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RESUMEN

El lupeol, es un triterpeno pentaciclico distribuido en diversas especies del reino vege-
tal. Ha sido aislado de diferentes fuentes como: el olivo (Olea Euiope), pulpa de mango
(Mangifera indica), aloe (Aloe vera) y aceite de ginseng (Panax quinquefolium) e identi-
ficado en una variedad de plantas medicinales tal como: tamarindo (Tamarindus indi-
ca), planta del aceite negro (Celastrus paniculatus), cabo de hacha (Zanthoxylum riede-
lianum), semul (Bombax ceiba), chechén blanco (Sebastiania adenophora), membrillo

de bengala (Aegle marmelos) y amalaka (Emblica officinalis) (Hifzur et al., 2011).

En los ultimos tiempos, el lupeol ha sido ampliamente estudiado debido a las propieda-
des farmacoldgicas que exhibe, tal como funcion antioxidante, induccion de la apopto-
sis celular de células tumorales, antiproliferativa, anti-mutagénicas y anti-inflamatorias,
asi como su eficacia en la inhibicion de ensayos in vitro e in vivo del crecimiento del
cancer. Estudios mas recientes muestran inhibicion del dafio quimico del ADN bajo
condiciones in vitro. El tratamiento con lupeol 1mg en ratones por 7 dias previo a la
administracion de benzopireno (agente mutagénico genotdxico en ratones) muestran

una inhibicién significativa de este agente mutagénico (Saleem, 2009).

Dada la importancia del compuesto, el objetivo de este estudio fue encontrar nuevas
fuentes potenciales de lupeol. Para lograr lo anterior se planted hacer un estudio que
consistio en tres etapas.

En la primera se realiz6 una busqueda bibliografica para conocer en cuales especies
vegetales se ha reportado lupeol. Adicional a esto, se procedio a la identificacion cuali-
tativa mediante ensayos de cromatografia en capa fina utilizando cromatoplacas nor-
males e impregnadas con nitrato de plata con la finalidad de corroborar la existencia de
lupeol.

Con los resultados obtenidos en la primera etapa, se seleccionaron tres especies vege-
tales: hojas de hule (Ficus elastica), de mango (Manguifera indica) y de higuera de ho-
jas chicas (Ficus oblicua), las cuales fueron empleadas en la segunda etapa del pro-

yecto que consistido en evaluar la eficiencia de la extraccién de lupeol empleando tres



tratamientos diferentes, (sonicacion, maceracion y reflujo). Las muestras empleadas en
esta etapa se secaron mediante dos métodos diferentes; secado a temperatura am-
biente- estufa y por microondas, la cuantificacidon se realizé mediante cromatografia de
liquidos de alta eficiencia (CLAE). Los resultados mostraron que el método de extrac-
cion mediante el cual se extrajo una mayor cantidad del compuesto fue diferente para
cada especie vegetal debido a las condiciones de cada método, diferencias en la com-
posicion y estructura de la pared celular. Con respecto al tiempo de secado, pese a que
por microondas se reduce el tiempo, no es un método viable, ya que destruye el lu-
peol, probablemente debido al efecto corona el cual es causado por la ionizacion del
aire circundante al conductor debido a los altos niveles de tension causando el deterio-

ro de los materiales ocasionado por el sobrecalemiento de la muestra.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las etapas previas, en la ultima etapa se eva-
lué la concentracion de lupeol extraido por maceracion, sonicacion y reflujo en frutos
tropicales y latex. La cuantificacidon de lupeol se realiz6 en las especies vegetales: hule
(hojas y latex), nanche (hojas), mango (hojas y cascara), corona de cristo (latex), uva
de mar (hoja y tallo), flor de mayo (latex), jaca (cascara y latex), y en higuera de hojas

chicas (hojas).

Los resultados de la cromatoplaca en capa fina impregnada con nitrato de plata y los
tiempos de retenciéon en la CLAE indican que las hojas de uva de mar (Coccoloba
acrostichoides) asi como la cascara y latex de jaca (Artocarpus heterophyllus) son
fuentes potenciales de lupeol debido a que existe en una alta concentracion. En cuanto
a la jaca se determinaron 1.435 mg/g y 58.48 mg/g de lupeol en cascara y latex res-
pectivamente, se recomienda utilizar la sonicacion y el reflujo como método de extrac-
cion. Respecto a la uva de mar se cuantificaron 1.094mg/g de lupeol siendo la macera-

cion el método mas eficiente.



INTRODUCCION

El lupeol, (C30Hs500) compuesto sdélido de cristales blancos, es un triterpeno pentaciclico
que se encuentra en diversas especies vegetales y se reporta en varias frutas tal como
uva, fresa y mango. Dicho triterpeno se ha aislado de un gran numero de plantas y la-
tex, como en exudados de higo en donde se ha encontrado en altas concentraciones
(Camacho-Madelaine, 2012), asi como en col blanca, pepino, tomate, zanahoria, gui-
santes, soya, calabaza, té negro, higo, moras y guayaba, también se encuentra en

abundantes plantas medicinales (Hifzur et al., 2011).

Se han realizado diversos estudios en los cuales se demuestra que este compuesto
posee una variedad de propiedades bioldgicas: antiinflamatorio, hepatoprotector, anti-

lipidémico y, principalmente antioxidante. (Hafezz et al., 2011).

Actualmente el lupeol se obtiene como subproducto de la industria de la semilla de al-
tramuz (Lupinus agustifolius) y el arbol de Abeto (HSBD and Pubchem substance), en
donde los principales paises productores de estas especies son Australia (altramuz), el
continente Europeo, Asiatico y Norteamérica respectivamente. Al encontrarse presente
en muy bajas cantidades en algunas especies vegetales y al no ser muchas de estas
fuentes biodisponibles para la produccién industrial sostenible de este compuesto, au-
nado a la dificultad para sintetizarlo, hace que el costo de este compuesto sea elevado
(la presentacion de 25mg de lupeol oscila de 3 mil a 4 mil pesos). Por lo anterior y la
importancia de las propiedades farmacolégicas que exhibe, asi como su uso en la in-
dustria de farmacos y cosméticos (Medical Subject Headings) el objetivo de este traba-
jo pretende encontrar una fuente nacional con un gran potencial para la produccién de

lupeol.



OBJETIVO

General
Encontrar fuentes alternativas de lupeol y analizar su potencial mediante tecnologias
de extraccion y analisis, para la produccion nacional sustentable.

Particulares

e Evaluar cualitativamente el contenido de lupeol en hojas, tallos, frutos y/o latex
de las posibles fuentes potenciales mediante cromatografia en capa fina utili-
zando cromatoplacas de gel de silice asi como cromatoplacas impregnadas con

nitrato de plata con la finalidad de diferenciar la a y 8 amirina del lupeol.

e Evaluar el rendimiento de extraccion empleando dos métodos diferentes de se-
cado; 1) temperatura ambiente-estufa, 2) las microondas, y al utilizar tres méto-

dos diferentes: sonicacion, maceracion y reflujo.
¢ Implementar un método de CLAE para la cuantificacién de lupeol.

e Evaluar cuantitativamente mediante CLAE el contenido de lupeol en frutos tropi-

cales y evaluar que 6rgano es el mas potencial para extraer este compuesto.

e Establecer cudles son las fuentes potenciales para la extraccion de lupeol y bajo

que método.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1. Lipidos, isoprenoides y terpenos.

1.1. Lipidos

Los lipidos son un grupo diverso de biomoléculas. Debido a esta diversidad, el término
de lipidos se acufia a aquellas sustancias de un organismo vivo que son solubles en
disolventes no polares como cloroformo, éter y acetona pero no solubles en agua (lkan
R. et al., 2008). De acuerdo a su composicion y funcion, los lipidos pueden ser clasifi-
cados de diferentes maneras, tal como: acidos grasos, triacilgliceroles, ceras, fosfolipi-

dos, esfingolipidos e isoprenoides.

1.2. Isoprenoides

Los isoprenoides son una amplia gama de biomoléculas, las cuales contienen cadenas
repetidas de cinco carbonos conocidas como unidades de isopreno como se muestra
en la Figura 1.2. Los isoprenoides no se sintetizan a partir del isopreno (metil buta-
dieno), ya que su biosintesis comienza con la formacién del isopentil pirofosfato (Figu-
ra 1.1) formado a partir del acetil CoA (McKee et al., 2012).

Figura 1.1. Estructura del isopentil Figura 1.2. Estructura del isopreno.

pirofosfato.

Los isoprenoides, estan presentes en una amplia variedad de organismos vivos, aun-
que con una notable diversidad en las plantas. Mas de 40, 000 isoprenoides diferentes
se han identificado y nuevos compuestos se reconocen constantemente (Hans et al.,
2011). Estas biomoléculas funcionan como constituyentes de membranas, pigmentos
fotosintéticos, transportadores de electrones, factores de crecimiento y como hormonas
(McKee et al., 2012).



Dentro de los isoprenoides se encuentran los terpenos y esteroides. Los terpenos son
enormes grupos de moléculas que se encuentran en los aceites esenciales de las plan-
tas, mientras que los esteroides se derivan de sistemas de anillos hidrocarbonados de
colesterol.

Los isoprenoides de las plantas (mejor conocidos como terpenoides) son comercializa-
dos como sustancias aromaticas empleadas en alimentos, bebidas, cosméticos, vitami-

nas, insecticidas naturales, etc.

1.3. Terpenos

Los terpenos son metabolitos secundarios muchos de ellos conocidos por realizar fun-
ciones biologicas especificas en plantas y animales. Este grupo de compuestos se en-
cuentra ampliamente distribuido en plantas y otros organismos. La palabra deriva de
“turpentina” (trementina) que es la fraccion volatil obtenida de la oleorresina que exuda
de la superficie de un corte del pino resinero (Santos-Hernandez, 2008). Muchos de
estos aceites esenciales se han utilizado desde la antigiedad como perfumes, medici-

nas, narcoéticos, pigmentos, conservadores, etc.

Un ejemplo de las funciones que cumplen los terpenos se presenta en la muna (Mint-
hostachys mollis) un arbusto del Peru: al ser consumidas las hojas de esta planta por
los insectos, se incrementa considerablemente la emisién de pulegona y mentona en
las hojas. Estos dos terpenos son considerados como insecticidas naturales pues son
toxicos para algunos insectos que parasitan dicha planta, inclusive en la misma hoja el
efecto insecticida de ambos terpenos impide la gestacién de parasitos. En este caso
ambos terpenos funcionan como agentes de defensa de la planta. (Santos-Hernandez,
2008).

Respecto a su biosintesis, los terpenos muestran un similar origen biogenético, en
donde el isopentil pirofosfato y el dimetil pirofosfato se unen para dar lugar al monoter-
peno, en el caso de los triterpenos se forman a partir de dos equivalentes de farnesil
pirofosfato (Kaufman et al.,1999). Esta variedad de combinaciones y oxidaciones dan



lugar a una amplia gama de terpenos los cuales pueden ser clasificados de acuerdo a
las unidades de cinco carbonos que contienen, como se muestra a continuacion:
Hemiterpeno: Cs

Monoterpeno: Cyg

Sesquiterpeno: Cys

Diterpeno: Cyo

Sesterpeno: Cys

Triterpeno: Csg

Tetraterpeno: Cyo

1.4. Triterpenos: Cj

Los triterpenos son compuestos derivados de 30 carbonos, con una amplia distribucion,
se encuentran en el hombre, plantas, hongos, bacterias, algunos corales y en anfibios.
(Guzman-Juarez, 2011). Diferentes triterpenos, aislados de productos naturales, se han
estudiado y se les atribuye diversas propiedades terapéuticas como: antiinflamatorios,
antibidticos, con actividad antituberculosis, antimetastasicos, antiviral, antifungicos, an-

titumorales, antidiabéticos, antiulcerosos y anticareogenicos (Guzman-Juarez, 2011).

Los triterpenos proceden de la ciclacion del 3S-2,3-epodxido-2,3-dihidroescualeno o,
mas raramente del mismo escualeno. Casi siempre hidroxilados en tres (debido a la
apertura del epdxido), presentan una gran unidad estructural: las principales diferencias
se deben a su configuracion y van unidas a la conformacién adoptada por el epoxies-
cualeno (o el escualeno) antes de la ciclacion; el catién que se produce en esta cicla-
cion puede sufrir a continuacién una serie de desplazamientos 1,2 de protones y de
metilos que justifican la existencia de los diferentes esqueletos tetra y pentaciclicos que
caracterizan este grupo (Guzman-Juarez, 2011). El esquema general de la sintesis se
muestra en la Figura1.3.

Los triterpenos se pueden encontrar ya sea en su estado libre o bien acompafados de
azucares (glicosidos). Respecto a la clasificacion se proponen diversos métodos; den-

tro de los principales se encuentra la division por familias la cual toma en cuenta el nu-



mero de anillos que los conforma (aciclicos, tetraciclicos y pentaciclicos) los cuales a su
vez se encuentran subclasificados por grupos (a-amirina, B-amirina, lupeol, etc).

Los triterpenos han sido investigados por diversas técnicas tales como: cromatografia
liquida, cromatografia en capa fina, cromatografia de gases y cromatografia de liquidos
de alta eficiencia (CLAE).

€= =l hs e — Monoterpenos (10)
GPP

] ] _,Monoterpenos (10)
Geranil Geranil 4

Isopentil :
difosfato GGPP \ ' Diterpenos (20)

Pirofosfato

(IPP) E"'Tetraterpenos (40)

E | _, Sesquiterpenos (15)
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Figura 1.3. Esquema general de la sintesis de isoprenoides.

2. Lupeol

Como se menciond anteriormente, la importancia del lupeol radica en las propiedades
farmacolégicas que presenta, por ejemplo funcién antioxidante, induccion de la apopto-
sis celular de células tumorales, antiproliferativa, anti-mutagénica y anti-inflamatoria,
asi como su eficacia en la inhibicion de ensayos in vitro e in vivo del crecimiento del
cancer. Estudios mas recientes muestran inhibicion del dafio quimico del ADN bajo
condiciones in vitro. El tratamiento con lupeol 1mg en ratones por 7 dias previo a la
administracion de benzopireno (agente mutagénico genotoxico en ratones) muestran

una inhibicién significativa de este agente mutagénico (Saleem, 2009).



2.1. Definicion

El lupeol C30H500 es un compuesto solido, en forma de cristales blancos, con punto de
fusion de 215 a 216 °C y [a]D + 26.4 (CHCI3), UV (CHCL3): Amax= 228 nm, IR (KBr):
Max= 3354 (OH), 2940 (C-H) cm™, peso molecular: 426.7174 g/mol. Debido a la gran
cantidad de enlaces C-C y C-H, la naturaleza de estos enlaces es covalente y su mo-
mento dipolar es minimo, lo que lo hace soluble en disolventes no polares (Talamantes-
Gomez, 2011).

Debido a la gran actividad biolégica ha sido ampliamente estudiado, una variedad de
trabajos demuestran que el lupeol posee propiedades farmacoldgicas tales como, anti-
inflamatorio, hepatoprotector, antilipidémico y, principalmente antioxidante. (Hafezz et
a.l, 2011).

Figura 1.4. Estructura molecular del lupeol (Hafeez, 2011).

2.2. Fuentes de lupeol

El lupeol, tal como se muestra en la Figura 1.4, es un triterpeno que se encuentra pre-
sente en diversas especies vegetales. Este triterpeno pentaciclico se ha aislado de un
gran numero de plantas y latex; en exudados de Ficus carica (Camacho-Madelaine,

2012); en vegetales como la col blanca, pepino, tomate, zanahoria, guisantes, soya,



calabaza, té negro; frutos como el higo, fresas, uvas, moras y guayaba; incluso en

abundantes plantas medicinales tales como Tamarindus indica, Celastrus paniculatus,

Zanthoxylum riedelianum, Bombax ceiba, Sebastiania adenophora, Aegle marmelos y

Emblica officinalis (Hifzur, 2011). En varias especies se ha extraido, analizado y repor-

tado la concentracion de lupeol; en aceituna (3ug/g); fruta de mango (1.80 pg/g); hoja

de aloe (280 mg/g de hoja seca) y aceite de ginseng (15.2 mg/100g de aceite) (Hafezz

et al., 2011). En la Tabla 1.1 y Tabla 1.2, se muestran las fuentes en las cuales se ha

reportado lupeol bajo diferentes métodos de extraccién e identificacion.

Tabla 1.1. Fuentes vegetales en las cuales se ha extraido y/o cuantificado lupeol bajo

diferentes métodos de extracciéon y analisis.

Pimienta (Capsicun annuwm L. )

Ultrasonicacidn utilizando comao
disolvente terbutilmetil eter

Cromatografia de gases-
espectimetro de masas

Szakiel A etal., 2012

0.74% de .
! Ultrasonicacian utilizando como Cromatografia de gases- )
Berenjena (3 melongena L. ) lupeal en ) ) ; . Szakiel A etal., 2012
disolvente terbutilmetil eter espectdometro de masas
extracto
Ultrasonicacidn utilizando como Cromatoarafia de qases-
Tomato (L.esculentum L. ) disolvente terbutilmetil . g g Szakiel A etal., 2012
. espectdometro de masas
eterfmetanol (9:1)
Hojas de Amate (Ficus
o 0.0
benjamina)
Hojas de Manche (Byrsonima
. 016
crassifolia )
Latex corona de cristo (Euphorbia Maceracion 24 horas. Utilizando i Cromatografia liguida de alta © )
014 . o Villavicencio-Armenta,
splendens ) comao disolvente cloruro de eficiencia y cromatografia en 2012
Latex de hule o caucho { Ficus 55 metileno capa fina.
elastica ) ’
Mango (Manguifering indica ) 0.04
Guamuchill {Fithecellobiwm
0.04
duice)
Hoja de acoque (Pseudobombax
- 47
ellipticuim K.)
Hoja Palo mulato (Bursera ~
simaruba) 543 Soxhlet 18 horas. Utilizando Cromato_graﬁa d.e: gases Talamantes-Gémez,
Hiorad he (B - como disolvente etanal detector de ionizacion de fama 5091
0Ja de nanc .E (. yrsonima 1271 y cromatografia en capa fina.
crassifolia )
Corteza de tamarindo 583
(Tamarindus indica ) ’
Cicus racemosa 18 Extraccidn asistida por
microondas. Disalvente: metanal Crnmatng;iiaelrf:li.l;da de alta Kumar etal 2013
) Soxhlet 8 horas. Utilizando
Ficus racemosa 115

metanal como disolvente

Alhagi maurorum

Maceracidn 48 horas. Utilizando
como disolvente metanol

Cromatografia de gases-
espectdmetro de masas

Hafeez etal, 2011
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Tabla 1.2. Fuentes vegetales en las cuales se ha identificado lupeol.

Marera (Morus alba)
Aloe (Aloe vera)
Higo (Ficus carica)
Olivo (Olea europe ) Saleem, 2009
Soya (Soya bean)
Chicharo (Pisum sativum)
Zanahaoria (Daucus carofa)
F. involuta Kumar ef al., 2013
F. cotnifolia Oliveira ef al ., 2010

2.3. Biosintesis de Lupeol

La biosintesis de este compuesto es analoga a la formacién de cualquier triterpeno
pentaciclico, la cual comienza con la biosintesis del isopentil pirofosfato Figura 1.1. Es-
ta sintesis en plantas superiores y algunos tipos de algas puede llevarse a cabo me-
diante dos vias diferentes: una localizada en el citosol, y la otra en los plastidos. En el

caso del lupeol la biosintesis del isopentil pirofosfato se realiza en el citosol.

2.3.1. Sintesis del isopentil pirofosfato en el citosol

La sintesis del precursor isopentil pirofosfato comienza con la reaccion de dos molécu-
las de acetil CoA para producir acetoacetil CoA, el cual reacciona con otra molécula de
acetil CoA para generar el B-hidroxi-Bmetilglutarii CoA (HMG CoA). En plantas esta
reaccion es catalizada por la enzima HMG CoA sintasa. La esterificacion del grupo car-
boxilo del HMG CoA es reducido por dos moléculas de NADPH acompanado por la
hidrélisis de un enlace tioéster. Asi el mevalonato es sintetizado a partir de una reac-
cion irreversible para después llevarse a cabo dos fosforilaciones sucesivas; cataliza-
das por dos diferentes cinasas. Posteriormente se genera un doble enlace mediante
una descarboxilacién y el consumo de tres moléculas de ATP (Figura 1.5). La sintesis

del isopentil pirofosfato, el cual es un elemento basico de las cadenas de isoprenoides,
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se lleva a cabo en el citosol al igual que la sintesis de sesquiterpenos y triterpenos
(Hans et al., 2011).

El lupeol se forman a partir de dos equivalentes de farnesil pirofosfato (Kaufman et
al.,1999), para después proceder a la ciclacion, el esquema general de esta sintesis se

muestra en la Figura 1.5.
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SQS= Escualeno sintasa; SQE= Escualeno epoxidasa; OSC= Oxidoescualeno ciclasa;
LUS=Lupeol sintasa. (Gallo- Margareth et al., 2009).

2.4. Propiedades biolégicas del lupeol

Este compuesto exhibe una gran variedad de propiedades biolégicas como: actividad
antitumoral in vitro e in vivo, efectos protectores contra la inflamacion, artritis, diabe-
tes, problemas de corazén, problemas renales y hepaticos.

Ademas ha mostrado actividad supresora sobre células T, inhibicidn de la produccién
de interleucina 2 (IL-2), disminucién de la secrecién del factor de necrosis tumoral e
interferon gamma y reduccion de la fagocitosis, ademas se describe que posee un débil
efecto inmunoestimulador sobre la produccion de peréxido de hidrégeno por los macro-
fagos (Dupuy L et al., 2013). También presenta actividad antiprotozoaria, atifungica y

anticancerigena las cuales se describe en los siguientes parrafos.

2.4.1. Actividad antiprotozoaria.

Una gran variedad de las enfermedades mas severas en el mundo han sido causadas
por protozoarios tal como la malaria y leishmania. En bioensayos realizados in vitro e in
vivo se utilizé lupeol contra ciertas variedades de Leishmania y Trypanosoma, los re-
sultados demostraron que el lupeol produce cambios irreversibles en la pared celular

de los eritrocitos de la célula hospedera (Gallo- Margareth et al., 2009).

El lupeol y algunos compuestos relacionados han sido utilizados en varios estudios,
contra diferentes especies de protozoarios. Ziegler et al. (2004) explican el modelo de

accion del lupeol antimalaria.

2.4.2. Actividad Antiinflamatoria
La inflamacion es una cascada de eventos bioquimicos, la cual involucra el sistema
vascular, y el sistema inmune, se caracteriza por cinco sintomas basicos: rubor, calor,

dolor, hinchamiento y pérdida de alguna funcion (Gallo-Margareth et al., 2009). Esto
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puede ocurrir como una respuesta a agentes dafinos externos como quimicos irritan-
tes, toxinas, patogenos, etc.

Se ha demostrado que diversas plantas medicinales empleadas como tratamiento con-
tra la inflamacion, contienen lupeol como compuesto activo. En funcion de corroborar lo
anterior Bani et al. (2006) realizaron una serie de experimentos mediante los cuales se
redujo la actividad antinflamatoria en vias respiratorias.

De igual manera Gallo-Margareth y colaboradores en el 2009 observaron la reduccion

de la inflamacion de un tejido, mediante la aplicacion tépica de lupeol.

2.4.3. Actividad Anticancerigena:

El cancer es una enfermedad la cual se caracteriza por: el anormal e ilimitado creci-
miento de las células, la insensibilidad de los inhibidores de crecimiento, la eventual
invasion de tejidos y metastasis (Gallo-Margareth et al., 2009).

Estudios recientes muestran que el lupeol inhibe el dafo quimico del ADN bajo condi-

ciones in vitro (Saleem, 2009).

Se ha demostrado que el lupeol no afecta la viabilidad de las células epiteliales, aunque
si muestra accidon contra células cancerigenas de la préstata. Bioensayos in vivo corro-
boran que la aplicacién de 1.8 uM de lupeol actua en contra de las células cancerige-

nas sin afectar la viabilidad de las células epiteliales de la préstata.

El modelo in vivo de raton usando implantes de células corroboré la actividad antican-
cerigena del lupeol al reducir significativamente el tamafo del tumor, después del tra-

tamiento con 1 mg tres veces a la semana (Rajendran et al., 2008).

La aplicacion tépica de lupeol (40 mg / kg / tres veces a la semana) durante 28 sema-
nas ha demostrado reducir significativamente la carga tumoral, el numero de tumores
y aumentar el periodo de latencia del tumor en los modelos de ratén (Palanimuthu,
2012).

Manoharan y colaboradores en el 2012 reportaron que la administracion oral de lupeol

a una dosis de 50 mg/kg previene la formacion de tumores bucales debido a que inhibe
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la carcinogenesis en células orales de hamster debido al 7,12-dimetilbenz(a) anthrace-
ne (DMBA).

2.4.4. Actividad antiartritis

La potente actividad del lupeol como agente antiartritico se ha demostrado en diversos
modelos in vitro e in vivo. La artritis es una enfermedad sistémica, causada por la alte-
racion lisosomal y metabolismo del tejido conectivo (Hifzur et al., 2011). Hifzur et al.,
(2011) reportan que existen una variedad de estudios en los cuales se utilizan modelos
de raton, y demuestran que el tratamiento con lupeol reduce los niveles de enzimas
lisosomales aumentando los niveles de colageno. Mejorando las condiciones de los

animales artriticos.

2.4.5. Actividad antimicrobiana

Gallo-Margaret y colaboradores (2009), reportan estudios en los cuales se demuestra
que el lupeol presenta significativas zonas de inhibicién en cultivos de bacterias Gram
negativas como Pseudomonas aeroginosa y Klebsiella pneumonia a una concentracion
de 30 ug/100 pL.

Ademas de las principales propiedades bioldgicas: antiinflamatoria, antitumoral y qui-
miopreventiva que exhibe el lupeol, también posee otras funciones, por ejemplo ha sido
usado como uno de los principales componentes en la formulacion anti alergénica pa-
tentada por Kovalenki en el 2008, asi como también reduce la actividad de la a-amilasa
e inhibe la actividad de la tirosina fosfatasa 1B enzimas consideradas blanco en el tra-
tamiento contra la diabetes mellitus, ademas de utilizarse como compuesto en cremas
anti edad, lociones, geles y labiales a una concentracion del 0.2-3% debido a la capa-
cidad de mantener la textura de la piel, la integridad y promover la regeneracion de las

células epidérmicas (Gallo-Margaret et al.,2009).
2.4.6. Toxicidad del Lupeol

Se ha reportado, que la administracién oral de lupeol en dosis de 2g/Kg no produce

efectos adversos en ratas y ratones, después de 96 horas de observacién, no se repor-
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té mortalidad. Asi mismo en aplicaciones tépicas de 80mg lupeol/Kg tres veces por se-
mana durante 28 semanas no produjo algun efecto toxico en ratones (Geetha et al,,
1998, Saleem et al., 2004, Patocka, 2003) citado en Saleem, 2009.

2.5. Métodos de extraccion de lupeol.

A continuacién se muestran algunos ejemplos en los cuales se ilustran la obtencion de
lupeol en diferentes fuentes vegetales. Hafeez et al. (2011) realizaron dos maceracio-
nes sucesivas utilizando metanol como disolvente durante 48 horas, el extracto fue
concentrado a presion reducida mediante el empleo de un rotavapor.

Por otro lado, el lupeol ha sido extraido mediante reflujos sucesivos empleando un

equipo soxhlet, y cuantificado usando cromatografia de gases (Kpoviéssi, 2008).

Villavicencio-Armenta en el 2012 trabajoé en la extraccion de lupeol en flor de muerto,
corona de cristo, nanche, cubata y guamuchil, utilizando 1 g de muestra en un matraz
de Erlenmeyer con 50mL de diclorometano lo macero durante 24 horas a temperatura

ambiente y concentrd a presion reducida con el empleo de un rotavapor.

Talamantes-Gémez (2011) empled tres tratamientos para la extraccion de lupeol de las
hojas de nanche: maceracion en frio durante 24 horas, sonicacion durante 20 minutos y

soxlhet por 18 horas, utilizando hexano, acetona y etanol como disolventes.

Para la extraccion de lupeol se han propuesto una gran variedad de condiciones y sol-
ventes empleados en las técnicas de extraccion convencionales, por ejemplo Kumar y
colaboradores (2013) extrajeron lupeol en hojas de Ficus racemosa. Colocaron 1g de
hojas secas con 100mL de metanol en un equipo soxhlet durante 8 horas. También
utilizaron la maceracion como método de extraccidon colocando 1g de planta seca con

100 mL de metanol durante 24horas.

Hernandez-Vazquez et al. (2010) extrajeron amirinas y epi-lupeol utilizando soxlhet du-
rante 12 horas con n-hexano, el extracto se filtré y evaporo a presion reducida a 40°C,

para después ser analizadas mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).
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Ruiz-Montafiez et al. (2014 ) extrajeron lupeol mediante extraccion asistida por micro-
ondas la muestra fue liofilizada y se colocaron 10g en un frasco con hexano expuestos
a la radiacién en una camara de microondas (SHARP R-320BG), operando a 600 W.
La extraccion se llevo a cabo mediante ciclos de radiacion de 1.5 minutos y 10 min de

enfriamiento para mantener una temperatura de 25°C.

Kumar et al., (2013) extrajeron 18 ug de lupeol /g en hojas secas de Ficus racemosa
utilizando como método extraccion asistida por microondas. Colocaron 1 g de la mues-
tra seca en un frasco de 250 mL emplearon metanol como disolvente a diferentes con-
centraciones (20-50 ml) usando diferentes rangos de microondas (20-50% de 700W) de

1 a 3 minutos.

Las técnicas de extracciéon como: el ultrasonido, las microondas, fluidos supercriticos y
la extraccion acelerada con disolventes se han utilizado recientemente para la extrac-
cion de nutraceuticos a partir de plantas, con la finalidad de acortar el tiempo de extrac-
cion, disminuir el consumo de disolvente, aumentar el rendimiento y mejorar la calidad

de los extractos (Talamantes-Gomez, 2011).

A continuacién se hablara mas a detalle de los métodos de extraccién generales de

fitocompuestos.

2.6. Métodos convencionales de extraccion.

Los métodos convencionales de extraccidn incluye la separacion de compuestos acti-
vos de tejidos animales o de plantas, compuestos bioactivos como lipidos, fitoquimicos,
sabores, olores y pigmentos usando solventes selectivos y procesos estandarizados.
En los siguientes parrafos se habla del fundamento de los principales métodos conven-

cionales de extraccion.
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2.6.1. Maceracion (Frio)

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido, donde la materia prima po-
see una serie de compuestos solubles en el solvente. La naturaleza de los compuestos
extraidos depende de la materia prima empleada, asi como del liquido de extraccién. El
método consiste en sumergir el producto con una cantidad suficiente de solvente du-
rante un lapso de tiempo largo (Pasto, 1992). Las ventajas y desventajas de este mé-

todo se muestran en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3. Ventajas y desventajas de la maceracion como meétodo de extraccion.

Ventajas Desventajas

-Requiere equipos muy simples -Se requieren periodos de tiempo exten-
-Se requieren minimas cantidades de sos para lograr una extraccion adecuada
energia

-Econdmico

-Se extrae practicamente la totalidad del

producto sin sufrir alguna alteracién

Esta técnica de extraccion presenta una variedad de usos: Cejudo-Bastante y colabo-
radores en el 2013 utilizaron esta técnica para estudiar compuestos volatiles de los fru-
tos como la naranja, limén, lima, toronja y fresa. Asimismo, debido a que este método
es ampliamente empleado para la extraccidén de compuestos vegetales no volatiles uti-
lizados en los productos farmacéuticos Siqueira y colaboradores en el 2011 lo emplea-

ron como método para la obtencién de compuestos fendlicos de S. paludosum.
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2.6.2. Reflujo o maceracion en caliente

Método directo en el cual se coloca el sdlido, junto con
el disolvente en un matraz y se coloca un refrigerante en
posicion vertical para que se condense el disolvente que
esta hirviendo y no se pierda, tal como se muestra en la
Figura 1.6, hasta que el producto deseado se encuentre

disuelto en dicho disolvente (Pasto, 1992). Las ventajas

y desventajas de este método se muestran en la Tabla 1.4.

Figura 1.6. Equipo

utilizado para la extraccion por reflujo.

Tabla 1.4. Ventajas y desventajas del reflujo como método de extraccion.

Ventajas

Desventajas

- Al utilizarse temperaturas elevadas,
se favorece la extraccion del anali-
to.

- Gran capacidad de recuperacion

- Instrumentacién simple

-Es un proceso lento
-No aplicable a analitos termolabiles, que

se descompongan o reaccionen con calor

El uso de esta técnica es bastante amplio, se ha utilizado para la extraccion de com-

puestos fendlicos en vegetales, Aguirre (2013) utilizd esta técnica para la extraccion de

compuestos fendlicos del nopal. Adicional a esto, se ha utilizado para la extraccion de

aditivos antioxidantes de polimeros; Arias y colaboradores en el 2009 extrajeron aditi-

vos como el Irganox 1076 e Irgafos 168 a partir de polietileno de alta y baja densidad

empleando reflujo.
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2.7. Métodos emergentes de extraccion.

Una gran variedad de métodos se han evaluado para la extraccion y comercializacion
de compuestos activos de las plantas. Por lo que existe una demanda creciente por
encontrar nuevas técnicas mediante las cuales se reduzca el tiempo de extraccion, el
consumo de disolvente, asi como reducir la contaminacion. Estas nuevas técnicas in-
cluyen: la ultrasonicacion, la extraccidn por microondas y la extraccion acelerada por
disolvente. Como principales ventajas de estas técnicas es la posibilidad de trabajar a
elevadas temperaturas y/o presiones, disminuyendo el tiempo de extraccion y el costo

por la disminucién del consumo de solvente.

2.7.1. Sonicacion

Este procedimiento incluye el uso de ondas ultrasonicas, las cuales tienen una frecuen-
cia mayor a 20 kHz, presentan buenos efectos en el rendimiento y la cinética de la ex-
traccion. A diferencia de las ondas electromagnéticas, las ondas sonoras, viajan a tra-
vés de la matriz produciendo ciclos de compresion y expansion en el medio. La expan-
sion puede crear burbujas en el medio liquido y originar una presion negativa. Las bur-
bujas formadas crecen y finalmente colapsan. Bajo la accion del ultrasonido, las parti-
culas sélidas y liquidas vibran y se aceleran debido a la rapida difusién del sélido al
solvente (Shah M., 2013). Las ventajas y desventajas de este método se muestran en
la Tabla 1.5.

21



Tabla 1.5. Ventajas y desventajas de la sonicacion como método de extraccion.

Ventajas

Desventajas

Es una técnica econdémica
simple y eficiente, alternati-
va a la extraccién conven-
cional

Rapida

Se puede operar a tempe-

raturas bajas, para los

Los compuestos activos
pueden sufrir un deterioro,
generandose radicales li-
bres los cuales pueden
causar cambios indesea-
bles en el compuesto de in-

terés

compuestos termolabiles

- Comparado con las nuevas
técnicas como la extraccion
por microondas asistido es
mas economico Yy facil de
operar

- Se puede utilizar cualquier
solvente y una amplia va-

riedad de compuestos

El uso de esta técnica es bastante amplio; se ha utilizado como método para extraer
saponinas del ginseng observando que el rendimiento de extraccion aumenta desde 15
a 30%, se ha extraido limoneno aumentando la velocidad de extraccion de 1.3 a 2 ve-
ces comparando con los métodos tradicionales asi como extraido una variedad de
compuestos bioactivos a partir de Salvia officinalis y Hibiscus tiliaceus, antioxidantes de
Rosmarinus officinalis y algunos esteroides y terpenoides de Chresta spp (Shah M.,
2013).

2.7.2. Extraccion asistida por microondas
El campo de ondas electromagnéticas se encuentra dentro del rango de 300 MHz a

300 GHz con longitudes de onda de 1 cm a 1m. En este método de extraccion las mi-
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croondas calientan toda la muestra al mismo tiempo. En el caso de extraccion, la venta-
ja del calentamiento por microondas es que los puentes de hidrogeno promueven la
rotacién del dipolo. El efecto de las microondas es completamente dependiente de la
naturaleza del solvente y la matriz solida. Los disolventes usados generalmente tienen
un amplio rango de polaridades desde heptano hasta agua. Algunas veces la matriz
perse interacciona con las microondas, asi una baja constante dieléctrica del disolvente
seria una ventaja para materiales termosensibles (Shah M., 2013).

La extraccidn asistida por microondas (MAE, por sus siglas en inglés) ofrece una rapida
deliberacion de energia lo que provoca el calentamiento eficiente y homogéneo del sol-
vente y la matriz.

Los componentes de la muestra absorben la energia de acuerdo a la constante dieléc-
trica del medio. El calor provoca la evaporacion de humedad y crea una alta presion de
vapor lo cual rompe la pared celular del sustrato y libera el contenido en el solvente. La
extraccion puede ser modulada empleando una mezcla de solventes (Shah M., 2013).

La principales ventajas y desventajas se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1.6. Ventajas y desventajas de MAE como método de extraccion.

Ventajas Desventajas

- Calentamiento eficiente y
homogéneo del solvente y | - La eficiencia de la extraccion
la matriz. puede ser pobre cuando el com-

- Se reduce el consumo de puesto a extraer o los solventes
solvente. son no polares o volatiles.

- Es bastante reproducible

- Comparado con otras téc-
nicas como la extraccion
por fluido supercritico es
mas simple y de un menor

costo.
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La extraccion asistida por microondas puede utilizarse para la extraccion de nutraceu-
ticos en plantas debido a que es mas rapido comparado con los métodos convenciona-
les de extraccion. Entre las aplicaciones se tiene la extraccion de puerarina de Radix
puerariae, ademas de reducir drasticamente el tiempo de extraccién de saponinas del
ginsen de 12 horas (mediante un método convencional) a segundos. Asi mismo una
gran cantidad de compuestos activos han sido obtenidos mediante esta técnica, entre
los cuales se encuentran: taxanos de Taxus brevifolia, limonoides de Azadirachta indica

y acido glicirricico de raices de Glycyrrhizia glabra (Shah M., 2013).

2.8. Métodos de analisis de lupeol

La identificacion y cuantificacion de lupeol se ha realizado mediante diversos métodos
dentro de ellos se encuentra el empleo de cromatoplacas de gel de silice eluidas con
una variedad de sistemas de solventes tal como tolueno/metanol (9:1), n hexano
/acetato de etilo (5:1), tolueno/acetato de etilo/ metanol (7.5:1.5:0.7) o tolueno/ cloro-
formo/acetato de etilo/acido acético glacial (10:2:1:0.03), el lupeol es detectado y cuan-
tificado por densitometria después de reaccionar con una solucién acida de anisaldehi-
do (Gallo-Margaret et al.,2009).

Debido a la gran similitud en la estructura entre la a y f-amirina y lupeol (Figura 1.4y
1.7) al correr una cromatoplaca en capa fina los tres compuestos son eluidos a la mis-
ma distancia, por lo que utilizando este método de identificacion de lupeol, se podria
confundir con la presencia de la a y/o B-amirina. Por esta razén, existen trabajos en los
cuales se utilizan cromatoplacas de gel de silice impregnadas con nitrato de plata y
posteriormente eluidas con hexano/diclorometano/ acetato de etilo (8:1:1) observando-
se la separacion del lupeol, el cual presenta un menor R¢(distancia que recorre el com-

puesto de interés en la cromatoplaca) con respecto a las amirinas.

Talamantes-Gémez (2011) menciona que la cromatografia en capa fina (TLC) es una
herramienta poderosa, especialmente para la deteccion de triterpeniodes de extractos
de plantas, el analisis es rapido y sencillo ya que no se necesita pre-tratamiento de la
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muestra y un gran numero de muestras pueden ser analizadas de forma simultanea, la
TLC de gel de silice se ha utilizado para analisis cualitativos, asi como para cuantitati-
vos en la determinacion de a-amirina y lupeol. Este autor utiliz6 cromatografia en capa
fina impregnada con nitrato de plata al 10% como una técnica para diferenciar la a y -
amirina del lupeol. Observé que el Rf del lupeol fue menor comparado con el de las
amirinas permitiendo diferenciarlas. Esta cromatoplaca fue impregnada con una solu-
cion de nitrato de plata al 10% y secada en estufa durante 2h a 30°C, la muestra fue
aplicada y posteriormente se eluyé con hexano:acetato de etilo (9:1) y revelé con una

solucion de anisaldehido.

Para la identificacion cualitativa de a, B-amirina y 3-epilupeol Hernandez-Vazquez et al.
(2010) disolvieron el extracto crudo de lupeol en cloruro de metileno para aplicar la
muestra sobre una cromatoplaca de gel de silice (Merck Darmstadt, Germany), la cro-
matoplaca fue eludida empleando una solucién de hexano-diclorometano-metanol
(10:10:1). Los tripterpenos se detectaron revelando la cromatoplaca con una solucion
de anisaldehido-acido sulfurico y calentando la cromatoplaca a una temperatura de 80-
100°C por 5 minutos. La identificacion se realiz6 comparando el color y Rf de la banda
contra el estandar. Para el analisis de 3-epilupeol la cromatoplaca se eluyé previamen-
te con una solucién de nitrato de plata al 10% y fue secada en estufa a 100°C durante 1

hora.

Una de las técnicas recientemente usadas para la deteccion y cuantificacion de lupeol,
es la cromatografia liquida de alta eficacia de fase reversa (FR-CLAE), en la cual Gallo-
Margaret y colaboradores (2009) mencionan que se ha empleado agua y acetonitrilo
con un contenido de acido fosforico como fase mévil y un detector de UV a 210 nm con
la finalidad de determinar lupeol y otros catorce triterpenos pentaciclicos en resinas

comerciales

Hernandez-Vazquez et al. (2010) identificaron a-amirina, p-amirina y 3-epilupeol me-
diante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia, utilizando la columna Hypersil._m ODS
(250*4.6mm) mediante un sistema isocratico utilizando metanol como fase maovil duran-

te 25 min. El flujo utilizado fue de 0.9ml/min y el volumen de inyeccion de 20 pL a tem-
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peratura ambiente. Los compuestos se identificaron y compararon mediante la compa-
racion del tiempo de retencion y la concentracidn del estandar respectivo en la curva de

patron.

Ruiz-Montafiez y colaboradores en el 2014 identificaron lupeol usando un sistema de
CLAE equipado con doble bomba y un detector de UV. La separacion se realizé en
una columna C-18 Thermo Scientific (250*4,6mm). Utilizando una velocidad de flujo
de 1 ml/min. La fase mavil utilizada para lupeol fue metanol a una velocidad de 90 ml /

min durante 15 min, con deteccién a 210 nm.

Villavicencio-Armenta en el 2012 analizé y cuantificdé lupeol en extractos de flor de
muerto, corona de cristo, nanche, cubata y guamuchil mediante CLAE, las muestras se
analizaron a una longitud de onda de 210nm interpolando los resultados de las mues-
tras con la curva de calibracién de los estandares a-amirina, B-amirina y lupeol. La co-
lumna empleada fue ODS Hypersil Dim (250*4.6mm) con un flujo metanol 0.9mL/min,

Isocratico.

Kumar et al. (2013) realizaron un disefio de experimentos para probar diferentes condi-
ciones de extraccidn empleando como técnica la extraccion asistida por microondas en
hojas de Ficus racemosa , disolvieron el extracto en metanol y lo filtraron por una

membrana de 0.45 mm para cuantificarlo mediante CLAE.

Hafeez et al. (2011) cuantificd lupeol en el extracto de Alhagi maurorum mediante el
método LC-MS (Cromatografia Liquida- Espectometria de Masas). La fase moévil estuvo
compuesta por metanol (A) y acido formico (B) con un flujo isocratico de 1mL/min du-
rante 6 minutos. El tiempo de retencién de lupeol fue de 4 minutos. La curva de calibra-
cion fue de 0.3-5 mg/L. El compuesto se identificd y cuantifico mediante la compara-
cion del tiempo de retencion contra el estandar y la curva de calibracion.

La cromatografia de gases es una técnica que Talamantes-Gémez (2011) utilizd para la
cuantificacion de lupeol en distintos vegetales. Utiliz6 un cromatégrafo de gases (Soft-

ware Chemstations) y un detector de ionizacién de flama con el siguiente gradiente de
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temperatura: inicial de 200°C/1min se incrementd hasta 260° C permaneciendo por 5

minutos, se volvié a incrementar a 300°C/17min; tiempo total de corrida de 35 minutos.

En los siguientes parrafos se habla de manera mas detallada los métodos de analisis

generales utilizados para la deteccién de fitoquimicos.

2.8.1. Cromatografia en capa fina

La cromatografia es una técnica sencilla, rapida y de bajo costo, en la cual se identifi-
can, separan y/o cuantifican por densitometria dos o0 mas compuestos organicos pre-
sentes en una mezcla. La metodologia consiste en emplear una placa de vidrio 0 una
lamina metalica, que se cubre con una pelicula de unos 250 ym de espesor de un ad-
sorbente (gel de silice u 6xido de aluminio, entre otros). Esta separacion se lleva a ca-
bo en un recipiente, que contiene un agente eluyente hasta una altura de 0.5 cm; las
sustancias que se separan se detectan posteriormente de forma apropiada. Por varia-
cion y preparacion adecuada de la capa de adsorcidn se consigue el analisis de mez-
clas de sustancias tanto hidréfilicas como lipofilas. La mayor ventaja de este método,
junto con su gran capacidad de separacion, es la rapidez del proceso, que en general,

requiere solamente de 10-30 minutos (Beyer, 1987).

Esta técnica resulta adecuada tanto para la separacion de vitaminas, terpenos, esteroi-
des y pigmentos como para la de aminoacidos, azucares, nucleétidos, acidos nuclei-
cos, alcaloides, medicamentos e incluso para la de aniones y cationes inorganicos (Be-
yer, 1987).
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HO/YE““/

RI=H, RZ=Me: a-amirina
R1=Me, R?= H; B- amirina
(Haldar et al., 2014).

Figura 1.7. Estructura quimica de los triterpenos pentaciclicos: a y B-amirina.
2.8.2. HPLC o CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia)

En la cromatografia liquida de alta eficiencia, un liquido (fase mavil) circula en intimo
contacto con un solido u otro liquido inmiscible (fase estacionaria) tal como se muestra
en la Figura 1.8 al introducir una mezcla de sustancias (analitos) en la corriente de fase
movil, cada analito avanzara a lo largo del sistema con una velocidad diferente que de-
pendera de su afinidad por cada una de las fases. Esto supone que después de termi-
nado el recorrido de la muestra por la columna, cada una de las sustancias introducidas

en el sistema eluira con un tiempo diferente, es decir estaran separadas (MNCN, 2014).

Fase movil

|~ Columna

Detector |17

Registrador
L

termostatizacion

Hornode _— I/

N
r i

Integrador (MNCN, 2014)

Figura 1.8. Esquema de un cromatografo de liquidos de alta eficiencia
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2.8.3. Cromatografia de Gases

La cromatografia es un método fisico de separacion en el cual la fase movil es un gas,
los gases comunmente usados en esta técnica son el helio, hidrégeno y nitrogeno. La
eleccion del gas acarreador depende principalmente de las caracteristicas del detector.
Las muestras pueden ser gases o liquidos volatiles las cuales se introducen a través
de un septum de plastico por medio de una jeringa, fase movil en esta método de sepa-
racion es continua hasta que los solutos recorren toda la columna y salen uno tras otro
para entrar al detector. El tiempo de retencion de un analito sobre su columna depende
de su relacion de particidon el cual a su vez esta relacionado con la naturaleza quimica

de la fase estacionaria.

Este método resulta especialmente adecuado en la técnica de control continuo de de-
terminados procesos; en el analisis cuantitativo de C, H y N ha desplazado a todos los

demas métodos (Beyer, 1987).

2.9. Nutracelticos

Debido a la gran cantidad de funciones bioldgicas que exhibe el lupeol tal como anti-
oxidante, induccién de la apoptosis celular de células tumorales, antiproliferativa, anti-
mutagénicas y anti-inflamatorias, al ser un compuesto bioactivo que se encuentra en
una gran variedad de alimentos y ser utilizado como compuesto en farmacos es consi-

derado un nutraceutico.

En los ultimos 20 afos el numero de compuestos nutraceuticos disponibles como me-
dicamentos para la venta en farmacias, supermercados y tiendas de comida saludable
ha tenido un enorme crecimiento. El aumento de consumo de estos compuestos, se
debe a que es una alternativa al tratamiento de enfermedades cuando los medicamen-
tos no muestran efectividad, o bien como una alternativa a los efectos secundarios de

estos farmacos (Lockwood, 2007).

Nutraceutico, es un término utilizado para describir componentes medicinales, o nutri-

mentales, incluyendo alimentos plantas o materiales naturales, que pueden ser concen-
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trados o purificados, y son usados para el mantenimiento y mejoramiento de la salud,
asi como para tratar o prevenir enfermedades (Lockwood, 2007). Cabe mencionar que
existe una controversia en la definicion y esto dependera del autor.

A continuacion se muestran diferentes definiciones con matices diferentes:

1. La doctora Maureen Mackey de la Monsanto Company, define como alimentos
nutraceuticos o funcionales a “los alimentos que proveen beneficio para la salud
mas alla de la nutricidon basica” (Boucher, 2000).

2. Nutraceutico es un alimento o parte de un alimento que proporciona beneficios
meédicos o para la salud, incluyendo la prevencién y/o el tratamiento de enferme-
dades (Sociedad espafiola de la nutraceutica médica)

3. Suplemento dietético que contiene formas concentradas o agentes bioactivos de
los alimentos, presentes en una matriz no alimenticia, y es usado para potenciar
la salud, en dosis mucho mayores a las que podrian encontrarse de manera na-

tural en los alimentos (Lockwood, 2007).

Un estudio de mercado llevado a cabo por Mintel sobre vitaminas, minerales y su-
plementos (incluyendo algunos nutraceuticos) en el Reino unido, reporté que el 25
% de todos los adultos estaban convencidos de los efectos benéficos de estos
compuestos, ademas el 86% de personas mayores de 55 anos, asi como el 65% de
joévenes entre 20 y 24 afios de edad dijeron que consumian suplementos por lo me-
nos una vez al dia. De acuerdo con estas encuestas el consumo de estos productos

continua incrementandose (Lockwood, 2007).

Los consumidores ingieren suplementos nutraceuticos por muchas razones: debido
a que requieren suplementacion pues tiene una dieta pobre, para mejorar la salud
(en general), prevenir o retrasar enfermedades que se presentan en la vejez, des-
pués de una enfermedad, estrés y/o mejorar el rendimiento deportivo (Lockwood,
2007).
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

3.1. Equipos:

Microbalanza AG245 Max. 41g- 410/d= 0.01 mg-0.1 mg Mettler Toledo.
Campana de extraccion.

Rotavapor R-205 Buchi, Buchi Helating Bath B490

HPLC Water con doble bomba, Automuestreador Waters 2847 y Detector UV
con doble longitud de onda waters 2487, controlador con una computadora Dell
cuyo software es Breeze 3.0

Sonicador Branson 1510R-MTH Bransonic ® Ultrasonic cleaner 70W 42KHz +
6%

Equipo de Reflujo

Agitador Orbital Lab-line Modelo 4629

Balanza OHAUS CT-600-S capacidad 600x0.1g; opera de 0 a 40°C y a una hu-
medad relativa de 10- 65%

Horno de microondas

3.2. Reactivos:

Placas Gel de Silice

Acetona Q.P. (CH3),CO, Ensayo 99%, humedad 0.5%, PM: 58.08

Acetato de etilo

Hexano Q.P (CgH14), Ensayo 98%, Rango de destilacién: 30-60°C, PM: 86.18+

Cloruro de metileno

3.3 Estandares Empleados:

a- Amirina (Preparados en el laboratorio 321)
Lupeol L5632-25MG 295%, STORE AT 2-8°c, SIGMA-ALDRICH CAS: 545-47-1
C30H500 PM:426.7

31



3.4. Preparacion de revelador para Triterpenos

Reactivo de Anisaldehido: solucion de 100 mL (84.8% MetOH+ 9.9% acido acético gla-
cial+ 4.9% H,SO4 + 0.48 % de anisaldehido en bafo de hielo).

Cromatoplaca impregnada con nitrato de plata: La cromatoplaca de gel de silice fue
eludida con una solucion al 10 % de nitrato de plata utilizando agua desionizada, des-
pués se metio a la estufa a secar por 30 minutos a 30° C.

Disolvente: como disolvente para la extraccion se utilizé cloruro de metileno, el cual es
un disolvente organico, con una alta capacidad de solvatacion hacia el lupeol y bajo
punto de ebullicion (39° C) para su eliminacion.

En la siguiente pagina, se presenta el diagrama general del trabajo experimental el
cual se dividio en tres etapas. En la primera se realizé una busqueda bibliografica para
conocer en cuales especies vegetales se ha descrito el contenido de lupeol. Adicional
a esto, se procedio a la identificacion cualitativa mediante ensayos de cromatografia en
capa fina utilizando cromatoplacas normales e impregnadas con nitrato de plata con la
finalidad de corroborar la existencia de lupeol.

Con los resultados obtenidos en la primera etapa, se seleccionaron las hojas de tres
especies vegetales: hule, mango e higuera de hojas chicas, las cuales fueron emplea-
das en la segunda etapa del proyecto que consistiéo en evaluar la eficiencia de la ex-
traccion de lupeol empleando tres tratamientos diferentes, (sonicacion, maceracién y
reflujo). Las muestras empleadas en esta etapa se secaron mediante dos métodos dife-
rentes; secado a temperatura ambiente-estufa y por microondas, la cuantificacion se
realizé mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE).

En la tercera etapa del estudio se evalué la concentracion de lupeol extraido por mace-
racion, sonicacion y reflujo en frutos tropicales y latex. El lupeol se cuantificd en las
especies vegetales hule (hojas y latex), nanche (hojas), mango (hojas y cascara), coro-
na de cristo (latex), uva de mar (hoja y tallo), flor de mayo (latex), jaca (cascara y latex),

y en higuera de hojas chicas (hojas).
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3.5 Diagrama general del trabajo experimental

|. Primera Etapa. Selecion de fuentes con lupeol

Cromatografia en capa fina de
gel de silice (TLC).

Cromatografia en capa fina
impregnada de AgNO3

Higuera de hojas chicas (Ficus oblicua)
Corona de cristo (Euphorbia mili)

Flor de mayo (Plumeria rubra)

Mango (Manguifera indica)

Uva de mar (Coccoloba acrostichoides)
Nanche (Brysomina crassifoli)

Hule (Ficus elastica)

Jaca (Artocarpus heterophyllus)

Il. Segunda etapa. Evaluaciones de tres métodos de extraccion.

Busqueda bibliografica

Analisis cualitativo

Seleccion de plantas

\/

Corona de cristo (Euphorbia mili)
Noche buena (Euphorbia pulcherrima)
Laurel de la india (Ficus benjamina)
Hule (Ficus elastica)

Higuera de hojas chicas (Ficus oblicua)
Flor de mayo (Plumeria rubra)

Higo (Ficus carica)

Pingliica (Arctostaphylos pungens)
Guamuchil (Pithecellobium dulce)
Mora (Morus nigra)

Guayaba (Psidium guajava)

Cruceta (Randia capitata)

Mango (Manguifera indica)
Guarumbo (Cecropia obtusifolia)
Uva de mar (Coccoloba acrostichoi-
des)

Jaca (Artocarpus heterophyllus)
Sabila (Aloe vera)

Huizache (Acacia farnesiana)
Nanche (Brysomina crassifolia)
Zapote negro((Diospyros digyna)

e Secado a temperatura
ambiente y en estufa (5
dy 60°C 24 hrs) o por mi-
croondas

¢ Molienda

e Tamizado malla 10

e Pesado 5 g de muestra

e  Hule (Ficus elasticus)

. Mango (Manguifera in-
dica)

. Higuera de hojas chi-
cas(Ficus oblicua)

Preparacion de la muestras

Extraccion y cuantificacion

Tratamientos:
Maceracion frio
(Tamb /24 hrs)
Reflujo (6 hrs)
Sonicaciéon (20 min)
CLAE

P,

lll. Tercera etapa. Andlisis cuantitativo de lupeol.

—> | CLAE

Corona de cristo (Euphorbia mili)

Flor de mayo (Plumeria rubra)
Mango (Manguifera indica)

Uva de mar (Coccoloba acrostichoi-
des)

Nanche (Brysomina crassifolia)
Jaca (Artocarpus heterophyilus)

Obtencion de fuentes potenciales de
lupeol
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3.6. Primera Etapa del estudio (analisis cualitativo)

El criterio de busqueda y seleccion de la especie vegetal (dado que el lupeol se en-
cuentra ampliamente distribuido en el reino vegetal) se realizé en base a su abundan-
cia, costo y ubicacion geografica; el area delimitada establecida fue dentro de los esta-
dos de Veracruz, Chiapas, Tabasco, Nayarit y Distrito Federal. Ademas de lo anterior
también se tomo6 en cuenta su grupo taxondmico; para este estudio en particular la
busqueda se acoté a las especies vegetales de Ficus (dado que existe literatura en
donde se reporta lupeol en varias especies de Ficus) ademas de especies que produ-
cen algun tipo de latex; como es el caso de la flor de mayo, incluyendo algunos tipos de
frutos y/o arboles tropicales: como la jaca, uva de mar, nanche, zapote, guarumbo,
huizache, mango e higo. La presencia de lupeol se evalu6 en diferentes érganos de la
planta (hojas, tallo fruto y/o latex) debido a que en trabajos relacionados se ha reporta-

do que el lupeol se puede concentrar mas en ciertos érganos.

3.6.1. Revision de las posibles fuentes de lupeol

Se realizd una revision bibliografica actualizada de diferentes especies vegetales en las
cuales se ha reportado la presencia de lupeol y después de una seleccion basada en la
disponibilidad del material vegetal se decidié trabajar con las siguientes: corona de cris-
to (Euphorbia mili), noche buena (Euphorbia pulcherrima), laurel de la india (Ficus ben-
Jamina), hule (Ficus elastica), higuera de hojas chicas (Ficus oblicua), flor de mayo
(Plumeria rubra), higo (Ficus carica), pinguica (Arctostaphylos pungens), guamuchil
(Pithecellobium dulce), mora (Morus nigra), guayaba (Psidium guajava), cruceta (Ran-
dia capitata), mango (Manguifera indica), guarumbo (Cecropia obtusifolia) uva de mar
(Coccoloba acrostichoides), jaca (Artocarpus heterophyllus), sabila (Aloe vera), huiza-
che (Acacia farnesiana), nanche (Brysomina crassifolia) y zapote negro (Diospyros

digyna).
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3.6.2. Recoleccién de las muestras

Las muestras de hojas, tallos, latex y cascara de diferentes especies vegetales fueron

colectadas de sus diferentes fuentes naturales en los meses de enero y marzo del

2013, en el estado de Veracruz, Nayarit, Tabasco, Chiapas y Distrito Federal (Tabla

3.1).

Los extractos de pinguica (fruto), guamuchil (hoja y fruto), guarumbo (hojas), sabila

(hojas), huizache (hojas) y guayaba (hojas) fueron tomados del laboratorio 321 del con-

junto E de la Facultad de Quimica para llevar a cabo la cromatoplaca de gel de silice.

El Iatex de hule fue recolectado en la ciudad de México (marzo 2013). La resina de la

flor de mayo se colecté del arbol de flor de mayo en el mes de marzo en el estado de

Chiapas.

Tabla 3.1. Recoleccién de las diferentes fuentes utilizadas.

Muestra
Hule (Ficus elastica )(hoja y latex)
Flor de mayo (Plumeria rubra) (resina y tallo)
Mango (Manguifera indica)(hojas)
Uva de mar (Coccoloba acrostichoides) (hojas)
Higuera de hojas chicas (Ficus oblicua)(hojas)
Nanche (Brysomina crassifolia)(hojas y flor)
Corona de cristo (Euphorbia mili) (tallo y latex)

Noche buena (Euphorbia pulcherrima)
(hoja y latex)

Mango (Manguifera indica) variedad Tomy (pericarpio)
Cruceta (Randia capitata) (hojas)

Laurel de la india (Ficus benjamina)(hojas)

Mora (Morus nigra) (hojas)

Jaca (Artocarpus heterophyllus)(pericarpio y mesocarpio)

Higo (Ficus carica) (hojas)

Lugar/ Fecha
México D,F, Enero 2013
Chiapas , Marzo 2013
México D.F, Enero 2013
Tabasco, Marzo 2013
México D.F, Enero 2013
Veracruz, Marzo 2013
México D.F, Enero 2013
México D.F, Enero 2013

Chiapas , Marzo 2013
México D.F, Enero 2013
México D.F, Enero 2013
México D.F, Enero 2013
Nayarit , Marzo 2013
México D.F, Enero 2013
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3.6.3. Identificacion de lupeol mediante cromatoplaca gel de Silice.

La identificacidn de lupeol se realiz6 empleando 1 g de cada una de las partes de las
plantas (corteza, hoja, fruto y raiz), las muestras fueron secadas a temperatura ambien-
te, durante 5 dias, adicional a esto se secaron en estufa a 60 °C durante 24 horas. Las
muestras se molieron en una licuadora, y se colocaron en matraces conteniendo 10 mL
de diclorometano, se sonicaron por 20 minutos, se filtraron y se tomaron placas de sili-
ca gel, para la identificacion de triterpenos, empleando como referencia (a-amirina y
lupeol), las placas fueron eluidas con una solucion de hexano:diclorometano:acetato de

etilo (8:1:1) y se revelaron con una la solucién de anisaldehido.

3.6.4. Seleccidn de las especies vegetales

La seleccidon de las especies vegetales para la segunda etapa del estudio fueron aque-
llas que cualitativamente presentaron mayor abundancia de lupeol.

Debido a que tanto el lupeol como la a y B amirina presentan el mismo factor de reten-
cion (Rf) se utilizaron placas de silica gel impregnadas con una solucion de nitrato de
plata al 10%, para lograr que el factor de retencion de lupeol fuese diferente respecto a
los otros dos triterpenos. Estas placas fueron eluidas con la misma solucion de he-

xano:diclorometano:acetato de etilo (8:1:1). (Figura 4.1)

3.7. Segunda etapa del estudio (analisis cuantitativo)

En esta etapa se evalud la eficiencia de la extraccion de lupeol empleando tres méto-

dos diferentes: maceracion, sonicacion y reflujo.

3.7.1. Preparacion de la muestra
La muestra fue secada por dos métodos:
e Secado medio ambiente-estufa: secadas a temperatura ambiente, durante 5
dias, después se separaron los tallos de las hojas y cortezas, posteriormente, se

secaron en estufa a 60 °C durante 24 horas.
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e Secado en microondas: las muestras fueron secadas en un horno de microon-

das bajo las condiciones que se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Tiempos de secado de diferentes muestras mediante horno de microondas

en hule, higuera de hojas chicas y mango.

Muestra Tiempo (min)

Hule 5

Higuera de 2

hojas chicas

Mango 2

Después del secado, las muestras se molieron con la ayuda de una licuadora hasta
obtener un tamano de particula de malla numero 10. Las muestras fueron almacenadas
a temperatura ambiente en bolsas selladas de polipropileno de alta densidad.

El latex de hule, corona de cristo y jaca se colocaron en viales de 2.5 mL, se secaron y
almacenaron a temperatura ambiente.

Debido al alto contenido de agua en la resina de flor de mayo, se realizé un tratamiento

previo al secado, el cual se describe a continuacion:

= 202.1 g de resina de flor de mayo se colocaron en un matraz de 1L se adiciona-
ron 750 mL de cloruro de metileno y se macero con agitacion continua durante
48 horas, se decantod y filtro. El precipitado se eliminé y la parte soluble se con-

centro en el rotavapor.
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3.7.2. Preparacion del extracto

3.7.2.1. Tratamiento por maceracion a temperatura ambiente

La maceracion se realizdé colocando & g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 125
mL adicionado con 50 mL de cloruro de metileno, los matraces fueron agitados a 200
rom durante 24 horas. Posteriormente, las muestras fueron filtradas por gravedad y el
sobrenadante obtenido se concentré en un rotavapor, para obtener un extracto crudo.

Las muestras fueron analizadas por triplicado.

3.7.2.2. Tratamiento por Reflujo

El reflujo se realiz6 colocando 5 g de muestra en un matraz bola de 100 mL adicionado
con 50 mL de cloruro de metileno, los matraces se colocaron a reflujo durante 6 horas.
Posteriormente, las muestras fueron filtradas por gravedad y el sobrenadante obtenido
se concentré en un rotavapor, para obtener un extracto crudo. Las muestras fueron

analizadas por triplicado.

3.7.2.3. Tratamiento por Sonicacion

La sonicacion se realizo colocando 5 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 125 mL
adicionado con 50 mL de cloruro de metileno, los matraces se colocaron en el sonica-
dor durante 30 minutos. Posteriormente, las muestras fueron filtradas por gravedad y el
sobrenadante obtenido se concentré en un rotavapor, para obtener un extracto crudo.

Las muestras fueron analizadas por triplicado.

3.7.3. Andlisis cuantitativo mediante CLAE
El método que se utilizd6 se describe en el trabajo realizado por Villavicencio-Armenta

en el 2012 el cual es el siguiente:

» Equipo: Waters 1525 con bobina binaria y desgasificador externo con lector UV
Waters 2847 Dual controlados con una computadora Dell.
» Software: Breeze 3.0

> Peso: isocratico

38



Fases mdéviles del disolvente: Fase A y B: Metanol

Flujo: 0.9mL/min

Temperatura: ambiente

Longitud: 210nm

Columna analitica empleada: ODS Hypersil Dim (mm)= (250* 4.6 mm)

YV V. V V V

Las muestras fueron analizadas y cuantificadas por CLAE a una longitud de onda de
210 nm interpolando los resultados de las muestras con la curva de calibracion de los

estandares a- amirina, B-amirina y lupeol. (Apéndice B)

El extracto seco se llevd al aforo 10 o 5 mL, se tomé una alicuota de 1mL en un vial y

se cuantifico mediante CLAE.

Las muestras fueron analizadas por triplicado y los valores de las medias + desviacidon
estandar fueron reportados. Para evaluar la significancia estadistica (P<0.05) de las
diferencias entre los tratamientos evaluados y comparar las medias de la concentracion
de lupeol extraido, se realiz6 el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher mediante el uso del software Statgraphics Centurion XV (Statpoint Technolo-
gies Inc. USA.).

3.8. Tercera etapa. Evaluacion de lupeol en frutos tropicales.

Las muestras de uva de mar (tallo y hojas), jaca (cascara y pulpa), mango (cascara),
nanche (hojas y fruto),y latex de hule, flor de mayo, corona de cristo y jaca utilizadas,
se seleccionaron, prepararon y cuantificaron de la misma manera mediante la cual se
llevd a cabo la segunda etapa.

El secado de las muestras se efectuo solo a temperatura ambiente-estufa.

Para las resinas se colocd una cantidad determinada del extracto seco, se aforo en un
matraz de 5 mL y se tomd una alicuota de 1mL para realizar la cuantificacion de Lupeol
mediante CLAE.

Las muestras fueron analizadas por triplicado y los valores de las medias + desviaciéon
estandar fueron reportados. Para evaluar la significancia estadistica (P<0.05) de las

diferencias entre los tratamientos evaluados y comparar las medias de la concentracién
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de lupeol extraido, se realiz6 el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher mediante el uso del software Statgraphics Centurion XV (Statpoint Technolo-
gies Inc. USA.).
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CAPITULO lil. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Primera Etapa del estudio (analisis cualitativo)

4.1.1 Revision de las posibles fuentes de lupeol

Se realizé una busqueda bibliografica en diversos buscadores como Scopus, Science
direct, Scielo, bibliotecas y bancos de tesis con la finalidad de encontrar fuentes en las
cuales se presenta este triterpeno. Asi a través de esta busqueda se seleccionaron 20
fuentes potenciales de lupeol para emplearse en la primera etapa de acuerdo a los si-
guientes criterios de busqueda mencionados previamente: su abundancia (disponibili-
dad), costo y ubicacion geografica; el area delimitada establecida fue dentro de los es-
tados de Veracruz, Chiapas, Tabasco, Nayarit y Distrito Federal. Ademas de lo anterior
también se tomd en cuenta su grupo taxondémico y en las especies evaluadas ante-
riormente; la concentracion de lupeol que se ha reportado.

El guamuchill (hojas), nanche (hojas), corona de cristo (latex), mango (hojas) y hule
(hojas y latex) se utilizaron debido a que son fuentes en las que Villavicencio-Armenta
(2012) reportd la presencia de lupeol. Los géneros de Ficus como la higuera de hojas
chicas, laurel de la india e higo se eligieron debido a que Rathee et al. (2011), Kumar
et al. (2013), Oliveira et al. (2010) y Talamantes-Gomez (2011) han reportado lupeol
en plantas de este género tal como Ficus religiosa [18.5 2 ug/g], F. racemosa,
F. involuta, F. cotnifolia y F. carica [2.8 g/kg] respectivamente. Se sabe que las plantas
siguen rutas metabdlicas que llevan a la formacién de metabolitos secundarios usual-
mente peculiares de un grupo taxondmico determinado (especie, género, familia, o
grupo estrechamente relacionado de familias (Azcon-Bieto et al., 1993).

Saleem en 2009 determind lupeol en hojas de mango (180 pg/g) y sabila (280 pg/g).
La flor de mayo, uva de mar, jaca, zapote negro, mora, guarumbo y huizache se selec-

cionaron con la finalidad de encontrar nuevas fuentes tropicales potenciales de lupeol.

4.1.2 Determinacion cualitativa de lupeol
En esta seccion se presentan los resultados de la cromatografia en capa fina y la cro-
matoplaca impregnada con nitrato de plata mediante las cuales se identific la presen-

cia de lupeol en las fuentes descritas de la seccién anterior, se empledé como referen-
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cia a-amirina y lupeol, las placas fueron eluidas con una soluciéon de he-
xano:diclorometano:acetato de etilo (8:1:1) y se revelaron con una soluciéon de anisal-
dehido.

En la Figura 4.1, se presenta la cromatoplaca de silica gel de las muestras de corona
de cristo, noche buena, laurel de la india, hule, higuera de hojas chicas, flor de mayo,
mango, uva de mar y nanche, donde se observa una banda con un valor de Rf de 0.3
igual al obtenido por la muestra de copal R1, el cual fue empleado como referencia de
lupeol debido a que contiene alfa y beta amirina compuestos que presentan un valor de
Rf idéntico al lupeol en cromatografia en capa fina (Hernandez-Vazquez et al., 2010).
Debido a que la alfa y beta amirina asi como el lupeol presentan igual valor de Rf 0.3
(Figura 4.1) fue necesario realizar una CCF empleando una cromatoplaca de silica gel
impregnada con nitrato de plata, la cual modifica el Rf del lupeol logrando diferenciar
este compuesto de la alfa y beta amirina. Esta resolucion en la cromatoplaca impreg-
nada con nitrato de plata se atribuye a atracciones electrostaticas entre el doble enlace
tanto del lupeol como de la amirina con el catidon Ag+. Asi al estar el doble enlace del
lupeol fuera del anillo interacciona con mayor facilidad con el lupeol logrando una ma-
yor retencion de este compuesto en la cromatoplaca, disminuyendo asi su Rf lo que

hace posible diferenciar mediante esta técnica la a y f amirina del lupeol.
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Figura 4.1 Cromatoplaca en capa fina gel de silice. Eluida con una solucién de he-
xano:diclorometano:acetato de etilo (8:1:1) y revelada con una la solucién de anisal-
dehido. Carril: 1) referencia (Copal, el cual tiene un alto contenido de lupeol), 2) resina
de corona de cristo, 3) tallo de corona de cristo, 4) resina de noche buena, 5) hojas de
noche buena , 6) resina de laurel de la India , 7) hojas de laurel de la India, 8) resina de
hule, 9) hojas de hule, 10) tallo de hule, 11) hojas de higuera de hojas chicas, 12) tallos
de higuera de hojas chicas, 13) frutos de higuera de hojas chicas, 14) resina de flor de
mayo, 15) tallos de flor de mayo, 16) resina de higo, 17) hojas de higo, 18) hojas de
pinguica, 19) frutos de pinguica, 20) hojas de guamuchil, 21) frutos de guamuchil, 22)
hojas de mora, 23) hojas de guayaba, 24) hojas cruceta, 25) hojas de mango, 26) hojas
de guarumbo, 27) hojas de uva de mar, 28) Jaca, 29) sabila, 30) huizache hojas, 31)
nanche hojas, 32) tallo nanche.

La Figura 4.2 y 4.3 se presenta la cromatoplaca de silica gel impregnada con nitrato de
plata en donde se observa que el estandar de lupeol (carril 2) presenta un menor Rf
que la alfa amirina (carril 1), y en la mezcla (carril 3) se observa la separacion de am-
bos compuestos. Por lo anterior los vegetales como el hule (carriles 12, 13 y 14), nan-
che (carriles 30 y 31) y flor de mayo (carril 18) presentan lupeol tal como lo reportado
por Villavicencio-Armenta (2012), Hernandez-Vazquez et al. (2010) y Berdonces
(2004), respectivamente.

Se sabe que las intensidades de color y el area de las bandas son proporcionales a la
cantidad del compuesto presente, por lo anterior la baja area e intensidad de la banda
del tallo de flor de mayo (carril 19), hojas de noche buena (carril 8) y tallo de la corona

de cristo (carril 6) se debe a la baja abundancia de lupeol en estas fuentes (Figura 4.2).
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Las muestras de hojas de mango (carril 24) (Figura 4.2), resina de la corona de cristo
(carril 5) (Figura 4.2) y hojas de higuera de hojas chicas (carril 6)( Figura 4.3) también
presentaron lupeol, tal cual como lo reportado por Villavicencio-Armenta (2012) y Ber-
donces (2004), respectivamente.

Con respecto a la uva de mar (carril 26) y la jaca (carril 27) probablemente, debido al
Rf, color y al tamafio de la banda, presenten una alta concentracién de lupeol tal como
se muestra en la Figura 4.2, aunque no se han encontrado trabajos previos donde se

reporte la presencia de dicho compuesto.
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Flgura 4.2. Cromatoplaca en capa fina gel silice impregnada con nitrato de plata. EIU|da
con una solucién de hexano:diclorometano:acetato de etilo (8:1:1) y revelada con una
la solucion de anisaldehido. Carril: 1) a-amirina, 2) lupeol, 3) mezcla (amirina y lupeol),
4) copal, 5) corona de cristo latex 6) tallo corona de cristo, 7) noche buena latex, 8)
noche buena hoja, 9) latex de laurel de la India, 10) hojas de laurel de la India, 11) tallo
de laurel de la India, 12) hule latex 13) hule tallo, 14) hule hojas, 15) higuera de hojas
chicas hoja, 16) higuera de hojas chicas tallo, 17) higuera de hojas chicas fruto, 18) flor
de mayo latex, 19) flor de mayo tallo, 20) guamuchill hojas, 21) guamuchill fruto, 22)
mora hojas, 23) cruceta, 24) mango hojas, 25) guarumbo, 26) uva de mar hojas, 27)
jaca latex, 28) sabila, 29) huizache, 30) nanche hojas, 31) nanche tallo, 32) zapote cas-
cara, 33) lupeol, 34) a-amirina.
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Figura 4.3. Cromatoplaca en capa fina gel silice impregnada con nitrato de plata. Eluida
con una solucion de hexano:diclorometano:acetato de etilo (8:1:1) y revelada con una
la solucion de anisaldehido. Carril: 1) a-amirina, 2) lupeol, 3) mezcla (amirina y lupeol),
4) hule latex, 5) hule hojas, 6) hojas de higuera de hojas chicas, 7) tallo higuera de ho-
jas chicas, 8) flor de mayo latex, 9) flor de mayo tallo, 10) uva de mar hoja, 11) a-
amirina , 12) lupeol, 13) mezcla (amirina y lupeol).

En algunas fuentes se evaluaron diferentes 6rganos de la planta (hojas, tallo fruto y/o
latex) debido a que en trabajos relacionados se ha reportado que el lupeol se puede
concentrar mas en algunos érganos de la planta, o bien puede estar presente en gran-
des cantidades en las hojas, pero es indetectable en el tallo, o viceversa. Villavicencio-
Armenta (2012) reporta 0.01% lupeol en la corteza de Guamuchill, aunque el lupeol no
fue detectable en las hojas. Lo anterior es debido a que el lupeol al ser un metabolito
secundario no es un compuesto esencial para la supervivencia de la planta y esta im-
plicado en relaciones ecoldgicas, es decir, en la relacion de la planta productora con los
otros organismos de su ambito natural, lo anterior puede explicar porque el hule, el
cual es muy sensible a hongos que producen manchas rojas en las hojas (Villavicencio-
Armenta, 2012), produce una menor cantidad de lupeol en el tallo que en las hojas (Fi-

gura 4.1), las cuales son mas susceptibles al ataque microbiano.
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4.2. Segunda etapa del estudio (analisis cuantitativo)

En esta etapa se evalué de manera cuantitativa, mediante CLAE, la eficiencia de ex-
traccidon de lupeol al emplearse tres métodos diferentes tal como maceracion, sonica-
cion y reflujo. Utilizando dos diferentes métodos de secado: secado a temperatura am-
biente-estufa y secado por microondas.

Para esta etapa se decidio utilizar hojas de mango, hule e higuera de hojas chicas de-

bido a la disponibilidad y facilidad de trabajo de la muestra para la extraccién de lupeol.

Tabla 4.1. Cuantificacion de lupeol en diferentes fuentes sometidas a tres diferentes
métodos (sonicacion, maceracion y reflujo) mediante CLAE.

Sonicacion Maceracion Reflujo
en frio
(mg lupeol /g (mg lupeol /g (mg lupeol /g
planta seca) planta seca) planta seca)
Mango hojas 0.23+0.022  0.12 +0.04° 0.27 £ 0.01°
Mango hojas* NC NC NC
Hule hojas 0.26 £0.01° 0.21 +0.01° 0.20 £0.01°
Hule hojas* 0.06 +0.012  0.09 +0.03°  0.11 £0.03"
Higuera de hojas chi- | 0.17 £0.072 0.49+0.04°> 0.34 +0.222°
cas hojas
Higuera de hojas chi- NC NC NC
cas hojas”*

*Fuentes que fueron secadas por microondas. En las otras fuentes se realizé un secado a tem-
peratura ambiente-estufa. NC: no cuantificable. Las letras a, b, y c indican diferencia estadistica
significativa entre las muestras de una misma fila.

4.2.1. Sonicacion

Para las hojas de hule secadas a temperatura ambiente-estufa, la sonicacién fue el mé-
todo mediante el cual se extrajo una cantidad estadisticamente significativa mayor de
lupeol 0.26 mg/100g comparado contra el reflujo y la maceracion.

En cuanto a las hojas de mango secadas a temperatura ambiente-estufa la sonicacion

y el reflujo fueron los tratamientos mediante los cuales se extrajo una mayor cantidad
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de lupeol 0.27 mg/g y 0.23 mg/g respectivamente, entre ellos no se observo una dife-

rencia estadistica significativa (Tabla 4.1).

De acuerdo a la metodologia utilizada, se esperaban obtener rendimientos mas bajos
con la maceracion en frio. Por el contrario, el rendimiento mas alto mediante el reflujo o
la sonicacién, esto debido a que en la maceracion solo se involucra la difusion del sol-
vente, mientras que en la sonicacion, adicional a lo anterior, se involucra el rompimien-
to de la pared celular y en el reflujo existe una mayor solubilidad del sdélido en el liquido
aumentando la velocidad de la extraccion debido al aumento de temperatura (Ullauri,
2010).

Si bien lo anterior se visualizé para las hojas de mango secadas a temperatura ambien-
te esto no se observo para el resto de las muestras. Lo anterior se explica debido a que
las condiciones utilizadas en cada método se mantuvieron constantes, pudiendo ser
que las establecidas para el reflujo o sonicacion no fueron las 6ptimas para cada mues-
tra. Por ejemplo, Kaji-Garcia en el 2005 encuentra que utilizar soxhlet (8 h) es el méto-
do mas eficiente para la extraccion de limonin con metanol comparado con la sonica-
cion por 1 h, aunque si las condiciones de sonicacién aumentan a 2 h este ultimo de-
muestra ser mas eficiente. Ademas, las diferencias de composicion y grosor de las
paredes celulares también provocan diferencias en los resultados obtenidos. Kaji expli-
ca que cuando la pared es delgada puede ser facilmente destruida por la sonicacion,
cuando es gruesa recomienda reducir el tamano de particula de la muestra lo mas po-

sible para lograr una mayor extraccion.

En cuanto a las muestras secadas por microondas, las hojas de mango y las hojas de
higuera, no se cuantifico la presencia de lupeol utilizando este método de secado, pues
se observa claramente su ausencia en el cromatograma (Figura 4.4). Para el caso del
hule pese a que hubo una reduccion del extracto y lupeol extraido (comparando con la
muestra secada a temperatura ambiente-estufa), la muestra no fue destruida por com-
pleto. Lo anterior se puede explicar a la suberina, el cual es un compuesto graso im-

permeable presente en las células de la peridermis que constituyen al hule (corcho), la
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cual le confiere gran impermeabilidad (Estupifian-Bravo,2000) lo que probablemente
protegio a la planta del tratamiento intenso de las microondas disminuyendo la destruc-
cion de la muestra.

A pesar de que el secado por microondas disminuye el tiempo de secado de dias a mi-
nutos, se observa que no es un método viable, pues destruye al compuesto de interés
como se muestra en la Figura 4.4 y Tabla 4.1, probablemente debido al efecto corona,
el cual es causado por la ionizacion del aire circundante al conductor debido a los altos
niveles de tension causando el deterioro de los materiales ocasionado por el sobreca-

lemiento de la muestra (Xu Duan et al., 2013).

Con respecto al hule secado por microondas: el reflujo y la maceracion fueron los tra-
tamientos mediante los cuales se extrajo una mayor cantidad de lupeol. Aunque como
se menciona anteriormente, hubo una reduccién del lupeol extraido del 54.16 % al utili-
zar el secado por microondas vy el reflujo como método de extraccion versus el secado
a temperatura ambiente-estufa y reflujo (método de extraccién), razoén por la cual para

la siguiente etapa se descarto utilizar las microondas como método de secado.

4.2.2. Maceracioén en frio

En cuanto a las hojas de mango, se observd que la eficiencia de la extraccidon disminu-
y6 65% al emplear la maceracion en frio como método alterno respecto al tratamiento
por reflujo.

Para las hojas de hule secadas a temperatura ambiente-estufa, mediante la macera-
cion se extrajo una cantidad estadisticamente significativa menor de lupeol 0.21 mg/g
con respecto a la sonicacion 0.26 mg/g. Aunque para las hojas de higuera se observé
un comportamiento totalmente opuesto, pues se extrajo una cantidad significativa ma-

yor de lupeol 0.49 mg/g mediante la maceracion versus la sonicacién 0.17 mg/g.
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4.2.3. Reflujo o maceracion en caliente

Como se menciondé en parrafos anteriores en cuanto a las hojas de mango secadas a
temperatura ambiente-estufa, el reflujo y la sonicacion fueron los tratamientos mediante
los cuales se extrajo una mayor cantidad de lupeol (0.23 mg/g y 0.27 mg/g) respecti-
vamente comparado con la maceracion.

En cuanto a las hojas de hule secadas a temperatura ambiente-estufa, mediante el re-
flujo se extrajo una cantidad estadisticamente significativa menor de lupeol 0.20 mg/g
con respecto a la sonicacion 0.26 mg/g y la maceracion 0.21 mg/g.

Con respecto a las hojas de higuera se observé que no hay diferencia estadistica signi-
ficativa entre utilizar la sonicacién 0.17 mg/g y maceracion 0.49 mg/g versus el reflujo
0.34 mg/g.

Como se menciona anteriormente, no se observd una tendencia en general en la ex-
traccion de lupeol de las fuentes secadas mediante temperatura ambiente-estufa, el
mejor tratamiento varié de acuerdo a la planta de estudio seleccionada. Como se sabe
cada proceso actua de manera diferente y la eficiencia de la extraccion varia de acuer-
do a la composicién de la pared celular y estructura de cada planta, aunado a que la
pared puede sufrir modificaciones como acumulacién de cutina, suberina, ceras o bien
se gelifican, lo anterior no afecta la apariencia de las células sino las propiedades fisi-
cas y quimicas de las paredes (Estupifian-Bravo,2000). Por ejemplo, el carbonato de
calcio se puede acumular en el interior de las células epidérmicas de las plantas supe-
riores de las familias moraceas como Ficus elastica (Waizel-Bucay, 2006). Estudios
similares de extraccion realizado por Talamantes-Gomez (2011) reportan misma ten-
dencia.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta etapa se decidio sélo secar las muestras
mediante temperatura ambiente-estufa y utilizar los tres tratamientos de extraccion:
maceracion, sonicacion y reflujo (debido a que no se observé una tendencia de mejor

método) para la siguiente etapa.
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Figura 4.4. Analisis de CLAE. A=Extracto de hojas de mango secadas al natural mediante

reflujo. B= Extracto de hojas de mango secadas por microondas mediante reflujo.

4.3. Tercera etapa. Evaluacién de lupeol en arboles frutales (hoja, fruto y/o tallo) y
latex.

De acuerdo a la segunda etapa del estudio, en la cual se evalué de manera cuantitativa
mediante CLAE la eficiencia de extraccion de lupeol al emplearse tres métodos diferen-
tes tal como maceracion, sonicacion y reflujo utilizando dos diferentes métodos de se-
cado temperatura ambiente-estufa y microondas, se observd que el mejor método de
extraccién de lupeol varié de acuerdo a la fuente utilizada debido a las diferencias y
modificaciones de las paredes vegetales de cada especie. En esta ultima etapa, se
decidio utilizar los tres métodos de extraccidn utilizados previamente con la finalidad
de evaluar cuantitativamente el contenido de lupeol en hojas y el fruto de nanche, peri-
carpio de mango de la variedad Tomy, resinas; de hule, corona de cristo, flor de mayo y
dos nuevas fuentes; fruto, resina y pericarpio de jaca, tallo y hoja de uva de mar. De tal
manera, se establecié el mejor método de extraccidn (sonicacion, maceracion y reflujo)
para cada una de las especies seleccionadas. Las muestras en esta etapa se secaron

mediante temperatura ambiente-estufa.
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Tabla 4.2. Cuantificacion de lupeol en uva de mar (hoja y tallo), jaca (pericarpio y pul-
pa), mango varidad Tomy (pericarpio) y nanche (hoja y fruto) utilizando tres métodos de

extraccion (sonicacion, maceracion y reflujo) mediante CLAE.

Fuente Tratamiento [mg lupeol/g planta seca]
Sonicacion Maceracion Reflujo
Uva de mar 0.73 £0.07° 1.09 £0.07° 0.73 £0.19°
Uva de mar tallo NC NC NC
Cascara de Jaca 1.01 £0.44° 0.19 +0.03° 1.44 +0.35°
Pulpa Jaca NC NC NC
Cascara de mango 0.19 +0.05° NC 0.09 £0.02°
Hojas de nanche 0.06 +0.01° 0.09 +0.01° 0.08 +0.00°
Nanche fruto ND ND ND

*Las letras a, b, y c indican diferencia estadistica significativa entre las muestras de una
misma fila. NC: no cuantificable. ND: no determinable.

4.3.1. Uva de mar hoja (Coccoloba acrostichoides)

Los resultados de la cromatoplaca tomada (Figura 4.2 y 4.3), y al tiempo de retencion
de la uva de mar en la CLAE (Figura 4.5) Rf cercano a 12, indican que este compuesto
es lupeol. Se propone identificar el compuesto mediante resonancia magnética nuclear
para corroborar los resultados. Tal como se muestra en la Tabla 4.2 no existe diferen-
cia estadistica significativa entre utilizar la sonicacion (0.73 mg/g) y el reflujo (0.73
mg/g) como método de extraccion. La maceracion es el mejor método para extraer lu-
peol pues se obtiene una mayor cantidad (1.09 mg/g), cabe mencionar que existe dife-
rencia significativa versus los otros dos métodos. A pesar de que la presencia de lu-
peol no ha sido reportada en esta fuente, Barros et al. (2003) reportan la presencia de
triterpenos en la especie Coccoloba dungandiana y B-lupeol en la especie C. excoriata
por lo cual la presencia de este triterpeno en esta especie del mismo género Coccolo-
ba acrostichoides podria explicar la actividad antimicrobiana y antifungica reportada en
esta planta Barros et al., (2003).
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4.3.2. Cascara de Jaca (Artocarpus heterophyllus)

Los resultados de la cromatoplaca tomada (Figura 4.2 y 4.3), y el tiempo de retencion
de la jaca en el CLAE (Figura 4.5) Rf cercano a 12, indican que este compuesto es
lupeol. Actualmente, no existen estudios previos en los cuales se reporte lupeol en es-
ta fuente, por lo cual al igual que en la uva de mar se propone realizar un estudio de
resonancia magneética para corroborar estos resultados.

Como se muestra en la Tabla 4.2 no hay diferencia estadistica significativa entre utilizar
la sonicacion (1.01 mg/g) y el reflujo (1.44 mg/g) como método de extraccion. La mace-
racion no es el método mas eficiente para extraer este compuesto en el pericarpio de la
jaca, pues se obtiene una menor cantidad (0.19 mg/g) y existe diferencia significativa
versus los otros dos métodos. Umesh B. et al. (2011) realizaron estudios in vitro en
donde el vino de jaca reduce el dafio del DNA causado por los radicales peroxidos, es-
te jugo muestra una gran capacidad antioxidante a pesar de la baja concentracion de
compuestos fendlicos y flavonoides, la presencia de lupeol en esta fuente explicaria
esta actividad antioxidante.

Si extrapolamos los datos obtenidos, por cada 10 kg de cascara obtendriamos aproxi-

madamente 14 g de lupeol.

4.3.3. Cascara de mango

Como se muestra en la Tabla 4.2, existe diferencia estadistica significativa entre utilizar
la sonicacion (0.19 mg/g) y el reflujo (0.09 mg/g) como método de extraccion. En donde
la sonicacion es el método mediante el cual se obtiene una mayor cantidad de lupeol.
La maceracion no seria un método adecuado para extraer lupeol en cascara de man-
go, pues como se muestra en la tabla no se determiné mediante este método.

Estudios similares realizados en Ficus racemosa muestran resultados parecidos en
cuanto al método mas eficiente de extraccion Kumar et al. (2013).

Al comparar los resultados aqui expuestos con otros trabajos, en los cuales se ha re-
portado 1.80 ug/g de lupeol en pulpa de mango (Hafezz et al, 2011) se pueden apre-
ciar diferencias significativas en los valores, lo anterior puede deberse a diferentes fac-
tores:
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o Composiciéon y modificaciones de la pared celular: la composicién de la pared
celular de los vegetales sufre modificaciones a lo largo de su desarrollo. En
mango Petit-Jiménez et al. (2007) observaron cambios en la composicion y ul-
traestructura de la cuticula durante el crecimiento, desarrollo y almacenamiento
en tres variedades.

o Condiciones ambientales: las diferencias de cantidades de lupeol encontradas
entre hojas y cascaras depende de muchos factores, existen teorias como la del
balance de nutrientes de carbono, en la cual se establece que la disponibilidad
en el ambiente de carbono y nitrégeno, determinan la cantidad de recursos que
la planta destinara a la produccién de metabolitos secundarios (Pugnaire et al.,
2007).

o Diferencias en las condiciones de cada metodologia empleada.

4.3.4. Hoja de nanche

No existe diferencia estadistica significativa entre utilizar la maceracion (0.09 mg/g) y
el reflujo (0.08 mg/g) como método de extraccion (Tabla 4.2). La sonicacion resulto ser
el método mediante al cual se obtuvo una menor cantidad de lupeol (0.06 mg/g). Tala-
mantes-Gomez, (2011) expone que existe una diferencia estadistica significativa al ex-
traer lupeol mediante soxhlet, maceracion y sonicacién utilizando hexano como disol-
vente. Siendo este ultimo mediante el cual extrajo una menor cantidad del compuesto
en hojas de nanche (2.66 mg/100 g planta seca). Se puede observar que los resultados
obtenidos en este estudio son del mismo rango de magnitud que los reportados por

otros autores como Talamantes.

En el tallo de la uva de mar y la pulpa de la jaca la sefal emitida fue tan baja que no fue
posible cuantificarlo, aunque fue posible cuantificar la a y B amirina. En la fruta del nan-
che no se registré ninguna sefial de la presencia de lupeol aunque no asi paralaay 3

amirina. Los resultados se muestran en el apéndice C.
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mediante el CLAE.



4.3.5. Cuantificacion de lupeol en latex

Debido a que las resinas son un concentrado, no se encuentran protegidos de una pa-
red celular y fueron completamente solubles en el solvente utilizado (cloruro de meti-
leno) no se evaluaron los diferentes métodos de extraccion, razon por la cual se disol-

vieron, filtraron e hicieron las diluciones pertinentes para su cuantificacion.

Tabla 4.3. Cuantificacion (valores promedio y desviaciones estandar) de lupeol en dife-

rentes latex mediante CLAE.

Fuente [mg Lupeol/ g latex
seco]
Latex hule 31.33+12.6
Latex corona de cristo 11.02 £ 0.62
Latex jaca 58.48 £ 1.02
Latex flor de mayo 26.03+11.9

De acuerdo a los resultados obtenidos Tabla 4.3., el latex de la jaca (58.48 mg/g) con-
tiene una mayor cantidad de este compuesto comparado con el latex del hule (31.3
mg/g), el de flor de mayo (26.03 mg/g) y corona de cristo (11.02 mg/qg).

Siddiqui et al. (1999) y Nargis et al. (1993) reportan triterpenos pentaciclicos en hojas
de Plumeria obtusa y Plumeria rubra respectivamente. Berdonces en el 2004 reporta
lupeol en Plumeria rubra. Asi por lo anterior y de acuerdo a los resultados mostrados
en la Tabla 4.3, y al Rf cercano a 12 Plumeria rubra contiene lupeol en una alta con-
centracion (26.03 mg/g).

Villavicencio-Armenta (2012) reporta 5.5 mg/g y 0.14 mg/100 g de lupeol en el latex de
hule y corona de cristo respectivamente. Estas diferencias en los valores obtenidos
respecto a otros estudios, como se menciona en parrafos anteriores, pueden ser pero
no se limita a: diferencias en las etapas de desarrollo, diferencias en las condiciones
ambientales y al estrés sometido de cada especie vegetal y/o diferencias en la metodo-

logia empleada.
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Comparando el contenido de lupeol obtenido en la resina o latex de las cinco especies
evaluadas respecto a otros 6rganos (hojas, tallos, flores y frutos), se cuantificé una ma-
yor cantidad de lupeol en las resinas (Tabla 4.3.). Es sabido que la funcion de este li-
quido blanco, es defender a la planta de los depredadores, ademas de proteger a la
planta de infecciones a través de la formacién de una barrera protectora (De marzi-
Valeria, 2006). Por lo anterior, es razonable que la planta produzca una mayor cantidad
de lupeol cuando estda mas vulnerable a infecciones debido a las grandes propiedades
antimicrobianas y antiprotozoarias que exhibe este compuesto (Ziegler et al., 2004).
Todas las resinas presentaron ser una fuente potencial de lupeol debido a que se extra-
jo una fuente considerable de este compuesto (Tabla 4.3.) comparando con los otros
organos de las fuentes vegetales estudiadas. El latex de jaca es una fuente potencial
de este compuesto pues mediante este se obtiene 58.48 mg/g de latex seco. Se propo-
ne utilizar este materia prima como fuente potencial, debido a que existe una alta canti-
dad de lupeol tanto en cascara como en latex y es de facil obtencién pues se producen
10, 103.25 toneladas anuales en México (SAGARPA).

CONCLUSIONES

e De acuerdo a la busqueda bibliografica realizada se utilizaron 20 fuentes
de lupeol, de las cuales de acuerdo a la CCF impregnada con nitrato de
plata se identificaron como posibles fuentes potenciales sélo 8 especies
vegetales: hule (latex y hojas), nanche (hojas), mango (hojas), corona de
cristo (resina), uva de mar (hojas), flor de mayo (latex), jaca (cascara vy la-
tex) e higuera de hojas chicas (hojas).

e Se cuantifico la cantidad de lupeol presente en las especies vegetales:
hule (hojas y latex), nanche (hojas), mango (hojas y cascara), corona de
cristo (latex), uva de mar (hoja y tallo), flor de mayo (latex), jaca (cascara
y latex), y en higuera de hojas chicas (hojas) mediante tres métodos dife-
rentes de extraccion (maceracion, sonicacion y reflujo).

e Los métodos de extraccion utilizados (maceracion, sonicacién y reflujo) no
funcionaron igual para cada especie vegetal utilizada, probablemente a

las diferencias en la composicion, grosor y estructura de su pared celular.
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La cantidad de lupeol presente en cada especie vegetal varié entre cada
organo (hoja, tallo, fruto y latex). Siendo mayor la cantidad extraida de los
latex.

A pesar de que las microondas reducen el tiempo de secado de dias a
minutos no fue un método viable, pues destruye al lupeol, probablemente
debido al efecto corona (causado por la ionizacién del aire circundante al
conductor debido a los altos niveles de tension causando el deterioro de
los materiales ocasionado por el sobrecalemiento de la muestra).

Los resultados de los ensayos realizados por cromatografia en capa fina
impregnada con nitrato de plata y los tiempos de retencion en el CLAE in-
dican que existe lupeol en la cascara y latex de jaca y en hojas de uva de
mar.

La jaca podria ser una fuente potencial de lupeol debido a que existe una
alta concentracion tanto en cascara (1.435 mg/g) como en latex (58.48
mg/g) y su produccion anual es de 10, 103.25 T en México. La sonicacion
y el reflujo son los métodos mas eficientes para extraer lupeol en jaca.

La hoja de la uva de mar también podria utilizarse como fuente potencial
de lupeol (1.094mg/g). Siendo la maceracion el método mas eficiente de

extraccion
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APENDICE A

Artocarpus heterophyllus. Jaca.

Descripcién. La Jaca (jackfruit) es la fruta de arbol cultivado mas grande del mundo,
alcanzando 35 kg en peso, hasta 80 cm de largo y 40 de diametro. El exterior de la fru-
ta es verde o amarillo cuando es maduro; el interior consiste en bulbos comestibles
grandes de la carne amarilla, que incluye una semilla lisa, oval, marrén clara, puede
haber 100 o hasta 500 semillas en una sola fruta. Cuando se madura, la Jaca sin estar
abierta, emite un olor desagradable fuerte, asemejandose a cebollas decaidas, mien-
tras que la pulpa de los olores abiertos parece al de la pifa y el platano. Hay dos varie-
dades principales, en una, las frutas tienen carpelos pequefios, fibrosos, suaves, pesa-
dos, pero muy dulces, con una textura algo relacionada con las ostras crudas, la otra
variedad, es quebradiza y casi crujiente, esta forma es la mas importante comercial-

mente y es mas sabrosa al gusto occidental.
Clima. El arbol no tolera sequia.

Siembra. La propagacion es generalmente por medio de semillas, la germinacion re-
quiere de 3 a 8 semanas. Una planta de semillero mas avanzada, con su raiz larga y
delicada es muy dificil de trasplantar con éxito, las plantas de semillero injertadas son

posibles.

Cosecha. Todo el afio, la mayor produccion es en los meses de febrero a julio. La Jaca
madura de 3 a 8 meses del florecimiento, cuando se madura hay generalmente un
cambio del color de la fruta de amarillo-marrén a verde ligero, después de madurar, dan
vuelta a marron y se deterioran rapidamente. Los ensayos de la conservacién en cama-

ra frigorifica indican que las frutas maduras se pueden guardar de 3 a 6 semanas.

Usos. Su principal uso es para consumo en fresco o en la cocina internacional, se hier-
ve, se frie, o se asa la fruta verde. Los pedazos se cocinan en agua ligeramente salada

y después se sirven. La unica desventaja es el latex gomoso copioso que acumula en
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los utensilios y las manos, a menos que primero se frote con aceite de cocina. Las se-

millas se pueden también hervir 0 asar y se comen como castanas.

Figura 5.1. Fruto de la Jaca.

Coccoloba uvifera (L.) L. Uva de mar

Descripcién. Arbusto a arbol de hasta de 6m de altura, en ocasiones ramificado desde
la base, con la corteza delgada, lisa, de color gris, que se desprende en escamas en
los ejemplares viejos; las hojas alternas, redondeadas y coriaceas de 10 a 20 cm de
longitud y hasta 25 de ancho; las flores se presentan en racimos de hasta 30 cm de
longitud, de color blanco verdoso; los frutos globosos de 1-2 cm de didametro con una
cubierta carnosa de color morado cuando madura; el fruto contiene una sola semilla;

florece entre marzo y junio, se propaga por semillas.
Familia. Polygonaceae
Distribucion: Originario de América tropical. Se le encuentra al sur de Florida, Bermuda,

Bahamas, Antillas y costa noreste de México. Se extiende a todo lo largo de la costa

Atlantica de América Central, encontrandose también en ambas
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Habitat. Esta especie se encuentra limitada a las playas arenosas y rocosas y a las es-
pesuras de la costa. Requiere de un clima tropical o subtropical y una precipitacién de
500 a 1,400 mm.

Usos tradicionales de la especie. Esta especie es apreciada por sus frutos en poblacio-

nes de la zona costera; como planta ornamental tiene poco uso, aunque tienen un gran
potencial, para la costa se recomienda como fijadora de arena y como arbol rompe-
viento, en ocasiones es utilizada para el tratamiento de diarreas, como diurético y para
el tratamiento de enfermedades venéreas.

Aspectos fisioldgicos. Especie de rapido crecimiento. Buena capacidad competitiva con

las malezas.

W

Tomada de SEDUMA.
Figura 5.2. Fotografia del arbol uva de mar.
Euphorbia splendens. Corona de cristo
Descripcién. Planta de jugo lechoso, con tallos delgados y espinosos. Hojas caedizas,
bracteas del involucro de color rojo intenso.
Familia. Euforbacias.
Origen. Planta originaria de Madagascar y cultivada como ornamental.
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Tomada de Villavicencio-Armenta 2012.

Figura 5.3 Fotografia corona de cristo.

Plumeria rubra. Flor de mayo

Descripcion. Arbol o arbusto caducifolio, de 5 a 8 m (hasta 25 m) de altura con un dia-
metro a la altura del pecho de hasta 70 cm, con abundante liquido lechoso en la corte-
za.

Copa / Hojas. Copa irregular, abierta. Hojas simples dispuestas en espiral, aglomera-

das en las puntas de las ramas; laminas de 15 a 30 cm de largo por 4 a 8 cm de ancho,
elipticas, margen entero; verde brillantes en el haz y verde palidas en el envés.

Interna de color crema amarillento, granulosa, sabor picante, abundante exudado blan-
co.

Flor(es). En paniculas densas en las axilas de hojas nuevas, de 15 a 35 cm, glabras;
flores muy fragantes, actinomérficas; sépalos pardo verdosos; corola blanca pura y lige-
ramente amarilla en el cuello. Las plantas cultivadas producen flores de color amarillo o
gamas que van de rosado a purpura con interesantes combinaciones.

Fruto(s). Foliculos (vainas) de 25 a 30 cm de largo amarillentos o verde anaranjados,

glabros, con numerosas semillas
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Distribucién. En la vertiente del Pacifico se distribuye desde Baja California y Sonora,
hasta Chiapas, incluyendo la Cuenca del Rio Balsas; en la vertiente del Golfo se en-

cuentra desde San Luis Potosi hasta Yucatan. Altitud: 0 a 1,500 m.

Origen. Especie originaria de Mesoamérica; se extiende de México a Ecuador, Peru y
Brasil. Se le cultiva ampliamente en el sur de Florida (Estados Unidos), en las Antillas y
en Hawai. Se ha introducido ampliamente a regiones tropicales y subtropicales en todo
el mundo. Su cultivo estd muy extendido en Asia tropical, donde se le llama comun-

mente planta del templo debido a que sus flores se ofrecen en los templos hindues.

Habitat. Prospera en regiones de clima calido y mas bien seco. Se encuentra tanto en

suelos derivados de materiales igneos como de origen calizo.

Medicinal [toda la planta, corteza, exudado (latex)]. Uso potencial: toda la planta con-
tiene alcaloides que actuan como estimulantes cardiacos pero no han sido bien estu-
diados. La infusion de la corteza se emplea para curar contusiones internas. El jugo se
usa para curar heridas. Planta: Favorece la produccion de leche (galactégeno), y es
remedio contra la erisipela. El jugo caustico lechoso que emana del tronco es veneno-

SO.

Tomada de Instituto de Biologia UNAM (IREKANI).
Figura 5.4. Fotografia flor de mayo.
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Byrsonima crassifolia. Nanche

Descripcién. Arbol pequefio hasta de tres metros de altura, tronco tortuoso, con ten-
dencia a ramificarse desde el suelo; corteza externa agrietada y escamosa despren-
diéndose en placas rectangulares, gris parda a morena clara, en el interior de color
crema rosado, fibrosa, amarga. Hojas decusadas simples, aovadas a elipticas, verde
oscuras y casi glabras en el haz y abundantes tricomas en el envés.

Flores en racimos o paniculas estrechas, terminales, pubescentes actinomorficas, con
pétalos amarillento-anaranjados. Infrutescencias péndulas, drupas globosas, con las
partes florales a excepcion de los pétalos, persistentes, con una abundante carne agri-
dulce rodeando a un hueso duro.

Familia. Malpigiaceas.

Origen. Este arbol frutal es originario de América tropical, cuya distribucion comprende
extensiones desde el trépico de Cancer hasta el trépico de Capricornio. En la Republica
Mexicana se distribuye desde el sur de Tamaulipas, al este de San Luis Potosi hasta
Yucatan y Quintana Roo en la vertiente del Golfo de México y de Sinaloa hasta Chia-

pas en el Pacifico.

Fruto. Como fruta el nanche es de gran valor alimenticio. Los analisis de sus propieda-
des alimenticias han mostrado que posee gran contenido de vitamina C, que en algu-
nas variedades asciende hasta 369 mg/100 g. En vitamina A, hasta 650 mg/100 g su-
perando al mango. Otro estudio similar demostré que algunas variedades de nanche
dulce superaron en acido ascoérbico a frutas como la fresa, mandarina, zapote negro vy

hasta a la guayaba, ademas de su alto valor de caroteno (Medina-Torres et al.,2012).
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Tomada de Medina-Torres et al.,2012

Figura 5.5. Arbol y fruto de nanche.
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APENDICE B. Curva Patrén de lupeol, a-amirina y f-amirina.

Curva Patrén Lupeol
Tabla 6.1. Curva patrén del lupeol CLAE.

Concentracion

[mg/mL]
0 0
0.4 3239451
0.69 4643526
0.8 6032853

Promedio Tr :12.44.
Desviacion: 0.2741

Estandar Lupeol

y = 7E+06x + 85929
R? =0.9858

7000000
6000000

5000000

4000000

Area

3000000

2000000
1000000

0 / . .

mg/mL

Figura 6.1. Curva patrén del lupeol CLAE.

Curva Estandar a-amirina

Tabla 6.2. Curva patrén de la a-amirina CLAE.

Concentracion Area
[mg/mL]
0 0
0.74 1207757
2.26 5636945
5.56 16900914
6.82 20112191




Promedio Tr :14.3106.
Desviacion: 0.07128

Estandar a-amirina y = 3E+06x - 675183
25000000 R? =0.9962
20000000 /
15000000
m /
& 10000000
el /
5000000
0 T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8
5000000
mg/mL

Figura 6.2. Curva patron de la a-amirina CLAE.

Curva Estandar B-amirina

Tabla 6.3. Curva patrén de la B -amirina CLAE.

Concentracion

[mg/mL]
0 0
0.7 2086895
2.2 4361516
5.72 17216514
6.4 23205788
9.18 31411376

Promedio Tr:13.6512

Desviacion:0.066664
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Figura 6.3. Curva patrén de la B -amirina CLAE.




APENDICE C. Cuantificacion a y B amirina mediante CLAE en diversas fuentes.

Tabla 7.1. . Cuantificacion a-amirina mediante CLAE en diversas fuentes.

[mg a-amirina/g planta seca]

Fuente Sonicacién Maceracion Reflujo
Mango hojas 1.146 0.906 1.057
Mango hojas microon- ND ND ND
das
Hule 0.817 0.789 0.791
Hule microondas ND ND ND
Ficus 0.185 1.017 1.861
Ficus microondas ND ND ND
Latex Hule 74.185
Latex corona de cristo 55.327
Latex jaca 366.670
Uva de mar hoja ND ND ND
Uva de mar tallo ND ND ND
Jaca pulpa 0.390 0.649 0.693
Jaca cascara 8.751 1.428 12.122
Mango cascara 0.452 0.571 0.461
Nanche hojas 2.396 2.391 2.417
Nanche fruto ND ND ND
Latex flor de mayo 91.205
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7.2. Cuantificacion B-amirina mediante CLAE en diversas fuentes.

[mg B-amirina/g planta seca]

Fuente Sonicacion
Mango hojas ND
Mango hojas microondas ND
Hule 2.582
Hule microondas 1.391
Ficus 0.606
Ficus microondas ND
Latex hule
Latex corona de cristo
Latex jaca ND
Uva de mar Hoja 0.750
Uva de mar tallo 2.553
Jaca pulpa 0.272
Jaca cascara 2.699
Mango cascara 0.574
Nanche hojas ND
Nanche fruto ND

Latex flor de mayo

Maceracion

ND
ND
2.510
2.252
1.701
ND
32.415
66.839
ND
1.046
2.599
0.527
0.900
0.709
ND
ND
32.229

Reflujo

ND
ND
2.517
1.401
0.966
ND

ND
0.736
2.565
0.539
5.347
0.601

ND

ND
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