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INTRODUCCION:

E I escualeno ha despertado mucho interés, tanto en la industria como en la investigacion,

este hidrocarburo insaturado, es demandado principalmente en la industria farmacéutica;

ya que es usado para la manufactura de cosméticos de calidad, cremas como fotoprotector

contra los rayos ultravioleta. También es utilizado como lubricante para finos instrumentos

electronicos, asimismo es tema de estudio en investigaciones en el area de la medicina ya

que se ha visto que este triterpeno disminuye el cancer de colon por lo que se le considera
como un nutracéutico.

La principal fuente de extraccion para este hidrocarburo es el aceite de los higados tanto
del tibur6on como de ballena (que llegan a tener hasta un 80% del total del aceite), se
dificulta su purificacion debido a la presencia de compuestos tales como el colesterol lo
que aumenta su costo; aunado a esto hay organizaciones mundiales que estan en contra de
la matanza discriminada de estos animalés.

En la bisqueda de nuevas fuentes de escualeno se ha encontrado (en diferentes variedades
del mundo) que el grano de amaranto tiene entre un 6-8 % de escualeno del total del aceite
de la semilla lo que la hace una fuente muy importante de extraccion, tomando como
referencia que el aceite de olivo es la fuente vegetal con mayor contenido de este
hidrocarburo (0.3% del total del aceite) y de donde en la actualidad se extrae.

Se han realizado varios estudios con el fin de cuantificar la cantidad de escualeno
presente en variedades de semillas de diferentes regiones del mundo. En cuanto a las
variedades de Meéxico se les han hecho perfiles de acidos grasos, cuantificacion de
escualeno, etc; pero no se indica en ninguno de estos estudios extranjeros, de que parte se
obtienen las semillas (ni de las variedades) solo se indica el género (cruentus 6
hipochondriacus), por lo que este trabajo se enfocod a variedades de México que mas se
distribuyen en el territorio nacional, ver que variedad es la que posee mayor cantidad de

este triterpenoide y asi darle otro interés distinto al nutricional.




OBJETIVOS:

Objetivo general:

» Conocer la influencia de las variedades mas cultivadas en México de la semilla de

amaranto sobre la concentracion de escualeno.

Objetivos particulares:

» Establecer un esquema analitico de extraccion de escualeno de las tres variedades que

mas se cultivan y distribuyen en México.

» Caracterizacion quimica del escualeno a través de herramientas analiticas tales

como HPLC, cromatografia en capa fina (CCF), Gases, RMN (°c,'H)
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1.1. LA SEMILLA DE AMARANTO

Son pocas las plantas que tienen origenes historicos o culturales como la familia
Amaranthaceae, ya que desde tiempos precolombinos la semilla de amaranto fue uno de
los alimentos bésicos. Al igual que maiz y frijol, su cultivo data de 7,000 u 8,000 afios y
llega a la cispide durante la cultura Maya, Azteca, Inca y otras culturas de Centro y
Sudamérica (Becker y Wheeler, 1981).

1.2 CLASIFICACION BOTANICA DEL AMARANTO

Técnicamente el grano de amaranto es considerado como un pseudo cereal, ya que tiene
caracteristicas similares a la de los granos de cereales verdaderos de las monocotiledoneas.
La terminologia botanica esta basada sobre la genética de los tejidos y oOrganos de la
semilla. El endospermo es derivado de células tripoides y el perispermo es derivado de
células diploides, en algunas plantas dicotiledoneas el desarrollo del embrion utiliza
enormes porciones de reservas de energia del endospermo, esto parece ser el caso con el
amaranto en el cual la estructura y localizacion del endospermo es similar al de la
remolacha (D. Word; et al, 1981) (tabla 1)

Tabla 1.- Descripcion botanica del amaranto. (Becker y Saunders, 1984; Casillas, 1977)

Reino Vegetal

Division Embryophytasipphonograma
Subdivision Angiosperme

Clase Dicotiledonea

Subclase Archiclomidae

Grupo ' Thalamifloreae

Orden Caryophylales

Género Amaranthus

Especie Amaranth

(o8]
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La semilla de amaranto contiene cantidades importantes de almidon, con la diferencia de
que éste se encuentra almacenado en el perispermo y el embrion ocupa gran parte del
grano, conformando asi una buena fuente de lipidos y también de proteinas. Sin embargo,
por ser una dicotiledonea, no es considerado como un cereal verdadero.

Existen notables diferencias entre las especies de amaranto productoras de grano y las que
se utilizan como verdura (por sus hojas comestibles). Las plantas que se utilizan por su
grano han sido también aprovechadas como ornamento, como colorante y son generalmente
especies cultivadas. El proceso de domesticacion de estas especies las ha llevado a alcanzar
mayores tamafios, con inflorescencias enormes y con mayor produccion de semillas.

Por otra parte, las especies productoras de verdura, es decir; que se utilizan por sus hojas
comestibles, son generalmente malezas, plantas no cultivadas que dedican gran parte de su
energia a la produccion de follaje, son de menor tamafio que las cultivadas y presentan
flores mas pequefias y de color oscuro.

1.3 VIA C; Y DE LOS ACIDOS TRICABORXILICOS

El amaranto es una planta de rapido crecimiento debido a que utiliza la via C4 de la
fotosintesis (Wood, 1981). El aceptor primario de CO; es el fosfoenolpiruvato (PEP) y con
la ayuda de la fosfoenolpiruvato-carboxilasa es convertido en oxalacetato y esta a su vez se
convierte en malato (ciclo de los acidos dicarboxilicos) el cual sufre una descarboxilacion,
el CO, desprendido entra al ciclo de Calvin por medio de la carboxidismutasa que se une a
la ribulosa-1,5-difosfato y con esto se inicia la sintesis de nuevos carbohidratos. En la
figura 1 se sitia finalmente los terpenoides en el esquema global del metabolismo Hess,

(1980).

olucosa ‘

piruvato

mevalonato I—’| teroenoides J

Figura 1.- Situacion de los terpenoides en el metabolismo (Hess. 1980)

i Ciclo del
e citrico
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1.4 BANCOS DE GERMOPLASMA DE AMARANTO

El principal banco de germoplasma de amaranto se encuentra en lowa USA, en el North
Central Regional plant Introduction Station, el cual en 1999 contaba con 3380 registros de
variedades provenientes de todo el mundo, por lo que es considerado la coleccion mas
importante. India posee el segundo banco mas importante de germoplasma (El National
bureau of Plant Genetic resources, en Shimla) para 1995 contaba hasta con 3000 registros.
En México se encuentra un importante banco de germoplasma localizado en la Universidad
Auténoma de Chapingo, el INIFAP; en 1993 este banco contaba ya con 495 registros
(Becerra, 2000).

1.5 CARACTERISTICAS FiSICAS DE LA SEMILLA

Actualmente la universidad de Chapingo ha obtenido variedades mejoradas en la semilla de

amaranto hipochondriacus con las siguientes caracteristicas fisicas (Tabla 2).

Tabla 2.- caracteristicas fisicas de las variedades mejoradas genéticamente.
(Arellano, 1999).

ariedades ;;Color (Ie?_ Color deiAltura  de EDias de:
planta panoja planta (m) %madurez
Rojita | verde | parpura 150 & 120-130
Revancha = verde verde 1.70 140-160
........... Nutrisol Mf’.l'»J‘rpura purpura 2.50 160-180
Gitana | Verde- . Rosa, coral, : :
180 140-160
(precomercial) i  purpura verde
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La altura de la planta llega a ser de 2 a 3 metros, en la parte superior de la planta se
encuentra la inflorescencia que es una especie de saco o bolsita en donde se producen una
cantidad significativa de semillas, que son de colores muy variados y van desde el blanco
amarillento, beige, café claro, rojas, hasta negras que son de especies silvestres (Becker y
Wheeler, 1981). Cada semilla llega a pesar en promedio entre 0.6 — 1.2 g (Jain y Hauptli,
1980).

El amaranto es una planta anual con excelente follaje y brillantes colores, su tallo es
estriado y hueco en el centro (en la etapa de madurez), tiene un solo eje central con pocas
ramificaciones, la raiz es corta pero robusta y provista de numerosas raicillas secundarias,
sus hojas varian de forma y color, segin la especie pueden ser largamente pecioladas,
romboides o conicas; el color va de verde oscuro a purpura, ademas de que son pocas las
plantas que sus hojas pueden ser aprovechadas como vegetales frescos (Becker y
Wheeler,1981; Bressani y Lopez, 1987) (tabla 3).

Las variedades de esta planta crecen vigorosamente, incluso se adaptan a climas adversos
en condiciones de desarrollo minimas, son capaces de resistir la sequia por la ruta
metabolica que poseen (C,), también resisten enfermedades, etc. En otros términos, el
cultivo de esta planta concuerda con las condiciones exactas que prevalecen en el mundo
subdesarrollado.

Tabla 3.- Caracteristicas fisicas del desarrollo de la planta de variedades mejoradas y

: ‘ Rendimiento en
Tamaio de panoja Tolerancia a : . :
: iresistencia
. enfermedades :
variedad
Largo ancho Kg/hi
Rojita P40 s ? 1,400 Moderada
Revancha 40 30 1800 Resistente
Nutrisol i 40 ' : 35 2,500 ~ Resistente
Gitana 60 T30 2,000 Resistente
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1.6 ZONAS DE PRODUCCION EN MEXICO Y RENDIMIENTOS

Existe en México una amplia variedad en las especies del género de Amaranthus, pero
sold dos de ellas son cultivadas: 4. hipochondriacus con 4 variedades (Rojita, Revancha,
Nutrisol, Gitana), originario de México y 4. cruentus, originario de Guatemala pero que se
ha podido extender su siembra en México por la regiones de Puebla (variedad Atlixco) y
Morelos. Al sureste de México también se encuentra la especie A. caudatus, cuyo origen

es de América del sur pero su cultivo se ha ido disminuyendo en nuestro pais (Arellano, et
al, 1999).

En la mesa central de México se cultivan alrededor de 1,200 ha. de las variedades: rojita,
revancha, nutrisol, gitana y Atlixco (cruentus) con buenos rendimientos (1.64.Ton/ha).

Las principales zonas productoras de la semilla se localizan en los estados de Morelos.
Puebla, Tlaxcala, Estado de México y el Distrito Federal. Actualmente la expansion del
cultivo de amaranto a otras regiones agricolas de México, obedece a una demanda de
productos alimenticios de tipo natural con alto valor nutritivo y también, al logro de una
mayor rentabilidad del cultivo, en comparacion con los cultivos basicos. (Arellano, et al,
1999). Los rendimientos que se obtienen en la actualidad de la siembra en la meseta
central de México se describen el la tabla No. 4

Tabla 4- Cantidad de semilla de amaranto sembrada. nimero de plantas. panojas v

rendimiento por hectarea. (Arellano. et al.. 1999).

Panojas/ ha % de ]
Semilla | Plantas/ ha (30 Rendimiento
(etapa de plantas con
Kg /ha dias) Ton /ha
madurez) panoja
2.0 1 millén 140 mil 270 mil 23 1.55
4.0 1 millén 140 mil 330 mil 22 173
6.0 2 millones 70mil 360 mil 17 1.63
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Al parecer se lograria el mismo resultado al sembrar 2, 4 6 6 Kg. de semilla, sin embargo,
sembrar de manera directa 2.0 Kg. de semilla es muy laborioso y el terreno se veria
rapidamente invadido por la maleza debido a que el amaranto crece muy lento durante el
primer mes. Utilizar 6.0 Kg. de semilla/ ha en siembra directa, facilita la distribucion de la
semilla en el surco, asegura mayor nimero de plantas bajo condiciones de deficiente
preparacion del terreno y humedad y permite lograr ventaja competitiva del crecimiento de
amaranto respeto a la maleza. Asi que, se recomienda la siembra de 6.0 Kg./ ha de semilla,
tomando en cuenta que los terrenos de los productores pueden presentar ciertas dificultades
para la emergencia de la plantula, por lo cual se esperaria que el numero de plantas
establecidas por hectarea sea menor a las experimentales y el numero de panojas mayor.

(Arellano, et al, 1999).

Perii es el pais donde se han logrado los mayores rendimientos. En algunos campos
experimentales se han alcanzado a producir hasta 7,200 Kg/ha de grano, significativamente
mayor que el promedio mundial que va de los 1000 a los 3000 Kg./ ha. (Becerra, 2000).
India es uno de los principales productores de amaranto en el mundo solo después de China

la cual llega a cultivar hasta 150 000 ha por afio

1.7 PRINCIPALES USOS DE LA SEMILLA

El uso de la semilla en épocas prehispanicas era con fines religiosos, es decir; se
elaboraban tiguras humanas (huautli) con la semilla molida que sé mezclaba con miel y
sangre humana que después eran consumidas durantes las ceremonias. Hace algunas
décadas solamente algunos pueblos de Centro y Sudamérica asi como México incluian las
semillas de amaranto en su dieta en tormas diversas como son atole, tamales, las hojas se
llegan a utilizar como vegetales frescos y se preparan en ensaladas u otros guisos de
acuerdo a las costumbres del lugar (Brezan y Lopez,1987), inclusive en Guatemala se
estudia la posibilidad de utilizarlo como forraje para pollos, con el fin de obtener mejores

rendimientos de los mismos (Becker y Saunders,1984).
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En Meéxico, el Gnico producto que ha prevalecido a través del tiempo y con el cual se
identifica a la semilla del amaranto a nivel nacional es el dulce conocido como alegria. El
dulce es elaborado a partir de semilla “reventada”, es decir; colocada directamente sobre el
fuego (método tradicional) y mezclada con miel (Becker y Wheeler, 1981).

Por otra parte, el cultivo del amaranto se ha diversificado o difundido por todo el mundo
de manera que India es uno de los paises que ha adoptado el amaranto de manera mas
decidida tanto, que poseen una gran variedad de platillos que se preparan con la semilla y
con las hojas del amaranto (Rosalba, 2000).

Actualmente la harina de la semilla de amaranto cada vez mas es utilizada en la industria
alimentaria para la elaboracion de tortillas, pan, galletas, pasta, mazapan y como
ingrediente para cereal de desayunos comerciales (Rita A.Teutonico y Dietrich Knorr,
1985), asi como (barras energéticas, dulces, concentrados, entre otros).

Estados unidos y Japon han puesto mayor interés sobre esta semilla, ya que en los
Gltimos afos son los que han invertido mas dinero en investigacion tanto en agronomia
como en nueva tecnologia para el uso del grano en el desarrollo de nuevos productos

(Becerra, 2000).

1.8 PROPIEDADES QUIMICAS DE LA SEMILLA AMARANTO

El germen y el salvado constituyen el 9 y 16% del peso total de la semilla, el 58 y 66 %
restante corresponde al endospermo. El germen puede contener como maximo 30% de
proteina y un 20% de aceite. El salvado tiene un alto contenido de proteina, fibra cruda,
vitaminas y minerales, ya que cuando la semilla es sometida al proceso de molienda, estos
nutrientes se concentran en el mismo salvado (Bressani y Lopez, 1987, Casillas, 1981).

El almidon es el componente mas abundante de la semilla de amaranto, pues representa

entre 50 y 60% de su peso en seco. Figura 2 (Word, 1981).




CAPITULO 1 ANTECEDENTES

Figura.- 2 morfologia de la semilla de amaranto (Word, 1981)
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La composicion de los amino acidos presentes en las diferentes variedades estudiadas de
la semilla de amaranto han mostrado niveles altos de lisina por lo que la hace muy
importante para la alimentacion humana por ser un aminoacido esencial (Becerra, 2000).

Analisis hechos a semillas de amaranto en varias especies indican que la proteina, grasa,
cenizas y minerales especialmente el sodio y calcio son generalmente mas altos que en
otros granos de cereales. La cantidad de taninos o acidos tanicos es igual a la del resto de

las semillas (Budin, 1996).
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1.8.1 LIPIDOS EN LA SEMILLA DE AMARANTO

El contenido de lipidos presente en el endospermo de la semilla de amaranto va de 7 a 8%.

En estudios recientes han encontrado un contenido relativamente alto de escualeno,

aproximadamente 6-8% del aceite de la semilla (Becerra, 2000) (Tabla 5).

Tabla 5- Composicion de los acidos grasos de la semilla de amaranto. (Lyon y Becker,

1987).

- b
Acidos grasos

Aceite crudo

% peso
16:0 13.4
18:0 2.74
18:1 20.4
18:2 62.1
18:3 1.06
20:0 0.66
Escualeno® 6.96

Promedio de 3 a 6 determinaciones., © Porcentaje de metil esteres., © Porcentaje de aceite.
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En la tabla 6 se muestra la cantidad y composicion de los acidos grasos de diferentes
semillas asi como del émaranto cruentus y de hipochondriacus (Jahaniaval., et al, 2000).
El aceite de la semilla de amaranto es similar en cuanto a su composicion a los aceites de
las semillas de algodon y maiz; ya que contienen casi las mismas cantidades de 4cidos
grasos (linoleico, oleico y palmitico) (Lyon , 1987).
Tabla 6.- comparacion de acidos grasos de la semilla de amaranto con respecto a otras

semillas (Jahaniaval, et al, 2000).

Acidos Trigo Maiz Arroz  Soja  Ajonjoli  Quinoa Semilla de A.
grasos algodon HipoRindieesy  oomu
% de composicion en los acidos grasos

14:0 024 - 051 012 002 0.32 1.00 0.26 0.27
16:0 195 11.6 18.6 127 951 11.4 25,7 23.4 22.2
16:1 025 0.14 023 0.11 0.11 0.07 0.53 0.15 0.11
18:0 218 191 175 3.96 5.41 0.79 2.45 3.68 3.57
18:1 37.1 278 424 21.7 400 25.6 177 31.5 30.1
18:2 355 565 348 539 435 52.8 52.1 394 422
18:3 1.93 165 1.10 723 0.33 7.00 0.22 0.65 0.69
20:0 1.49 040 049 028 0.60 0.29 0.25 0.60 0.68
20:1 -~ 0.05 -- 004 0.18 1.00 0.05 0.24 ---
22:0 1.31  0.05 -- 005 0.14 0.24 0.05 0.19 0.24
22:1 --- 005 --- --- --- 0.52 0.05 0.39 ---
24:0 0.51 0.05 --- --- 0.09 --- --- --- =
S/U? 034 016 027 02 0.19 0.15 0.41 0.39 0.37

.“S/U relacion de acidos: saturados / insaturados
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1.8.2 EL ESCUALENO

El escualeno fue descubierto en Japon en el afio de 1906 iniciandose desde mediados de
los afios 30 su estudio y analisis en el ambito cientifico.
Se trata de un hidrocarburo no saturado, del que la formula cientifica es C30Hso, su nombre
quimico es (2,6,10,15,19,23- hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracoxaheno) ver. Fig.3, CAS.
no: 111-02-04 y peso molecular 410.70. Su funcién fisiologica principal es la de oxigenar
de forma eficiente las células, mejorando el metabolismo. Otra funcion que se le ha
encontrado a este triterpeno, es que juega un papel muy importante en la sintesis del
colesterol en animales y esteroles en plantas, es decir; es un intermediario en la sintesis de

esteroideés.

El cuerpo humano produce escualeno en muy pequeiias cantidades, las proporciones van
del 10 al 15% en los lipidos existentes en la superficie de la piel, actuando como

detoxificante y antioxidante al potenciar nuestro sistema inmunoldgico y rehidratar en el

ambito celular el organismo, ademas de estar considerado como un elemento profilactico " -

para la lucha de cancer. Es un precursor biosintético de todos los esteroides. En los
animales acuaticos aunque no se conoce exactamente su biologia, se sabe que el escualeno
sustituye al oxigeno por la falta de este, por lo que entre mayor profundidad alcance el
animal mas es la cantidad de escualeno presente en el higado que llega alcanzar hasta un
80% del total de los lipidos existentes en dicho 6rgano. La sintesis de este triterpeno en los

animales parte del acetil-coA. (figura 5).
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Fig. 3.- Estructura del escualeno. en diferentes arreglos (Chinthalapally. et al. 1998)
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1.9 FUENTES ACTUALES DE EXTRACCION DEL ESCUALENO

La fuente tradicional para el escualeno es el aceite de higado del tiburén (Centrophorus

squamosus) y de la ballena (Physeter macrocephalus) (Han-Pe, 2002).

El uso del escualeno en productos cosméticos esta limitado debido a que grupos
internacionales protegen a los animales marinos. Ademas la presencia de componentes
similares como el colesterol, dificultan la purificacién del escualeno. Esto ha obligado a
buscar nuevas fuentes potenciales para la extracciéon del triterpeno. Se ha encontrado

escualeno en varios tipos de plantas, Han-P., et al. 2002 (tabla 7).

El principal hidrocarburo del aceite de oliva es el escualeno, el aceite de oliva extra
virgen contiene escualeno en una cantidad aproximada de 400-450 mg/100 g, mientras que

el aceite de oliva refinado contiene alrededor de un 25 % menos (Owen. 2000).

Smith (et al, 2000)., detecté la existencia de unos niveles de escualeno de

aproximadamente 200-700 mg/100 g en el aceite de oliva extra virgen.

Tabla 7.- Cantidad de escualeno presente en diferentes semillas

. li‘“e“tf’ - o | Cantlda r ;A; (bage seca)
€oco 0.002
Algodon 001
Cacahuate 0.03
Salvado de arroz - - m———
Aceite de olivo : S

Amaranto | 3.6-8% (4 .hypochondriacus) 6.1% Tt017 (d. tricolor) *

*en base seca Han-P.. ét‘ail. (2005)'

,_
N
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Actualmente hay varios estudios que se han realizado con el fin de cuantificar la cantidad
de escualeno presente en variedades de semillas de diferentes regiones del mundo. En
cuanto a las variedades de México se les han hecho estudios por parte de grupos de
investigadores del extranjero (Budin. et al.,1996; Han-Ping, et al.,2002) , pero no se indica
en ninguno de estos estudios, de que lugar se obtienen las semillas (ni de las variedades)
solo se indica la especie (cruentus 6 hipochondriacus), por lo que este trabajo se enfoco a
variedades de México que mas se distribuyen por el territorio nacional, con el objetivo de
ver que variedad es la que posee mayor cantidad de este triterpenoide y asi darle otro uso

distinto al nutricional.

1.10 SINTESIS DE ESCUALENO EN PLANTAS Y ANIMALES

1.10.1 BIOSINTESIS GENERAL DE LOS TERPENOIDES EN PLANTAS

En cuanto a las plantas la biosintesis de los isoprenos inicia de igual forma que la de los
animales con el acetil-coA pero la ruta de estos terpenoides se lleva acabo a través de la
ruta acetato-malonato.

La biosintesis empieza con el acetil-coA que se une con una segunda unidad de acetil-
coA formando aceto-acetil-coA. Participa entonces una tercera unidad de acetil-coA y asi
resulta una molécula de 6 atomos de carbono hidrogenado llamado acido mevalonico. A
partir de ¢l se forma. bajo descaboxilacion, escision de agua y utilizacion de ATP. el
isopreno activo isopentenilpirofostato (I1P).

El TIP estd en equilibrio con su isomero dimetil-alil-pirofostato. Este compuesto es el
que inicia la sintesis de terpenoides sin el cual no podria llevarse a cabo. pues solo con el
dimetil-alil-pirofosfato se puede unir el [IP bajo escision de pirofosfato. formandose un
monoterpeno abierto, el geranil-pirofosfato. Del geranil-pirofosfato se llega a los siguientes

monoterpenos abiertos v ciclicos.

16
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Uniendo ahora una unidad de IPP maés al geranil-pirofosfato se obtiene farnesil-
pirofosfato, un sesquiterpeno. La adicién tiene lugar de cabeza a cola: el IIP coloca su
<<cabeza>>. el grupo CH,. en el extremo pirofosfato que es la <<cola>>, del geranil-
pirofosfato. El farnesil-pirofosfato resultante se puede transformar en los siguientes
sesquiterpenos. Sin embargo, hay un hecho mas importante: dos moléculas de farnesil-
pirofosfato pueden ser unidad <<cola con cola>> formando un triterpeno abierto. De aqui
derivan luego otra vez los triterpenos ciclicos, entre los cuales se cuenta los esteroides

necesarios para la vida de todos los organismos.

1.10.2 SINTESIS DEL ESCUALENO EN ANIMALES

En cuanto al organismo animal el escualeno proviene de la formacién de mevalonato a
partir de acetil-coA. que posteriormente se transforma o es un intermediario en la sintesis

del colesterol.

La biosintesis del colesterol de novo puede tener lugar en todas las células del organismo,
en un proceso que se lleva a cabo de forma escalonada y que ocurre en su totalidad en el
exterior de las mitocondrias, con participacion de fracciones microséomicas y soluble del
plasma. Esta capacidad de sintesis es mayor en estructuras como el higado. el intestino.
corteza suprarrenal v tejidos reproductores como los ovarios testiculos o placenta. debido a
que la biosintesis del colesterol requiere de una fuente de atomos de carbono y un
considerable poder reductor para generar los numerosos enlaces carbono-hidrogeno y
carbono-carbono. Todos los atomos de carbono del colesterol provienen del acetato.
Aunque esta sintesis tiene lugar en el exterior de la mitocondria. requiere acetil-CoA como
sustrato, la cual se encuentra en el interior de la misma y de la que sale empleando los

mismos mecanismos que para los cidos grasos.
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La sintesis global del colesterol puede quedar dividida en tres etapas o fases fundamentales:
» Formacion de mevalonato a partir de acetil-CoA.
» Transformacion de mevalonato en escualeno.

# Transformacion del escualeno en colesterol.

La figura 5 muestra la ruta metabélica de la sintesis del escualeno asi como del colesterol

y como este precursor a la vez se sintetiza en varias hormonas por diferentes rutas.

18



_CAPITUILO 1| ANTECEDENTES

sintesis de escualeno y colesteral
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Figura 4. - Metabolismo del escualeno (un intermediario en la sintesis de colesterol).
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1.11.1 PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL ESCUALENO EN LA DIETA

Tal como se ha mencionado anteriormente, el escualeno es un metabolito de la sintesis del
colesterol. Asi pues, teéricamente, el escualeno de la dieta puede transformarse en
colesterol en el organismo e incrementar, en consecuencia, los niveles séricos de colesterol.
El primer requisito para obtener tal efecto seria la absorcion de cantidades considerables.
Kelly (1999) y posteriormente Smith (2000), encontraron indicios que apuntan que se
pueden absorber entre un 60 y 80 por ciento del escualeno alimentario a partir de una dosis
oral. Ademas, los datos indican que, en los seres humanos, una cantidad sustancial del
escualeno ingerido en la dieta se convierte en colesterol. Sin embargo, este incremento de la
sintesis de colesterol no esta asociado a aumentos constantes de los niveles séricos de

colesterol, posiblemente como resultado de un aumento concomitante en la eliminacion
fecal (Strandberg, 1990).

Aunque Miettinen y Vanhanen (1994) detectaron un incremento de las concentraciones
séricas totales y del colesterol asociado a las lipoproteinas de baja densidad (colesterol-
LDL) después de un suplemento dietético, con una dosis diaria muy elevada de escualeno
(1g), los valores podrian normalizarse al reducir posteriormente dicha dosis de escualeno

hasta un nivel inferior (0,5 g al dia).
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En general, la inquietud que suscita la creencia de que dosis bajas de escualeno contribuyen
a unos niveles séricos de colesterol elevados parece fuera de lugar. A unos niveles
dietéticos razonables, de 0,5g al dia o inferiores, el escualeno aparentemente carece de

efectos adversos sobre las concentraciones de colesterol en suero

Cabe mencionar un estudio que reviste especial interés, en el que se pone de manifiesto que
el escualeno, afiadido a un protocolo con la administracion de pravastatina a dosis bajas,
intensifica la eficacia de este hipolipemiante como farmaco reductor de los niveles de

colesterol (Chan, et al; 1996).

En opinién de Gylling y Miettinen, 1994; los individuos podrian incluso llegar a un
consumo diario maximo de 1 g de escualeno con sus regimenes alimentarios. Aparte del
escualeno, también cabe destacar la presencia de otros hidrocarburos, como por ejemplo la
provitamina A B-caroteno, aunque en cantidades muy pequeifias (B-caroteno: 0,03 - 0,36

mg/100 g) (Kiritsakis y Markakis, 1987)

Segtin datos del altimo estudio, la ingesta media de escualeno en EE.UU. es de 30 mg al
dia. Sin embargo, con un consumo elevado de aceite de oliva virgen extra, la ingesta puede

alcanzar 200-400 mg diarios, tal como se constata en el caso de los paises mediterraneos

Por otra parte estudios epidemioldgicos revelan que el aceite de oliva ingerido en la dieta

ejerce un efecto protector contra el cancer (Newmart, 1999).

En paises como Grecia y Espaiia se han dedicado ha estudiar los efectos anticancerigenos
del escualeno en mujeres que consumen una cantidad elevada de grasas totales provenientes
del aceite de oliva extra virgen. Los resultados muestran una incidencia de cancer de mama
apenas de un tercio de la manifestada en mujeres estadounidenses (Landa, et al; 1994,

Trichopoulou, et al; 1995).
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Cabe mencionar que la mujer de Europa en su dieta diaria, el 80% del aceite comestible
proviene del aceite de olivo, lo cual apunta hacia el efecto protector de la ingesta de este
tipo de aceite, mientras que las mujeres de América en general, consumen aceite de otro

tipo de semilla oleaginosa (Martin Moreno JM, et al; 1994).

Dos cientificos cuyos trabajos son notorios en este campo: Theresa J. Smith y Harold L.
Newmark en 1999, sugirieron que dicho efecto protector podria atribuirse a la gran cantidad
de escualeno que contiene el aceite de oliva extra virgen, presuncion avalada por un

considerable acopio de estudios experimentales realizados en animales.

La mayoria de los estudios anteriores han investigado el efecto del escualeno, aplicado por
via topica o administrado por via sistémica, en las neoplasias malignas, inducidas
quimicamente, tanto de piel como de colon y pulmon de ratones. Por otra parte, resultados
revelan de un modo inequivoco que el escualeno ingerido en la dieta posee unos efectos
anticarcinogénicos (Duren y Goldschmidt, 1976; Yamaguchi, et al, 1985; Rao, 1998; Smith
y Yang, 1998; Kim, et al, 1999).

1.11.2 OTROS EFECTOS DEL ESCUALENO INGERIDO EN LA DIETA

Los primeros estudios indican que la ingesta alimentaria de escualeno podria ejercer otros
efectos beneficiosos adicionales a sus propiedades anticancerigenos. Se ha observado que el
escualeno es un inhibidor altamente potente del oxigeno singulete reactivo en la superficie
cutanea humana (Cono, et al; 1995). En modelos animales, parece ser que el escualeno
desempeiia asimismo un papel importante en la salud ocular, especialmente en las células
fotorreceptoras del baston retiniano (Fliesler and Séller, 1997). Ademas, segun han
informado diversos grupos, los animales que han ingerido escualeno poseen mayor
capacidad de excrecion de toxinas, como es el caso del hexaclorobenceno o la estricnina
(Kamimura, et al, 1997; Richter y Fichtl, 1982; Richter y Schater, 1982), aunque algunos

de estos efectos precisaron dosis muy altas de escualeno.
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1.12 POSIBLES MECANISMOS_DE ACCION DEL ESCUALENO EN LA DIETA

El escualeno es un paso intermediario en la biosintesis del colesterol, acidos biliares y
esteroles, es posible que el efecto inhibidor del escualeno por medio de la dieta pueda ser
la modulacion de la sintesis del colesterol por medio de la via biosintética.

En ratas que se les administré el 1% de escualeno en la dieta durante 5 dias suprimieron
fuertemente la actividad de HMG — CoA reductasa (= 80 %) de los microsomas del
higado.

La inhibicién de ésta enzima resulta un paso limitante en el control para la via de sintesis
del colesterol. es decir: la inhibicion de HMG- CoA reductasa puede conducir a la
reduccion de una serie de intermediarios tal como el mevalonato, geranil pirofosfato y el
farnesil pirofosfato.

Y por ejemplo la inhibicion del farnesil pirofosfato es una fuente para la farnelizacion de
oncogenes tal como ras®'. Este proceso si se ve alterado por la inhibicion del farnesil
pirofosfato se suprime la activacion de proteinas oncogénicas, es decir; en la transduccion
de sefales que regulan células qlie estan en actividad de transformaciéon. Asi que es
posible que la dieta de escualeno pueda inhibir la actividad de la HMG-CoA reductasa en
las células de la mucosa llevando a que los compuestos carcinogénicos se vean suprimidos.
Asi mismo el escualeno posiblemente puede modular la biosintesis de los acidos biliares
que promueven tumores en colon (ya que estudios preliminares han demostrado que los

acidos biliares promueven fuertemente el céncer de colén).

1.12.1 ESTABILIDAD QUIMICA DEL ESCUALENO

El escualeno es susceptible de sufrir oxidacion. Aunque no se conoce exactamente el
mecanismo de oxidacion en el escualeno solo se tiene un supuesto mecanismo de
oxidacion que a continuacion se muestra para el escualeno: El mecanismo de oxidacion esta

dado por 4 pasos en los cuales se forma un compuesto ciclico. Figura 5

o
(¥}
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Figura 5. Posible mecanismo de oxidacion del escualeno.
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1.13 ESCUALENO EN LA INDUSTRIA:

Es un importante ingrediente en los cosméticos para la piel, también tiene el papel de
fotoprotector y como caracteristica fisicoquimica tiene la propiedad de ser termoestable por
su alto punto de fusion que posee, lo que es empleado para los discos de computadora asi

como también es usado como reactivo analitico en laboratorios.
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MATERIALES Y METODOS

A continuacion se presenta el esquema general de la experimentacion

ESQUEMA GENERAL DE LA METODOLOGIA:

ariedades nutrisol y azteca

Cuantifi-
cacion de
escualeno
por

gases

MOLIENDA

.

TAMIZADO (fraccionamiento)

L

[SELECCION DE LA SEMILLA (dmaranto hipochondriacus de las
' Amaranto cruentus, variedad Atlixco

Método de
extraccion
ideal:

. . 2 :
SELECCION DE LA FRACCION CON
AYOR CONTENIDO LIPIDICO (extraccion)

EXTRA(;CION DE LA GRASA DE LA
FRACCION RICA EN LIPIDOS.

l

SAPONIFICACION.

v v

EXTRACCION DEL
ATERIAL

Material
insaponificable
(acidos grasos)

SAPONIFICLABLE

Sonicacion,
Soxleth,
Golfish,
Agitacion

Identificacion
del escualeno por

2

PURIFICACION DEL ESCUALENO POR
CROMATOGRAFIA EN COLUMNA. (silice gel).

A

romatografia Cap
Fina

Identificacion
del escualeno por

IDENTIFICACION DE ESTRUCTURA POR:

RMN, C, 'H.
!

CUANTIFICACION DE ESCUALENO POR
HPLC

romatografia Cap

Fina.
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2. Tratamiento de la semilla:

2.1.1 La seleccién de la semilla de amaranto se llevo a cabo a través de criterios basados
en las variedades mas representativas que se cultivan en México, es decir; en las variedades
comerciales que mas se distribuyen por la Republica.

Para este trabajo se utilizaron 2 variedades de semilla de Amaranto hipochondriacus
(revancha y nutrisol) proporcionadas por la Universidad Autonoma de Chapingo; las cuales
fueron mejoradas genéticamente y que actualmente se siembran en la meseta central del
pais. Adicionalmente se utiliz6 otra especie de amaranto y esta fue la de A. Cruentus (var.
Atlixco) originaria de Puebla. Tabla 8.

Las semillas de todas estas variedades tienen caracteristicas fisicas muy parecidas, de un

color beige de forma lenticular y de aproximadamente 1.00 mm de diametro.

En la tabla 8 se muestran las variedades de amaranto evaluadas

Género: Amaranto
especie hipochondriacus cruentus
Variedad: Revancha Nutrisol Atlixco
Raza: Mercado Azteca -
Origen de semilla tratada Chapingo Chapingo Chapingo
genéticamente:
origen de la semilla: Santa Lucia Desconocido Puebla
Cosecha: 1999 1998 —
Germinacion: Intermedia Tardia -—-

Tabla 8.- tipificacion de las semillas utilizadas.
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2.1.2 La limpieza de la semilla se hizo por medio de un tamiz de malla no. 20 (28
pulgadas, 0.589 mm) (The Tyler Estandar), esto fue con el fin de eliminar el polvo y
materia extrafia. Asimismo se eliminaron las semillas de color oscuro, con el fin de

homogenizar al maximo la muestra (todo se hizo manualmente).
2.2 Molienda y tamizado de la semilla:

2.2.1 La molienda consistio en disminuir la particula para poder extraer con mayor
tacilidad la grasa presente en la muestra, en este paso se elimino el pericarpio el cual no

posee grasa significativamente.

Para la molienda se colocaron 100g de semilla y se colocaron en un molino (Flour
Grinding Mill, Type SC, Marca Chuo Boeki Goshi Kaisha) haciendo pasar 3 veces a la

semilla por el molino.

2.3 El tamizado, después de la molienda la semilla se paso a través de 7 tamices que
tueron del nimero No. 40, 50, 60, 70, 80, 90 y estos se colocaron en un tamizador, se
mantuvo la agitacion en los tamices durante 30 minutos con el fin de que se distribuyera
adecuadamente la semilla a través de los diferentes tamices.

También se hizo una prueba en la que se extrajo la grasa de toda la semilla (completa, sin
quitar pericarpio, es decir; no se tamizo la semilla y se introdujo a Soxleth directamente
después de la molienda) para ver si habia alguna diferencia significativa entre la que si

tenia y la que no (sin pericarpio), esto solo se hizo para la variedad de revancha.

2.4 Técnicas de extraccion
Para determinar la cantidad de grasa presente en la semilla de amaranto se evaluaron 4
técnicas de extraccion de grasa (Sonicacion a 1hr, agitacion 24 hr, Soxleth y Goldfish a

6hr) con el objeto de ver cual es la mas eficiente en rendimientos.
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2.4.1 Soxhlet (Ref. 941.07 AOAC)

Se pesaron 50 g de semilla molida se envolvieron en un papel delgado y se colocaron en un
cartucho de celulosa Whatman (se tapd la superficie con un poco de algodon) dentro de un
extractor de grasa Soxleth a temperatura constante de 60 °C + 2, el equipo utilizado fue el
mod. Electromantle (Marc Electrothermal), se agregaron 2 cargas y media de solvente
organico (éter etilico) 150ml aproximadamente y se tuvieron a reflujo durante 6 horas con
30 minutos (aproximadamente), se concentraron los matraces de bola y trasvaso el
contenido lipidico a dos viales a peso constante y se cuantifico la grasa extraida por

diferencia de pesos.

2.4.2 Agithcién 24 horas

Se colocaron 30g de semilla molida con 600 ml de metanol en un matraz erlenmeyer de
IL. El matraz se colocd en una parrilla con agitacion magnética por 24 hr. La muestra se
mantuvo aislada de la luz y en atmostera inerte con N,. transcurrido el tiempo se filtro el
contenido de cada matraz y el filtrado se centrifug6é a 10000 rpm durante 20 min en un
centrifuga IEC modelo HT (Bruni, 2000).
2.4.3 Sonicacion

Se colocaron 5 g de semilla molida y 100 ml de hexano en un matraz erlenmeyer de 250
mL aislado de la luz. Se burbujeo N, para mantener una atmosfera inerte. El matraz fue
colocado en un sonicador mod. 4.6, (Cavitator Mettler electronics).a una frecuencia de
50/60 Hz y 85 Watts durante una hora. Trancurrido el tiempo se filtro el contenido de cada
muestra y el filtrado se centrifugd a 10000 rpm durante 20 min en una centrifuga IEC

modelo HT (Bruni, 2001).
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2.44 Goldfish

Para esta parte de la experimentacion se utilizé un equipo de extraccion de grasa Goldfish
(LABCONCO). Se introdujeron muestras de 5 g se envolvieron en un papel delgado y se
colocaron en un cartucho de celulosa Whatman (se tapé la superficie con un poco de
algodoén). El solvente seleccionado fue éter etilico (P.e.= 35° C) ya que este solvente

disuelve la mayoria de los lipidos, se colocaron 50 mL aprox. Se mantuvieron las muestras

durante 6 horas con 30 min aprox.

El extracto obtenido de cada método de extraccion se concentr6 a sequedad evaporando los
solventes utilizados para cada ténica en un rotavapor mod. R-205 (Biichi) con baiio B-490 a
40-60°C. el aceite obtenido se transfirid a matraces a peso contante y se peso cada uno en
una balanza analitica (Ohaus) con una sensibilidad de 0.0001 g; para evaluar el porcentaje

de grasa obtenido por cada técnica.

Célculos
Se calculd el porcentaje de grasa extraida en la
muestra: ‘
%grasa = [VG- v / H]100
Donde:

VG = masa (g) vial con grasa
V = Masa (g) vial
H= Masa (g) semilla molida

Nota: para las tres técnicas
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2.5 Extraccion de lipidos

Para poder identificar en donde se encontraba el mayor contenido lipidico en la semilla
molida, a cada fraccion obtenida se le hizo una determinacion de cantidad de grasa

utilizando un equipo de extraccion Goldfish, técnica descrita en el punto 2.4.4.

Extraccion de la grasa a partir de las fracciones ricas en lipidos.

Determinadas las fracciones que obtuvieron mayor contenido lipidico, se hizo la
extraccion de la grasa pero ahora con un equipo Soxleth a temperatura constante, el equipo
utilizado fue el mod. Electromantle (Marc Electrothermal). Técnica descrita en el punto

2.4.1.

2.6 SAPONIFICACION:

Para la saponificacion se montd un equipo de retlujo, se colocaron muestras de 2g de
lipidos por duplicado en matraces y se adicionaron 25 ml de solucion alcohdlica de KOH
(0.5 M en etanol al 95%). Se llevo a ebullicion suave y mantuvo el calentamiento durante
25 minutos aproximadamente.

Para la titulacion: Se adiciond 1 ml de solucion de fenolftaleina. Se tituld en caliente
el exceso de alcali con acido clorhidrico valorado 0.5 N. Se prepar6 un blanco de reactivos
y se calculo el indice de saponiticacion (mg de KOH necesarios para saponificar los acidos

grasos totales de un gramo de muestra)

2.6.1 Para el material insaponificable, se transfirio el liquido de la saponificacion a un
embudo de separacion, usando 50 ml de agua para lavar el matraz.

Se extrajo la solucion con 50 ml de éter etilico (3 veces), se juntaron los extractos etéreos y
se lavaron 2 veces en un embudo de separacion con 20 ml de agua. Inmediatamente
después se deshidrato pasandolo por un filtro de papel (Whatman, no. 4, 125 mm dia) con

sultato de sodio anhidro.
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Se recuperd el extracto etéreo en un matraz y se evapor¢ el disolvente en un rotavapor
hasta sequedad. Después el contenido se trasvaso a viales a peso constante y se
concentraron en su totalidad aplicando nitrégeno. Se cuantificé el material insaponificable

por diferencia de pesos.

2.7 Cuantificacion de escualeno por gases

La fraccion insaponificable se diluyé a 1 mg/mL aproximadamente y posteriormente se
inyectaron en un cromatografo de gases mod. G1530A (Agilent 6890) con torreta de
inyeccién automatica de 100 viales mod. 18593B. La deteccion y cuantificacion se realizé
en un detector de ionizacion de flama. Se utilizé una columna Hewlett Packard HP-%MS
Cross-Linked 5% Fenil metil polisiloxano (19091S-443) con un didmetro interno de 0.25
um (tabla 9). Para la identificacion y cuantificaciéon de escualeno se inyecté una curva
patrén con los estandares de los compuestos: escualeno (Sigma S-1270). El sistema de
analisis de datos para la cuantificacion en cromatografia de gases se realizo con la ayuda
del software ChemStation version AA.05.02 673 MX95245561.

Tabla 9.- condiciones de separacion e identificacion del escualeno por cromatografia de

gases.

Inyector T=325°C

Presion Constante

Split 60:1

N, = mL/min (acarreador ultra alta pureza)

Programa de temperaturas Temperatura constante de 280°C (20 min)

Detector FID T=325°C

H>= 40 mL/min

N>= 30mL/min (auxliar)
Aire= 400mL/min

(F)
[y
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2.8 FRACCIONACION DEL MATERIAL INSAPONIFICABLE.

Para la purificacion del escualeno se hizo la fraccionacion (es decir; se separ6 el escualeno
del resto de los hidrocarburos contenidos en el material insaponificable de acuerdo a su
polaridad). Para esto se utiliz6 una columna de vidrio de las siguientes caracteristicas: 30
cm de largo (3 cm de punta), 1.7 cm de diametro interno. También se utilizo: Gel de silice
60, tamafio de la particula 0.063 — 0.200 mm (70-230, mesh ASTM) MERK (25 g)

Se colectaron fracciones de 8.5 ml aproximadamente y se fueron tomando cromatoplacas
de capa fina (CCF) para ir monitoreando en cuales fracciones fue coeluyendo el escualeno.
Por ultimo se juntaron todas las fracciones donde eluyo el triterpeno; se evaporaron en un
rota vapor mod. V-800. (Biichi R-205).

Se trasvasaron a un vial a peso constante y se cuantificé el peso de escualeno por
diferencia de peso (todas las muestras obtenidas de escualeno se guardaban bajo nitrégeno

y refrigeracion para asegurar que no sufrieran oxidacion).

Para la técnica de cromatografia de capa fina (CCF) se utilizaron placas para

cromatografia en capa fina (Al de silicegel 60 F,s4, MERCK). La fase movil fue: éter -

etilico- éter de petréleo (1:99 v/v) y para la referencia se adquiri6 escualeno. SIGMA 98 %

H>SOy, 12g sulfato cérico).

2.9 Determinaciéon por HPLC

Para la Cuantificacion del escualeno se utilizo un equipo HPLC mod. 110B (Beckman).
Columna HPLC: C-18 nucleosil Sp 100 °A, 100 x 4.0 mm (Metachem technologies).
Después de probar varias mezclas con diferentes solventes y polaridades se encontré que la
fase movil ideal fue isdcratica MeoH: Isopropanol: dc. Acético (91.95:8:0.5. V/ V) con un

volumen de inyeccion de 20 pl. flujo 1 ml/ min y a una velocidad de la carta de 0.5 seg.

(99}
12
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Se determind la cantidad existente de escualeno por medio de una curva patron, la cual fue
elaborada con las concentraciones de acuerdo a las areas obtenidas de las muestras

inyectadas de las diferentes variedades de amaranto.

2.10 IDENTIFICACION DE LA ESTRUCTURA DEL ESCUALENO POR MEDIO
DE RMN, °C, 'H.
El extracto de escualeno que se obtuvo de la cromatografia en columna fue disuelto en
chloroform-D1 (CCD), MERCK. Y se llevo a analizar a 75.5 MHz para el caso de Cy
299.7 MHz para 'H
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3.3 INFLUENCIA DE LA TECNICA DE EXTRACCION EN EL RENDIMIENTO
DE LA GRASA. (g/100g)

Los resultados de la tabla 11 muestran los rendimientos obtenidos a partir de la variedad

revancha utilizando diferentes técnicas de extraccion.

Método de | grasa/100g
extraccion de semilla
entera
agitacion 24 hr.
2.58
MeOH
sonicacion a | hr.
MeOH 3.2
sonicacion a | hr
6.64
Hexano
Goldfish 6 hr
) 591
éter etilico
Soxhlet (6 hr.)
] 6.72
éter etilico

Tabla 11.- comparacion entre los diterentes métodos de extraccion al extraer la grasa de la
semilla.

Los resultados muestran que los equipos de extraccion de grasa Soxleth a 6 hr y sonicacion

a lhr son las mas eficientes en la extraccion de los lipidos.

)
N
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3.4 IDENTIFICACION DE LAS FRACCIONES RICAS EN MATERIAL LIPIiDICO
La determinacion del contenido de lipidos para cada fraccion de la variedad de Atlixco

(cruentus), se hizo mediante la técnica de Goldfish (se utilizo esta técnica debido a la

cantidad de muestra, 5g) durante 6 horas con 30 minutos, aprox. en éter etilico. Los

resultados arrojados fueron los que se muestran en la tabla 12.

No. De tamices % de grasa
40 1
50 2.4
60 4.9
70 5.5 Fracciones para
80 6.4 e
90 8.5

Tabla 12 - cantidad de material lipidico contenidos en las diferentes fracciones.

El contenido de material lipidico presente en cada fraccion se incrementa conforme
disminuye el tamaiio de la particula (tabla 12), es decir; se observa que el pericarpio del
grano tiene una menor cantidad de grasa que se representa principalmente en las fracciones
40 y 50 cada una (1 y 2.4 %, respectivamente). De acuerdo a la referencia bibliografica
(E.A. Tosi, et al; 2001) entre el 9 y 16% de la semilla corresponde a la tibra, por lo que no
es significativo el valor de la grasa presente en dichas fracciones. Asi que solo se utilizaron
las fracciones 60 — 90 para extraer el triterpeno. La molienda tiene como objetivo
principalmente el disminuir la particula del endospermo (almidon) lo que ocasiona que los
lipidos queden mas expuestos al solvente, por lo que haciendo pasar tres veces la semillas

por el molino basto para extraer en su totalidad a los lipidos.
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3.5 EXTRACCION DE LA GRASA DE LAS FRACCIONES RICAS EN LiPIDOS
MEDIANTE UN EQUIPO DE EXTRACCION SOXHLET

3.5.1 GRASA OBTENIDA DE LAS DIFERENTES VARIEDADES

En la tabla 13 se presentan los resultados obtenidos de los contenidos de grasa de las
variedades de amaranto analizadas. Las variedades de amaranto hipochondriacus (nutrisol
y revancha) presentan 7.64 y 6.72 g de grasa en 100g de muestra, respectivamente; por lo
que entre las variedades de amaranto hipochondriacus no hay diferencia significativa

En cuanto a las muestras de cruentus de variedad atlixco se extrajeron 9.84 ¢ de grasa en

100 g de muestra, estadisticamente la diferencia es significativa a las de hipochondriacus.

De acuerdo a Budin, (1996), Escudero, (2004)Han-Ping (2002), el género de amaranto
reporta entre sus variedades un rango tipico de lipidos que va del 4.8 al 9.53 % aunque
algunas especies (A. spinosus y A. tenuifolinus) llegan a reportar hasta 17 y 19.3 % de
lipidos, respectivamente.

Las grandes diterencias en cuanto a la cantidad de lipidos que hay en las distintas -
variedades se debe en mucho a los diferentes tipos de suelos, es decir; la composicion de
la semilla depende de la calidad de la tierra. Algunos terrenos llegan a ser muy aridos o
con estrés hidrico lo que llega a provocar que la planta acumule cantidades altas de oxalatos
y nitratos <<principalmente en las hojas>>, pudiendo desequilibrar la quimica de la planta).
Algunos componentes llegan a estar en mayor o menor proporcion que en otras de la misma
especie dependiendo de las condiciones climaticas en la que se desarrolle la planta. Sin
embargo las especies nacionales muestran una cantidad de grasa aceptable o dentro del
intervalo promedio reportado para mayoria de las semillas (Becerra, 2000), (Berganza,

2003).
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3.5.2 INFLUENCIA DE LA VARIEDAD EN EL PORCENTAJE DE GRASA

El bajo rendimiento (6.31 g de grasa en 100 g de semilla entera) obtenido de la extraccion
de hipochondriacus variedad revancha se debe probablemente a que se introdujo con todo
el pericarpio (fibra), el cual como ya se ha mencionado anteriormente este no contiene
cantidades significativas de lipidos por lo que baja el rendimiento en la extraccion a
diferencia de la extraccion sin el pericarpio, ya que los lipidos se encuentran en el tejido
embrionario de la semilla (7.64 g de grasa en 100 g de harina) (Han-Ping, 2002), por lo que
se recomienda extraer la grasa sin el pericarpio para poder obtener una mayor eficiencia

en la extraccion, es decir; se concentre la muestra (tabla 13).

Tabla 13.- extraccion de la grasa en las diferentes variedades nacionales.

g grasa/ 100
Genero especie variedad |g harina C.vV
(semilla) *
revancha 23
7.64
revancha
(semilla 6.31 Fd
hipochondriacus entera)
nutrisol 2.6
6.72
amaranto
ruentus
crue (A) 19
Atlixco 9.84

* C/u de las muestras es un promedio de 6 determinacionces.
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3.6 OBTENCION DEL MATERIAL INSAPONIFICABLE

Para obtener la fraccion insaponificable, la grasa se sometié a un procedimiento de
saponificacion para separar los triglicéridos.

La variedad de hipochondriacus, nutrisol es la que presenta mayor cantidad de material
insaponificable con un 24.17% presente en la grasa de la semilla, mientras que
hipochondriacus revancha en promedio tuvo 19% y cruentus solo el 16 % (tabla 14).
Aparentemente las variedades de hipochondriacus tienen una mayor concentracion en
compuestos como puede ser el mismo escualeno, vitamina e. tocoferoles. Posiblemente esto
es debido a la bioquimica de la planta. a las condiciones agrocliméticas en la que se
desarrollo que pudieron haber favorecido la cantidad de hidrocarburos en la grasa. (Becerra.

2000). (Berganza. 2003).

INFLUENCIA DE LA VARIEDAD EN EL PORCENTAJE DE MATERIAL
INSAPONIFICABLE

TABLA 14.- extracciones de material insaponificable de las variedades de amaranto

| % de material |
Genero especie | variedad | insaponificable | C.v
| . . |
, ' obtenido * |
[ ! ‘
i } |
a 19.13 3.2
| Revancha | ’
: \
Hipochondriacus B
Nutrisol :
24.17 2.8 i
amaranto ‘
Cruentus Atlixco 16.98 3.3 ’

* El valor de ¢/u de las muestras representa el promedio de seis determinaciones.




CAPITULO Il RESULTADQS Y DISCUSION

El material insaponificable se mantuvo siempre bajo ambiente de nitrégeno y de
refrigeracion mientras se utilizaba para el fraccionamiento para proteger principalmente al

escualeno de una posible oxidacion.

3.7 ESCUALENO TOTAL EN MATERIAL INSAPONIFICABLE,
CROMATOGRAFIA DE GASES

Para conocer la cantidad de escualeno total presente en el material insaponiticable se
evalud por cromatografia de gases la muestra, se encontré que la mavor cantidad de
escualeno esta presente en la variedad de nutrisol (42 g de escualeno en 100 g de material

insaponificable). Asimismo la variedad revancha tuvo 38 g de escualeno en 100 g de

(}=}

material insaponificable, mientras que la variedad Atlixco de cruentus solo tuvo 28 g de
escualeno en 100 g de material insaponiticable (ver figuras de las cromatogramas 6-8).
Resultan ser buenas fuentes de escualeno comparadas con otras, por ejemplo el aceite de
olivo. tiene 0.35 g de escualeno en 100 g del total de la grasa. mientras que las variedades
nacionales presentan una cantidad de 5.5 g/ 100 g de grasa y 5.6 ¢/ 100 g de grasa en
nutrisol y revancha, respectivamente; mientras que la variedad Atlixco (cruentus) 3.9 g
/100 del total de la grasa. Budin, (1996). Han-Ping (2002), Escudero (2004). mencionan
un rango en promedio de escualeno de 3.8 2 9.53 en 100 g de grasa en diferentes variedades

del mundo.
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Figura 6.- Cromatograma (por CG) variedad nutrisol, escualeno con tiempo de retencion a
4.680 min.
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Figura 7.- Cromatograma (por CG) variedad Atlixco cruentus, escualeno con tiempo de
retencion a 4.630 min.
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Figura 8.- Cromatograma (por CG) del estandar de escualeno (SIGMA. pureza 98%). con

un tiempo de retencién de 4.664 min.
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Las figuras 6. y 7 corresponden a los cromatogramas de las fracciones obtenidas de las
diferentes columnas de purificacion de las variedades nutrisol y cruentus, respectivamente.
Se detectd en todas ellas escualeno, el cual fue identificado por el mismo tiempo de
retencion del estandar (figura 8) y por su espectro de masas. Aunque las variedades de

nutrisol y revancha presentaron varios compuestos que se hace suponer que son esteroles.

3.8 FRACCIONACION DEL MATERIAL INSAPONIFICABLE

Para separar el triterpeno del resto del material insaponificable se manejaron diferentes
condiciones de trabajo. Entre las que se encuentran distintas longitudes de columnas,
diametro interno de la columna se fue modificando y por ultimo se probaron diferentes
tipos y cantidades de silice asi como de mezcla de solventes. De estas condiciones se
desprendieron las que finalmente se trabajo y son:

e Columna largo: 30cm (punta 3cm).

e Diametro 1.7cm

o Silice gel de malla 70 — 230 (25 gramos)

¢ Eluyente: éter petrdleo: éter etilico: (99:1 v/v)

o (antidad de material insaponificable 274 mg (en promedio de todas las columnas)
distribuidos y homogenizados en celita (punto de aplicacién) los cuales tueron

vertidos en la columna de separacion antes descrita.

Las fracciones colectadas fueron de aproximadamente de 8.5 ml. El escualeno estuvo

presente desde la fraccién 8 hasta la 20 (en promedio), cada una de las fracciones o

alicuotas identificadas con escualeno fueron comparadas con un estandar (escualeno. 98%

SIGMA).
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Se logré obtener fracciones ricas de escualeno (100 % de pureza) sin embargo los
rendimientos no fueron los deseados en las variedades de nutrisol y revancha de la especie
hipochondriacus.

El escualeno es un triterpeno insaturado de cadena larga con carécter no polar, razén por
el cual eluye en primera instancia antes que todos los compuestos polares (por ejemplo
fitoesteroles). Las cromatoplacas de la variedad de Atlixco (cruentus) muestran la
separacion total del escualeno y se confirma su pureza en el cromatograma (figura 12). De
las fracciones 11 hasta la 22 se hace presente dicho hidrocarburo, a partir de la fraccion 24

co-eluye otro compuesto de polaridad cercana (figura 9).

Figura 9.- Cromatoplaca del escualeno obtenido después de la fraccionacién del material

insaponificable de la especie cruentus variedad Atlixco (R= estandar. fracciones 10-26).
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El escualeno que se recuperd en la variedad cruentus es mas alto en rendimiento (80%)
comparado con las variedades nutrisol y revancha de la especie hipochondriacus. los cuales
tueron errdticos, el escualeno eluyé en las fracciones 10 hasta las 26 pero a partir de la
fraccion 20 coeluye otro compuesto de polaridad parecida. El bajo rendimiento de estas
dos variedades (nutrisol y revancha) probablemente se debid a que no se tenia
estandarizado las metodologias por lo que se vio afectado en la aparicion de otro

compuesto de polaridad parecida. (Figura 11).
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El R¢ del escualeno es 0.82 (R¢ experimental = 0.81), mientras que para el Ry tedrico del
compuesto mas cercano es de 0.74 (referido a la polaridad) que de acuerdo a la referencia

Sun, et al; (1997) se trata o hace suponer que son esteroles (Rs experimental =0.64).
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Figura 10.- Cromatoplaca de las fracciones que eluyeron en el sistema de separacion de la

variedad Atlixco especie cruentus (R = estandar, fracciones 10-26).

Figura 11.- de escualeno en las diferentes variedades de amaranto al fraccionar en

columna.
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3.9 Identificacion de estructura por: RMN, BC, H.

La estructura del Escualeno purificado fue verificada por Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) por medio de 'Hy "°C vy los datos de los espectros mostrados son los siguientes:

Para 'H de la RMN (300 MHz, CDCls; en los apéndices F y G (estandar) que muestran
grupos de metilos ad 1.60 (s, 18 H) y & 1.68 (s,6H), grupos metilenos a § 1.99 —2.03 (m,
20H) y seiiales internas de vinilos a § 5.06 — 5.15 (m,6H).

Los resultados de RMN °C (75 MHz, CDCl;) Apéndices F y G (estandar) muestran 8
metil carbonos a 16.0 — 25.7, 10 carbonos metilenos a § 26.7 —39.8 y 12 dobles enlaces de

carbonos a § 124.3 — 135.1

Los espectros de RMN (apéndices D, E) de las variedades nutrisol, revancha, cruentus;
fueron iguales de acuerdo a los publicados en las referencias citadas (Han- P, 2002) asi
como del estandar comparado. Aqui solo se muestran los de nutrisol, debido a que no hay

diferencias entre ellos.

3.10 Identificacién del escualeno por medio de HPLC

Los resultados en el HPLC confirman la pureza de los extractos de escualeno obtenidos del
sistema de elusion de compuestos por polaridad (columna), ya que solo se observa un solo
pico bien definido a un tiempo de retencion en promedio de 6.36 minutos, el tiempo de
retencion fue el mismo que con el estandar (escualeno, SIGMA). En las figuras 12y 13 se

muestran los registros obtenidos para el escualeno.
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Por otro lado se inyectaron las fracciones 20 — 26 donde el escualeno aparece con la
presencia del otro compuesto, el resultado del cromatograma (figura 14) muestra la
presencia de dos compuestos a diferentes tiempos de retencion, el escualeno aparece a 5.73

minutos mientras que el compuesto secundario aparece a 1.54 min.

T
.

Figura 12 Cromatograma con la depuracion total del escualeno, donde aparece totalmente
puro y con un tiempo de retencion de 6.66 min.

E T 5. 89
8.94

Figura 13 Cromatograma con la depuracion del escualeno, tiempo de retencion para el
escualeno 5.85 (Columna mejorada)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 14 Cromatograma con presencia de otro compuesto, variedades revancha y nutrisol

(escualeno a un tiempo de retencion de 5.70 min.)

3.11 TABLA GENERAL: RESULTADOS EN LAS DETERMINACIONES DE
ESCUALENO EN LAS VARIEDADES DE AMARANTO

Hipochondriacus cruentus cruentus
Variedad "
Nutrisol Revancha Atlixco Referencia™
Determinacion
% escualeno en grasa o
100 g grasa
% escualeno en material
eI e a2 38 28 37-43
g escualeno
[ 100 g mat. Insap]

Tabla 15.- Comparacion de las diferentes extracciones de escualeno entre las variedades de las especies de

hipochondriacus y cruentus.
* Han — Ping He, et al, 2002
” Escudero. ct al; 2004
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Los datos reportados en la bibliografia Budin (1996), Han-Ping (2002) acerca de la
cantidad de escualeno presente en semillas mexicanas, no dan referencia a las variedades ni
del lugar originario de la semilla, los resultados obtenidos muestran semejanzas con las
referencias (aunque no se puedan comparar del todo), cruentus presentd mayor cantidad de
grasa en la semilla aunque no se logro purificar en su totalidad pero si se obtuvo en alta

pureza (tabla 15).

ESTA TESIS NO sap .
DE LA BIBLIOTECA "
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Se encontr6 que las variedades de nutrisol y revancha tienen 5.5 y 5.6 g de
escualeno en 100 g de aceite, respectivamente, por lo que no hay diferencia
significativa entre ellas; en contraste con la variedad Atlixco presentd 3.9 g de
escualeno en 100 g de aceite por lo que si hay diferencia significativa entre las
especies de hipochondriacus 'y cruentus.

Al purificar el escualeno de la variedad de cruentus en la columna cromatografica.
tiene un 80 % de recuperacion del total del escualeno presente en el material
insaponificable. Se obtuvieron 22 g de escualeno partiendo de 28 g de escualeno
presentes en el material insaponificable. En cuanto a las variedades nutrisol y
revancha no hubo altos rendimientos, por lo que se seguira mejorando y se
estandarizara la técnica de cromatografia en columna para obtener mayores
rendimientos en las variedades.

El planteamiento analitico para cuantificar, elucidar la estructura del escualeno a
partir de la semilla de amaranto, resultaron ser buenas técnicas para obtener
resultados comparables con las referencias aunque no se hayan logrado buenos
rendimientos.

La técnica de cromatografia en columna de vidrio, resulta ser excelente método para
la puriticacion de compuestos determinados. ya que se obtuvo escualeno con una
pureza del 100% pero el rendimiento fue bajo. al purificar esté triterpeno que se
encontraba en el material insaponificable en las distintas variedades de las semillas -
hubo rendimientos bajos.

Existe diferencia significativa entre las variedades de hipochondriacus con respecto
a la variedad de cruentus en cuanto a la cantidad presente de grasa en la semilla
(revancha 7.64 g en 100 g de semilla y Atlixco 9.84 g de aceite en 100 g de
semilla), pero no existe diferencia significativa entre las variedades de la misma
especie (revancha y nutrisol) 7.64 y 6.72 g de grasa en 100 gramos de semilla.
respectivamente.

El escalamiento a planta piloto, la extraccion del escualeno bajo la técnica de
purificacion resultaria en un alto costo, ya que la obtencion de 100 ml estaria cerca
de 1100 pesos aprox. mientras que los mismos 100 ml de escualeno a nivel
comercial andan en los 500 pesos. Aunque el escualeno del que se obtendria seria
totalmente puro.
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