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-INTRODUCCION

Este estudio se refiere exclusivamente a la consideración
de composición química de semilla y aceites de semilla de dos
especies difundidas principalmente en regiones patagónicas
que pertenecen a dos familias botánicas diferentes: Gevuina
avellana Mol (Proteácea), un vegetal que no reviste caracte
risticas de maleza y que debe su elección en este estudio a la
circunstancia de ser una planta autóctona cuyos frutos fueron
fuente de alimentación de poblaciones indígenas de la región
andino-patagonica, y Colliguaya intergérrima Hillies-Hooker,
una especie perteneciente a la familia de lag Euforbiáceas,
otra especie autóctona de amplia difusión en la Patagonia y
que si debe actualmente considerarse comouna maleza.

Ambasespecies habian sido consideradas previamente en el
pais comoprobables fuentes de aceites, alimenticio en el pri
mer caso y para fines industriales no alimenticios en el se
gundo. Estos estudios que datan de hace mas de veinte años,
respondieron a la aplicación de técnicas azarosas y previas al
advenimiento de las instrumentales, especialmente la cromato
grafía de partición gas-liquido. Por otra parte, y en esos a
ños, no se prestó mayor atención a los aspectos referentes a
las composicionesquímicas de las harinas de extracción resi
duales.

Por ello estas contribuciones son complementarias de las
entonces realizadas y conformanestudios que pueden considerar
se acabados respecto de probables utilizaciones futuras de es
tos recursos patagónicos.

En esta Introducción se provee actualización de la infor



mación bibliográfica para ambas especies, la que no es muya
bundante por la circunstancia de ser eSpecies autóctonas ar
gentino-chilenas de zonas patagónicas y andinas alejadas de cen
tros densamente poblados y que por lo tanto no despertaron la
debida atención.

Se consideran los antecedentes por separado de ambas espe
cies.

l. Gevuina avellana Mol.

El género Gevuina pertenece a la familia de las Proteáceas,
la cual incluye alrededor de 50 géneros, que comprendenunas
1000 especies que obedecena una distribución caracteristica:
591 en Australia, 25 en Asia Oriental,Tropical, 27 en Nueva
Caledonia, 2 en Nueva Zelandia, 7 en Chile, 36 en América del
Sur, 262 en el Sudoeste de la Colonia del Cabo, 2 en Madagascar
y 5 en las Montañas del Africa Trepical.

Tienen predominio notable en el hemisferio sur y la mayo
ria vive en regiones de largos periodos de sequía con caracte
res xerófilosl.

En la Argentina se conocen cinco géneros de Proteaceae,
algunos comunes a Chile: Gevuina, Lomatia, Embothrium, ggupala
y Hakea.

Las especies pertenecientes a estos géneros sanz:

- Gevuina avellana Mol: desarrolla en Rio Negro, Neuquény Chu
but.

- Lomatia hirsuta (Lam)Diels: (Lomatia oblicua, Lomatia den
tata); desarrolla en Rio Negro,
Neuquén y Chubut.



- Lomatia ferruginea (Cav.): (fuinque, huinque, palmilla, ro
merillo); crece en Neuquén, Chu
but, Santa Cruz y Río Negro.

—Embothrigmcoccinegg Forst: (notro, ciruelillo, fosforillo),
crece en Neuquén, Chubut, Santa
Cruz, Rio Negro y Tierra del
Fuego.

- Roupala cataractum Sleumer: desarrolla en Misiones.
- Hakea Eibosa Cav.: de origen australiano, cultivada frecuen

temente en la región de Nahuel Huapi.

1.1. Descripción de la especie Gevuina avellana3’4.

Nombrevulgar: avellano, nefuén, guevín.
Es un árbol de copa globosa y follaje persistente. Las

hojas son coriáceas, lisas, con la cara superior brillante y
la inferior más clara, alternas, imparipinadas, algunas veces
bipinadas de 10-20 cmde largo; foliolos aovados, brevemente
pedicelados, finamente aserrados, de 4-6 cm. Florece en los
meses de enero y febrero.

Las flores están reunidas en un racimo largo, derecho y
delgado, que tiene su origen en las axilas de las hojas. Las
axilas, comolos pedúnculos, están cubiertos de un fino vello
ferrugíneo. Dos flores poseen un pedúnculo común, en cuya base
se encuentra una pequeña bráctea, formando una flor gemela.de
la forma de una lira, colocada a 90° una de otra. Cada una de
estas flores parciales tiene un tubo floral o perigonio, com
puesto de cuatro tépalos de color marfil de base rojiza. El
extremo cóncavo superior es verde claro. El fruto, de 1,5 e
2,5 cm de diámetro, demora más de un año en madurar; la cás



cara leñosa, rica en tanino, es verde a1 principio, más tarde
coralina y toma luego en el periodo 'd'emadurez un color negro
violeta. Sus semillas son comestibles y de sabor que recuerda
al de las avellanas (Figura 1).

1.2. Distribución geográfica.

Crece en.Río Negro, Neuquén y Chubut.
Es muy común en la cuenca del Lago Puelo (Chubut), donde

se ha constituido en una de las especies más tipicas. Es ade
más caracteristica de la vegetación chilena, que en la zona
del Lago Puelo hace ingresiones en territorio argentino, de
bido a.la menoraltura del terreno y de los cerros fronteri

5zos .

El grado de latitud 35 es su limite septentrional.

1.3. Utilización de los frutos maduros.

Los frutos de esta especie, constituyeron en otra época
uno de los principales recursos alimenticios que dispusieron
los primitivos habitantes de la región andino-patagónica.
Pueden consumirse crudos, hervidos o tostados. Según Latchamó,
los indios las molian obteniendo una harina aceitosa muyali
menticia.

En Chile se emplea como sucedáneo de la almendra y en la
fabricación de peladillas; también se expende en mercados y
hasta habria sido motivo de exportación. Tostadas y tritura
das sirven para la preparación de un sustituto del café, seme
Jante al de malta7. Es usado también comoantidiarreico y anti
hemorrágicoe. La madera del avellano se empleaba para la ela
boración de remos y aún de botes.



1.4. Antecedentes sobre características y composiciónquimica
de semilla y aceites de semilla de Gevuina avellana Mol
y otras especies de Proteaceas.

En 1950 Bridge y Hilditch9 publicaron el primer estudio
registrado en la literatura sobre la composiciónacidica del
aceite de semilla de una Proteaoea. Se trata del aceite de gg
cadamie ternifolia, una planta nativa de Australia. La compo
sición de este aceite reveló un contenido en ácido palmitolei
co (9-10 hexadecenoico) de 20,4 fi (sobre ácidos totales), cifra

significativamente elevada.
En el caso de la especie Gevuina avellana, el primer es

tudio sobre sus frutos correspondió a Reichert (l928)10, quien
aportó valores de composición general.

En 1962 Cattaneo et al.ll examinaronlos aceites de ggïgi
na avellana Mol, Lomatia hirsuta (Lam) Diels y Embothriumcocci
neumForst. En los tres casos se registraron elevados conteni
dos en ácido hexadecenoico.

En la semilla de Gevuinaavellana el análisis de los áci
dos grasos totales del aceite crudo (extraido por hexano) logra
do por destilación fraccionada de los ésteres metilicos de los
acidos "sólidos" y "líquidos" permitió observar los siguientes
valores (fi de ácidos totales): ;g¿g (0,1); lfl¿9 (0.3)? lé¿9
(3.7); ¿:2 (0,8); gq=_o(1.6); _2_2_:9(1,9); gm (0,2); ¿4
(22,0); ;Q¿;,(37.0); ;Q¿g (11.2): 29¿l (11.5); 22;; (9.3);
g¿¿; (0,4).

El ácido hexadecenoico presente en este aceite fue identi
ficado comoel 11-12 hexadecenoicoll’lz,

13
también señalado por

Jantzen en muybaja concentración dentro del grupo de los
hexadecenoicos del aceite de semilla de nabo y por Hofmanny



Tausig14 como componente menor de los lipidos de Streptococcus
sp. (cepa H 46 A del grupo C). Por el contrario, en los aceites
de Macadgmiaternifolia, Lomatia hirsuta y Embothriumcoccine
EE el acido hexadecenoico fue identificado comopalmitoleico
(9-10 hexadecenoico).

Posteriormente Cattaneo, Bertoni y Sutton analizaron los
aceites seminales de dos especies del género Grevilleals, diez
especies del genero Protealó, 1a especie Roupala complicata y
1a especie Hakea Eiboeal7 (cabe destacar que todas las especies
del género Protea entonces estudiadas rindieron entre 1 y 2,3 fi
de lg¿¿).

En 1971, Vickery18 analizó la composición acidica de los
aceites seminales de 26 especies pertenecientes a las dos sub
familias Grevilleoidea y Proteoidea (según 1a clasificación 
usada por Briggs y Johnsonlg) (ver Tabla 1).

La longitud de cadena de estos ácidos osciló entre C12y
C24 no encontrándose ácidos en número impar de átomos de car
bono. Prácticamente no se registran ácidos trietilénicos, exis
tiendo un predominio de ácidos monoetilénicos que en muchas es
pecies excedió el 80 fi y rara vez bajó del 70 f siendo el a
cido predominante ;Q¿l.

Los aceites seminales de Proteáceas y de pulpas de paltas
son tal vez de los pocos aceites vegetales ricos en ácidos he
xadecenoicos.

En 1a familia Proteácea los porcentajes de lg¿l fueron, en
19 de 30 especies analizadas, mayores del 5 fi; en 4 excedieron
el 40 fi y en la especie Kermadecia sinuata llegó a 69 fi. Se
realizaron además, estimaciones cuantitativas de los isómeros
de posición de los ácidos monoetilénicos.



Estos análisis mostraron que existe una amplia variedad
de éstos, siendo los predominantes: A9 y All en 16:1 y A9 en
18:1.

2. Colliguaya intergérrima Hillies-Hooker.

El género Colliggaza pertenece a la familia de las 23:25
biáceas, la que incluye alrededor de 300 géneros y 7650 eSpe
cies originarias en su mayoria de las regiones tropicales y
subtropicales del orbe. Los dos mayores centros de distribución
son las zonas cálidas de América y Africa2o.

Las especies pertenecientes a esta familia son muydiver
sas en forma y caracteristicas. Puedenser arbóreas, arbusti
vas o herbáceas, generalmente con látex3.

Pertenecen a ella numerosas plantas útiles desde el pun
to de vista medicinal, industrial o alimenticio.

Económicamente, las especies más importantes de la fami
lia son las productoras de caucho comoHevea brasiliensis y
algunas especies de Euforbia, Sapiumy otros géneros producto
res de latex.

Algunas especies producen látex de uso medicinal, pero
en otras es tóxico comoen el caso del manzanilla de Sudaméri

ca (Hippomanemancinella).
Otras especies son usadas por sus ceras y aceites. A par

tir de la semilla de Ricinus communisse obtiene el aceite de
castor. Tambiénlas semillas de Aleurites fordii (tung), Aleu
rites moluccana y Aleurites cordata producen aceites de impor
tante uso comercial. Los frutos de varias eSpecies de Phillan
tus y Antidesma son comestibles y algunos de ellos son cul
tivados exclusiVamentepor sus frutos. Otras se utilizan



comoplantas ornamentales, tal la eSpecie Euforbia pulchérrima.

2.1. Descripción de la esQecie Colliguaya interfierrima Hilles
Hooker.

Nombrevulgar: duraznillo o coliguay.
Es un arbusto ramóso, glabro, con ramas leñosas, cilíndri

cas, inferiormente desnudas, foliosas en las partes terminales,
rojizas. Hojas alternas u opuestas, subsésiles, linear lanceo
ladas, íntegras, coriáceas, lustrosas,

Inflorescencias andróginas en espigas terminales (2-3,5
cm) densifloras, con una o dos flores femeninas en la base.

Flor masculina: 3-4 estambres, filamentos cortos, anteras
ovadas.

Flor femenina: 2-3 sépalos, ovados, acuminados, extremi
dad rojiza; ovario globoso, estilos gruesos, simples, papilo
sos, encorvados.

Cápsula di-(raro tri-) coca (15-25 mmancho x 15 mmalto).
Semilla subglobosa, parduzco grisácea (9 mmdiámetro). Los fru
tos maduran en los meses de diciembre y enero (Figura 2)21.

Es una planta muy variable en cuanto al tamaño (40 cm a
3 m de altura)22 y localización de las comunidades que forma.

El nombre vulgar es de origen mapuche. La palabra mapuche
"coli" es un adjetivo: rojo, color, y es mala escritura de "co
lii" (adjetivo también) que es rojo, colorado y todos los colo
res afines. l

Según Rosales, citado por Erize (1960) los puelches (mapu
ches argentinos) usaban el látex de coliguay, considerado muy

23venenoso, para envenenar 5118armas o

2.2. Distribución geográfica.



El género Colliguaza es sudamericano (Chile y Argentina).
Se extiende por la región denominadaProvincia Fitogeográfica
del Monte24’25, encontrándose la especie Colliguaya inter é
rrima en la zona oeste de la Provincia de La Rioja, Mendoza
(san Isidro y Villavicencio), Neuquén(Parque Nacional Laguna
Blanca)26, Chubut (Colonia Sarmiento) y Santa Cruz (zona sur
del Lago Buenos Aires)22.

2.3. Antecedentes sobre caracteristicas I composiciónquimica
de semilla l aceites de semilla de Colliguala intergá
rrima y otras especies de Euforbiáceas.

Los aceites de semillas de Euforbiáceas han sido y son
objeto de numerosos estudios de composición.

Al igual'que las plantas mismas, los aceites producidos
por las numerosas especies de esta familia muestran una gran
diversidad‘.Muchas de ellas contienen ácidos grasos no encon
trados comúnmenteen otras familias.

Los aceites seminales de algunas especies de los géneros
Garcia, Ricinodendrony Aleurites, incluída la especie Aleuri
tes fordii (tung) tienen compcomponenteprincipal al ácido e
leosteárico; el aceite de Ricinue communiscontiene grandes
proporciones de ácido ricinoleico, y el ácido lB-hidroxieleos
tearico es el principal componentedel aceite de Mallotus fili
pinensis. Algunas especies de Cefalocroton contienen altas pro
porciones de ácido 12,l3-epoxi-9-octadecenoico (vernólico).
Los aceites de algunas especies de Sapiumy Sebastiana son las
únicas que contienen glicéridos de ácidos dienoicos conjugadoe

de cadena corta (Clo ó 012): en las especies Sapium sebiferum
y S. discolor se encontró un 4-5 fi de un ácido identificado
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como2,4-decadienoico y en la especie Sebastiana lingustrina
se halló similar proporción de un ácido dienoico conjugado de
doce átomos de carbono (probablemente 2,4-dodecadienoico).

Otras especies contienen ácidos grasos más usuales como
oleico, linoleico y linolánico.

Las proporciones de ácidos saturados en esta familia son
bajas, usualmente de 4-10 fi del total de ácidos gras0827.

En 1947 Riganti, Cattaneo y Sutton28 estudiaron la compo
sición quimica del aceite de semilla de Colliguaya intergérri
mg.

El análisis de los ácidos grasos obtenidos por destila
ción fraccionada en vacio de los ésteres metílicos de los á
cidos "sólidos" y "liquidos" acusó los siguientes valores por-*
centuales: ¿39 (0,74); ¿gg (10,03); _1_8_:g(1,24); ggg (0,01);
2_2:_o(0,86); 16_=1(1.14): 18300,18); _1_8=_2_(31,53); ¿gg
(20,07);_2_o=_1(o,89); ¿2_=1_(3,31).

No se han hallado en literatura estudios sobre la compo
sición química de la semilla de Colliguaya intergérrima.
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1. Materia prima.

Se dispuso de una partida de frutos maduros de Gevuina a:
vellana cosechados en 1a zona de Lago Puelo (Chubut). Asimismo

se contó con una partida de frutos maduros de Colliguala in
tergérrima recolectada en Colonia Sarmiento (Lago Musters, Chu
but).

Sobre los frutos enteros de ambas especies se determinó el
peso medio/fruto, número de semillas/ 10 g y diámetro medio.
Por separación manual se obtuvieron las semillas (pepa) libres
de cáscara de ambosfrutos, calculando las relaciones cáscara/
pepa.

2. Obtención de los aceites crudos de extracción.

Se procedió a la molienda de las cáscaras y semillas en
forma separada, a la determinación de Humedad(100°, vacio) y
Cenizas (500-5500) del producto molido y a su agotamiento con
hexano técnico en equipo Soxhlet. Después de 24 horas de ex
tracción, las harinas liberadas de solvente por exposición al
aire fueron remolidas y extraídas nuevamente por 24 horas más.
En el caso de la semilla de Gevuina avellana, las harinas se
llevaron a estufa de vacio (40°) luego de la primera extracción,
debido a que su elevado contenido acuoso imposibilitaba una
buena extracción.

Las harinas asi agotadas se expusieron al aire y en estu
fa de vacio (40°; eliminación de restos de solvente), se remo
lieron y reservaron en frascos herméticos a los fines de un
posterior examen. De los extractos se recuperó el hexano por
destilación en baño de agua hirviente, los aceites crudos se
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tomaronpor éter etilico, filtró (eliminación de particulas
de harina), destiló el éter etílico y llevó a constancia de
peso en estufa de vacio (100°, 5 Torr), calculándose asi los
rendimientos (expresados fi de semilla tal cual y sobre semi
lla seca).

Los aceites de semilla obtenidos se preservaron en ampo
llas de vidrio cerradas a la llama con minimode espacio muer
to y mantenidas a -15°, al abrigo de la luz, hasta su anália.
sis.

3. Estudio de los aceites crudos.

3.1. Caracteristicas fisicoáguimicas y contenido en compo
nentes menores.

Sobre los aceites crudos de extracción de semilla de
ambasespecies se determinaron las siguientes caracteristicas:
Densidad-relativa8.25/4° (picnómetro); Indice de Yodo (Wijs);
Indice de saponificación (A.0.C.S, Official MethodDa 16-48);
Númerode acidez (I.U.P.A.C. 11.Dl, sobre 0,5 g de aceite); leg
saponificable fi (A.O.C.S., Ca 6b-53, adaptado a los liquidos
residuales de la determinación del índice de saponificación);
Indice de Yododel insaponificable (Rosenmund);Esteroles to
Eglgg (digitonina)29; Tocoferoles totales30; Fósforo lipidi
2231'32 y la reacción de Halgggg (A.0.C.S., Official Method,
Cb-l-25; presencia de ácidos grasos cicloprópénicos).

En los aceites de cáscara se determinaron los contenidos
en insaponificable y en ácidos grasos totales luego de sapo
nificación, y en el aceite ds cáscara de Colliggaya intergg—
rrima además, el Indice de Yodo (Wijs).
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3.2. Determinación de las composiciones acidicas.

Los liquidos resultantes de las determinaciones de los
indices de saponificación adicionados de 5 ml de solución de
KOHen etanol al 4 fi y de 40 ml de agua (relación etanol: agua
1:2 v/v) se extrajeron en ampolla de decantación con éter eti
lico (tres extracciones, la primera con 70.ml y las dos res
tantes con 60 ml cada una). Los extractos etéreos reunidos se
lavaron dos veces por agitación con agua (30 ml por vez), con
solución de KOHal 2 por mil en agua (eliminación de Jabones
ácidos) y luego con agua hasta reacción neutra de la fase a
cuosa (tornasol). El éter se recuperó por destilación (rota
vapor) y el residuo se trató en estufa de vacio (100°, 5 Torr)
hasta constancia de peso, obteniendo asi los materiales ¿EEE
Bonifieables de los aceites crudos.

De las soluciones hidroalcohólicas de Jabones reunidas con
los liquidos de lavado de los insaponificables se liberaron
los acidos grasos totales por acidificación con H SO 1:12 4
(pHnI4; heliantina) aislándolos mediante dos extracciones con
40 m1 de éter etílico cada vez. Luego de lavar en ampolla con

agua y tratar con Nazso4 anhidro se recuperó el solvente, a
rrastrando los últimos restos con gas nitrógeno. Los ácidos
se esterificaron con 20 ml de metanol anhidro conteniendo

1,5 fi en peso de ¡{2804conc. comocatalizador27 (reflujo du¿
rante dos horas). Luego de enfriar se diluyó con 40 ml de a
gua extrayendo los ésteres metilicos con éter etílico (dos
extracciones con 60 m1por vez). Los extractos reunidos se
lavaron con agua (tornasol), para eliminar el exceso de meta

nol y H2so4 , con solución acuosa de K2003 al 0,05 fi (elimi
nación de ácidos no esterificados) y finalmente con agua (ren
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dimiento de esterificación superior al 99 fi).
Se recuperó el éter y se procedió al análisis de los és

teres por cromatografía gas-liquido (CGL),previa búsqueda por
capectrofotometria en U.V. (A.O.C.S. Tentative Method Cd 7-58,
1960 y según Holmanet al.33) de conjugación preexistente en
la zona de dienos (233 nm), trienos (268 nm) y tetraenos (315
nm).

Las composiciones acídicas se determinaron en un equipo
de cromatografía de partición gas-liquido Perkin Elmer Vapor
Fractometer, Mod. 154, equipado con detector de ionización de
llama, columna de vidrio Pyrex de 3 m de largo por 4,5 mmde
diámetro interno, con material de relleno formado por Chro
mosorb W(lavado acido, granulometria 60-80) y.adipato de e
tilenglicol poliéster (15 fi sobre relleno total) Se operó a
194° regulando la temperatura del block de inyección en la in
dicación 90 (escala empírica de registro)34, usando nitrógeno
comofase móvil (presión de entrada 21 psi) y con inyecciones

de 4/Ll de solución de ésteres al 5 fi en éter etílico. Los
componentes se identificaron según sus tiempos de retención
(Tr) y las evaluaciones cuantitativas se resolvieron por
triangulación calculando valores porcentuales.

Los resultados obtenidos fueron verificados por cálculo
de los valores de Indice de Yodoy de saponificación (en base
a los valores de composición encontrados por CGL)y su compa
ración con los determinados experimentalmente.

3.3. Hidrógenación de los ácidos grasos. Análisis de los
ácidos hidrogenados.

Alrededor de lO mg de ésteres metilicos de los ácidos
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grasos totales de ambosaceites se disolvieron en 10 ml de ci
clohexano. Se agregaron 10 mg de catalizador (Pd 10 fi/ C),
luego otros 10 ml de ciclohexano y se hidrogenó según Tiong y

35Waterman a temperatura y presión normales durante 12 horas.
Se filtró y destiló el solvente (rotavapor, presión reducida)
y los ésteres hidrogenados se examinaron por CGLen las condi
ciones ya establecidas.

3 4. Investigación y determinación de esteroles.

Los insaponificables de ambosaceites se fraccionaron se
gún Fedeli et al.36
tas de silicagel G (5 g de silicagel en lO ml de agua) utili

empleando placas de 20 por 20 cm recubier

zando 60 g de esta suspensión por placa (1 mmde espesor).
Las placas se activaron por calentamiento a 110° durante 90
minutos, sembrando en forma de banda el insaponifieable di
suelto en una mezcla de éter etilico-metanol. Se sembraron en
tre 50 y 100 mg de insaponificable. Paralelamente y en forma
separada se sembró una banda de 2 cm con solución de insapo
nificable y a su lado una mancha de 0,5 cm con colesterol pa
trón, desarrollando con hexano-éter etílico 1:1 durante 35
minutos. Las placas secas al aire, fueron reveladas con 2,7
diclorofluoresceina al 2 fi observando (por luz U.V., 368 nm)
la posición del colesterol y la banda de esteroles del insa
ponificable (fluorescencia verde clara sobre fondo azul oscu
ro).

Los raSpados de las bandas de esteroles se eluyeron con
éter etílico obteniendo los esteroles que se examinaronpor
CGL.

A estos fines se empleó un cromatógrafo gas-líquido, e
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quipado con detector de ionización de llama, columna de vi
drio Pyrex de 2 m de largo por 2 mmde diámetro interno, re
lleno constituido por Chromosorb W—AWDMCS(granulometria
60-80), conteniendo 3 fi de 0V-l7 comofase fija (silicona de
polaridad media). Se operó con temperatura de horno 240° y
de inyector y detector 300°, usando nitrógeno comofase mó
vil, con inyecciones de 10 l de esteroles en solución al
5 fi en éter isopropilico.

Los valores de presión de entrada de la fase móvil y de
temperatura de columna, inyector y detector fueron fijadas
para encontrar las condiciones mas convenientes de resolución
del par crítico campesterol-stigmasterol.

Los esteroles correspondientes a cada pico se identifi
caron en base a sus valores de Tr/ Tr colesterol. Por eva
luación de las áreas de los picos se calcularon las compo
siciones en esteroles particulares fi de esteroles totales.

4. Harinas de extracción.

4.1. Composición general.

Sobre las dos harinas de extracción de semilla se e
fectuaron las siguientes determinaciones:
Humedad (A.0.A.C. Official Method 13.3, 1950) operando so
bre 0,5 g de muestra (vacio, 100°, hasta constancia de peso).
Cenizas (A.0.A.C. Official Method 13.6, 1950) Operando so
bre 0,5 g de muestra por calcinación en cápsula de platino a
500-550o hasta obtención de cenizas blancas y peso constan
te.
Nitrógeno total (macrométodode Kjeldahl, A.0.A.C. Official
Method 2.24, 1950; proteina cruda = N total x 6,25).
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Fibra cruda (A.0.A.C. Official Method 21.038, 1965) Operando
sobre 2,0 g de harina integral.
Hidratos de carbono (de acuerdo con las técnicas descriptas en
4.2.).
Lipidos remanentes (de acuerdo con las técnicas descriptas en
4.3.).

Sobre la harina de extracción de cáscara de Colliggqïa
intergérrima se determinaron: Humedad,Cenizas y Fibra cruda
según los métodos anteriormente mencionados.

4.2. Determinación de hidratos de carbono.

4.2.1. Azúcares reductores (A.0.A.C. Official Method
22.043, 1965, modificado).

Entre.10 y 20 g de harina se pesaron en un erlenmeyer

neutralizando por agregado de 1 g de Caco3, añadieron 125 ml
de etanol 50 fi (v/v) y mantuvo en baño de agua (83-87°) l ho
ra, empleando un pequeño embudoen el cuello del frasco para
condensar el vapor. Una vez frío se estacionó por una noche,
centrifugó 15 minutos a 1500 rpm, lavó dos veces el residuo
con 25-30 ml de etanol neutro cada vez, reuniendo los liquidos
de lavado al sobrenadante original. Los liquidos asi reunidos
se concentraron (rotavapor, 45°, presión reducida) hasta un
volúmen de 20-40 ml que se transfirió a un tubo de centrífuga
donde se procedió a la defecación por agregado de solución de
acetato de plomo neutro. Se agitó y dejó reposar 15 minutos,
observando la formación de un precipitado floculento. El exce
so de plomo se eliminó por agregado de solución saturada de o
xalato de potasio seguido de centrifugación (20-25 minutos,2500
rpm). Finalmente se llevó a volúmen en matraz aforado de 250 m1.
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Los azúcares reductores se determinaron gravimétricamen
te por el método de Munsony Walker (A.0.A.C. Official Method
31.038. 1980), expresando los resultados en glucosa fi muestra
Beca.

4.2.2. Azúcaresinvertibles.

50 ml de la solución obtenida en 4.2.1. se adicionaron

de 5 ml de HCl S: 1,10 calentando en baño de agua a 60° duran
te 30 minutos. Se neutralizó con NaOElO fi (tornasol) y llevó
a volúmen en matraz aforado (100 ml) (A.0.A.C. Official Method
29.026, 1965).

Los azúcares invertibles (eXpresados comosacarosa fi de
muestra seca) se determinaron por el método de Munsony Walker
antes citado.

4.2.3. Hidratos de carbono sacarificables37.

Alrededor de 3 g de harina se suspendieron en 100 m1
de agua, agregó lO ml de Helw5=l;125 y calentó a reflujo du
rante dos horas. El liquido frío se neutralizó con NaOHlO fi
(tornasol) y centrifugó llevando el sobrenadante a 250 ml.

Los hidratos de carbono sacarificables se determinaron
por el método antes citado (A.0.A.C. Official Method 31.038,
1980), expresando el resultado comoalmidón.

4.2.4. Almidón.

Se investigó la presencia de almidón por agregado de

lugol (I2 en solución de IK) a una suspensión de harina en a
sus.
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4.2.5. Identificación de los hidratos de carbono.

Se utilizaron las soluciones preparadas para las deter
minaciones de azúcares reductores e invertibles. Los polisacá
ridos se analizaron operando según 4.2.3. sobre los residuos
insolubles en etanol provenientes de la extracción de azúcares.
Las soluciones obtenidas se concentraron (rotavapor, 45°) has
ta aproximadamente 20 ml. Cada solución asi concentrada se
pasó por columna de intercambio iónico a fin de eliminar in
terferencias debidas a sales presentes.

Las resinas utilizadas fueron: Amberlite IR 120 (inter
cambiador catiónico, acidez fuerte) y Amberlite IRA 410 (a
niónico, basicidad media).

Se sembró la columna con la totalidad de la muestra pro
blema, y eluyó con agua destilada, recogiéndose los primeros
500 ml (goteo lento). Las columnas se lavaron con tres litros
de agua destilada para eliminar los azúcares remanentes. Los
500 ml se concentraron en rotavapor (45°, presión reducida).
El residuo se tomó con etanol-agua para efectuar las siembras
cromatográficas.

Los azúcares fueron identificados por cromatografía en
placa delgada y cromatografía en papel (descendente).

Para la cromatografía en placa delgada se aplicó la téc
nica de Lewis y Smith38.

Se prepararon placas de 207120 cm (equipo Desaga; 250)!
de espesor), utilizando Kieselguhr G en buffer fosfato (pH=5),
dejándolas secar al aire durante una noche. Se sembraron ca
da dos cm con capilar de vidrio, 1-4 gotas de patrones (levu
losa, glucosa, manosa, galactosa, maltosa, sorbosa, ¡ilosa,
arabinosa y ribosa) en una concentración de lO mg/ml y entre
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1-3 gotas de cada muestra.
El solvente de desarrollo utilizado fue n-butanol: aceto

na: agua (40: 50: lO). El tiempo de desarrollo osciló entre
50-60 minutos. Al cabo del mismo se dejó secar la placa y e
videnciaron los azúcares con ácido ftálico en butanol satura
do con agua más anilina39 (revelado de azúcares reductores),
apreciándose color rojo ciruela para pentosas y marrón para he
xosas.

Esta determinación no permitió la diferenciación entre xi
losa y ribosa dada la similitud de sus valores de Rf (este pro
blema surgió en el análisis de la fracción sacarificable de am
bas harinas), por lo que se utilizaron placas preparadas con
Kieselguhr G en acetato de sodio 0,02 M, utilizando comosol
vente de desarrollo acetato de etilo: 2-propanol: agua (4: l:
0,5)4o y el revelador antes mencionado. Se sembraron además
placas en las que se utilizó comorevelador una solución de

0,5 g de KMnO4en 100 ml de NaOHN para evidenciar la totali
dad de los azúcares (manchas amarillas sobre fondo rosa). Las

placas se prepararon con Kieselguhr G en NaHQPO40,15 M, y co
mosolvente de desarrollo se utilizó acetato de etilo: metanol:
n-butanol: agua (16: 3: 3: l)4o. Se hizo una doble corrida pa
ra lograr una apreciable separación entre las manchascorres
pondientes a glucosa y levulosa.

Se realizó ademásuna cromatografía utilizando papel What
man N° l para uso crOmatográfico. Se sembraron como patrones
sacarosa, levulosa y sorbosa. Se corrió la cromatografía en
forma descendente durante 40 horas utilizando comosolvente de
desarrollo n-butanol: etanol: agua (10: 4: 4)41. Comorevela
dor se utilizó resorcina en butanol y HCl 0,25 N que detecta
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únicamente la presencia de cetosas (presentes en la muestra
o liberadas por hidrólisis parcial, ej: sacarosa) (color cereó
za).

4.3. Estudios sobre lípidos remanentes.

4.3.1. LÍDidOBextraibles por mezcla ternaria (principal
mente "polaregïl42_44.

30,00 g de harina previamente agotada por hexano
se suspendieron en 300 m1 de solvente tipo Folch constituido
por una mezcla ternaria de cloroformo: metanol: agua (no: 20:
7,6 v/v). Se agitó periódicamente, dejó 24 horas en reposo y
luego centrifugó (20 minutos, 2800 rpm). El insoluble se trató
con 30 ml de mezcla ternaria, centrifugo y volvió a extraer
con 300 ml de dicha mezcla. Los extractos liquidos se reunie
ron y adicionaron de 150 ml de solución de KCl al 0,88 fi se
parandose una capa clorofórmica inferior que decantó nítida
mente por centrifugación. De esta última se recuperó'el cloro
formo (rotavapor, presión reducida) completando la eliminación
total del solvente en estufa de vacio a 100° hasta peso cons
tante, obteniéndose un residuo lipidico.

Este se tomó con cloroformo llevando a 50 ml; de los que
se separaron 20 para determinar el contenido en fósforo lipi
digg. Se eliminó el solvente de los 30 ml restantes y el re
siduo obtenido se saponificó con 20 ml de KOHal 4 fi en eta
nol por reflujo durante dos horas, enfrió ; diluyó con 40 ml
de agua y extrajo el material insaponificable con éter etíli
co (tres extracciones en ampolla). Los extractos etéreos se
reunieron, lavaron con agua, con solución al l por mil de
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K2003 (eliminación de Jabones) y nuevamente con agua (reacción
neutra a1 tornasol). El éter se recuperó por destilación, lle
vando el residuo a estufa de vacio (100°) hasta constancia de
peso, obteniéndose así la fracción insappnificable de los li
pidos remanentes.

La solución de jabones más los liquidos acuosos de la ex
tracción se acidificaron (pflsd4; heliantina) con HCl (1+4),
aislando los ácidosggrasos totales mediante dos extracciones
sucesivas con éter etílico y posterior eliminación de éste por
destilación.

Los ácidos grasos totales de los lípidos polares de am
bas harinas se examinaron por CGLa trvés de sus ésteres ma
tilicos.

4.3.2. Lipidos retenidos44’45.

Las harinas tratadas con la mezcla 013GB: CH3OH:H20
(23,47 g en el caso de la harina de Colliguala intergérrima
y 21,14 g en el de Gevuinaavellana)se1u1vieron a reflujo por
una hora con 200 m1 de KOHal 6 fi en etanol 96 fi. Se enfrió,

acidificó con 32804 (1:1 v/v, placa de toque, heliantina) y
centrifugó por 20 minutos a 2800 rpm lavando dos veces con 60

ml de etanol cada vez. Los liquidos alcohólicos reunidos se
extrajeron con hexano en ampolla, previamente pasado por el
material insoluble, repitiendo por dos veces más la extracción
(la primera con 100 ml de hexano y las dos restantes con 60
ml cada una). Los extractos en hexano se reunieron en cada ca
so, lavaron con agua en ampolla, filtraron y llevaron a seco
en rotavapor y luego a peso constante en estufa de vacio a
100°.
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Los lípidos obtenidos se disolvieron en 30 ml de mezcla
etanol: agua (2:1'v/v), alcalinizaron con solución alcohólica
de KOHal 6 fi en etanol (fenolftaleína) y extrajeron los in
saponificables con éter etílico mediante la técnica ya men
cionada.

De las soluciones de jabones se aislaron los ácidos gra
sos totales, los que se examinaron a través de sus ésteres me
tílicos por CGL.

4.4. Análisis de otros componentes.

4.4.1. Determinación de fósforo total31’32.

Se determinó el contenido en fósforo total en las

harinas integrales, en los aislados proteicos y fósforo lipi
dico en los aceites crudos, en los lípidos extraídos de la ha

rina por mezcla ternaria (CIBCH:CH_0H:H20) y en los prove
nientes de los lavados alcohólicos ge los aislados proteicos.

Se pesaron entre 90-100 mg de harina, 45-50 mg de aisla
do (fósforo total); 0,50-0,55 g de aceite y 45-60 mgde lípi
dos provenientes del aislado. De la solución clorofórmica de
los lípidos residuales de harina se tomaron entre 10-20 ml
que contenían 0,2 g aproximadamente de lípidos, eliminando el
cloroformo por destilación en rotavapor (60-70°¡ presión_re
ducida) (fósforo lipídico).

Se adicionó de 5 ml de_H2 3 65 fi
calentando hasta aparición de vapores blancos (sulfúricos),

SO4 conc. y 10 m1 de HNO

agregando pequeñas cantidades de HNO y calentando nuevamente
3

hasta comienzode vapores sulfúricos en etapas sucesivas has
ta la obtención de un líquido límpido e incoloro. Se agregó
l m1 de agua bidestilada, calentó hasta humosblancos y adi
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cionó una vez más de l m1 de agua bidestilada con unos pocos
cristalitos de urea, llevando suavementepor calentamiento

hasta humos blancos (eliminación de restos de HN03). El pro
ducto de la mineralización se trasvasó a un matraz aforado de

25 ml con agua bidestilada llevando a volúmen. Paralelamente
se realizó un blanco con loa reactivos en las mismas cantida

des y condiciones de la muestra. Operando sobre este producto
se procedió a la valoración del fósforo total según la técni
ca de Bartlett3l.

Los contenidos en fósforo total se calcularon en base a

la curva de calibración lograda con solución patrón de KH2PO4
(200lpg P/lOO ml) operando en igualdad de condiciones.

4.4.2. Determinación de fósforo de ácido fitico46.

Se realizó esta determinación sobre las harinas intee
grales y sobre los aislados proteicos. Se pesó una cantidad de
muestra que contuviera 5-30 mgde fósforo de ácido fítico y
se extrajo con 50 ml de ácido tricloroacético (TCA)al 3 í
(p/v) durante una hora con agitación constante. La suSpensión
se centrifugó y el sobrenadante se filtró por papel banda a
zul. Se transfirieron 10-20 ml exactamente medidos del filtra
do a un tubo de centrífuga de 40 ml, adicionaron 4 ml de so

lución de FeCl3 (conteniendo 2 mg Fe/ml en TCA3 fi) y 2 ó 3
gotas de Na SO4 calentando en baño de agua hirviente durante
45 minutos.ZSe centrifugó y decantó cuidadosamente el sobre
nadante claro. El precipitado se lavó dos veces diapersándolo
bien, en 20-30 ml de TCA3 fi, calentando en baño de agua hir
viente por 5-10 minutos y centrifugando. Se dispersó el pre
cipitado en 3-4 ml de agua destilada y agregó 3 ml de solu
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ción de NaOH1,5 N, mezclando bien..Se llevó a aproximadamen
te 30 ml con agua y calentó en baño de agua hirviente durante

30 minutos para coagular el precipitado de Fe(0H)3.Se"centri
fugó lO minutos (1500 rpm), decantó el sobrenadante y lavó
con agua, centrifugando y decantando otra vez.

El precipitado de Fe(0H)3 se disolvió en 0,5 ml de H01
0,5 N calentando 10 minutos en baño de agua hirviente, tras
vasando a un matraz de 100 m1 ayudando con 10-25 ml de HCl

0,1 N y llevando a volúmen con agua destilada. Una alícuota
de 20 ml se transfirió a un matraz aforado de 100 m1, llevan
do a volúmen con agua destilada. Esta solución se usó para la
determinación colorimétrica de Fe.

Los reactivos y la curva "standard" se prepararon de a
cuerdo a los procedimientos señalados en A.0.A.C. (Official
Method 14.013, 1980) para la determinación colorimétrica de

3+ a F92+ conFe con o-fenantrolina, después de reducir el Fe
clorhidrato de hidroxilamina, leyendo en espectrofotómetro a
510 nm.

Para cada muestra se realizó un blanco de reactivos. A

partir de la curva "standard" preparada previamente, se calcui
ló el contenido en fósforo'da ácido fitico de las muestras en
base al valor de Fe, teniendo en cuenta las diluciones y supo
niendo una relación molecular Fe:P de 4:6.

4.4.3. Determinación de calcio.

Por aplicación del método descripto en A.O.A.C. (Offi
cial Method, l4.014, 1980): partiendo de 5 g de harina se ob
tuvieron las cenizas blancas (500-5500). Se agregaron 5 ml de
HCl-conc. evaporando en baño de agua hasta sequedad. El residuo
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seco se tomó con 2 ml de HCl conc. y calentó durante 5 minu

tos en baño de agua, cubriendo la cápsula con vidrio de reloj.
Se filtró a un vaso de precipitado de 400 m1y diluyó aproxi
madamente a 150 ml agregando 8-10 gotas de verde de bromocre

sol comoindicador y solución de acetato de sodio al 20 %has
ta un pH de 4,8-5,0 (azul). Se cubrió con vidrio de reloj y
calentó a ebullición, dejó enfriar y precipitó el calcio len
tamente agregando solución de ácido oxálico 3 fi (l gota cada
3-5 segundos) hasta pH 4,4-4,6 (verde). Se hirvió durante 1-2
minutos y dejó reposar una noche. Al día siguiente se filtró
por papel cuantitativo banda azul lavando el vaso de precipi

tado con solución de NH40H(1+50). Se pasó a un erlenmeyer y
tituló con solución de KHnO40,05 N a 70-90° previo agregado
de 125 ml de agua y 5 ml de H280 conc.4

4.4.4. Determinación de lisina disponible47’48.
Aplicando la técnica de Conkerton y Frampton se deter

minóla lisina disponible en las harinas integrales, en los
aislados proteicos y en los residuos de extracción de protei
nas de ambas harinas.

Se pesó una cantidad de muestra tal que contuviera entre
100 y 300 mg de proteina y transfirió a un erlenmeyer de 500
m1 (triplicado), agregando tres bolitas de vidrio y 10 m1de

solución de NaCO3H10 fi a cada recipiente. Se mezcló bien y
dejó reposar por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se
adicionaron 10 ml de solución alcohólica de 2,4-dinitrof1uor
benceno a dos de los tres recipientes (el otro se utilizó co
mo blanco) y agitaron suavemente en agitador mecánico horizon
tal por dos horas a temperatura ambiente.
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Las mezclas fueron concentradas hasta casi sequedad en
corriente de aire tibio (30-40°). El exceso de reactivo y al
go de 2,4-dinitrofenoi producido en la reacción (producto ia
teral), se extrajeron de las mezclas a través de cuatro extrac
ciones sucesivas con éter etílico (porciones de 50 ml).

La tercer muestra, a la que no se adicionó reactivo, se
extrajo con dos porciones sucesivas de éter etílico (50 ml ca
da vez). Las trazas de éter se eliminaron por pasaje de co
rriente de aire tibio.

Las muestras y el blanco se hidrolizaron por 6 horas (au
toclave, 121°, 16 libras de presión) con HCl 6 N (50 ml). In
mediatamentey aún en caliente, los productos de hidrólisis
se filtraron a través de crisoles filtrantes de vidrio pren

sado (G3) ayudando con succión. El erlenmeyer y el filtro se
lavaron con agua destilada hasta un volúmen cercano,pero me
nor, a 100 ml, completando el volúmen con agua destilada y ho
mogeneizando bien.

De cada hidrolizado se separo una alicuota de 10 ml, que
fue extraída en ampolla de decantación con cuatro porciones
sucesivas de éter etílico (50 m1cada una) para eliminar los
2,4-dinitrofenilaminoácidos interferentes y el resto del 2,4
dinitrofenol. El blanco se lavó sólo-dos veces con éter etíli
co (50 ml cada vez). Las alicuotas asi lavadas se diluyeron
en matraz aforado de 25 m1 con agua destilada.

De cada solución se midieron alicuotas de 2 m1 por dupli
cado, en matraces aforados de 25 ml. Una de ellas fue diluida

a volúmen con HCl l N y la otra con solución acuosa de NaCOBH
lO fi. Se homogeneizaron y leyeron las absorbancias en eSpectro
fotómetro a 360 nm, usando el blanco correspondiente comoso
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lución de referencia.

4.4.5. Determinaciónde la actividad antitriptica49’50.

Las harinas se molieron y tamizaron de modoque el 95 fi

de las mismas pasara por tamiz de lOO mesh (149,1, ASTM).Se
pesó aproximadamente 0,5 g de cada una y extrajo con 25 ml de
solución de NaOH0,01 N con agitación permanente durante una
hora, manteniendo el pH entre 9,5 y 9,8 y centrifugó por lO
minutos a 2000 rpm.

Se midieron por triplicado en tubos de ensayo: 0,0: 1,0;
1,2; 1,5 y 1,8 ml del extracto centrifugado ajustando el vo
lúmen final a 2,0 ml con agua destilada.

.Unaserie (blanco) se adicionó de 5 ml de sustrato
sintetico (clorhidrato de benzoil-DL—argininap-nitroanilida,
BAPA)precalentado a 37°, agitó, incubó exactamente lO minutos
a 37° y adicionó de l ml de ácido acético 30 fi y 2,0 ml de so
lución de tripsina (4 mg de tripsina/200 ml de HCl 0,001 N)
agitando luego del agregado de cada reactivo y filtrando antes
de efectuar la lectura de absorbancia.

Las dos series restantes se adicionaron de 2,0 ml de so
lución de tripsina y de 5 ml de solución de BAPAprecalentado
8 37°, agitando bien después de la adición de cada reactivo.
Se incubó exactamente lO minutos a 37°, agregó luego 1,0 m1
de ácido acético 30 fi, agitó y filtro antes de la lectura de
absorbancia a 410 nm, contra el blanco correSpondiente.

Expresión de la actividad.

Una unidad (UT) está definida arbitrariamente comoel in
cremento en 0,01 unidades de absorbancia a 410 nm producido
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por lO m1 de la mezcla de reacción bajo las condiciones expe
rimentales dadas. La actividad del inhibidor de tripsina se de
fine comoel número de unidades de tripsina inhibidas (UTI).

5. Estudios sobre dispersión ygprecipitación de proteinas.

5.1. Equipos y reactivos.

En los ajustes de pH se utilizaron soluciones de NaOH
o de HCl 5 N y las respectivas soluciones diluidas (0,5 N). Se
controlaron los valores de pH con electrodo de vidrio (pHmeter
E 516- Titriskop Metrohm).

La extracción del material nitrogenado y precipitación
de las proteinas se efectuó a temperatura ambiente (20-250).

En las etapas de dispersión y precipitación se utilizó un
agitador mecánico de vidrio y en las separaciones por centri
fugación, se operó con una centrífuga Heraeus Christ GMBH.

En las etapas de lavado de las proteínas precipitadas se
usó, en todos los casos agua destilada previamente ajustada al
valor de pH correspondiente.

5.2. Dispersión del material nitrogenado.

Se pasaron 60,00 g de harina de Gevuina avellana y 30,00

g de harina de Colligugla intergérrima en tubos de centrífuga
y suspendieron en 1200 y 600 ml respectivamente de agua desti
lada (previamente ajustada a pH9,5-10,5; relación harina: agua
1:20). Se agitó permanentemente durante una hora a temperatura
ambiente, manteniendo el pH de diapersión en el valor prefija
do por agregado de solución de NaOHy centrifugó 30 minutos a
2600 rpm.

El líquido sobrenadante (de color amarillo parduzco y
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turbio) se trasvasó a un recipiente aforado filtrando a tra
vés de tela metalica de acero inoxidable (200 mallas por pulg.).
El residuo se lavó por agitación con agua destilada previamen
te llevada a pH9;5-lO,5 (relación harina: agua 1:5), centri
fugó nuevamente (20 minutos, 2600rpm) y el liquido decantado,
pasado por malla, se unió al anterior.

El residuo se extrajo nuevamente en las mismas condicio
nes (una hora, agitación permanente,pHestablecido; relación
harina: agua 1:10) y centrifugó 30 minutos,2600 rpm.

Los liquidos sobrenadantes decantados provenientes de las
dos extracciones y lavado reunidos se llevaron a volúmen con
agua destilada y sobre alicuotas, por duplicado, se determinó
el fi N extraido.

5.3. Elección del valor de pH de máximaprecipitación.

El liquido proveniente de las extracciones se fraccionó
en alicuotas de igual volúmen (colocadas en sendos tubos de
centrífuga), para operar la precipitación de proteinas a di
ferentes valores de pH, cubriendo el ámbito de valores de 3,5
a 5,5 y 3,8 a 5,0 para las extracciones provenientes de las
harinas de semilla de Colliguaya intergérrima y Gevuina ave
llgng respectivamente. Las precipitaciones se efectuaron a
temperatura ambiente, por agregado de H01 5 N (ajuste final
del pH con HCl diluido), con agitación que se continuó hasta
5 minutos después de alcanzado el valor de pH deseado.

Los precipitados obtenidos se separaron por centrífuga
ción (30 minutos, 2600 rpm) y los liquidos sobrenadantes res
pectivos se trasvasaron a matraces aforados.

Los precipitados se lavaron por agitación con 50 ml de
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agua destilada ajustada al pH respectivo, centrifugando luego
(20 minutos, 2600 rpm).

Los liquidos de lavado se reunieron con los sobrenadantes
reSpectivos llevándolos a volúmeny determinando por duplica
do, sobre alicuotas, el nitrógeno sobrenadante para cada va
lor de pH.

La observación de las caracteristicas de los liquidos so
brenadantes permitió señalar que los separados en las preci
pitaciones cercanas al pHisoeléctrico resultaron limpidos,
mientras que los correspondientes a valores de pH superiores o
inferiores a aquellos, eran de turbiedad creciente.

6. Obtención y estudio do los aislados proteicos de harinas
de extracción.

6.1. Dispersión.

Se realizó según las operaciones que se indican en 5.2.
Los residuos de la extracción se secaron en estufa a 100° y so
bre ellos se realizaron las siguientes determinaciones: pérdi
da de peso (100°, 5 Torr), cenizas (SOC-550°), N total (Kjel
dahl) y lisina disponible47’48

6.2. Precipitación.

Se llevó a cabo por ajuste del valor de pH al de máxima
precipitación de los liquidos de extracción, a temperatura am
biente y con agitación permanentehasta lograr la estabilidad
en el valor de pH deseado.

El precipitado se separó por centrifugación, y lavó dos
veces con agua destilada previamente ajustada al valor de pH
de máximaprecipitación (suSpensión del precipitado por fuer
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te agitación; relación precipitado: agua entre 1:10 y 1:15)
centrifugando luego de cada lavado (20 minutos, 2600 rpm).
E1 sobrenadante reunido a los liquidos de lavado acuoso se lle
vó a volúmen y en dos alícuotas se determinó su contenido en
nitrógeno.

6.3. Purificación.

Los coágulos anteriores se lavaron por agitación enérgi
ca por tres veces a temperatura ambiente con etanol 96 í y
finalmente con éter etílico (relación 1:20 en todos los casos).
Este sistema de purificación habia sido ya establecido para el
caso de semilla de lino51 y otras.

Los extractos etanólicos se separaron por centrífugación
(10 minutos,260Q1pm), reunieron y evaporaron (evaporador ro
tatorio; presión reducida), quedandoun residuo sólido parcial
mente soluble en cloroformo.

Las soluciones etanólicas correspondientes a las dos pri
meras extracciones, resultaron claras, mientras que la última
era muy turbia (sobre todo en el extracto etanólico corr95pon—
diente al aislado de Colliguaxa interfierrima) debido a la pre
sencia de proteina finamente dividida que no sedimentó en las
condiciones de centrífugación señaladas.

Las proteínas así purificadas presentaron color blanco
cremoso y consistencia compacta.

En 1a Figura 19 se presenta un esquemaque permite seguir
las distintas etapas del procedimiento de obtención de los
aislados proteicos.

6.4. Secado.
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Los precipitados se dejaron aproximadamente 12 horas en dese
cador y luego se extendieron en capas delgadas, secándolos a
45° (vacio, 5 Torr). Se obtuvo un polvo fino y liviano.

El aislado proveniente de la semilla de Colliggaya inter
Eérrima era de color blanco cremoso, no así el de Gevuina ave
llana que era amarillento.

Sobre ambosaislados se efectuaron las determinaciones de:

pérdida de peso (100°, 5 Torr), cenizas, N total, lisina dis479 31, . J
ponible , fósforo total , fósforo de ¿oido fitico ,
lípidos retenidos44’45(por saponificación del aislado con KOH
6 fi, comose indica en 4.3.2.) e hidratos de carbono de acuer

do con la técnica de fenol-H280452’53.

¡6.5. Estudio de la fracción separada en lavados etanólicos.

El residuo de los lavados etanólicos se tomópor cloro
formo, filtró a través de papel de filtro embebidoen cloro
formo, evaporó el solvente y llevó a peso constante (vacio,
100°), calculándose el rendimiento del material lipidico ex
traído.

Operandosobre una fracción del residuo obtenido, previa
saponificación con KOH4 fi en etanol, se extrajo la materia
insaponificable (éter etílico) determinandosu porcentaje lue
go de eliminado el solvente por destilación y finalmente en
vacío (100°).

A partir de la capa hidroalcohólica remanente de la sepa
ración del ineaponificable se obtuvieron los ácidos totales,
que ee transformaron en ¿steres metilicos por esterificación
con metanol y H comoya se ha descripto.25°4

Sobre otra fracción del residuo extraido se determinó el
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contenido en fósforo lípidico, comose indicó anteriormente
(párrafo 4.4.1.) y el valor de la acidez libre.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En esta parte se expondrán en primer lugar, los resultados
analíticos logrados por aplicación de las técnicas mencionadas
en la Parte II, Operandosobre los materiales estudiados.

Las partidas de frutos maduros de Gevuina avellana Mol
y de Colliguaya intergérrima Hillies-Hooker procedían de las

cercanías del Lago Puelo (Chubut) 1a primera (recolectada en
marzo de 1982), mientras que la segunda fue recolectada hacia
fines del mismo mes en la zona de Colonia Sarmiento (Chubut),
en ambos casos a cargo de Estaciones EXperimentales del Insti
tuto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.

l. Caracteristicas de los frutos y rendimiento en aceite crudo
de extracción.

La Tabla 2 resume algunas caracteristicas de los frutos de
ambas eBpecies e incluye valores de contenido acuoso de sus par
tes constitutivas asi comode cenizas y rendimiento en aceite
crudo por extracción con hexano.

Deben destaCarse los elevados valores de contenido acuoso
para pepa y cáscara de Gevuina avellana, que obligaron a un se
cado en vacio para asegurar agotamiento por hexano. En ambos ca
sos los valores para ceniza fi materia seca fueron sensiblemente
superiores en pepa.

Los aceites crudos resultaron del agotamiento según se ha
descripto de 485,4 g de pepa de Gevuina y de 100,7 g de pepa de

Colliggaza, habiendo obtenido 123,5 y 52,7 g de aceites crudos
respectivamente (41,8 y 54,9 fi de materia seca). Estas cifras
que confirman las encontradas anteriormente por Cattaneo et
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al.ll’27 señalan a estos frutos comoconteniendo semillas de
real valor oleaginoso.

Eran aceites limpidos a 20-250, de color amarillo ligera
mente más claro para el caso de Gevuina.

Paralelamente se encontraron los tenores en aceite crudo
a partir de 16,9 g de cáscara de Gevuina y 10,0 g de cáscara
de Colliggaza, rindiendo 0,0717 y 0,12 g de aceites crudos res
pectivamente (0,62 y 1,34 fi de cáscara seca).

2. Estudio de los aceites crudos de extracción de semilla.

La Tabla 3 resumelos valores de caracteristicas fisico-qui
micas y contenidos en algunos componentes menores de ambos a
ceites crudos.

Debe destacarse que las cifras halladas en este estudio
son muysimilares a las descriptas previamente por Cattaneo et
81.11'27, con excepción del valor de Indice de Yodopara el a
ceite de Colliguaza que resultó ser, en esta oportunidad 10 u
nidades más elevado, circunstancia atribuible muyprobablemen
te avariacionescflimaticas en las épocas de cosecha. Ha queda
do confirmado que el aceite de Gevuina es netamente no secante,

no asi el de Colliguaza que por su Indice de Yodo se presenta
comofuertemente secante.

Ambosaceites muestran tener bajos tenores de tocoferoles
(12,0 y 41,6 mg% g, comod-tocoferol). Los tenores en este
roles totales se consideran normales y dentro del rango usual
para la gran mayoria de aceites seminales (200-600 mgfi g).
Las cifras de fósforo lipidico total son bajas y equivalen a

0,30 y 0,75 g de fosfolipidos totales fi g de aceites de ggzui¿
na y Colliguaza respectivamente.
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Ambosaceites carecen de ácidos ciclopropénicos por acu
sar reacción negativa de Halphen.

3. Estudios sobre composiciones acidicas de aceites crudos
de semilla.

Previamente a1 análisis por CGLde la composición acidica
de ambosaceites, los ésteres metilicos de los ácidos totales
se examinaron por eSpectrofotometria al U.V. (ver Parte II) a
fin de observar la presencia orno de conjugación preexistente
(dienos, trienos v tetraenos).

En el examen del aceite de Gevuina avellana no se eviden

ció 1a presencia de ácidos conjugados. Por el contrario, en el
caso del aceite de Colliguala intergérrima se encontraron dos
máximos en 1a zona de trienos conjugados (269 y 279,5 nm) (Ei
ggra 3) y otros dos en la zona de tetraenos conjugados (301,5
y 316 nm) (Figura 4), no apareciendo el primero de los tres má
ximos característicos de trienos y tetraenos conjugados. Esto
podria deberse a que las curvas correspondientes a los distin
tos grupos insaturados que absorben a.esas longitudes de onda
se superpongan.

Los ácidos grasos cuyos máximosde absorción coinciden,
bajo las mismas condiciones operativas, con los obtenidos en
este trabajo son: dentro de los trietilénicos conjugados, el

acido P-eleosteárico (259, 269 y 280 nm) y entre los tetraeti
lénicos conjugados, el ácidO/s-parinárico (288, 301,5 y 315,5
nm).

1%
Los valores de El (hexano) son:cm

F-eleosteárico 2000 y p-parinárico 3150.
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Los obtenidos en este trabajo fueron:
—zonade trienos conjugados

_______ 1% _
269 nm E1 cm - 0,865

Trienos conjugados preexistentes (%de ésteres metilicos

totales) = 0,043 (comop-eleostearico).

-zona de tetraenos conjugados

_______ 1* _
301,5 nm El cm —0,575

Tetraenos conjugadospreexistentes (fi de ésteres metili

cos totales ) = 0,018 (comoP-parinárico).
Los exámenes CGLde los ésteres metilicos de los ácidos to

tales de cada aceite (libres de insaponificable)¡ (Figuras 5 y
É) condujeron a los resultados resumidas en la Tabla 4. En el
de Gevuina fueron componentes mayores los ácidos hexadecenoico,
octadecenoico y octadecadienoico, debiendo destacarse que el
primero de ellos habia sido reconocido por Cattaneo et a1.11’12
comoel 11-12 hexadecenoico, mientras que los dos últimos lo
fueron comolos ácidos oleico y linoleico respectivamente.

Las cifras señaladas en la Tabla 4 son relativamente si
milares a las encontradas por Cattaneo et al.ll debiendo atri

(5) En exámenes de composición acidica por CGLde ésteres metí
licos de aceites de semilla que no han sido registrados en
literatura a través de análisis según esta técnica es pru
dente operar sobre ésteres libres de insaponificable, para
prevenir la presencia de picos eSpúreos presumiblemente ori
ginados en componentesde insaponificables.
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buirse las diferencias a que estos últimos habian operado el
análisis de composición acidica no por CGLsino por destilación
fraccionada en vacío de ésteres metilicos de los ácidos"sólidos"
y "liquidos" (técnica utilizada durante más de 20 años hasta
el advenimiento de la cromatografía gas-liquido). Sin embargo
quedó evidenciado entonces que el ácido hexadecenoico figuraba
en una concentración (22,0 fi) muypróxima a la encontrada por
CGL(25,4 fi).

Conreferencia a la composición acidica del aceite de se
milla de Colliguaya intergérrima ha quedado probado que los
componentes mayores fueron el acido palmitico y los ácidos en

018 (oleico, linoleico y linolénico). El total de ácidos insa.

turados en 018 encontra60f(80¿g fi) resultó similar al encontrado en 1947 por Riganti et al. (81,8 fi) si bien se observaron t
distintos valores en ambosanálisis para los componentesinte
grantes de esta fracción. Asimismose destaca que el exámenpor
CGLha demostrado una concentración significativa para ácido
eicosenoico (6,3 fi) muysuperior a la observada entonces (0,9
fi). El análisis presente ha revelado una concentración superior
en lg¿;, no habiéndose podido constatar la presencia de acido
docosenoico. La composición registrada en este estudio es mas
simple que la hallada a través del análisis de las fracciones
de los ácidos "sólidos" y "liquidos" del estudio anterior.

El aceite de Gevuinaavellana contribuye significativamen
te al valor calórico de esta nuez y no presenta inconvenientes
reapecto de su integración en formulaciones de alimentos, ra
zón que muyprobablemente determinó su uso por poblaciones in
dígenas y aún su consumoactual por poblaciones estables del
Sudoeste de Argentina y Sur de Chile.
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El de Colliguaya intergérrima presenta un cuadro de com

posición acídica con un valor de ¿gig significativo (23,6 fi) y
que unido al de lg¿g_(38,5 fi) lo señalan comonetamente secan
te y por tanto (sin tener en cuenta probables acciones tóxicas)
comouna materia prima de valor para su utilización industrial
en la formulación de materiales de protección de superficies
(pinturas, barnices, resinas alkyd, etc.).

La explotación de esta verdadera oleaginosa con fines como
los señalados permitiría un ahorro de aceites alimenticios (gi
rasol, soja, algodón) con el consiguiente beneficio para el
consumohumano. Por otra parte su tenor en lQ¿; es de carácter
intermedio entre los llamados aceites “non yellowing drying
oils" (aceites carentes de lg¿; pero con más de 60-65 fi de lg¿g)
utilizados en la elaboración de pinturas para artistas tales
los aceites de semilla de amapola, cártamo y algunos de girasol
y los aceites netamente secantes de elevados tenores en lino
lénico (caso del aceite de lino con 50 fi de lg¿;) o de tung
con 90 fi de ácido eleosteárico, circunstancia que aconsejaria
estudiar las caracteristicas físicas de las peliculas de autoxi
dación y polimerización producidas con este aceite.

Comouna confirmación de las composiciones acídicasgex
puestas en la Tabla 4, los ésteres metilicos de los acidos to
tales de ambosaceites se hidrogenaron y los ésteres hidrogena
dos se estudiaron en sus composiciones acidicas por CGL(giga
rag_1 y g) obteniendo los valores de la Tabla 5 en la que las
cifras obtenidas resultan para cada aceite sumamenteconcor
dantes con las sumatorias de los ácidos en igual númenro de á
tomos de carbono reapectivos.
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4. Sobre la composición de los lípidos crudos (hexano) de
cáscara de fruto de ambas especies.

Los rendimientos en cáscara de los frutos de Gevuina y gg
lliggaza (separación manual) fueron (Tabla 2) 46,8 y 59,8 fi
respectivamente. Por este motivo se determinaron los conteni
dos en lípidos de estos materiales obteniendo cifras bajas (1,82
y 1,44 fi de cáscara seca para Gevuina y Collifigaza respectiva
mente).

Interesó conocer la composición general y acídica de estos
lípidos que, por saponificación con KOH4 fi en etanol rindie
ron 43,24 y 81,66 fi (para ácidos grasos totales) junto a 51,19.
y 11,55 fi (insaponificable) para Gevuinay Colliggaza respec
tivamente. ’

Las composiciones acídicas de estos lípidos (CGLde ésteres
metílicos de ácidos totales) figuran en la Tabla 6. Comparan
do las cifras de las Tablas 4 y g se observa que los lípidos
de cáscara de Gevuina fueron más pobres en lg¿l, lg¿l, gg¿; y
gg¿g, careciendo de gg¿g, gg¿gty gg¿l respecto de los valores
de aceite de semilla, pero contenían mayor proporción en lg¿g,
lg¿g y lg¿g, apareciendo lg¿; (4,3 fi).

Los lípidos de cáscara de Colliggala contenían un porcen
taje menor en lg¿; respecto del valor de aceite de semilla,
siendo los primeros más ricos en l9¿g y lg¿l, encontrándose a
demásuna cifra significativa (1,3 fi) para un supuesto g;¿g y
cifras entre 0,1 y 0,4 fi para ácidos en gg¿g, gg¿¿, g;¿¿ y g¿¿g
así comovestigios para r-22:0 y r-2320.

Resulta evidente que los lípidos de cáscara en ambasespe
cies integran un mayor número en ácidos componentes que los de
semilla, sobre todo en el orden de los vestigios y concentra
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ciones inferiores a 1-2 fi sobre ácidos totales.
Las Figuras 9 y lg reproducen los cromatogramas de los és

teres metilicos de los acidos totales de estos aceites.

5. Composiciónde la fracción de esteroles.

En la Tabla 3 se mencionaron los contenidos en esteroles
totales de ambosaceites crudos determinados comodigitónidos.
Se consideró de interés hacer un exámen de su composición en
esteroles particulares y siguiendo la técnica detallada ante
riormente se aisló por cromatografía en capa delgada a los
mismos, que se estudiaron por CGL.

Los cromatogramasse corrieron hasta alcanzar valores de
Tr/Tr colesterol ligeramente superiores a los de sitosterol,
observando por debajo del pico correspondiente a colesterol
numerosos picos pequeños y uno en ambos cromatogramas con va
lor de Tr/Tr colesterol 0,79, no identificado. Los picos pe
queños a que se ha hechoreferenciarm se consideran debidos a
esteroles.,En la Tabla 7 se resumenlos valores obtenidos y
las Figuras ll y lg comprendentodos los picos registrados con
indicación de los respectivos valores de Tr/Tr colesterol.
Comosurge de los cuadros mencionados, los esteroles realmen
te identificados en las condiciones operadas fueron: coleste
rol,brasicasterol, campesterol y sitosterol (componenteprin
cipal) para Gevuinay colesterol, campesterol, stigmasterol
y sitosterol(componente principal también) para Colliguaza.

6. Estudios de composición de harinas de extracción.

6.1. Valores de composición general.
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En la Tabla 8 se resumen los valores hallados en el pre
sente trabajo para la composiciónde las harinas de extracción
de semilla de Gevuinaavellana y Colliguala intergérrima.

En el trabajo de Cattaneo et al.11 sobre aceites de se
milla de Gevuina avellana, al que ya seha hecho referencia,
se realizó además un exámen general de 1a composición de pepa
agotada por hexano comosubproducto resultante de la extrac
ción del aceite cuyos valores figuran en la Tabla 9.

Comparandolos valores de composición general de hari
nas de Gevuina avellana en ambas tablas se observan semejan
zas en los de cenizas, fibra cruda y nitrógeno. Por el contra
rio, el valor de extracto etéreo obtenido en el actual traba
Jo es menor y los de hidratos de carbono reductores, inverti
bles y sacarificables son muydiferentes aunque el de hidratos
de carbono totales es cercano si bien algo menor.

En cuanto al método de Casares y Moreno utilizado en la
determinación de ácido fitico por Cattaneo et al.11,debe a
clararse que fue posteriormente desechado por su falta de es
pecificidad debido a la gran cantidad de sustancias interfe
rentes que podrian estar presentes en las muestras, ya que el
método consistía en una extracción en solución HCl 2 fi y pos

terior valoración del extracto con solución de FeCl3. Fue re
emplazado por el métodoutilizado en este trabajo (ver Parte
II), que es más especifico.

El contenido proteico de esta harina es bajo (23,8 %,b.s),
así comosu contenido en lisina disponible (3,70 5/16 g N; pa
trón de referencia FAO,1973: 5,50 g lisina/16 g N).

En cuanto a las harinas de extracción de semilla de gg
lliguaya intergérrima no se registran antecedentes en litera
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tura sobre su estudio.
Sin duda el dato de mayor interés en 1a composición de

estas harinas fue el contenido proteico (51,0 %; N x 6,25,b.s).
El valor de lisina disponible obtenido para la harina de gg¿
lliguaza (3,89 3/16 g N) es similar al de Gevuina.

Los tenores en calcio y fósforo obtenidos para ambasha
rinas son muydistintos, asi comolas relaciones Ca:P (0,70 y
0,13 para Gevuina y Colliguala respectivamente), pero en ambos
el valor de esta relación está alejado de 1,531 - 1:1 (proporb
ciones requeridas para una adecuada absorción de estos compo
nentes en infantes y adultos respectivamente), sobre todo para
la harina de Colliguaza.

El contenido en fósforo de ácido fitico fue muchomayor
para Colliguaya intergérrima, ya que representó un 68 %del
fósforo total, en tanto que para Gevuina avellana fue 37 fi.

La actividad antitriptica fue muybaja en ambasharinas
(1,05 y 0,60 UTI/mgde harina para Gevuina y Colliguaya respec
tivamente), lo que indica que este factor no representaría un
problema para la ingesta de estas harinas.

Sobre la cáscara molida del fruto de Colliguaya intergé
33323 se realizaron algunas determinaciones con los siguien
tes resultados: Humedad(4,82 fi); Cenizas (1,23 fi, b.s); gif
bra cruda (57,6 fi, b.s) y Proteina (2,50 fi; N x 6,25, b.s).

La observación que surge de estos resultados reside en
la concentración significativamente mayorde materias minera
les en la harina de pepa, respecto de 1a cáscara molida. Como
era de esperar, el contenido en fibra cruda fue muysuperior
en cáscara y el proteico muchomenor.

Estas cifras indicarian la conveniencia del descascara
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do previo del fruto entero, con el objeto de obtener harinas
de contenidos elevados en proteinas y bajos en fibra.

6.2. Investigación y dosaje de azúcares reductoresi inverti
bles y sacarificables.

En la Tabla 8 figuran los valores obtenidos en las deter
minaciones de contenido en azúcares reductores (expresados en
glucosa), azúcares invertibles (expresados en sacarosa) e hi
dratos de carbono sacarificables (expresados en almidón).

Se observa que los hidratos de carbono sacarificables se
encuentran en mayor concentración, fundamentalmente en el ca
so de Colliguaza donde éstos representan un 78 fi del total.
No se observó la presencia de almidón en ninguna de las dos
harinas.

El contenido en azúcares reductores fue muybajo para 927
lliguala, no asi para Gevuina donde su contenido fue cercano
a1 de hidratos de carbono sacarificables. Los valores para a
zúcares invertibles fueron mayoresque los de azúcares reduc
tores para Colliguaza y menores para Gevuina.

Estas determinaciones se complementaroncon la identifi
cación cromatográfica de los azúcares reductores, invertibles
y de los azúcares componentes de los hidratos de carbono sa
carificables.

Los hidratos de carbono identificados fueron los mismos
en ambasharinas, comose indica en la siguiente tabla:

Gevuina avellana

Muestrateflïcuals glucosa, fructosa, sacarosa.
Muestra invertida: glucosa, fructosa.
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Hidratos de carbono

sacarificables: glucosa, galactosa, arabinosa,
xilosa.

Colliguaya intergérrima
Muestra tal cual: glucosa, fructosa, sacarosa.
Muestra invertida: glucosa, fructosa.
Hidratos de carbono

sacarificables: glucosa, galactosa, arabinosa,
xilosa.

6.3. Estudios sobre lípidos remanentes luego de agptamiento
por hexano.

6.3.1. Lípidos polares (extraíbles por mezcla ternaria).

El agotamiento por hexano de la semilla molida ex
trajo la mayorparts de los lípidos no polares (lípidos neutros)
quedandorstenidosjprincipalmente lípidos polares, difícilmente
extraíbles por ese solvente. En consecuencia las harinas (pre
via determinación de sus contenidos acuosos) se trataron con

un solvente monofásico tipo Folch constituido por CH3OH:CHCl3z
H20. A partir de los extractos y por dilución acuosa, se obtu
vieron soluciones de estos lípidos en cloroformo, los que se
recuperaron por destilación del solvente y calentamiento final
a 100° en estufa de vacío (ver Parte II).

Estos lípidos se saponificaron con potasa alcohólica y
resolvieron en insaponificable y ácidos totales cuyosvalores,
así comolos rendimientos en lípidos polares de ambasharinas
figuran en la Tabla 10.

Los ácidos totales separados por saponificación de ambos
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extractos lipidicos se esterificaron con metanol y estudiaron
sus composiciones acídicas por CGL(Figuras 13 y 15). La 23215
ll resume los valores obtenidos. La comparación de estos da
tos respecto de 1a composición acídica de los aceites crudos
de extracción (Tabla 4), señala una notable similitud entre
los valores para el caso de Gevuina avellana, así comogran
des diferencias entre las composicionesacídicas de los acei
tes crudos de extracción y los lípidos polares de Collisuaxa
intergérrima.

En estos últimos se observa un notable incremento en los

porcentajes de ¿633 (de 10,3 a 24,3 7%)y 33g (de 38,5 a 49,215)

y una disminución en los valores de lg¿1 (de 18,7 a 11,7 fi),
;g¿; (23,6 a 11,5 fi) y 22¿; (de 6,3 a 1,7 fi).

6.3.2. Lípidos retenidos.

Los valores de rendimiento, ácidos grasos e insaponifi
cable de estos lípidos se informan en la Tabla 10.

El porcentaje de lípidos retenidos es mayor para Gevuina
que para Colliggala, lo que asociado también a una mayor can
tidad de lípidos polares resulta en un alto porcentaje de lí
pidos remanentes del agotamiento por hexano fi harina.

Los componentes acídicos de estos lípidos se examinaron
por CGLa través de sus ésteres metílicos.

Los resultados figuran en la Tabla 12. Las cifras obte
nidas para Colliguaya difieren de los valores correspondientes
a los lípidos extraídos por mezcla ternaria, registrándose en
los lípidos retenidos mayoresporcentajes en lg¿1, lg¿; y gg¿1
y menores en 1Q¿Qy lg¿g. Las diferencias entre los lípidos
retenidos y los polares de Gevuinano resultaron significati
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vas.

Las Figuras 15 y lá reproducen los cromatogramas corres
pondientes al análisis por CGLde los ésteres metilicos de es
tos lípidos para Gevuinay Colliguaya reapectivamente.

7. Aislamiento de proteínas de harinas de extracción de Ge
vuina avellana y Colliguaya intergérrima.

7.1. Obtención de los aislados.

La literatura no registra antecedentes sobre aislados
proteicos provenientes de harinas de semilla de Gevuina ave
llana y Colliguaya intergórrima. Por tal motivo se decidió
aislar las proteinas de ambassemillas a fin de observar los
rendimientos de extracción de nitrógeno total, el valor de pH
de máximaprecipitación, el rendimiento en aislado proteico
y su análisis, de acuerdo a los métodos expuestos en la Parte
II.

Basado en lo observado en las experiencias realizadas con

harinas de semilla de lin051, girasolsó, zapa11057, saál
palma Acrocomia totai Mart. ("mbocaya")59, cártamoóo, tomate ,

sésamo

citricosóz,damasco, ciruelay'durazn063, se eligió un ámbito de
pH de extracción de 9,5-lO,5, donde ocurre el óptimo para lo
grar una alta dispersión del material nitrogenado a partir de
la harina de extracción sin exponer las proteinas a un medio
de pH elevado que podria dañar su valor nutricional (64-67).

Se procedió luego a determinar el valor de pH de máxima
precipitación (pHisoeléctrico) operando sobre los extractos
obtenidos a pH9,5-10,5. Para ello se precipitaron las prote
inas a distintos valores de pH (ver Parte II) y una vez que
estas fueron separadas por centrífugación se determinó para
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cada valor de pH el N sobrenadante fi de N diapersado en cada
harina. Se obtuvieron de esta manera las cifras de la Tabla 13.

La representación gráfica (Figuras l7 y lg) de los valores de
N sobrenadante fi N dispersado en función del pH de precipita
ción, muestran curvas cuyos mínimos se registraron a pH 4,0
para Gevuina avellana y a 4,2 para Colliguaya intergérrima.

Luego se procedió a obtener cantidades mayores de aisla
do proteico según el esquema de 1a Figura 19 con el fin de po
der determinar algunas de sus caracteristicas químicas.

Operando con 100 y 80 g de harina de Gevuina y Colligua
la respectivamente, se obtuvieron 12,45 y 22,61 g (12,45 y
28,26 fi) de aislados reapectivamente en forma de polvos livia
nos, una vez secos en vacío a 45°. El de Gevuina-era de color

amarillento y con leve olor indefinido, no así el de Colligga
la, cuya apariencia fue más satisfactoria siendo blanco e ino
doro.

7.2. Balance de nitrógeno en la obtención de los aislados
proteicos.

En los esquemas de las Figuras 20 y gl están indicados
los resultados de los balances cuantitativos de las distintas
fracciones separadas durante el aislamiento de ambasproteinas.

Se observa que para Gevuina avellana el valor de N extra
ido fi N total a pH 9,5-10,5 (63,70 fi) fue bajo si se lo compa
ra con los observados en la mayoria de las otras semillas men
cionadas (linosl, girasolS6, zapallos7. sésamoss, palma Acro

59comia totai y cártamoóo).
Tambiénel porcentaje de nitrógeno precipitado al valor

de pH de máximaprecipitación reapecto del nitrógeno solubili
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zado fue relativamente bajo (63,25 %). Estos valores indican
que la recuperación de proteinas a partir de la harina de gg
vuina es deficiente si se la comparacon las obtenidas a par
tir de las harinas de semillas anteriormente citadas (N ex
traido %N total: 70-90; N precipitado í N soluble: 75-85);

Por el contrario, en el balance nitrogenado correspon
diente a la obtenciónfie los aislados proteicos de Colliguaya,
se observa que tanto el valor de nitrógeno dispersado a pH9,5
10.5 (82,0 fi N total) comoel porcentaje de nitrógeno precipi
tado a pH 4,2 respecto del nitrógeno extraido (73,4 fi) fueron
altos.

7.3. Analisis de los aislados proteicos.

De acuerdo a los métodos mencionados en la Parte II, se

determinaron los valores correspondientes a: Pérdida de peso
a 100° (vacio), Cenizas (500-5500), Nitrógeno total (Kjeldahl),
Fósforo total31’32, Fósforo de ácido fitico46, Lisina dispo
nible47’48, Hidratos de carbonosz’53 y Lipidos residuales44’45
con los resultados que figuran en la Tabla 14.

El contenido en nitrógeno del aislado de Gevuina fue ba
Jo (13,28 fi en base libre de humedady cenizas), lo que según
la experiencia recogida en el estudio de aislados proteicos
de semillas de lin051’68 y citricoézïambos con un porcentaje
bajo de nitrógeno), llevó a suponer la presencia en este ais
lado, al igual que en los anteriormente nombrados, de hidratos
de carbono fuertemente ligados a la parte proteica. Esto que
dó confirmado al determinar su contenido en hidratos de car

bono (método fenol-H280452’53) que representó 7,9 fi de aisla
do proteico (expresado en galactosa).
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El valor de lisina disponible en el aislado (3,55 g/lógfl)
representa el 95,9 %del encontrado en la harina (3.70 g/lógfl).

Podría interpretarse entonces que durante el proceso de
obtención de proteínas no se habría producido una pérdida a
preciable de lisina disponible, tal comoocurre con otros ais
lados donde el porcentaje de retención es menor.

De todas maneras, la cantidad de lisina disponible en el
aislado es baja (patrón FAO1973: 5,5 g lisina/ 16 g N).

Los contenidos en fósforo total y de ácido fitico, se en
cuentran en el rango de valores hallados en otros aislados
proteicos.

De la relación de fáforo de ácido fitico/ fósforo total
se observa que el primero representa el 35 % del fósforo to
tal, porcentaje inferior al que generalmentese registra para
otros aislados de semillas comozapallo, tomate, durazno (90
91 fi), lino, girasol (69-80 fi), cártamo, cítrico y sésamo (45
55 fi).

En contraste con el aislado proteico de Gevuina avellana,
en el de Colliggaxa intergérrima se observa un elevado conte
nido de Nitrógeno total (16,35 fi; b,s). Esto sugiere un aisla
do de alto grado de pureza.

El valor de lisina disponible también resultó elevado
(4,60 g/ 16 g N)si se lo compara con los valores obtenidos pa
ra Gevuina avellana y otras semillas. Se observa ademásun au
mento del valor respecto del obtenido para 1a harina (3,88 g/
16 g N).

La relación fósforo de ácido fitico/ fósforo total fue
42,9 fl siendo ambosvalores relativamente altos (0,54 y 1,26 1‘.
respectivamente).
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El contenido en hidratos de carbono fue 2,6 % (eXpresado
en galactosa), siendo este valor algo elevado reapecto al es
perado y a los observados en otros aislados proteicos, aunque
no llega a los porcentajes hallados en aislados que contienen
una elevada cantidad de hidratoe de carbono ligados a proteí
nas.

Durante el proceso de purificación (lavado etanólico de
los coágulos proteicos) se eliminan pigmentos lipídicos. Ape
sar de ello el porcentaje de lípidos retenidos en el aislado
de Gevuina resultó muyelevado (7,51 fi proteína seca) lo que
sugiere la posibilidad de que estos lípidos se encuentren u
nidos a proteínas. El contenido de estos lípidos en materia
insaponificable fue de 9,05 fi y en acidos grasos de 90,05%.

El porcentaje de lípidos retenidos en el aislado de gg
lliggala (1,00 fi proteína seca) fue muchomenorque en el ca
so del aislado de Gevuina, siendo el porcentaje de materia in
saponificable 17,04 fi y 82,96 fi el de ácidos grasos.

Esto no significa que tales componentespreexistan en el
aislado comotales, desde que en su obtención medió un proceso
de saponificación drástica.

Los ésteres metílicos de los ácidos grasos totales se e
xaminaron por CGL,obteniendo los valores que figuran en la
Tabla 15. Las Figuras 22 y g; reproducen los cromatogramas co
rreSpondientes.

En general los valores de composición acídica de los lí
pidos retenidos del aislado de Gevuina avellana presentan gran
similitud con los de los aceites seminales (Tabla 4).

En el caso de los lípidos retenidos del aislado de Colli
ggala intergérrima en cambio, si se compara su composición a
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cídica con la correSpondiente a los aceites de semilla (25
blas 15 y A) se observan diferencias en los porcentajes de la
mayoría de los ácidos grasos, existiendo sin embargogran si
militud entre los primeros y los lípidos "polares" extraí
bles por mezcla ternaria a partir de la harina de extracción
(Tabla ll).

Sobre los residuos provenientes de ambasharinas de ex
tracción luego de la dispersión a pH9,5-10,5 se determinaron
los valores de: Pérdida de peso a 100° (vacío), Cenizas (500

47,48550°), Nitrógeno total (Kjeldahl) y Lisina disponible
Los resultados figuran en la Tabla 16.

7.4. Examenanalítico de los extractivos etanólicos de los

coágulos proteicos.

De los líquidos etanólicos resultantes de la purificación
de los coágulos proteicos, se aislaron residuos lipídicos cu
yas características se observan en la Tabla 17. Es de desta
car el alto contenido en lípidos fi de proteína seca en el ca
so de Gevuina avellana (15,95 fi), muchomayor que los hallados
para otros aislados.

El elevado valor de número de acidez de estos lípidos
(139 mg KOH/g)sugiere que se habría producido saponificación
de glicéridos y/o fosfolípidos durante el proceso alcalino de
extracción de la proteína, liberandose los acidos al valor de
pH isoeléctrico y coprecipitando con las proteínas. Este com
portamiento ha sido siempre observado en lípidos extraíbles
por etanol a partir de coágulos proteicos de otras semillas.
Es posible entonces que los lípidos preexistentes en las ha
rinas de partida sufran transformaciones en el sentido señala
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do, durante el aislamiento de proteínas.
Los valores de composiciónacídica de los lípidos aisla

dos de los extractos etanólicos (ver Tabla 18) son semejantes
a los de composición acídica de los aceites seminales expues
tos en la Tabla 4. La Figgra 24 reproduce el cromatograma co
rreSpondiente a los lípidos extraíbles por etanol del aisla
do proteico de Gevuina avellana.

El contenido de lípidos fi de proteína seca de Colliggaza
intergérrima es muchomenor que el hallado para el aislado de
Gevuina avellana así como también el número de acidez (30 mg
ROB/g).

Los valores de composición acídica de estos lípidos fi
guran en la Tabla 18 y la Figgra 25 muestra el cromatograma
correspondiente.

Estas eXperiencias han esclarecido las condiciones ope
ratorias a escala de laboratorio respecto de la obtención de
aislados proteicos a partir de harinas de semilla de Gevuina
avellana y Colliggaya intergérrima. Ademásproporcionaron in
formación acerca de valores de extracción de nitrógeno y de
rendimiento en aislados proteicos así comocaracterísticas a
nalíticas de los mismos.Sería de interésque este estudio fue
ra completado con:

- Determinación de la composición en aminoácidos esenciales
de los aislados.

—Evaluación biológica de los aislados (valor de utilización
neta proteica) y valores de digestibilidad.

- Determinaciones de funcionalidad.
—En el caso de las harinas de semilla de Gevuina avellana
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cabría. realizar también estudios tendientes al logro de un
mayor grado de solubilización del nitrógeno total que el re
gistrado en las experiencias realizadas.
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Protoncompacta P.longiflora Bellendenamontana Persoonialanceolata Cenarrhenesnítida Beaupreabalansae B.neglecta

(l)DatosdeCattaneo.etal.

16:0

5,2 2,0
15.3 12.7 10.4 13,0 11,4

7.5
25.6 15,0

4.o 6,6 3,8 0,7 1.o 0,7 5.3 3,4

20:0 vent.

1,7 2,5 0,9 1,8 1,8
vest.
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L6:l18:118:218:}20:120:222:1Sa_t.Inaatl33,153,87,1—vea't.——6,094,0i

L9,455,54.9-'2:7_8’129.390.7LO,857,96,7—vest.——24,675,40,370,75,7—1,1——22,277,80,573,37,0-'2,2——17,083,00,352,130,53,1———14,086,032,951,77,2—veat.—veat.8,291,85,733,327,2———""33,366,7LO,543,327,5veat.———18,681,4



58

Tabla 2: Caracteristicas de los frutos.

Gevuina Colliguaza
avellana intergérrima

Peso medio del fruto (mg) 1879 408,5

N0 semillas/10 g 5 25

Diámetro medio (cm) 1,62 0.91

Relación cáscara/pepa 53,2/46,8 40,2/59,8

Contenido acuoso % pepa 39,1 4,67

Contenido acuoso % cáscara 31,5 10,37

Cenizas % pepa seca 3,20 3,14

Cenizas % cáscara seca 1,82 1,44

Aceite crudo % pepa 25,4 52,3

Aceite crudo % cáscara 0,42 1,20

Aceite crudo % pepa seca 41,8 54,9

Aceite crudo % cáscara seca 0,62 1,34
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Tabla 3: Aceites crudos de extracción (hexano) de semilla.
Caracteristicas físico-químicas.

Densidad relativa (25/40)

Ihdice de refracción (25°)

Indice de saponificación

Indice de Yodo (Wijs)

N° de ácido (mg KOH/g)

Insaponificable i

Indice de Yodo del

insaponificable

Acidos totales %

Fósforo lipídico
(mg P % g)

Tocoferoles totales (mg% g;
comod-tocoferol)

Esteroles totales (mg% g;
comositosterol)

Gevuina
avellana

0,9083

1,4674

187,1

86,9

2,54

1,92

93,0

12,4

12,0

313.4

Colligua a
intergérrima

0,9201

1,4747

189,8

151,3

92,9

93,66

30,1

41,6

401,0



Tabla 4: Aceites crudos de extracción (hexano) de semilla.

6C

Composiciónacídica (ácidos grasos %ácidos totales).

Gevuina
avellana

0,1

3,0

25,4

7.5

0,9

7,8

C0111 aya

intergérrima

vest.

10,6

vest.

1,9

18,7

38,5



Tabla 5: Aceites crudos de extracción (hexanol de semilla.

Acidos grasos hidrogenados.

Gevuina
avellana

26,0

52.9

10,8

10,2

C0111 a a

intergérrima

10,8

82,4

6,5



Tabla 6: Aceites crudos de extracción (hexano) de cáscara.
Composiciónacídica.

222122 CLIM
avellana intergérrima

¿2:2 0,2 ___
¿gig vest. ___

r-14:O veet.

l4¿9 2,4 0,1
¿gil vest. ___
l2¿9 0,4 vest.

15:1 + r-16:0 0,3 ___
¿gig 14,2 14,5
;g¿; 17,4 ___
llig 0,1 vest.
¿1¿l 0,1 ___
}Q¿Q 3,8 1,7

_1_8_:_1_ 33,9 22,4

¿Q¿g 19,6 37.2
;É¿; 4,3 17,1
29¿9 vest. ___
2_0_=_1 0,3 4,4

QQ¿3 3,0 0,2
r-22:0 ___ vest.

gg¿9 ___ 0,4
¿aii ___ 0,2

r-23:O ___ vest.

2_3_=2 —- 1,3

23_=¿ —— 0,3

24:0 ___. 0,1



Tabla7:Aceitescrudosdeextracción(hexano)desemilla.

es1mm.

Composiciónenesterolesgjfideggterol

Pico Colesterol Brasicasterol Campesterol Stigmasterol Sitosterol

Tr/Trcolggfierol

0,79 0,92 1,00 1,20 1,32 1,43 1,65

fideesteroles

Gevuina avellana

11,8
0,1 2,6 0,1 6,9

78,5

Colliggaxa intergérrima

78,6

63
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Tabla 8: Harinas de extracción (hexano) de semilla.
Composición general.

Gevuina Colliggaza
avellana intergérrima

Humedad fi 3,80 5,47

Cenizas fi (b.s) 5,90 6,56
Nitrógeno fi (b.s) 3,81 8,17
Proteina cruda (N16,25)

(b.s) 23,8 51,0
Fibra cruda % (b.s) 9,82 5,72
Azúcares reductores fi 

(en glucosa; b.s) — 8,77 0,15
-Azúoaresinvertibles fi

(en sacarosa; b.s) 2,13 6,43
Hidratos de carbono

sacarificables fi
(en almidón; b.s) 10,63 22,79

Lipidos remanentes fi (b.s) 6,76 2,78
Lisina disponible (5/16 g N) 3,70 3,89
Calcio (mg Ca fi g; b.s) 294 171
Fósforo total (mg P fi g;

b.s) 419 1330
Fósforo de fitico (mg P fi g;

b.s) 157 903
Extracto etéreo fi (éter

etílico; b.s) 4,68 -—
Actividadantitriptica

(TUI/mgharina) 1,05 0,60



Tabla 9: Composición¿Eneral de las harinas de extracción
{hexano) de semilla de Gevuina avellana

Humedad (ICO-105°)

Cenizas (500-5500)

Nitrógeno (b.s)

Proteína (N x 5,7)

Pentosanos (A.O.A.C.)

Fibra cruda (A.O.A.C.)

Extracto etéreo (éter etílico)

Azúcares reductores (en glucosa)

Azúcares invertibles (en sacarosa)

Hidratos de carbono sacarificables

Acido fitico (Casares y Moreno)

ll

É semilla
agotada

8,5

5,3

3.91

65
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Tabla lO: Harinas de extracción (hexano) de semilla.
Contenido en lípidos Épolares" (extraíbles por
mezcla ternaria) 1 en lípidos "retenidos".

EEÏEÉEÉ ÉElilEEEXE

avellana intergérrima

Lípidos "polares"

Líp. polares %harina
(b.s.) 3,14 1,82

Acidos grasos totales
% lípidos polares 73,38 56,07

Insaponificable %
lípidos polares 7,68 13,68

Fósforo lipídico
(mg P % líp. polares) 352 1239

Lípidos "retenidos"

Líp. retenidos %
harina (b.s.) 3,62 0,96

Acidos grasos totales
%líp. retenidos 93,94 90,04



Tabla ll: Harinas de extracción (hexano) de semilla.

20:2

22:0

22°l

Composiciónacídica de los lípidos "polares"

67

Lgxtraíbles por mezcla ternaria) (fi ácidos totale ).

Gevuina
avellana

0,1

vest.

vest.

4,7

25,8

0,4

42,6

11,3

7,3

0,6

5,9

M
intergérrima

vest.

vest.

24,3



Tabla 12: Harinas de extracción (hexano) de semilla.
Composiciónacídica de los lípidos retenidos
(E ácidos totales).

Gevuina Colliggaza
avellana intergérrima

¿gig 0,1 0,1

¿gig 2,5 12,4

léiï 19,3 __

llig __ vest.

¿zii __ vest.

¿gig 0,5 1,4

¿gil 49.9 22.9

¿gig 4,6 36,7

1_8=_3 _ 17,8

20:0 1,0 '

20 1 1,8 8,5

20:2 9,9 0,2

22:0 2,2 _.



Tabla 13: Aislados proteicos de harinas de extracción de
semilla. Elección del valor de pH de máxima
preciEitación.

N sobrenadante fi de N dispgrsado

gfi_gg Gevuina Colliggaxa
Brecigitación avellana intergérrima

3.5 ——. 20,4

3,8 23,6 17,9

4,0 22,9 17,1

4,2 23,1 17,0

4,5 23,4 17,9

4,8 23,7 18,5

5,0 25,9 19,2

5,5 - 28,0

BHisoeléctrico 4,0 4,2



Tabla 14: Aislados proteicos de harinas de extracción de
semilla. Valores analíticos de composición.

Rendimiento fi

Pérdida de peso %
(100°,vacio)

Cenizas % (b.s)

Nitrógeno % (b.s)

Nitrógeno % (b.s. y
libre de cenizas)

Lisina diaponible
(¿/16 s N)

P total (mg P % g;b.s)

P de ácido fítico
(mg P % g; b-s)

Hidratos de carbono fi
(como galactosa; b.s)

Lípidos retenidos % (b.s)

Gevuina
avellana

12,45

8,30

1,45

13,10

13,29

3,55

182

Colligua a
interfiérrima

28,26

70



Tabla 15: Aislados proteicoe de harinas de extracción de
semilla. Composicionesacídicas (fi ácidos totalegl
de lípidos retenidos.

Gevuina Colliggaza
avellana intergérrima

¿fiig 0,1 vest.

12¿9 -— veat.

¿gig 3,5 23,9

lg¿l 20,7 0,6

¿É¿9 0,3 1,3

lg¿} 45,4 12,3

¿gig 12,0 52,5

¿gig veet. 7,1

Egig 0,5 ——

32¿} 0,8 2.3

32:3 7,9 —

3229 1,7 
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Tabla 16: Aislados proteicos de harinas de extracción de
semilla. Características analíticas de los
residuos de extracción.

Gevuina Colliggaza
avellana intergérrima

Residuo fi harina 48,51 38,56

Pérdida de peso fi
(100°, vacío) 8,09 8,12

Cenizas fi (b.s) 8,35 8,10

Nitrógeno % (b.s) 2,17 3,00

Lisina disponible
(5/16 g N) 1,30 2,46
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Tabla 17: Aislados proteicos de harinas de extracción de
semilla. Características analíticas de los lípidos
extraídosgpor etanol.

Gevuina 0011152313
avellana intergérrima

Lipidos fi proteína 15,95 4,03
seca

N° de acidez (Ing KOH/g) 139 3o

Acidos totales fi 88,33 83,83

Insaponificable fi 2,11 3,83

Fósforo lipídico
(me P 7‘ 8) 254.3 129.4
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Tabla 18: Aisladosgproteicos de harinas de extracción de
semilla, Composicionesacídicas de los lípidos
extraídos por etanol (ácidos grasos fi ácidos
totales).

mig ME
avellana intergérrima

E312 __ veat.

¿L_4L:_C_) __ vest.

r31420 0.1 091

lg¿} vest. __

_16_=9 3.7 16,0

¿gig 24,5 ——

ll¿9 __ vest.

¿lil __. veat.

lg¿g 0,3 1,6

lfi¿l 41,1 20,2

¿gig 13.5 43,5

lg¿; vest. 13,9

ggig 0,6 __

gg¿l 0,5 4,3

gg¿g 9,0 0,4

22-0 0,4 _

22:1 6,3 -—
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Figgra l: Gevuinaavellana. 1.Flor gemela-- 2.Corte longitudi
nal de una.flor - 3.Flor abierta - 4.Ra.mitacon fru
tos - 5.Fruto abierto.
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Figgra 2: Colliggaya intergérrima. A.Rama- B.Parte inchÏ
C.Bfácte.=. de la misma —D.F1.9 - E.Fruto - F.Semilla.



77

269

/\
279.5

0.7 . \\ASORBANCIA

260 270 200 290

nm

Figura 3: Aceite de semilla de Colliguaya intergérrima.
ExámeneSpectrofotométrico en U.V. Zona de trienos
conjugados.
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Figgra 4: Aceite de semilla de Colliguaya intergérrima.
Exámen eSpectrefotométrico en U.V. Zona de
tetraenos conjugados.
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delos¿stereemetílicoadelosácidosgrasostotales.
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FigggalO:SemilladeColliaainterérrima.Cromatografíagas-líquidodelosésteres

metílicosdelosácidosgrasosdeloslípidosextraídosporhexanoapartir decáscara.
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____

o minutos 10

Piera lleceite crudo de semilla de Gevuinaavellana. Cromatogra
fía gas-líquido de la fracción de esteroles. Valores de
Tr/Tr colesterol para. los picos registrados: l (0,13);
g (0.18); g (0.24): j (0,27); _5_(0.31); _6_(0.36);1
(0,41); g (0.48); _9_(0,54); ¿q (0.64); g (0.70); gg
(0.79); l} (0,92); li (1,00;colesterol); ¿2 (l,20;brasi
casterol); lá (l,32;campesterol);H'(l,65;sitosterol).
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1 . l

0 mmtoó 10

Figgra 12: Aceite crudo de semilla de Collífigaya intergérrima.
Cromatografía gas-líquido de la fracción de esteroles.
Valores de Tr/Tr colesterol para los picos registra
dos: ; (0.12); 2 (0,23); g (0,26); A (0.30); 2 (0.36);
É (0.40); l (0,55): Q (0,64); 2 (0.67); ¿9 (0.79); ll
(1,00;colesterol); lg (1,32;campesterol); l; (1,43;
stigmasterol); ¿A (1,65;sitosterol).
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Firal :SemilladeGevuinaavellana.Cromatografíagas-líquidodelosésteres
.4EL___}. _______________

metílicosdelosácidosgrasosdeloslípidos

extraídospormezclater

naria(Folch)deharina

deextracción(previamenteagotadaporhexano).
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Semilla de Colliguaya intergérrima. Cromatografía
gas-liquido de los ésterea metïlicos de los ácidos
grasos de los lípidos extraídos por mezcla ternarig
(Folch) de harina de extracción (previamente agota
da por hexano).
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Figgra 16: Semilla de Colligugygrintergérrima. Cromatografía
gas-líquido de los ésteres metïlicos de los ácidos
grasos de los lípidos "retenidos" en la harina de
extracción.
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Figgra 18: Aislado
proteico de harina
de semilla de gglli
¿Baya intergérrima.
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Figgra 17: Aislado protei
co de harina de extracción
de semilla de Gevuina ave

llagg. Valores de pH de
máximaprecipitación.



Figgra 19: Aislamiento de proteínas a partir de harinas de
extracción.

Harina

+ agua a pH 9,5-10,5 (NaOH)
relac. harina: agua 1:20
agitación, T ambiente l hora
centrif. (30 min., 2600 rfiá)

Residuo Líq. decantado
lavado con agua h

pH9,5-10,5; relac.
harina: agLa 1:5
centrif. (¿o min.,
2600 rpm)

Residuo ¿{3M
2° dispersión
agua PH 9.5-10,5
relac. harina: agua
1:10; centrif. (30
min., 2600 rpm)

Residuo Líg. decantado
Se seca en estufa a 100°
hasta peso constante.
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Egg. decantados reunidos

ajuste a pH de máximaprecipitación con
HCl, T ambiente, centrif. (30m1n.,2600 rpm)

Líq, sobrenadante

(se desecha) (proteínas crudas)
2 lavados acuosos (al pH de máx.
precipitación); relac. 1:15
centrif. (20 min., 2600 rpm)

Líq. sobrenadante Preci itado

(se desecha) 3 lavados con etanol 96 fi (1:20)
centrif. (15 m1n., 2600 rpm)

Líquidos etanólicos Preci itado

1 lavado con éter etílico,
relación 1:10
centrif. (10 min., 2600 rpm)

Líq. sobrenadante Proteínas prec1pitadas
purificadas(se desecha)
Aprox. 12 hs. en desecador, secado
final en capa delgada (vacío, 5 Torr,
45°).
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Figgra 20: Aislado proteico de semilla de Gevuina avellana.
Balance nitrggcnado.

ggrina (3,68 N %harina)

2 extracciones T ambiente, l hora, agitación
sucesivas a contínua, con relación harina
pH 9,5-10,5 agua (1:20 y 1:10).

Líquido sobrenadante Residuo

2,34 N % harina 1,02 N fi harina

63,70 N fi N totale———-——91,33-————-———’27,63N fi N total

Precipitación
a pH 4,0

Sobrenadante + Proteína
lavados acuosos

0,55 N % harina 1,48 N % harina

23.35 N % N extr. 63,11 N fi N extr.

14,90 N fi N tOtBlG—-55,10 -——+40,20 N fi N total
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Figgra 21: Aisladquroteico de semilla de Colliguaya inter
gérrima. Balance nitrogenado.

Harina (7,58 N fi harina)

2 extracciones T ambiente, 1 hora, agita
sucesivas a ción contínua, con relación
pH 9,5-10,5 harina-agua (1:20 y 1:10)

‘s
Líquido aobrenadante Residuo

6,22 N fi harina 1,15 N fi harina
82,00 NelN totalc—— 97,20___.15,2o Nfi N total

Precipitación
a pH 4,2

Sobrenadante + roteina
lavados acuosos

1,15 N fi harina 4,56 N % harina
18,49 N at N extr. 73,41 N fi N extr.

15,20 N 7aN total4._75,4o——> 60,20 N 76N total
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Figgga22:SemilladeGevuinaavellana.Cromatografíagas-líquidodelosésteree

metílicosdelosácidosgrasosdeloslípidos"retenidos"enelais ladoproteico.
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Figgra 23: Semilla de Colliguaya intergérrima. Cromatografía
gas-líquido de los ésteres metílicoa de los ácidos
grasos de los lípidos "retenidos" en el aislado
proteico.
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Figgra 24; Semilla de Gevuina avellana. Cromatografía gas-11
quido de los ésteres metílicoa de los ácidos grasos
de los lípidos separados del aislado proteico por
extracción con etanol.
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Figgra 25: Semilla de Colllggaya intergérrima. Cromatografía gas
liquido de los ésterea metilicoe de los ácidos grasos
de los lípidos separados del aislado proteico por ex
tracción con etanol.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se presenta un estudio sobre frutos maduros de dos eSpe
cies vegetales autóctonas (patagónicas) pertenecientes a dos
familias botánicas diferentes: Gevuinaavellana Mol, una Pro
teácea de nombresvulgares "avellano", "nefuén", "guevin", que
desarrolla en las provincias de Rio Negro, Neuquény Chubut
(cuenca del Lago Puelo y comúna Chile) y Colliguaya intergé
rrima Hillies-Hooker, una Euforbiacea conocida como"duraznillo"
o "coliguay", de frutos rojos, que.desarrolla comoplaga en las
provincias de Neuquén (Parque Nacional Laguna Blanca), Chubut
(Lago Musters, Colonia Sarmiento), Santa Cruz (Lago BuenOS‘Ai
res), La Rioja (zona oeste) y Mendoza(San Isidro y Villavi
cencio).Ss trata de frutos cuyas semillas son de alto conteni
do en aceites fijos y que al presente sólo registran en ambos
casos una menciónbibliográfica correSpondiente a estudios rea
lizados en el país. Los frutos de Gevuina avellana fueron y
aún son fuente alimenticia para nativos del Sudoeste argentino
y Sur de Chile. Los de Colliguaya intergérrima despiertan inteá
rés por su difusión creciente y por las caracteristicas de com
posición acidica de su aceite de extracción netamente "secante"
y por tanto con posibilidades de explotación con fines de uti
lización industrial.

Operando sobre frutos maduros de Gevuina avellana Mol (co
secha, marzo 1982) de la región argentina del Lago Puelo (pro
vincia de Chubut) se pudo probar:
l)? Quepresentaban una relación porcentual cáscara/pepa de

53,2/46,8 con un contenido acuoso elevado tanto en pepa co
mo en cáscara (39,1 y 31,5%, reapectivamente).
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2)- Que el contenido en aceite crudo de extracción (hexano) %
de pepa seca fue 41,8, mientras que el de cáscara seca fue
de poca significación: 0,62.

3)- Que el contenido en materias minerales (cenizas %) fue sig
nificativamente mayor en pepa respecto del de cáscara (3,20
y 1,82 respectivamente).

4)—Queel exámende las características fisico-químicas del a
ceite crudo de extracción de la pepa confirmó que se trata
ba de un aceite típicamente no secante (Indice de Yodo86,9),
de bajo tenor en insaponificable (1,92 fi) y asimismo en to
coferoles totales (12,0 mg% g, como¿—tocoferol) y en este
roles totales (313 mgfi g, comositosterol).

5)aQue el exámen (CGL) de composición acidica del aceite crudo
de extracción de la pepa confirmó la riqueza de este aceite
en ácido hexadecenoico (11-12 hexadecenoico) con 25,4 % so
bre ácidos totales, exhibiendo en total 28,4; 53,4; 9,5 y

8,7 fi de ácidos en 016, 018, 020 y 022(sobre ácidos totales),
reSpectivamente.-Que estos valores fueron eficientemente com
probados por análisis (CGL)de los ésteres metílicos de los
ácidos totales hidrogenadose-Que por exámen en U,V. se probó
ausencia de ácidos grasos conjugados preexistentes.

6)-Que el exámende composición acidica del aceite crudo de
cáscara señaló mayor complejidad con menor concentración en
lg¿l (17,4 fi) y significativamente menor en lg¿g (14,2 %).
Asimismocabe destacar la presencia de 4,3 % de lg¿;, este
último probable componente de los lípidos de "pulpa", com
prendida en la designación "cáscara" (en efecto, experien
cias en marcha muestran casi sin excepción hasta el presente
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que las pulpas de los frutos contienen 18:3 con ausencia de
éste en los de muchosde los aceites seminales respectivosógyp

.Quea partir del insaponificable del aceite crudo seminal,
por cromatografía en sílica-gel y CGLse identificaron a
través de sus valores de Tr/Tr colesterol, a colesterol (2,6%
brasicasterol (0,1); campesterol (6,9) y sitosterol (78,5 fi
sobre esteroles totales).

Quela "harina de extracción" (previa deshidratación par
cial) contenía en base seca 5,90 fi de cenizas (500-550°);
23,8 fi de proteína cruda; 9,82 fi de fibra cruda, ausencia
de almidón y un total de 21,53 fi de hidratos de carbono (de
los que 10,63 fi correspondían a hidratos de carbono sacarí
Íicables).- Queel valor de lípidos remanentes era elevado
(6,76 fi, b.s.).- Queesa harina contenía 3,70 g de lisina
diaponible/ 16 g N, una relació P total/ Ca de 1,42 y un
contenido en P de ácido fítico de 157 mgfi g (equivalente
al 37,4 %del P total de la harina seca).- Queel valor de
actividad antitríptica (1,051 TUI/ mgde harina) era des
preciable.

Que los lípidos (principalmente polares) de la harina de ex
tracción (3,14 fi b.s.) rindieron por saponificación 73,38 fi
de ácidos grasos totales, 7,68 fi de insaponificable y un
contenido de P lipídico de 352 mg % g (equivalente a 8,80 S
¡defosfolípidos sobre tales lípidos).

Que la harina de extracción agotada por hexano y mezcla ter

naria CCl3H4-CH3OH+ H20 rindió 3,62 fi de lípidos "reteni
dos" constituídos (dado el sistema de aislamiento) por
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93,94 fi de ácidos grasos y 6,06 fi de insaponificable.

ll)- Quela composiciónacídica de los lípidos "polares" fue
muysimilar a la del aceite crudo de extracción, no asi la
de los lípidos retenidos, de menores concentraciones en 16:1
y 18:2, y mayor en 18:1.

12)- Queoperando por extracción alcalina sobre la harina se
estableció en 4,0 el valor de_pHde maximaprecipitación
de estos liquidos extraídos, obteniendo un aislado protei
co (12,45 fi sobre harina) conteniendo 3,55 6 lisina diSpo
nible/ 16 g N; 13,10 % de N (b.s.); siendo el P de ácido
fitico el 35,2 fi del total. Los hidratos de carbono asocia
dos (8,6 % comogalactosa) y lípidos retenidos (7,51 fi) son
significativos y Justifican el bajo valor de N del aislado.
La composición acidica de los lípidos extraídos por etanol
del aislado proteico recién floculado era muysimilar a la
del aceite crudo de extracción de la semilla, asi comola
de los lípidos retenidos en el aislado proteico.

Operando sobre frutos maduros de Colliguaya intergérrima
Hillies-Hooker (cosecha marzo 1982) de la región de Colonia Sar
miento (provincia de Chubut), se pudo establecer:

1)- Quepresentaban una relación_porcentual cáscara/pepade 40,2/
59,8, con un contenido acuoso de 4,7 % en pepa y 10,4 fi en
cáscara.

2)- Que el contenido en aceite crudo de extracción (b.s.) fue
54,90 fi en pepa y 1,34 fi en cáscara.- Que los contenidos en
materias minerales fueron significativamente mayores en pe
pa que encáscara (3,14 y 1,44 fl b.s., reapectivamente).
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Queel exámende las caracteristicas fisico-químicas del
aceite crudo de extracción de pepa (Indice de Yodo 151,3 y
reacción bromada de Halphen positiva) lo señalan comoacei
te netamente "secante" con bajo contenido en tocoferoles
totales (41,6 mg% g,_conwd-tocoferol).- Queello se vió
confirmado a través de los valores de composición acidica

(23,6 %de l8¿;¡ 38,5 de 18¿g sobre ácidos totales, exhi

biendo cifras de 10,6; 82,7 y 6.7 fi Para ácidos en C16 (au
sencia de hexadecenoico), 618 y 020, valores que resulta
ron confirmados por análisis CGLde los esteres metilicos
de los ácidos totales previamente hidrogenados.

Queun exámenprevio de los ésteres metilicos de los aci
dos totales en U.V., mostró dos máximosde absorción en la
zona de trienos conjugados (269 y 279,5 nm) y otros dos en
la de tetraenos, pertenecientes presuntivamente a los áci

dos p-eleosteárico y fi-parinárico (fl-eleosteárico 0,043 fi
y fi-parinárico 0,018 fi), concentraciones que resultan des
preciables.

Quea partir del insaponificable del aceite crudo seminal
por cromatografía en placa de silica-gel y CGLy a través
de los valores de Tr/Tr colesterol se identificaron: coles
terol (4,2), campesterol (1,8), stigmasterol (0,7) y sitos
terol (78,6 fi de esteroles totales).

Que el exámende composición acidica de los lípidos crudos
de extracción de cáscara fue relativamente similar al del
aceite crudo de extracción de pepa (reapecto de componen
tes comunes), mostrando rastros o muybajas concentracio

nes para acidos ramificados en C14, 016, 022 y C23 y áci
dos saturados y monoetilénicos en C a C .20 24
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7)—Que la harina de extracción desolventizada contenía en base

8)

9)

10)

seca 6,56 fi de cenizas (500-5500), 51,0 % de proteina cru
da; 5,72 %de fibra cruda, ausencia de almidón y un total
de 29.37 fi de hidratos de carbono (de los que 0,15 corres
pondían a reductores, comoglucosa; 6,43 a azúcares inverti
bles comosacarosa y 22,79 a hidratos de carbono sacarifi
cables).- Queel valor de lípidos remanentes fue 2,76 fi
(b.s.), el de lisina disponible 3,70 g/ 16 g Ny la rela
ción P total/ Ca fue 7,77. El contenido en P de acido fíti
co (903 mgfi g) representó el 67,8 fi del fósforo total de
la harina seca y la harina estaba prácticamente libie de
actividad antitríptica (0,60 TUI/mgharina).

Que los lípidos (principalmente polares) de la harina de
extracción (1,82 %, b.s.) rindieron por saponificación 56,07
fi de ácidos grasos totales, 13,68 fi de insaponificable y un
contenido de fósforo lipídico de 1,24 fi (equivalente a 31,0
fi de fosfolípidos sobre tales lípidos).

Que la harina de extracción agotada por hexano y mezcla ter

naria (CIBCH:CH3OH:H20) rindió 0,96 fi (b.s.) de lípidos
retenidos constituídos (dado el sistema de aislamiento) por
90,04 fi de ácidos grasos y 9,96 fi de insaponificable.

Que 1a composición acídica de los lípidos polares fue sus
tancialmente distinta a la del aceite crudo de extracción

;Q_=_3_y

gg¿l).- Quela composiciónacídica de los lípidos retenidos
(mayor riqueza en 16:0 y en 18:2 y menor en 18:1,

fue en cambio, relativamente similar a la del aceite crudo
de extracción de pepa.

11)—Que operando por extracción en medio alcalino sobre la ha
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rina de extracción se estableció en 4,2 el valor de pH de
máximaprecipitación, obteniendo un aislado proteico (28,26
% sobre harina) conteniendo 4,60 g de lisina disponible/
16 g N; 16,35 fi de N (b.s.), siendo el P de ácido fítico
el 42,6 %del P total.- Que los hidratos de carbono aso
ciados (2,81 fi b.s. comogalactosa) y los lípidos reteni
dos (1,00 %b.s.) deben considerarse comocifras de poca
-sïgnificación.—

Que las composiciones acídicas de los lípidos extraídos
por etanol del aislado recién floculado fueron relativa
mente similares a las del aceite crudo de extracción de pe
pa, mientras que la de los lípidos retenidos del aislado
diferían notoriamente (mayor riqueza en ;g¿g y lg¿g y me
nor en ¿g¿¿, ¿g¿; y gg¿l).

Que dentro de los hidratos de carbono integrantes de am
bas harinas se identificaron comotales: glucosa, fructo
sa y sacarosa y comointegrantes de los hidratos de carbo
no sacarificables: glucosa, galactosa, arabinosa y xilosa.
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