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RESUMEN

En este trabajo se pretende Tograr la destoxfficacidn de
la pasta de jojoba eliminando de &11a los factores antinutricionales
Simmondsina y Simmondsina -Z- ferulato, para poder aprovechar, su alto
contenido de proteina.

En primer Tugar se desarrolif el método de cuantificacifn para

lo cual se aislaron y purificaron Simmondsing y Simmondsina -2- ferulato
[5 =2= F) para ser wtilizados como esténdares secundarios. La cuantifica-
cifin se hizo por cromatograffa en placa delgada aplicdndose las muestras
¥ estdndares en diferentes concentraciones, desarrollindose con acetato
de etilo-etanal (7:3} ¥ revel&ndose primero con luz ultravioleta y despuds
ton vapores de yodo. La estimacidn de los tlxicos se hizo semicuantitati-
vamente por comparacifn wisual de Ta intensidad de Tes manchas de muestra
respecto a las manchas estdndares, la cual fud posible en un rango de tra-
bafo de 30 mgfml a 8 mg/ml para Simmondsina y de 10 mg/ml & 1 ma/m] para
Simmondsina -2- Ferulato.

Después se procedid a desarrcllar gl méiodo de des-
taxificacifn escogifndose como el més adecuado Ta destoxificacifn
com ague dada 1a naturaleza quimica de los téxicos.

Los pardmetros probados en Ta destoxificacidm fuergn:
re'aciin pasta’‘soiventes, temoeratura, tipo de extraccifn de
Tos 6x%coi y teamafig de partfcuas de "a oesta. resu’* nde
ser los més efectivos: l1a relac dn [1/14) pasta/solvente,
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temperatura ambiente, pasta entera y extraccifin estética.
Con estas condiciones se destoxificd la pasta desde 4.6% de
Simmondsina que tenfa originalmente a 0.23% ¥ 5=Z-F desde
1.8% a 0.08%.

En Tas condicfones antes mencionades el agua con
la que se extrajeron los téxicos arrastrd 28,.2% de s611dos
de 1a pasta de les cuales 7.1% fuf proteinz.

En un fntente de recuperacidn de la proteina
solubilizada se 1levé €staa su punto isceléctrico (pH=3) Togrdn
dose una recuperacidn de 33% de protefna con solo trazas de
téxicos.

Los niveles de destoxificacisn alcanzados se compa
raron con experimentos reportazdos en Ta bibilfograffa,
resultando ser muy similares. En cuanto a los s6lidos zolu-
bles en agua las pErdidas fuercn mencres en o1 presente

trabaio.



INTRODUCCION

Jojoba (3immondsia chinensis), e5 wna planta que

crece en forma silvestre en las zonas aridas de Sonora, Ari-
zona, California y Bajz California, 1a cual posee un fruteo
conteniéndo alrededor de 50% en peso de una cera 1Tgquida in-
colora y sin olor conocida comdnmente como aceite de jojoba
la cual, puede ser um excelente sustituto de 1a esperma de
ballena, o en forma hidrogenada de Ja cera de carnauba o ce-
ra de abeja. [Despugs de 1a remocidn del aceite del granc de
jojoba queda una pasta oue contiene de ZB-32% de protefna,
£8-30% de carbohidratos ¥ 10-12% de fibra cruda, convirtidn-
dola en un subproducto potencial para ser utilizada como
alimento para animales,

No obstante la calidad mutritiva de e&s5ta pasta se
han reportadoe comd factores antinutriciomnales Simmondsina
(4.5%) ¥ Simmondsina -2- ferulato (1.2%), capaces de inhibir
el apetito en ratas al ser incorporados a su dieta novrmal a
un nivel de 0,15%,

El incremento del fnterés por el aceite de jojoba
ha trafdo como consecuencia que exista en abundancia Ta pas-
t2 de jojoba que a su ver contieme un alto porcentaje de

compuestos nutritivos para animales, no pudiéndose utilizar



debido a su toxicided, de aquf que haya surgido la necesidad
de desarrollar métodos de destexificacidn.

De fgual manera s5e han heecho estudies con ratones
para observar el aprovechamiento de Ta protefpna de la pasta
destoxificada, resultdndo que la pasta que mejor consumen es
la destoxificada con agua debido a que este tratamiento eld-
mina um alto porcentaje de Tos tdxices y el mal sabor gue
tiene la pasta antes de ser extrafda con agua. Este efecto
no se ha observado en destoxificaciones por medio de proce -
505 gquimicos en Jos cuales &1 mal sabor de 1a pasta persiste
después de la destoxifieac 6n, ocasiondndo 2sto que los &ani-
males de experimentacifn no la consuman en Ta misma cantidad.

En base & 1o anterior el objetivo del presente tra-
bajo es proponer el disefie de un proceso préctice vy econdmico
de destoxificacidn de pasta de jojoba, sin destruccidn de 8

xicos, que permita, dade su contenido 2lte de protefna: su

aprovechamiento como alimento para animales.



ANTECEDENTES

La Planta de Jojoba

La planta natural del desierto, jojoba (Simmondsia

chinensis tambien conocida como Simmondsia californica) cre-

ce en forma silvestre en las zonas &ridas de Sonora, Arizona,
California y Baja California donde el suelo es usualmente in
fértil ¥ las 1luvias escasas.

E1 arbusto de Jjojoba puede ser masculino y femeni -
no afeanzando una altura promedic de 4.5 m, E1 arbusto
femenino produce flores que cuando son polinadas, se desarro
11an en frutos, Generalmente, el polen ¥ las flores
femeninas se producen durante Tos Gltimos meses de invierno ¥
la fruta se desarrolla durante la primavera. Con el calor
del verano &1 fruto se seca; su cubierta se encoge y se pier-
de, dejando expuesta una nuez color café del tamafic de una
aceitunma. (13).

La produccifn de granos de un arbusto individual
fluctda ampliamente de arbusto & arbuste y de afio con afia.

Se ha 1legade 2 observar una produccidn de 5 kg de granos lim
pios ¥y secos por arbusto, (10),

El grane de jojeba no atraviesa por perfodo de la -

tencia y puede germinar inmediatamente después de la cosecha.

La germinacidén se 1leva a cabo & 25°C en menos de una semana.



Lot brazos de fojoba y cortes de sllogx, 51 se tratan con un
fungicida y una hormona para 1a raTz, pueden praducfr rafces
dgntro de un perfodo de B semanas, siempre y cudndd se manten
gan en cdmaras de preparacidn y a unz temperatura de 285°C
(1},

Los gramas de jojoba, de colar café rojiza, fan
avaidales y triloculeres, 1legando a pesar cada umo 0.5 grF
{18). Estos gramos se han wtilizedo por mucho tiempo como
alimento por los indfgenas del desierto de Sonara y también
%€ han ussdo como medicina, [§). E1 grane de jojobs pormpalimen
te tiene Un contenfda de aceite gue fluctla entre &2 y S0%.
Le produceidn de grano y contenids de aceite ettin fuertemens

te influenciados por los factores ambientales. {15},

Lomposicidn del Gramo y de 1a Pasts de Jojoba

El aprovechamiente de la pasta residual, una wez ex -
trafdo el aceite da Ta semflla, Indiscutiblenente va & tener
und influéncia econdmica considarable en el proceso de extrac
cidn, Les andlfisis reportades en T& tabls 1 y 2 fndicam el

valor potencial de esta pasta.



fabla 1. Compasicidén del granc de jojoba

4
Aceite 51.4
Pasta seca 46.4
Protefna (N x 6.25) 14.9
Simmondsina 3.0
Simmondsina -2- ferulato 0.61

‘omado de: Fuente (12)



Tabla 2. Ceomposicitn de Ts pasta de jojoba desgrasada

4

Proteina [(n % £.25) 29.09
Grasa residual 3.0
Humedad 8.9
Fibra cruda 8.1
Cenizas 3.1
Carbohidratos

Azdcares reductores 5.7

Azlcares no reductores 3.08

Dtros por diferencia 39.0
Aminodcidos®
Lisina 0.903
Histidina 0,399
Arginina 123
fcido aspértico 2.23
Trecnina 1,11
Serina 1.09
Acido glutdmico 2.30
Prolina 1.06
Glicina 1.59
Alanina 0.2486
Valina 1.0%
Metionina 0.211
Isoleucina 0.758
Leucina 1.340
Tirosina 0.925
Fenilalanina 0.8861
Cistina v costeina 0.804
Triptofano 0.404

Tomado de: Fuente (17)

* ¥ da smmdmcafaddean csezaddiasTia 2= Te maexés



Determinacidn de 1a Estructura Quimi-
c3d de los Téxicoz de Ta Pasta de Jojoba.

Con base en algunas investigaciones preliminares que demues-
tran gue la incorporacifn de pasta residual ocasiona Tnhibicidn del apetito
de ratas (5). se extrajo paste de jojoba sucesivametne con benceno, aceta-
to de etilo y metanol. aisldndose por cromatograffa en gel de sflice un
components cuya actividad inhibitoris del apetite fué comprobada y dindose-
Te el nombre de Simmondsine. E1 anf1isfs de los espectros de Infrarrojo
[IR}), Ultravioleta (UV), Resonanciz Magnética Nuclear (RMN) y espectrimetro
de masas de este compueste v alguno de sus deribados permiten asignarle la
estructura, {fig. 1} 2 {(cianometilen) -2- hidroxi -4, 5- dimetoxiciclohexil
- B- 0 - glucosa. [ 2).

Estudios adicienales condujeron a 1a Tigera modifi
cacidn de l1a configuracidn de 12 primera estructura propuasta.
Colocando en esta nueva estructura al grupe ciane en posicién
csyn al sustituyente B glucesil axial. (fig. 2a).

La fraccidn de pasta residusl extrafda con acetatso
de etilo, fu@ montada en columna y elufda con un gradiente de
¢loroformo a cloroformo: metanel al 20%, separédndose tres fraE
ciones que mostraron sefial de abscrcién al IR a 2220 cm .
caracteristica del grupo nitrilo conjugado prasente en Simmond
sina, De la fraccifn menos polar se obtuvo una mezcla de cis
¥ trans Simmendsine -2- ferulato determinéndose una estructura

mediante el anilisis del compuesto. (fia. Zb).



En la siguiente fraccidn elufds se encontrd Simmond
sina. De la fraccidn mi&s polar se obtuve una mezcla de
substancias incristalizables cuya estructura fué establecida
mediante el andlisis espectral de sus respectivos acetatos.
(fig. 2¢c y 4],

e obtuvieron algunos productos de hidrdlisis de
Simmondsina y Tos otros glucfisides afslades en pasta de jojo
ba. {fig. 2e. f, g y h). [B; 7. 8).

Toxicidad de Ta Simmondsina.- Fueron dadas § dfésis
orales de 750 mg por kg de peso de Simmondsina pura disuelta
en agua durante 5 dfas seguides a varfos ratones, muriendo
todos elles a los 10 dfas después de Ta primera désis.(3).
Actualmente solo un animal se conoce que temga tolerancia a
la jojoba y es un roedor del desierto de Somor: de la especie
de los heteromfdes., La Simmondsina es secretada por 1a plan-
ta de jojoba para inhibir 1a germinacifn de otros granos que
compitan con ella. M&s de 100 especies de plantas son secre-
toras de este tipo de substancias, fisioldgicamente activas

en el fruto o granos. (15).

Destoxificacifn de Ja Pasta de Jojoba

Desgrasado.- Se hicieron algunos estudios tendien -
tes a reducir abajo de 7% el contenido del aceite de 1a pasta
residual la cual contiene de 10 - 18% de acefte uma vez expri
mida la semilla, Hexano en una relacién de solventefpasta de

i4:1) resultd ser un buen sclvente, siendo ademds de bajo
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Fig. 1. =2- (cianometilen) -3- hidroxi -4, 5- dimetoxi-
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precio y toxicidad y fécilmente recuperable., Clorure de meti
leno - metanol en una relacifn (B5:15) e reportd también
comg um buen sistema de solventes pero con el inconveniente
de destoxificacifn simultdnes de la pasta, guedando los téxi
co5 en el aceite recuperado con el decremento de la calidad
de éste si es gque se piensa en su utilizacifn comercial,
Tabla 3.

Destoxificacifn por Solventes.- Una vez desgrasada
la pasta se hicieron estudios de destoxificaciém extrayendo
los téxicos con solventes en distintas relaciones de solven -
te: pasta, utilizando un proceso intermitente a temperatura
ambiente.

Usando dos extracciones sucesivas con metanol en una
relacidn de solvente:pasta (v/p) de (6:1) se logrd reducir el
contenido de Simmondsina de 45 gr/ke a 0.3 gr/kg y €1 de 39 -
mmondsina-2- ferulato (S-2-F) de 12 gr/kg de pasta a
0.06 gr/kg de pasta; sin embargo, aungue estos resultados son
satisfactorios, el metanol remueve, ademds, 60 gr/kg de pasta
de otros componentes principalmente carbohidratos que pueden
tener vazlor nutritivo.

Acetona aungue resultd ser mds selectivo en la ex -
traccidn de los tfxicos, no los remueve en su totalidad., Por
otro lado ¢ oruro de metileno: metanol (75:25), destomifict
completamente la paste con el inconveniente ya sefalade de
desgrasar y destoxificar simultd&neamente dando uma mezcla de

aceite ¥y tdxicos.
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Tabla 3. Desgrasado de la pasta de jojoba por solventes
Solventes Solventefpasta (v/p) Productn recuperado
£

Aceite Pasta
Hexano ] 1 17 75
Hexano T8 sl 17 =
Hexano 4.0 : 1 20 TE
Hexano i ol | 17 az
Cloruro de metile-
no: MelH (85:15) - | 21 -

Tomada de:

Fuente (2),



Con extraccidn con agua en una relacifn solvente:
pasta de (B:1) se logrd reducir el contenido de téxicos en
la pasta & muy buen nivel pero a la par se extrajeron 33% de
sclubles en agua entre los que estan los téxfces. (2) Ta -
bia 4,

Destoxificacidn Qufmica.- Se han heche intentos de
destoxificacifn de Ta pasta con caler, sometiendo Ta pasta al
autoclave a 125° por un perfodo de 12 horas; se destoxificd
parcialmente 1a pasta produciendo en la misma grandes cambios
an zpariencia,

En otros experimentos se intentd modificar qufmica -
mente el grupo cignometilen responsable de la toxicidad de
estos compuestos por un grupe quimico menos tdxico, como el
grupo amida, entre los gue podemos citer el tratamiento de Tz
pasta con NH.OH, €1 cual requifere de 40 dfas & temperatura
ambiente y de 14 dias a 50°C., Ya que les nitriles parecen
ser resistentes 2 hidrdlisis aln variando Tas condiciones de
reaccidn, se intentd modificar el tratamiento a fin de aumen-
tar 1a velocidad de reaccifn, Asf un tratamiento usSando
NHLOH y H,0,mejord la velocidad de reaccifin notablemente a
una semana (4}, para Esto se practicd Ta relacidn a Ta pasta
humedecida con acua usando el HH, O0H como una base voldti]
distribuyendo Tos reactives 2 través de T2 nasta.

En otro tratamiento se tratd la pzsta con H.S inten-
tando adicifonar el grupo OH™ a la doble 1igadura del grupo

cignometileno, logrando 1a modificacidn quimica de Simmondsina,



Tabla 4. Destoxificacifin de la pasta de jojoba

Tratamienta Téxicos g/l00 g de pasta
Simmondsina 5 =-2=- F

Metanol

Extraccin (6:1) 0.031 0.006
Acetona

Extraccifn (10:1) 0.630 0.050
CHzCLz: CHsDH (75:28)

Extraccifin (8:1) 0.047 0.002
HaQ extraccidn (8:1) 0.092 D.0&7
MHOH, 14 dfas, S50°C. 0.190 0.029
NH4OH, 40 dfas, T°C Amb. 0.160 0.080
NH OH + H;0: , B dias 0.0&0 0.030
Desgrasada con hexano 4.5 1.2

Tomade de: Fuente (2)
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pero no 1a de 5 -2- F, 5e probd l1a destoxificacidn con téxi-
cos solos usando MaOH catalizados con fones Cu+', 7ntt ¥ NiFH
logrindose €sta em escasos minutos, pero no se probd§ en pastea
por las dificultades que tendrfan estos reactivos en la dis -
tribucifn en la pasta por su no-volatibilidad. (14) Tabla 5.
Todos los tratamientos descritos requirieron de un
método de deteccidn ¥ cuantificacidn de Tos compuestos tdxi -
co5, habi&ndose desarrollado un método en el cual se practicd
cromatograffa en capa delgada & wna fraccidnm extrafda a par -
tir de la pasta con acetona y redisuelta, conm acetato de
etilo-etanol (7:3), mismo con el cual se eluyd la placa, re -
velandose ésta con H,50y &l 10% v posterior calentamiento
para visualizar Simmondsina con un Rf de 0.33 ¥ 5 -2- F con
un Rf 0.62. Mediante este método se pueden Jograr resultados
cuantitativos bastante aceptables.
$e desarrollf un método usande cromatograffa 1fquida
de alta presifn para separar y cuantificar téxices, usando una
precolumna de Porasil A, de 37 - 75p v de 3.2 x 4 mm; columna
de Porasil A de 37 - 7Su y de 3.2 x 500 mm; eluyendo con aceto
nitrilo - agua (9:1) a una velocidad de flujo de 0.5 emfmin.
detectands su presencia com U, ¥, a 220 nm. Los tiempos de re
tencidn para los tfxicos a estas condiciones son:
Simmondsina 9.7 min. aprox.

Simmondsina -2- ferulatoe (S-2-F) 6.7 min. [2)



Comprobacifn de 1a Destoxificacidn

da 1a pasta de Jojoba con Ratas.

En 1a Tabla 5 se resumen varios de los procesos expe-
rimentales por medio de los cuales, se prob8 la destoxificacifin
de la pasta de jojoba. Estos datos nos indican que la mortali
dad en ratas es general con niveles altes de téxicos en la
pasta. En dos pastas, Tas cuales se trataron con HHuDH ¥
HH,0H + H,0, los niveles de tfixices son muy bajes ¥ ninguna
de Tas ratas murieron. Una de las muestras extraidas con meta
nol (MeOH) y otra con Cloruro de Metileno Metanol; (CHCT: MeOH}
resultaron tener niveles altos de Simmondsina, causando algunas
muertes durante la segunda y tercera semana. Con niveles de
tGxicos muy altos, como en el caso de la pasta extraida con
fsopropanol, el 100% de las ratas murieron. La dnica pasta que
no sTguid este patrdn es l1a tratada con calor ¥ Se cree gue es-
to se deba a gue 12 Simmondsina ¥ 1a 5§ -2- F se modificaron con
la temperatura pero al mismo tiempo es posible gue estos produc
tos de la degradacifn de 1a Simmondsina por la temperatura
mantengan fntacte el grupo ciane gue es el gue contribuye 2 la
toxicidad de la pasta.

En los experimentos hechos con ratones la pasta de jo
joba se adicifno a Ta dieta solo como fuente de protefna, tratando de
cubirir niveles en un rango de 19-28% en cada racidn.

En un experimento posterior se probd con ratones el

aprovechamiento de la protefna de la pasta, alimenténdolos por
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tres semands con tres tipos de pasta destoxificada, al mismo
tiempo se alimentaron ratones con protefna de huevo que sir-
vieron como control, Loz datos estdn expuestos en la Tabla &.
Con esto se comprobd gque el método més aceptable de
destoxificacidn fué la extraccién por agua, por extraer ficil
mente los tlxicos y ademfs ser esta pasta la que mejor
censumieron Tos ratones. La pasta extrafda con agua fué in =
clufda en la dieta hasta en un 10¥, sin causar problemas en

el sabor del alimento.
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Tabla &, Comprobacitn de 1a destoxificacidn de la pasta
de jojoba con ratas. af

Destoxificacidn Composicién de la pasta Mortalidad
Yend

Simmondsina  5-2-F  Protefma I semanas [

Extraccidn con acetona 0.63 0.50 at.3 &0

Extraccidn com Isopropanal  2.%0 0.40 32.2 100 ¢f

Extraccidn con metanol 0,31 0.06 4.3 30

Extraccifn con CHzCL:

MeOH (B5:15) 0.33 005 33.5 10

Extraccidn con agua D.0% .07 - N

135°C, 15 horas Q.27 0.18 6.7 g5

100°C, 3 horas, extrac-

cidn con agua 0.19 0.38 25.4 95

NHsOH, 40 dfas 0.16 0.08 37.0 D

WH4OH + H0,,8 dfas 0.01 0.03 2.4 0

a/ Datos proporcionades por el Profesor C. W. Weber, Universidad de
Arizona

b/ Ratones, 10 hembras y 10 machos

¢/ Dos semanas,
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MATERIALES Y METODOS

Materia Prima Utilizada

La materia prima utilizada para este trabajo fué
pasta de jojoba. Esta fué obtenida por medio de la extrac -
cién mecinica del aceite del grano de jejoba, 1& cual consta
de 3 pases principales: un cocimientd del granoc, extrac -
citn del aceite por expeller y un filtrado posterior del
aceite, En &) cocimiento de l1a semilla, £sta se calfenta
utflfizande vapor & presifn a una temperatura de 90°C, Des -
pués de un secado previo, también 1levado a cabo con presidn,
el grano se somete a2 un prensado en expeller (Marca Hander
modelo EX-100), de donde se obtiene por un Tade el aced -
tez producte de la extraccidn el cual se pasa despufs por um
filtro prensa, vy por &1 otro la pasta conteniendo todavia una
cantidad de aceite remanente que fluctia alrededor de 10%.

De esta pasta se tomaron las cantidades necesarias
para el aislamfento de los téxicos y para probar los métodos

de destoxificacidn.

Desgrasado de la Pasta de Jojoba

3e desgrasaron 100 gr de pasta con hexano [grado
reactive) en un extractor tipo Soxhlet usando una relacidn de

solvente-pasta dp (4:1) durante & horas,

23



E1 extracto se concentra en un evaporador rotate -
rio (Rotavaper - R, Modelo Brinkman Imstruments, Tipo W-240)

para recuperacifn del solvente y obtencidn del aceite crudo.

Extraccifn de Téxicos

La pasta desgrasada se extrajo con acetona durante
6 horas en un Soxhlet recogiéndose el extracto vy concentrin-
dose a presfidn reducida em un evaporader rotatorio. E1
residun se disolvif en una porcidn de acetato de etilo-sta-
nel {3:1) v se pasd a través de una columna de vidrio de
10 cm de didmetro y 30 cm de altura, empacada con 0.5 gr de
sT11ca gel &0 (230-400 mallas, grado cromatografia). Se elu
¥y8 la columna con acetato de etilo - etanol (7:3) evapordndose
2 sequedad la fraceifn elufda y disolviéndose despuBs en 4 ml
de etancl.,

Cromatograffa en Placa Delgada.- Se prepararon las
placas distribuyendo sobre ellas sflica gel 6 para cromatogra
fifa en capa delgade (CCO) usando un aplicador Kensaco para
espesores variables, forméndose una capa de 0.25 mm de espe -
sor; las placas se activaron en una estufa a 110°C durante
20 min, Se aplicaron los extractos junto con los esténdares
primarios de Simmondsfna y 5 -2- ferulato (proporcionados por:
Anver Bioscience Design Inc. Sierra Madre Californial, desarro
11&ndese 12 cromatograffa en cémaras rectangulares de vidrio
con acetato de etile - etanol (7:3), y reveldndose con luz UY

a 360 nm, vapores de ‘Is y H:50, al 10% seguido de
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calentamiento para visualizacién de las manchas. (fig. 23).

Obtencifn de Esténdares Secundarios

de Simmondsina v Simmondsina -2- F

Preparacidn de l1a Muestra.- La muestra se prepard de
la siguiente manera: 100 gr de pasta se desgrasaron con hexa-
ne en una relacifdn de (2:1) 6 (2.5:1) en un soxhlet
haciéndose 3 extracciones sucesfvas. Se evapord el hexano de
la pasta.

Obtencidn de Simmondsina.- La pasta de jojoba desgra
sada con hexano se extraje con acetona usande una relacifn de
solvente/pasta de 2:1 durante 4 horas, Después de la evapora
cidn de la acetona en un evaporador rotatorio se obtuvierom
6.2 gr de la mezcla de £6xicos a partir de 100 gr de pasta.
Esta mezcla de tdxicos se disolvid en un exceso de acetona y
se pasd a través de una columna con 0.5 gr de sflica gel 60
{230-£00 mallas}: se eluyl con acetona y se concentrd a un volimen peque
fie, Esta solucifn de acetona se evapord lTentamente en un
vaso de precipitado (30 m1) y se empezd a cristalfzar la 51 -
mmondsina, Para gue Ta cristalizacifn fuera completa se
introdujo el vaso en una salmuera por & horas ¥ se dejd repo-
sar 48 hrs,, recristalizdndose 2 veces de la manera anterfor,

Obtencifn de Simmondsina -2- ferulato,- En el sobre-
nadante pbtenido despufs de la precipitacidn de Simmondsina se
obtuyo 5§ -2- F, por ser &sta O1tima mucho m&s soluble en ace-

tona que 3Tmmondsina. Se evapord completamente Ta acetonaz ¥
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MuEstra: 1 2 ]
Solyente; AeET-EROR {7:3}
Revelador: Vapores de 1,
Obsarvag fones Huestra
B st i Extracto
2 imaiissnssnssses DimMONdETn

I civrenriareaaes Simmndsing -2« Ferylato

Fi9. 3. Deteccién por CCD de Stemondsing y 5 -2- F del extracto
acatdnico de Ja pasta,
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se disolvyif en un exceso de acetato de etilo y despufs con

1a evaporacidn lenta del acetato de gtile en un vaso de pre=
cipitado se obtuvo primero, la Simmondsina residual disuelta
en 12 acetona vy despufs la § =2- F en forma de una pasta ca-
£6, Esta pasta se disolvid en acetonftrilo y se le agregd

lemtzmente y agitando eter butfrico precipitande Ta 3 -2=- F,
recristalfzdndose de la misma forma para eliminar impurezas,
4 fin de obtenerse en forma pura la § -2- F se pasd a través
de ung columna de silica gel 60 {70-230 mallas) recuperdnde-

se en las primeras 5 fracciones elufdas con acetato de etilo.

Cuantificacifn de Simmondsina

y Simmondsina -2- Ferulato.

Se pusieron en un vaso de precipitado (4000 ml)
3200 =1 de agua destilada agregéndose despugs 200 gr de pas -
ta. Esta mezcla se 1levd a 50°C con una parrila convencional
en la cual una vez alcanzada la temperatura se mantuvo Esta
durante B hrs.; despufs la mezcla se pasf a un embudo de por-
celana y se filtrd 2 través de un filtre Whatman No,1 con
presifn reducida. Aquf se recogid el filtrado para cuantifi-
car 1os solubles v la pasta residual se pasd a secar a unma
estufa (National Aplianmce Company Modelo 5BE1) a 50°C durante
§ hrs. a presifin reducida, Una vez seca la pasta se pasd a
un desecador para gque alcanzara la temperatura ambiente. Con
la pasta se procedis a cuantificar los téxicos residuales por

e] método anteriormente expuesto [fig. 4).
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Para lograr las condiciones Sptimas de destoxifice -

cidn de Ta pasta e tomi en cuenta 12 influesmcia que pudieram

teper &n Ta eatraccidn del téxico cada wno de Tos siguientes
pardmetiros:

a) Relacidn Solvente/Pasta {vip).- En este caso 4& probaron
relaciones solventes/pasta desde 1& minima que fué (B:1)
hesta [16:1) qua ful Ta mixima.

h:l Toeperatura de Destoxificacifn,= En este caso s& probaron
dos temperaturas ,-a 50°C y temperatura ambiente (F1-23°C).

c} Tipo de Progeso de Extraccifn.- 5e probaron tres procesos
par afitecidn contTrod con wn agitader mecEnico de Tlecha
i{Polyscience Corp. Modelo - RIRID), &1 segundo proceso fué
el de hoamogenizer, &1 cwal consfstid en poner Ta pasta ¥
el agua destilada en las cantfdodes determinadas y homoge-
nfzar 18 mezcl& ¢on on agitador de vidris, dejando
transcurrir 1a extraccids em reposo; oiro procese fTud al
estitico, Bn este caso e puso la pasta ¥ @) agea dejando
trapscurefr 2] tfempa d2 esatracclén en complete reposo.

d] Tanafie de Partfcula.- La pasta de jojoba se triterd en un
ncling [Wrlay Mi11, Standar Modelo Ko.3}, eligiends la mo-
flenda de 42 v 20 mallas .

Cuantificacidn de Solubles

E1 filtrade procadests de ta éextraccidn de cada uno de los expe-
rimentos dosarrallades se evapord » sequednd en une marrilla convencional a

BI°C y despufis que estuve corpletasests spce se detevmingrom los siquientes
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anitisis recomendedos por 12 A.O-A.C.(11): protefna [Lieidami],
CEen1Zas, Qrase, humeded, Fibre cruda y carbokidratos [por di-

ferenciasi.

Determingeifn d&] Punte Iseeléctrico

En 18 péasta.- 5S@ topavonm T wasos de precipitado de
250 m] ¥ se colocaron en cade uno de ellos L0 gr de pasin des-
grasada €on hexéna y 160 ml de aguwa destifada, Cads veso se
Bjustd 8 un pH diferente desde 1 a 7. Estas 7 muestiras se tra
taron como en el praceso 2 destoxificactdn antes deserita ¥
g cuantificd ol contenida de protefna por el nmétoda de Ejeldahl
En el f{ltrads .- En este caso so pusieron 7O ml del
filtrado proveniente de Ya gxtvaccifin de 1a pasta durante B hrs.
a temperdtura ambiente, em T vasos de precipitado de 126 ml y
S5 1levargn con MaOH IN o HCT & pH desde 1 & 7. Después Tos 7
vesas se defaron reposar O horas v se f11traron a trawds de un
filtro Whatman 3 MM ceterminando en fada wno de Tes filtrados

la protefna precipitada por 1 miEtada de Kfeldah® [11).



REEULT-DOY Y DISCUSION

Desgrasado de la Pasto do Jojoba

La pasta d& jojoba rezultanta de & sxtraccissm meci-
nfca del aceite de jojoba, contiéne alradedor de 10% de aceite
remanente, por lo que, para este trabajo se desgrasd com LLETE
ag reduciendo Ta cantidad de scefte de 2-3%,

Ezto fu# con el fin de gque &7 aceite, mo interfiries
ra en Ta destoxfficacidn ni en la cuantificacife de Tog

tAxicos.

Exiraccidn de TSnicos

La extraccidn de téaicos se vealled con acetans por
sar un selvente &ltementes sefectivo para 1a extraccidn da &£i-
tos, [Fespués de svaporar Ja acetona, se removid &1 &xtracte
¥ se pasd @& traves de una colomna de vidrio empacads com 3§71
ce gel B0 para elinimar otros compusstos que pudieras Raber
ido srréstrados por acetoma. Despufs este mezcla de tdxicos
8 5eCd y pesd para Tlevar a cabo su cuentificacidnm,

Cromatografia en Placa Delgada.- 5& prepararon las
placas distribuyendo scbre ellas si1ica gel 60 para CCO. Se
#plicaron los extractos junto cen las estdndares de Sinmond -
£1nd ¥ Simmomdsina -2- Ferulato, desarrollimdose la
cromatografia con acetatn de etflo-stansl [7:3) y revelfndose
con UY y wapores de yodo,
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e esta forma se probd la técnica de extraccidn y

zse estandarizd el métode de identificacifn de los toxicos.

Obtencidn de Estdndares Secundarios de

Simmondsina vy Simmondsina -2- Ferulato

Se considerd necesario el aislar y purificar los toxi
cos principales presentes en la pasta (Simmondsina y 5 =-2- F)
para ser utilizades como estindares secundarios previa estanda
rizacidn con los correspondientes standares primarios (de
escasa disponibilidad}, & fin de asegurar un suministro de es-
tindares a lo largo del desarrolle de todo el trabaje.

fbtencidn de Simmondsina.- Primero la pasta se des -
grast con hexano y despufs se extraje con acetona, de donde se
obtuva 6.2 gr de tdxfcos de cada 100 gr de pasta desgrasada.
Esta mezcla de tdxicos se disolvid en um exceso de acetona y
se pasf a través de uma columna de vidrio con 0.5 gr de silica
gel 60 pare eliminar impurezas. Esta solucidn de acetona se
evapori lentamente en un vaso de precipitado, cristalizando la
Simmondsina, para que la cristalizacidn fuera completa se intro
dujo el vaso a una salmuera por & hrs, ¥ se dejd reposar por
48 hrs. Esta se recristalizé de 1a manera anterior déndonos
el estédndar de Simmondsina hidratada com un punto de fusidn de
96-99°C ¥ un R¥ de 0.21 en CCD desarrollada con acetato de
etilo-etanol (7:3) dejando correr el frente del solvente 15 cm.,

Obtencidn de Simmondsina -2- Ferulato.- Em el sobre-

nadante obtenido de Ta& precipitacifén de Simmendsina se obtuve



la § -2- F, comg se fndicl en materfales y métodos. La
§ -2- F as! obtenida tiene un Rf de 0.48 en CCD, desarrollada
con acetato de etilo-etanol (7:3].

Los esténdares secundarios de Simmondsina y 5 -2- F
fueren comparados con los estandares primarics comportdndose
cromatogrificamente de 1a misma forma.

Estos resultados corresponden a los reportades en la

bibliografia.

Cuantificacidn de Simmondsina

¥ Simmondsina -2- Ferwlato

Se probf el método de cuantificacidn por CCD wtili -
zando los estdndares secundarios previamente afslados. Se
selecciond un range de concentraciones donde Tas variaciones
de concentracifn fueran detectables por comparacidn visual de
las manchas 1o cual fué posible entre 30 mg/ml &2 8 mg/ml para
Simmendsina y de 10 mg/m]l a 1 mg/ml para § -2- F, En estes
rangos las variac ones de concentracidn de los téxicos fueron
fécilmente detectables, en cambio en el casoc de Simmondsina,
concentraciones mayores de 30 mg/ml en cromatografia per CCD
dieron manchas tan fuertes gue una varfacidn en la concentra-
ciGn no fué detectable.

Por este método se determind el contenido de tdxicos
en el lote de pasta con el gue se trabajf en los experimentos
de destoxificacifn, encontrdndose en &1 4.6% de Simmondsina y

1.8% de § -2- F. (fig.5).
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Muestra: 1 2 3 4 5 6 ¥ 8 & 10
Solventes: Ae.Et - EtDH (7:3)
Revelador: a.¥,
Observaciones: Muestra Deseripcifin Concentracitn
mg/ml

1 Estandar Simmondsina 20

2 Extracto 10

2 Estandar Simmondsina 15

4 Extracto 15

5 Estandar Simmondsina ]

G Extracto 20

i Estandar & -2- F 3

8 Extracto 15

9 Estandar § -2- F 4

10 Extracto 10

Fig. 5. Cuantificacidn de Simmondsina y S -2- Ferulato en pasta de
Jojoba desgrasada,



La estimacién de los tdxicos fué hecha por compara-
cifn visual de las intensidades de las manchas de muestyra

respecto 4 las manchas de esténdares.

Destoxificacidn con Agua

Una wez estandarizado el métode de cuantificacidn
de Tos téxicos predominantes en la pasta {Simmondsina y 51 -
mmondsina -2- Ferulato) se procedif a iniciar el estudio de
destoxificacién de la misma, seleccionindose un proceso de
destoxificacidn por solventes con el propfsite de intemtar
en el futuro una recuperacifin ¥ utilizacidn de los tdxfcos
dado el contenide de &stos en la misma. FPor otro lado revi-
sando 1a bibliograffa referante a estudios previos de
destoxificacidn, se observS que comparado con otros solventes
¥ dade la naturaleza qufmica de los t8xicos, el agua resulta
ser un buen solvente de los mismos escogiéndose como solvente
més adecuado,

Para 1legar a proponer un método de destoxificacidn
con agua se tomd en cuenta la influencia que pudieran temer
en el mismo cada uno de Tos siguientes pardmetros: Relacidn
pastafsolvente, temperatura de destoxificacidn, tipo de pro-
cesq {estdtico, agitada, etc.) y tamefioc de partfcula,
probidndase de acuerdo al disefio gque se muestra a continpacidn,

Como wn punto de partida dada la escasez de datos
previos e intentando tener una fdea del comportamiento de la

pasta al ser extrafda con aqua. se realizaron dos experimentos
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axtremos. En el primera de &l1los (Fxp, Mo.1], se utilt:zs

una relactdn paste: solvante excesiva (1:16) a wna temperatg
ra de extra&ccidn de 50°C com sistema de agitacidn mecdnica,
variando &1 tiempo de extraccidn de 1 a 7 horas, En otro ex
periments (Mo.2), se wtiliz5 une relacidn pasta: soivente
ninina 12 cusl resultd ser de [1:3), un sfstema & temperaturs
apbiente com agitacidm mecdmica, warfando el tiempo de 2-19
koras en intérvalos de ¥ horas.

La destoxificacidn se Tlevs a cabo en un vaso do pra
cipitade de 4000 m1 utilizande 200 gr de pasts previaments
desgrasada con hexens, Se adiciond la cantidad de solvenmte
correspondiente o coads axperiménts estableciends Ta tenpera-
tura ¥ proparcionando la agitecidn mecdnica para tomar
alfcuotas cada hore en el experiments No.l ¥ cada Z horas en
el experiments Wo.?: estac alfcustas se Ffiltraron recogidnda
se 8] resfdug pera cuantificacidn del tdxico v el T1ltrado
para cuantificecidn de los selubles despuds de ser secados
& 50*C 2 presidn reducida.

Conparativamente se obtuvieron mejores resultédos en
cuanto 4 niveles de destoxr¥icactin y tfempa, en &l gxperingn
to Me.l (Tabla 7) adr cuando gl porcfenta de solubles fus
elevade, escogidndose estas condiciones para probar les atres
pardnetros

Enseguida o hicieran una mueve serie de experimentos

varfando el tamaflo de pér+frula fara observwar g1 Hete tenfa
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Tabla No. 7.- Destoxificacién Preliminar de Pasta de Jojoba
Usando Agua Como Solvente.

Experimento 1 Experimente 2
Temp=50°C Temp=25°0C
Mues Tiem % Scluble
tra, po. 5% $-2-F% en H,0 Tiempo &% 5-2-F%
1 1 -Hr, 1,35 0.25 36.0 2 Hrs. 3.9 a.73
2 2 Hrs, 0.99 0.23 7.6 4 Hrs. 2.9 0.58
3 3 Hrs, 0.85% 0.18 5.0 6 Hrs. 2.8 0.45
4 4 Hrs. 0.59 0.08 19.6 B Hrs. 2.3 0.440
5 % Hrs. 0.37 0.07 a0.0 10 Hres. 2.0 0,35
- & Hrs. 0.14 0.05 41.2 12 Hrs. 1.8 0.26
7 7 Hrs. 0.13 0.04 42.0 14 Hrs. - -

Los porcentajes estdn calculados en base a pasta seca.



influencia en 1a trensferencia del tdxico al solyente. En
estos experimentos (No.3 a No.B) descritos enm las Tablas & y
9 se utilizaron 3 tamafies de partfculas a saber: Pasta sin
moeler, molienda & 20 mallas y moliendz a 42 mallas, a 50°C y
& temperatura ambiente en cada uno de los casos, observdndeose
que no hubo efecto considerable de la molienda sobre la ex -
traccidn,

Enseguida se procedid a probar el sistema de extrac-
cidn del téxico hacfendo 2 experimentos uno de ellos estédtice
(Exp. No.9) y otro en el cual se mezcld infcialmente la pasta
¥ solvente para dejar transcurrir la extraccidn en reposao
{Exp. No.10), comparfindose los resultades con Tos obtenidos
en un sistema de agitacifn mecdnica anteriormente probado en
el experimento No.6.

En el experimento Mo.9 (estdticoc) se tomaron 2 vasos
de precipitade colecando en cada uno de =1los 20g de pasta en-
tera y se agregd agua destilada en uwna relacidn pasta:
solvente de (1:16) dejindose transcurrir el tiempo de reposo
2 temperatura ambfente; en el primer vaso se suspendid la ex-
traccidn a las & horas, filtrédndose para cuantificar niveles
de tixicos residuales en la pasta y porciente de splubles en
agua, mientras que en &1 sequndo vaso se continud la extrac-
cidn hasta 14 horas, despufs de las cuales se cuantificarcn
los toxicos y Tos solubles.

E1 experimento MNo.l0 se corrif en forma simflar al

anterior excepto gque se homogenizd la pasta y el solvente
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con una pequefia agitacidn fnicial, dejéndose transcurrir la
extraccidn en repeso para cuantificar tdéxicos y solubles &
las & ¥y 14 horas respectivamente, Los resultados de estos
experimentos se pueden comparar con Togs obtenidos para um
sistema con agitacidn [Exp. MNo,6) &n la Tabla 10 donde se ob
serva, gue el nivel de destoxificacidn alcanzado en & horas
en un sistema agftado requiere de 14 horas de extraccidn en
un sistema est&tico, s$in embargo, el perciento de solubles
en este G1timo disminuye; ademds, debido a Tea alta solubili-
dad de Tos toxicos en el agua, el sistema estitico resulta
ser adecuado sin requerir de una homogenizacidn previa (Exp.
Ne.lD) con la cual, de otra forma, se incrementan Tos solu -
bles.

E1 siguiente parémetro a probar fué la relacidn pas
ta: solvente, para lo cual se hicieron 10 corridas
pxperimentales: 5 de ellas con un sistema estdtice y & con
agitacidn, variando en cada sistema de extraccidn, la rela -
cidn solvente: pasta como se describe en la Tabla 11,
desarrolldindose 2 temperatura ambiente duramte & horas y uti
1izande pasta entera. En esta Tabla se puede apreciar gue
se¢ alcanzan buenos niveles de destoxificacidn con una rela -
cifdn pasza: solvente de 1:14 con un sistema estitico, ya que
de esta forma, Tos solubles en agua son menores comparado

con Tos resultados correspondientes en un sistema agitade
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Tabla No.1p.- Efecto en la Destoxiffcacidn de la Pasta de
Diferentes Tipos de Extraccidn.
Experimento 9 10 &
Tipo de Extraccidn Estdtico Hemogenizado Agitado
Tiempo de Extraccifn 6 Hrs., 14 Hrs. 6 Hrs. 14 Hrs. 6 Hrs.
% de Simondsina 0.45 0.20 0.40 0.17 0.17
$de§-2-F 0,21 0,11 0.23 0.10 0,06
% Soluble en Ima 4.0 28.8 29.0 3.0 ar.ox




&3

*p3sed B] UD S3[RAPLSAL SO| UGS SOPEILSLIUEND S0ILKQT SO

9'¥2 $°S2 B°L2 2'82 B'8B2 992 E'0E 26 S0'bE 28t 0%H U@ aianjog

2’0 ¢1°0 21°0 80D B0'0 f2'0 820 w20 90'D [0'D i-2-59%

82°'0 82°0 €£2°0 120 w0 Ov'O OEO 61D BI'D BU|SPUOLILS 3P %

81 0T 2T pIST 9TST BT QUIT 2TST 4TiT 9TC Ad ugioe|ay

0439383 enuyjue] uglzel by ugLIRAIXY ap odil

g-A  8-Al  8-1I1 @-11 @1 ¥-A Y-AI ¥-III Ww-11 V-1 ojuampsadxy
*BI5T4 B ap

UQ|IEI| | ¥03SAQ | UD UPIDORAIXT @p odi] A WNBY jeyseq ugide|ay vl ap 039943 -'IT°ON Elqel



Disminucitin de 1a Solubilidad de 1a Protefna

Debido a2 que Ta cantidad de solubles es alte, adn
cuando disminuye algo en un sistema de extraccifin estético,
se procedif a determinar la naturaleza de los compuestos gue
son extrafdes junto con los tdxicos mediante un andlisis bro
matolfgico de los solubles, tomando como referenciz pasta
sin tratar, Paralelamente se determing o] andlisis bromato-
16gice & solubles y pasta destoxificada a 50°C en un intento
por observar el comportamiento de solubilfidad de carbohidra-
tos vy proteTnas @ esta temperatura (Tabla 12]. De esta
forma se observi, que lps solubles arrastran 7.10% de la pro
tefna y29.7% de Tos carbohfdratos presentes originalmente
en la pasta, no habiéndose observado resultados muy diferen-
tes en cuanto a solubilidad a 50°C con respecto & temperatura
ambiente,

Enseguida se procedid a determinar el punto iso -
eléctrico de la protefna en la pasta de jojoba, el cual fué
de pH= 4 [fig. 6), manteniéndose este pH durante el proceso
de destoxificacifn, con el fin de disminuir 1a solubilidad
de Ta protefna en agua. Bajo estas condiciones se logrd
una disminucidn de solubilidad siendo la pérdida de protefna
en pasta de 4.76%, mientras que en el correspondiente trata -
miento sin ajustar el pH &sta fué de 7.10%, Sin emBargn al
quedar Ta pasta Scida fué neceseria neutralizarla solubilizsndose

de nuevo en este paso una cantidad de protefna para obtener
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Tabla No.12 Ex&menes EBromatolfgicos Para Evaluar
So0lubles en Agua de Destoxificacidn.

A A 3 ¥ 4
Pasta Prote- Carbo- Ceni= Fibra Humadad
fna hidrate zas Cruda

Mo tratada 29 b0.8 3.7 9.5 4.0
Destoxificada a 21°C 29 45,86 c.28 15.36 4.0
Destoxificada a 50°C 30 47.78 2.32 13.4 4.0
Soluble en agua a

176 24.5 68,33 1.42 - P
Soluble en agua a

=10 o8 25.5 &7.12 1.38 = 6.0

Exdmenes recomendados por A.0.A.C.
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al final wna pérdida de protelna an pasta de 7,108, Debido
4 gue el tratamiento anterior no fuf efectivo se optd por
recuperar la protefna solubilizada a partir del filtrado oh-
tenido del proceso de destoxfficacién. Para ésto se determind
el punto isoeléctrico de 1a protetna en el Ffiltrade el cual
en este caso fuf# de pH=3 (ffg. 6). ET filtrado se ajustd a
este pH precipitdndose la protefma y recuperdndose por fil -
tracidn para determinar por um lado, &1 contenido de t&xicos
que pudfera haber arrastrado, encontrindose sflo trazas de
ellos, ¥ por otro lade &1 % de protefna recuperada el cual

fué de 33%.
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CONCLUSIONES

l.- E1 proceso de destoxificacidn con agua mds efec
tivo en cuanto a niveles de téxicos v % de protefna en pasta
fu& un proceso de extraccifn estftica uwtilizande pasta ente-
ra (sin moler) en uma relacidn pasta/solvente de (1:14) y a
temperatura ambiente.

2.- 5S¢ obtuvo una pasta destoxificada, ya que los
niveles de tdxicos alcanzados con este proceso (0.23% de 57-
mmendsina y 0.08% de 5 -2- F) son comparables a les de otras
pastas de jojoba las cuales al ser incorporadas a la dieta
de ratones ne Tueron téxicas.

3.- Se recuperd 71.2% de una pasta Ta cual contiene:
Z0.65% de protefna, 33.39% de carbohidratos 1.62% de cenizas
y 10.93% de fibra cruda, caracterfstica que Ta convierten en
un subproducto atractive para ser utflizado en 1a alimenta -
cidin de rumiantes,.

4.- En este proceso se solubilizaron 7.1%5 de la pro-
tefna originalmente presente en la pasta vy 29.67% de
carbohidratos junto con casi la totalidad de los téxices, re-
cuperéndose por precipitacifn 2.34% de protefna en forma de
un concentradoc protéico. con B4% de pureza, con posibilidades
de ser utilizado en 1a suplementacitn de alimentos deficientes

en aminp-acidos azufrados. rAamn Snva v atras carndles. narerins



udios toxicolfgicos dado que este aislade es rico en

tina y metionina.
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RECOMENDACIONES

ierfa conveniente hacer estudios tendientes a recupe
rar los tdxicos de las colas del proceso de destoxificacidn
debido 21 porcentaje elevado de &stos y a su potencial como
inhibidores del apetito.

En la recuperacitn de aislado de protefna los rendi-
mientos obtenidos en este trabajo fueronm bajos por lo gue
podrfa intentarse en estudios posteriores, mejorar la recupe-
racidn de este aislado.

Se recomienda asf mismo hacer un estudio de utiliza-
cidn de protefna en rumiantes en cuyas dietas se incluya
pasta de jojoba destoxificada mediante el proceso desarrolla-

do en este trabajo.
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