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Cuantificacion de ésteres de forbol en partes estructurales de semilla descascarada
en ocho accesiones de Jatropha curcas.

Roldan Dinael Chun Diaz

Resumen: Los esteres de forbol (EF) presentes en la semilla de Jatropha curcas son
compuestos toxicos causantes de activar la quinasa C y promotores de cancer. El objetivo
de este estudio fue cuantificar y comparar la cantidad (mg/g de parte) de EF en las partes
estructurales (cotiledones, tegumento y embrién) de ocho accesiones de J. curcas
Mexicana no tdxica y Puebla (México); Criolla Salvadorefia e India Salvadorefia (EI
Salvador); Embrapa y Bravo x Mali (Brasil); 111 y Arturo Araujo (Honduras). Para
extraer los EF se utilizd el método de King (2009) y se cuantificd el extracto por
cromatografia liquida de alta presién. Se uso el disefio de parcelas divididas donde las
parcelas principales fueron las accesiones y las sub parcelas fueron las partes estructurales
de la semilla descascarada con una prueba de separacion de medias LSMeans para
determinar diferencias significativas (P<.05) entre accesiones y parte estructural. Todas
las accesiones fueron tdxicas porque excedieron del valor considerado como no toxico
(0.10 mg de EF/g de semilla en base seca). Las accesiones con mayor contenido de EF
fueron Mexicana no toxica e India Salvadorefia con 7.56+0.36 y 7.36+0.16 mg/g de
semilla y la menor fue Puebla con 3.15+0.10 mg/g de semilla. Los cotiledones
presentaron valores significativamente mas altos de EF (6 mg/g) que el tegumento y
embrién. Las ocho accesiones evaluadas fueron toxicas y los cotiledones presentaron
mayor contenido de EF. Se recomienda evaluar el efecto del refinamiento en el contenido
de EF del aceite.

Palabras claves: Cotiledones, forbol 12-miristato 13-acetato, toxica.

Abstract: Phorbol esters (PE) present in Jatropha curcas seed are toxic compounds
causing activation of promoter’s kinase C and cancer. The objective of this study was to
quantify and compare the amount (mg/ g of part) of PE in structural parts (cotyledons,
tegument and embryo) from eight accessions: Mexicana no toxica and Puebla (Mexico);
Criolla Salvadorefia and India Salvadorefia (EI Salvador); Embrapa and Bravo x Mali
(Brasil) and 111 and Arturo Araujo (Honduras). To extract PE the King (2009) method
was used and the extract was quantified by high pressure liquid chromatography. A split
plot was used design where the main plots were the accessions and the sub plots were the
structural parts of the seed. An LSMeans mean separation test was performed to
determine significant differences (P<.05) between accessions and structural parts. All
accessions were toxic because they exceeded the value considered non-toxic (PE 0.10
mg/g of dry seed). Accessions with the highest content of PE were Mexican “nontoxic”
and India Salvadorefia with 7.56+£0.36 and 7.36+0.16 mg/g seed respectively and the
lowest was Puebla (3.15+£0.10 mg/g seed). The cotyledons had significantly higher values
of PE (6 mg/g) than tegument and embryo. The eight accessions tested were toxic and
cotyledons had higher PE content. It is recommended to evaluate the effect of oil refining
on PE content.

Key words: Cotyledons, phorbol 12-myristate 13-acetate, toxic.
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1. INTRODUCCION

La Jatropha curcas es una planta oleaginosa que pertenece a la familia de la
Euphorbiaceae, originaria de México y Centroameérica cultivado en terrenos aridos,
soportando normalmente temperaturas de 35°C y ligeramente temperaturas bajas de 18°C,
precipitaciones de 250-1500 mm, pero se desarrolla mejor en regiones con precipitaciones
entre 600 a 800 msnm, los frutos de Jatropha curcas son de forma ovoide y drupécea con
un didmetro de 1.5-3 cm y longitud de 2.5-4 cm, carnoso de color verde-amarillo, cuando
es secada se torna café oscura o negra y dehiscente. El desarrollo del fruto es de 90 dias
desde la floracion hasta la maduracion de la semilla, el punto éptimo para cosechar el
fruto es cuando cambia a color amarillo, cada inflorescencia produce en promedio 10
frutos y estas contiene tres almendras de las cuales se extrae el aceite (Alfonso 2008).

Los rendimientos de semilla de Jatropha curcas generalmente son de 30-40% de testa y
60-70% de almendra. La parte de interés es la almendra, esta tiene cantidades de aceite
desde 37-39% Y de proteina de 22-35%, pero en la torta después de la extraccion de aceite
el contenido de proteina es de 48-64% (King et al. 2009).

Usualmente el aceite de Jatropha curcas es toxico para consumo, la mayoria de las
variedades que existen son tdxicas. Uno de los componentes toxicos que contiene el aceite
son los ésteres de forbol. Se han reportado diversos casos de intoxicacion provocado por
la semilla de Jatropha curcas en humanos y en animales que presentan diversos sintomas
tales como irritacion cutanea, tumores, hemorragia gastrointestinal, cambio microscopico
en rifiones, pulmones, corazén e higado y otros sintomas de este componente; se
menciona que por cada semilla que contenga entre 43-59% de aceite, se encuentra 1-2%
de ésteres de forbol causantes de activar la quinasa C encontrada en los organismos
celulares que causan los sintomas arriba mencionados (Wink 1997).

La concentracion de ésteres de forbol varia de 2 a 3 mg/g de semilla y de 2 a 4 mg/g de
aceite (Li et al. 2010), los ésteres de forbol son moléculas anfipaticas y tienen tendencia a
unirse a los receptores de membrana de fosfolipidos (Goel 2007). Valores de ésteres de
forbol encontrados en semillas de Jatropha curcas menor a 0.018 mg/g de semilla se
considera como no toxica; mientras que para la semilla toxica el rango es de 0.86 a 1.48
mg/g de semilla (Verdugo et al. 2010).

Se han realizado estudios para verificar cual de las partes estructurales de Jatropha curcas
contiene mayor contenido de ésteres de forbol. King et al. (2009), realiz6 cuantificaciones
en la testa, tegumento, cotiledones y embridn, el analisis indico que los ésteres de forbol
no fueron uniformemente distribuidos dentro de las semillas de Jatropha curcas, los



ésteres de forbol eran ausentes en la testa, y solo pequefias cantidades (< 0.30 mg/g)
fueron encontrados en el embrién, la concentracion més alta de ésteres de forbol se
observo en el tegumento (2.75 mg/g), mientras que los cotiledones contenia 0.347 mg/g.
Sin embargo Sosa (2012) separo los cotiledones, testa y embrion en las variedades Cabo
Verde, Criolla Mexicana e Hindl Salvadorefia (Cuadro 1) y afirma que los cotiledones
fueron la parte estructural de la semilla que presenté mayor contenido de ésteres de forbol
y la variedad con mayor contenido de ésteres de forbol, fue la Cabo Verde seguida por la
Hindu Salvadorefa.

Cuadro 1. Contenido de ésteres de forbol (mg/g de parte) en diferentes partes estructurales
de Jatropha curcas.

Variedad Parte estructural Esteres de forbol mg/g
cotiledones 0.40

Cabo Verde cascara 0.20
embrion 0.10
cotiledones 0.33

Hind( Salvadorefa cascara 0.10
embrion 0.10
cotiledones 0.16

Criolla Mexicana cascara 0.10
embrion 0.10

Fuente: Sosa, 2012,

Para el estudio se establecieron los siguientes objetivos:

e Cuantificar la cantidad de ésteres de forbol en las partes estructurales de la semilla
de Jatropha curcas de ocho accesiones procedentes de Honduras, Brasil, El
Salvador y México.

e Comparar la cantidad total de ésteres de forbol por parte estructural por cada una
de las accesiones.

e Clasificar las accesiones como tdxicas o no tdxicas con base en la cantidad total de
ésteres de forbol.



Localizacion. El estudio se desarrollé en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de
Zamorano (LAAZ), departamento de Agroindustria Alimentaria, lugar en donde se realizd
la extraccion y cuantificacion de los ésteres de forbol. El lugar del estudio esta ubicado a
32 km al Este de la ciudad de Tegucigalpa, Honduras. Las semilla de las accesiones
utilizadas para el estudio fueron obtenidas del banco germoplasma del proyecto de
Jatropha Zamorano- Syngenta luego de haber realizado tres cosechas en los meses de julio

2. MATERIALES Y METODOS

(3 'y 26) y agosto (19) del 2013.

Materiales. Para el anélisis de las extracciones se utilizaron:

Semilla descascarada de Jatropha curcas de las accesiones: Embrapa, Puebla
Bravo x Mali, 111, Arturo Araujo, Mexicana no toxica, Criolla Salvadorefia e
India Salvadorefia.

Acetonitrilo para cromatograffa liquida LiChrosolv, AX0145, Merck®

Acido Formico grado reactivo, > 95%, F0507, Sigma Aldrich®

Forbol 12-miristato 13-acetato, > 99% (TLC) polvo, P8139, Sigma Aldrich®
Filtros para jeringa 0.45 um PTFE (Polietraflouroetileno)

Hexano CHROMOMSOLYV, Grado HPLC > 99.99%, 650552, Sigma Aldrich®
Isopropanol CHROMOSOLYV Plus, Grado HPLC > 99.99%, 190764, Sigma
Aldrich®

Metanol grado HPLC > 99%, 106007400 Merck

Nitrégeno UHP, Infra

Pipetas, AS DIN, Tol. £ 0.03, Marienfield de 5y 10 ml

Tubos conicos de borosilicato Pyrex de 14 ml

Viales Agilent Technologies de 1.5 ml.

Equipo. El equipo para las extraccion de ésteres de forbol fueron:

Balanza Ohaus AR2140

Centrifuga IEC, Modelo K

Columna Eclipse Plus C18 150 x 4.6 mm 5 micron, PN 959993-902
Dispensador de gas Flexivap Work Station, 100A YH12, Glass-Col®
HPLC Agilent Technologies, Serie 1100/1200, Detector DAD
Micropipeta Evol, SGE Analytical Science 50112

Microcentrifuga Eppendorf, Modelo 5418

Plataforma rotatoria, VWR Shaker Model 5000 STD 120V

Vortex Fisher, Genie 2, Cat No. 12-812
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Disefio experimental. El disefio del estudio fue parcelas divididas (Cuadro 2) con tres
repeticiones (cosechas), donde las parcelas principales fueron las accesiones (Embrapa,
Bravo x Mali, 111, Arturo Araujo, Mexicana no toxica, Puebla, Criolla Salvadorefia e
India Salvadorefia) y las sub parcelas fueron las partes estructurales de la semilla
descascarada (cotiledones, tegumento y embrién). Para el estudio se analizaron 24
tratamientos con tres repeticiones consideradas como las cosechas (3, 26 de julio y 19 de
agosto del 2013), obteniendo en total 72 unidades experimentales.

Cuadro 2. Disefio experimental.

. HN BR SAL MEX
Repeticion
111 Em Br Cr Ind Mnt  Puebla
TEG TEG TEG TEG TEG TEG TEG TEG
1 CoT CoT CoT COT CoT COT COT COoT

EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB
TEG TEG TEG TEG TEG TEG TEG TEG
2 COoT CcoT CcoT COT coT COT COT COT
EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB
TEG TEG TEG TEG TEG TEG TEG TEG
3 CoT CcoT CcoT CoT cCoT COoT COoT CcoT
EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB

HN: Honduras, BR: Brasil, SAL: El Salvador, MEX: México, AA: Arturo Araujo, Em:
Embrapa, Cr: Criolla Salvadorefia, Ind: India Salvadorefia, Mnt: Mexicana no toxica, P:
Puebla, TEG: tegumento, COT: cotiledones y EMB: embrion.

Rendimiento de partes estructurales. Con base en 100 g de almendra se determiné el
rendimiento de cada parte estructural, se separo el tegumento, cotiledones y embrion. Para
determinar los rendimientos se pesaron las partes estructurales, los resultados se
expresaron en g de parte estructural/100 g de almendra.

Determinacion de humedad AOAC 952.08. Los resultados de humedad se determinaron
en porcentaje de humedad. Se evalu6 el analisis por duplicado para las ocho accesiones de
Jatropha curcas. Los calculos de humedad se realizaron por medio de la Ecuacion 1y los
resultados se reportaron en base seca.

Peso de muestra seca (g)

100 — ( +100 ) [1]

Peso de muestra humeda (g)

Extraccidn de ésteres de forbol. Para extraer se recurrié al método desarrollado por King
(2009) descrito en la Figura 1, pero se realizdé una ligera modificacion al cambiar la
columna Phenomenex Luna 5u C18 100A 150 x 2mm 5 micrén por Columna Eclipse Plus
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C18 150 x 4.6 mm 5 micrén, los tiempos de deteccion de ésteres de forbol se alargd por
ocho minutos de acuerdo al cromatograma del método (Figura 2). Durante el experimento,
cada parte estructural de la semilla y tres blancos por tanda fueron expuestos al proceso de
extraccion de esteres de forbol.

Adicion de Extraccion de
.. Pesado: 300 mg estandar EF*: agregar 4
Inicio — de muestra — interno: 50 uL. — mL de solucion
de PMA extractora
a.y3ra.
v 2da. y 3
. . o extraccion con 3
Centrifugacion: ) Agitacion en Agitacion en mL de soluciérf
1000 RPM por [€ vortex por 10 |<€—{ plataforma < | extractorra y3
10 minutos segundos giratoria 1 hr. mL de
\L isopropanol
Y Evaporacion de Ira. limpieza Y
Combinacion i 2 mLd Agitacion en
de || sovemecon | of con2zmbde t} of yoney por 10
sobrenadantes Nitrogeno acetonitrilo y 2 segundos
40°C 2-3 hrs. mL de hexano
|
N4
Centrifugacion: Remocion de %i(rlrgll].;)i}:ez;r;af. Transferencia a
1000 RPMpor [—>| hexano(fase > ) ion de | tubos eppendorf
2 minutos superior) I
exano
|
v
Centrifugacion: Filtracion con Concentracién a
13000 RPM por |—>| filtrode0.45 }—> 300 ul —> Fin
1 minuto uM PTFE VUK
EF* Esteres de forbol Solucion extractora* 60% hexano + 40% isopropanol

Figura 1. Diagrama de flujo de extraccion de ésteres de forbol.

Se elimino la testa de 20 semillas de Jatropha curcas golpeandolas con una mano de
mortero para obtener almendras, por cada almendra se procedid a la eliminacién de
tegumento y separacion de cotiledones y embrion. Posteriormente, para cada parte
estructural de la almendra se pes6 alrededor de 300 mg en tubos cénicos de boro silicato
de vidrio. Se agreg6 50 pl de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) como estandar interno
en una relacion 1 mg PMA/mI MeOH, después se extrajo afiadiendo 4 ml de una solucion
de hexano-isopropanol (3:2).



Las muestras se llevaron al vortex durante 10 segundos y luego agitado durante una hora
en una plataforma rotatoria, después centrifugados a 1000 RPM durante 10 minutos y
posteriormente se extrajo el supernadante de la muestra a otro tubo. Se realizaron dos
extracciones mas, utilizando 3 ml de la solucidon hexano-isopropanol (3:2) y 3 ml de
isopropanol, luego de nuevo se llevo al vortex durante 10 segundos y centrifugado a 1000
RPM por 10 minutos, al final se combinaron los tres supernadantes, luego se removio el
solvente a través de un flujo de nitrégeno a 40°C durante 2-3 horas.

El extracto fue disuelto en 2 ml de acetonitrilo, se mezclé con la mano y luego se agrego 2
ml de hexano y llevado al vortex por 10 segundos, se centrifugo la muestra a 1000 RPM
durante 2 minutos para permitir la separacion de fases, la fase superior (hexano) fue
removida y desechada, posterior a esto, se lavo la muestra 2 veces més, éstos 2 Ultimos
lavados fueron sélo con hexano y centrifugado a 1000 RPM por 2 minutos.

La fase de acetonitrilo fue transferida a un tubo eppendorf y centrifugado a 13000 RPM
durante 1 minuto, se realizé una filtracion del acetonitrilo utilizando filtro de 0.45 pM
PTFE (Millex®-LH) y por ultimo se concentr6 el extracto a un volumen de 300 pl, a
40°C, usando Flexivap Work Station®.

Analisis de cromatografia. Para identificar y cuantificar los ésteres de forbol, de acuerdo
al método de King (2009) se utilizé un Cromatografo Liquido de Alta Presién (HPLC)
marca Agilent serie 1100/1200, con una columna Eclipse Plus C18 150 x 4.6 mm 5
micron. Para la fase movil se usaron dos solventes, la primera conformada por agua con
0.1% de acido formico (solvente A) y la segunda por acetonitrilo con 0.1% de acido
férmico (solvente B), a un flujo constante de 0.5 ml/min, previo a la lectura se prepar6 un
vial con 100% de acetonitrilo como lavado de la jeringa. Se usé 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.

Cuantificacion de ésteres de forbol. Para la cuantificacion se usé un detector de diodos
(DAD 1100) a una longitud de onda de 240 nm, para calcular la cantidad ésteres de forbol
se utilizd la Ecuacion 2 expresado en mg/g de parte estructural y semilla, estos se
calcularon en base seca utilizando el porcentaje de materia seca de cada accesion y para
identificar los ésteres de forbol y el estandar interno (PMA) se hizo referencia a los
tiempos de elusion de la Figura 2. La materia seca se calculo por diferencia usando los
resultados de porcentaje de humedad que fueron calculados por el método de la AOAC
952.08 (1996). Para calcular los resultados en base seca se uso la Ecuacion 3.

50 ng + 4rea de EF + 710.9
area PMA @ oreade 616.9

Ecuacion 2

3]

% de materia seca

6



2200

2000

1800 ]

1500

1400

1200

1000

800 ]

(=laln}

400

zoo

y

Esteres de forbol

!

PMA

2200

prdnlning

18200

1400

1200

1000

200

SO0

200

an

as

A0

finutes

A%

th

[ L L I L N L N I L L L L L Ll L L R L R AR R RN LR R R LR

Figura 2. Cromatograma de ésteres de forbol y forbol-12-miristato 13-acetato (PMA),
King (2009).

Anélisis estadistico. Los resultados fueron analizados con el programa “Statistical Analysis
System” (SAS version 9.1%), para encontrar diferencias significativas entre las partes
estructurales de semillas y entre las accesiones de cada pais. Se hizo uso de LSMeans
como prueba de separacion de medias.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de humedad. Se muestra en el Cuadro 3 el contenido de humedad de cada
accesion, en donde se observo que no existieron diferencias significativas (P=0.004) en el
porcentaje de humedad entre las ocho accesiones (Mexicana no toxica, Puebla, Criolla
Salvadorefia, India Salvadorefia, Embrapa, Bravo x Mali, 111 y Arturo Araujo). Azza y
Ferial (2010), determinaron el contenido de humedad en semilla de Jatropha curcas y
como resultado obtuvieron 4.56%. Los resultados obtenidos de humedad se duplicaron de
acuerdo a la literatura, semillas con valores menores a 10% de humedad es lo
recomendable para la estabilidad durante el almacenamiento (Makkar et al. 1998). De
acuerdo a Martinez-Herrera et al. (2006), el contenido de materia seca encontrado en
cuatro variedades de Jatropha curcas (Castillo de Teayo, Pueblillo, Cotzacoalcos y
Morelos) fue entre 88.7-97.8%.

Cuadro 3. Porcentaje de humedad en semilla de ocho accesiones de Jatropha curcas.
Materia Seca

Accesion Humedad (%) (%)°
Media+DE*
Mexicana no toxica 13.1%+6.2 86.9
Puebla 8.7°46.5 91.3
Criolla Salvadorefa 15.2°+9.4 84.8
India Salvadorefia 11.3%+5.6 88.7
Embrapa 11.8°+5.0 88.2
Bravo x Mali 13.0°+9.9 87.0
111 12.5%+5.0 87.5
Arturo Araujo 12.3°+4.7 87.7

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

¥DE = Desviaci6n Estandar

“Materia seca, se determind por diferencia con base en 100%

Rendimiento de partes estructurales. Se observa en el Cuadro 4, las diferencias
estadisticas (P=0.009) de masas promedio de partes estructurales de las accesiones
Mexicana no toxica, Puebla, Criolla Salvadorefia, India Salvadorefia, Embrapa, Bravo x
Mali, 111 y Arturo Araujo; las cuales fueron utiles para calcular el valor real de ésteres de
forbol en cada parte estructural de la semilla.



La parte estructural con mayor rendimiento fueron los cotiledones de la accesion Criolla
Salvadorefia y la menor fue Bravo x Mali. Devappa et al. (2011), report6 masas similares
de cotiledones (97.4 g/100 g de semilla), tegumento (1.7 g/100 g de semilla) y embrion
(0.9 g/100 de semilla). Variedades como Cabo Verde e Hindu Salvadorefia, mostraron
rendimientos de embridn con 0.78 g, ademas la masa de la semilla puede ser afectada por
la precipitacion anual de la region y madurez fisiologica de la semilla (Makkar et al.
2008).

Cuadro 4. Rendimiento promedio (g) de partes estructurales con base en 100 g de semilla
entera descascarada en ocho accesiones de Jatropha curcas.

g de parte estructural/100 g de semilla

Pais Accesion - —
Cotiledones Tegumento Embrién
MediaxtDE¥  MediatDE*  MediazDE*
México Mexicana no téxica 96.5% +0.4 2.4% +0.3 1.1%+0.1
Puebla 96.8°9+0.1 2.1%+0.1 1.1%+0.1
El Salvador Criola Salvadorefia 97.5° +0.2 1.7°9 +0.2 0.9° +0.1
India Salvadorefia 97.5% +0.2 1.6° +0.1 1.0°+0.1
Brasil Embrapa 97.1%°+0.3 2.0%°40.2 0.9° 0.1
Bravo x Mali 96.2¢ +0.4 2.4 +0.3 1.4 +0.2
Honduras 111 96.6°+0.3 2.1% +0.2 1.2%+0.1
Arturo Araujo 97.13°+0.2 1.9%%40.1 1.0° 0.1
CV (%) 0.3 9.5 11.7

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

¥DE=Desviacion estandar.

CV (%) = Coeficiente de Variacion

Esteres de forbol en la semilla entera de Jatropha curcas. Se determiné que existieron
diferencias estadisticas en el contenido de ésteres de forbol en las accesiones (P=0.0001),
en las partes estructurales (P=0.0001) y en la interaccion accesion x parte (P=0.0001). En
el Cuadro 5 se muestra que el contenido de ésteres de se vio afectado mayormente por la
parte estructural.

Cuadro 5. Resumen de anélisis de varianza del efecto de factores en el contenido de
ésteres de forbol en ocho accesiones de Jatropha curcas.

Fuente de variacion Valor F Pr>F”
Accesion 50.16 <0.0001
Parte 441.79 <0.0001
Accesion x Parte 72.05 <0.0001

* =Probabilidades significativas a < 0.05.



En las ocho accesiones (Cuadro 6) existieron diferencias significativas (P<0.0001), la
Mexicana no tdxica presento alto contenido de ésteres de forbol (7.56 mg/g de semilla),
seguido por Bravo x Mali (5.72 mg/g de semilla) y las accesiones con menor contenido
fueron Puebla y Arturo Araujo (3.15-3.65 mg/g de semilla). Devappa et al. (2012),
cuantificaron ésteres de forbol en cotiledones representado en esta parte con 85.7% y
tegumento de 2.45-10% del total, mientras Verdugo et al. (2010) reportaron que el
contenido de ésteres de forbol en el embrion representa el 0.8 a 2% del contenido total por
g de semilla, pero He et al. (2011) encontraron que el embrion de una semilla de Jatropha
curcas puede tener <0.8% de ésteres de forbol por g de semilla, lo que concuerda con los
resultados obtenidos.

Cuadro 6. Contenido de ésteres de forbol en semilla entera descascarada en ocho
accesiones de Jatropha curcas y porcentaje de distribucion en cada parte estructural.

Esteres de % de distribucién en parte estructural
Accesion forbol (mg/g
de semilla)* Cotiledones Tegumento  Embrion
Media“+ DE¥
Mexicana no toxica 7.56%+0.36 98.4 0.9 0.7
India Salvadorefia 7.36°+0.16 99.0 0.5 0.5
Bravo x Mali 5.72"+0.66 98.3 0.7 1.0
Embrapa 4.68°+0.56 98.7 0.8 0.5
111 4.18%+0.40 97.7 1.1 1.2
Criolla Salvadorefia 3.78%+0.41 97.7 1.4 1.0
Arturo Araujo 3.657+0.20 97.3 1.6 1.1
Puebla 3.15°+0.10 94.8 3.4 1.1

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

fEquivalente a Forbol 12-miristato 13-acetato.

“Medias en base seca

¥DE=Desviacion estandar.

En el Cuadro 6, se muestra que toda las accesiones son toxicas porque 0.10 mg de ésteres
de forbol/g de semilla es considerado como umbral maximo para las semillas
categorizadas como "comestibles” o "no toxicas" (Makkar et al. 1998), generalmente las
variedades consideradas como “toxicas” oscilan con valores de ésteres de forbol entre 2 a
4 mg/g de semilla y estos son frecuentes en todo el mundo (Rakshit et al. 2012), por lo
tanto estas accesiones no podrian utilizarse directamente como alimentacion animal ni
después de la extraccion de aceite.

Valores de ésteres de forbol en variedades no toxicas de Morelos, Jalisco, Quintana Roo,
Yucatan e Hidalgo fueron de 0.041, 0.026, 0.078, 0.060 y 0.154 mg/g de semilla
respectivamente. En las variedades Bahia y Piaui de Brasil, el contenido de esteres de
forbol fue 0.92 y 3.32 mg/g de semilla (Vischi et al. 2013). Germoplasmas de India e Isla
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México, mostraron altas concentraciones de ésteres de forbol entre 2.07 y 5.98 mg/g de
semilla (Sosa-Segura et al. 2012), mientras en las variedades de México como Castillo de
Teayo, Pueblillo y Morelos no se detectd ésteres de forbol, pero en la variedad
Cotzacoalcos la concentracion fue de 3.85 mg/g de semilla. La concentracion de los
ésteres de forbol y otros antinutrientes en la semilla de Jatropha curcas y otras partes de
la planta depende del genotipo, del suelo y las condiciones climéticas (Martinez-Herrera
et al. 2006).

Esteres de forbol en partes estructurales de la semilla de Jatropha curcas. En el
Cuadro 7, se muestra que las partes estructurales de la semilla con mayor cantidad de
ésteres de forbol fueron los cotiledones de Mexicana no toxica e India Salvadorefia, pero
menor contenido en Puebla. En tegumento, la accesion con mayor contenido fue Puebla y
los de menor fueron India Salvadorefia y 111, lo que concuerda con King et al. (2009)
porque encontré valores de 2.75 mg de ésteres de forbol/g de semilla. Mientras en el
embrion se encontrd valores altos en Puebla y Mexicana no toxica, pero el menor fue
Embrapa.
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Cuadro 7. Contenido de ésteres de forbol (mg/g de parte) en tres partes estructurales de

semilla descascarada en ocho accesiones de Jatropha curcas.

Accesion y parte estructural

Esteres de

forbol (mg/g de

Coeficiente de

unidad)’ variacion
Media“+DE®
Mexicana cotiledones 7.714£0.37 4.81
India Salvadorefia cotiledones 7.48% +0.16 2.15
Bravo x Mali cotiledones 5.84° +0.68 11.62
Puebla embrion 5.33°+0.11 202
Puebla tegumento 4.97% +0.42 12.36
Mexicana embrién 4.84° +0.16 335
Embrapa cotiledones 4.75%+0.57 11.62
111 embrion 4.34+0.12 2.70
Arturo Araujo embrion 4.28" £0.25 5.80
111 cotiledones 4.22"+0.12 9.84
Criolla Salvadorefia embrién 4.10"+0.13 11.03
Bravo x Mali embrién 4.05" +0.44 10.88
Criolla Salvadorefa cotiledones 3.79' +0.42 12.88
India Salvadorefia embrién 3.69"+0.13 347
Arturo Araujo cotiledones 3.65"+0.21 5.67
Arturo Araujo tegumento 3.109"+0.20 6.41
Puebla cotiledones 3.09" +0.10 324
Criolla Salvadorefia tequmento 3.07" +0.36 11.85
Mexicana no tegumento 2.76" +0.21 751
Embrapa embrion 2.69" +0.06 213
India Salvadorefia tegumento 2.40h'10.13 10.63
111 tegumento 2.11'+0.24 11.25
Embrapa tegumento 1.97' +0.21 10.63
Bravo x Mali tegumento 1.63'+0.04 279

®°Medias con diferente letra en la misma columna indica que hubo diferencia
significativa entre ellas (P<0.05).

Equivalente a Forbol 12-miristato 13-acetato.

’Medias en base seca.
3D.E.= Desviacion estandar.
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4, CONCLUSIONES

e Las ocho accesiones evaluadas (Mexicana no toxica, Puebla, Criolla Salvadorefia,
India Salvadorefia, Embrapa, Bravo x Mali, 111 y Arturo Araujo) presentaron
concentraciones de ésteres de forbol consideradas como toxicas.

e Todas las accesiones (Mexicana no toxica, Puebla, Criolla Salvadorefia, India
Salvadorefia, Embrapa, Bravo x Mali, 111 y Arturo Araujo) presentaron mayor
contenido de ésteres de forbol en los cotiledones.

e Los cotiledones de la accesion Puebla, el tegumento de la accesion Bravo x Mali y

el embrion de la accesion Embrapa presentaron los valores més bajos de ésteres de
forbol.
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5. RECOMENDACIONES
Cuantificar la cantidad de ésteres de forbol de las 163 accesiones restantes del
banco germoplasma de Jatropha curcas del Proyecto Syngenta-Zamorano.

Determinar el efecto del clima en ésteres de forbol de semilla de Jatropha curcas,
si las condiciones climéticas afectan el contenido de estos.

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

Evaluar el efecto de la extraccion y refinamiento sobre la concentracion 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.

Evaluar el efecto de tratamientos térmicos y quimicos para destoxificar la torta a
partir de la extraccion de aceite.

Simplificar el método de extraccion de ésteres de forbol desarrollado por King
(2009) para aceites.
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7. ANEXOS

DADIA SR04 Rd=dff (TESSCHLN. ESONES 0130831 1012388 ANJO1 ESTHRESCEFCRBL IDFVD)

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
4 % 28 D P % B i

Anexo 1. Cromatograma de estandar interno, forbol-12-miristato 13-acetato (PMA).

DYOIA Sg204R=f (TESSGHN. ACES NS 113831 10123BR1 COMLEDCNVEXGANANDTONGAD)

i . . . i . . . i . . . i . . . i . . . i . . . i . .
4 3] 8 D 2 ) B AL

Anexo 2. Cromatograma de cotiledones de la accesion Mexicana no Téxica.
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Anexo 3. Cromatograma de cotiledones de la accesion Embrapa.

DADLA Sgr204Rddf (TESSCHUN. CESONES 0130831 10:2BRL TER MNTOGRQLASA\VADCRENAD)

Anexo 4. Cromatograma de tegumento de la accesion Criolla Salvadorefia.
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Anexo 5. Cromatograma de tegumento de la accesion Bravo x Mali.

DDA SA04Rd (TESSCHNEFCEACES ONSS 20130017 1558 BREVERONERAOXVALD)

Anexo 6. Cromatograma de embrion de la accesion Bravo x Mali.
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DAOLA Sg2ARId (TESSCHNEF EAC QNS A3 (B 3 4 3 BRIEVERANILD

n s & ® 5 & 5
Anexo 7. Cromatograma de embrién de la accesion 111.

DADLA S04 Rt (TESSCHIN. CEACCES NS 13090 45250R BVERONINDASA VADCRENAD)

g2

Anexo 8. Cromatograma de embridn de la accesion India Salvadorefia.
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Anexo 9. Contenido de ésteres de forbol (mg/g de parte) en partes estructurales de semilla
descascarada en ocho accesiones de Jatropha curcas.
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