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RESUMEN

Sosa Hernandez, 1.C. 2012. Cuantificacion de esteres de forbol en la semilla entera y sus
componentes estructurales de tres variedades de Jatropha curcas. Proyecto especial de
graduacion del programa de Ingenieria en Agroindustria Alimentaria, Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano, Honduras. 23 p.

Los ésteres de forbol en la semilla de Jatropha curcas son diterpenos toxicos, cominmente
conocidos como promotores de cancer. El objetivo de este estudio fue comparar la cantidad
de ésteres de forbol en la semilla de tres variedades (Cabo Verde, Hindl Salvadorefia y
Criolla Mexicana) y la distribucion en sus componentes estructurales (cotiledones, cascara y
embrion). La extraccion de esteres de forbol se realiz6 con una solucion de hexano-
isopropanol y se cuantifico el extracto por cromatografia liquida. Se utilizé un disefio
completamente al azar con una prueba de separacién de medias Tukey para determinar
diferencias (P<0.05) entre variedades. La variedad con mayor contenido de ésteres de forbol
fue Cabo Verde con 2.57 + 0.17 mg/g de semilla, seguida por la Hind( Salvadorefia con 0.89
+ 0.40 mg/g y la que menor toxicidad presentd fue la Criolla Mexicana con 0.60 + 0.04
mg/g. El componente estructural que presentdé mayor concentracion de ésteres de forbol
fueron los cotiledones de Cabo Verde con 0.39 £ 0.10 mg/g. No se encontraron diferencias
estadisticas en el contenido de ésteres de forbol de los embriones de las tres variedades. Se
determiné que la variedad mas toxica fue Cabo Verde. Segun la literatura la variedad Criolla
Mexicana es una variedad no tdxica, sin embargo en este experimento se encontraron ésteres
de forbol. Se recomienda evaluar el efecto de la remocion del tegumento que recubre los
cotiledones, en el contenido final de ésteres de forbol en la semilla de Jatropha curcas.

Palabras clave: Cabo Verde, cromatografia liquida, forbol 12-miristato 13-acetato.
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1. INTRODUCCION

La Jatropha curcas es un arbusto originario de Brasil, perteneciente a la familia de las
Euforbiaceas. Se puede encontrar en zonas que estan a nivel del mar y a una altitud de
1500 msnm. Es una planta monoica, alcanza una altura de hasta cinco metros segun las
condiciones climaticas y del suelo. El aceite extraido de la semilla tiene un color amarillo
y rojizo. Su viscosidad absoluta, a 35 y 100°C, esta por encima de la del aceite de oliva, lo
cual le confiere habilidades apreciables como lubricante (IICA 1989). El aceite es
utilizado para la elaboracion de biodiesel. Sin embargo contiene 1-2% de ésteres de forbol
que lo hace desagradable y toxico si estos no son completamente removidos. La torta que
resulta de la extraccion del aceite es cominmente utilizada para fertilizacion pero tiene
alto potencial para uso en la alimentacion de ganado, ya que es alta en proteina (50-58%)
(Wink et al. 1997).

La toxicidad de la semilla puede ser causada por varios componentes incluyendo lectinas,
saponinas, inhibidores de proteasas, acido curcaldnico y ésteres de forbol. De los cuales
las lectinas y los inhibidores de proteasas son vulnerables a tratamientos térmicos y los
ésteres de forbol y saponinas presentan mayor resistencia a altas temperaturas (160°C)
(Aregheore et al. 2003). De estos el que méas contribuye a la toxicidad de la semilla, el
aceite y la torta son los ésteres de forbol (Wink et al. 1997). (Martinez-Herrera et al.
2006) establecieron que la variedad Mexicana era no tdxica con un valor de ésteres de
forbol de 0.11 mg/g de semilla y la variedad Cabo Verde se clasificé como téxica con 2.7
mg/g de semilla. Han sido caracterizados seis diferentes tipos de ésteres de forbol. Todos
ellos con esqueleto basico de tigliane con cuatro anillos, la hidroxilacion de esta estructura
en diferentes posiciones y la unién de ésteres de varios grupos de &cidos resultan en la
formacion de los ésteres de forbol (Goel et al. 2007).

La frecuente exposicion a los ésteres de forbol puede estimular la formacion de tumores
cancerigenos (Hirota et al. 1988), debido a que estos activan la proteina quinasa (PKC),
la cual juega un papel importante en el proceso de la transduccion de sefiales, la
diferenciacion y el control del crecimiento celular (King et al. 2009). Segun (Goel et al.
2007) durante un proceso normal de transduccién de sefiales la PKC es activada por
diacilglicerol el cual es rapidamente hidrolizado. Sin embargo los ésteres de forbol actuan
como analogos del diacilglicerol y son activadores mas fuertes de la PKC, que es
dificilmente metabolizada por las células. Esto desencadena la proliferacion de células
amorfas o hiperplasia, que es cominmente conocido como tumores cancerigenos.

A pesar del contenido de ésteres de forbol y del dafio que estos pueden ocasionar a las
personas, la semilla de Jatropha curcas es rica en acidos grasos, 1o que hace que el aceite
extraido, sea apto para la produccion de biodiesel. Las semillas de Jatropha curcas sin
cascara poseen entre 43 — 59% de aceite. Estd compuesta por 80% de &cidos grasos



insaturados. El aceite de Jatropha curcas tiene mayor cantidad de acidos grasos en
comparacion a otros aceites vegetales. Establecen un predominio los monoinsaturados
(45.4%) frente a los poli-insaturados (33%) y saturados (21.6%). El acido oleico es el
principal acido graso representa el 44.7% siendo superior en comparacion al registrado en
aceite de palma, girasol y soya (Akbar et al. 2009). EI Cuadro 1 muestra diferentes
variedades de Jatropha curcas y su contenido de ésteres de forbol.

Cuadro 1. Contenido de ésteres de forbol (mg/g de semilla) de diferentes variedades
Jatropha curcas del mundo.

Variedad Esteres de forbol (mg/g de semilla)
Cabo Verde 2.70

Nicaragua 2.17

Nigeria 2.30

Tailandia 0.21-0.47

El Salvador 1.23

Egipto 4.40

Vietnam 5.60

Fuentes: Guzbit et al. 2007, Makkar et al. 1998, Saetae y Suntornsuk 2010, Basha et al.
2009.

La elaboracion y detoxificacion de biodiesel a partir de Jatropha curcas sera uno de los
procesos que se ejecutaran en la planta piloto de biocombustibles de Zamorano. Para que
el proceso de detoxificacion de aceite sea eficiente es necesaria la cuantificacion de
ésteres de forbol. Por tanto este estudio se enfocara en la cuantificacion de ésteres de
forbol de la semilla entera de la cascara, el embrion y los cotiledones de las tres
variedades potenciales como materias primas: Cabo Verde, Hindu Salvadorefia, y Criolla
Mexicana. En este sentido los objetivos planteados fueron:

e Clasificar las variedades Cabo Verde, Hindl Salvadorefia y Criolla Mexicana
como toxicas o no toxicas, de acuerdo al contenido de ésteres de forbol.

e Comparar el contenido total de ésteres de forbol en la semilla de tres variedades de
Jatropha curcas.

e Comparar el contenido total de ésteres de forbol en los componentes estructurales
de la semilla de tres variedades de Jatropha curcas.



2. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se ejecutd en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de Zamorano (LAAZ),
donde se desarroll6 la extraccion y posteriormente la cuantificacion de ésteres de forbol.
Esta localizado en el campus de la Escuela Agricola Panamericana, En el departamento de
Agroindustria Alimentaria, 32 km al Este de Tegucigalpa, Honduras. Las semillas de la
variedad Cabo Verde fueron obtenidas del proyecto de Syngenta en Zamorano, de la
cosecha del 2011. Hindd Salvadorefia se consiguié con AGROIPSA ubicada en Choluteca
y fue cosechada el 2011. La variedad Criolla Mexicana fue cosechada en el 2009 y fue
cultivada en San Salvador, El Salvador.

Materiales.
e Forbol 12-miristato 13-acetato > 99% (TLC) polvo, P8139, Sigma Aldrich®
Acetonitrilo para cromatografia liquida LiChrosolv,AX0145, Merck®
Hexano CHROMOMSOLYV, Grado HPLC > 99.99%, 650552, Sigma Aldrich®
Isopropanol CHROMOSOLV Plus, Grado HPLC > 99.99%, 190764, Sigma
Aldrich®
Acido Férmico grado reactivo, > 95%, F0507, Sigma Aldrich®
Metanol grado HPLC > 99%, 106007400 Merck
Nitrégeno UHP, Infra
Tubos cdnicos de borosilicato Pyrex de 14 ml
Pipetas, AS DIN, Tol. £ 0.03, Marienfield de 5y 10 ml
Filtros para jeringa 0.45 um PTFE (Polietraflouroetileno)
Viales Agilent Technologies de 1.5 ml.

Equipo.
e HPLC Agilent Technologies, Serie 1100/1200
e Columna Phenomenex Luna 5u C18 100A 150 x 2mm 5 micrén, P/No. 00F-4232-
BO
Centrifuga IEC, Modelo K
Dispensador de gas Flexivap Work Station, 100A YH12, Glass-Col®
Vortex Fisher, Genie 2, Cat No. 12-812
Molino de laboratorio, Thomas-Wiley
Procesador de Alimentos Kitchen Aid, KFP 600
Balanza Mettler AE 200
Micropipeta Evol, SGE Analytical Science 50112
Microcentrifuga Eppendorf, Modelo 5418



Disefio del estudio. Se utilizo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 3 x
3. Como parte de arreglo factorial se evaluaron tres variedades (Cabo Verde, Hindd
Salvadorefia, y Criolla Mexicana) y tres partes estructurales (cascara, embrion y
cotiledones), para encontrar diferencias significativas entre las partes estructurales de cada
variedad se utiliz6 LSMeans como prueba de separacion de medias. Para determinar si
hubo diferencias significativas entre las variedades se utiliz un disefio completamente al
azar con la prueba Tukey como separacion de medias. En total se analizaron 12
tratamientos. Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento lo que resulté en 36 unidades
experimentales, las cuales se evaluaron por duplicado.

Cuadro 2. Disefio Experimental

Variedades Partes Estructurales
Semilla Entera Céscara Embrion Cotiledones
Repeticion 1 Repeticion 1 Repeticion 1 Repeticion 1
Cabo Verde Repeticion 2 Repeticion 2 Repeticion 2 Repeticion 2
Repeticion 3 Repeticion 3 Repeticion 3 Repeticion 3
Hind( Repeticion 1 Repeticion 1 Repeticion 1 Repeticion 1
nau - Repeticion 2 Repeticion 2 Repeticion 2 Repeticion 2
Salvadorefia L o o L
Repeticion 3 Repeticion 3 Repeticion 3 Repeticion 3
Crioll Repeticion 1 Repeticion 1 Repeticion 1 Repeticion 1
riofla Repeticion 2 Repeticion 2 Repeticion 2 Repeticion 2
Mexicana L, . I
Repeticion 3 Repeticion 3 Repeticion 3 Repeticion 3

Separacién de semilla de Jatropha curcas. La separacion de los componentes botanicos
de la semilla se realiz6 manualmente utilizando pinzas. Para remover la testa se utilizd
una mano de mortero. Posteriormente se golped suavemente hasta que se produjo la
ruptura de la testa. Luego con una pinza se abrié la semilla, se separ6 los dos cotiledones
y se removio el embridn.

Extraccion de ésteres de forbol. La extraccion se realizé mediante el método descrito en
la figura 1 el cual fue desarrollado por (King 2009). Cada unidad experimental se realiz6
por duplicado y para cada tanda se usaron dos blancos, los cuales fueron expuestos al
mismo proceso de extraccion de la muestras.
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Figura 1. Diagrama de flujo de extraccion de ésteres de forbol.

Se molio la semilla en un procesador de alimentos, el molido se realizé por 10 segundos,
repitiéndolo 4 veces. Posteriormente se pes6 300 mg de muestra, en tubos cénicos de
borosilicato de vidrio. Cada muestra se peso por duplicado. Se anadi6é 50ul de forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA), en una relacion de 1 mg PMA/ ml MeOH, como estandar
interno. Se extrajo afiadiendo 4 ml de una solucion de hexano-isopropanol (3:2).

Las muestras se llevaron al vortex por 10 segundos y luego se agitaron en una plataforma
rotatoria por una hora. Luego se centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos y se extrajo el
sobrenadante. Se realizaron dos extracciones mas utilizando 3 ml de la solucién hexano-
isopropanol (3:2) y 3 ml de isopropanol, luego se volvio a llevar al vortex por 10
segundos Yy se centrifugd por 10 minutos. Se combinaron los tres sobrenadantes extraidos



en un tubo de ensayo. Luego se removio el solvente mediante un flujo de nitrégeno a una
temperatura de 40°C durante 3 — 4 horas.

El extracto se disolvié en 2 ml de acetonitrilo, se mezcld con la mano y luego se afiadi6 2
ml de hexano. Posteriormente se llevo al vortex por 10 segundos. Se centrifugo la muestra
a 1000 RPM durante 2 minutos y hubo una separacion de fases, se removio la fase de
hexano (fase superior) y se desechd. Posterior a esto, se lavé dos veces mas con 2 ml de
hexano y se centrifugd a 1000 RPM por 2 minutos. Se transfirié la fase de acetonitrilo a
microtubos eppendorf y se centrifugd a 13000 RPM durante 1 minuto. Se hizo una
filtracion utilizando filtros para jeringa de 0.45 uM PTFE (Millex®-LH). Se concentro el
extracto a 300 pl, a una temperatura de 40°C, utilizando un Flexivap Work Station®.

Andlisis cromatogréfico. Se utilizaron los pardmetros establecidos por King (2010). Se
empled un HPLC marca Agilent serie 1100/1200, con una columna Phenomenex Luna 5u
C18, 100A 150 x 2mm, 5 micrén. Para la fase mavil se utilizaron dos solventes, Agua con
0.1% de acido formico (solvente A) y acetonitrilo con 0.1% de acido formico (solvente
B), a un flujo de 0.5 ml/min. Se prepar6 un vial con 50% de acetonitrilo como lavado de
la jeringa. Se us6 un gradiente de 0-5 minutos con 95% solvente A y 5% de solvente B, de
5-40 minutos, 20% solvente A y 80% Solvente B y de 40-60, 100% de solvente B. La
cuantificacion se realizd con un detector de diodos (DAD 1100) a las longitudes de onda
de 240 y 280 nm. Para calcular la cantidad ésteres de forbol se utiliz6 la ecuacion 1. Para
identificar los ésteres de forbol y el estandar interno (PMA) se utilizaron los tiempos de
elusion de la figura 2.

Esteres de forbol
|

PMA

] |
- |

™  GE=Sy o

A A
LT

Figura 2. Cromatograma de ésteres de forbol S/‘forbol-lz-miristato 13-acetato (PMA).
Fuente: King (2009)



Masa de EF = [1]

AOAC 952.08. Este método se utiliz6 para determinar de humedad en la semilla entera de
las variedades: Cabo Verde, Criolla Mexicana e Hindu Salvadorefia. La medicion de cada
uno de los tratamientos se realizo tres veces por duplicado. Los célculos de humedad se
realizaron mediante la ecuacion 2 y los resultados se expresaron en porcentajes.

[2]

Los resultados obtenidos al final de la extraccién y la cuantificacién por HPLC se
expresaron en mg/g de semilla estos se calcularon en base seca utilizando el porcentaje de
materia seca de cada variedad. La materia seca se calculdé por diferencia usando los
resultados de porcentaje de humedad que fueron calculados por el método de la AOAC
952.08. Luego se peso individualmente la semilla entera, la cascara, el embrion y los
cotiledones, para expresar los resultados en mg/g de cada parte. Para calcular los
resultados en base seca se usé la ecuacion 3 y para calcular la cantidad real de ésteres de
forbol por parte se utilizé la ecuacion 4.

[3]

[4]



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Humedad. En el Cuadro 3 se observd que no existieron diferencias significativas (P
>0.05) en el porcentaje de humedad entre las tres variedades (Cabo Verde, Hindu
Salvadorefia y Criolla Mexicana). El valor promedio de humedad de una semilla de
Jatropha curcas esta entre 3-7% (Jones y Miller 1992). Se encontr6 que los resultados
obtenidos a partir del analisis realizado segun el método AOAA 952.08, tuvieron un ligero
incremento en comparacién a lo reportado por la literatura. Segin Cayon (1996), el
contenido de humedad de un grano se ve afectado por varios factores: madurez del grano,
temperatura y % de humedad relativa de almacenamiento; lo que indica que las
condiciones de almacenamiento de la semilla no fueron dptimas, causando un leve
incremento en la humedad, esto ocasioné que el contenido de materia seca disminuyera, lo
que se confirma con los resultados reportados por Gibitz et al. (1997), ya que encontraron
que Cabo Verde y Criolla Mexicana tienen 96.6 y 94.2%, respectivamente.

Cuadro 3. Porcentaje de humedad en la semilla de tres variedades Jatropha curcas.

Coeficiente de

Variedad Humedad (%) Variacion (%) Materia Seca (%)*
Media + D.E.

Cabo Verde 7.44% +0.19 2.50 92.56

Hindu Salvadorefia 8.20%*+1.75 21.30 91.80

Criolla Mexicana 7.34* +0.29 4.07 92.66

*Medias con la misma letra en la misma columna indica que no hay diferencia
significativa entre ellas (P>0.05)

"Materia seca, se calculé por diferencia en base a 100%

?D.E.= Desviaci6n Estandar

Se puede apreciar en el Cuadro 4, las diferentes masas de las variedades Cabo Verde,
Hind( Salvadorefia y Criolla Mexicana las cuales se necesitaron para poder calcular el
valor real de ésteres de forbol en cada componente de la semilla. El valor promedio para
la masa de una semilla de Jatropha cucas de la variedad Criolla Mexicana esta alrededor
de 0.72 g (Martinez-Herrera et al. 2006), ademas sugieren que la precipitacion anual de la
region puede afectar directamente la masa de la semilla. Makkar et al. (2008) concordaron
con la masa de la variedad Criolla Mexicana, ya que propusieron gque para genotipos no
toxicos el peso anda alrededor de 0.72 g y para genotipos toxicos 0.78 g.
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Las variedades Criolla Mexicana y Cabo Verde son clasificadas como variedades no
toxicas y toxicas respectivamente (Makkar et al. 1998). En este analisis la masa de Criolla
Mexicana en la semilla entera fue superior a lo reportado por Makkar et al. (2008).

Previas investigaciones han reportado masas similares entre las variedades Cabo Verde e
Hindl Salvadorefia (Makkar et al. 2008). Dentro de la semilla, la parte estructural que
tuvo mayor masa fueron los cotiledones, seguido por la cascara. EI Embrion fue el que
menor masa reportd en todas las variedades de Jatropha curcas.

Cuadro 4. Masa promedio (g) de las partes estructurales y de la semilla entera de tres
variedades de Jatropha curcas.

Variedad Parte Estructural Masa () Porcentaje de
distribucion (%)
Media + D.E."
Semilla Entera 0.76 £ 0.07 100
Cabo Verde Cotilledones 0.58 +£0.06 76.31
Cascara 0.28 £ 0.04 36.80
Embrion 0.004 + 0.0002 0.05
Semilla Entera 0.75+0.10 100
Hindu Salvadorefia Cotilledones 0.58 +£0.63 77
Cascara 0.32+£0.00 42.61
Embrion 0.004 + 0.0004 0.05
Semilla Entera 0.91+0.10 100
Criolla Mexicana Cotilledones 0.51+£0.01 56.04
Cascara 0.36 = 0.04 39.5
Embrion 0.004 + 0.0006 0.05

'D.E.= Desviacion estandar

Esteres de forbol en la semilla entera de Jatropha curcas. EI Cuadro 5 muestra que
existieron diferencias entre las variedades ya que se obtuvo un alto Valor F. La
probabilidad del valor F fue menor a 0.05, por tanto se rechazd la hipotesis nula la cual
establecia que las variedades evaluadas tenian el mismo contenido de ésteres de forbol.

Cuadro 5. Resumen de ANDEVA del efecto de variedades en la concentracion de ésteres
de forbol.

Fuente de Valor F Pr>F'
variacion
Variedades 285.39 < .0001

" Pr<F= Valores menores a 0.05 tienen diferencias significativas dentro de la misma
fuente de variacion.
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El Cuadro 4 muestro que existieron diferencias significativas (P<0.05) en el contenido de
ésteres de forbol entre Cabo Verde, Criolla Mexicana e Hindl Salvadorefia. Se
encontraron ésteres de forbol en mayor concentracion en Cabo Verde con un contenido de
estos similares a los reportados por Makkar et al. (1998), que sugieren que la variedad
Cabo Verde y Criolla Mexicana tienen 2.7 y 0.11 mg/g de semilla respectivamente.

En la variedad Criolla Mexicana se encontrd el nivel mas bajo de ésteres de forbol, Lo que
concuerda con Guzbit et al. (1997), ya que reportaron que Cabo Verde tiene mayor
concentracion de ésteres de forbol que Criolla Mexicana. Sin embargo, la concentracion
de ésteres de forbol que se obtuvo para Criolla Mexicana es superior a lo reportado por
Makkar et al. (1998). Martinez-Herrera et al. (2006) realizaron un estudio en el cual
compararon las caracteristicas toxicas de Criolla Mexicana en cuatro diferentes provincias
de México y encontraron que la concentracion de ésteres de forbol tiene un alto grado de
variacion entre provincias. Comparando con los resultados con el Cuadro 1 la variedad
Cabo Verde tuvo un contenido de ésteres de forbol intermedio. Hindu Salvadorefia y
Criolla Mexicana tuvieron un valor por encima del limite inferior que es 0.11 mg/g de
semilla.

Cuadro 6. Contenido de ésteres de forbol (mg/g de semilla) en tres variedades de Jatropha
curcas.

Variedad Esteres de forbol Coeficiente de variacion
(mg/g de semilla)* (%)
Media’ + DE®
Cabo Verde 2.57%+0.17 6.80
Hinda Salvadorefia 0.89°+ 0.04 5.30
Criolla Mexicana 0.60°+0.04 8.00

®°Medias con diferente letra en la misma columna indica que hay diferencias
significativas entre ellas (P<0.05).

'Equivalente a Forbol 12-miristato 13-acetato.

’Medias en base seca

*DE=Desviacién estandar.

Esteres de forbol en partes estructurales de la semilla de Jatropha curcas. Se
determind que existieron diferencias estadisticas en el contenido de ésteres de forbol en
las variedades y en las partes estructurales (P<0.05). De la misma manera en el Cuadro 7
se encontrd que el contenido de ésteres de forbol en las partes estructurales se vio afectado
por la variedad.
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Cuadro 7. Resumen de ANDEVA del efecto de factores en el contenido de ésteres de
forbol.

Fuente de Valor F Pr>F
variacion

Variedades 285.39 <.0001
Parte 1399.06 <.0001
Variedad x Parte 81.53 <.0001

Pr<F = Valores menores a 0.05 tienen interaccin entre tratamientos y ésteres de forbol.

En el Cuadro 8 se encontr6 que las partes de la semilla con mayor cantidad de ésteres de
forbol fueron los cotiledones, seguidos por la cascara y el embrion. Dentro de estos, el
tratamiento que tuvo mayor cantidad de ésteres fueron los cotiledones de Cabo Verde, lo
que concuerda con He et al. (2011). De la misma manera se comprob6 que Criolla
Mexicana tuvo menor contenido de ésteres, ya que en sus tres partes se encontro
contenido menor de ésteres de forbol en comparacion a las otras variedades evaluadas.

Se encontré diferencias estadisticas para todos los tratamientos, a excepcién de la cascara
de Hindu Salvadorefia y Criolla Mexicana y los embriones de las tres variedades. Segun
Graham (2008) la cascara de una semilla de Jatropha curcas puede tener alrededor de
0.33 £ 0.11 mg/g. Dentro de los tratamientos de cascara, la media més cercana a este valor
fue la de Cabo Verde. Sin embargo Saetae y Suntornsuk (2010) evaluaron el contenido de
ésteres de forbol en Jatropha curcas en cuatro provincias de Tailandia y concluyeron que
en la cascara de la semilla se puede encontrar de 0.08 a 0.10 mg/ g de semilla lo que
concuerda con los resultados de la cascara de Criolla Mexicana.

No se encontr¢ diferencias significativas en los embriones de las tres variedades. Verdugo
et al. (2010) reportaron que el contenido de ésteres de forbol en el embrion es de 0.18 a
0.33 mg/g de semilla, pero He et al. (2011) encontraron que el embrion de una semilla de
Jatropha curcas puede tener <0.03 mg/g de semilla, lo que concuerda con los resultados
obtenidos.
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Cuadro 8. Contenido de ésteres de forbol (mg/g de parte) en diferentes partes estructurales

de Jatropha curcas.

Tratamiento Esteres de forbol Coeficiente de Variacion
(mg/g de unidad)* (%)
Media® + D.E.’
Cabo Verde cotiledones 0.39+0.01 2.6
Hindu Salvadorefia cotiledones 0.33° +0.02 6.7
Cabo Verde céscara 0.20° + 0.003 1.8
Hindu Salvadorefia cascara 0.18°+0.01 5.6
Criolla Mexicana cotiledones 0.16 + 0.02 13.0
Criolla Mexicana cascara 0.10° + 0.006 6.0
Cabo Verde embrién 0.008" + 0.0004 4.6
Hindd Salvadorefia embrién 0.007" + 0.0002 3.7
Criolla Mexicana embrion 0.005" + 0.0005 10.2

®°Medias con diferente letra en la misma columna indica que

entre ellas (P < 0.05).

'Equivalente a Forbol 12-miristato 13-acetato.
’Medias en base seca.

3D.E.= Desviacion estandar.

hay diferencia significativa
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4. CONCLUSIONES

Las tres variedades evaluadas (Cabo Verde, Criolla Mexicana e Hindu Salvadorefia)
fueron toxicas.

La variedad con mayor contenido de ésteres de forbol, fue la Cabo Verde seguida por
la Hindu Salvadorefia.

Los cotiledones fueron la parte estructural de la semilla que presentaron mayor
contenido de ésteres de forbol en las tres variedades de Jatropha curcas.



S. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto de la remocion del tegumento que recubre los cotiledones, en el
contenido final de ésteres de forbol en la semilla de Jatropha curcas.

Cuantificar la cantidad de ésteres de forbol de diferentes regiones de Honduras para
evaluar si la localidad y las condiciones climaticas afectan el contenido de estos.

Es necesaria la cuantificacion de ésteres de forbol de todas las variedades de Jatropha
curcas de la region, para identificar y realizar un mapeo de las variedades toxicas y no
toxicas de Honduras y Centro América.

Evaluar los niveles de ésteres de forbol antes y después de un proceso de refinamiento
de aceite extraido a partir de semilla de Jatropha curcas para evaluar si este proceso
causa una reduccion significativa de ésteres de forbol en el aceite.

Determinar la cantidad de ésteres de forbol en la torta y el aceite extraidos a partir de
la semilla, para calcular el porcentaje de toxicidad de ambos productos.

La cuantificacion de ésteres de forbol antes y después de un proceso de
transesterificacion, ayudaria a determinar si este proceso reduce la toxicidad del
biodiesel.
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7. ANEXOS
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Anexo 1. Cromatograma de la semilla entera de la variedad Cabo Verde.
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Anexo 2. Cromatograma de la semilla entera de la variedad Hind( Salvadorefia
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DADLA Sg=24016 ReF=off (TESSITAL . FETACNESEVERON_COTILEDONES 20120918 11-52-15011-1001.0)

1 PMA

Esteres de forbol

T . . . T . . . T . . . T . . . T . . . T .
K3 3B ZY) 2 4 4% iy

Anexo 3. Cromatograma de la semilla entera de la variedad Criolla mexicana
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Anexo 4. Cromatograma de la semilla entera de la variedad Criolla mexicana
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Anexo 5. Cromatograma de los cotiledones de la variedad Cabo Verde.
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Anexo 6. Cromatograma de los cotiledones de la variedad Hindu Salvadorefia.
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Anexo 7. Cromatograma de los cotiledones de la variedad Criolla Mexicana.
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Anexo 8. Cromatograma de la cascara de la variedad Cabo Verde.
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Anexo 9. Cromatograma de la cascara de la variedad Criolla Mexicana.
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Anexo 10. Cromatograma de la céscara de la variedad Criolla Mexicana.
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Anexo 11. Cromatograma del embridn de la variedad Hindu Salvadorefia.
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Anexo 12. Cromatograma del embrion de la variedad Criolla Mexicana.
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Adicion de estandar
interno

(50 pL de PMA*)

Pesado de muestra

3 Extracciones de
(0.3 g) ésteres de forbol

(4 mL de solucion
extractora)

3 Extracciones de lipidos

Evaporacion de solucion

Centrifugacion
extractora a 40°C

13000 R 1 minut
(Nitrégeno , 30 psi , 4-5 hrs) ( pm por 1 minuto)

Concentracién a

R

R
: Filtracion
0.45 um PTFE

Anexo 13. Flujo de proceso de extraccion de ésteres de forbol.
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