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RESUMEN.

Cordia curassavica es reconocida entre las ocho especies de mayor importancia relativa para el
tratamiento de enfermedades infecciosas en Zapotitlan Salinas, Puebla. La actividad bioldgica, la
composicion y concentracion de algunos metabolitos secundarios varian dependiendo de las
condiciones geograficas o ambientales. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la variacién
en la composicion quimica y actividad antimicrobiana del aceite esencial de C. curassavica en
dos épocas del afio y en dos zonas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, Puebla (San Rafael y
Zapotitlan Salinas). El aceite esencial se obtuvo mediante la técnica de arrastre de vapor y por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) se identificaron para la
zona de San Rafael, doce compuestos para la época de sequia y diecisiete compuestos para la
época de lluvia, de los cuales comparten nueve. Los componentes mayoritarios: 1,7,7-trimetil-
triciclo[2.2.1.0(2,6))heptano (21.66% sequia y 18.83% lluvia), seguido de 1,5-dimetil-8-(1-
metiletilideno), (E,E)-5-ciclodecadieno (16.29% sequia y 24.41% lluvia). En contraste a los once
compuestos obtenidos en la zona de Zapotitlan Salinas de los que los principales componentes
fueron el 4-metil,4-etenil-3-(1-metiletenil)1-(1-metil metanol) ciclohexano (37.34%), seguido de
B-eudesmol (19.21%), espatulenol (11.25%); el isocariofileno y selineno fueron los dnicos
compuestos presentes en ambas zonas (San Rafael sequia, isocariofileno 12.40% y selineno
5.72%, lluvia isocariofileno 8.18% y selineno 2.85% y en Zapotitlan Salinas lluvia, isocariofileno
2.39% Yy selineno 3.79%). La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de las diferentes
zonas y épocas se evaluo frente a trece cepas bacterianas (4 Gram-positivas y 9 Gram-negativas),
una levadura y cuatro hongos filamentosos. La actividad antibacteriana se realiz6 mediante el
método de difusion en agar de Kirby Bauer y se determind la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y la concentracién bactericida minima (CBM) utilizando el método modificado de
dilucion en caldo. La actividad antifingica se evalu6 mediante el método de inhibicion del
crecimiento radial determinandose la concentracién fangica al 25% (CF.s) y la concentracién
fungicida minima (CFM). La actividad entre las dos épocas de San Rafael fue distinta puesto que
el aceite de la época de sequia fue activa en 9 de las 13 cepas bacterianas experimentadas,
mientras que el aceite de la época de lluvia presentd actividad frente a 4 cepas bacterianas; con
respecto a la zona, Zapotitlan presento actividad en 9 cepas de bacterias. Las cepas mas sensibles
en las dos épocas de San Rafael y en ambas zonas fueron S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis y
Vibrio cholerae cc. El aceite esencial no presentd actividad frente a levaduras, pero fue activo en
todas las cepas de hongos filamentosos excepto en Fusarium sporotrichum en el caso de la zona
de San Rafael. Las cepa mas sensible fue Rhizoctonia solani para ambas zonas pero sin llegar a
alcanzar el 100% de inhibicion en San Rafael. Mediante una prueba de Kruskal-Wallis se
determiné que existen diferencias significativas entre el efecto del aceite y las dos zonas de
muestreo (época de lluvia San Rafael y Zapotitlan). El aceite de San Rafael Coxcatlan presentd
menor efecto antimicrobiano, lo que es interesante ya que su uso es mas bien de tipo forrajero, en
esta zona. Se confirma que tanto las condiciones ambientales como las temporales de ambas
zonas del Valle de Tehuacan Cuicatlan, afectan la composicion y concentracion de los
compuestos presentes en el aceite esencial de C. curassavica, reflejandose en la actividad
antimicrobiana. Estos resultados justifican el uso tradicional que se le ha dado a C. curassavica

PALABRAS CLAVES: Aceite esencial, antimicrobiano, C. curassavica, medicina tradicional.
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INTRODUCCION.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud en la actualidad el 80% de la poblacion mundial,
utiliza las plantas como principal remedio medicinal. Sin olvidar que el 25% de los farmacos
existentes se obtienen de extractos vegetales, o bien se han sintetizado a partir de sustancias
reportadas en investigaciones fitoquimicas (Berdonces et al., 1995).

El estudio de plantas utilizadas en la medicina tradicional se debe a la bdsqueda de nuevas
alternativas para el control de enfermedades infecciosas (Andriole, 1999). Los cuales son una de
las causas principales de mortalidad y morbilidad a nivel mundial (Secretaria de Salud, 2007),
puesto que cada vez es mas dificil encontrar medicamentos que actuen efectivamente sobre los
microorganismos causantes de estas enfermedades (Mesa et al., 2004). Este problema de salud se
ha incrementado por la aparicion de cepas resistentes, ocasionado principalmente por el uso
inadecuado de los antibioticos, (Olarte y Torre, 1959; Zahner y Maas, 1972; De la Cruz, 1986;
Donald et al., 1995)

Segun las estimaciones més recientes, alrededor del 15% de la riqueza floristica mundial (37,000
especies), posee virtudes curativas, por lo que cabe esperar que nuevas y novedosas estructuras

quimicas de metabolitos secundarios coadyuven al desarrollo de nuevos farmacos (Huerta, 2002).

Los metabolitos secundarios son sintetizados a partir de metabolitos primarios, entre los que
podemos encontrar cumarinas, alcaloides, flavonoides, terpenos, etc. Los terpenos volétiles, que
estdn formados por 2 o 3 unidades de isopreno (monoterpenoides y sesquiterpenoides), en
conjunto con otros compuestos de bajo peso molecular forman parte de la compleja naturaleza de
los aceites esenciales, presentes en varios 6rganos de una misma planta, pudiéndose obtener de
las hojas, la flor o el fruto (Smith et al., 1998; Kuklinski, 2000; Rios y Recio 2005). Estos
compuestos son sintetizados como defensa ante patdgenos (virus, bacterias y hongos) y
depredadores (insectos y vertebrados), asi como para atraer polinizadores (Bruneton, 1991;
Morales de Godoy, 1996). Algunos de ellos son responsables del olor y color de numerosas
plantas (Dominguez, 1973). También producen efectos beneficiosos para el ser humano, sobre

diversos organos, especialmente en los sentidos, asi como en el sistema nervioso. Presentan
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propiedades calmantes, relajantes, antisépticas, antifungicas, antidepresivas, antiespasmaodicas 0
astringentes entre muchas otras (Kuklinski, 2000; Shiva, 2007).

México posee una riqueza bioldgica considerada entre las mas altas del mundo. Esta riqueza
bioldgica esta sustentada en un complejo mosaico geoldgico, variada topografia y gran variedad
de climas, que originaron la enorme diversidad de habitats. (Gomez, 1985). Dentro de la variada
cubierta vegetal, las zonas aridas y semiaridas ocupan el 40% del territorio nacional (Rzedowski,
1978). En la actualidad se reconocen cuatro regiones significativamente diferentes: la zona arida
sonorense, la chihuahuense, la Peninsula de Baja California y el Valle de Tehuacan-Cuicatlan,
localizado entre Puebla y Oaxaca (Rzedowski, 1973). Esta ultima es una de las zonas aridas mas
importantes de nuestro pais, debido a la alta riqueza especifica, diversidad bioldgica y
endemismo de diversos grupos de plantas y animales (Davila et al., 2002), e incluso es

reconocida como uno de los centros mundiales de diversidad de plantas (Groombridge, 1992).

Adicionalmente el Valle de Teuhacan-Cuicatlan cuenta con una elevada tradicion en el uso de
plantas para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Hernandez et al., 2003). Lo anterior es
de suma importancia ya que cada dia se presta mas atencién al estudio de las plantas medicinales
de forma que, la etnoboténica, la fitoterapia y la fitoquimica est4&n tomando un auge

insospechado, en la practica de la medicina complementaria (Beyra et al., 2004).

Actualmente, se han registrado en México alrededor de 4000 especies con propiedades
medicinales, las cuales han representado una alternativa para la salud en poblaciones de bajos
recursos, aplicandoles en casos de enfermedades gastrointestinales, del aparato urinario, aparato
reproductor, sistema nervioso o para tratar un traumatismo, etc. (Huerta, 2002). Un ejemplo de
esto es C. curassavica (Apéndice 1), que es empleada en la medicina tradicional para el
tratamiento de diversas enfermedades y en un estudio etnoboténico previo Hernandez y
colaboradores (2003) reportaron que es reconocida entre las ocho especies de mayor importancia

relativa para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales en Zapotitlan Salinas, Puebla.

Del género Cordia y especificamente de C. curassavica se han realizado diversos estudios

destacando los descritos en el cuadro 1, donde se puede observar que los componentes principales
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de C. curassavica son B-terpineno, o y B-pineno, cariofileno, carvacrol, p-eudesmol, espatulenol,
biciclogermacreno, entre otros. Encontrandose actividad antibacteriana tanto en bacterias Gram
positivas como Gram negativas, asi como actividad antifungica sobre Cladosporium
cucumerinum, Candida albicans, Rhyzoctonia solani, actividad antiinflamatoria y propiedades
toxicas contra larvas del mosquito Aedes aegypti.

Cuadro 1. Estudios realizados para el género de Cordia.

Autores Pais Especie Parte Estudios
utilizada

Nakamura ~ Panama C. sapinescens Hojas Aislaron dos nuevos triterpenos, 3a,6p,25-

etal., 1997 trihidroxi20(S),24(S)-epoxidammarano y 3a-
acetoxi- 6f3,25-dihidroxi20(S),24(S)-epoxidam-
marano del extracto metandlico

losetetal.,, Panama C. linnaei Raices Aislaron 3 meroterpenoides cordioquinona B y

1998 un nuevo naftoxireno, siendo el extracto
diclorometano activo contra Cladosporium
cucumerinum, Candida albicans y larvas de
Aedes aegypti.

Harborney Inglaterra  C. verbenacea Hojas Encontraron que el flavonol, artemetin(5-

Williams, hidroxi-3,6,7,30,40-pentametoxiflavona mostro

2000 una marcada actividad antiinflamatoria

Carvalho et  Brasil C. verbenacea Partes Reportaron que el a-pineno (29,69%), trans-

al., 2004 D.C aéreas cariofilleno  (25,27%) y aloaromadendreno
(9,99%), son los principales componentes del
aceite esencial y que éstos presentan mayor
actividad frente a bacterias Gram-positivas y las
levaduras

Coelhode  Brasil C. monospermay Realizaron un estudio etnofarmacoldgico y

Souza et C. curassavica antimicrobiano  del extracto  metandlico,

al., 2004 encontrando que las personas utilizan a C.
monosperma como sustituto de C. curassavica,
para el tratamiento de enfermedades de la
vejiga y uso antiinflamatorio. En el estudio
antimicrobiano reportaron que el género Cordia
inhibi6 al menos a un microorganismo.

Aguilar et México C. curassavica Floresy En un estudio etnobotanico reportan que es

al., 1994 hojas utilizada por la gente para tratar padecimientos
como el Tifus exantematica, producida por la
bacteria Rickettsia prowaseki transmitida por
los piojos del cuerpo.

Gomez et Panama C. curassavica Aislaron como principales componentes del

al., 1999 aceite esencial a p-terpineno, a-pineno y

cariofilleno.
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Cuadro 1. Estudios realizados para el género de Cordia. (Continuacién)

Autores Pais Especie Parte Estudios

utilizada
losetetal.,, Panama C. curassavica Raices Aislaron dos naftoquinonas meroterpenoides,
2000 llamados cordioquininas J y K, demostrando

actividad antifungica sobre Cladosporium
cucumerinum, Candida albicans y propiedades
toxicas contra las larvas del mosquito Aedes
aegypti que transfiere la fiebre amarilla.

Lansetal.,, Trinidady C. curassavica Hojas Utilizada para tratar enfermedades de la piel en
2000 Tobago perros y para el control de ectoparasitos.

Hernandez  Meéxico C. curassavica Partes Utilizada en la medicina tradicional de
etal., 2003 aéreas Zapotitlan Salinas para el tratamiento de

enfermedades gastrointestinales, el extracto
hexanico presentd actividad antibacteriana
frente a 13 cepas bacterianas

Avila, México C. curassavica Partes Evalub6 la  composicion y  actividad

2006 aéreas antimicrobiana del aceite esencial contra 13
bacterias y 5 cepas de hongos. Siendo Sarcina
lutea y Vibrio cholerae las cepas mas sensibles,
ademas de Rhyzoctonia solani e identifico al 4-
metil, 4-etenil-3-(1-metil etenil) -1 - (1-metil-
metanol) ciclohexano (37,34%), B-eudesmol
(19,21%), Espatulenol (11,25%) y cadina 4 (5),
10 (14) dieno (7,93%) como los principales

componentes.
Santos et Brasil C. curassavica Encontraron que el a-pineno (20,5%), B-pineno
al., 2006 (13,1%), (E)-cariofileno (12,4%) y
biciclogermacreno (13,8%) son los

componentes principales de su aceite esencial,
presentando actividad larvicida contra larvas de
mosquito Aedes aegypti.

Terdn 2006  México C. curassavica Partes Evalud la actividad antibacteriana y antiflingica

aéreas de los extractos de C. Curassavica, presentando

actividad frente a 9 cepas bacterianas, los
extractos hexanico y cloroférmico presentaron
actividad antifangica, inhibiendo 4 de las 5
cepas de hongos utilizadas. Se identificd la
presencia de carvacrol.

Hernandez ~ Meéxico C. curassavica Partes Evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite

etal., 2007 aéreas esencial y extractos contra 13 bacterias y 5
cepas de hongos. Siendo Sarcina lutea y Vibrio
cholerae las cepas mas sensibles a los aceites
esenciales y Vibrio cholerae para el extracto
hexanico. Rhyzoctonia solani fue la cepa mas
sensible al efecto de el aceite esencial y
Trichophyton mentagrophytes para el extracto
hexanico.
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En base a los estudios antes mencionados es notable destacar que C. curassavica es una planta a
la cual se le han atribuido distintas propiedades medicinales, de la cual se han identificado
distintos componentes como fenoles, monoterpenos, sesquiterpenos, etc., y actividad no solo
antimicrobiana, sino también antiinflamatoria y larvicida. Observandose que existen diferencias,
tanto en la composicion quimica, como en la actividad bioldgica de la planta estudiada, lo cual se
puede ver influenciado por factores extrinsecos, como la temperatura, humedad, intensidad de
luz, estrés hidrico, suministro de nutrientes, entre otros factores que afectan la produccion de
metabolitos secundarios y su actividad bioldgica que puede variar, desde la inhibicion completa o

parcial del crecimiento microbiano, hasta la accion bactericida o fungicida.

Se calcula que en México y en todo el mundo, la validacion quimica farmacoldgica y biomédica
solo se ha llevado a cabo en 5% del total de especies registradas como medicinales (Huerta,
2002). Debido a esto es importante realizar estudios para evaluar la actividad antimicrobiana de
las especies de plantas medicinales en factores ambientales, temporales y espaciales distintos.
Ademas de estudios fitoquimicos para identificar la estructura quimica de los metabolitos activos
presentes en la planta, realizando asi una contribucién a la validez cientifica del uso tradicional y
devolviendo a la comunidad informacion valida, puesto que en ocasiones la aplicacion sin un aval

cientifico representa un riesgo para la salud humana.

Considerando todo lo anterior, esta investigacion se ha enfocado, en estudiar la variacién tanto
espacial como temporal de la composicién quimica y actividad antimicrobiana del aceite esencial
de C. curassavica en dos épocas del afio en San Rafael con respecto a un estudio realizado en
Zapotitlan Salinas, Puebla en el 2006. Pues esta es una manera de detectar las mas convenientes y
potenciales fuentes de principios activos y materias primas para la elaboracién de medicamentos
y al mismo tiempo justifica y nos permite revalorar los conocimientos boténicos populares,

resultado de una gran herencia cultural.
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OBJETIVO GENERAL.

» Estudiar la variacién espacio-temporal de la composicion quimica y actividad
antibacteriana y antifungica del aceite esencial de Cordia curassavica (Jacq) Roemer &
Schultes: Boraginaceae (Barredor) de San Rafael, Coxcatlan en dos épocas del afio y con
respecto a lo reportado por Avila en la zona de Zapotitlan Salinas, Puebla.

OBJETIVOS PARTICULARES.

» Obtener el aceite esencial de C. curassavica colectada en dos épocas del afio (sequia y

lluvia) en San Rafael Coxcatlan, Puebla.

» Evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana y antifingica del aceite esencial.

» Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion bactericida

minima (CBM) del aceite esencial de C. curassavica.

» Determinar la concentracion fungicida al 25% (CF,s) y concentracion fungicida minima

(CFM) del aceite esencial de C. curassavica.

> Identificar los componentes del aceite esencial de C. curassavica.

» Comparar la composicion del aceite esencial de C. curassavica en dos épocas del afio

(sequia y lluvia) de San Rafael y contra Zapotitlan Salinas.

» Comparar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de C. curassavica en dos épocas

del afio (sequia y lluvia) en San Rafael y contra Zapotitlan Salinas.
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MATERIALES Y METODOS.

1. Colecta de la planta.

La planta C. curassavica se colectd en dos épocas del afio la primera de ellas en
temporada de sequia y la segunda en temporada de lluvia (febrero y octubre
respectivamente) del 2008, en la localidad de San Rafael, Coxcatlan, Puebla (Apéndice 2),

con numero de colecta HCM5.

2. Extraccion y composicion del aceite esencial.

La obtencion de los aceites esenciales de las muestras se realizé por medio de la técnica
de arrastre de vapor (Dominguez, 1973) (Apéndice 3), determinando su rendimiento en

relacion al peso de la planta fresca.

La identificacion de los compuestos presentes en las muestras del aceite esencial de C.
curassavica se realizd en el Instituto de Quimica, UNAM, mediante un analisis de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (Apéndice 4). Los nombres
comunes de los compuestos fueron identificados con base en la informacion del

Phytochemical Dictionary (Harborne and Baxter, 1993).

3. Evaluacidn de la actividad antimicrobiana.
» Microorganismos utilizados.

Bacterias.

Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Sarcina lutea, Enterobacter aerogenes,
Yersinia enterocolitica, estas especies fueron donadas por el laboratorio de Analisis
Clinicos FES lztacala. Staphylococcus aureus ATCC 12398, Enterobacter agglomerans
ATCC 27155, Salmonella typhi ATCC19430, Escherichia coli ATCC 25922, Vibrio
cholera INDRE 206 (aislada de agua contaminada) agua, V. cholera aislada de un caso
clinico, V. cholera No-01, V. cholera CDC V 12, las cuales pertenecen al grupo 01,

productor de enterotoxina, serotipo inaba, biotipo El Tor.
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Levadura.
Candida albicans aislada de un caso clinico, donada por el laboratorio de Analisis

Clinicos FES lztacala.

Hongos Filamentosos.

Fusarium sporotrichum ATCC NRLL3299, Fusarium moniliforme, Trichophyton
mentagrophytes (donado por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la UBIPRO de la
FES lztacala), Fusarium moniliforme CDBB-H-265, Trichophyton mentagrophytes
CDBB-H-1112, Aspergillus niger CDBB-H-179, Rhizoctonia solani donada por el
INIFAP, Celaya, México, Rhizoctonia lilacina CDBB-H-306

3.1. Evaluacién de la actividad antibacteriana.
> Evaluacién cualitativa.

La evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana se realizd de acuerdo con el
método de difusién en agar Kirby-Baiier (Vanden Berghe y Vlietinck, 1991). Se
impregnaron sensidiscos con 5ul de aceite esencial. Como control positivo se utiliz6
cloramfenicol (25 pg por disco). Todos los bioensayos se realizaron por triplicado
(Apéndice 5).

> Evaluacién cuantitativa.

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida
minima (CBM) utilizando el método modificado de dilucion en agar (Avila, 1996). Las
concentraciones empleadas para los bioensayos fueron: 3.0, 2.00, 1.50, 1.00, 0.75, 0.50,
0.25, 0.125 y 0.062 mg/ml del aceite; realizandose por triplicado cada bioensayo
(Apéndice 6).

» Curva letal (Curva de supervivencia y efecto sobre el crecimiento).

La determinacion del efecto del aceite esencial sobre las curvas de crecimiento bacteriano

se realizo de acuerdo al método propuesto por Kubo et al., 1993, (Apéndice 7). Tomando
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como criterio la sensibilidad frente al aceite esencial y la importancia médica de las cepas
bacterianas, se eligié una cepa Gram positiva y una Gram negativa para determinar el
efecto del aceite esencial sobre las curvas de crecimiento de S. epidermidis y V. Cholerae

cc, sensible en las dos épocas del afio en San Rafael.

3.2. Evaluacidn de la actividad antifangica.

» Evaluacién cualitativa.

La evaluacion cualitativa de la actividad antifingica se realizO mediante el método
cualitativo de inhibicién del crecimiento radial (Wang y Bun, 2002). Se impregnaron
sensidiscos con 5 pl de aceite esencial; como control positivo se utilizaron sensidiscos
impregnados con Ketoconazol (25 ug por disco), realizdndose todos los bioensayos por

triplicado (Apéendice 8).

> Evaluacion cuantitativa.

Se determind la concentracién fungica 25% (CF,s) y la concentracion fungica minima
(CFM) con el método cuantitativo de inhibicion del crecimiento radial (Wang y Bun,
2002) en cajas de 24 pozos. Las concentraciones empleadas para los bioensayos fueron:
2.00, 1.50, 1.00, 0.50, 0.25 y 0.125 mg/ml. Realizandose cada bioensayo por triplicado
(Apéndice 9).

4. Pruebas estadisticas.

A los resultados obtenidos de los bioensayos de la actividad antibacteriana se les realizo
un analisis de Kruskal-Wallis (Duran et al., 2004) en donde los factores fueron: bacterias,
zonas y época; mientras que para la actividad antifingica se realizd un andlisis de
regresion lineal de la concentracion del aceite esencial contra inhibicidn del crecimiento
radial, para cada especie, posteriormente mediante una prueba de T se compararon las
pendientes del efecto entre especies, zona y época. Para la comparacion espacial se
tomaron en cuenta los datos de la época de lluvia de San Rafael contra la época de lluvia

de Zapotitlan.
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RESULTADOS Y ANALISIS

1. Colecta de la planta.

La planta C. curassavica se colectd durante dos épocas del afio (sequia y lluvia) del 2008
en la localidad de San Rafael, Puebla. Los datos generales se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Datos generales de la especie estudiada.

Familia Boraginaceae
Nombre cientifico Cordia curassavica
Nombre comdn Barredor

Numero de colecta HCM5

Parte utilizada Parte aérea

Medicinal (como infusiér
Uso en Zapotitlan salinas).

Forrajera (en San Rafael)

Colector Héctor Cervantes M

2. Extraccion y composicion quimica del aceite esencial.

El rendimiento obtenido de la extraccion del aceite esencial de C. curassavica a partir de
1 kg de planta se muestra en el cuadro 3. Como se puede observar, el rendimiento del
aceite esencial colectado en la zona de San Rafael fue mayor en la época de sequia que en
la época de lluvia. Aunado a lo anterior el rendimiento obtenido por Avila en la zona de

Zapotitlan Salinas fue mayor con respecto a lo obtenido en San Rafael.
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Cuadro 3. Rendimiento del aceite esencial de C. curassavica.

Zona Epoca Rendimiento Densidad
(%) (gr/ml)
San Rafael Sequia 0.3491 0.86
Lluvia 0.1839 0.78
Zapotitlan Salinas Lluvia 0.4091 0.98
(Avila, 2006)

Mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas se obtuvieron
diferentes cromatogramas para el aceite de la época de sequia (Figura 1) y lluvia (Figura
2) de la zona de San Rafael y la de Zapotitlan (Figura 3). De acuerdo al tiempo de
retencidn y por sus patrones de fragmentacion se identificaron para la zona de San Rafael,
doce compuestos (81.98%) para la época de sequia y 17 compuestos (95.43%) para la
época de lluvia, en contraste a los 11 compuestos (96.28%) obtenidos en la zona de
Zapotitlan Salinas. Cabe mencionar que solo el isocariofileno y selineno son los Gnicos
compuestos presentes en ambas épocas y zonas. Por otro lado los aceites que se
obtuvieron de las plantas de San Rafael en las dos épocas de colecta comparten 9

compuestos (Cuadro 4, apéndice 10).
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Figura 1. Cromatograma del aceite esencial de C. cuarassavica de la época de sequia de
San Rafael.
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Figura 2. Cromatograma del aceite esencial de C. cuarassavica de la época de lluvia en
San Rafael.
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Figura 3. Cromatograma del aceite esencial de C. cuarassavica de la época de lluvia en
Zapotitlan Salinas (Avila, 2006).

En el cuadro 4 se muestran los componentes de los aceites esenciales obtenidos en las
épocas de sequia y lluvia de la Zona de San Rafael y los componentes de la época de
lluvia en la zona de Zapotitlan. Se observa que los componentes principales para la zona
de San Rafael en la época de sequia fueron: 1,7,7-trimetil-triciclo[2.2.1.0(2,6))heptano
(20.30%), seguido de 1,5-dimetil-8-(1metiletilideno),(E,E)-5-ciclodecadieno, (16.29%) e
isocariofileno (12.40%) y para la época de lluvia 1,5-dimetil-8-(1metiletilideno),(E,E)-5-
ciclodecadieno (24.41%), seguido por 1,7,7-trimetil-triciclo[2.2.1.0(2,6))heptano
(18.83%) y a-pineno (10.52).

En contraste los componentes mayoritarios para la zona de Zapotitldn Salinas fueron: 4-
metil,4-etenil-3-(1-metil etenil)1-(1-metil metanol)ciclohexano (37.34%), sequido de -
eudesmol (19.21%), espatulenol (11.25%).
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Cabe destacar que solo isocariofileno y selineno son los nicos compuesto presentes en
ambas epocas y zonas (San Rafael sequia 12.40% y 5.72%, lluvia 8.18% y 2.85% y en
Zapotitlan Salinas 2.39% y 3.79% respectivamente).

Los aceites esenciales obtenidos de C. curassavica en las dos épocas en San Rafael
comparten 9 compuestos:  1,5-dimetil-8-(1-metiletilideno),(E,E)-5-ciclodecadieno
(16.29% sequia y 24.41% lluvia); 1,7,7-trimetil-triciclo[2.2.1.0(2,6))heptano (21.66%
sequia y 18.83% lluvia), o-pineno (10.18% sequia y 10.52% lluvia); isocariofileno
(12.40% sequia y 8.18% lluvia); B-cubebeno (5.18% sequia y 6.49% lluvia); 1-etenil-1-

metil-2,4-bis(1-metiletenil)-, (1S-(1a,2a,4a)-ciclohexano (1.85% sequia y 3.90% lluvia);

selineno (6.11% sequia y 2.85% lluvia) y D-limoneno (2.04% sequia y 1.17% lluvia).

Del 81.98% de los componentes identificados para la época de sequia del aceite esencial
obtenido de las muestras de C. curassavica en San Rafael el 41.0 % corresponde a
monoterpenos y el 59.0 % sesquiterpenos, mientras que para la época de lluvia en donde
se logro identificar el 95.43 % de los componentes el 45.0 % corresponden a
monoterpenos Yy el 55.0 % a sesquiterpenos. Lo anterior muestra que para ambas épocas el

aceite se encuentra conformado en una mayor proporcion por sesquiterpenos.

Para la zona de Zapotitlan, en donde se logro identificar el 96.28 % de los componentes,
no se identificaron monoterpenos, siendo los sesquiterpenos los componentes

mayoritarios (93.0 %) y solo el 3.0 % correspondié a diterpenos (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Composicion porcentual de los aceites esenciales de C. curassavica.
Compuesto Estructura ns
San Rafael Zapotitlan
CalinAae
Sequia Lluvia Lluvia
1,7,7-trimetil-
triciclo(2.2.1.0(2,6)) 20.3 18.83
heptano
A-pineno \®< 9.53 10.52
Camfeno % 6.75
A\
y 0.91

A-mirceno “\_<

0.91 -

D-limoneno 5 1.90 1.17

A-felandreno
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Cuadro 4. Composicion porcentual de los aceites esenciales de C. curassavica

(continuacion).

Compuesto

Estructura

%

San Rafael

Sequia

Lluvia

Zapotitlan
) Salinas
(Avila 2006)

Lluvia

a-cubebeno

Carvacrol

decahidro-3a-metil1-
6-metileno-1-(1-

metiletil)-,(1S-

(1a,3a0,3bo,&aa,&ba
)ciclobuta[1,2,3,4]

diciclopenteno

1-etenil-1-metil-2,4-
bis(1-metiletenil)-,

(1S-(10,20,40)
ciclohexano

Isocariofileno

B

¥
&l
5
&

1.90

1.90

12.40

1.17

1.30

3.90

8.18

2.22

2.39
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Cuadro 4. Composicion porcentual de los aceites esenciales de C. curassavica

(continuacion).

Compuesto Estructura %
San Rafael Zapotitlan
_Salinas
(Avila 2006)

Sequia Lluvia Lluvia
Cadina @\ 7.93
1,5-dimetil-8-(1- _—
metiletilideno)-, 16.29 24.41
(E,E)-1,5-
Ciclodecadieno S
Humuleno m 3.12 0.91
B-cubebeno )E\ 4.85 6.49
Selineno @/R 5.72 2.85 3.79

o

a,4-dimetil-a-(4-
metil-3-pentenil)-,(R-
(R* R*))-3- ot 1.43
ciclohexano-1-
metanol
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curassavica

Compuesto

Estructura

%

San Rafael

Sequia

Lluvia

Zapotitlan
) Salinas
(Avila 2006)

Lluvia

2-isopropenil-4a,8-
dimetil-
1,2,3,4,4a,5,6,8a-
octahidronaftaleno

Calameneno

a-bisabolol

Octahidro-2,2,4,7a-
tetrametil-1,3a-
etanol(1H)inden-4-ol

4-metil 4-etenil-3-(1-
metil etenil)1-(1-
metil
metanol)ciclohexano

so¥
o
% oH
B

2.25

1.82

1.42

3.72

37.34
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Cuadro 4. Composicion porcentual de los aceites esenciales de C. curassavica

(continuacion).

Compuesto Estructura %
San Rafael Zapotitlan
_Salinas
(Avila 2006)

Sequia Lluvia Lluvia

Espatulenol 11.25
OH
5-(2,3-dimetiltriciclo
2.2.1.02,6 hept-3-y1)- 2.48
2-metil-2-penten-1-ol HO N
HO
B-eudesmol 19.21
@]
Hexahidro-2,5,5-
trimetil-2H-2,4a- 2.90
etanonaftalen-8(5H)-
ona
OH
1-metil-(3p.,50.,17p)-
androst-1-ene-3,17-
diol 3.05
HO

Total 81.98 95.43 96.28
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3. Evaluacién de la actividad antimicrobiana.

3.1. Evaluacién de la actividad antibacteriana.

» Evaluacién cualitativa.

Como se puede observar en el cuadro 5, la actividad observada en las épocas de sequia y
lluvia de San Rafael fue significativamente distinta siendo que la época de sequia presentd
actividad en 9 de las 13 cepas experimentadas, S. lutea y B. subtilis fueron las cepas que
tienen un halo de inhibicion mayor; el aceite obtenido en la época de lluvia presentd
actividad frente a 4 cepas; siendo B. subtilis y Vibrio cholerae cc las cepas con un halo
de inhibicién méas grande. Con respecto a la zona, Zapotitlan presento actividad frente a 9
cepas, de las cuales S.lutea, V. cholera cc y V. cholerae Tor fueron las que presentaron los
mayores halos. Las cepas de S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis y Vibrio cholerae cc
presentaron halos de inhibicion en las dos épocas y en ambas zonas. En la figura 4 se
puede observar la actividad antibacteriana del aceite esencial en las dos zonas y en ambas

épocas.

Mediante una prueba de Kruskal-Wallis se determind que existen diferencias
significativas entre el efecto del aceite y las tres épocas de muestreo (P= 0.001), lo que
quiere decir que la actividad del aceite depende de la época y zona en que se colecte. En
la comparacion temporal existen diferencias significativas entre las épocas de sequia y
lluvia en San Rafael (P=0.0082) y con respecto a la comparacién espacial existen
diferencias significativas (P= 0.0004) entre San Rafael (época de lluvia) con Zapotitlan

(época de lluvia).
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Halo de inhibicién (mm)

Aceite Esencial C. curassavica

Bacteria San Rafael Zapotitlan Salinas
Cloramfenicol
Egggsi:e Epoca de lluvia Epoca dez(l)l(;g/ia Avila

S.a 24.00+0.82 9.33+0.58 9.33+0.58 9.00+0.50

S.e 24.00+0.82 8.33+0.58 8.00+0.00 10.00+0.50

S. 1. 34.00+0.82 13.33+1.20 Na 27.33+1.89

B.s 28.00+1.63 10.33+0.58 11.67+0.58 9.00+0.50
S.t. 28.00+1.63 Na Na Na
Y.e 25.67+0.47 Na Na Na

Vch agua 35.00+0.50 7.00+0.00 Na 7.00+0.50

Vch No 01 35.00+0.50 8.33+1.15 Na 9.67+0.47

Vch. Tor 22.67+0.47 8.00+0.00 Na 11.33+0.47

Vch. cc 21.67+1.70 9.33+0.58 10.67+0.58 13.33+0.47
E. ag. 19.67+0.47 Na Na Na
E. ae. 19.33+0.47 Na Na Na

E.c. 21.67+1.70 8.33+0.58 Na 8.00+0.50

Simbologia: S.a., Staphylococcus aureus; S.e., Staphylococcus epidermidis; S.1., Sarcina lutea; B.s., Bacillus subtilis; S.
t., Salmonella typhi; V. e., Yersinia enterocolitica; V.ch.agua, Vibrio cholerae aislada de agua contaminada; V.ch. No-01,
Vibrio cholerae; V.ch.Tor, Vibrio cholerae CDC V12; V.ch.cc, Vibrio cholerae aislada de un caso clinico; E. ag.,
Enterobacter agglomerans; E. ae., Enterobacter aerogenes; E. c., Escherichia coli. Na. no presentd actividad.
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Figura 4. Actividad antibacteriana del aceite esencial C. curassavica sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas.

En cuanto al tamafio del halo de inhibicion con respecto al grupo bacteriano (Gram
positivas y Gram negativas) se muestra que para ambas zonas no hay diferencias

significativas (figura 4).

Pero para las épocas de lluvia y sequia si existen diferencias significativas (P=0.0011) en

cuanto al tamario del halo de inhibicion (Cuadro 4).

Evaluacion cuantitativa.

En la determinacion de la CMI y CBM (cuadro 6), la cepa mas sensible fue V. cholerae cc
para las dos zonas pero requirio diferentes concentraciones de aceite esencial para inhibir
su crecimiento: CMI= 0.037 mg/ml y CMI=0.062 mg/ml para San Rafael (lluvia) y
Zapotitlan Salinas respectivamente. Mientras que para las épocas de sequia y lluvia en
San Rafael las cepas més sensibles fueron V. cholerae cc requiriendo concentraciones de
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de CMI= 0.037 mg/ml y CMI= 0.125 mg/ml (época de lluvia y época de sequia
respectivamente) y S. epidermidis CMI= 1 mg/ml y CMI= 0.75 mg/ml (época de lluvia 'y

época de sequia respectivamente).

Cuadro 6. Concentracion minima inhibitoria y concentracion bactericida minima del
aceite esencial de C. curassavica.

Bacteria ~ Cloramfenicol (mg/ml) Aceite esencial (mg/ml)
San Rafael Coxcatlan Zapotitlan Salinas
] ) Epoca de lluvia
Epoca de Sequia Epoca de Lluvia (Avila 2006)
CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM
S.a 0.001 0.002 1.000 1.500 1.500 2.000 0.250 0.500
S.e 0.002 0.004 0.750 1.000 1.000 1.500 0.250 0.500
S. L. 0.001 0.002 0.500 0.037 >3.00 >3.00 0.062 0.125
B.s. 0.002 0.004 1.500 2.000 0.500 0.750 0.250 0.500
Vch agua 0.001 0.002 3.000 >3.00 Na Na 2.000 >2.00
Vch No 01 0.001 0.002 3.000 >3.00 Na Na 0.750 1.000
Vch. Tor 0.001 0.002 1.500 2.000 Na Na 1.500 2.000
Vch. cc 0.001 0.002 0.125 0.250 0.037 0.500 0.062 0.125
E.c. 0.004 0.006 3.000 >3.00 Na Na 2.000 >2.00

Simbologia: S.a., Staphylococcus aureus; S.e., Staphylococcus epidermidis; S.I., Sarcina lutea; B.s., Bacillus subtilis;
V.ch.agua, Vibrio cholerae aislada de agua contaminada; V.ch. No-01, Vibrio cholerae; V.ch.Tor, Vibrio cholerae CDC
V12; V.ch.cc, Vibrio cholerae aislada de un caso clinico; Na. no present6 actividad.

Curva letal (Curva de supervivencia y efecto sobre el crecimiento).

Los resultados obtenidos indican que el efecto del aceite sobre las diferentes cepas es
similar, observandose que concentraciones menores o iguales a CMI tienen un efecto
bacteriostatico, mientras que en concentraciones mayores o iguales a CBM el efecto es
bactericida, presentandose la muerte celular a las 7 horas para V. cholerae y a las 9 horas
para S. epidermidis, en el caso del tratamiento con aceite esencial de la colecta de la época
de sequia en San Rafael y para el tratamiento con aceite esencial colectado en la época de
lluvia S. epidermidis a las 13 horas y V. cholerae cc a las 9 horas como se muestra en las

figuras.
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Figura 5. Efecto del aceite esencial de C. curassavica colectada en
la época de sequia en San Rafael sobre la curva de crecimiento de
S. epidermidis. Se utilizaron las siguientes concentraciones: ¥2MIC=
0.375 mg/ml, MIC= 0.75 mg/ml y CBM= 1.0 mg/ml.
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Figura 6. Efecto del aceite esencial de C. curassavica colectada en la
época de lluvia en San Rafael sobre la curva de crecimiento de S.
epidermidis. Se utilizaron las siguientes concentraciones: 2MIC= 0.5
mg/ml, MIC= 1.0 mg/ml y CBM= 1.5 mg/ml.
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Figura 8. Efecto del aceite esencial de C. curassavica colectada en época de
lluvia en San Rafael sobre la curva de crecimiento de V. Cholerae cc. Se
utilizaron las siguientes concentraciones: *»MIC=0.187 mg/ml, MIC= 0.375
mg/mly CBM= 0.5 mg/ml.
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Para producir la inactivacion de S. epidermidis fue necesario la acumulacién de 25 y 16
impactos correspondiente al tratamiento con el aceite esencial de las épocas de sequia y
lluvia respectivamente. Para inactivar V. cholerae fue necesario la acumulacién de 13y 9
impactos con respecto al tratamiento con aceite esencial de las épocas de sequia y lluvia

respectivamente.

3. 2. Evaluacion de la actividad antiflingica.

» Evaluacion cualitativa.
Como se puede observar en el cuadro 7, el aceite esencial fue activo en todas las cepas
excepto en Fusarium sporotrichum para las dos épocas de la zona de San Rafael, mientras
que el aceite obtenido de Zapotitlan Salinas presentd actividad en las cinco cepas

desafiadas.

Cuadro 7. Inhibicion del crecimiento radial del aceite esencial de C. curassavica.

Aceite esencial

Cepas - ) )
fingicas Zapotitlan Salinas San Rafael Coxcatlan
(Avila, 2006) ) ] ) -

Epoca de sequia Epoca de lluvia
Fs + - -
Fm + + +
Tm + + +
An + + +
RS + + +

Simbologia: (+) = activo, (-) = no activo. Fs, Fusarium sporotrichum; Fm, Fusarium moniliforme; Tm,
Trichophyton mentagrophytes; An, Aspergillus niger; Rs, Rhizoctonia solani.

> Evaluacién cuantitativa.

Los resultados obtenidos de la evaluacion cuantitativa de la actividad antifingica se
observan en los cuadros 8, 9y 10.
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Cuadro 8. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del aceite esencial de C.
curassavica de la zona de Zapotitlan Salinas (Avila, 2006).

Concentracion Porcentaje de inhibicién
(mg/ml) Hongos
An m Fm Rs
0.125 6.270+0.00 26.67+5.85 11.63+2.32 31.78+1.33
0.25 10.08+1.33 38.66+2.30 24,03+5.85 71.32+1.34
0.50 33.33+2.68 58.67+2.30 48.06+1.33 73.65+2.68
1.00 51.94+1.33 72.000.00 52.71+1.33 100.00+0.00
1.50 58.91+2.68 81.33+2.30 55.04+1.34 100.00+0.00
2.00 77.52+1.33 84.00+0.00 62.79+2.32 100.00+0.00

Simbologia: Fm, Fusarium moniliforme; Tm, Trichophyton mentagrophytes; An, Aspergillus niger; Rs, Rhizoctonia
solani.

Cuadro 9. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial del aceite esencial de C.
curassavica de la zona de San Rafael (época de sequia).

Concentracion Porcentaje de inhibicién
(mg/ml) Hongos
An m Fm Rs
0.125 15.52+3.84 2.08+3.61 0.00+0.00 20.83+ 3.61
0.25 17.78+3.84 4.16%3.61 2.22+3.85 27.08+3.61
0.50 22.22+ 3.85 8.333.61 6.67+0.00 43.75+0.00
1.00 22.22+3.85 12.50+0.00 8.89+3.85 31.25+0.00
1.50 24.44+ 3.85 14.58+3.61 8.89+ 3.85 52.08+3.61
2.00 28.89+3.85 18.75+0.00 11.11+3.85 66.66+ 3.61

Simbologia: Fm, Fusarium moniliforme; Tm, Trichophyton mentagrophytes; An, Aspergillus niger; Rs, Rhizoctonia
solani.
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Cuadro 10. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del aceite esencial de C.
curassavica de la zona de San Rafael (época de lluvia).

Concentracion

Porcentaje de inhibicion

(mg/ml) Hongos
An Tm Fm Rs
0.125 22.22+3.85 0.00+0.00 0.00+0.00 33.33+9.55
0.25 24.44+3.85 2.08 +3.61 8.88+3.85 29.17+7.22
0.50 31.11+3.85 8.33+3.61 11.11+3.85 35.42+14.43
1.00 33.3346.67 16.67+3.61 13.33+0.00 45.83+3.61
1.50 35.55+3.85 20.83+3.61 15.55+3.85 45.83+3.61
2.00 40.00+0.00 22.92+3.61 17.78+3.85 66.67+3.61

Simbologia: Fm, Fusarium moniliforme; Tm, Trichophyton mentagrophytes; An, Aspergillus niger; Rs, Rhizoctonia

solani.

En las figuras 9, 10, 11 y 12 y se puede observar de una manera comparativa el efecto de

las diferentes muestras de aceite esencial sobre cada cepa fangica. Para todas las especies

de hongos el aceite esencial obtenido de Zapotitlan Salinas presentd un mayor efecto

antifangico. En cuanto a las muestras obtenidas de las diferentes épocas de San Rafael, se

observo que la época de lluvia presenta una mayor inhibicién del crecimiento radial.
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El aceite esencial de C. curassavica presento un mayor porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial en la cepa R. solani ya que requirié una concentracion de 0.75 mg/ml
para lograr un 100% de inhibicion en el caso de Zapotitlan Salinas, mientras que para San
Rafael se requirié de una concentracién de 2 mg/ml para obtener alrededor del 60% de

inhibicion. Siendo Fusarium moniliforme la cepa mas resistente en ambas zonas.

Los resultados obtenidos en la determinacion de la CF,s y CFM se muestran en el cuadro
11. Como se puede observar R. solani fue la cepa mas sensibles al efecto del aceite
esencial, ya que alcanzd el 25% de inhibicion a concentracion de 0.07 mg/ ml para la zona

de Zapotitlan Salinas y para San Rafael 0.13 mg/ml.

Cuadro 11. Concentracion fungica al 25% (CFz) y Concentracion fungica minima

(CFM).
Especie San Rafael Zapotitlan Salinas (mg/mi)
(mg/ml) (Avila, 2006)
CF 250, CFM CF 250, CFM
Rs 0.13 >2.00 0.07 0.75
Fm 5.04 >2.00 nd >2.00
Fs na na nd 1.00
m 1.60 >2.00 0.14 >2.00
An 0.23 >2.00 0.27 >2.00

Simbologia: Fm, Fusarium moniliforme; Tm, Trichophyton mentagrophytes; An, Aspergillus niger; Rs, Rhizoctonia
solani.

Los resultados obtenidos de las pruebas de comparacion de pendientes (Kruskal-Wallis)
en las diferentes épocas de San Rafael (sequia y lluvia) y Zapotitlan Salinas del porcentaje

de inhibicion del crecimiento radial se muestran en el cuadro 12.
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Cuadro 12. Comparacion de pendientes en San Rafael (época de sequia y lluvia) y

Zapotitlan del porcentaje de inhibicion.

Especie Zapotitlan San Rafael ~ San Rafael Errorest.de  Estadisticodet  Estadistico
Epoca de Epoca de Epocade lapendiente  (comparacion det
luvia sequia lluvia temporal) (Comparacidn
(Avila 2006) espacial)
Rs 25.42 12.03 12.29 2.96 -.08n.s -4.44 **
An 571 6.67 0.63 -1.52 n.s
Fm 17.84 5.15 6.3 0.79 -1.46n.s -16.49 **
Tm 23.89 6.71 8.63 0.61 -3.15* -25.02 **

Simbologia: igual a la anterior. n.s= diferencias no significativas; * diferencias significativas al 0.05; ** diferencias
significativas al 0.01. Fm, Fusarium moniliforme; Tm, Trichophyton mentagrophytes; An, Aspergillus niger; Rs,
Rhizoctonia solani.

Se puede observar que no existen diferencias significativas entre los porcentajes de

inhibicion de las épocas de sequia y lluvia de San Rafael, mientras que en la comparacion

espacial, si se encontraron diferencias significativas (0.001).

Aunque presentaron actividad frente a las mismas cepas, el aceite de San Rafael

Coxcatlan presenté menor efecto antimicético.
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DISCUSION

C. curassavica es una planta a la que se le atribuyen ciertas propiedades medicinales, es una de las
ocho especies mas importantes en la medicina tradicional de Zapotitlan Salinas por su uso contra
diversas enfermedades infecciosas (Hernandez et al., 2003). Sin embargo en San Rafael Coxcatlan
solo tiene uso de tipo forrajero (Davila et al., 2002). Debido a lo anterior surgid el interés de
estudiar la variacion espacial y temporal de la composicidon quimica, actividad antibacteriana y

antifungica del aceite esencial de C. curassavica en estas dos zonas donde le dan un uso distinto.

Con respecto al rendimiento del aceite esencial, se sabe que las condiciones climaticas incluyendo
temperatura, intensidad de luz, humedad (Harborne, 1988) y la naturaleza del suelo, influyen
directamente en la produccién del aceite esencial (Bruneton, 1991). En ambientes aridos las
especies vegetales se encuentran sometidas a estrés hidrico de manera que tienden a elevar la
proporcién de material metabdlico, y en este, se pueden encontrar compuestos con funciones
protectoras para la planta (Harborne, 1988). Ejemplo de lo anterior, son los monoterpenos y
sesquiterpenos los cuales son elaborados por las plantas para inhibir la germinacion y, en caso de
que esto suceda, retardar el crecimiento de las plantas vecinas; de esta manera eliminan la
competencia por el agua y/o al aumentar la concentracion intracelular evitan la pérdida de agua
(Romo de Vivar, 1985; Osorio, 2009).

En relacion a la variacion espacial se puede pensar que debido a que las condiciones climéticas en
Zapotitlan Salinas son mas aridas, las plantas deben sintetizar una mayor cantidad de metabolitos,
es por esta razon que posiblemente el aceite obtenido de Zapotitlan presentd un mayor
rendimiento y densidad (0.41 %, 0.89 g/ml) en comparacion con el aceite obtenido en las muestras

de San Rafael ambas en época de lluvia (0.18 %, 0.78 g/ml).

En cuanto a la variacion temporal (época de sequia y lluvia) de las muestras obtenidas en San
Rafael se encontrd que el aceite esencial de la época de sequia presentd mayor rendimiento y

densidad (0.35 %, 0.86 g/ml) que el aceite de la época de lluvia.
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Las diferencias con respecto a la variacion espacial de la composicion de las muestras de aceite
esencial probablemente son debidas nuevamente a las condiciones climaticas ya que como
sabemos los sesquiterpenos son menos volatiles que los monoterpenos, razén por la que
probablemente en el aceite esencial obtenido de la colecta en Zapotitlan se encuentra un mayor
namero de sesquiterpenos (Harborne, 1988).

En cuanto a la comparacion temporal (época de sequia y lluvia) de las muestras obtenidas en San
Rafael se encontrd que en la época de sequia el 41.0 % corresponde a monoterpenos y el 59.0 %
sesquiterpenos, mientras que para la época de lluvia el 45.0 % corresponden a monoterpenos y el
55.0 % a sesquiterpenos. Como se observa para ambas épocas el aceite se encuentra conformado
en una mayor proporcién por sesquiterpenos. En cuanto a la presencia de monoterpenos podemos
observar que en la época de lluvia se encuentra un mayor porcentaje de éstos y esto
probablemente se deba a que en la época de lluvia hay mayor competencia, ataque de
microorganismos, etc., por tanto, las plantas deben producir estas sustancias quimicas para dafiar
a sus competidores afectando su germinacion, desarrollo o crecimiento (Romo de Vivar, 1985;
Harborne y Tomas-Barberan, 1991) y para adquirir defensas frente a los ataques de

microorganismos, insectos y otros animales (Domingo y Lopez-Brea, 2003).

El aceite esencial de ambas zonas y épocas presenté actividad tanto en bacterias Gram positivas
como Gram negativas debido a que las moléculas del aceite esencial son lipofilicas y tienen la
capacidad de interactuar con las membranas citoplasmaticas bacterianas, y por ende pueden
provocar su inestabilidad principalmente por el aumento de la permeabilidad de la membrana
(Conner, 1993; Sikkema et al., 1994; Juven et al., 1994; Ultee et al., 1999; Dorman y Deans,
2000y Guynot et al., 2003).

La actividad antibacteriana del aceite esencial con respecto al factor temporal fue distinta puesto
que la época de sequia presentd actividad en 9 de las 13 cepas experimentadas, mientras que el
aceite de la época de lluvia presento actividad frente a 4 cepas, las cepas mas sensibles en ambas

épocas fueron S. aureus, B. subtilis y V. cholerae cc.

Tomando en cuenta el factor espacial, el aceite esencial obtenido de la planta colectada en la zona
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de Zapotitlan presentd actividad frente a 9 cepas, en contraste con las 4 cepas en la que presentd

actividad el aceite obtenido de la colecta de San Rafael.

S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis y V. cholerae cc fueron sensibles a los aceites de ambas
épocas y zonas.

El aceite obtenido de C. curassavica colectada en San Rafael Coxcatlan presentd6 menor efecto
antibacteriano, probablemente debido a que la cantidad y a veces la naturaleza de los principios
activos no son constantes a lo largo del afio, ya que la época, la edad de la planta, la localizacién
geogréfica y factores ambientales como lluvia, humedad, luz solar, etc, influyen en el contenido
de metabolitos (Skrubis y Markakis, 1976; Gillén y Manzanos, 1998; Ramirez, 2006; Shiva,
2007).

Se podria pensar que la actividad presentada por el aceite de C. curassavica colectada durante las
épocas de lluvia y sequia en la zona de San Rafael tal vez se deba a una accién sinéergica de
alguno de los componentes (Garcia, 2006): carvacrol, D-limoneno, a-pineno, camfeno, a-
mirceno y o-felandreno que se encontraron en proporciones minoritarias en el aceite y, se han
reportado como componentes que tienen propiedades antimicrobianas (Pelczar et al., 1998;
Griffin et al., 1999, Mesa et al., 2004).

En el caso de lo reportado por Avila (2006) podria pensarse que la actividad que presenté el
aceite tal vez se deba a que varios de sus componentes presentan grupos hidroxilo (OH), lo que
segun Domingo y Lopez (2003) parece estar relacionado directamente con la toxicidad frente a
los microorganismos y cuyo mecanismo parece estar relacionado con la inhibicidén enzimatica por

los compuestos oxidados, posiblemente por interacciones no especificas con proteinas.

El efecto del aceite esencial de C. curassavica sobre la poblacion bacteriana de S. epidermidis y
V. cholerae es bacteriostatico a dosis iguales 0 menores a CMI pero bactericida a concentraciones
iguales a CBM, uno de los inconvenientes de utilizar concentraciones bactericidas es que se

deprime o elimina la respuesta inmunodgena al suprimir rapidamente el estimulo antigénico, lo
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que puede impedir la generacién de inmunidad, mientras que al utilizar concentraciones
bacteriostaticas solo se inhibe el crecimiento bacteriano, permitiendo asi una respuesta
inmunoldgica (Aguilar, 2000). A pesar de que el aceite obtenido en ambas épocas en la zona de
San Rafael causo muerte celular, posiblemente por la presencia de sinergismo, el aceite de la
época de sequia causo la muerte celular de ambas cepas bacterianas en un menor tiempo que el
aceite de la época de lluvia, esto tal vez debido a la presencia de carvacrol en la muestra de la

época de sequia.

En el caso de la evaluacion de la actividad antifangica el aceite esencial fue activo en todas las
cepas fungicas excepto en Fusarium sporotrichum en el caso de la zona de San Rafael. Las cepa
mas sensible fue Rhizoctonia solani para ambas zonas pero sin llegar a alcanzar el 100% de
inhibicidn en San Rafael. Esta sensibilidad de los hongos al aceite esencial puede deberse a que
algunos de los compuestos inducen alteraciones en la permeabilidad celular por insercion entre
las cadenas de acil graso de los fosfolipidos de las membranas, lo que provoca un incremento en
la permeabilidad y la fluidez de las mismas. Los grados de variacion en fluidez corresponden a la
posicion de los terpenos dentro de la bicapa lipdica, la cual depende de la hidrofobicidad del
compuesto (Hammer et al., 2004; Carson et al., 2006). Probablemente otro mecanismo de accion
de los aceites esenciales en los hongos, se deba a que actan inhibiendo la sintesis del ergosterol
que es un triterpeno presente en la membrana fangica, interrumpiendo de esta manera la

formacion de la membrana (Inouye et al., 2000 y 2001; Ricci et al., 2005).
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CONCLUSIONES

» De los componentes del aceite esencial de C. curassavica se identificaron doce para San
Rafael para la época de sequia y diecisiete para la época de lluvia y once para Zapotitlan,
segln lo reportado por Avila, 2006, compartiendo solo al isocariofileno y selineno en

ambas zonas.

» El aceite esencial de C. curassavica de ambas zonas y épocas, inhibio tanto a bacterias

Gram positivas como Gram negativas.

> El aceite obtenido de C. curassavica de San Rafael mostré menor actividad antibacteriana

y antifungica.

> Se confirma que tanto las condiciones ambientales como las temporales de ambas zonas
del Valle de Tehuacan Cuicatlan, Puebla, afectan la composicion y concentracion de los
compuestos presentes en el aceite esencial de C. curassavica, reflejandose en la actividad

antimicrobiana.
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PERSPECTIVAS

» Al estudiar la variacion del aceite esencial de C. curassavica en dos épocas diferentes
podemos observar que el aceite con mayor actividad antimicobacteriana corresponde al
obtenido en la época de sequia, por lo que seria conveniente que se realizaran estudios en
esta época pero en la zona de Zapotitlan Salinas, donde se presento una mayor actividad

antimicrobiana.

» Llevar a cabo estudios comparativos de los aceites o extractos de C. curassavica tomando
en cuenta distintas variables, como el genotipo de la planta, los diferentes métodos de
extraccion, localizacion geografica, el ciclo vegetativo, asi como las condiciones

ambientales y las distintas partes de la planta.

» Realizar estudios de toxicidad del aceite o compuestos activos para ver el efecto que

presenta en organismos Vvivos tales como moscas, artemia o ratones.

» Debido a la actividad antifungica que presento el aceite esencial de C. curassavica y al
problema que representa la dermatomicosis en la poblacion, el aceite de esta planta podria
ser una alternativa terapéutica. Por lo que es conveniente la realizacion de estudios que
puedan evaluar la actividad antimicoética del aceite a diferentes concentraciones ya sea en

forma de crema o tal vez un jabdn, para luego poder validar su posible uso en humanos.

» Ya que C. curassavica es usada como una planta forrajera en San Rafael, Coxcatlan,
podrian realizarse estudios sobre los aceites esenciales de ésta como una alternativa para
reemplazar a los promotores de crecimiento capaces de controlar a la poblacion

microbiana del tracto gastrointestinal.
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APENDICES.

APENDICE 1. DESCRIPCION DE LAPLANTA.

Cordia curassavica (Jacq) Roemer & Schultes (Figura.14). Forma parte de la familia
Boraginaceae, del orden Labiales en la clase Magnoliopsida. Este género esta constituido por
arboles o arbustos, generalmente monoicos; algunas veces dioicos, a menudo con una

pubescencia muy aspera, los pelos simples, estrellados o ramificados.

La mayoria de sus hojas son alternas, pecioladas, tienen la ldmina con el margen entero o
dentado. Las inflorescencias son cimosas, paniculadas, espigadas o capitadas; pequefias o
grandes, sésiles o pediceladas. El caliz es tubular a campanulado, sulcado, estriado o liso, de 2 —
5 l6bulos, acrescente. La corola generalmente es blanca o blanco — verduzca, algunas veces
amarilla o anaranjada, infundibuliforme, salveforme o campanulada, los Iébulos son
generalmente 5 pares, algunas veces son mas numerosos, plegados o aplanados, imbricados o
subcontortos en prefloracion. Los estambres del mismo numero que los l6bulos de la corola, los
filamentos igual o desigualmente insertos en tubo de la corola, exertos o incluidos, las anteras
ovadas, oblongas o lineares, sagitadas o hastadas; ovarios 4 locular, los 6vulos erectos, con la
placenta lateral, aproximadamente en el centro o en la base del 16bulo, el estilo prolongado, dos
veces bifido, los estigmas capitados o clavados. Los frutos son drupaceos, los l6culos 4 o, menos

debido a abortos, el pireno muy endurecido; la semilla sin endospermo.

En Chiapas, Guerrero y Oaxaca se le conoce como barredor, varita prieta, chibaroba, chovaroba,

xobaroba. Otros nombres comunes son: orégano cimarrén, xopche, kut'a chukuri.

En los estados de Puebla, Oaxaca y Tlaxcala, la parte mas utilizada de C. curassavica son las
hojas, que se preparan machacadas, diluidas en agua, en cocimiento o administradas por via oral,

segun el padecimiento (Argueta y Cano).
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Figura 13. Cordia curassavica
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APENDICE 2. AREA DE ESTUDIO.

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan forma parte de la regidn xerofitica mexicana (Rzedowski, 1978)
y se localiza en la parte sureste del estado de Puebla y noroeste de Oaxaca, entre los 17°39" y
18°53" de latitud norte y los 96°55" y 97°44" de longitud oeste; cuenta con una extension
aproximada de 10,000 km? presentando diversas comunidades vegetales como son: bosque
tropical caducifolio, bosque espinoso, bosque de encino, bosque de pino-encino, pastizal y

matorral xerofilo (Figura. 15).

SAN RAFAEL COXCATLAN.

La localidad de San Rafael esta situada en el municipio de Coxcatlan Puebla. Sus coordenadas
geogréaficas son los paralelos 18° 12' y18° 14' de latitud norte y los meridianos 97° 07"y 97° 09'
de longitud oeste.

El clima corresponde a un tipo seco, arido con lluvias en verano y temperatura media anual de
22°C (Médina, 2002). Los tipos de suelo predominantes son regosoles calcéareos, regosoles

éutricos y xerosoles.

ZAPOTITLAN SALINAS.

El municipio de Zapotitlan Salinas se localiza en la parte sureste del estado de Puebla. Sus
coordenadas geograficas son los paralelos 18° 07' 18" y 18° 26' 00" de latitud norte y los
meridianos 97° 19' 24" y 97° 39' 06" de longitud oeste.

El clima corresponde a un tipo seco o arido, semiérido con marcadas lluvias en verano y su
promedio de temperatura a lo largo de todo el afio es de 21.2 °C. Las principales unidades de

suelo son litosoles, cambisoles calcicos y xerosoles calcicos.
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APENDICE 3. Extraccion por arrastre de vapor de aceites esenciales (Dominguez, 1973)

El aceite esencial se obtienen por la técnica de destilacién por arrastre de vapor a partir de
material fresco; este método utiliza la caracteristica que tienen los aceites esenciales de presentar
bajas presiones de vapor y por tanto pueden ser arrastradas por sustancias que poseen presiones
de vapor més altas. El aparato que se utiliza se muestra en la figura 16.

Empleando este aparato se pueden destilar por arrastre de vapor continuo de 100 a 5009 de

planta fresca, con un buen rendimiento.

Figura 15. Destilacion por arrastre de vapor
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APENDICE 4. Analisis en cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas.

Para el analisis mediante cromatografia de gases acoplada a espectometria de masas de los aceites
esenciales (GC-MS) se utilizé un cromatégrafo Hewlett Packard modelo 5890 serie Il conectado
a un espectrometro Jeol AX50HA. El andlisis se realizo utilizando una columna DB WAX de 30
m x 0.32 mm y didmetro interno de 0.25 um. Las condiciones de separacion fueron: temperatura
inicial del horno 80 °C aumentando 8°C por minuto hasta una temperatura final de 220°C;
temperatura del inyector 225°C; gas de acarreo He, a presion de 134 Kpa (19 Psi) y velocidad
linear de 20 cm/s; cantidad de muestra empleada: 1.0 ul (Split 1:100); La muestra se ionizo por
impacto electronico, la energia de ionizacion fue de 70 eV.

Los nombres comunes de los compuestos fueron identificados con el phytochemical dictionary
(Harborne and Baxter, 1993).
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APENDICE 5. Método de difusion en agar o de Kirby-Bauer (Vander Berghe y Vlietnick,
1991).

Medio de cultivo.
Se utiliza como medio de cultivo estandar el agar Mueller-Hinton, debido a que promueve el
desarrollo de la mayoria de aislamientos bacterianos significativos. Es recomendable que el agar

tenga un espesor uniforme en la caja.

In6culo.

Con un asa de siembra estéril se tocan las superficies convexas de 4 0 5 colonias de bacterias. Se
sumerge el asa en un tubo con caldo Mueller-Hinton, se enjuaga bien en el liquido para descargar
todo el material y luego se retira el asa de siembra. Se incuba el tubo de cultivo a 37°C durante
aproximadamente 24 hrs, o hasta que la turbidez del medio sea equivalente al estandar N° 0.5 de
MacFarland, lo que equivale a una concentracién de aproximadamente 1.5x10% bacterias/ml.

Si la suspension de organismos se ve mas turbia que el estandar, se le agrega solucion salina al
0.9% hasta igualarlas. Posteriormente se sumerge un segundo hisopo estéril y seco en la
suspension bacteriana, antes de retirarlo se elimina el exceso de liquido haciendo hisopo contra la
pared interna del tubo humedad de la superficie del agar. Finalmente se siembra por estrias en por
lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego de

cada estria.

Para realizar la prueba de susceptibilidad, los sensidiscos impregnados con el aceite esencial en
cada una de las zonas se colocan en la superficie del agar, utilizando una pinza estéril; los
sensidiscos se colocan por lo menos a 22mm uno de otro y a 14mm del borde de la placa. Los
sensidiscos se presionan suavemente con la punta de la pinza, tratando de no moverlos una vez
colocados en su lugar. Sobre cada sensidisco se coloca la concentracion del aceite esencial a
evaluar (5 pl).

Control positivo. Se evalta la sensibilidad de las cepas experimentales en sensidiscos con un

antibidtico sintético (Cloramfenicol 25 pg ).
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Incubacion.

Ya que las placas con agar estan preparadas para la prueba de susceptibilidad, se colocan en una
incubadora a 35°C, sin mayor tensién de CO,, Esto es importante ya que el CO, puede formar
acido carbonico en la superficie hiumeda del agar, provocando un descenso en el pH. El desarrollo
de algunos microorganismos es inhibido a pH acido, lo cual puede provocar una estrechez en la

inhibicidn.

Interpretacion de resultados. Las zonas de inhibicion se miden con una regla calibrada en
milimetros. En todos lo casos, las pruebas se realizan por triplicado y los valores promedio se

reportan en milimetros.
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APENDICE 6. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y de la
Concentracién Bactericida Minima (CBM).

Método modificado de dilucion en caldo (Koneman, 1985).

Preparacion de reactivos y diluciones.

La solucién antimicrobiana se prepara diluyendo el aceite en el caldo Mueller-Hinton a
concentraciones de 3.0, 2.00, 1.50, 1.00, 0.75, 0.50, 0.25, 0.125 y 0.062 mg/ml del aceite Las
pruebas se realizan en pequefios frascos. En cada frasco se colocan 10 ml de caldo con la
concentracién, se prepara un inoculo que contenga 10° UFC/ml (unidades formadoras de
colonia/ml). Se agrega a cada frasco 0.1 ml del indculo. Los frascos se incuban a 35 °C durante
24 horas. Cada bioensayo se realiza por triplicado con un control positivo (cloramfenicol)

Para evaluar el efecto bactericida del aceite esencial se determina CBM. Se siembra el contenido
de los tubos que en la determinacion de CIM no presentaban turbidez y se cltivan en placas de
petri con agar Mueller-Hinton. Se incuban a 37°C durante 24 horas y posteriormente se realiza el
reconteo de UFC/ml.

Interpretacion de resultados. La menor concentracion del antimicrobiano que produce una
inhibicién del desarrollo visible representa la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), mientras
que en donde el desarrollo del microorganismo disminuye drasticamente y donde no crece es la

Concentracion Bactericida Minima (CBM).
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APENDICE 7. Curva letal (curva de supervivencia y efecto sobre el crecimiento) (Avila,
1996).

Preparacién y rotulaciéon por lo menos un tubo con el aceite esencial problema, para muestreo
desde el tiempo cero y después a intervalos de una hora durante los 4 primeros tiempos, después
durante dos horas, tres tiempos, seguido de un intervalo de 4 horas y finalmente a las 24 horas.

Se prepara y rotula otro tubo sin antidoto que sirve como control del desarrollo.

El inéculo se prepara con aproximadamente 1x10° bacterias/ml en un tubo de ensayo con caldo

Mueller-Hinton.

Se grafica el logaritmo del namero d sobrevivientes en el eje de la “y” contra tiempo de
incubacion en el eje de las “X”, para determinar el nimero de impactos necesarios para que se
produzca la muerte de la bacteria, se prolonga la zona lineal de la curva de supervivencia hasta su

interseccion con el eje de las ordenadas.
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APENDICE 8. Método cualitativo de inhibicion del crecimiento radial de hongos (Wang y
Bun, 2002).

El ensayo antifungico cualitativo se lleva a cabo en cajas de petri, que contienen agar PDA, en el
cual se inocula 1mm? de micelio del hongo a ensayar. Después que el micelio se desarrolla se
colocan los sensidiscos impregnados con 5ul de aceite esencial a una distancia de 5mm del

limite micelial.

Incubacion. Las cajas se incuban a 23°C durante 72 horas o hasta que el micelio se desarrolle.
Control positivo. Se evalta la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos de

ketoconazol de 25ug/disco.

Interpretacion de resultados. En los casos en que existan zonas de inhibicion del aceite esencial
se reporta como activo, realizdndose en todos los casos por triplicado.
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APENDICE 9. Método Cuantitativo de Inhibicion del crecimiento radial de hongos (Wang y
Bun, 2002).

Este ensayo se realiza en cajas de veinticuatro pozos que contengan agar, con las concentraciones

deseadas, posteriormente se inocula Imm? con micelio del hongo a ensayar.

Incubacion. Las cajas se incuban a 23°C durante 72 horas o hasta que el crecimiento micelial se

haya desarrollado.

Control positivo. La sensibilidad de las cepas se evalla con ketokonazol a las concentraciones

predeterminadas.

Interpretacion de los resultados. Con una regla se mide el crecimiento del hongo para calcular el
porcentaje de crecimiento, posteriormente se calcula el porcentaje de inhibicion. Realizandose en

todos los casos por triplicado.
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APENDICE 10. Espectros de masas de los componentes del aceite esencial de C. curassavica
Simbologia: TR= Tiempo de retencion, SRS= San Rafael Sequia, SRL= San Rafael Lluvia.

Compuesto 1.
1,7,7-trimetil-triciclo(2.2.1.0(2,6))heptano (TR: SRS= 7.43, SRL=7.09, Zapotitlan=ausente)
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Compuesto 2.
a-pineno (TR: SRS=7.69, SRL=7.31, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 3.
Camfeno (TR: SRS= ausente, SRL=7.61, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 4.
a-mirceno (TR: SRS=ausente, SRL=8.44, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 5.
a-felandreno (TR: SRS= ausente, SRL=78.73, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 6.

D-limoneno (TR: SRS= 9.76, SRL=9.23, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 7.

4-careno (TR: SRS= ausente, SRL=14.98, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 8.
a-cubebeno (TR: SRS= ausente, SRL=15.18, Zapotitlan= 16.32)
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Compuesto 9.

Carvacrol (TR: SRS=15.19, SRL= ausente, Zapotitlan= ausente)
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decahidro-3a-metil1-6-metileno-1-(1-metiletil)-,(1S-(1a,3aa,3ba,&aa,&ba))-Ciclobuta[1,2,3,4]diciclopenteno (TR: SRS= ausente,
SRL=15.82, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 11.

1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-metiletenil)-, (1S-(1a,2a,4a)- ciclohexano (TR: SRS=16.9, SRL= 15.9, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 12.

Isocariofileno(TR: SRS= 17.45, SRL=16.41, Zapotitlan=17.97)
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Compuesto 13.

Cadina 4(5), 10(4) dieno (TR: SRS= ausente, SRL= ausente, Zapotitlan=17.22 )
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Compuesto 14.
1,5-dimetil-8-(1-metiletilideno)-, (E,E)-1,5-Ciclodecadieno (TR: SRS=17.61, SRL=18.58, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 15.

Humuleno (TR: SRS= 18.02, SRL=16.95, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 16.

B-cubebeno (TR: SRS=18.48, SRL=17.37, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 17.

Selineno (TR: SRS=18.58, SRL=17.47, Zapotitlan= 19.32)
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Compuesto 18.

a,4-dimetil-a-(4-metil-3-pentenil)-,(R-(R*,R*))-3-ciclohexano-1-metanol (TR: SRS= ausente, SRL=18.22, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 19.

2-isopropenil-4a,8-dimetil-1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidronaftaleno (TR: SRS= 18.71, SRL= ausente, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 20.
Calameneno (TR: SRS= ausente, SRL= ausente, Zapotitlan= 19.88)
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Compuesto 21.
a-bisabolol (TR: SRS= ausente, SRL= 20.36, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 22.

Octahidro-2,2,4,7a-tetrametil-1,3a-etanol(1H)inden-4-ol (TR: SRS= 20.6, SRL= ausente, Zapotitlan= ausente)
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Compuesto 23.
4-metil,4-etenil-3-(1-metil etenil)1-(1-metil metanol)ciclohexano (TR: SRS= ausente, SRL= ausente, Zapotitlan= 20.66)
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Compuesto 24.

Espatulenol (TR: SRS= ausente, SRL= ausente, Zapotitlan=21.19)
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Compuesto 25.

5-(2,3-dimetiltriciclo 2.2.1.02,6 hept-3-y1)-2-metil-2-penten-1-ol (TR: SRS= ausente, SRL= ausente, Zapotitlan= 21.32)
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Compuesto 26.

B-eudesmol (TR: SRS= ausente, SRL= ausente, Zapotitlan= 22.67)
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Compuesto 27.
Hexahidro-2,5,5-trimetil-2H-2,4a-etanonaftalen-8(5H)-ona (TR: SRS= ausente, SRL= ausente, Zapotitlan= 24.05)
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Compuesto 28.

1-metil-,(3B.,5a.,17B)-androst-1-ene-3,17-diol (TR: SRS= ausente, SRL= ausente, Zapotitlan= 26.25)
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