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RESUMEN

En este trabajo se realizd la identificacion de los principales componentes de la raiz de Wereque por GC-MS. A
partir de extracciones acuosas de las raices frescas de Wereque mediante infusion, decoccion neutra y basica, y
maceracion, se obtuvieron seis muestras a analizar. Los extractos crudos fueron filtrados, purificados y
derivatizados antes de ser analizados. Los analisis por GC-MS fueron realizados en un equipo Perkin Elmer
Clarus 600T, con una columna capilar Elite-5 MS 30 m, ¢in:: 0.32 mm, film: 0.25 um; He: 0.8 mL/min, Ti,,: 200
OC; Truente Y Tiinea de transferencia: 230 °C; Teoumna: 60 ©C, 5min; 60 a 180°C, 20°C/min; 180°C, 10min; 70 eV, m/z 30
a 450. Se identificaron 33 compuestos diferentes, entre los cuales se encuentra el acido palmitico. Este
compuesto forma parte de un grupo de acidos grasos y monoglicéridos a los que se les atribuye la actividad
hipoglucemiante del Wereque.

ABSTRACT

This work comprises the identification of the Wereque's root main components. For that purpose, aqueous
extractions of Wereque's fresh roots were made by infusion, decoction (both neutral and basic), and maceration,
from which six samples were obtained for analysis. The raw extracts were filtered, purified and derivatized
before they were analyzed. The GC-MS analyses were conducted on a Perkin Elmer Clarus 600T instrument, an
Elite-5 MS, 30 m capillar column, ¢ine: 0.32 mm, film: 0.25 pm; He: 0.8 mL/min; Tiy: 200 °C; Teource aNd Tiranster
ine + 230 °C; Tegumn: 60 ©C, 5min; 60 a 180°C, 20°C/min; 180°C, 10min; 70 eV, m/z 30 a 450. Through this
work, 33 different compounds were identified, including palmitic acid. Based on existing literature, this
component belongs to a group of fatty acids and monoglycerides responsible of the Wereque's hypoglycemic
activity.
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INTRODUCCION

Una de las enfermedades crénico-degenerativas, cuyas tasas de prevalencia y mortalidad se han incrementando
significativamente en los Ultimos anos, es la Diabetes Mellitus (DM), la cual es reconocida por la OMS como una
amenaza mundial. Se calcula que en el mundo existen mas de 180 millones de personas con DM y es probable
que esta cifra se duplique antes del afio 2030 (Secretaria de Salud, 2008).

En menos de cuatro décadas la DM se ha convertido en el problema de salud publica mas importante de México,
ya que desde el ano 2000 esta enfermedad representa la primera causa de mortalidad general en el pais
(Aguilar et al., 2003; Secretaria de Salud, 2010).

Alrededor del 54% de la poblacion mexicana no cuenta con acceso a servicios médicos (SINAIS, 2008), por lo
que generalmente recurre a tratamientos alternativos, entre los que se encuentra el uso de plantas medicinales.
Se estima que a nivel mundial se emplean mas de 1,200 plantas para el control de la DM (Hernandez et al.,
2007).

Una planta ampliamente utilizada en México para tal fin se conoce como Wereque (Martinez et al., 2011)
[Ibervillea sonorae Greene (Greene, 1895)]. Se trata de una planta dioica perenne que pertenece a la familia
Cucurbitaceae (Alarcon et al, 2005). Se desarrolla en la region semiarida al norte de México (Hernandez et al,
2007) y ha sido empleada desde hace varios siglos por diferentes grupos étnicos para tratar padecimientos de la
piel, artritis, reumatismo y algunas enfermedades cardiacas (Hernandez, 2011).

El consumo de esta planta se ha vuelto una alternativa terapéutica eficiente para personas con DM que no
cuentan con los recursos econdmicos para adquirir medicamentos aldpatas y, por lo tanto, su uso es cada vez
mas recurrente. La forma mas comin de extraccion de los principios activos de esta planta para su consumo es
la decoccion acuosa de la raiz (Alarcon et al, 2005). El efecto hipoglucémico del extracto acuoso se ha
demostrado y validado en diversos estudios (Rivera et al., 2011; Hernandez et a/, 2007; Alarcén et al., 2005;
Blancas, 2005).

De acuerdo con lo mostrado por Hernandez et a/. (2007), la actividad hipoglucemiante del Wereque se atribuye
a un grupo de monoglicéridos y acidos grasos, presentes en la raiz de la planta, que fueron extraidos con
diclorometano. Sin embargo es necesario ampliar el reconocimiento de componentes contenidos en las
fracciones acuosas, ya que éste es el modo habitual de consumo. El propdsito del presente trabajo es identificar
los principales componentes del Wereque, obtenidos mediante extracciones acuosas, empleando la técnica
acoplada de cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS).

METODOLOGIA

Las raices frescas de Wereque fueron peladas, ralladas y secadas a la sombra, extendidas en capas delgadas
sobre hojas de papel.

Para el proceso de extraccion se emplea el siguiente procedimiento:

- Infusidn: Se pesaron 5 g de material seco y pulverizado, se agregaron a 100 mL de agua hirviendo. Se enfrié
con agitacion manual constante, hasta temperatura ambiente; se separaron los solidos por filtracion. El
filtrado se hizo pasar por tierras diatomeas para disminuir la turbidez, afiadiendo 20 mL de etanol para
favorecer la filtracién. Una pequefia porcién del filtrado fue secado con aire; el residuo sélido fue recuperado
con 3 mL de metanol y saponificado con 2 mL de una solucién metandlica de KOH (0.5 N) a reflujo y con
agitacion durante 20 minutos. El producto saponificado se hizo reaccionar con 1 mL de BF; y 3 mL de
metanol a reflujo 30 minutos. Al producto metilado se le afadié agua destilada y 6 mL de hexano. La fase
organica fue secada con 0.5 g de MgSQ,, filtrada y guardada (Muestra 1).
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Decoccién neutra: 5 g de material seco y pulverizado fue mezclado con 200 mL de agua destilada. La mezcla
se mantuvo en reflujo con agitacion por 30 minutos. Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se aplicoé bafio
ultrasonico durante 1 hora. La mezcla fue filtrada vy el filtrado fue separado en dos porciones; la primera fue
filtrada a través de tierras diatomeas y la segunda fue centrifugada. Muestras de los sobrenadantes fueron
procesadas mediante cromatografia independientemente sobre silicagel en pipeta Pasteur. Las fracciones
obtenidas fueron saponificadas y metiladas (Muestra 2 y Muestra 3).

Decoccidn basica: 5 g de material seco y pulverizado fue mezclado con 200 mL de una solucidon acuosa de
Na,COs al 2%. La mezcla se mantuvo en reflujo con agitacién por 30 minutos. Se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se le aplicd bafo ultrasénico durante 1 hora; los sélidos fueron separados por filtracién en papel
y el sobrenadante fue pasado por tierras diatomeas para disminuir la turbidez. El nuevo filtrado fue
saponificado y metilado (Muestra 4).

Maceracion: Se pusieron 500 g de raiz de Wereque fresca y pelada en 1 L de agua de la llave y se dejo en
reposo durante 6 horas. El material solido fue separado por decantacion. La fase acuosa fue basificada con
NH,OH hasta pH >11. Se formd un precipitado blanco que fue separado por filtracién. El filtrado fue
separado en dos porciones; la primera fue extraida con CHCl; (3x 60 mL) y la segunda con CCl4 (3x 60 mL).
Las fases organicas fueron secadas Yy filtradas independientemente y luego guardadas para sus respectivos
analisis (Muestra 5 y Muestra 6).

Wereke 01 Scan El+
100y ”" 62069
%% 850 3,90 7.48 :
q I 293 488 5g3633 853 gg3 1100 1223

0
Wereke 02 Scan El+
100+ 101eT1|g
2.45 )
%1 35339
1 (492 59753 750 857 95 1008
0 D e e e e TP T =TT
Wereke 03 Scan El+
1004 > 70323
% 3.57 3,95
(4% 5979% TP 85T gg5 1000
O T ———
Wereke 04 Scan El+
TIC
100
2.47 7.92e9
% 3.58 3% " et 10.98 11.55
) /497 5093 7,05J | 9.85 N
0 ..,....,....,....,.“"‘""""...,.."..,...‘.,....,....,....,....,....,....,....,....,..
Wereke 05 Scan El+
2.17 TIC
1009/ 8.52¢8
% ] 15.02
2-§8§27 6.47 7.32 11.63 15.95
0 b T T
Wereke 06 Scan El+
100 ey 387;1%
%_
U L e B NS B i e s ey s w1
3.50 5.50 7.50 9.50 11.50 13.50 15.50

Fig. 1: Fragmentogramas
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Los analisis por GC-MS fueron realizados en un equipo Perkin Elmer Clarus 600T, con una columna capilar Elite-5
MS de 30 m de longitud, didmetro interior de 0.32 mm, 0.25 um de espesor de film y helio como gas portador
(08 mL/mm) Tinyector: 200 OC; Tfuente y Tlfnea de transferencias 230 OC; Tcolumna: 60 OC/ 5min; 60 a 1800C1 ZOOC/mInI
180°C, 10min; Energia de 70 eV y barrido de 30 a 450 m/z.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los fragmentogramas obtenidos de cada una de las seis muestras (Figura 1) se observa que los primeros
cuatro extractos tienen similitudes considerables. Las diferencias de concentracion pueden ser atribuidas a las
variaciones operativas durante la separacion. Los extractos obtenidos por maceracién presentan una
composicion significativamente diferente. El nimero de compuestos observados para las diferentes extracciones
fue mayor en la infusidon y en la decoccidén neutra (Muestras 1, 2y 3) y considerablemente menor en la
maceracion (Muestras 5 y Muestra 6).

El examen general de los espectros de masas permite proponer estructuras que son verificadas explicando los
iones mas representativos mediante los mecanismos de fragmentacion correspondientes. La consistencia de los
mecanismos de fragmentacién confirma la validez de las estructuras propuestas. Se confirmaron 33 compuestos
diferentes (Tabla 1); sus respectivos tiempos de retencién (Rt) e intensidades relativas de los iones (1%) se
muestran en la Tabla 2.

Es importante hacer notar que la mayor parte de los compuestos encontrados fueron alcoholes, cetonas y
alcanos. La presencia de compuestos lipofilicos en los extractos acuosos se explica porque su solubilidad en
agua no es nula (Bailey, 2001; Maczynski et al., 2004). La sensibilidad de la técnica analitica empleada permitio
detectarlos incluso en muy bajas concentraciones.

Tabla 1: Nimero (No.), nombre, ion molecular (M*") y formula bruta (FB) de los compuestos identificados.

No. Nombre M* FB No. Nombre M* FB
1 Pentanamida 101 | GsHysNO || 18 Dodecano 170 CiaH2e
2 4-Metil-3-penten-2-ol 100 | CgH12O 19 2-Butenoato de isopropilo 128 | C/H1,0,
3 4-Hexen-3-ona 98 CeH100 20 5-Metil-2-carboximetil ciclopentanona 156 | CgH1,0s
4 3-Hexen-2-ona 98 CeH100 21 1-Ciclopentil-5-metilhex-2-en-1-ona 180 | CiHO
5 3-Metil-2-ciclopentenona 96 CeHsO 22 4,5-Dimetilnonano 156 Ci1H24
6 3-Metilhexano 100 C/H1s 23 Vinilbenceno 104 CsHs
7 2-Metilpentan-2,3-diol 118 | CgHi140> 24 N,N-Dibutilformamida 157 | CgHigNO
8 4-Metilpentan-1,4-diol 118 | CsHi1402 25 Hexadecanoato de metilo 270 | Ci7H340;
9 2-Metil-2-pentenol 100 | CgH12O 26 Etanoato de n-butilo 116 | CeH120;
10 3,5-Dimetil-4-hidroxi-2-hexanona 144 | CgHi60> 27 1,3-Dimetilbenceno 106 CsHio
11 2-Metil-4-hidroxi-3-heptanona 144 | CgHi602 28 1,2-Dimetilbenceno 106 CsHio
12 1-Etoxi-3-metil-2-penteno 128 | CgHi60 29 1-Metil-4-isopropenilciclohexeno 136 CioH16
13 2-Metilhepten-3-ol 128 | CgHi60 30 Acido hexadecanoico 256 | CiH30;
14 3,4-Dimetilhexa-2-ona 128 | CgHi60 31 2-Butenoato de n-butilo 142 | CgH1402
15 Decano 142 CioH22 32 1,3,5-Trimetilbenceno 120 CoH12
16 3-Metilenciclopenteno 80 CeHs 33 2-Metil-6-etildecano 184 Ci3Has
17 Undecano 156 Ci1Hz4
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Entre los diferentes componentes identificados se encuentra el acido palmitico (hexadecanoico, Muestra 5) o su
éster metilico (hexadecanoato de metilo, Muestra 3), que forma parte de los compuestos responsables de la
actividad hipoglucemiante de la raiz de Wereque (Hernandez et a/., 2007).

Tabla 2: Tiempos de retencion (Rt) e intensidades relativas (I1%) de los iones principales (m/z).

No. - th [minl;tos] Mu:stras: - - m/z (1%)

T | 203 | 207 | 207 | 207 : [ 101(M",5), 72(10), 59(100), 58(35), 45(36), 44(6), 31(14)

2 [ 213 | 217 | 217 | 218 - — [ 100(M™.35), 85(88), 82(34), 67(100Y, 57(24), 55(19), 43(76), 41(73), 39(43)

3 | 235 | 2.38 | 240 | 2.40 - ~ [ 98(M* 21), 83(6), 70(7), 69(100), 57(6), 41(64), 39(32)

4 | 242 | 245 | 247 | 247 | - — [[98(M™,39), 83(100), 55(79), 53(12), 43(59), 39(22)

5 249838y zfgzy 34085" 34087" ; - | 96(M**,89), 81(100), 68(19), 67(68), 53(75), 40(19), 39(43)

6 | 337 | 340 | 3.43 | 3.45 5 — [ 100(M™,0.5), 85(21), 71(61), 55(57), 43(100), 41(36)

7 | 345 | 348 | 350 | 352 - —[118(M™.0), 103(2), 89(2), 85(4), 72(2), 71(10), 59(100), 45(4), 43(a6), 31(12)

8 | 350 | 3.53 | 3.57 | 3.8 : — [118(M™.0), 103(1), 100(1), 85(25), 69(15), 67(6), 59(60), 57(8), 56(6), 43(100)

9 | 357 | 3.60 | 3.63 | 3.65 5 — [100(M™.4), 85(15), 83(23), 71(53), 69(24), 67(20), 55(36), 43(57), 41(100), 39(54)
10 | 3.90 | 3.93 | 395 | 3.98 : — [144(M™.0), 85(15), 73(37), 72(18), 57(16), 55(22), 43(100), 41(19), 31(3)

11 | 403 | 407 | 410 | 412 5 —[143(M™.0), 89(12), 73(100), 71(20), 57(15), 55(38), 43(89)

12 | 437 | 442 | 443 | 445 5 — [128(M™.0), 100(5), 83(66), 82(36), 67(90), 55(61), 53(25), 43(95), 41(100), 39(83)
13 | 447 | 452 | 453 | 455 : — [128(M™,0), 100(5), 83(46), 82(16), 71(90), 69(41), 67(36), 55(64), 53(20), 41(100)
14 | 458 | 462 | 465 | 467 : —[128(M™, 0), 100(12), 85(34), 83(43), 82(23), 67(64), 57(17), 55(66), 43(100)

15 | 593 | 597 | 597 | 598 - T [142(M™.6), 113(6), 99(5), 85(20), 71(41), 57(100), 43(83)

16 | 633 | 637 | 637 | 638 - — oM™ ,29), 79(100), 65(7), 53(15), 39(22)

17 | 748 | 750 | 752 | 7.52 : —[156(M™,9),113(6), 99(7), 85(32), 71(56), 57(93), 43(100)

18 | 853 | 856 | 857 | 857 : —[170(M™,10), 141(3), 127(4), 113(6), 99(11), 85(39), 71(65), 57(30), 43(100)

19 | 983 | 9.85 | 9.85 | 9.85 : ~[128(M™.3), 113(14), 87(8), 69(100), 59(31), 43(58), 41(35)

20 [ 11.02 | 1099 | 10.99 | 1099 | - —[[156(M™,9), 114(15), 98(7), 97(100), 83(8), 69(10), 59(12), 58(18), 43(39)

ot [ 1224 | 1920 | 1230 | 1290 180(M™,7), 165(3), 137(9), 123(14), 111(9), 97(100), 83(16), 69(16), 57(47),

: : : : 43(24)

2 - 822 | 822 | 822 - —[156(M™,0.2), 141(1), 127(9), 113(4), 99(11), 85(40), 71(57), 57(71), 43(100)

B - - 3.27 - : —[104(M™.100), 78(43), 77(22), 51(24)

u [ - - 9.40 - 5 —[157(M™.3), 142(17), 128(5), 114(56), 97(9), 83(14), 72(100), 57(29), 41(23)

= | - 1597 - - —[2700M%,7), 239(4), 227(7), 185(), 171(4), 143(14), 129(6), 101(5), 97(6),

: 87(60), 83(9), 74(100), 71(5), 69(13), 59(7), 57(15), 55(22), 43(36), 41(23)

3 - - - 247 |- | 116(M™,0), 73(15), 61(13), 57(4), 56(a4), 43(100)

7 [ - - - - 2.88 | - | 106(M™,47), 91(100), 77(12), 65(6), 51(10)

B - - - - 3.27 | - | 106(M*,43), 91(100), 77(13), 65(6), 51(11)

20 [ - - - - 6.47 | - | 136(M*,32), 121(24), 107(25), 93(82), 79(57), 68(100), 53(25), 41(26)

o | - - T im0 | . |[2580M7,15), 213(15), 185(11), 171(11), 157(12), 129(35), 115(13), 97(19), 87(19),

: 85(29), 83(28), 73(85), 71(38), 69(32), 60(73), 57(73), 55(65), 43(100), 41(69)

5 - - - - ~ [ 563 [ 142(M*,0), 87(66), 69(100), 57(5), 56(44), 41(69), 39(22)

2| - - - - — [ 5.00 | 120(M*",44), 105(100), 91(12), 77(16), 65(5), 51(6)

3| - - - - [ 10.17 | 184(M7,0), 141(3), 127(1), 113(3), 99(8), 85(35), 71(73), 57(100), 43(30)

CONCLUSIONES

Al comparar las técnicas de extraccidon se observa que la eficiencia es mayor en la infusién y en la decoccion
neutra al arrojar un mayor nimero de compuestos, mientras que en la maceracion se observa lo contrario
debido a que la extraccidn se realiza Unicamente por difusion. Esto muestra que el incremento de temperatura
favorece la extraccion.

De acuerdo a la literatura (Hernandez et a/., 2007) la actividad hipoglucemiante de la planta se atribuye a un
grupo de acidos grasos y monoglicéridos extraidos con diclorometano. Sin embargo, en dicho estudio se
sostiene que los extractos acuosos también tienen efecto hipoglucemiante, por lo que se infiere que en estas
fracciones también estan presentes los principios activos.
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En este trabajo se identifico el acido palmitico, que forma parte de los componentes reportados como
hipoglucemiantes por Hernandez et al. (2007). Es posible que algunos otros principios activos fueran extraidos
en medio acuoso, pero hayan sido discriminados durante los tratamientos previos al andlisis. Para realizar una
identificacion mas precisa de tales componentes, se recomienda realizar separaciones y purificaciones mas
eficientes.

Se identificd un total de 33 componentes: 5 alcoholes, de los cuales 2 son dioles saturados y 3 monoalcoholes
insaturados; 6 alcanos, de 7 a 13 carbonos, 3 ramificados y 4 lineales; 7 cetonas, 2 son hidroxi-cetonas y 4 son
cetonas insaturadas; 4 ésteres de 6 a 17 carbonos, de los cuales 3 son insaturados; 4 aromaticos; 2 alquenos
ciclicos; 2 amidas; 1 éter insaturado y el acido palmitico.
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