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In order to validate the production of secondary metabolites of juices and alcoholic extracts
(ethane and methanol) from Sechium compositum fruits, as a rural economic diversification project
in local communities of Veracruz, Mexico, its extract and fresh juice were evaluated as a cytotoxic
agent for its secondary metabolites; however, the changes in the metabolite content of the fresh
fruit when dried for alcoholic extraction that affect concentration, cytotoxicity and yield are
unknown. The content of phenolic acids, flavonoids and cucurbitacins present in fresh juice and
alcoholic extracts of the fruits was compared to evaluate their effectiveness in vitro. The results
revealed that the total content of phenolic acids, flavonoids and cucurbitacins in juice was
significantly higher (732.16, 521.59 and 1748.45 mg kg-1 of fresh matter respectively), compared
to the alcoholic extraction. Phenolic acids (gallic, chlorogenic, syringic, vanillic, p-hydroxybenzoic,
caffeic and p-coumaric), flavonoids (rutin, florizin, mirecetin, quercetin, phloretin and galangin) and
cucurbitacin |, decreased significantly in extracts, considering that drying and polarity of the
alcoholic solvent can affect the content and type of secondary metabolites. The efficiency of using
juice facilitated the decision for the design and flow of the extraction plant as a rural productive
project.
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GESTION DE UN RECURSO FITOGENETICO PARA PROQUCCION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS EN PROYECTOS DE DIVERSIFICACION ECONOMICA RURAL.

Se evaluo la produccién de metabolitos secundarios de jugos y extractos alcohdlicos (etano y
metanol) de frutos de Sechium compositum, como proyecto de diversificacion econdmica rural en
comunidades locales de Veracruz, México. Se evalud su extracto y jugo fresco como agente
citotoxico por sus metabolitos secundarios; sin embargo, se desconocen los cambios en el
contenido de metabolitos del fruto fresco al secarlo para la extraccion alcohdlica que repercutan
en concentracién, citotoxicidad y rendimiento. Se compard el contenido de acidos fendlicos,
flavonoides y cucurbitacinas presentes en jugo fresco y extractos alcohdlicos de los frutos para
evaluar su efectividad in vitro. Los resultados revelaron que el contenido total de acidos fendlicos,
flavonoides y cucurbitacinas en jugo fue significativamente mayor (732.16, 521.59 y 1748.45 mg
kg-1 de materia fresca respectivamente), comparado con la extraccion alcohdlica. Los acidos
fendlicos (galico, clorogénico, siringico, vainillico, p-hidroxibenzoéico, caféico y p-cumarico),
flavonoides (rutina, florizina, mirecetina, quercetina, floretina y galangina) y cucurbitacina |,
disminuyeron significativamente en extractos, considerando que el secado y polaridad del
solvente alcohdlico puede afectar el contenido y tipo de metabolitos secundarios. La eficiencia de
usar jugo facilito la decisiéon para disefo y flujo de la planta de extraccion como proyecto
productivo rural.
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1. Introduccion

El género Sechium P. Br., (Cucurbitaceae), comprende diez especies, de las cuales ocho son
silvestres (Cadena-lfiiguez et al., 2011). La destruccién del habitat natural estas especies
silvestres las ubica en peligro de extincion sin conocer el potencial que tienen para extraccion de
compuestos de interés farmacolégico, como esteroles, saponinas, triterpenos, flavonoides
glicosilados y taninos, los cuales hacen amargos a los frutos y por ello no son comestibles
(Cadena-lhiguez et al., 2007; Salazar-Aguilar et al., 2017) (Figura 1). Estudios recientes muestran
el efecto citotdxico de los extractos alcohdlicos de S. compositum, y su efecto en la induccién de
la apoptosis en células cancerigenas (tumores sélidos y leucemia) (Cadena-liiguez et al., 2007,
Soto-Hernandez et al., 2015). Sin embargo, el proceso de elaboracion de extractos alcohdlicos,
representan mayor inversion de equipos, son muy polares y poco selectivos, lo cual dificulta su
implementacién como proyectos de diversificacion en el medio rural mexicano debido a
dificultades técnicas.

En México, muchos recursos fitogenéticos se ubican en la propiedad social (ejidos y comunidades
agrarias), y para gestionar alguno de éstos, es necesario ligarlo con posibles desarrollos
comunitarios, de tal forma que los habitantes rurales, sean los primeros beneficiados de dicha
gestion.

Muchas de las variedades de uso comun y sus parientes silvestres, son producto de la herencia
biolégica y cultural ancestral, y muchas no han sido exploradas en la busqueda de valores
intangibles que pueden representar riqueza por aplicaciones en diferentes sectores de la
industria. Generalmente las variantes criollas de la biodiversidad agricola no cuentan con
procesos de caracterizacion y registro que les confiera una proteccion legal ante acciones de
biopirateria. Recientemente los paises altamente industrializados han mostrado interés en tener
acceso a recursos genéticos de variantes criollas y parientes silvestres; sin embargo, no existe
antes de esto, un modelo de conservacion in situ y de proteccion legal en la propiedad social.

El desarrollo comunitario en areas rurales debe partir de la participacion de los actores locales,
la comunidad en general y el gobierno, con la finalidad de tomar decisiones ascendentes (De los
Rios-Carmenado et al., 2011a; De los Rios-Carmenado et al., 2011b) y considerar la participacion
de los jovenes para reactivar o iniciar un esquema de apoyo al progreso intergeneracional,
mediante combinacion de efectos de corto y largo plazo, con mecanismos para combatir la
pobreza y favorecer la movilidad social de los individuos en la escala social (Cadena-lAiguez et
al., 2010a; Cadena-lhiguez et al., 2010b; Cazorla, De los Rios & Diaz, 2005).

1.1. Implicaciones de la gestiéon y uso de la diversidad agricola

El Convenio sobre la Diversidad Biolégica entré en vigor el 29 de diciembre de 1993. Este
Convenio es el Unico instrumento internacional que aborda de manera exhaustiva la diversidad
bioldgica. Los tres objetivos del Convenio son: 1. la conservacion de la diversidad bioldgica, 2. la
utilizacién sostenible de sus componentes y 3. la participacion justa y equitativa en los beneficios
que se deriven de la utilizacion de recursos genéticos (RG). Para dar mayor impulso al logro del
tercer objetivo, en la Cumbre Mundial sobre el Desarrollo Sostenible (Johannesburgo, septiembre
de 2002) se hizo un llamado para negociar, dentro del marco del Convenio, un régimen
internacional que promoviera y salvaguardara la participacion justa y equitativa en los beneficios
derivados de la utilizacion de RG (CDB, 2014).

La Conferencia de las Partes del Convenio (COP) respondi6 en su séptima reunion, celebrada
en 2004, mandatando a su grupo de trabajo especial de composicion abierta sobre acceso y
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participacion en los beneficios para elaborar y negociar un régimen internacional de acceso a los
recursos genéticos y de participacion en los beneficios, con el fin de aplicar efectivamente los
articulos 15 (Acceso a los recursos genéticos) y 8 j) (Conocimientos tradicionales) del Convenio,
asi como sus tres objetivos. Tras seis afios de negociaciones, el 29 de octubre de 2010, en la
décima reunién de la COP, celebrada en Nagoya, Japén, se adopté el Protocolo de Nagoya sobre
Acceso a los Recursos Genéticos y Participacion Justa y Equitativa en los Beneficios que se
Deriven de su Utilizacién al Convenio sobre la Diversidad Bioldgica.

El Protocolo impulsa notablemente el tercer objetivo del Convenio, ya que proporciona una
base sdlida para una mayor certeza y transparencia juridicas tanto para los proveedores como
para los usuarios de recursos genéticos. De conformidad con el articulo 15, parrafos 3y 7, del
Convenio, los beneficios que se deriven de la utilizacién de RG, asi como las aplicaciones y
comercializacion subsiguientes, se compartirdn de manera justa y equitativa con la Parte que
aporta dichos recursos que sea el pais de origen de dichos recursos o una Parte que haya
adquirido los recursos genéticos de conformidad con el Convenio. Esa participacion se llevara
a cabo en condiciones mutuamente acordadas (articulo 5). Cada Parte adoptara medidas
legislativas, administrativas o de politica, segun proceda, con miras a asegurar que los
beneficios que se deriven de la utilizacién de recursos genéticos que estan en posesion de
comunidades indigenas y locales, de conformidad con las leyes nacionales respecto a los
derechos establecidos de dichas comunidades indigenas y locales sobre estos recursos
genéticos, se compartan de manera justa y equitativa con las comunidades en cuestion, sobre
la base de condiciones mutuamente acordadas. 3. A fin de aplicar el parrafo 1 supra, cada
Parte adoptara medidas legislativas, administrativas o de politica, segun proceda. 4. Los
beneficios pueden incluir beneficios monetarios y no monetarios, incluidos, pero sin limitarse
a aquellos indicados en el anexo. 5. Cada Parte adoptara medidas legislativas, administrativas
o de politica, segun proceda, para asegurar que los beneficios que se deriven de la utilizacion
de conocimientos tradicionales asociados a recursos genéticos se compartan de manera justa
y equitativa con las comunidades indigenas y locales poseedoras de dichos conocimientos
(PN, 2014).

Esa participacién se lleva a cabo en condiciones mutuamente acordadas. ElI TIRFAA es el
unico tratado internacional especifico para recursos fitogenéticos con 21 de 127 paises en
América Latina con ventanillas dedicadas al sector. Ejemplos de ello son en Costa Rica, la
Comision Nacional de Recursos Fitogenéticos; en Cuba, la Coordinadora Técnica de Recursos
Fitogenéticos, Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical; en Ecuador,
El Jefe del departamento de recursos fitogenéticos como parte del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias; y unicamente Costa Rica y Brasil tienen una estrategia nacional para la
conservacion y aprovechamiento sostenible de los RFAA (CDB, 2014).

Con el fin de promover de manera indirecta (en principio) la conservacion y posible distribucién
en el mediano plazo de beneficios por el recurso genético S. compositum, bajo el proceso de
gestion para nuevos usos, y establecer un punto de partida para su aprovechamiento, se
comparo la composicién del jugo procedente de fruto fresco y el de extracto etandlico asi como
proponer el disefio y flujo de una planta de extraccion de metabolitos crudos en una planta
rural, de tal forma que su uso coadyuve a conservar a la especie (Figura 1).
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Sechium compositum, y tres variantes de fruto de la especie.

2. Materiales y métodos

2.1. Obtencidén de extracto etandlico
Los frutos de S. compositum fueron cosechados, lavados con desinfectante, y rebanados en
rodajas delgadas y se dejaron secar a 40 °C en un horno de conveccion (RIOSSA E-33, México)
y posteriormente se molieron. Se realizé una extraccion discontinua, y finalmente se determiné el
rendimiento de los extractos (extractos crudos), los cuales se almacenaron en frascos de vidrio
color ambar.

2.2. Obtencioén del jugo
Los frutos de S. compositum se cortaron en pequefios trozos y con un procesador industrial
(OPM-500, JOOSHUN™ China) se extrajo el jugo, seguidamente se centrifugd a 2150 g por 10
min. El sobrenadante resultante se almaceno a 4 °C para su posterior uso.

2.3. Contenido de metabolitos secundarios
Se utilizé un cromatégrafo Infinity serie 1220 de Agilent Technologies (St. Clara, CA, EE. UU.).
Acidos fendlicos: Se utilizé la columna Nucleosil® 5 um C18 100 A (125 x 4 mm) (Macherey-
Nagel) con gradiente de (A) Agua (pH 2.5) con TFA (acido trifluoroacético) y (B) ACN
(acetonitrilo). Las condiciones fueron: flujo 1 mL min-'; 30 °C, volumen de inyeccion 20 L, presién
de 114 bares. Utilizando como estandares los acidos: galico, clorogénico, siringico, vanillinico, p-
hydroxibenzaéico, cafeico, ferulico y p-cumarico.

Flavonoides: Se analizaron a 30 °C, utilizando una columna Hypersil™ ODS-2(125 x 4 mm),
tamano de particula 5 ym con fase maovil agua: acetonitrilo (65:35; v / v), el agua con pH ajustado
a 2.5 con acido trifluoroacético, Las condiciones fueron: flujo de 1 mL min-'. El volumen de
inyeccion de la muestra fue de 20 pL, presion de 114 bares. Los compuestos empleados como
estandares fueron: rutina, florizina, miricetina, quercetina, naringenina, floretina y galangina. En
cuanto a las Cucurbitacinas: Se utilizé una columna ymmetry Shield RP18 (250 x 4.6 mm), tamafno
de particula de 5 um. La elucidn isocratica se llevd a cabo con una fase mévil agua: metanol:
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acetonitrilo (50: 30: 20; v/v/v) suministrado con un flujo de 1 mL min-', 25 °C. El volumen de
inyeccion de la muestra fue de 10 uL y presion de 179 bares. Los compuestos de referencia
estandar fueron: cucurbitacinas B, D, E, e I.

Se analizé el contenido de los metabolitos secundarios del extracto etandlico y del jugo de
chayote mediante un disefio completamente al azar con tres repeticiones, obteniendo un analisis
de varianza y pruebas de Tukey (P<0.05). Se utiliz el software SAS® Institute 9.0.

3. Resultados y discusion

El rendimiento del jugo fue de 80 % del peso inicial de los frutos, mientras que el rendimiento del
extracto etandlico fue de 8.33% con relacion al peso seco de los frutos. A este respecto, los frutos
de especies silvestres o poco domesticadas presentan alto contenido de fibra y bajo contenido
de agua (< 80%) con relacién a las variedades comerciales de frutos de S. edule. Al comparar el
contenido de los acidos fendlicos totales en el jugo de los frutos en fresco se obtuvo 90.30%
mayor que el extracto etandlico. Se ha reportado un contenido de acidos fendlicos totales de
361.15 mg g™ ps en extracto metandlico de S. edule hibrido H387 07, mientras que en S. edule
var. nigrum spinosum se ha reportado entre 11.88 y 59.54 mg g-' ps (Aguifiga, 2017; Gémez,
2019).

Dentro del grupo de los acidos hidroxibenzéicos, el clorogénico y galico fueron los de mayor
contenido en el jugo, mientras que, en el extracto, el acido galico tuvo mayor concentracion (Tabla

1).

Tabla 1. Contenido de acidos fenélicos (mg kg™ de materia fresca) en extracto etandlico y jugo de
frutos de chayote (Sechium compositum).

Acidos fendlicos (mg kg™')

Compuesto Extracto etandlico Jugo

Ac. galico 62.35b 115.44 a
Ac. clorogénico 0. 00c 451.20 a
Ac. siringico 1.93 b 12.86 a
Ac. vainillico 1.01b 19.61 a
Ac. p- hidroxibenzdico 0.82b 36.66 a
Ac. caféico 2.88b 76.89 a
Ac. ferulico 1.84 ab 0.00 b

Ac. p-cumdrico 0.50b 19.51a

Letras iguales no tienen diferencia significativa entre filas (Tukey P <0.05).

En el extracto etandlico se cuantificaron tres acidos cinamicos: caféico, ferulico y p-cumarico,
mientras que en el jugo solo se detecté el ac. caféico y p-cumarico, sin presencia de ferdlico,
estos compuestos comparten la misma ruta de biosintesis (cinamico, p- cumarico, caféico,
ferdlico, 5 - hidroxiferulico y sinapico) y presentan un esqueleto C6-C3 (Vermerris y Nicholson,
20006).

El contenido de los acidos fendlicos en el extracto es inferior al cuantificado en el jugo de los
frutos, posiblemente a que el solvente que se usa durante el proceso de extraccién no esta
arrastrando completamente los compuestos (Soto y Rosales, 2016). Otra posibilidad es que el
contenido de los acidos fendlicos esta siendo influenciado por el tiempo y tipo de secado a los
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que se somete el material vegetal, que repercute en la actividad de agua, ya que las hojuelas
secas y molidas del fruto de S. compositum registraron humedad de 3.65% y actividad de agua
(Aw) de 0.262.

Con relacion a la concentracion de flavonoides, el jugo tuvo 84% mas que en el extracto etandlico.
Es interesante notar que en los materiales silvestres el contenido de flavonoides es mayor y mas
diverso, por ejemplo, en extracto metandlico de las variedades de chayote domesticadas como
virens levis se reporta 0.10 mg g™' ps y nigrum spinosum 0.19, 124.91, 327.52 mg g ps de
flavonoides totales (Aguiniga, 2017; Riviello-Flores et al., 2018; Gémez 2019).

Los flavonoides que poseen un gran numero de grupos hidroxilos insustituidos o azucares, se
consideran compuestos polares, por lo que son moderadamente solubles en disolventes polares
como etanol, metanol, butanol, acetona, dimetilsulféxido y agua. La extraccién de los flavonoides
puede ser a través del material fresco o seco, siempre y cuando el proceso de secado no altere
la composicion de los compuestos (Tabla 2).

Los extractos de Sechium generalmente se exponen al secado con horno a 40 °C para seguir
con el proceso de extraccion liquido-liquido. El proceso de secado se realiza para preservar y
conservar las cualidades del material vegetal, sin embargo, el tipo y tiempo de secado conducen
ciertos cambios en la composicién de los MS como la disminucion de estos (Lim y Murtijaya,
2007).

Tabla 2. Contenido de flavonoides (mg kg™ de materia fresca) en extractos metandélico, etanélico y
jugo de frutos de chayote (Sechium compositum).

Flavonoides (mg kg?)

Compuesto Extracto etandlico Jugo
Rutina 149c 62.70 a
Florizina 5.18b 85.46 a
Mirecetina 0.59b 145.83 a
Quercetina 1.90b 15.37 a
Naringenina 58.51 ¢ 182.70 b
Floretina 10.39 a 25443
Galangina 5.23a 4.08 a

Letras iguales no tienen diferencia significativa entre filas (Tukey P <0.05).

Las cucurbitacinas son compuestos triterpenoides tetraciclicos oxigenados, producidos
principalmente por las plantas de la familia Cucurbitaceae, generalmente son amargas y toxicas
para muchos organismos y por lo que se consideran compuestos de defensa de las plantas
(Kaushik et al., 2015). La Tabla 3 muestra que el jugo fresco de S. compositum contiene el
99.81% mas cucurbitacinas que las contenidas en el extracto etandlico.

Se han reportado contenidos variables de cucurbitacinas totales. En extracto metandlico de S.

edule var. Perla Negra se encontré 2540.75 mg kg™' ps y 392.64 mg kg ps en el hibrido H387 07
(Aguiniga, 2017; Salazar, 2016). Los compuestos cuantificados fueron la cucurbitacina D, I, B, y
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E, observandose disminucion sustantiva en la cucurbitacina | en ambos extractos, y por lo menos
45% menos en la cucurbitacina B. En el caso del jugo, el contenido de la cucurbitacina D y E fue
54 y 39% menor comparado con el extracto metandlico.

La Tabla 3 indica que la cucurbitacina B fue uno de los compuestos con menor degradacion al
pasar por el proceso de secado en ambos extractos; sin embargo, no existen referencias de que
pase lo mismo con las otras cucurbitacinas del fruto de S. compositum, en especial la
cucurbitacina I, cuyo contenido en extractos fue de 1.4% comparado con el encontrado en el jugo.

Tabla 3. Contenido de cucurbitacinas (mg kg' de materia fresca) en extractos metandlico,
etandlico y jugo de frutos de chayote (Sechium compositum).

Compuesto Extracto etandlico Jugo
Cucurbitacina D 0.11b 7.93 ab
Cucurbitacina | 0.121b 1723.39 a
Cucurbitacina B 0.507 a 1.888 a
Cucurbitacina E 2.572b 15.243 a

Letras iguales no tienen diferencia significativa entre filas (Tukey P < 0.05)

Tal como se resume en la Tabla 4, el contenido total de metabolitos secundarios se conserva en
el jugo de chayote, con un rendimiento de 80%, por lo cual se plantea que el establecimiento de
una planta extractora de jugo, por lo que se plantea la posibilidad del establecimiento de una
planta extractora de jugo.

Tabla 4. Contenido total de metabolitos de frutos de Sechium compositum mediante dos formas
de extraccién

Método Contenido de Metabolitos totales Rendimiento
extraccion

Acidos fendlicos Flavonoides Cucurbitacinas (mL kg™)
Etandlico 71.34 83.29 3.31 83.3
Jugo 732.16 521.59 1748.45 800.0

Por lo anterior se plantea el siguiente diagrama de flujo para extraccion. El proyecto sera
cultivando S. compositum por comunidades campesinas de Veracruz, mediante una produccion
libre de agroquimicos (Figura 2, 3).
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Figura 2. Diagramas de planta procesadora de jugo de Sechium compositum
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Figura 3. Diagramas de operacion de planta procesadora de jugo de Sechium compositum

3.1. La gestiéon de un recurso local y el desarrollo rural

Es importante resaltar que, de acuerdo con investigaciones realizadas con recursos locales o
endogenos en las comunidades rurales, resulta en mayor factibilidad la puesta en marcha de un
proyecto que diversifique las actividades productivas y econémicas (Aguirre-Cadena et al., 2016)
en lugar de importar recursos de otro territorio.

Se han registrado casos exitosos en el ambito rural (sector primario) de diversificacién productiva
cuando se proyectan innovaciones mediante la transferencia tecnolégica producto de la
investigacion |+D+i (Cadena-lfiguez y becerril-Roman, 2016). Este es el caso particular de un
esfuerzo conjunto para identificar usos a un recurso genético pariente silvestre de una hortaliza
de exportacion, para coadyuvar a su conservacion disefiando proyectos de diversificacion
economica; sin embargo, se debe iniciar con procesos de caracterizacién, tal como la bioquimica
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y con ello los métodos de extraccion, ya que su uso esta orientado a la actividad de los metabolitos
secundarios.

4. Conclusiones

La evaluacion bioquimica y métodos de extraccion pueden favorecer el proceso de gestion de S.
compositum. La informacion obtenida puede contribuir la toma de decisiones ara establecer
proyectos de extraccion y formulacién comercial de productos. La evaluacion realizada mostré
que el mayor rendimiento de los acidos fendlicos, flavonoides y cucurbitacinas cuantificados
mediante HPLC se encontrd en el jugo de los frutos frescos de Sechium compositum. Mas del 90
% de los acidos fendlicos y cucurbitacinas de los extractos se degradaron posiblemente al tiempo
y tipo de secado del material vegetal.
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