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RESUMEN
La Jatropha pertenece a la familia Euphorbiceae e incluye especies de interés como Jatropha curcas, J. platyphylla'y J. cinerea, cuyas semillas presentan

potencial para la produccion de biocombustibles por su valioso contenido de aceite (50-60 %)y para la elaboracion de alimentos balanceados por su alto
contenido de proteina cruda (25-30 %). Sin embargo, las semillas de Jatropha contienen compuestos antinutricionales y toxicos tales como ésteres de
forbol, comunmente conocidos como promotores de cancer, lo que limita suaprovechamiento industrial y alimentario si no se identifican adecuadamente,
ya que su ausencia o presencia determina la necesidad de procesos de detoxificacion previos a su uso. El objetivo de este estudio fue desarrollar y validar
un método analitico para la cuantificacion de ésteres de forbol (PE) mediante cromatografia en capa fina de alta resolucion(HPTLC) en semillas de Jatropha
de diferentes regiones de Sinaloa. Los resultados mostraron que Jatropha curcas-Capule, J. curcas-lmala y J. cinerea-La Campana presentaron
concentraciones de 1.78 mg/g, 0.96 mg/g y 0.17 mg/g de ésteres de forbol, respectivamente. En contraste, en J. curcas-La Campana, J. platyphylla-La
Campana y J. platyphylla-Mocorito no se detectaron niveles de estos compuestas. Estos hallazgos evidencian variaciones importantes en el contenido de

ésteres de forbol entre genotipos, lo cual es relevante para su posible aprovechamiento y manejo.
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ABSTRACT
Jatropha belongs to the Euphorbiaceae family and includes species of interest such as Jatropha curcas, J. platyphylla, and J. cinerea, whose seeds have

potential for biofuel production due to their valuable oil content (50-60 %) and to produce animal feed due to their high crude protein content (25-30 %).
However, Jatropha seeds contain antinutritional and toxic compounds such as phorbal esters, commonly known as cancer promoters, which limits their
industrial and food use if they are not properly identified, since their absence or presence determines the need for detoxification processes prior to use.
The objective of this study was to develop and validate an analytical method for the quantification of phorbol esters(PE) using high-performance thin-layer
chromatography (HPTLC) in Jatropha seeds from different regions of Sinaloa. The results showed that Jatropha curcas-Capule, J. curcas-Imala, and J.
cinerea-La Campana presented concentrations of 1.78 mg/g, 0.96 mg/g, and 0.17 mg/g of phorbol esters, respectively. In contrast, in J. curcas-La Campana,
J. platyphylla-La Campana, and J. platyphylla-Mocorito, no levels of these compounds were detected. These findings show significant variations in phorbol

ester content among genotypes, which is relevant for their potential use and management.
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La familia Eupharbiaceae, conocida como una de las mas diversas del reino
vegetal, se distribuye por todo el mundo, excepto en las zonas polares, sin
embargo, se representa mas en regiones tropicales y subtropicales
(Cavalcante et al., 2020). De las 186 especies de Jatropha que existen en
todo el mundo, aproximadamente el 21 % de las especies son endémicas de
Mexico, lo que sugiere que México es un centro de diversidad y endemismo
paraeste grupo de plantas, caracterizadas por su rapido crecimiento y facil
propagacion (Govaerts et al., 2012). Ademas, las semillas de Jatropha,
especialmente J. curcas, J. platyphylla y J. cinerea, tienen un contenido de
aceite alto, lo que ha permitido que estas especies sean consideradas con
potencial industrial para la produccion de biodiésel (Sosa-Sequra et al.,
2014). Por su parte, Jatropha curcas L. es cominmente conocido como
“pinoncillo” y debido a su notable adaptabilidad a condiciones
edafoclimaticas adversas, incluyendo suelos degradados y periodos
prolongados de estrés hidrico, ha generado interés biotecnolagico (Jaspal
etal., 2023). En México, se han identificado variedades toxicas y no toxicas,
en contraste con regiones de Africa y Asia, donde predominantemente se
han reportado variedades toxicas (Leyva-Padron et al., 2020). Tanto las
especies tdxicas como las no toxicas de Jatropha presentan potencial para
la produccion de biocombustibles, alimentos y piensos (Makkar et al., 2011;
Edrisi et al., 2015); sin embargo, en el caso de las variedades toxicas, es
necesario aplicar tratamientos adicionales para la eliminacion o reduccién
de compuestos toxicos, como los ésteres de forbol, a fin de garantizar su
uso seguro (de Barros et al., 2024). Asimismo, estas variedades toxicas han
demostrado potencial como molusquicidas e insecticidas (Devappa et al.,
2012a; Roach et al., 2012). En particular, J. platyphylla es una especie
silvestre menos conocida, es endémica de México y se distribuye por la
costa del Pacifico desde Sinaloa hasta Michoacan (Salazar-Villa et al., 2020).
Esta especie tiene potencial para la produccion de biocombustibles y
alimentos debido a su alto contenido de aceite en la semilla (60.3 %)y
proteina cruda en la harina (27.1 %), ademas de ser una fuente de
compuestos bioactivos para el control de enfermedades fangicas (Sosa-
Segura et al, 2014; Leyva-Acuna et al., 2023). Finalmente, J. cinerea es una
especie distribuida en poblaciones silvestres del noroeste de México y se
caracteriza por su resistencia alargos periodos de sequiay su desarrollo en
suelos salinos. Ademas, tiene usos medicinales e industriales y se
considera una materia prima no convencional con potencial para producir
biodiésel (Vega-Ruiz et al., 2021). La relevancia de estas especies radica en
su perfil quimico, las semillas de Jatropha destacan por su composicion

lipidica rica en acidos grasos, monoinsaturados como el oleico (24 % al 45
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%)y poliinsaturados como el linoleico (27 % al 34 %), ideales para la
produccion de biodiesel de alta calidad (Duque & Lopez, 2022; Halim et al.,
2022). De igual manera, la harina desgrasada posee un alto contenido de
proteina cruda(61.8 %) con un balance de aminoacidos competitivo frente
a fuentes convencionales como la soya y la quinoa (Ollogui et al., 2022;
Ramadan-Hassanien, 2023). Sin embargo, una limitacién importante en la
aceptacion de Jatropha como fuente de biodiésel es la presencia de
ésteres de forbol, los cuales son toxicos y potencialmente cancerigenos
cuando son consumidos por humanos y animales, lo que ademas impide el
uso directo del aceite y de la torta residual en la formulacion de alimentos
para aves, ganado y peces (Pelletier et al, 2015). No obstante, estos
compuestos también presentan interés desde el punto de vista de su
posible aprovechamiento como agentes bioactivos, particularmente
insecticidas, por lo que su cuantificacion precisa es necesaria tanto para la

evaluacion de riesgos como para la valorizacion del recurso.

Los ésteres de forbol son promotores de tumores y pueden causar una
variedad de efectos biologicos negativos a bajas concentraciones
(Wakandigara et al., 2020). En este contexto, la determinacion de su
contenido es fundamental, ya que permite establecer la seguridad del
material vegetal, asi como su potencial de uso industrial y la necesidad de
procesos de detoxificacion cuando sea necesario. Sin embargo, los
meétodos analiticos disponibles para su cuantificacion, aunque efectivos,
pueden presentar limitaciones en términos de accesibilidad, costo o tiempo

de andlisis, lo que justifica el desarrollo de metodologias alternativas.

Considerando lo anterior, esta investigacion tuvo como abjetivo desarrollar
y validar un método analitico parala cuantificacion de ésteres de forbol (PE)
mediante cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) en semillas

de los genotipos de J. curcas, J. platyphylla y J. cinerea.
MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Las semillas utilizadas en este estudio se obtuvieron de diferentes especies
del género Jatropha establecidas en un campo experimental localizado en
La Campana, Sinaloa, México, con coordenadas geograficas (N 25 ° 30 W
108 ©22'). En total, se evaluaron tres genotipos de Jatropha curcas: JCC-T
(toxico) y JCC-NT (no toxico), ambos originarios de EI Capule, Culiacan, asi
como JCl proveniente de Imala, Culiacan. Asimismo, se analiz6 un genotipo
de Jatropha cinerea (JCL) de La Campana, Culiacan, y dos genotipos de

Jatropha platyphylla: JPLC, originario de La Campana, y JPP, procedente de
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Pericos, Mocorito. Las muestras fueron codificadas utilizando una
nomenclatura compuesta por la abreviatura de la especie sequida de la

localidad de colecta.

Las semillas fueron recolectadas durante el periodo de fructificacion,
comprendido entre agosto y septiembre de 2021, a partir de individuos
previamente seleccionados con base en criterios de sanidad y vigor. Se
eligieron plantas bien ramificadas, con adecuado desarrollo vegetativo y sin
sintomas visibles de enfermedades o dano por plagas, con el fin de
garantizar la calidad y representatividad del material vegetal empleado en
el estudio. Posteriormente, las semillas se almacenaron en condiciones

secasy a temperatura ambiente hasta su procesamiento.

PREPARACION DE MUESTRAS Y EXTRACCION DE ESTERES DE FORBOL
(PE)

Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Biorecursos del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD, A.C.). Las semillas de
genotipos de especies de Jatropha se descascararon y molieron en una
licuadora para obtener una harina homogenea, por separado. Para la
extraccion se pesaron 2 g de cada muestra y se mezclaron con 15 mL de
metanol grado HPLC (SIGMA-Aldrich, Misuri, E.U.A., 99.9 % de pureza) en
tubos coénicos de centrifuga de 50 mL. Las muestras se sometieron a
sonicacion en bafio ultrasénico (Modelo Branson 2800) durante 30 min a 10

°C. Posteriormente, se centrifugaron a 12,000 rpm a 4 °C durante 10 min.

El sobrenadante metandlico (capa superior) se recuperé en un matraz
limpio. El residuo se sometié a dos extracciones adicionales bajo las
mismas condiciones y los sobrenadantes obtenidos se combinaron para

cada muestra.

Los extractos metandlicos combinados de cada muestra se concentraron
en un evaporador rotatorio a 337 mbar y 70 rpm y el extracto concentrado
se reconstituyo con 2 mL de metanol, se agitd en un vartex (Genie 2 Fisher)
y se filtro a través de una membrana de 0.45 pmy se almacend a -18 °C en
un vial dmbar para analisis cromatograficos posteriores (Devappa et al.,

2012a; Jonas et al., 2022).

ANALISIS CROMATOGRAFICOS

Con un aplicador semiautomatico (Limonat 5, CAMAG, Muttenz, Suiza), se
aplicaron 10 pL de cada muestra en forma de bandas cromatogréaficas de 8
mm de longitud sobre placas de aluminio de 20 x 10 cm recubiertas con gel

de silice TLC 60 F254. Las placas se desarrollaron en una camara
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cromatografica (CAMAG, Muttenz, Suiza) previamente saturada durante 10
min con una fase movil de acetona-éter de petroleo 4:6(v/v)(SIGMA-Aldrich
Misuri, E.U.A., 99.9 % de pureza). Una vez alcanzado el frente del disolvente
(80 mm), se permitio que la placa desarrollada se secara con aire frio
durante 5 min. Las placas se escanearon en una camara de luz ultravioleta
(UV)(Cabinet 4, CAMAG, Muttenz, Suiza) a 254 y 366 nm. Posteriormente, se
realizo un escaneo densitométrico utilizando un escaner (TLC Scanner 4,
CAMAG, Muttenz, Suiza). El factor de retencion (Rf) se calculé como la
relacion entre la distancia recorrida por cada banda cromatogréafica y la
distancia recorrida por el frente del solvente en la placa. Los datos
espectrales UV de todos los picos se acumularon en el rango de 200-400
nmYy los cromatogramas se registraron a 280 nm con la ayuda del software
visionCATS, version 2.4 (CAMAG, Muttenz, Suiza).

PARAMETROS DE VALIDACION

La validacion del método se realizo con base a los parametros de
especificidad, linealidad, precision, limite de deteccion (LOD) y limite de
cuantificacion (LOQ), de acuerdo con ICH (International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human

Use)(ICH, 2005; Patel et al., 2010).

La linealidad se evalué mediante curvas de calibracion construidas con
cinco concentraciones diferentes de PMA (Forbol 12-miristato-13-acetato,
pureza > 98 %), por duplicado en cuatro corridas independientes. La
especificidad se verifico utilizando datos de espectros UV, confirmando la

ausencia de interferencias en el tiempo de retencion del analito.

EILOD y LOO se calcularon en funcion de la desviacion estandar (DE) de la
respuestay la pendiente (S) de las curvas de calibracion segun las formulas
(LOD = 3.3(DE/S)y LOQ =10(DE/S)).

La precision del método se evaluo en funcion del célculo de la desviacion
estandar relativa (% RSD) calculada como la relacion entre la desviacion
estandary lamedia de las mediciones, multiplicada por 100. La repetibilidad
(precisién intra-dia) se determind analizando multiples réplicas de la misma
muestra bajo las mismas condiciones experimentales y de reproducibilidad
(precision inter-dia) se evaltio utilizando el analisis de las muestras en

diferentes dias.

La recuperacion del método se evalué mediante el analisis de muestras

fortificadas con concentraciones conocidas del estandar PMA, las cuales
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fueron sometidas al mismo procedimiento de extraccion y analisis descrito
para las muestras. La recuperacion (%) se calculd como la relacion entre la
cantidad de analito recuperado después del proceso de extraccion y la

cantidad tedricamente anadida, multiplicada por 100.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del contenido de ésteres de forbol en los genotipos de
especies de Jatropha se expresaron como media + desviacion estandar. El
analisis estadistico se realizo utilizando el software Minitab version 18.0. Se
aplico un ANOVA de una via y, cuando se detectaron diferencias entre las
medias, se realizd una prueba post hoc de Tukey con un nivel de
significancia de p < 0.05. La linealidad del método HPTLC se evalud
mediante andlisis de regresion lineal. A partir de este anélisis se obtuvo la

ecuacion de la rectay el coeficiente de determinacion (R?).
RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS CROMATOGRAFICO DE ESTERES DE FORBOL

Los germoplasmas de Jatropha pueden clasificarse en téxicos y no toxicos,
lo cual estd asociado con la presencia 0 ausencia de compuestos como los
ésteres de forbol. Debido a que estos metabolitos estan relacionados con
efectos toxicos, resulta fundamental desarrollar técnicas confiables para
su deteccion y cuantificacion. Esto permite prevenir posibles
intoxicaciones y garantizar que el aprovechamiento de la pasta y el aceite
de Jatropha en las industrias energética y alimentaria se realice de manera
segura. La cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) es una
herramienta analitica potente y altamente especifica para identificar
componentes individuales presentes en extractos de plantas (Demissie &
Lele, 2010). Existen estudios donde se utiliza esta técnica para la deteccion
de metabolitos terpenoides, un grupo al que pertenecen los ésteres de

forbol (Yamunadevi et al., 2011).

Los analisis por HPTLC revelaron tres bandas cromatogréaficas con valores
de Rf de 0.43, 0.46 y 0.50 en JCL (Figura 1). Estos valores muestran
coincidencia con losrangos de migracion reportados para ésteres de forbol
en Jatropha, previamente identificados mediante HPLC en estudios
anteriores (Beutler et al., 1989; Soto-Leon et al., 2014), lo que sugiere la
posible presencia de estos metabolitos en esta especie. JCC-T y JCI
muestran cuatro bandas cromatograficas que representan componentes

de ésteres de forbol, respectivamente (Tabla 1)(Figuras 2 y 3). Para JCC-NT,
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JPPy JPLC no se detectaron bandas cromatograficas. Los cromatogramas
obtenidos para las muestras positivas (JCL, JCC-T y JCI) mostraron sefales
convalores de Rf comprendidos entre 0.30 y 0.50, intervalo comparable con
el reportado por Demissie & Lele (2010), quienes identificaron ésteres de

forbol en Jatropha curcas de India con valores de Rf entre 0.36 y 0.50.

El andlisis densitométrico permitid obtener picos cromatograficos

correspondientes a los componentes presentes en las bandas
cromatograficas. En la muestra JCL se observaron tres picos principales,
mientras que en JCC-T se registré una mayor intensidad relativa en los
picos 1y 4, y en JCI predomind un pico de mayar area correspondiente al

primer pico detectado en el intervalo analizado.

Estos perfiles pueden asociarse con algunos de los factores de ésteres de
forbol (C1-C7) descritos previamente para especies del género Jatropha, los
cuales corresponden a variantes estructurales con diferente
comportamiento cromatogréafico. En particular, estos factores representan
mezclas de ésteres de forbol con variaciones en su cadena lateral y grado
de ciclacion, lo que les confiere diferencias en su movilidad en sistemas
cromatograficos (Francis et al., 2021). En este sentido, Liu et al. (1997)
reportaron la presencia de estos factores en semillas de J. curcas de
diferentes procedencias y senalaron que las variaciones en su compasicion
pueden emplearse como indicadores quimicos para la caracterizacion de
germoplasmasy el posible origen geogréafico de las semillas. El factor C1-C5
de Jatropha contiene una unidad de ciclohexano biciclica, y el factor C6-C7
de Jatropha contiene una unidad de ciclobuteno, la cual se encontré por

primera vez dentro de esta clase de compuestos (Fujiki et al., 2017).

En el presente estudio, las muestras analizadas mostraron perfiles
cromatograficos diferenciados dentro de este intervalo de Rf. En JCL se
observaron tres picos principales enla region de Rf 0.43-0.50, mientras que
en JCC-T se registré una mayor intensidad relativa en los picos ubicadas
aproximadamente en Rf 0.43 y 0.52, y en JCI predomind un pico principal
cercano a Rf 0.43. La coincidencia de estos valores con los rangos
reportados en la literatura sugiere la posible presencia de algunos de los
factores de ésteres de forbol previamente descritos para especies de
Jatropha. El uso de técnicas, como HPTLC con espectrometria de masas,
permitiria determinar el contenido de estos factores. Si bien técnicas

analiticas complementarias, como la espectrometria de masas, permitirian
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Figura 1. Cromatograma de ésteres de forbol (PE) del germen de la semilla de JCL y espectros ultravioleta (UV) de los principales picos de PE. 1. Pico 1; 2. Pico 2 y 3. Pico 3.

Tabla 1. Rf promedio de los componentes de los ésteres de forbol (PE)y correlacion de los espectros de absorcion.

Muestra PE Rf promedio+SD Correlacion
Pico 1 0.4385:0.007 0.99038
J. cinerea (JCL) Pico 2 0.4695+0.003 0.976028
Pico 3 0.5015:0.01 0.967538
Pico 1 0.4375+0.002 0.994629
Pico 2 0.465:0.004 0.999057
J. curcas Capule (JCC-T) Pico 3 0.4885:0.002 0.995322
Pico 4 0.5195:0.001 0.992676
Pico 1 0.363+0.002 0.99315
Pico 2| 0.386+0.005 0.997804
J. curcas Imala (JCI) Pico 3 0.4£0.007 0.966096
Pico 4 0.43£0.002 0.95253

confirmar la identidad estructural de cada uno de los factores individuales ~ Los espectros de absorcion pueden proporcionar informacion Util
de ésteres de forbol, el presente estudio se centra en el desarrollo y  relacionada con la fragmentacién de compaonentes individuales, lo que
validacion de un método HPTLC parala determinacion de ésteres de forbol ~ puede utilizarse para buscar nuevos metabolitos con caracteristicas
totales en semillas de diferentes genotipos de Jatropha. estructurales similares. Este andlisis puede ser particularmente util para

determinar la presencia de componentes relacionados en materiales
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vegetales e investigar la degradacion fitoquimica, el metabolismo y la

biosintesis cuantitativa y cualitativa (Liu et al., 1997; Roque et al., 2017).

Tabla 2. Comparacion de los espectros de absorcion entre ésteres de forbol (PE)
Picos. VS = Contra.

PE Muestra Correlacion
JCLVSJCC-T 0.964
Pico1 JCLVSJCI 0.986519
JCC-TVS JCI 0.971032
JCLVSJCC-T 0.970778
Pico 2 JCLVS JCI 0.970966
JCC-T VS JCI 0.965501
JCLVSJCC-T 0.983728
Pico 3 JCL VS JCI 0.956347
JCC-T VS JCI 0.975087
Pico 4 JCC-TVS JCI 0.992662

En JCL, los espectras de absorcion del pico 1fueron 234, 250 y 292 nm; del
pico 2 fueron 231-232 y 292-294 nm; y del pico 3 fueron 234, 250, 288-307
nm (Figura 1). La comparacion de los espectros de absorcion es util para
evitar la interpretacion erronea de picos no PE, que se muestran en el
mismo Rf. Estos picos pueden aparecer debido a la descomposicion de los
PE o a la interferencia de moléculas lipidicas complejas presentes en la
matriz(Devappa et al., 2012a).

En JCC-T, los espectros de absorcion del pico 1 fueron 234, 250 y 287-288
nm; del pico 2 fueron 231-234 y 287-288 nm; mientras que del pico 3 fueron
232-234 y 288 nm. El pico 4 tuvo sus valores méximos de espectro de
absorcion en 232-233, 288 y 314 nm (Figura 2). En JCI, los espectros de
absorcion del pico 1fueron 234, 250 y 292 nm; para el pico 2 fueron 231-232
y 292-294 nm; los maximos de absorcion del espectro del pico 3 fueron 234,
250y 288-307 nm. Los espectros de absorcion del pico 4 fueron 232, 250 y
283-288 nm (Figura 3).

Dado que las concentraciones de PE detectadas en las muestras se
informan como equivalentes al estandar de PMA, el analisis de los espectros
de absorcion es importante para identificar los componentes.
Anteriormente, se han reportado los espectros de absorcion para los
factores C1-C5, cuya intensidad de senal oscila alrededor de 280 nm,
mientras que para el factor C6 la maxima absorcion es de 304 nm

(Kongmany et al., 2016).

Revista online: hitps://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

En el presente estudio, los espectros de absorcion asociados a los picos
cromatogréaficos observados en las Figuras 1-3 muestran méaximos
predominantes en el intervalo de 280-292 nm en las muestras JCL, JCC-Ty
JCI. Este comportamiento es consistente con el rango reportado para los
factores C1-Chb, lo que sugiere que los compuestos detectados
corresponden principalmente a este tipo de ésteres de forbol. Asimismo, no
se observaron sefales con maximos cercanas a 304 nm, lo cual indicaria la
ausencia o baja contribucion de compuestos asociados al factor C6 bajo las
condiciones analiticas empleadas.

El contraste de los picos de los espectros de absarcion obtenidos para PE
mostro altas correlaciones entre ellos (Tabla 2). Los picos 1y 2 mostraron
un R? > 0.96; el pico 3 un R?> 0.95 y el pico 4 un R? > 0.99. Esta alta
correlacion espectral indica una elevada similitud en los perfiles de
absorcion UV entre los diferentes picos detectados, lo cual sugiere que
corresponden a compuestos estructuralmente relacionados dentro del

mismo grupo de ésteres de forbol.

Tabla 3. Concentracion de ésteres de forbol (PE)(mg/g) en el germen de Jatropha.

Genotipos de especies de Jatropha PE mg/g+SD
JcC-T 1.78+0.1a
JCl 0.96+0.11b
JCL 0.17+0.3bc
JCC-NT ND
JPLC ND
JPP ND

JCC-T =J. curcas Capule(toxico), JCI = J. curcas Imala, JCL = J. cinerea La Campana,
JCC-NT = J. curcas Capule (no toxico). JPLC = J. platyphylla La Campana, JPP = J.
platyphylla Pericos. Letras diferentes entre filas indican diferencia estadistica
p<0.05. ND: No detectado

VALIDACION DEL METODO HPTLC

La tabla 3 presenta el contenido de PE determinado en semillas de tres
especies de Jatropha provenientes de diferentes localidades. Se
observaron diferencias en las concentraciones de PE entre los genotipos
analizados. El mayor contenido se registré en JCC-T (1.78 + 0.10 mg/g),

sequido de JCI(0.96 + 0.11 mg/g), mientras que JCL presentd una
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Figura 2. Cromatograma de ésteres de forbol (PE) del germen de la semilla de JCC-T y espectros ultravioleta (UV) de los principales picos de PE. 1. Pico 1; 2. Pico 2; 3. Pico 3y
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Figura 3. Cromatograma de ésteres de forbol (PE) del germen de semilla de JCIy espectros ultravioleta(UV) de los principales picos de PE. 1. Pico 1; 2. Pico 2; 3. Pico 3 y 4. Pico

4.

concentracion considerablemente menor (0.17 + 0.30 mg/g). El analisis de

varianza mostrd diferencias estadisticamente significativas entre los

genotipos (p < 0.05). Sequn Makkar & Becker (2009), un rango de 0.86 a 1.48

mg/g de PE se considera una especie toxica. Por lo tanto, JCC-T y JCI

padrian considerarse materiales toxicos. JCL puede definirse como una
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especie de Jatropha no toxica debido a su bajo contenido de PE,
coincidiendo con lo que se informo previamente (Soto-Leon et al., 2014).

Estos resultados evidencian la variabilidad en el contenido de ésteres de
forbol entre las especies evaluadas. Estudios previos han reportado

concentraciones variables de PE en semillas de J. curcas provenientes de
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diferentes regiones geograficas, lo que sugiere que factores genéticos y
ambientales influyen en la acumulacion de estos compuestos. No obstante,
la informacion disponible sobre el contenido de PE en otras especies del
género, como J. cinerea y J. platyphylla, es limitada. En este sentido, los
resultados obtenidos en el presente trabajo contribuyen a ampliar el
conocimiento sobre la variabilidad del contenido de ésteres de forbal en

distintas especies de Jatropha.
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Figura 4. Curva de calibracion de 12-myristato-13-acetato de forbol (PMA) y su
respectiva distribucion de residuos.

En J. curcas, el contenido de PE reportado en la literatura muestra una
amplia variabilidad dependiendo del origen geografico y del genotipo. Se
han registrado concentraciones de 1a 3 mg/g en semillasyde 3a6 mg/gen
aceite (Devappa et al., 2012a), mientras que otros estudios reportan valores
entre 0.206 y 3.406 mg/g en diferentes regiones del mundo (Liu et al., 1997).
En contraste, algunas variedades mexicanas consideradas no toxicas
presentan contenidos significativamente menores, generalmente
inferiores a 0.3 mg/g, mientras que genotipos de otras regiones, como
Brasil, pueden alcanzar valores cercanos a 3 mg/g (Makkar et al., 1998;
Oskoueian et al., 2011; Chun & Roldan, 2013).

Se ha encontrado que el PE es toxico para una amplia variedad de animales,
incluidos ratones, ratas, cabras, ovejas, terneros, pollos, cerdas, peces y
especies acuaticas mas pequenas, incluidos los caracoles (Makkar &
Becker, 1997; Makkar & Becker, 2009; Devappa et al, 2012a). En
consecuencia, la identificacion de materiales toxicos o aguellos con trazas
de PE es esencial en los programas de mejoramiento genético para

identificar genotipos con menor contenido de estos metabolitos, con el

Revista online: https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

proposito de la extraccion de aceite en alimentacion animal (Vischi et al.,
2013; Liu et al., 1997).

De manera complementaria, la identificacion de genotipos con contenidos
altos de ésteres de forbol también resulta relevante debido a su potencial
aplicacion en el desarrollo de agentes bioldgicos con actividad insecticida
y otras aplicaciones biotecnoldgicas o medicinales, aprovechando su
reconocida actividad bioldgica sobre diversos organismos (Devappa et al.,

2012a; Roach et al., 2012).

La validacion del método HPTLC mostré un desempeno adecuado para la
determinacion de PE en semillas de Jatropha. La relacion entre la
concentracion del estandar forbol 12-miristato-13-acetato (PMA)y el area de
los picos cromatograficos presentd un comportamiento lineal en el
intervalo de 0.05-0.7 mg/mL, obteniéndose una ecuacion de regresiony =
0.0105x + 0.00007 con un coeficiente de determinacion (R = 0.997), lo que
indica una respuesta analitica proporcional dentro del rango evaluado. La
curvade regresion de las areas de los picos frente alas concentraciones de
PMA fue lineal con un coeficiente de determinacion (R?)> 0.99 y el rango de
linealidad fue de 0.05-0.7 mg/mL (Figura 4)(Faria-Machado et al., 2019).

La precision del método, expresada como desviacion estandar relativa
(%RSD), mostrd valores intra-dia entre 3.49 % y 17.45 %, mientras que el %
RSD inter-dia fue de 3.44 %, lo que refleja una adecuada reproducibilidad
del método. Los valores mas altos de % RSD se observaron en las
concentraciones mas bajas del estandar, lo cual es consistente con la
mayor variabilidad analitica que suele presentarse cerca del limite de
deteccion en métodos cromatograficos. De acuerdo con criterios
comunmente aceptados para la validacion de métodos analiticos, valores
de %RSD inferiores al 20 % pueden considerarse aceptables cuando se
analizan concentraciones bajas del analito, mientras que valores menores
al 10 % indican una precision alta del método (Patel et al., 2010; Shrivastava
& Gupta, 2011).

La calidad de un método analitico se evalta en términos de su idoneidad
para el proposito, considerando aspectos como recuperacion, sensibilidad,
estabilidad del analito y facilidad de anélisis. En este contexto, el limite de
deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) constituyen parametros
importantes en la validacion de meétodos analiticos, ya que describen la
concentracion minima de un analito que puede detectarse o cuantificarse
de manera confiable mediante un procedimiento analitico (Devappa et al.,

2012b). En este estudio se obtuvieron valores de LOD de 0.0261 mgy LOQ de
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0.087 mg, lo que indica una sensibilidad adecuada del método para la

deteccion de PE.

En estudios previos realizados con muestras de J. curcas, se han reportado
valores de LOD y LOQ de 0.0051 y 0.0171 mg/mL, respectivamente,
empleando técnicas como espectroscopia UV e infrarroja(Liu et al., 1997).
En este sentido, los limites obtenidos permiten la deteccion de
concentraciones compatibles con los niveles reportados en semillas
toxicas y no toxicas de Jatropha, considerando que concentraciones
superiores a 0.86 mg/g se asocian con materiales toxicos, mientras que
contenidos entre 0.1y 0.27 mg/g corresponden a genotipos no toxicos
reportados en laliteratura(Liet al., 2010; Devappa et al., 2012a). Por lo tanto,
el método presenta una sensibilidad suficiente para discriminar entre
genotipos con potencial toxicologico y no toxico dentro del rango de interés

biologico.

La recuperacion de PE mediante HPTLC oscilo entre 41.42 % y 64.8 %.
Valores comparables han sido reportados en muestras fortificadas
analizadas mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS), donde se observaron recuperaciones entre 51 % y 69 %
(Baldini et al., 2014). Otros estudios han reportado recuperaciones cercanas
al 98.5 % mediante extraccion con metanol sequida de andlisis por HPLC-
UV (Neu et al., 2018). La recuperacion se considera un indicador de la
exactitud del método, ya que evalla la proximidad entre el valor medido y el
valor real del analito (ICH, 2005). De acuerdo con criterios internacionales,
recuperaciones entre 70 % y 120 % + 20 % suelen considerarse aceptables
para métodos analiticos, aunque valores menores pueden ser admisibles
cuando se trata de concentraciones muy bajas del analito y el método
demuestra una precision adecuada (Patel et al., 2010; Shrivastava & Gupta,
2011; Nishshanka et al., 2016; Codex Alimentarius Commission, 2017). Por
otra parte, los métodos HPTLC previamente desarrollados para la
determinacion de compuestos fendlicos en especies del género Jatropha
han demostrado ser reproducibles y selectivos para el analisis de
metabolitos en extractos vegetales (Dwivedi et al., 2020). En conjunto, estos
resultados indican que el método HPTLC desarrollado presenta sensibilidad
y reproducibilidad adecuadas para la determinacion de ésteres de forbol en

semillas de diferentes especies de Jatropha.

CONCLUSIONES

Se confirmo la presencia de ésteres de forbol en concentraciones de 0.17

mg/ga1.78 mg/gen el germen de algunas especies de Jatropha analizadas,

Revista online: hitps://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

Jatropha curcas y Jatropha cinérea, utilizando la técnica HPTLC; la cual
demostro ser capaz de cuantificarlos. Esta técnica podria considerarse
como control de calidad para la seleccion de semillas y asi poder obtener

aceite vegetal y pasta rica en proteinas libres de ésteres de forbol.
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