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Abstract

En el presente trabajo se logro el aislamiento y caracterizacion de algunos metabolitos secundarios
de los frutos del extracto metandlico de Jiotilla (Escontria chiotilla). Ademéas de determinar la
capacidad antioxidante del extracto metanolico del fruto. Las propiedades como alimento que los
frutos poseen, ha despertado el interés de realizar el estudio fitoquimico de los fruto y evaluar su
actividad antioxidante. Hasta hoy, existen escasos estudios realizados. Se utilizd un extracto
metanodlico del jugo de jiotilla de 96.3 g de material seco liofilizado, obtenido mediante
extracciones sucesivas con metanol a temperatura ambiente. La separacion de los compuestos se
realizé por cromatografia en columna, usando disolventes y mezclas de estos con polaridad
variable: hexano, diclorometano, cloroformo, acetona, acetato de etilo y metanol. En las primeras
fracciones se aislaron 6 compuestos diferentes, entre los cuales se encuentra una mezcla de acidos
grasos y dos compuestos totalmente puros. La purificacion se efectué mediante cromatografia,
recristalizacion y filtrado de sélidos. Los compuestos aislados, se analizaron a partir del analisis de
espectros de *H RMN, *C RMN, DEPT. A partir de los datos espectrales, se encontrd que las
estructuras quimicas de los compuestos corresponden a una mezcla de acidos (oleico, linoleico y
linolénico), el esteroide conocido como B-sitosterol y el &cido malico. Los otros compuestos con
alto potencial desde el punto de vista estructural, se encuentran en mezclas a polaridades mayores
que se estan estudiando actualmente. EIl contenido de fenoles totales, expresados como mg de EAG
g de peso seco en pulpa fue de 17.6365 (mg GAEQ™ 1s) y para el caso del extracto metandlico fue
de 7.5592 (mg GAEg de extracto).

2 Introduccién

La jiotilla (Escontria chiotilla) se encuentra taxonémicamente ubicada dentro de la familia
Cactaceae, perteneciente al orden Centrospemeae o Caryophyllales, crece en las zonas &ridas y
semiaridas. Se encuentra distribuida principalmente en los estados de Puebla, Oaxaca, Guerrero y
Michoacén.

Actualmente la jiotilla no se cultiva ya que crece de forma silvestre, la época fructificacion
es en los meses de abril, mayo y junio (Franco-Zavaleta, 2004). Respecto al consumo per capita,
superficie y produccion a nivel nacional no se tienen datos oficiales precisos, destacando entre las
principales regiones productoras de jiotilla las ya mencionadas: Puebla, Oaxaca, Michoacan vy
Guerrero. Produce frutos de pulpa roja comestible de sabor agridulce. El color rojo intenso de la
pulpa de este fruto. A la fecha estudios acerca de la estructura quimica y estabilidad de sus
betalainas es escasa y no hay literatura sobre estos compuestos en el fruto (Franco-Zavaleta, 2004).

Las betalainas son pigmentos solubles en agua que contiene nitrégeno que se encuentran
s6lo en un numero limitado de plantas, incluyendo el orden de Caryophyllales, con peso molecular
entre 400 y 500 (Guaadaoui et al., 2014: Fennema, 1995). Algunos betalainas tienen una capacidad
de coloracion mas fuerte que las antocianinas. Curiosamente antocianinas y betalainas son
mutuamente excluyentes y nunca han ambas sido halladas en la misma planta (Guaadaoui et al.,
2014). Estos pigmentos por lo general se localizan en un organulo Unico de la célula vegetal, la
vacuola (Schoefs, 2004: Cabanes et al., 2014).

Betalainas son pigmentos solubles en agua, que se pueden dividir en dos grandes grupos:
estructurales betacianinas rojo-violeta y betaxantinas amarillas (Cai, et al., 2005:
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Castellanos-Santos y M.-Yahia, 2008) conjugadas de la unidad estructural acido betalamico
con aminas libres o compuestos derivados de indolina. La presencia de ambos tipos de pigmentos
genera la amplia variedad de tonos que van desde el amarillo palido a violeta incluyendo el naranja,
rojo, rosa y colores caracteristicos de las flores, las frutas, y raices de plantas que contienen
betalainas (Cabanes et al., 2014).

Al igual que otros fitoquimicos (antocianinas, carotenoides y clorofilas) las betalainas se
utilizan como sustancias colorantes en el procesamiento de alimentos debido a su amplia estabilidad
de pH (pH 3-7). También han sido reportadas por sus propiedades antirradicales y una fuerte
actividad antioxidante, pueden contribuir a las actividades anti-inflamatorias, en la inhibicion de la
oxidacion de lipidos y la peroxidacion y tienen efectos anticancerigenos de las células (Guaadaoui
et al., 2014). El principal foco de interés, ha estado recientemente en pigmentos de betalainas como
antioxidantes naturales (Castellanos-Santos y M.-Yahia, 2008).

A la fecha se conocen unas setenta betalainas y todas ellas poseen la misma estructura basica
(Figura 1a), formada por la condensacion de una amina primaria 0 secundaria como el triptéfano
(Figura 1b) y un aldehido llamado &cido betalamico (Figura 2c) (Franco-Zavaleta, 2004).

Figura 2 Estructura basica de las betalainas.
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Nuestro cuerpo esta constantemente expuesto a una variedad de agentes oxidantes y el
cuerpo es igualmente incorporado con antioxidantes para atender a los radicales libres generados a
partir de los oxidantes manteniendo un equilibrio entre la produccion de radicales libres y la
neutralizacion por los antioxidantes. Cuando existe un desequilibrio entre la formacion y la
neutralizacion de los radicales libres por los antioxidantes, resulta al estrés oxidativo. El estrés
oxidativo ha sido implicado en la etiologia de enfermedades tales como cardiovasculares, cancer de
pulmén, entre otras (Azeez, et al., 2012).

Numerosos estudios epidemioldgicos llevados a cabo en muchos paises indican que una
dieta rica en frutas y verduras, retrasa el proceso de envejecimiento y reduce el riesgo de varias
enfermedades de estilo de vida, enfermedades cardiovasculares y cancer, principalmente, asi como
trastornos, artritis reumatoide, enfermedades pulmonares, de cataratas, la enfermedad de Parkinson
0 de Alzheimer. Se cree que los compuestos que son en gran parte responsables para aquellos efecto
protector son compuestos fitoquimicos y vitaminas C y E, que tiene propiedades antioxidantes
(Szajdeck y Borowska., 2008). Este es atribuido principalmente a sus componentes antioxidantes,
especialmente vitamina C, carotenoides, compuestos fendlicos, flavonoides, taninos y
antocianidinas que son conocidos por poseer la capacidad de eliminar los radicales libres y la
peroxidacién (Carlo, et al., 2012).



10

Por lo tanto, este estudio se enfoca en aislar, purificar e identificar estructuras quimicas
principales del extracto metandlico (polar) y evaluar la actividad antioxidante del mismo, presentes
en frutos de jiotilla.

2.1 Materiales y métodos
Materiales

Los frutos de jiotilla se colectaron en la region de la Mixteca Baja Oaxaquefia, en la comunidad de
Acaquizapan, municipio de Santiago Chazumba, Oaxaca, en estado de madurez comercial a criterio
visual de los nativos del lugar (90 dias después de su floracion). Después de la recoleccidn, las
muestras se transportaron en refrigeracion al laboratorio. Posteriormente se congelaron vy
almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

Los reactivos quimicos: hexano, acetato de etilo, diclorometano, metanol y acetona, fueron
adquiridos en J.T. Baker, S. A. de C. V., Edo. de México, México.

2.2 Métodos
Preparacion del extracto metanolico

Se descongelaron los frutos de jiotilla a temperatura ambiente, y se separaron las cascaras de la
pulpa. Se obtuvieron 663.19 gramos de pulpa la cual se liofiliz6 en un equipo de liofilizacion
LABCONCO (Figura 2.1 a), obteniéndose 96.34 gramos de liofilizado. Al producto liofilizado se le
adicion6 600 mL de metanol y se dejé macerar durante tres dias, posteriormente se filtr6 para
extraccion del residuo solido, la disolucion metanodlica se evapord en un rotavapor Buchi R-3
(Figura 2.1 b) a baja temperatura y alto vacio, esto se repiti6 cinco veces para finalmente obtener el
extracto metandlico con un peso de 58.1 gramos.

Separacion por cromatografia en columna

Se emple6 La cromatografia por columna a gravedad (CCG) para la separacion de los compuestos
del extracto por diferencia de polaridad a través de distintos disolventes. A continuacion se describe
la preparacion de la columna (Figura 2.2):

1. Se utilizaron 55.1 gramos de extracto metandlico, el cual se diluyé en metanol en un matraz
bola.
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Para la preabsorcion en silice, se agregd gel de silice 60 (0.063-0.200 mm, Merck) y se
mezcld dejando la muestra homogénea, posteriormente se evapord el disolvente en un
rotavapor a presion reducida, dejando el extracto seco e impregando en su totalidad en la
silice

El extracto preabsorbido se pulverizd en un mortero para obtener particulas finas.

La columna cromatografica, se prepar6é colocando un pedazo de algodon en el fondo, para
evitar el escape de gel de silice.

La columna de vidrio se empacé aproximadamente hasta la mitad con silice preabsorbida en
hexano aproximadamente en una relacion 2:1 p/p (silice:extracto).

Se agrego el extracto impregnado en silice a la columna.

Se empezo la elucidn, colectando fracciones de 250 mL, usando como eluyente inicial
hexano (hex) 100 % y posteriormente mezclas hexano/acetato de etilo (AcOEt) hasta llegar
a 100 % AcOEt.

La observacién de la composicion de las fracciones se realizé por cromatografia en placa
delgada (CCD), cuando ya no se observaba alguna mancha de interés, se aumentaba la
polaridad.

Figura 2.2 Fraccionamiento de extracto de jiotilla en columna cromatogréfica, con mezcla de

disolvente Hex/AcOet.
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Seguimiento y purificacion de productos

El seguimiento de las reacciones se llevé a cabo por cromatografia de capa fina, en cromatoplacas
de gel de silice 60 (ALUGRAM® SIL G/UV2s4), las visualizacion se realiz6 con luz ultravioleta en
lampara de UV Mineral Light, también se usé como revelador el &cido fosfomolibtico por
calentamiento de las cromatoplacas. La cromatografia por columna a gravedad y flash para
purificacion de los compuestos se realiz sobre gel de silice 60 (0.040-0.063 mm., malla 230-4000
ASTM) como fase estacionaria.

Analisis por cromatografia en capa delgada

Se aplicaron con un capilar de vidrio muestras de cada fraccion colectada a medio centimetro del
borde en uno de los extremos de la placa, se dejo secar y se eluyeron en una cdmara cromatografica,
con mezclas de hexano y acetato de etilo. (Figura 2.3a). Para lograr una mejor observacion de las
manchas, fue necesario usar un revelador de luz ultravioleta en ldmpara UV Mineral Light, acido
fosfomolibdico y sulfato cérico amoniacal, seguido por el calentamiento de las cromatoplacas
(Figura 2.3Db).

Figura 2.3 (a) Elucion de las fracciones de extracto de jiotilla en Hex/AcOEt en placa
cromatografica, y (b) revelado de las placas en acido fosfomolibdico.

Anélisis espectroscopico de los productos aislados

Los espectros Resonancia Magnética Nuclear de proton y carbono (*H RMN y BC RMN) se
determinaron mediante un espectrometro a 400 MHz modelo 400 MR DD2 Agilent y usando
cloroformo deuterado (CDCIs) como disolvente, y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.
El desplazamiento quimico (8) estd dado en partes por millon (ppm) y las constantes de
acoplamiento (J) estan dadas en Hertz (Hz).

Perfil de compuestos aislados por Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de proton y carbono (*H RMN y 3C RMN) se
determinaron mediante un espectrometro a 400 MHz modelo MR DD2Agilent usando como
disolvente cloroformo deuterado (CDCI3) y tetrametilsililsilano (TMS) como estandar interno. Las
fracciones de interés que fueron analizadas se colocaron en un matraz bola previamente pesado y se
llevd a sequedad en rotavapor. Para algunos casos se removieron las particulas suspendidas que
podian interferir en el experimento, colocando un pedazo de algoddn en un pequefio embudo de
vidrio.
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El volumen final fue colocado en tubos de resonancia y se introdujo el tubo con la muestra
en el iman del equipo de resonancia magnética nuclear para la toma de espectros de H-RMN y C-
RMN. Las estructuras y los perfiles de los compuestos se identificaron por el andlisis de las sefiales
y desplazamientos quimico observado en el espectro.

Determinacién de actividad antioxidante del extracto metanolico

Las muestras de jiotilla fueron molidas en un mortero para homogenizar 0.5 gramos se utilizaron, se
mezclaron con metanol al 80 % (10 mL) y se acidific con HCI al 10 % hasta alcanzar un pH de 3.0
para favorecer su extraccion. Posteriormente se sometieron a agitacion en un vortex durante 3
minutos a temperatura ambiente, todo el procedimiento se llevo a cabo sin presencia de luz con el
fin de evitar la degradacion de los compuestos antioxidantes. Después se sometieron a sonicacion
durante 15 minutos, se colocaron en una incubadora a 150 rpm por 30 minutos, por ultimo se
sometieron a centrifugacion a 2500 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante fue filtrado y aforado a
10 mL con la solucién metanol al 80 % y fueron guardados en frascos ambar para su préximo
analisis.

Cuantificacién de fenoles totales

La cuantificacion de compuestos fenolicos se llevé a cabo mediante el método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteu, llevandose a cabo una oxidacion en solucién alcalina entre los fenoles presentes
de la muestra y el reactivo, dando como resultado una coloracién azul (Cicco et al., 2009).

El &cido galico, compuesto polifendlico, se utiliz6 como estandar para la elaboracion de la
curva de calibracion. Se utiliz6 12.5 mg de acido gélico y se disolvieron con 1 mL de etanol, se
afor6 a 25 mL con agua destilada. En una microplaca se prepararon 12 placas con diferentes
cantidades de acido gélico: 0, 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360, 400 y 440 y se llevé a un
volumen de 1 mL con agua destilada.

En cada uno de los pozos restantes se coloco, 25 uL de los extractos metandlicos de cada
tratamiento de jiotilla, 125 pL de agua destilada, 20 uL del reactivo de Folin Ciocalteau diluido y
30 pL de carbonato de sodio al 30 %. Las muestras se dejaron reposar durante 30 min vy
posteriormente se leyeron las absorbancias en un equipo Biotek sinergy 2 a una longitud de onda de
760 nm. El contenido de fenoles totales se expresd en mg equivalentes de acido galico por gramo de
muestra (mg EAG g?b).

2.3 Resultados y discusién
Estudio fitoquimico

De las fracciones de columna (Fraccion 13-45) de menor polaridad (1:9) acetato de etilo-hexano se
obtuvo una mezcla oleosa traslucida denominado DOJI-C1-F-14. El espectro de resonancia
magnética nuclear de proton (*H RMN, 400 MHz, CDCls) de la mezcla DOJI-C1-F-14. (Figura 5),
presenta 11 sefiales con intensidades significativas, estas sefiales son caracteristicas a las que
presentan los hidrogenos de los principales componentes en los 6leos, o en los triglicéridos. Una
comparacion con datos reportados en la literatura (Sachi, et al., 1996) demuestra la existencia en la
mezcla de las sefiales caracteristicas de los aceites vegetales con sus respectivos protones (figura 6).
Como puede observarse, en la Tabla 1, los desplazamientos para los diferentes tipos de hidrogenos
caracteristicos en las mezclas oleosas de los acidos insaturados, oleico, linoléico y linolénico, de
analisis de diferentes aceites coinciden con las sefiales encontradas en la mezcla DOJI-C1-F-14.
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La atribucién general de las sefiales para este tipo de mezclas han sido bastante estudiadas
(Miyake et al. 1998), (Knothe y Kenar 2004) y (Kirby et al. 2011).

Figura 2.4 Espectro de RMN de *H de la mezcla DOJI-C1-F-14
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DOJI-C1-F-14

Sample Name:
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sample directory:
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FidFile: DOJI-C1-F-14_PROTON_01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: cdcl3
Dpata collected on: Jul 31 2015
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Tabla 2 Desplazamiento quimico (8) y asignacion de las principales sefiales de resonancia en el
espectro de *H RMN de la mezcla DOJI-C1-F-14.

Sefal | (8) ppm | (6) ppm | Proton (h) Grupo funcional
doji-c1-f14 | literatura
A 0.85-0.90 | 0.83-0.93 | -CHj3 Hidrogenos metilicos
B 0.90-1.04 | 0.93-1.03 | -CHj3 Hidrogenos metilicos del
C 1.24-1.36 1.22-1.42 | -(CH2)n- Hidrogenos metilénicos
de acidos grasos de
D 1.54-1.60 | 1.52-1.70 | --OCO-CH>- Hidrégenos B-carboxilicos
CH;-
E 1.99-2.06 1.94-2.14 | -CH,CH=CH- | Hidrdgenos alilicos
F 2.28-2.33 2.23-2.36 | -OCO-CH;- Hidrogenos a-carboxilicos
G 2.74-2.78 2.70-2.84 | =HC-CH:- Hidrégenos alilicos
CH= internos
H 4,11-4.16 | 4.10-4.25 | -CH,OCOR - | Hidrdgenos metilicos del
I 4.26-4.30 | 4.25-4.32 | -CH,OCOR - | Hidrdgenos metilicos del
J 5.32-5.34 | 5.20-5.26 | -CHOCOR Hidrogenos H-2 metilicos
K 5.32-5.38 | 5.26-5.40 | -CH=CH- Hidrogenos olefinicos

Es importante sefialar que los aceites vegetales, presentan diferentes proporciones de acidos
grasos saturados (AGS), acido oleico(omega-9), acido linoléico (omega-6) y linolénico (omega-3),
de manera que las sefiales resultantes son consecuencia de la sobreposicion de protones, formando
diferentes desplazamientos quimicos y presentan tamafios distintos dependiendo de la proporcion de
acidos grasos. Existen métodos analiticos para determinar las proporciones de los diferentes acidos
grasos, a partir del espectro de RMN de H, sin embargo es mas (til determinar esta concentracion
por métodos cromatogréaficos, esencialmente la cromatografia de masas acoplada a un equipo de
espectrometria de masas (CG-EM). Las similitudes se confirman para esta mezcla analizando el
espectro de RMN de 3C (figura 2.6). El espectro de carbono 13 (*C RMN 100 MHz, CDCls),
muestra entre 16 y 19 sefiales que corresponden al nimero de carbonos en el rango de la
composicion de estos en la mezcla oleosa, nuevamente comparando con el espectro RMN de 3C del
aceite de andiroba (figura 2.6) podemos confirmar en este perfil por RMN, la presencia de la mezcla
de acidos grasos insaturados mencionadas anteriormente.

Figura 2.6 Espectro de RMN de *C de la mezcla DOJI-C1-F-14
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Figura 2.7 Espectro de RMN de *3C del aceite de andiroba
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En la fraccion de polaridad media, (69-80) se observo un precipitado amorfo de color blanco
denominado F-69-80. EI compuesto se obtuvo por filtracién y se obtuvo como un sélido blanco. De
acuerdo al punto de fusion (135-137 °C) y Rf (indice de retencion). Se propuso como posible
estructura el B-sitosterol (Figura 2.8).

Figura 2.8 Estructura del 3-sitosterol.

HO

Este compuesto es muy comun en los extractos menos polares de la mayoria de las plantas.
Normalmente el procedimiento inicial consiste en comparar el sélido obtenido con una muestra
pura, por lo que se realizd una cromatografia de capa delgada (CCD) comparativa, donde se uso
como referencia una muestra auténtica de B-sitosterol (marca Sigma-Aldrich). Como se suponia los
valores Rf de las muestras fueron exactamente iguales. La confirmacion de la estructura se logré
totalmente mediante el analisis espectroscopico de *H RMN Y *C RMN.

El espectro de resonancia magnética nuclear de *H RMN (400 MHz, CDCIs) (figura 10)
muestra a alta frecuencia dos sefiales importantes: a & 5.35 (m, 1H), para un proton vinilico H-6,
esta sefial es caracteristica de los esteroles, la otra sefial relevante es el multiplete a 6 3.52 (m, 1H),
asociado al proton base de carbono oxigenado H-3, de nuevo una sefial caracteristica en *H RMN
para los esteroles. El resto de sefiales presentadas entre 2.32 y 1.41 ppm son asignadas a los
protones de los ciclos y los fragmentos de cadena. Se pueden observar las sefiales de 6 metilos
(CH3), las cuales dos aparecen como singuletes a & 1.00 (3H, s) y 0.68 (3H, s) correspondientes a
los protones de los metilos 18 y 19, en 6 0.92 (3H, d), 0.83 (3H, d) y 0.81 (3H, d) aparecen los
dobletes asociados a los metilos 21, 26 y 27.
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Finalmente una sefial a & 0.84 (3H, t) corresponde al metilo (CHs) 29. Estas asignaciones,
estan de acuerdo para la estructura del -sitosterol (Chaturvedula y Prakash, 2012).

Figura 2.9 Espectro de RMN de *H para el B-sitosterol.
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Cabe mencionar que no se profundizara en el analisis del espectro del, carbono *C RMN
para el B-sitosterol dado que ya es una estructura conocida y con muchos estudios de este tipo. Por
lo tanto con los datos de punto de fusion, Rf y 1H RMN, se considera suficiente para no tener duda
de la estructura propuesta.

De otra de las fracciones eluidas a polaridad media (F-411) de la columna cromatogréfica se
extrajo un solido de elucién se obtuvo otro solido de color blanco, el cual se denomind F-144-AM.
El sélido amorfo se obtuvo por filtracion se obtuvo como un sélido blanco con un punto de fusion
de 129-131°C.

El espectro de resonancia magnética nuclear de *H RMN (400 MHz, CDClIs) (figura 11)
muestra 3 conjuntos de sefiales importantes: a & 4.33 (m, 1H), para un proton base de alcohol, esta
sefial es caracteristica de los hidrdgenos sobre un carbono que contiene un grupo hidroxilo, otra
sefial relevante es el multiplete a 6 2.69. (m, 1H), asociado al proton de CH2 en posicion alfa a un
carbonilo y la sefial a & 2.57 corresponde a otro proton del CH> estas sefiales son caracteristicas del
acido malico dada su simplicidad y el namero de protones involucrados.
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Figura 2.10 Espectro de RMN de 'H para el 4cido Malico
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El espectro de carbono 13 (**C RMN 100 MHz, CDCIs) (figura 2.11), muestra 4 sefiales,
dos sefiales a 6 175y 6 172 ppm correspondientes a los carbonilos de los grupos acidos, una sefial a
d 67 ppm corresponde al C-H de metino base de oxigeno, y una sefial a 6 38.7 ppm indica la
presencia de carbono CH: en posicion a al carbono que contiene el alcohol y al carbonilo de un
grupo &cido , las sefiales anteriores permiten proponer con precision la estructura del acido mélico
presente en el extracto metanolico de los frutos de Jiotilla.

Figura 2.11. Espectro de RMN de *C para el acido Malico
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2.4 Conclusiones

Derivado del estudio fitoquimico del extracto metanolico de los frutos de jiotilla se lograron
purificar completamente 2 compuestos el B-sitosterol y el acido malico, por otro lado se obtuvo una
mezcla oleosa pura, en donde se pudo detectar mezcla de acidos oleico, linoleico y linolenico.

En cuanto al contenido de fenoles totales, en pulpa fue de 17.6365 (mg GAEg™ bs) y para el
caso del extracto metandlico fue de 7.5592 (mg GAEg™! de extracto). El valor de fenoles totales
obtenido en pulpa de jiotilla es similar al de pitaya (Stenocereus stellatus Riccobono) en diferentes
variedades encontrandose en roja (13.843 mg GAE g?), cereza (15.522 mg GAE g%), amarilla
(21.291 mg GAE g1) y blanca (23.953 mg GAE g) (Beltran, et al., 2009), indicando que el fruto
de jiotilla posee una alta concentracion de estos metabolitos secundarios.
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