en un rotavapor (U.S.P. 

B~hler Instruments Fort Lee, N.Y. U.S.A.) y al final en baño 

maría, hasta que se eliminó totalmente el solvente para que -

no interfiriera en la prueba. 

4) Las cantidades usadas en cada muestra fueron de 5 ppm.,lO ppm. 

y 500 ppm., que fueron calculadas en base a un volumen de 100 -

ce. de agua destilada. 

5) Las muestras líquidas y las resinosas fueron pesadas sobre vi­

"drio de reloj y luego, con ayuda de agua destilada,trasferidas 

al dep6sito en que se efectuaría la prueba (beaker de 100 ce). 

6) Una vez colocada la cantidad de muestra en los 100 ce. de agua 

destilada, se calentaron durante 5 minutos y se dejaron enfriar 

a temperatura ambiente. 

7) Los animales de experimentación fueron: chimbolos del género Mo 

llienesia de la familia Poecilidae (ver pag.22) . 

8) Se usaron 3 peces por cada muestra, los cuáles fueron separados 
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del resto y no se les dio ningún alimento 24 horas antes de 

la prueba. 

9) Para cada prueba se llevó control (Peces yagua destilada 

hervi da y fría). 

10) Todos los beakers en que se efectuaron las pruebas fueron -

tapados con una gasa sostenida con un hule para evitar que 

los peces se salieran del dep6sito . 

11) Los resultados corresponden a las lecturas efectuadas despues 

de 12, 24, 36 Y 48 horas , por observación de la muerte de los 

especímenes. 

12) El resumen de los resultados aparece en los cuadros VIII, IX 

y X • 

BIBLlOTECÁ CENTRAL 
~ ... •• L.\lAg •• 

•• ,,, ..... U .. 8 .~ ... 
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b. Descripción y método de recolección de los animales de exp~ 

rimentación para las pruebas de toxicidad (*) . 

Familia: Poeci1idae 

Nombre científico: Mo1lienesia sp. 

Nombre vulgar: chimbo10s 

Muestreo de los chimbo10s: 

Lugar: Corinto (Lago de I10pango, San Salvador) 

en las riberas del lago. 

Fecha: 15 de mayo de 1977. 

Hora: 3:15-5:30 p.m. 

Vegetación:Algas abundantes 

Método de recolección: 

Se utilizó un lumpe, de las siguientes características: 

largo 10.0 cms., ancho 7.0 cms., fondo 10.0 cms., 

largo de mango 25.0 cms., efectividad 80% y No. de malla 

1.5 mm. 

(*) Calderón, M. G. Comunicación personal, Prof. de Ictiología, 

Departamento de Biología, Fac. de Ciencias y Humanidades, -

Universidad de El Salvador. 
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Los peces después de su recolecci6n, fueron mantenidos en un de 

p6sito adecuado que contenía algas de la flora del lago yagua 

corriente de consumo, que había sido recolectada por lo menos,2 

días antes de ser utilizada,para eliminar el cloro. Se alimenta 

ron con comida especial para :~s. 

Se tomaron 5 ejemplares, que correspondían al 5% de muestreo to 

tal, y fueron colocados en formalina al 10%; luego se les elimi 

n6 la humedad sobre el papel absorbente y se pesaron, en forma 

individual en una balanza analítica;asímismo se les determinó 

la longitud con una regla graduada en milímetros. 

LONGITUD ESTANDARD, LONGITUD TOTAL Y PESO PRor~EDIO DE 
LOS PECES, CHIMBOLOS DEL GENERO Mollienesia.-

Espécimen Longitud Stan- Longitud total Peso (gms.) dard(*) (cms.) (**) (cms.) 

No.1 11.0 14.0 

No.2 10.0 12.0 

No.3 1-1.0 14.0 

No.4 11.0 14.0 

No.5 10.0 12.0 

Promedi o 10.6 13.2 

(*) Longitud standard= cabeza - pedúnculo caudal 

(**) Longitud total = cabeza final aleta caudal 

0.03169 

0.02190 

0.03035 

0.02606 

0.02144 

0.02629 
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7.-Determinación de aflatoxinas en la harina de la torta de se­

milla de aceituno. 

Esta investigación se realizó con el propósito de conocer si 

las aflatoxinas están presentes en la harina de la torta de 

semilla de aceituno, ya que podrían contribuir ó ser lacau­

sa de la toxicidad de este subproducto. 

Las aflatoxinas son MICOTOXINAS, elaboradas por algunos hon-­

gos del género Aspergillus,que pueden encontrarse contaminando 

algunos granos y cereales (de consumo humano y animal) y que se 

producen sobre los cereales, tanto en los campos de cultivo co 

mo cuando ya están almacenados. Las aflatoxinas más conocidas 

son la B1, B2, G1 Y G2. En general se les conoce como sustan­

cias cancerígenas (15). Se ha reportado una marcada actividad 

biológica que ocasiona daños renales y hepáticos (16)(17). 

(15) Hesseltine, C.W. "Natural occurence of mycotoxins in cereales". 

Mycopatología et ~iicólogía applicata 53:141-153. 1974. 

(16) Sandoval, H.T., Carrera, J., Floreschapa, l. y Jardel, E. 

"Aislamiento de cepas de Aspergillus sp. productoras de aflato 

xinas en alimentos de consumo humano en México",lnv.Salud PÚ-

blica (MéXico) 36: 161-166, 1976. 

(17) Hesseltine, C.W. Shotwell, O.L. Ellis, J.J. and Stubblefield,R. 

D"'Aflatoxin formation by Aspergil1us flavus". Bacteriological 

Reviews 30:795 - 805, 1966. 
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las lesiones hepato-t6xicas que producen las aflatoxinas, son_ ~ 

similares a las causadas en ratas, por la harina de torta de se 

milla de aceituno (18); por esta raz6n se consider6 importante 

investigar la presencia de aflatoxinas en esta harina. 

Para la determinaci6n de las aflatoxinas se practic6 el siguiente 

método, utilizado por el Ministerio de Salud de Costa Rica(19). 

a. Método para la determinaci6n de aflatoxinas. 

1) Preparaci6n de la muestra: 

Se utiliz6 la harina de la torta de semilla de aceituno, dis 

ponible para todas las extracciones. 

2) Extracci6n: 

a. Se mezclÓ 50 gms. de harina con 125 mls. de acetona- -

agua 85:15, en una licuadora, durante 3 minutos. 

b. La mezcla se filtr6 en papel filtro ~Jatman No.! sobre un 

embudo Buchner. 

c. Se transfiri6 50 mls. del filtrado a una probeta de 100 

mls·y se complet6 a 90 mls. con agua destilada. 

(18) Betancourt, F.R. y G6mez, L.M. "Investigaci6n sobre la toxici 
dad de la torta de semilla de aceituno silvestre (~.glauca) -
en ratas". Trabajo patrocinado por H. de Sola e hijos, s.f. -
(Trabajo mimeografiado) . 

(19) Acuña, D.,Benavides, J. y Vega, N. "Analytical G.T. Method­
for aflat0xi nsin Corn samples and ,agricultural I,:omodities", -
Ministerio de Salud República de Costa Rica, August 1976.(Edi 
ci6n mimeografiada). 
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d. La mezcla fue trasnferida a un beaker y se le adicion6 

50 mls. de una solución de acetato de plomo acidificada 

(*) y 4 gms. de celite. Se agit6 por 3 minutos hasta o~ 

tener una fase sobrenadante transparente. Se filtr6 so-

bre un embudo Buchner. 

e. Se tomó 120 mls. del filtrado y se transfirieron a un -

embudo separador de 500 mls. que contenía 60 mls. de -­

agua, se le agregó 10 mls. de cloroformo, se agit6 vig~ 

rosamente durante 3 minutos y se dej6 en reposo para --

que las fases se separaran. 

f. Se recolect6 6 mls. de la fase clorof6rmlca. en una pr~ 

beta de 10 mls.; para esto se utilizó un embuda pequeño 

con un papel filtro Whatman No.1 que contenía una pequ~ 

na cantidad de sulfato de sodio anhidro.La _.alfcuota se 

transfiri6 a un vial 70 x 20 mm. con tap6n de rosca. 

g. Se agit6 suavemente el embudo separador durante 30 segs.; 

se dejó separar el cloroformo remanente para descartarlo. 

Se hizo una segunda extracción con 10 mls. de cloroformo; 

se recolectó nuevamente 6 mls., en iguales condiciones 

que la primera vez, y se les agregó al vial. 

(*) La soluci6n se preparó así: se disolvió 200 gms. de acetato de 
plomo neutro trihidratado, en agua caliente y se le añadió 3 -
mls. de ácido acético glacial; luego se afor6 a un lt. 
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h. Se evapor6, a sequedad, colocando el vial destapado -

sobre baño maría . 

3) Identificación de las aflatoxinas por cromatografía en capa 

fina. 

a. Se us6 placas cromatográficas 20 x 20 cms. 

b. El extracto desecado, contenido en el vial, fue disuelto 

con 200 ul. de benceno-acetonitrilo (98:2). La mezcla -­

fue agitada en un vibrador (Ficher Scientific cato No.12-

812 Voxter Genie) 

c. Se aplic6 en placas de sílica gel, con ayuda de una micro 

jeringa, 50 ul. y 100 ul.de la mezcla. Las aplicaciones -

se hicieron con una separación que permitió intercalar -­

las aplicaciol,es de los patrones ,.le aflatoxinas B1,B 2,G1 
y G2 en concentraciones de 5 ul. y 10· uJ . 

d. Se utilizó, como mezcla eluyente, 40 mls. de acetona-cloro 

formo (1:9). El solvente se dejó correr hasta una altura -

de 10 cms. sobre la línea de aplicación. 

e. Las placas se secaron a temperatura ambiente. Las cromato-­

placas fueron observadas con luz ultravioleta de onda lar 

ga (360 nm). Se examinó si la muestra presentaba mancha -

con igual Rfyfluorescencia que los patrones utilizados. 
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f . Todo el material contaminado con aflatoxinas fue conve­

nientemente colocado en hipoclorito de sodio comercial, 

previamente a su lavado. 



III.- R E S U L T A D O S 

A. PORCENTAJE DE GRASA PRESENTE EN LA HARINA DE LA TORTA DE SE-

MILLA DE ACEITUNO. 

1.- Datos : 

Peso de la muestra: 4.156 gms. 

Peso del aceite: 0. 3423 gms. 

2.-Cálculo: 

% de acei te= 

% de acei te= 

% de aceite= 

Peso del aceite x 100 
Peso de la muestra 

0. 3423 x 100 
4. 156 

8.2 

A la harina de la torta de semilla de ace i tuno se le encontr6 

un 8 .2% de grasa residual después de la extracción industrial, 

que sumado a su alto contenido proteíco ~umenta las cualidades 

alimenticias de ella. 
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B. ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR 

l.-Identificación de los extractos 

La numeración de los extractos se hizo en base a su secuen 

cía de obtención en la marcha de la fig.2; los cuáles se -

citan en los resúmenes, cuadros y figuras que representan 

los cromatogramas, con el número que los identifica en es-

ta lista: 

NUMERO 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

NOMBRE 

Extracto con éter de petróleo 

Extracto con éter de petróleo ,concentrado 

Extracto metanólico 

Capa insoluble en metanol 

Sólido grasoso soluble en éter de petróleo 
frío (suspensión) 

Sustancia grasosa verde 

Sustancia grasosa verde soluble en metanol 
caliente 

Extracto alcohólico 

Extracto alcohólico, concentrado 

Extracto clorofórmico 

Extracto acuoso 
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2.-Resultados de la cromatografía en capa fina 

Se utilizaron tres mezclas eluyentes: 

a. Una poco Polar (Benceno-cloroformo 9:1 ) 

b. Una de polaridad intermedia (Benceno-acetona 2:1 ) 

c. Una muy polar (Butanol-acético-agua 8:2:1) 

Esto se hizo con el objeto de poder efectuar separaciones croma 

tográficas por diferencias de polaridad de los compuestos pre-­

sentes en cada extracto. 

El número de manchas fue observado a través del revelado con: 

Luz UV de onda corta (254 nm) y de onda larga (366nm); cloruro 

de cobalto (CoC1 2), vapores de amoníaco (NH 3) que luego se obser 

varan con luz UV; reactivos de Dragendorff y yodoplatino. 

A continuación se presentan los resultados de la cromatografía en 

capa fina de los extractos en cada mezcla eluyente y en el agente 

revelador respectivo. 



- 32 -

a. En Benceno-cloroformo 9:1 (Cuadro 1) 

Con esta mezcla eluyente, de baja polaridad, se separaron -

compuestos que se revelaron con luz UV de onda corta (254nm) 

y de onda larga (366 nm); de los extractos No.8, 9, 10 Y 11 

no se revelaron compuestos. Con CoC1 2 (Fig.4) se not6 que -­

los extractos No.B, 9 y 10 presentaron manchas de color --­

azul-violeta lo que pudo indicar la presencia de glic6sidos 

(20). Con vapores de amoníaco, seguido de observaci6n con luz 

UV , no se reve16 ninguna coloración especial, por lo cual se 

concluye que no habían compuestos tipo flavonoides (21). Con 

el reactivo de Dragendorff todos los extractos presentaron -

manchas de color anaranjado pálido que persistieron por 24 -

horas; en los extractos No.3, 7 y 11 la coloraci6n anaranja­

da se observó en las manchas de aplicación, 10 que demostr6 

la presencia de alcaloides (*)(**). Con yodo platino (Fig.7) 

se observaron manchas rosa pálido en todos los extractos, en 

los extractos No.B y ID se observaron además manchas de ca-­

lar amarillo en los puntos de aplicación; estos resultados in 

dicaron la presencia de alcaloides también(*)(**) . 

(20) Dom;nguez, X.A.Cromatografía en papel y en capa delgada,Op. 
Cit. p.63 

(*) Ibid. p.59. 
(21)-oomínguez, X.A. Métodos de investigaci6n fitoquímica,Op.Cit. 

pp. 84 y 85· 
(**) Ibid. pp. 219 Y 221. 
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b. En benceno-Acetona 2:1 (Cuadro 11) 

Con el eluyente de polaridad intermedia se separ~ 

ron en todos los extractos, compuestos capaces de absorber 

luz UV de onda corta (254 nm) y de onda larga (366 nm ); los 

extractos NO.9 y 10 presentaron mayor nQmero de estos como -

puestos. Con CoC1 2 (Fig.5) los extractos No.B, 9 y 10 pr~ 

sentaron manchas color azul-violeta, lo que pudo indicar la 

presencia de glic6sidos (22). Con vapores de amoníaco, segui 

do de observaci6n con luz UV, no se reve16 la presencia de -

ninguna coloraci6n especial. Se concluy6 que no estaban pre­

sentes compuestos tipo flavonoides (23). Con Dragendorff to-

dos los extractos presentaron manchas anaranjadas que persi~ 

tter¡onpore4 horas;t.t¡)d¡-5 Jas ,manchas,en el lugar de aplicaci6n, 

se-observaron de color a·naranjado';los resultados demostraron la 

presencia de alcaloides (*)(**). Con yodo platino (Fig.G) se 

observaron manchas de color rosa pálido que demostraron, tam-

bién, la presencia de alcaloides (*)(**). 

(22) Domínguez, X.A. Cromatografía en papel y en capa delgada, 
Op. C i t. p. 63 

(*) 1.~id. p. 59 

(23) Domínguez, X.A. Métodos de investigaci6n fitoquímica Op.Cit. 
pp. B4 Y 85 . 

(**) lPid. pp. 219 Y 221. 
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c. En Butanol-Acético-Agua 8:2:1 (Cuadro 111) 

Con esta mezcla eluyente muy polar se separaron. en todos -

los extractos. compuestos capaces de absorber luz U V a on 

da corta (254 nm) y a onda larga (365 nm); los compuestos -

separados en los extractos No.8. 9, 10 Y 11 presentan man­

chas bien definidas y decoloraciones especiales (violeta. ~ 

azul brillante y verde brillante); estos resultados permi-­

tieron concluir que con el eluyente Butanol-acético-agua -­

a:2:l ~ fue posible separar los extractos compuestos que pu~­

dieron diferenciarse por su absorción de luz U.V . Con CoC1 2 

(Fig.6). se observó que los extractos NO.lO y 11 presenta--

ron compuestos diferentes; en los extractos No.8. 9. 10 Y -

11 se observaron manchas bi en definidas y decoloraciones: -

azul-verdoso, gris piedra, violeta, café y rosado, lo que -

puedo indicar la presencia de glicósidos (24). Con vapores 

de amoniaco (NH3), seguido de observación con luz UV a onda 

corta (254 nm) y onda larga (366 nm) no se reveló ninguna cQ 

loración especial, por lo cual se concluye que no habian com 

puestos tipo flavonoides (25). Con Dragendorff todos los ex-

tractos presentaron manchas anaranjadas que persistieron por 

24 horas; en el extracto NO.l1 se observó únicamente en la -

mancha de origen, la coloración anaranjada. Los resultados -

(24) Dominguez.X.A. Cromatografía en papel y en capa delgada,Op. 
Cit. p.63 . 

(25) Dominguez,X.A. Métodos de investigación fitoquimica, Op.Cit 
pp.84 y 85. 
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evidenciaron la presencia de alcaloides (*) (**). CJn yodo pl~ 

tino (Fig.9). el extracto No. 10 presentó compuestos que no -­

aparecieron en el extracto t40.1~; en todos los extractos se ob 

servaron manchas de color rosa pálido y los extractos NO.9 y -

11 presentaron manchas azul violeta, amarillo y violeta. 

Los resultados evidenciaron también, la presencia de alcaloi-­

des (*) (**) . 

(*) Ibid. p.59 

(**) Ibid.pp. 219 Y 221 
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C U A D ROl 

Cromatografía en capa fina de los extractos 

SOlVEtHE 1 : BENCENO-CLOROFORMO 9:1 

NUMERO DE MANCHAS REVELADAS CON: 
EXTRACTO 

No. lUV CoC1 2 
VAPORES CRAGENDORFF YODOPlATINO 

OC Ol DE NH 3 

. 
1 2 1 6 - 1 2 

2 2 1 6 - 1 2 

3 - 1 5 - - 1 
4 3 1 6 - 1 2 
5 3 1 5 - 1 2 
6 3 1 6 - 1 2 
7 - 1 4 - - 2 
8 - - 6 - 1 -
9 - - 8 - 1 3 

10 - - 6 - 1 2 
11 - - - - - -

LUV= Luz ultravioleta;oc = Onda corta (254 nm); OL=Onda larga (366 nm). 
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CUADRO II 

Cromatografía en capa fina de los extractos 

SOLVENTE II : BENCENO-ACETONA 2:1 

EXTRACTO NUr~ERO DE MANCHAS REVELADAS CON: 
, 

No. lUV CoCl 2 VAPORES DRAGENDORFF YODOPlA TINO 
OC Ol DE NH 3 

1 1 1 5 - 1 1 
2 1 1 5 - - 1 

3 1 1 5 - 1 1 
4 1 1 2 - 1 1 
5 1 1 3 - 1 1 
6 1 1 5 - 1 1 
7 - - 6 - 1 1 
8 2 2 5 - 1 -
9 6 4 10 - 2 7 

10 7 4 8 '. 2 3 -
11 2 - 1 - - -

lUV= luz ultravioleta; OC= Onda corta(254nm); Ol=Onda larga (366 nml 
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C U A D R O 111 

Cromatografía en capa fina de los extractos 

SOLVENTE 111: BUTANOl-ACETICO-AGUA 8:2:1 

EXTRACTO NUMERO DE MANCHAS REVELADAS CON: 

No. lUV CoC1 2 VAPORES DRAGENDORFF YODOPlA TINO 

OC al 
DE NH3 

1 1 1 1 - 1 1 
2 1 1 1 - 1 1 
3 1 1 1 - 1 1 
4 1 1 1 - 1 1 
5 1 1 2 - 1 1 
6 1 1 2 - 1 1 
7 1 1 2 - 1 1 
8 8 4 9 - 4 9 
9 8 2 6 - ESTELA 9 

10 7 3 ' 8 '. - 4 4 
11 6 4 6 - - 7 

lUV= luz ultravioleta; OC=Onda corta (254 nm); Ol=Onda larga (366 nm). 
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Cromatograma Benceno - Cloroformo 9: I 
Revelado con Cloruro de Cobalto. 
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FIG. 6 
Cromatograma Butanol - Acético - Agua 8: 2 : I 
Revelado con Cloruro de Cobalto. 
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FIG. 7 
Cromatograma Benceno - Cloroformo 9: I 
Revelado con yodoplatinato. 
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FIG. B 

Cromatograma Benceno - Acetona 2: I 
Revelado con yodoplatinato . 
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C. DETERMINACIONES QUIMICAS DE LOS CRISTALES OBTENIDOS TANTO 

CON AGUA COMO CON ALCOHOL ISOPROPILICO AL 65%. 

1.~ Resultados de las reacciones de coloración con H2S04 con­

centrado . 

a. En los cristales extraídos con H20 al ponerlos en con­

tacto con el ácido sulfúrico concentrado, se observó 

una coloración vio1eta,que torna a café rojizo y luego 

11eg6 a amarillo. 

b. En los cristales extraídos con alcohol isopropí1ico al 

65% al ponerlos en contacto con ácido sulfúrico conce~ 

trado, se observó una coloración violeta, que tornó a 

café rojizo y llegó a amarillo. 

c. En los cristales de glaucarubina al ponerlos en conta~ 

to con ácido sulfúrico concentrado se observó una colo 

ración violeta que tornó a café rojizo y llegó a amari 

110. 

Estos resultados indicaron que los cristales extraídos -

dieron la misma reacción que la 01aucarubina en presencia 

de H2S04 concentrado (26). 

(26) Domínguez, X.A. Métodos de investigación fitoquímica, Op.Cit 

p. 182. 
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L.-Resultados de la cromatografía en capa fina 

a. En benceno-cloroformo 9:1 (eluyente de baja !Jolaridad). 

Al revela r con: 1 uz UV (Onda corta y Onda la rga') no se oQ. 

servó nada y,con H2S04 40% y calentamiento se observó que 

los compuestos no corrieron . 

b. En benceno-acetona 2:1 (e1uyente de polaridad intermedia). 

Al revelar con luz UV no se observó nada; con H2S04 40% y 

calentamiento se observó que los compuestos no corrieron. 

c. En butanol-acético-agua 8:2: 1 (eluyente ,de alta polaridad). 

Al revelar con luz UV (onda corta y onda larga) no se obser 

v6 nada; con H2S04 40% y calentamiento se observaron 2 mpn­

chas de color café oscuro, que correspondían a los crista-­

les extraídos con agua y a los extraídos con alcohol isopro 

pflico al 65%, los cuáles presentaron el mismo Rf. (0.82) 

(Cuadro IV), 

d. Resultado de la cromatografía comparativa con el patrón de 

glaucarubina, usando como mezcla eluyente butanol-acético­

agua 8: 2: 1. 

Al revelar con luz UV (onda corta y onda larga) no se obser 

YÓ nada; con H2S04 40% y calentamiento, se observó para cada 

muestra, manchas únicas de color gris-negro y de igual Rf al 
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patrón de glaucarubina (0.71 para los extraidos con H20 y -

0.72 para los extraidos con alcohol isopropílico al 65 ~{' ) ; _ ,o 

las determinaciones fueron hechas en dos cromatoplacas dife ! 

rentes (Cuadro V). 

En resumen los cristales extraidos tanto con agua como con al 

cohol isopropilico al 65%, sólo corrieron al usar un sistema 

eluyente muy polar (Butanol-acético-agua 8:2:1), y no fueron 

revelados con luz UV; al revelarse con H2S04 40% se obtuvo -­

igual Rf (0.82). Cuando fueron comparados a cristales patrón 

de glaucarubina, usando como eluyente: Butanol-acético-agua 8: 

2:1 y revelando con H2S04 40% más calor, mostraron manchas de 

iguales Rf que el patrón de glaucarubina (0.71 para los cris­

tales extraidos con agua y 0.72 para los extraídos con alcohol 

isopropilico al 65%). 
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C U A O R O IV 

Cromatografía en capa fina de los cristales extraídos tanto con 

agua como con alcohol isopropílico al 65% . 

SOLVENTE 1: BENCENO - CLOROFORMO 9:1 

r~UESTRA: L U V REVELADOR CALOR 

CRISTALES EXTRAIDOS aJN 
.. H2SO{l, 40% + 

OC OL 

AGUA - - -
~ 

ALCOHOL ISOPROPILICO 
AL 65% - - -

-----

SOLVENTE II : BENCENO- ACETONA 2:1 

MUESTRA: L U V 
CRITALES EXTRAIDOS CON H2S04 40% + CALOR 

OC OL 

AGUA - - -
ALCOHOL ISOPROPILICO - - -AL 65% 
SOLVENTE II!: BUTANOL-ACETICO-AGUA 8:2:1 

MUESTRA: l U V. CRISTALES EXTRAIDOS CON . --
H2S04 40% + CALOR OC Ol Rf 

---

AGUA - - 1 0.82 
ALCOHOL ISOPROPILICO 
Al 65% - - 1 0.82 

~-------- --

lUV= luz ultravioleta; OC= Onda corta (254 nm); Ol= Onda larga (366 nm). 
Los cristales extraídos no absorven Luz UV y revelan una sola mancha en un 
solvente de alta polaridad(Butanol -acético-agua 8:2:1), con igual Rf(O. 82). 
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C U A O R O V 

Cromatografía comparativa en capa fina de los cristales extra; 

dos con agua, con alcohol isoprop{lico al 65% y el patron de 

glaucarubina 

SOLVENTE: BUTANOL- ACETICO - AGUA 8:2:1 

CROMATOGRAMA 
No. 

1 

2 

M U E S T R A 

- Cristales extraídos/agua 
- Mezcla de cristales extraídos/agua 

y patrón de glaucarubina 
- Patr6n de glaucarubina 

- Cristales extraídos/alcohol isoprQ 
pílico al 65% 

- Mezcla de cristales extraídos/alcQ 
hol i sopropíl i co al, 65% Y patrón de 
glaucarubina 

- Patrón de glaucarubina 

REVELADOR 
H2S04 40% +CALOR 

Rf 

0.71 

0.71 

0.71 

0.72 

0.72 

0.72 

Los cristales extraídos y el patrón de glaucarubina, cuando se usó un sol­
vente de alta polaridad(Butano1-acético-agua 8:2:1) y revelando con H2S04 
40% + calor,mostraron igual Rf. 
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3.- Rotación específica a diferentes longitudes de onda 

A los cristales extraídos tanto con agua como con alcohol 

isopropílico al 65%, se les determinó la rotación específi 

ca en un polarímetro Perkin Elmer 141. Esta determinación 

se hizo de la manera siguiente: se tomaron 20 mgs. de la -

muestra y fueron aforados a 2 ml. con piridina, para obt~ 

ner una concentración de 0.010 gm/ml; esta disolución pr~ 

sent6 una temperatura de 26°C. 

Los cálculos de rotación específica fueron hechos según -

la siguiente fórmula: 

Rotación específica= L --.------1 x c 

de donde: L= Lectura del aparato 

1= longitud de la trayectoria en dm.(l dm) 

c= concentración del soluto(gm/ml) 

Las lecturas y resultados de los cálculos de rotación es­

pecífica aparecen en los Cuadros VI y VII. 

De los resultados obtenidos pudo observarse que tanto -

los cristales obtenidos con agua, como los obtenidos con 

alcohol isopropílico 65% presentaron una rotación especí 

fica positiva (dextrorotatoria) y analizando la rotación 

óptica como una función de la longitud de onda (Disper-

sión Rotatoria Optica), presenta una escala de disper--

sión normal, en la que la rotación específica solo cam-

bia gradualmente con la longitud de onda (Gráfica 1), -
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n9 observándose datos de rotación específica que evidencien 

algOn tipo de dispersión anómala que sugiera algún pico de 

absorción (27). 

(27) Skoog, D.S. and West, D.M. Análisis Instrumental, Trad. 

por Vicente Agut Armer, México, Interamericana, 1975,p. 

335. 
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C U A D R O VI 

Rotación específica a diferentes longitudes de onda de los cris 

tales extraídos con agua. 

CRISTALES EXTRAIDOS CON AGUA 

LONGITUD DE ONDA LECTURA DEL APARATO ROTACION ESPECIFICA 
-

589 nm 0. 388 + 38.8 
578 nm 0.411 + 41.1 
546 nm 0.464 + 46 .4 
436 nm 0. 740 + 74 .0 
365 nm 0. 998 + 99 .8 
316 nm No da 1 ectura -

C U A D R O VII 

Rotación específica a diferentes longitudes de onda de los crista 
les extraídos con alcohol isopropílico al 65% 

CRISTALES EXTRAIDOS CON ALCOHOL ISOPROPILICO AL 65% 

LONGITUD DE ONDA LECTURA DEL APARATO ROTACION ESPECIFICA 

589 nm 0.366 + 36.6 
578 nm 0.414 + 41.4 
546 nm 0.455 + 45.5 
436 nm 0.741 + 74.1 
365 nm 1.047 +104.7 
316 nm no da lectura -
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4.- Lectura de interpretación de los espectros IR,RMN y EM 

a. EspectrC6 infrarrojo 

1) Datos espectrales en el infrarrojo de los cristales -

extraídos con agua (Espectro No.1)(*). 

En el espectro NO.1 se leen las siguientes bandas de 

absorci6n: 1740 cms-l grupo carbonilo (C=O) del ~ster; 

1710 cms- 1 grupo (C=O)lactona; 1610 cms- 1 grupo (C=C); 

1500 cms- 1 furano; 1210 cms- 1 grupo (C-0);1125 cms-1 

grupo (C=O); 1040 cms- 1 grupo (C-OH); 870 cms- 1 furano. 

2) Datos espectrales al infrarrojo de los cristales extraí 

dos con alcohol isopropílico al 65% (Espectro No.2)(*). 

En el espectro ~0.2 se leen las siguientes bandas de -

absorción; 1740 cms- 1 grupo carbonilo(C=O) del ~ster;--

1710 cms- 1 grupo (C=O) lactona; 1610 cms- 1 grupo (C=C); 

1475 cms- 1 furano; 1210 CL1S
1 grupo (C-O); 1125 cms- 1 -

grupo(C-O); 1040 cms- 1 grupo (C-OH); 870 cms-] furano. 

Los espectros No:1 y 2, presentan bandas de absorci6n -

que indican los siguientes grupos químicos comunes: gr~ 

po C=O de éster, grupo de C=O de lactona, grupo C=C, -

grupo C-O, grupo C-OH y un sistema de furano. Lo que de 

muestra que los cristales extraídos con agua y los extrai 

dos con alcohol isopropílico al 65% presentan Espectros 

I~ iguales. 

(*) Realizado en el Departamento de Química del Instituto Tecnológi 

ca de Estudios Superiores de Monterrey . México. 
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3) Datos espectrales al infrarrojo de los cristales puri ... 

rificados (Espectro No.3) (*) \**). 

En el espectro NO.3 se leen las siguiente~ bandas de 

absorci6n:3500,3380 y 3220 cms-1 bandas correspondie~ 

tes a diferentes tipos de (OH-); 1765 cms-1 banda co­

rrespondiente a un grupo (C=O)éster; 1737 cms-1 banda 

correspondiente a un grupo (C=O) de una lactona en un 

ciclo de seis miembros; 1675 cms-1 banda correspondie~ 

te a la vibración de un enlace (C=C); 1510 cms- 1 banda 

correspondiente a un sistema de furano; 1230 y 1150 ~­

cms-1 bandas correspondientes a grupas (C-0}; ; lQS5 .. 

cms- 1 banda correspondiente a un grupo(C-OH);'88Gcms- 1 

bandas correspondientes a un sistema de furano. 
El espectro infrarrojo de los cristales purificados (E~ 

pectro No.3) presenta bandas de absorci6n que demuestran 

los mismos grupos químicos encontrados en los Espectros 

NO.1 y 2 Y son· los siguientes: grupo C=O de éster, grupo 

C=O de lactona; grupo C=C, grupo C-O, grupo C-OH y un --

sistema de furano. 

{*} Realizado en el Departamento de Química Orgánica, Facultad de -
Ciencias Químicas. Universidad Aut6noma de Madrid, España. 

(**) Antes de la Determinación de este Espectro IR y los siguientes 
RMN y EM se procedió a purificar los cristales por Cromatografía 
en placa preparativa; se usó como soporte sílica gel y como e1u­
yente, cloroformo-metano1 (9~:5). El producto se recristalizó en 
metanol (p.f. 280-282°C). Para este producto purificado se repo!. 
taran el espectro infrarrojo en Nujo1 (Espectro No.3), el Espec­
tro RMN de 60 en dimetil sulfóxido (Espectro No.4) y los Espec-­
tras de masa (Espectro No. 5 y 6). 
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b. Espectro de resonancia magnética nuclear 

Datos espectrales de resonancia magnética nuclear de los cris 

tales purificados (Espectro No.4) (*). 

El espectro de resonancia magnética nuclear (Espectro No.4) no 

aport6 muchos datos, las únicas señales de importancia fueron: 
H 
I 

1- 1.1 ppm doblete correspondiente a 3 protones -C-C-H 
I t 
H H 

(es decir un CH3 sobre un CH-) 

1.25; 1.4 ppm sing1ete correspondiente a grupos metilos situa-

dos sobre carbonos terciarios 

1.75 ppm sing1ete ancho, correspondiente a un CH3 sobre un doble 

enlace 
C 
I 

C=C 
I 

CH
3 

(*) Determinados en el Departamento de Química Orgánica, Facultad de 

Ciencias Químicas, Universidad Aut6noma de t1J.drid, España. 
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c. Espectros de masa 

El espectro de masa (Espectro No.S) mOptró una mezcla de prQ 

duetos, no pudiendo apreciarse alguno de e110i eu una mayor 

proporción, por 10 cual se procedió a hacer un espectro de ma 

sa de los cristales del líquido de lavado, obteniéndose el Es 

pectro No.6. 

Datos del espectro de masas (Espectro No.6) (*) 

Al espectro de masa NO.6 pueden asignársele las lecturas si-­

guientes (para picos relacionados con la estructura de la gla~ 

carubi na ) : 

M+/e 

496: pico molecular de glaucarubina 

478: M+-18 (pérdida de agua del anterior) 

463: 478- metilo 
o CH 3 + "l 

396: M -100:100=-C - ~ - CH 2 - CH3 corresponde al compuesto d~ 
O~ 

nominado glaucarubol procedente de la ruptura de la cade 

na lateral (éster) de la glaucarubina. 

378: glaucarub91 -18 (pérdida de agua) 

363: 378 - 15 (pérdida de metilo) 

El espectro de masa (Espectro No.6) demuestra que el só1 i(!o pr~ 

sentó aún una mezcla de productos: la glaucarubina, el glaucar~ 

bol, la glaucarubinona (M+/e 494) y la ailantinona (M+/ e 478) . 

(*) Determinado en el ,Departamento de Química Orgánica, Facultad de 
Ciencias Químicas, Universidad Aut6noma de Madrid, EspaHa. 
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Otro pico relacionado con fragmentaciones de las molécul as -

anteriores fue: 

M+/ e 247 (C 14 H16 0
6 

' que contiene a los ciclos A, B ye1 

s i s terna furano). 
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5. Análisis de los espectros 

Al analizar las estructuras de los espectros IR,RMN y EM 

(Espectros No. 1-6) y comparando los datos obtenidos con 

los reportados en diversos trabajos revisados (28) (29) -

(30) (31) (32) (33) (34) (35), pudieron confirmarse los 

grupos funcionales: 

(28) Dominguez, X.A. Métodos de i~vestigaci6n f itoquimica, Op . 

Ci t. p. 183 

(29) Polonsky,J.e.t Gaudemer, A., "Etude des principes amers des 

Simarubacees 111 . Sur la structure de la glaucarubina",Bull. 

Soco Chim. France (1961) p. 1432-1436 

(30) Polonsky, J., Founquey, C. et Gaudemers, A. "Etude des pri~ 

cipes amers des simarubacéss. Presence dún benzenique dans -

le glaucanol, protuit de déshydration du glaucarubol". 

Bull. Soco Chim, France, (1962)P·1255-1258. 

(31) Polonsky, J., Founquey, C. el Gaudemer.M. "Etude de la Glau-

carubine. 1. Structure et Stp.ochimie du glaucanol". Bull.Soc. 

Chim. France (1964) p. 1817··1826. 

(32) Polonsky. J.Fouquey, C. et Gaudemer, M. "Etude de la glauca-

rubi ne. 11 Structure du gl auca rubo 1 et de 1 a gl auca rubi ne" . 

Bull. SOCo Chim. France (1964)p. 1827-1835. 

(33) Gaudemer. A.et.Polonsky, J. "Struture de la Glaucarubinona -

noaveau principe amer isole de Simaruba glauca~ J.Phytoche-

rnostry, 4: 149-153, 1965. 

(34)Fourrey,J.L.Das,B.c.et Polonsky,J."Etude des spectres de masse 
des sima rubacées'~ Org. ¡'1ass Spectrom, 1: 819-833 .1968. 

(35) Polonsky,J."Principes amers des simarubacées". Planta Med.Suppl. 
pp.l07-116,1966. 
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- grupo carbonilo C= O de éster 

- grupo carbonilo C= O de una lactona de seis miembros 

- grupo C= e 
- un sistema furano 
- grupo C- O 
- grupo C= O 

- grupo C- OH 

- C - CH3 
I 
H 
R 
• - C - CH3 I 
R 

- C = f - CH3 
C 

Todos estos grupos funcionales son reportados para los compuestos 

amargos del tipo de los simaroubalidanos (36) (37) (38) 

Se concluye que los espectros de masa (Espectros No.5 y 6) demos-

tratan una mezcla de este tipo de sustancias, que fueron difíci-­

les de separar por procesos de purificación (recristalización y 

cromatografía en capa fina). Esta dificultad de separarlas debido 

a sus semejanzas estructurales, se reporta en la literatura (39). 

(36) Domínguez, X.A., Métodos de investigación fitoqu;mica, Op.cit 
p. 183 

(37) Polonsky, J."Principes amers des simarubacées". Planta Med.­
Suppl. pp. 107-116, 1966. 

(38) Fourrey, J.L. Das. B.C. et Polonsky, J. Org. Mass Spectrom , 
1: 819-833, 1968 

(39) Polonsky, J. Planta Med. Suppl; pp. 107- 116, 1966. 
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El espectro de masa (Espectro No.6) presenta una mejor resolu 

ción de sus picos y pueden asignarse picos relacionados con la 

glaucarubina y con el glaucarubol (producto de la hidrólisis -

de la glaucarubina). Como también pueden observarse picos rela 

cionados con la ,glqucarubinona y la ailantinona. 

Concluyendo que del análisis de los espectros No.l, 2, 3, 4, 5 

Y 6 se identificaron los principios amargos del grupo de los si 

maroubalidanos: Glaucarubina y glaucarubol; encontrándose tam--

bién glaucarubinona y ailantinona. Presentando estos compuestos 

las fórmulas estructurales siguientes: Fórmula No.l,2, 3 y 4. 

FORt~ULA No. 1 
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D. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE TOXICIDAD. 

1.- Resultados con los extractos 

Cuando se probó la toxicidad, tanto de la harina inicial, 

como de la harina residual, en peces del género Mo11ienesia 

(chimbo10s), los resultados (Cuadro VIII) mostraron que la 

harina final continuó presentando toxicidad, pues todos los 

peces habían muerto. 

Al probar la toxicidad de los extractos con éter de petró-­

leo, etanol, cloroformo yagua, los resultados (Cuadro IX) 

demostraron evidencias de toxicidad para los extractos en 

éter de petróleo, etanol yc10rofonno. El extracto acuoso 

no mostró acción tóxica. Para el extracto c10rof6rmico, en 

una concentración de 500 ppm., la acción tóxica se observó a 

partir de la cuarta hora de iniciada la prueba, cuando murió 

el primer pez; tres horas más tarde habían muerto los demás. 

2.-Resu1tados de los cristales obtenidos tanto con agua como -

cs>n alcohol isoprop.ílico al 65% .' 

Al investigar la toxicidad de los amargos presentes en los -

cristales extraídos , tanto con agua como con alcohol isorr~. 

pílico al 65%, en peces del gªnero ~ollienesia(chimbo1os), 

se encontró que las concentraciones de 5 y 10 ppm, no mostr~ 

ron acción tóxica . En una concentraci6n de 500 ppm,si se ob­

servó acción letal a las 48 horas de iniciada la prueba(Cu~ 

dro X). 
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C U A D R O VIII 
Pruebas de toxicidad en peces del género Mollienes1a con harina 
antes del proceso de extracci6n (inicial) r harina despues del 
proceso de extracci6n (final). 

Concentraci6n 5 ppm 

12 HORAS 24 HORAS 36 HORAS 48 HORAS 

No. No. . No. No . No. No. No. No. 
! 

VIVOS MUERTOS : VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS 
I 

3 O i 3 O 2 1 1 2 

3 O 3 O 2 1 1 2 

Concentraci6n 10 ppm 

3 O 2 1 2 1 O 3 

3 O 2 1 2 1 O 3 

Concentraci6n 500 ppm 

3 O 2 1 2 1 O 3 

3 O 3 O 2 1 O 3 

3 O 3 O 3 O 3 O 

La toxicidad aún se encontr6 presente después de someter la harina a un pro 

ceso extractivo. 
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C U A D R O IX 

Pruebas de toxicidad en peces del género ~l1 .ienesia con los ex­
tractos en : (l) Eter de petróleo, (2) Etanol, (3) Cloroformo y 

(4) Agua (Ver Fig. 3) . 

CONCENTRACIONES 5 ppm 

12 HORAS 24 HORAS 36 HORAS 48 HORAS 

No. No. No. No. No. No. No. No. 

VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS 

3 O 3 O 3 O 2 1 

3 O 3 O 3 O 2 1 

3 O 3 O 2 1 2 1 

3 O 3 O 3 O 3 O 

3 O 3 O 3 O 3 O 

CONCENTRACION 10 ppm 

3 O 2 1 2 1 2 1 

3 O 2 1 2 1 2 1 
2 1 1 2 O 3 3 O 
3 O 3 O 3 O 3 O 

3 O 3 O 3 O 2 1 

CONCENTRACION 500 ppm 

4 HORAS 7 HORAS 14 HORAS 24 HORAS 

3 O 3 O 3 O 3 O 
3 O 3 O 2 1 O 3 

1 2 O 3 O 3 O 3 

3 O 3 O 3 O 3 O 

3 O 3 O 3 O 3 O 

En el extracto clorofórmico se evidenció marcada acción tóxica. 
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C U A O R O X 
P~uebas de toxicidad en peces del género Mollienesia con los cris 
tales(!} Extrafdos con agua y (2) Extrajdos con alcohol isopropi-

1 i ca al 65%. 

CONCENTRACION 5 ppm 

--

12 HORAS 2!~ IIOI{AS ., ,' ; :CRI\S 48 ;WRAS .)u 
MUESTRA 

No. No. No. No. No. No. No. No. CRISTALES VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS VIVO~ MUERTOS 

1 3 - 3 - 3 - 3 

2 3 - 3 - 3 - 3 

CONCENTRACION 10 ppm 

1 3 - 3 - 3 - 3 

2 3 - ~ - 3 - 3 ., 

CONCE.NTRAC 1 ON 500 ppm 

1 3 - 3 - 3 - -
2 3 - 3 - 3 - 2 

CONTROL 3 - 3 - 3 - 3 

Los cristales extraídos tanto con agua como con alcohol isopropilico al 65% 
no muestran acción tóxica. 

-
-

-

-

3 

1 

O 
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E. RESULTADOS DE LAS DETERMINACIONES DE AFLATOXINAS 

Se investigó la presencia de aflatoxinas, por cromatografía 

en capa fina, en la harina de torta de semilla de aceituno, 

con resultados negativos. 

Se us6 patrones de aflatoxinas B1, D2~G1 Y G2 con Rf :0.16, -

0.58 , 0.52 Y 0. 42 respectivamente; la fluorescencia fue azul 

para 81 y 82 y, celeste verde para Gl y G2. 



IV. D 1 S C U S ION 

El estudio de la torta de semilla de aceituno (Simarouba glau 

ca) , fue orientando a la investigación de sustancias t6xicas 

y amargas; básicamente se dividió en pruebas químicas y bio1ó 

gicas que fueron practicadas, tanto con los extractos obteni­

dos con solventes de polaridad creciente, como con los crist~ 

les extraídos: a) con agua y b) con alcohol isopropí1ico al -

65%. 

Al analizar los resultados de la cromatografía en capa fina de 

los extractos (Tablas I-III y Figs.4-9), se observ6 que el c1Q 

rof6rmico contenía compuestos que no se encontraron en el ex~­

tracto acuoso; asimismo, que durante las pruebas de toxicidad, 

el extracto clorofórmico mostró mayor acción tóxica en los pe­

ces del género Mo11ienesia; por el contrario, el extracto acuo 

so no presentó toxicidad. De acuerdo con estos resultados se -

puede decir que el ó los t6xicos soo, probablemente, solubles 

en cloroformo. También se observó que la harina residual, des­

pués del proceso extractivo continuó siendo t6xica para los p~ 

ces, 10 cual demostró que no se eliminó el tóxico en su tota1i 

dad (Cuadro VIII). Estos resultados deben de ser considerados -

para futuras investigaciones del extracto clorof6rmico, con ob 

jeto de llegar a aislar algún compuesto tóxico de él. 

Lassustancias amargas se aislaron de acuerdo con el método pro­

puesto por Ham, E.A. et al (J .Amer.Chem. Soc.76:6066-6068, 1954) 

utilizando agua y, para aislar los cbmpuestos t6xicos se practi-
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có el método a base de alcoh01 isopropílico al 65%, citado por 

Armour, R.P. (Investigaciones sobre ~.iO~uca Dc.Aceituno, en -

El Salvador). Cuando se identificaron los cristales aislados, 

con ámbos métodos, se encontr6 que todos resultaron ser una -

mezcla de compuestos amargos del grupo de los simaroubalidanos, 

muy difícil de purificar debido a sus semejanzas estructurales. 

La dificultad para separarlos también es reportada por Polonsky, 

J . ( P 1 anta t~e d . S u p p l. pp. 10 7 - 116, 1966). 

La gran s·imilitudestructural de los compuestos aislados(Ver 

Fórmulas 1-4) explican el hecho de que, en cromatograffa en capa 

tina, los compuestos presentes se eluyan juntos como si fuera 

una sola sustancia (Ver Cuadro IV), cuando se usa como eluyente 

una mezcla muy polar (butanol-acético-agua 8:2:1) y como revela 

Los amargos identificados con los espectros IR,RMN y EM fueron: 

glaucarubina, glaucarubol, glaucarubinona y ailantinona. Esto -

pone-de manifiesto las caracterfsticas fitoqufmicas de las sima 

roubaceas, pues ya se han reportado la existencia de estas sus-

tancias en los diferentes 6rganos de las distintas especies de 

esta familia, como lo resumen los trabajos reportados por:Do-­

mínguez, X.A., Fourrey, J.L., Gaudemer, A. Ham,E.A. y Polonsky, 

J. 

Al comparar las respuestas negativas de las pruebas de toxicidad 

de los cri sta 1 es de ama rgos en los peces del género !io 11 i enes i a, 
concuerdan con los resultados negativos obtenidos con los extrac 

tos acuosos, lo que hace suponer que este último contenía sustan 

cias similares. 
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Se descartó la sospecha de que las aflatoxinas fueran la causa -

de la toxicidad de la harina de semilla de aceituno, por cuanto 

las investigaciones que se hicieron para demostrar su presencia 

fueron negativas. 



v. e o N e L u S· I o N E S 

Después del estudio de la torta de semilla de aceituno (Simarou 

ba glauca Oc.) se lleg6 a las siguientes conclusiones: 

1.- La harina residual es tóxica. 

2.- El extracto clorofórmico es tóxico. Por lo tanto, las sus-­

tancias tóxicas son solubles en él. 

3.- El extracto acuoso no es tóxico. 

4.- Los amargos: glaucarubina, glaucarubol, glaucarubinona y ai 

lantinona, presentes en los cristales extraídos, no son tó­

xicos. 

5.- El método empleado para aislar las sustancias tóxicas (alcQ 

hol isopropílico al 65%) no dio resultados positivos. 

6.- La harina no contiene aflatoxinas. 
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