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1. INTRODUCCION

La etnomedicina se define como la medicina propia de un grupo y de una cultura ya que los sistemas
terapéuticos se constituyen de acuerdo a las caracteristicas culturales de los grupos. Si varian estos, si
varian las culturas, varian también las maneras de entender la salud y enfermedad, las formas de

abordar los problemas y las propuestas de soluciones (Brown 1998).

La medicina tradicional estd fuertemente arraigada en la sociedad, siendo preferida por muchas
personas sobre cualquier otro tipo de tratamiento médico. Desempefia ademds un papel
especialmente importante en comunidades aisladas o de bajos recursos, siendo la Unica opcién
conocida, o en la mayoria de los casos a la que la poblacion tiene acceso. Debido a esto, las plantas
superiores y sus extractos han sido usados por la humanidad como fuente de agentes terapéuticos
desde el comienzo de la historia. Actualmente, con el creciente interés que ha despertado la medicina
herbolaria, a diario crece el nimero de estudios que confirman la utilidad de las plantas para el

tratamiento de diversas enfermedades (Marcano y Hasegawa, 2002).

Las plantas producen y almacenan una gran cantidad de compuestos o metabolitos primarios vy
secundarios. Los metabolitos secundarios son los mas relevantes para los investigadores de productos
naturales, puesto que son la fuente de los compuestos bioldgicamente activos, estos metabolitos son
acumulados en la planta y su composicidon quimica, su concentracién y localizacidn varia de acuerdo

con la especie o la fuente donde fueron aislados (Anaya et al., 2001).

Cuando estos metabolitos secundarios son aislados, purificados e identificados, y su actividad biolégica
es probada, pueden utilizarse en la medicina herbolaria tradicional o bien en la medicina moderna para

el consumo del ser humano, asi como en la industria alimenticia y la agricultura (Anaya et al., 2001).

En las ultimas décadas, los estudios quimicos de extractos vegetales han proporcionado numerosos
compuestos que han probado ser indispensables en la medicina moderna, la mayoria de los productos
naturales usados actualmente proceden de plantas medicinales usadas tradicionalmente; como

consecuencia del interés por todo lo natural, hoy gozan de creciente popularidad muchas plantas de la



medicina tradicional, de las cuales, un gran nimero han sido sometidas a intensas investigaciones
fitoquimicas. En el transcurso de estos estudios se han hecho avances significativos respecto a la
elucidacion estructural, configuracion y sintesis de los metabolitos secundarios aislados, muchos de los

cuales han sido sometidos a ensayos clinicos (Mamani, 1999).

La razén fundamental del renovado interés del mundo de la industria farmacéutica y la medicina por
las sustancias bioactivas de origen natural, es debido a que aproximadamente el 80% de la poblacién
mundial vive en paises que se encuentran en vias de desarrollo. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) estima que el 80% de esta poblacion usa casi exclusivamente, la medicina tradicional para sus
necesidades primarias (Nudelman, 2004). Por lo tanto para esta poblacidn, que no puede costearse los
medicamentos existentes en el mercado, es necesario realizar un estudio de estas plantas para buscar
la maxima seguridad y eficacia y para desarrollar una forma de uso medicinal normalizada y estable
(Mamani, 1999). Aproximadamente el 25% de los medicamentos prescritos en EE. UU. y Canada
contienen principios activos que derivan de una forma u otra de productos naturales de plantas,
muchas de las cuales han sido descubiertas a través del conocimiento popular transferido a lo largo de

generaciones (Nudelman, 2004; Mamani, 1999).



2. MARCO TEORICO

2.1 Meristemos

El arbol, al igual que todo organismo vivo, experimenta procesos de crecimiento los cuales permiten el
incremento dimensional de los mismos. Este crecimiento se produce en zonas especializadas
constituidas por células que poseen capacidad de divisidn, estas zonas reciben el nombre de tejidos

meristematicos (Williams y Leén, 2001).

Se pueden distinguir diferentes tipos de tejidos meristematicos y éstos se pueden clasificar de acuerdo

a varios criterios:
a) Segun su posicion:

e Meristemo apical: se encuentra ubicado en el dpice de un érgano.
e Meristemo lateral: se ubica en la periferia de un érgano.

e Meristemo intercalar: meristemos localizados entre los tejidos que él organismo produce.
b) Segun su origen:

e Meristemo primario: proviene directamente de células que nunca han perdido su capacidad de
divisién.
e Meristemo secundario: se origina a partir de células diferenciadas que nuevamente adquieren

su capacidad de divisién.

Los meristemos permiten que se produzca el crecimiento del arbol en sentido longitudinal y diametral.
El crecimiento longitudinal, también llamado crecimiento primario, se produce por la acciéon del
meristemo apical; mientras que el crecimiento diametral o en grosor, también denominado
crecimiento secundario, se produce por divisiones que ocurren en el cambium vascular y en menor

proporcién, en el cambium cortical (Williams y Leén, 2001).



2.1.1 Crecimiento secundario

El crecimiento secundario es el incremento en didmetro o grosor del tallo, ramas y raices de las plantas
y comienza con la formacién del cambium vascular. El cambium vascular es un meristemo de tipo
lateral e intercalar, normalmente forma una capa continua localizada periféricamente desde el dpice
hasta la raiz. En las primeras etapas de crecimiento secundario, el incremento diametral del tallo como
consecuencia de la actividad del cambium vascular produce el rompimiento de la capa protectora
inicial del tallo: la epidermis. Es necesario que se desarrolle una nueva capa protectora hacia el lado
externo del floema, que se encargue de darle proteccion a los tejidos ubicados hacia el lado interno y

alli ocurre la formacién del cambium cortical o felégeno (Williams y Ledn, 2001).

2.2 Peridermis o Corteza

La peridermis, es un tejido protector de origen secundario, reemplaza a la epidermis cuando el eje
crece en didmetro y se destruye la epidermis. La formacion de peridermis es un fendmeno comun en
los tallos y raices de las especies lefosas que aumentan en grosor por crecimiento secundario.
Estructuralmente, la peridermis consta de tres partes (Fig. 1) el felégeno o cambium suberoso, que es
el meristemos que produce la peridermis; el suber o corcho, producido por el felégeno hacia el
exterior; y la felodermis, tejido parecido al parénquima y constituido por células derivadas del

felégeno hacia el interior de la planta (Esau, 1985).

El término peridermis debe distinguirse claramente del vocablo corteza empleado cominmente, éste
se aplica a todos los tejidos que quedan por fuera del cambium vascular, tanto en el periodo de
crecimiento primario como en el secundario. También se usa mas especificamente para designar el
tejido que se acumula en la superficie del eje de la planta como resultado de la actividad del felégeno

(Esau, 1985).
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2.2.1 Desarrollo de la peridermis

El feldgeno puede originarse a partir de las células vivas de la epidermis o de células parenquimaticas o
colenquimaticas que se encuentras debajo de la epidermis. Estas células se desdiferencian, es decir
gue retoman la actividad meristematica; para ello pierden sus vacuolas centrales y sufren divisiones
periclinales. Como resultado de la primera division mitética se forman dos células, la externa pasa a
constituir el suber mientras que la interna permanece como células del felégeno. Posteriores divisiones
de las células del felégeno formaran la felodermis hacia el interior (Fig. 2). Este primer felégeno forma
la peridermis que reemplaza en su funcién a la epidermis. Tanto la epidermis como los tejidos ubicados
por dentro de la misma mueren, ya que el suber aisla los mismos de las sustancias nutritivas y el agua

(Fahn, 1985).

Con la continuacion del crecimiento secundario éste primer felégeno es reemplazado con uno nuevo,
formado hacia el interior del primero. Para formar estos siguientes feldgenos ya son las células del
parénquima del floema secundario las que se desdiferencian. Las siguientes peridermis pueden
formarse en anillos completos o en bandas. Con la formacidn de cada peridermis, mueren los tejidos
gue quedan por fuera, resultando en la formacién de una capa o costra dura. Estos tejidos muertos

ubicados por fuera del ultimo felégeno funcional se denominan técnicamente ritidoma o simplemente



corteza externa. La parte viva que queda por dentro del felégeno funcional es el floema y se denomina

corteza interna (Fig. 2) (Fahn, 1985).
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Fig. 2 Esquema del desarrollo de la peridermis y formacion del l:itid‘om_a

http://www.biologia.edu.ar/plantas/corteza.htm

En los estudios de corteza se toman en cuenta tanto sus caracteristicas externas (forma, consistencia,
color, olor, estructuras especiales como espinas, sustancias secretadas) como sus caracteristicas
internas como espesor, presencia de anillos de crecimiento, radios, diferenciacion de las diferentes
capas constituyentes de la corteza, patrones especiales producidos por algunos elementos floematicos.
Entre las caracteristicas externas también se puede incluir la presencia de lenticelas, asi como algunas

caracteristicas de las mismas: forma, tamaio, nimero y arreglo (Williams y Leén, 2001).

La estructura de la corteza depende basicamente de la relacidon entre la velocidad de crecimiento de la
madera y de la corteza. Debido a que el cambium deposita capas sucesivas de madera en su superficie
interna, la corteza debe adaptarse a una circunferencia en incremento constante (Pennington vy

Sarukhan, 2005).
Los siguientes patrones de corteza son los mas frecuentes:

a) Lisa, corteza externa sin fisuras o escamas con apariencia mas o menos tersa desde una

distanciade1a2 mm



b) Escamosa, la corteza externa se desprende en piezas semejantes a tejas, de grosor y tamafos
variable. Las escamas pueden ser bastantes pequeiias pero gruesas, en forma de cufia
redondeada o conchas, que dejan una depresién profunda al desprenderse.

c) Fisurada, caracterizada por surcos y costillas longitudinales.

La corteza interna puede presentar algunas caracteristicas Utiles para la identificacién en campo. La
textura, por ejemplo varia desde fibrosa a muy quebradiza, esta ultima con escasa fibras y muchas
células pétreas y de estructura bastante granulosa, en algunos arboles como Spondias mombin, la
corteza interna esta dispuesta en conspicuas bandas tangenciales, lo que se conoce como corteza

laminada (Pennington y Sarukhan, 2005).

2.3 Metabolitos primarios

Una de las diferencias entre plantas y animales es su capacidad de sintesis de numerosas y diversas
sustancias de naturaleza quimica diferente, presentan propiedades muy diversas, aunque su papel
fisiolégico en la planta es muchas veces no del todo conocido. En particular los vegetales, igual que
otros organismos mediante sus procesos metabdlicos sintetizan dos categorias de metabolitos:
primarios y secundarios, aunque esta distincién resulta totalmente arbitraria pues no hay una divisidn

precisa entre metabolismo primario y secundario (Harborne, 1982).

Los metabolitos primarios, muy abundantes en la naturaleza son indispensables para el desarrollo
fisiologico de la planta; se encuentran presentes en grandes cantidades, son de facil extraccion y su
explotacidn es relativamente barata y conducen a la sintesis de los metabolitos secundarios que se
acumulan en la planta en pequefias cantidades, a veces en células especializadas, lo que hace que su
extraccidn sea dificil y costosa. Entre los metabolitos primarios se encuentran aminoacidos proteicos,
proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos grasos, algunos acidos carboxilicos, etc. (Castillo y Martinez,

2007).

2.4 Metabolitos secundarios

Las plantas producen una gran cantidad y diversidad de compuestos orgdnicos que no parecen tener
una funcidn directa en el crecimiento y desarrollo, estas sustancias se conocen con el nombre de
metabolitos secundarios, productos secundarios o productos naturales. Los metabolitos secundarios
no tienen funcién reconocida o directa en los procesos de fotosintesis, respiracion, trasporte de
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solutos, sintesis de proteinas, asimilacion de nutrientes, diferenciacion o formacion de carbohidratos,

proteinas y lipidos (Taiz y Zeiger, 2006).

Se caracterizan por tener una distribucién restringida en el reino vegetal; es decir, un metabolito
secundario determinado se encuentra con frecuencia en una sola especie vegetal o grupo de especies
relacionadas, mientras que los metabolitos primarios se encuentran en todo el reino vegetal (Taiz y
Zeiger, 2006). En general, los metabolitos secundarios son responsables del olor, del sabor y del color
de la planta, y también de sus propiedades medicinales (Castillo y Martinez, 2007). Los metabolitos
secundarios vegetales pueden dividirse en tres grupos quimicamente diferentes: terpenos, fenoles y

compuestos que contiene nitrégeno (Taiz y Zeiger, 2006).

La expresion del metabolismo secundario es una caracteristica de la especializacién celular, indica que
la formacidn del metabolito secundario en contraste con el metabolito primario no tiene importancia
para la célula productora. Sin embargo, un metabolito secundario puede tener significado para el
organismo productor como un todo, porque esta implicado en relaciones ecolégicas, es decir, en la
relacion de la planta productora con los otros organismos de su entorno natural. Ejemplo de ello, son
los pigmentos de las flores que atraen a los insectos polinizadores y los compuestos que inhiben el
crecimiento de otros organismos (sustancias alelopaticas) o que protegen la planta de infecciones

(fitoalexinas) o de los depredadores (disuasorios nutritivos) (Abrahamson, 1989; Harborne, 1989).

Otros metabolitos secundarios tienen importancia fisioldgica (los esteroles, constituyentes de las
biomembranas, la lignina, polimero natural) o sirven como sefiales que integran la diferenciacion

celular y el metabolismo en diferentes partes del organismo vegetal (Pifiol y Palazén, 1993).

En vista de la relacién que tienen los metabolitos secundarios con el metabolismo primario de los
grupos quimicos que pueden formar parte de su molécula y los cambios que esta puede experimentar,
y considerando el nimero y clase de precursores, enzimas y coenzimas que intervienen en su
biogénesis, podemos entender que numerosos factores fisicos, quimicos y bioldgicos, externos e

internos, pueden afectar su produccién (Anaya, 2003).



Entre los factores mas importantes se encuentran:

Radiacién (calidad de luz)

e Intensidad de la luz

e Fotoperiodo

e Edad, estado fenoldgico y 6rgano de la planta

e Deficiencias minerales (Nitrégeno, Azufre, Fosforo, Potasio, Magnesio, Boro, Calcio
e Temperatura

e Estrés hidrico

e Compuestos organicos diversos presentes en el medio

e Factores genéticos

e Interacciones bidticas intra e interespecificas

e Contaminantes sintéticos

Las presiones que estos factores ejercen sobre la planta, se modifican en el tiempo y en el espacio
creando condiciones complejas y heterogéneas, ocasionando que las plantas pongan en juego diversos
mecanismos de adaptacion en la lucha por la supervivencia. La adaptacién involucra cambios en la

bioquimica basica de la célula, que pueden observarse a varios niveles del metabolismo (Anaya, 2003).

2.5 Polifenoles

Los compuestos polifendlicos son metabolitos secundarios de las plantas que estan disefiados con un
anillo aromatico, que lleva uno o mas restos hidroxilo, varias clases pueden considerarse de acuerdo
con el niumero de anillos de fenol y a los elementos estructurales que se unen a estos anillos (Andrés et

al, 2010).

Los compuestos polifendlicos varian ampliamente en estructura, desde los mas simples (mondmeros y
oligdmeros) hasta los polimeros complejos de peso molecular alto (taninos). Se han identificado mas
de 4000 compuestos polifendlicos individuales, los cuales se han dividido en dos grandes grupos: los
flavonoides y los no flavonoides. Estos ultimos incluyen a las moléculas mas sencillas, como los acidos
fendlicos con esqueletos quimicos de seis carbonos (Cg), ligados o no con esqueletos de dos hasta

cuatro carbonos (Cs-C4) (Fig. 3). Ejemplos mas complejos de compuestos no flavonoides son aquellos



cuyos esqueletos poseen su porcion Cg unida a porciones C, y a otro anillo C¢, como en el caso de los

estilbenos, galotaninos o elagitaninos. Estos ultimos son conocidos como taninos hidrolizables, los mas

complejos de los fenoles no flavonoides (Dai y Mumper, 2010; Quideau et al., 2011). En la (Fig. 3) se

muestra la estructura quimica de compuestos polifendlicos no flavonoides.

Los polifenoles flavonoides tienen un esqueleto quimico que consta de tres porciones: dos anillos

aromaticos y un anillo heterociclico oxigenado (Cs-C3-Cs). Los flavonoides conforman el grupo mas

variado estructuralmente, debido a que su esqueleto base tiene numerosas posibilidades de

sustitucion por grupos hidroxilo (-OH), metoxilo (-O-CHs), acilo (-CO), y glucdsidos. Algunos compuestos

flavonoides y sus estructuras quimicas basicas se muestran en la (Fig. 4) (Dai y Mumper, 2010; Quideau

etal, 2011).
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Fig. 3 Estructura quimica de compuestos polifendlicos no flavonoides.
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2.5.1 Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos, y se pueden encontrar en ambos grupos, flavonoides y no
flavonoides, formando compuestos de muy alto peso molecular (>500 UMA), llamados, en ambos casos, taninos.
Sin embargo, cada grupo origina un tipo especifico de taninos: los no flavonoides polimerizan para formar
taninos hidrolizables, mientras que ciertos flavonoides, al polimerizar, forman taninos condensados (Cheynier,

2005).

Los taninos hidrolizables son moléculas polifendlicas de tamafio discreto, de naturaleza no polimérica, capaces
de ser hidrolizados por acidos o enzimas a un azlcar y a un acido carboxilico fendlico; mientras que los taninos
condensados son moléculas oligoméricas o poliméricas de unidades flavan-3-ol (Fig. 4), unidas a través de
enlaces C, a C3, o menos frecuentemente, C, a C; de dos unidades consecutivas, de diverso tamafio y

constitucién segun su origen (Vazquez, 2012).

Los taninos son compuestos que no solo poseen un elevado peso molecular, sino ademas presentan suficientes
grupos hidroxilo unidos a estructuras fendlicas que les confieren la caracteristica de formar complejos con
proteinas, minerales y otras macromoléculas. Los taninos hidrolizables, como los galotaninos o elagitaninos,
provienen de la esterificacién de compuestos polifenélicos no flavonoides, como el acido galico o eldgico,
respectivamente. Por su parte, los taninos condensados o proantocianidinas, provienen de la esterificacion de

compuestos polifendlicos flavonoides, como las catequinas o flavan-3-oles (Reed, 2010).

Ambos tipos de taninos, al ser compuestos polifendlicos, han sido tema de multiples revisiones cientificas, entre
sus propiedades destacan, la capacidad de unirse a proteinas ricas en aminoacidos como prolina, glicina y acido
glutamico (Cheynier,2005) y péptidos por dos interacciones importantes: puentes de hidrégeno (entre el grupo
carbonilo de los péptidos y los hidrégenos del grupo hidroxilo de polifenoles) e interaccién hidrofébica (entre los
aminoacidos neutros y los anillos aromaticos de los taninos). Cabe sefialar a este respecto que todas estas
interacciones dependen de la preferencia de cada molécula de tanino para arreglarse tridimensionalmente, y de

su estado coloidal (Vazquez, 2012).

Otra de las propiedades que se han reportado en los taninos, es su toxicidad frente a microorganismos
Reed (2010) identifica tres mecanismos de toxicidad de los taninos sobre microorganismos: la
inhibicién de la enzima y la privacién del sustrato, la accién sobre las membranas, y la privacion de
iones metdlicos. La inhibicion de la enzima y la privacion de sustrato son caracteristicas de las

interacciones proteina tanino.
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Fig. 4 Estructura quimica de compuestos polifenédlicos de tipo flavonoides.

2.5.2 Lignina

La lignina es un polimero altamente ramificado de fenilpropanoides (Fig. 5). Después de la celulosa, es
la sustancia organica mas abundante en las plantas. Se encuentra covalentemente unida a la celulosa y
a otros polisacaridos de la pared celular. Es insoluble en agua y en la mayoria de los solventes
organicos lo que hace muy dificil su extraccidn sin degradarla. Desempena un papel estructural
fundamentalmente, su naturaleza quimica es la base de su dureza mecdnica y de su rigidez que se
manifiesta en los tallos lignificados, los troncos de los arboles, imprimiendo su “caracter” a la madera.
Se encuentra en la pared celular de varios tejidos de soporte y de transporte, en traqueidas y en los
vasos del xilema. Principalmente se deposita en la pared secundaria, fortalece los tallos y tejidos
vasculares permitiendo el crecimiento vertical y la conduccién de agua y minerales a través del xilema.
Se forma a partir de tres derivados fenilpropanoides: los alcoholes coniferilico, cumarilico y sinapilico,
(Fig. 5) de manera que cada uno de ellos puede formar numerosos enlaces y ramificaciones haciendo
gue cada lignina pueda ser Unica. También tiene funcidn protectora dado que su resistencia mecanica
evita que las plantas sean alimento para animales y, ademas, su naturaleza quimica hace que sea dificil

digerirla por los herbivoros (Avalos y Perez, 2009).

12



oy CH,OH
0—C—t .
) (i A
P . C—H OCH OMz = OCE;
Fu > ’ »
CH,0 i o i , OH - o \[/ —
CH, f J Ihe
M.,
o\’ ;) . OCH, OH ’f\u DH CH.OH
A=
H o
",l :c\ OH p oCH, / Alcohol sinapilico
0y H q
|\ \C\C’” CH) H H ,if \\]
Ho\ _u CH,OH A
H 0" ) \w.’\," O\u ik
&€ oCH, = OH
0 OCH ,[
. e Alcohol
}Ii /) "\ E \/[ cumarilico
CH,0 <M #OMe
g (;\ 4 ," OCH, \rl;
)\ 3
)
\ Alcohol
o coniferilico

Fig. 5 Estructura quimica de la lignina y sus precursores

2.6 Familia Anacardiaceae

La familia Anacardiaceae comprende alrededor de 76 géneros que se dividen en cinco tribus
(Anacardieae, Dobineae, Rhoeae, Spondiadeae y Semecarpeae) dentro de los géneros mas estudiados
se encuentran: Anacardium, Cotinus, Mangifera, Pistacia, Rhus, Schinopsis, Schinus, Tapiria,
Toxicodendron y Spondias. De los cuales se conocen a nivel mundial mas de 600 especies distribuidas
en ambos hemisferios (Engels et al., 2012). Son plantas de distribucién tropical, subtropical y de zonas
templadas. En algunas regiones del Globo, por ejemplo en Sudamérica, hay especies de relevancia
econdmica por ser maderables; en nuestro pais se cultivan por sus frutos el mango (Mangifera indica)
y el marafién (Anacardium occidentale), en tanto que el pirul (Schinus molle) es muy comun como arbol
ornamental y de sombra. Del género Spondias se conocen especies apreciadas por sus frutos

comestibles (Rzedowski y Rzedowski, 2005).
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2.7 Género Spondias

El género Spondias es nativo de la regiéon Neotropical y Tropical del sureste asidtico, pertenece a la
familia Anacardiaceae y comprende 17 especies de las cuales siete son Neotropicales y diez del trépico
asiatico. En el continente americano su distribucidn se extiende desde México hasta Peru y el sur del

Brasil (Macia y Barfod, 2000; Ruenes et al., 2010).

Son Arboles dioicos, pequefios o altos. Hojas alternas imparipinnadas. Flores pequenas, en paniculas
terminales o laterales; cdliz 4-5 partido, deciduo, los segmentos subimbricados; pétalos 4-5 extendidos,
valvados en los botones; disco cupular, crenado; estambres 9-10, insertados debajo del disco; ovario
sésil, libre, con 4-5 léculos; estilos 4-5; évulo solitario, péndulos. Fruto drupdceo resinoso, el
endocarpo 6seo, grande, 1-5 locular; semillas péndulas, con testa membranosa, embrién recto, los

cotiledones alargados, plano-convexos, la radicula corta (Cabrera, 2000).
2.8 Spondias purpurea L.

2.8.1 Clasificacion taxonomica

Reino: Plantae Orden: Sapindales

Division: Magnoliophyta Familia:  Anacardiaceae
Clase: Magnoliopsida Género:  Spondias

Subclase:  Rosidae Especie:  Spondias purpurea L.

(APG 111 2009).

2.8.2 Descripcidn botanica de Spondias purpurea
Arbusto o arbol: pequefio, hasta de 10 (15) m de alto caducifolio; tronco hasta de 40 (80) cm de
didmetro (Fig. 6 A) corteza grisadcea, lisa o verruscosa, copa frondosa y amplia, muy extendida en

sentido horizontal (Fig. 6 E y F) (Rzedowski y Rzedowski, 1999).

Hojas: imparipinnadas, sobre peciolos de 2 a (4) cm de largo, lamina oblonga o eliptica en contorno
general, de 8 a 15 cm de largo, pecidlulos de 0.5 a (3) mm de largo, con frecuencia pilosos, foliolos (3) a

12 pares, alternos u opuestos, oblicuamente oblongos o elipticos a obovados, de 1.5 a 6 cm de largo y
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0.7 a 3 cm de ancho, apice redondeado a agudo, en ocasiones cortamente acuminado, base asimétrica,
cuneada o algo atenuada a obtusa, borde entero a levemente aserrado, membrandceos, glabrados a

pilosos, especialmente sobre las nervaduras del envés (Fig. 6 D) (Rzedowski y Rzedowski, 1999).

Inflorescencias: en forma de paniculas racemiformes o subcapitadas, (Fig. 6 B) de (0.5)1 a 4(8) cm de
largo, produciéndose a lo largo de las ramillas cuando la planta se encuentra desprovista de hojas,
pedicelos articulados, bracteolados, de 0.5 a 4 mm de largo; segmentos del cédliz 5, rosados a rojos,
ampliamente ovados, de alrededor de 1 mm de largo, fimbriados en el margen; pétalos 5, rojos a
morados, oblongo-lanceolados, de alrededor de 3 mm de largo, involutos, de dpice agudo y encorvado,
glabros; estambres 10, subiguales o desiguales, un poco mas cortos que los pétalos, anteras de 0.5a 1
mm de largo (estériles en las flores femeninas); disco anular, carnoso, subentero dividido en 5
nectarios contiguos, a veces mas o menos bilobados; ovario profundamente lobado, estilos (3)4 a 6,
cortos y gruesos después, el gineceo reducido en las flores masculinas (Fig. 6 C) (Rzedowski y

Rzedowski, 1999).

Fruto: drupa generalmente anaranjada, roja, café-rojiza o de color morado, a veces amarilla, (Fig. 6 D)
oblongo-cilindrica, de 1.5 a 3.5 (5 en las plantas cultivadas) cm de largo por (1)1.5 a 2.5 cm de
didmetro, endocarpo (hueso) amarillo, fibroso, conteniendo una o mas semillas (Rzedowski y

Rzedowski, 1999).
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2.8.3 Sinonimias
Spondias cirouella Tussac; Spondias cytherea Sonn. ; Spondias macrocarpa Engl. ; Spondias mombin L.;
Spondias purpurea fo. Lutea (Macfadyen) Fawcett & Rendle; Warmingia macrocarpa Engl. (Cordero y

Boshier, 2003).

2.8.4 Nombres comunes

Nombres comunes en México. Ciruelo, Ciruela, Ciruela colorada, Abal (Rep. Mex.); Chatsutsocoscatan,
Tsusocostata, Smucuco-scatan (l. totonaca, Ver.); Ciruela Campechana (Ver., Chis., Yuc.); Huitzo (l.
zoque, Chis.); Jocote (Oax., Tab., Chis.); Jondura, Poon (Chis.); Biaxhi, Biagi, Biadxi, Yaga-piache (l.
zapoteca); Atoyaxdcotl, Mazaxocotl (I. ndhuatl antigua); Chak-abal, Ix-houen, Chi-abal, Kosumil muluch-
abal (. maya, Yuc.); Ciruelo de San Juan (Yuc.); Cuaripd (l. huichol, Jal.); Shuiutipi’chic (I. popoluca,
Ver.); Maui (l. chinanteca, Oax.); Schiza, El Shimalo-schindza (l. chonatl, Oax.); Cundaria, Tufi (Oax.);
Tuxpana (Tab.); Cupu (l. tarasca); Ciruelo cimarrén (Ver.); Ten (l. huasteca, S.L.P.) (Martinez, 1979;

Ruenes, 2010).

2.8.5 Usos

Comestible: el fruto se come crudo, hervido, seco en jugos, vinos, licores, vinagres, en mermeladas y
jaleas, asi mismo, las hojas tiernas son comestibles. Industrial: la madera sirve para pulpa de papel
cajas, fésforos, lapices, boligrafos, revestimiento interior de las casas y barcos, y como un sustituto de
corcho; también se utiliza como combustible y las cenizas se ocupan para jabdn, mientras que la resina
se ocupa para la fabricacion de pegamentos. Forrajero: las hojas son consumidas avidamente por el

ganado bovino y los frutos por el ganado porcino.

Otros usos: al igual que otras especies del género como Spondias mombin se usa para cercas vivas, en

huertos caseros, potreros y asociados a cultivos perennes (Benavides, 1994; Cordero y Boshier, 2003).

2.8.6 Propiedades medicinales

En México los frutos de Spondias purpurea L. se consideran diuréticos y antiespasmddicos; La
decoccidn del fruto se usa para bafiar heridas y curar ulceras en la boca, con la fruta se prepara un
jarabe para curar la diarrea crdnica; la decoccion astringente de la corteza se usa como remedio para la
sarna, Ulceras, disenteria y para hinchazdn por gas intestinal; el jugo de las hojas frescas es un remedio
para Ulceras y la decoccidn de las hojas o la corteza se usa para la fiebre (Cordero y Boshier, 2003).
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Engels (2012) reporta que frutas y otras partes del arbol de Spondias purpurea y especies relacionadas
se han utilizado también para el tratamiento de diversas enfermedades tales como diarrea, Ulceras,
aftas, la disenteria, y la hinchazén; mientras los extractos de hojas acuoso y metandlico, presentan

propiedades antibacterianas.

Benavides (1994) indica que las hojas, corteza, brotes tiernos, resina y jugo de frutos, se usan para
casos de fiebres, diarreas, disolver piedras de la vesicula, como vermifugo, y diurético, para
enfermedades de los ojos, como astringentes, como remedio para aftas, para tumores en infantes.
Para combatir disenteria amebiana para la ictericia, y como antiespasmddico para torceduras vy

traumatismo.

2.8.7 Distribucion en México de Spondias purpurea L.

S. purpurea junto con las especies Spondias mombin y S. radolkoferi son nativas de México y forman
parte de los bosques tropicales subcaducifolios, bosques de galeria y bosques tropicales caducifolios
respectivamente S. mombin y S. purpurea tienen una distribucidon natural como se muestra en la (Fig. 7
A y B) que va desde Sinaloa hasta Chiapas en la vertiente del Pacifico y desde Tamaulipas hasta la

peninsula de Yucatan en la vertiente del Golfo de México (Ruenes, 2010).
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Fig. 7 Distribucion de Spondias purpurea L. En Mesoamérica (A) silvestres (B) cultivadas en. Las distribuciones se
presentan como las probabilidades acumuladas relativas de la presencia de especies. Zonas mas claras representan las
regiones con menor ocurrencia, mientras que las zonas mas oscuras representan las regiones con mayor ocurrencia
Tomado de (Miller y Knouft, 2006).
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2.9 Estudios quimicos

2.9.1 Estudios quimicos realizados en especies de la familia Anacardiaceae

Cerca del 25% de los géneros de esta familia son conocidos por ser tdxicos, ya que presentan
sustancias como catecoles, resorcinoles o una mezcla de estas sustancias llamadas lipidos fenélicos.
Estas sustancias pueden estar presentes en diferentes partes de la planta, principalmente en el género
Rhus. Se cree que el 50-60% de los estadounidenses sufren dermatitis causada por Rhus radicans
(" hiedra venenosa"), Rhus diversibolum (" el roble venenoso "), R. vernix y R verniciflua. Estas especies
tienen una oleorresina conocido en Occidente como urushiol. La resina se forman mediante la mezcla
de n-alquilcatecoles con cadena lateral con 15 y 17 atomos de carbono de los cuales 3-n- alquenil
catecoles son los mds frecuentes. De modo general las especies téxicas de esta familia estdn
restringidas a las tribus (Anacardieae, Dobineae, Semecarpeae y la mayoria de los géneros de la tribu

Rhoeae (Aguilar et al., 2003; Correia et al., 2006).

Desde el punto de vista quimico, los géneros mas estudiados de esta familia son Mangifera, Rhus
(Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Schinus, Pistacia, Lithraea,
Melanorrhoea y Tapirira. Los estudios de estas especies han permitido verificar la presencia de
flavonoides del tipo biflavonoides, terpenos, esteroides, xantonas, y sustancias responsables de las
propiedades téxicas. Se informd también el aislamiento de otros metabolitos secundarios derivados de
acidos cindmicos y fenoles y la presencia de los Unicos alcaloides presentes en la familia en el género

Dracontomelum (Correia et al., 2006).

2.9.2 Estudios quimicos realizados en especies del género Spondias

Se reportd la presencia de 21 compuestos en la cascara de los frutos de Spondias purpurea, entre los
cuales se encuentran flavonoides del tipo flavonoles, tales como la quercetina, rhamnetina, kaemferol
y kaempferida, glicésidos de quercetina, glicdsidos de kaemferol, glicdsidos de rhamnetina y acidos

fendlicos (Engels et al., 2012). (Tabla 1)

Garduiio (2009) reportéd en el extracto hexanico de hojas de Spondias purpurea obtenido por
maceracion los siguientes compuestos: B-pineno, estragol, a-copaeno, metil eugenol, B-cariofileno,
aromadendreno, a-humuleno, B-cadineno, farnesol, trans-6-é6xido de cariofileno, isofitol, acido
linoléico, condrilaesterol y en el extracto metandlico de hojas de Spondias purpurea se encuentra 8-
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cadineno, éster metilico del acido palmitico, acido hexadecanoico, éster metilico del acido linoléico,
9,12,15-4cido octadecatrienoico, isofitol, dacido linoléico, acido estedrico, fenol 3-pentadecil,
heptadecadienil fenol, erucilamida, escualeno, &-tocoferol y B-tocoferol algunos de estos compuestos

se muestran en el (Tabla 1).

Estudios realizados sobre los compuestos volatiles en la pulpa de los frutos de Spondias purpurea,
mostraron la presencia de 27 compuestos entre los cuales se encuentran alcoholes como: etanol , 1-
butanol, 3-hexen-1-ol, 2-hexen-1-ol, 1-hexanol; aldehidos, esteres como: acetato de etilo, propionato
de etilo, crotonato de etilo, caproato de metilo, caproato de etilo, benzoato de etilo entre otros;
cetonas, compuestos terpénicos como limoneno y copaeno como se muestran en el (Tabla 1). En la
pulpa de los frutos de Spondias lutea, se hallaron 34 compuestos entre los cuales se encuentran
alcoholes como: etanol, 1-butanol, prenol y 1-hexanol; aldehidos, esteres como: propionato de etilo,
acetato de etilo, butirato de etilo, butirato de butilo, caproato de etilo; cetonas, compuestos
terpénicos como: canfeno, limoneno, ocimeno, geranol, B-mirceno, B-linalol, a-terpinol y otros

compuestos como acido acético, acido palmitico (Augusto et al., 2000).

Corthout et al., (1994) reportd la presencia de una serie de acidos 6-alquenil-salicilico, estos fueron
aislados del extracto etandlico de hojas y tallos de Spondias mombin , los acidos identificados fueron:
6-(8'Z,11'Z,14’Z-heptadecatrienil)-salicilico, 6-(8’Z,11’Z-heptadecadienil)-salicilico, 6-(10'Z-

heptadecenil)- salicilico, 6-(12°Z-nonadecenil)-salicilico y 6-(15’Z-heneicosenil)-salicilico.

Del extracto metandlico de hojas de Spondias purpurea se aislé el acido 2-hidroxi-6-(Z-pentadec-8’-
enil)-benzoico, también se identificaron los compuestos volatiles presentes en las hojas, donde se
reportd la presencia de 88 compuestos de los cuales se identificaron 43 mayoritarios, de los cuales, los
gue se encuentran en mayor presencia son: el 2-hexenal, benzaldehido, el acido hexanoico, el salicilato

de metilo y el 1-nonen-3-ol (Mendoza, 2010).

Del Valle (2009) reportd en la fraccién hexanica del extracto metandlico del endocarpo (huesos) de
Spondias purpurea la presencia del acido 2-hidroxi-6-(Z-pentadec-8’-enil)-benzoico y también reporta
los constituyentes mas abundantes en el aceite de los frutos, los cuales fueron: benzaldehido,
metoximetilbenceno, nonanal, a-cubebeno y salicilato de metilo. Por otra parte, en el aceite esencial
de las hojas los constituyentes mayoritarios, fueron: 2-hexenal, 6-metil-5-hepten-2-ona, nonanal,
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cariofileno, eugenol, 3-hexen-1-ol, alcohol bencilico, salicilato de metilo, benzaldehido y acido

hexanoico.

Ceva-Antunes (2006) reporté los compuestos volatiles obtenidos de la pulpa de Spondias purpurea
donde los ésteres son la clase principal de compuestos obtenidos, se identificaron acetato de etilo,
butirato de butilo, caproato de etilo, acetato de hexilo, benzoato de metilo; seguidos por aldehidos
hexanol, 3-hexen-1-ol, trans-2-hexenal, 2-hexen-1-ol, acetato de hexilo y acetato de etilo también se
encontraron alcoholes simples como: 3-hexen-1-ol, 2-hexen-1-ol, hexanol, 1-octen-3-ol, también se
identificaron acetofenona, y monoterpenos como limoneno, tran-B-ocimeno. Koziol y Macia (1998)
reportan una gran cantidad de compuestos volatiles obtenidos de los frutos de Spondias purpurea,
entre los que se encuentran: hexanol, 2-hexanol, acetato de 3-metilbutilo, acetato de 4-pentenilo,
acetato de 3-metil-2-butenol, 2-heptanol, 2,6,6-trimetil-2-etilenetetrahidro-2H-pirano, 2,4-
heptadienol, acetato de 3-hexenol, fenil acetaldehido, a-pineno, benzoato de metilo, a-terpinoleno,
benzoato de etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo, dodecanoato de etilo, acido tetradecanoico,

tetradecanoato de etilo, acido hexadecandico como se observan en el (Tabla 1).

Estudios realizados en los exudados de la goma de Spondias purpurea, Spondias dulcis, Spondias
mombin, Spondias cytherea, Spondias purpurea var. Lutea coinciden en la composicion de los
exudados, cuyos constituyentes mayoritarios son la galactosa, arabinosa, manosa, xilosa, ramnosa y
residuos de acido urdnico; los acidos de azucar estan representados por acidos galacturdnicos, acidos
glucordnicos (Pinto et al., 1995; Pinto et al., 1996; Pinto et al., 2000; Pinto et al., 2000; Martinez et al.,
2003; Gutiérrez et al., 2005; Martinez et al., 2008).

Asimismo se han realizado estudios para conocer el valor nutricional de especies como Spondias
mombin en los que se encontraron algunos carotenoides como: luteina, zeinoxantina, B-criptoxantin,

a-caroteno y B-caroteno (Hauck et al., 2011).
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Tabla 1. Algunos compuestos aislados de Spondias purpurea L.

Compuesto

Parte de la planta

Referencia

Rutina

Céscara de los frutos

Engels et al., 2012

Céascara de los frutos

Engels et al., 2012

Céascara de los frutos

Engels et al., 2012

Astragalin

Céascara de los frutos

Engels et al., 2012
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Tabla 1. Algunos compuestos aislados de Spondias purpurea L. (Continuacion)

B-pineno

Extracto hexanico de

hojas

Garduino; 2009

Ry

—
CHz

Estragol= R;= OCHj;

Metil eugenol = R;=0CHs; R, = OCHj;

Extracto hexanico de

hojas

Garduino; 2009

CH:

2

ONMlinese

s

w

B-cariofileno B- cadineno

Extracto hexanico de

hojas

Garduio; 2009

H:C

Extracto hexanico de

hojas

Garduio; 2009

Acido linoleico

Extracto  Metandlico

de hojas

Garduio; 2009

= A

Farsenol

Extracto hexanico de

hojas

Garduio; 2009
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Tabla 1. Algunos compuestos aislados de Spondias purpurea L. (Continuacion)

=}

M/\/\/\/\/\)LR

1* Acido Palmitico = R;= OH

1

2* Metil ester del acido palmitico = R; = OCH3

1*Extracto hexdnicoy

metandlico de hojas

2*Extracto Metandlico

1*Garduno; 2009
Augusto et al., 2000
2* Gardufio; 2009

W

Acido estearico

OH

Extracto

de hojas

Metandlico

Garduio; 2009

NHz

Erucilamida (Dococenamida)

Extracto Metandlico

de hojas

Garduio; 2009

Extracto Metandlico

de hojas

Garduio; 2009

B- Tocoferol =R;=CH; R,=H

6- Tocoferol=R;=H R,=H

Extracto Metandlico

de hojas

Garduio; 2009

HO//\\/\\ HO/\)\

1-butanol A lcohol isoamilico

Pulpa de los frutos

Augusto et al., 2000
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Tabla 1. Algunos compuestos aislados de Spondias purpurea L. (Continuacion)

OH
HO
HO//\/\/

Pulpa de los frutos

Augusto et al., 2000

Pulpa de los frutos

Augusto et al., 2000

Pulpa de los frutos

Augusto et al., 2000

Pulpa de los frutos

Augusto et al., 2000

Pulpa de los frutos

Augusto et al., 2000

Alcohol amilico 2,3-butanodiol
CH
<:/_/ Ho/\//\\//\
3-Hexen-1-ol 1-Hexanol
- O
/,/\\OJ\ S fg_/
Acetato de etilo Propionato de etilo
/H\/\ /_gio
C // ¥ \7
Crotonato de etilo 2-metilbutirato de etilo
8
7 )J\A/\
Acetato isoamilico Caproato de metilo
o m
04<_/_/ )‘\/\/\
A N 5
2-hexanoato de metilo Caproato de etilo

Pulpa de los frutos

Augusto et al., 2000

° i
o O

2-metilcrotonato de isobutilo Benzoato de etilo

Pulpa de los frutos

Augusto et al., 2000
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Tabla 1. Algunos compuestos aislados de Spondias purpurea L. (Continuacion)

—_ =

Pulpa de los frutos

Augusto et al., 2000

1-penten-3-ona Limoneno
il o
/\O P Y Ceva-Antunes et al.,
L o W Pulpa de los frutos 2006
Tiglato de etilo Acetato de hexilo
HO
o 2 Ceva-Antunes et al.,
\\/\AJY\ Pulpa de los frutos 2006
Tiglato de propilo 2-hidroxibenzoato de metilo

AN \

“

Pulpa de los frutos

Ceva-Antunes et al.,

. 2006
Trans-2-pentenal 2,4-hexadienal
\\g OH
Pulpa de los frutos Ceva-Antunes et al.,
T
2006
Benzaldehido 1-Octen-3-ol
2 Ceva-Antunes et al.,
Pulpa de los frutos 2006
Acetofenona
- 0
)\/\ J\ E K / frutos Koziol y Macia; 1998
o
3-metilbutil acetato 3-metil-2-buten-1-ol-acetato
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Tabla 1. Algunos compuestos aislados de Spondias purpurea L. (Continuacion)

/\O)H///\ J\/\/\
E g

Frutos Koziol y Macia; 1998
Etil 2-metil but-2-enoato Hexanoato de etilo
HO
@_\— Frutos Koziol y Macia; 1998
—0 o
Fenilacetaldehido Oxido de linalool
N
\ / v Frutos Koziol y Macia; 1998
4-priridinecarboxilato de metilo
3-etil-5-metil-1-propil ciclohexano
/A\OM Frutos Koziol y Macia; 1998
Octanoato de etilo
oH
o
o . ,
Frutos Koziol y Macia; 1998
HO

1,1,6-trimitil-1,2-dihidronaftaleno
Acido 1,2-dihidronaftaleno
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3. JUSTIFICACION

Los estudios etnobotdnicos de Spondias purpurea L. atribuyen a esta especie propiedades medicinales,
principalmente para infecciones ocasionadas por bacterias, las cuales son tratadas ocupando distintas
partes de la planta, razén por la cual ha sido fuente de estudio para la identificacién de los compuestos
responsables de dicha accidn. Los estudios fitoquimicos se han realizado principalmente en el fruto y
algunos estudios en hojas, asi como en los exudados de la madera; sin embargo, no existen estudios
guimicos reportados en la corteza. Por esta razén en el presente trabajo se llevd a cabo un estudio

guimico de la corteza de Spondias purpurea L. y la evaluacién de su actividad bactericida.
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4. HIPOTESIS

De acuerdo a lo reportado en la literatura, las especies del género Spondias sintetizan una serie de
metabolitos secundarios en distintas partes de la planta, entre los que destacan compuestos volatiles,
polifenoles y polisacdridos, por lo cual se esperaria aislar o identificar compuestos de este tipo en la
corteza de Spondias purpurea L. Asi mismo también se ha reportado actividad bactericida en los
extractos de algunas partes de Spondias purpurea por lo cual, se esperaria encontrar actividad de este

tipo en los extractos de la corteza.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Realizar el estudio quimico de la corteza de Spondias purpurea L.

5.2 Objetivos particulares

e Obtener los extractos orgdnicos de la corteza de Spondias purpurea empleando disolventes

organicos de distintas polaridades.

e Aislar y purificar los compuestos mayoritarios

e Identificar la estructura de los compuestos mayoritarios por medio de técnicas

espectroscépicas como IR, RMN13C, y RMN'H

e Determinar la presencia de polifenoles y taninos, en los extractos

e Evaluar el efecto bactericida de los extractos organicos de la corteza de Spondias purpurea
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6. MATERIAL Y METODO

6.1 Material vegetal

La corteza fue recolectada en Morelos, México (recolectada y donada por Dr. Gustavo Ballesteros y el
Dr. Artemio Cruz), la identificacion del material vegetal fue realizada por la Dra. Teresa Terrazas del
Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (IBUNAM) donde se encuentra
depositada una muestra de referencia. Se eligieron arboles sanos y el descortezamiento se realizd

tratando de no dafar el cambium vascular (Fig. 8)

Fig. 8 A) Descortezamiento , B) trozos de corteza para secar y moler

6.2 Secado de la corteza de Spondias purpurea L.
Los fragmentos de la corteza fueron colocados en un cuarto de secado a una temperatura de 45 °C
hasta eliminar la humedad; una vez secado completamente el material, fue molido como se muestra

en la (Fig. 9) con ayuda de un molino de cuchillas.
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Fig. 9 Corteza molida y seca para macerar

6.3 Obtencion de los extractos orgdanicos

Se realizé una extraccion exhaustiva como se muestra en la (Fig. 10) a temperatura ambiente, para lo
cual se tomaron 250 g de la corteza seca y molida de Spondias purpurea L. y se macerd con hexano,
acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH) en orden ascendente de polaridad. El exceso de disolvente
se elimind en un rotavapor BUCHI CH-9230 y se obtuvieron tres extractos: hexanico, de acetato de etilo
y metandlico, los extractos resultantes se colocaron en frascos previamente pesados y etiquetados

para conocer por diferencia de peso la cantidad del extracto como se muestra en la (Fig. 11).

Corteza de Spondias

purpurea L.
L = thraccién con Hexanc:)
Extracto Hexdnico | Residuo vegetal
l < Gﬂraccii:n con AcDED
Extracto de AcOEt | Residuo vegetal
l < Gﬁtraccién con Metanr_‘D
Extracto Metandlico Residuo vegetal

Fig. 10 Esquema del proceso de maceracién de la corteza de Spondias purpurea L.
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Fig. 11 A) Maceracion de la corteza, B) Extractos hexanico, C) Extractos de AcOEt, D) Extractos metandlico E)

Concentracion de los extractos y F) Extractos pesados.
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6.4 Fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico

El extracto hexdnico (2.6 g) fue adsorbido en gel de silice para CCF 60G, MERCK y separado por
cromatografia en columna (Fig. 12) Se utilizaron como eluyentes mezclas de hexano, AcOEt y MeOH en
distintas proporciones y en aumento de grado de polaridad. Tanto las fracciones obtenidas como los

sistemas de elucion se muestran en el (Tabla 2) se obtuvieron 122 fracciones de 25 mL cada una.

Tabla. 2 Fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico

Sistema de elucién Proporcién Fracciones obtenidas
hexano 100% 1-10
hexano — AcOEt 9:1 11-40
hexano — AcOEt 8:2 41 -58
hexano — AcOEt 7:3 59 -69
AcOEt 100% 70-74
AcOEt — MeOH 9:1 75-83
AcOEt — MeOH 8:2 84 -100
AcOEt — MeOH 7:3 101-109
AcOEt — MeOH 11 110-115
MeOH 100% 116 -122

6.5 Fraccionamiento cromatografico del extracto de acetato de etilo

El extracto de AcOEt (2.2 g) fue adsorbido en el 100% de su peso en gel de silice para CCF 60G, MERCK
y separado por cromatografica en columna (Fig. 12) Se utilizaron como eluyentes mezclas de hexano,
AcOEt y MeOH en distintas proporciones y en aumento de grado de polaridad. Tanto las fracciones
obtenidas como los sistemas de elucién se muestran en el (Tabla 3) Se obtuvieron 119 fracciones de 25

mL cada una.
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Tabla. 3 Fraccionamiento cromatografico del extracto de acetato de etilo

Sistema de elucién Proporcién Fracciones obtenidas

hexano 100% 1-5

hexano — AcOEt 9:1 6—-32

hexano — AcOEt 8:2 33-45

hexano — AcOEt 7:3 46 - 56

hexano — AcOEt 1:1 57-72
AcOEt 100% 73 -88

AcOEt — MeOH 7:3 89 -104

AcOEt — MeOH 1:1 105-112
MeOH 100% 113-119

6.6 Fraccionamiento cromatografico del extracto metandlico

El extracto de metandlico (15 g) fue adsorbido en el 100% de su peso en gel de silice para CCF 60G,
MERCK y fue separado por cromatografia en columna (Fig. 12). Se utilizaron como eluyentes mezclas
de hexano, AcOEt y MeOH en distintas proporciones y en aumento de grado de polaridad. Tanto las
fracciones obtenidas como los sistemas de elucién se muestran en el (Tabla 4) Se obtuvieron 93

fracciones de 100 mL cada una.

6.7 Reaccidn de hidrélisis del extracto metandlico

Se colocaron 10 g del extracto metandlico y se adiciono EtOH: HClI en proporcién (2:1)
respectivamente, se dejé a reflujo durante 2 hrs. y se detuvo la reaccion agregando hielo,
posteriormente se extrajo con AcOEt para recuperar la fase organica, la cual fue sometida a un

fraccionamiento cromatografico

6.8 Fraccionamiento cromatografico de la fraccion de AcOEt del extracto metandlico hidrolizado

Se adsorbieron 0.95 g de extracto de AcOEt en gel de silice para CC y se separaron por cromatografia
en columna (Fig. 13) Se utilizaron como eluyentes mezclas de hexano, AcOEt y MeOH en distintas
proporciones y en aumento gradual de polaridad. Tanto las fracciones obtenidas como los sistemas de

elucién se muestran en el (Tabla 5) cada fraccion colectada fue de 10 mL.
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Tabla. 4 Fraccionamiento cromatografico del extracto metandlico

Sistema de elucion

Proporcién

Fracciones obtenidas

hexano 100% 1-6
hexano — AcOEt 9:1 7-12
hexano — AcOEt 8:2 13-14
hexano — AcOEt 7:3 15-20
hexano — AcOEt 1:1 21-25

AcOEt 100% 26-33
AcOEt — MeOH 9:1 34-43
AcOEt — MeOH 8:2 49 - 58
AcOEt — MeOH 7:3 59-70
AcOEt — MeOH 1:1 71-81

MeOH 100% 82-93

Fig. 12 Cromatografia en columna del extracto A) hexanico, B) extracto de AcOEt, C) extracto metandlico
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Tabla.5 Fraccionamiento cromatografico de la fraccion de AcOEt del extracto metandlico hidrolizado

Sistema de elucién Proporcién Fracciones obtenidas
hexano: AcOEt 9:1 1-2
hexano: AcOEt 1:1 3-14
hexano :AcOEt 8:2 15-27

AcOEt 100% 28-36
AcOEt: MeOH 11 37-41
MeOH 100% 42 -48

Fig. 13 A) Cromatografia en columna de la fraccién de AcOEt del extracto metanélico hidrolizado, B) Fracciones obtenidas

6.9 Purificacion de los compuestos

Los compuestos se purificaron por recristalizacién y cromatografia en columna.
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6.10 Identificacion de los compuestos aislados
Los metabolitos aislados fueron identificados por su p.f. y mediante técnicas espectroscépicas y

espectrométricas tales como la RMN (*H, B0).

6.11 Determinacion de polifenoles en los extractos de AcOEt y MeOH

Se prepararon dos soluciones:

Soluciéon A) soluciéon acuosa al 1% de ferrocianuro de potasio y una Solucidn B) solucién acuosa al 2%
de cloruro férrico, cantidades iguales de solucidon A y B se mezclaron al momento de rociar la placa, y
posteriormente se aplic6 HCl 2N como revelador. Las placas fueron eluidas en un sistema CHCls:
acetona: ac. formico (3.5: 1: 0.5). Se determind la presencia de polifenoles por la apariciéon de bandas

de color azul.

6.12 Determinacion de la presencia de Taninos mediante la prueba de Gelatina - sal

Se prepararon tres tubos de ensayo, a cada uno se le agregd 0.5 mL (1.25 mg) de extracto metandlico,
posteriormente al primer tubo se le afiadid 0.5 mL de NaCl al 0.85% p/v, al segundo se le afiadié 0.5
mL de solucién de gelatina al 1% p/v y al tercer tubo se le agregé una mezcla de 1 mL de gelatina al 1%
mas 1 mL de solucidon de NaCl al 0.85% p/v y de cada uno se tomé 0.5 mL para las pruebas. Se

determind la presencia de taninos por la formacion de un precipitado en el tubo de ensayo.

6.13 Cuantificacion de taninos por el método de yodato de potasio

6.13.1 Preparacion de solucion de referencia

Se utilizé el método propuesto por Camacho (2012). Se prepard una solucion de referencia con acido
tanico de pureza conocida (88%) en acetona al 70 % que contenia 1 mg/mL. Se pesaron 11.36 mg de
acido tanico y se transfirié a un matraz volumétrico de 10 mL donde se disolvié y aford con acetona al
70%, se tomd una alicuota de 0.2 mL y se colocé en un tubo de ensayo con 1 mL de yodato de potasio

al 2.5% a 25°C, se agitd en un vortex durante 1 min y se calenté en bafio de agua a 25°C por 7 min.

6.13.2 Preparacion de la muestra
Se tomod una alicuota de 1 mL de extracto disuelto en acetona al 70% (1 mg /1 mL), se transfirié a un

tubo de 5 mL y se aford con acetona al 70%, se tomd una alicuota de 0.2 mL y se colocd en un tubo de
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ensayo con 1 mL de yodato de potasio al 2.5% a 25°C, se agitd en un vortex durante 1 min y se calentd

en bafio de agua a 25°C por 7 min.

Transcurrido el periodo de calentamiento en bafio de agua a 25°C, se determind la absorbancia de la
solucién de referencia, asi como de las muestra a una longitud de onda de 550 nm, utilizado una

mezcla de 5 mL de yodato de potasio al 2.5 % a 25 °Cy 1 mL de acetona al 70% como blanco.

La cantidad de taninos en el extracto metandlico se calculéd mediante la férmula:
(Am/As)(Cs/Vm) x 5 = mg/mL de taninos en el extracto

En donde:

Am: absorbancia de la muestra

As: absorbancia de la solucién de referencia.

Cs: concentracion de la solucidn de referencia en mg/mL

Vm: volumen de la muestra en mL.

5: factor de disolucién de la muestra.

6.14 Cuantificacion de lignina

Se envid una muestra de corteza seca y molida a la Facultad de Medicina y Veterinaria de la
Universidad Nacional Auténoma de México, en el Laboratorio de Analisis Quimicos para Alimentos.

La cuantificacién de lignina se realizé6 mediante el método Van Soest, el cual consistié en hervir con un
detergente neutro a reflujo, la muestra de corteza previamente secada, de la cual se obtuvo un residuo

insoluble compuesto principalmente de celulosa, hemicelulosa, y lignina.

El residuo insoluble se sometid a reflujo con una solucién detergente en medio acido, el cual disolvid el
contenido celular mas la hemicelulosa, dejando un residuo insoluble compuesto principalmente por
celulosa y lignina. El contenido de lignina presente en el residuo se obtuvo mediante la oxidacién de
compuestos organicos con H,SO,4 y el porcentaje de lignina se obtuvo por diferencia de las dos

fracciones anteriores.
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6.15 Identificacion de flavonoides por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) de los
extractos de AcOEt y MeOH

El analisis de los flavonoides en cada extracto se realizé por Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn
(HPLC) por sus siglas en inglés, con un cromatdgrafo Agilent 1100 provisto con un detector de UV,
columna Cyg Hypersil ODS (125 mm x 4 mm d.i., 5 um de tamano de particula). El flujo de la fase movil
se mantuvo a 1 mLmin™ y consistid de acetonitrilo - agua, pH 2.5, en proporcién 15:85, a una
temperatura de 30 °C. El equipo se calibré a una longitud de onda de 350 nm. Se prepard una muestra
del extracto de acetato de etilo y el extracto metandlico, tomando 5 mg de extracto en 1 mL de
metanol grado HPLC posteriormente 20 pL de cada muestra fueron inyectados y analizados durante 14

minutos.

Para identificar los flavonoides presentes en los extractos de AcOEt y MeOH de la corteza de Spondias
purpurea, se usaron estandares de kaemferol, quercetina, rutina, luteolina, naringina y naringenina asi
como isoquercitrina y astragalina de la marca Sigma. Se prepararon soluciones estandar de tal forma
gue se inyectaron cinco concentraciones, desde 0.048 ug hasta 0.4 ug de cada flavonoide. Se obtuvo la
curva estandar correspondiente y las interpolaciones se hicieron con el programa ChemStation de

Agilent Co.

6.16 Determinacion de la actividad bactericida de los extractos de la corteza de Spondias purpurea

Se llevé a cabo mediante la técnica de difusién en agar con discos propuesta por kirby-Bauer en 1966.
La técnica consistid en preparar el medio de cultivo con agar Miiller — Hinton el cual se esterilizé en
autoclave a 1.5 atm de presidén durante 15 min, posteriormente se colocé en cajas Petri y una vez
solidificado se inoculo el microorganismo, el cual se ajusté en el nimero 3 segun la escala de Mc
Farland. Posteriormente se colocaron cinco discos con la concentracidn conocida del extracto en cada

caja Petri, los microorganismos utilizados se muestran en el (Tabla 6).

Para la evaluacion de los resultados, las cajas inoculadas se incubaron por 24 hrs. a 37 °C, la actividad
bactericida se determiné midiendo en mm el didmetro de los halos de inhibicién del crecimiento

bacteriano alrededor de cada disco (Rodriguez et al, 2005; ).
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Tabla 6. Microorganismos utilizados para la determinacion de la actividad bactericida

Microorganismos Descripcion
Bacillus cereus Gram +
Bacillus subtilis Gram +
Streptococcus agalactiae Gram +
Eschere. coli Gram -
Staphylococcus aureus Gram +
Enterobacter fecalis Gram +
Streptococcus mutans Gram +
Shigella flexneri Gram -
Streptococcus pyogenes Gram +
Klebsiella pneumoniae Gram -
Pseudomonas aureginosa Gram -

6.16.1 Preparacion de los discos

Se prepararon dos disoluciones para cada extracto, una para la concentracion de 200 mg (0.1 g de
extracto) y otra para la concentracion de 250 mg (0.125 g de extracto), los extractos secos fueron
disueltos en (0.5 mL) del disolvente en el que fueron obtenidos, posteriormente se impregnaron discos
de papel filtro de 6 mm de didmetro con (20 uL) para ambas concentraciones. Todo el proceso se llevd

a cabo en condiciones estériles.
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7. RESULTADOS y DISCUSION

7.1 Aislamiento e identificacion estructural del B-sitosterol

A partir de 2.6 g de extracto hexanico, el cual fue sometido a un fraccionamiento cromatografico, se
obtuvieron 122 fracciones de 25 mL, y por cromatografia en capa fina, las fracciones (20 — 23)
obtenidas en un sistema de elucidn hexano — AcOEt (1:1) se reunieron, ya que, presentaban un perfil
cromatografico similar como se muestra en la (Fig. 14 A) y por recristalizacidn se recuperaron 20 mg de
un compuesto cristalino blanco, presenté un rendimiento de 0.76% con un p.f.= 130 - 137 °C, fue

identificado como B-sitosterol (Fig. 14 B).

El IR del compuesto (Fig. 15) mostré las bandas de absorcién que aparecieron en 3430.90 cm™ (OH),
2937.99 cm™ (CH,), 2866.69 cm™ (CH), 1640.98 cm™ (C = C), 1063.67cm™ (CO), 1465.71 (CH,), 1382.54
(- CHz(CH3))

El espectro de RMN 'H (Fig. 16) mostrd las siguientes sefiales, en (CHCl3-d, 500 MHz): § 0.67 (3H, s, H-
18), 0.80 (3H, d, 127,25 =6.2 HZ, H-27), 0.79 (3H, d, J25,25= 6.2 HZ, H-26), 0.81 (3H, t, 129,28 =7.4 HZ, H-29),
0.85 (3H, d, J21,20= 6.5 Hz, H-21), 0.90 (3H, s, H-19), 5.33 (1H, m, H-3), 5.34 (1H, br.s, H 6).

En el ANEXO | se muestran las sefiales para cada protdén, asi como una ampliacién del espectro RMN'H

Fig. 14 A) Cromatografia en capa fina de las fracciones 17-23 del extracto hexanico de corteza de Spondias purpurea

eluida en hexano: AcOEt (8:2) y revelada con sulfato sérico B) Estructura quimica -sitosterol
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El B-sitosterol, también se ha reportado en otras partes de la planta, asi como en especies del mismo

género, en el (Tabla 7) se enlistan algunas especies y partes de la planta donde se ha identificado el

compuesto.
Tabla 7. Especies donde se ha encontrado B-sitosterol
Especie Parte de la planta Referencia
Spondias pinnata Partes aéreas Das et al., 2011; Prasad, 2008
Spondias pinnata Pulpa de los frutos Judprasong et al., 2013
Spondias purpurea Endocarpo (huesos) Del Valle, 2009

7.2 Extractos metanodlico y AcOEt

De los extractos de AcOEt y MeOH no se logrd recuperar ningin compuesto por recristalizacion, esto
puede considerarse debido a la naturaleza quimica de los extractos, ya que en ellos se encuentran los
compuestos de mayor polaridad, dentro de estos compuestos estd la presencia de polifenoles y

taninos.

7.3 Determinacidn de polifenoles en los extractos de AcOEt y MeOH

La determinacién de polifenoles dio positivo, al identificar la presencia de bandas en color azul, al ser
reveladas con una solucidn de ferrocianuro de potasio y cloruro férrico y posteriormente con HCl 2N
para intensificar el color, como se muestra en la (Fig. 17) la reaccién se basé en la reduccién de Fea
Fe*? debido a la presencia de polifenoles, seguido de la formacién de un complejo de ferrocianuro
ferroso, conocido como azul de Prusia. Lo cual indica la presencia de polifenoles principalmente en el

extracto de AcOEt.
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Fig. 17 Determinacion de polifenoles por cromatografia en capa fina, de los extractos de AcOEt y MeOH, eluidas en un
sistema CHCl;: acetona: ac. formico (3.5:1:0.5) y revelada con solucién acuosa de ferrocianuro de potasio al 1%, soluciéon

acuosa de cloruro férrico al 2% y HCL 2N

7.4 Determinacion de la presencia de taninos mediante la prueba de Gelatina - sal

La prueba de la gelatina - sal en los extractos de AcOEt y MeOH, mostrd una presencia de taninos
significativa en el extracto metandlico, como se muestra en la (Fig. 18) en comparacién con el extracto
de AcOEt, ya que en el extracto metandlico se observé un precipitado en concentracion mayor,
mientras que en el extracto de AcOEt solo se observa turbia la muestra lo cual podria significar que se

encuentran en una cantidad minima.

Extracto de AcOE? Extracto de MeOH

Extracto de AcOEt Extracto de MeOH

Fig. 18 Precipitado de taninos en los extractos de acetato de etilo y metanol.
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La formacién de complejos entre los taninos y las proteinas es su propiedad mas basica. Quimicamente
esta propiedad se manifiesta con el incremento de turbidez y la disminucién de las proteinas totales
solubles, siendo los taninos condensados los que evidencian esta caracteristica de manera importante,
frente a los hidrolizables, que presentan una escasa actividad en la formacion del turbio proteico

(Alvarez, 2007).

Se ha reportado en otros estudios la presencia de taninos, obtenidos del extracto metandlico y del
extracto acuoso de las raices de Spondias mangifera (Acharyya et al., 2011). Asi mismo Das et al.,
(2011) reporta en su estudio la presencia de taninos y compuestos polifendlicos en el extracto
etandlico de la corteza de Spondias pinnata mediante test quimicos para identificacién de compuestos.
Diby et al., (2012) reportaron la presencia de taninos en el extracto acuoso, asi como en la fraccién de

acetato de etilo de la corteza de Spondias mombin.

Aguilar et al., (2012) realizaron un estudio para determinar la presencia de taninos condensados en
once especies maderables, en el que encontraron que Spondias mombin presenta un 2% de taninos
condensados en su corteza. Asi mismo, también se detectd la presencia de taninos en los idioblastos
del tallo de Spondias dulcis (Sant’anna, 2006) y Gonzales et al., (2006) reporta la presencia de

aproximadamente 2% de taninos en el follaje de arboles de Spondias purpurea.

7.5 Cuantificacion de taninos por el método de yodato de potasio.

Utilizando la férmula propuesta por Camacho (2012) se establecieron los miligramos por mililitro de
muestra, tomando en cuenta que (1 mg de extracto fue disuelto en 1 mL de acetona), los resultados
mostraron 0.7 mg/mL de taninos en la muestra, lo cual quiere decir que en 1 g de extracto, 700 mg

corresponden a taninos.

7.6 Cuantificacion de lignina
La cantidad de lignina presente en la corteza de Spondias purpurea corresponde al 30.1 % del peso
total en seco. Estudios previos han reportado cantidades de 7.6 % en hojas de Spondias mombin

(Mora, 2007) y 11.8 % en hojas de Spondias mombin (Roncayo y Buelvas, 2003).
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7.7 Identificacion de flavonoides por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC) de los
extractos de AcOEt y MeOH

Se realizé la identificacidn de flavonoides, ya que, estudios previos han mostrado la presencia de estos
metabolitos en Spondias purpurea. Engels (2012) reportd la presencia de flavonoides en el exocarpo
de los frutos, entre los cuales se encontraron quercetina, isoquercitrina, rutina, astragalin, rhamnetina

y kaempferol.

El andlisis por HPLC reveld la posible presencia de flavonoides, ya que la longitud de onda utilizada fue
de 350 nm, los cromatogramas de los extractos de AcOEt y MeOH mostraron algunos compuestos (Fig.

19) sin embargo, los tiempos de retencién no corresponden a los estandares utilizados (Tabla 8).

mAU | 1.100

-1.8

2
2.2
2.4 - A
-2.6
-2.8
T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 [} miry
AU T 5.338
1 -
0.5 B

1127

Fig. 19 A) Cromatograma del extracto de MeOH B) Cromatograma del extracto de AcOEt

49



Tabla 8. Estandares utilizados en HPLC para identificacion de flavonoides.

Estandar Tiempo Estandar Tiempo de
Rutina 3.932 Luteolina 9.0
Isoquercitrina 4.623 Quercetina 9.169
Astragalina 5.739 Naringenina 11.33
Naringina 5.85 Kaempferol 11.837

7.8 Efecto bactericida de la corteza de Spondias purpurea

En el (Tabla 9) se muestran los resultados de la actividad bactericida de los extractos de la corteza de

Spondias purpurea, tanto para la concentracién de 200 mg/mL como para la concentracién de 250

mg/mL los cuales mostraron actividad sobre las distintas cepas.

Tabla 9. Actividad bactericida de los extractos de corteza de Spondias purpurea

Halo de inhibicion (mm)

Concentracion (200 mg/mL)

Concentracion (250 mg/mL)

Microrganismos hexano AcOEt metanol | hexano AcOEt metanol
Bacillus cereus - 10.8+0.30 10 9+0.30 | 8.6%0.21 -
Streptococcus agalactiae | 9.6£0.57 | 10.6+0.46 | 12.1+1.07 | 9.3+0.33 | 10.3£0.3 | 10.610.4
Streptococcus mutans | 9.1+0.94 | 8.8+0.40 | 10.2+0.56 | 8.3+0.46 | 8.5£0.62 | 10+0.26
Shigella flexneri - 10.240.31 - 7.8+0.2 | 7.3+0.21 | 10.2+0.28
Staphylococcus aureus - - - 9.3£0.33 | 9.6£0.30 | 11+0.37
Streptococcus pyogenes - - - 20 24 16%1

Bacillus subtilis

Enterobacter faecalis

E. coli

K. pneumonial

Ps. aureginosa

- Indica que no hay actividad bactericida

Los valores se muestran como la media * el error estandar,n=5

El Analisis de Varianza se muestra en el ANEXO Il
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Con base en la naturaleza del solvente, el extracto hexanico a una concentracién de 200 mg/mL
presento efecto bactericida sobre S. agalactiae y S. mutans, sin embargo a una concentracién de 250
mg/mL, presento actividad sobre B. cereus, B. agalactiae, S. mutans, S. flexneri, S. aureus y S. pyogenes
siendo esta ultima cepa contra la que mejor efecto se registrd, como se muestra en la (Grafica 1).
Estudios previos realizados por Miranda et al., (2012) demostraron que el extractos hexanico de hojas
de Spondias purpurea presentd actividad frente a B. cereus y S. aureus lo cual concuerda con los
resultados obtenidos para este estudio, donde se demostré que el extracto hexdnico de corteza

presentan actividad para ambas sepas.

El extracto de AcOEt, para la concentracion de 200 mg/mL presento efecto bactericida sobre B. cereus,
S. agalactiae, S. mutans y S. flexneri, mientras a una concentracion de 250 mg/mL el efecto se
presentd sobre B. cereus, S. agalactiae, S. mutans, S. flexneri, S. aureus y S. pyogenes; el mayor efecto
se reportd sobre S. pyogenes (Gréfica 2) este microorganismo constituye la causa mas frecuente de

faringitis bacteriana.
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Grafica 1. Efecto bactericida del extracto hexanico
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Grafica 2. Efecto bactericida del extracto de AcOEt

El extracto metandlico mostré actividad frente a B. cereus, S. agalactiae, S. mutans, a una
concentracion de 200 mg/mL y a concentracidon de 250 mg/mL mostré actividad contra S. agalactiae,
S. mutans, S. flexneri, S. aureus y S. pyogenes; al igual que en los extractos hexanico y de acetato de
etilo el extracto metandlico mostro el mayor efecto sobre S. pyogenes como se muestra en la (Gréfica
3). Estudios previos demostraron que el extracto metandlico de hojas de Spondias purpurea presentd
actividad contra B. cereus lo cual concuerda con los resultados obtenidos para este estudio (Miranda

etal, 2012).

Los resultados obtenidos para S. mutans también concuerdan con lo reportado por Mendoza (2010)

donde demostrd que le extracto metandlico de hojas de Spondias purpurea es activo contra S. mutans.

Pérez et al., (2012) reportd la actividad antimicrobiana de los extractos acuosos y EtOH de hojas de
Spondias mombin frente a P. aeruginosa, E. coli, E. fecalis y S. aureus donde el extracto acuoso mostro
actividad contra las cuatro cepas y el extracto de EtOH mostro actividad en tres de las cuatro cepas

excepto en E. coli.
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Grafica 3. Efecto bactericida del extracto metandlico

Estudios realizados en Spondias mombin mostraron tener efecto bactericida similar al mostrado por

Spondias purpurea. Corthout et al., (1994) determinaron la estructura de diversos acidos fendlicos en

extractos de esta Spondias mombin a los cuales se les evalud la actividad antimicrobiana frente B.

cereus, S. pyogenes, y Mycobacterium fortuitum demostrando que producian inhibiciéon del

crecimiento de dichos microorganismos.

Para Bacillus cereus (Grafica 4) el extracto que presento el mejor efecto bactericida fue el extracto de

AcOEt a una concentracion de 200 mg/mL con una media en los halos de inhibicion de 10.8 mm, con

respecto a S. agalactiae (Gréfica 5) los tres extractos mostraron actividad en ambas concentraciones,

sin embargo, se obtuvieron mejores resultados a la concentracién de 200 mg/mL donde el extracto

metandlico mostro el mejor efecto, al igual que en la concentracién de 250 mg /mL , los halos de

inhibicién se muestran en la (Fig. 20).

53



Bacillus cereus

12 - * * *
€ i
T 8 -
8
© 6 -
- E200 mg/mL
S 42 4
3 H 250 mg/mL
X2

0
Hexano AcOEt MeOH
Extractos

Grafica 4. Efecto bactericida de los extractos organicos sobre Bacillus cereus
¥ Indica # estadistica + [ ] del mismo extracto, con P < 0.050.

En la (Grafica 6) se muestra la actividad de los extractos contra S. mutans donde se observa que los
tres extractos mostraron actividad en las dos concentraciones utilizadas; el extracto metandlico mostro
el mayor efecto para ambas concentraciones, este microorganismo ha sido descrito como el principal
agente causal y patégeno primario de la caries dental, una de las enfermedades infecciosas humanas

mas comunes (Ingraham e Ingraham, 1988).

Streptococcus agalactiae
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Grafica 5. Efecto bactericida de los extractos organicos sobre S. agalactiae
No existe # estadistica + [ ] del mismo extracto con P < 0.050.
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Grafica 6. Efecto bactericida de los extractos organicos sobre S. mutans.
No existe # estadistica =+ [ ] del mismo extracto.

El efecto bactericida contra S. aureus se muestra en la (Grafica 7) la cual mostré efecto en los tres
extractos pero solo en la concentracion de 250 mg/mL, mientras que en la concentracion de 200
mg/mL no se registré efecto. Asi mismo S. pyogenes (Grafica 8) mostro un comportamiento similar, ya
que, solo los extractos de la concentracion de 250 mg/mL presentaron efecto bactericida, sin
embargo, a diferencia de S. aureus en S. pyogenes el extracto que presento mayor halo de inhibicion

(Fig. 20) fue el extracto de acetato de etilo.

Staphylococcus aureus
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2 67 & 200 mg/mL
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0
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Grafica 7. Efecto bactericida de los extractos organicos sobre S. aureus
¥ Indica # estadistica + [ ] del mismo extracto, P < 0.050.
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Grafica 8. Efecto bactericida de los extractos organicos sobre S. pyogenes
¥ Indica # estadistica + [ ] del mismo extracto, P < 0.050.

Para S. flexneri (Grafica 9) el extracto que mostré mejor actividad a una concentracion de 200 mg/mL
fue el extracto de AcOEt, mientras que para la concentracidon de 250 mg/mL el extracto metandlico
mostré mayor actividad; cabe mencionar que las bacterias de este género son las responsables
de causar desde diarreas leves hasta cuadros de diarrea acuosa con fiebre. Estos resultados en
particular puede explicar el uso tradicional de esta especie para el tratamiento de afecciones del

aparato digestivo.
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Grafica 9. Efecto bactericida de los extractos organicos sobre S. flexneri
¥ Indica # estadistica + [ ] del mismo extracto, P < 0.050.
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Estudios realizados en Spondias mombin mostraron tener efecto bactericida similar al mostrado por
Spondias purpurea. Corthout et al., (1994) determinaron la estructura de diversos acidos fendlicos en
extractos de esta Spondias mombin a los cuales se les evalud la actividad antimicrobiana frente B.
cereus, S. pyogenes, y Mycobacterium fortuitum demostrando que producian inhibicién del

crecimiento de dichos microorganismos.

Como se puede observar, los extractos que presentaron un mayor efecto bactericida fueron el extracto
de AcOEt y MeOH, esto se podria explicar debido a la composiciéon quimica de los mismos, como se
mencioné anteriormente los andlisis mostraron la presencia de polifenoles y taninos. Pelczar y Reid,
(1992) plantean que los taninos presentan un comportamiento antibacteriano lo cual puede explicarse

sobre la base de ciertas propiedades reportadas para estos compuestos como:

La capacidad de precipitar las proteinas, fendmeno que, al ocurrir en la membrana citoplasmatica

bacteriana, altera la permeabilidad de la misma y por lo tanto, afecta el intercambio de sustancias

nutritivas y de desecho conllevando esto a la muerte celular.

Fig. 20 Halos de inhibicién del crecimiento bacteriano A) Extracto metanélico 250 mg/mL sobre B. cereus, B) Extracto metandélico 250
mg/mL sobre S. agalactiae, C) Extracto metandlico 200 mg/mL sobre S. agalactiae, D) Extracto metanélico 250 mg/mL sobre S. aureus,
E) Extracto metandlico 200 mg/mL sobre S. mutans, F) Extracto metandlico 250 mg/mL sobre S. mutans, G) Extracto de AcOEt a 200

mg/mL sobre S. flexneri y H) Extracto metandlico 250 mg/mL sobre S. flexneri.
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados podemos concluir que:

El metabolito secundario mayoritario del extracto hexdnico es el B-sitosterol.

Por primera vez se informa la presencia de B-sitosterol en la corteza de Spondias purpurea.

Los extractos metandlico y AcOEt estan constituidos principalmente por polifenoles.

El 30% del peso de corteza en seco corresponde a lignina.

Los extractos organicos de la corteza de Spondias purpurea poseen actividad bactericida

sobre seis de las once cepas bacterianas en las concentraciones evaluadas.

Los extractos de AcOEt y MeOH mostraron mayor efecto bactericida.

Los halos de inhibicion mas grandes se presentaron en la concentracion de 200 mg/ml

excepto en S. pyogenes y en S. aureus donde no hubo actividad a esa concentracién.

El mayor efecto bactericida se mostré sobre S. pyogenes a una concentracion de 250

mg/mL.

Estos resultados confirman que Spondias purpurea puede ser considerada con actividad
bactericida promisoria y se debe continuar investigando para caracterizar las sustancias

bioactivas presentes para encontrar futuras aplicaciones.
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ANEXO |

Tabla 10. Desplazamientos quimicos de RMN'H de B-sitosterol

Posicion Grupo 6 (ppm)
1 CH, 3.48
2 CH, 4.98
3 CH 5.33
4 CH, 5.16
5 C -
6 CH 5.34
7 CH, 5.14
8 CH 5.11
9 CH 3.49
10 C -
11 CH, 3.54
12 CH, 3.5
13 C -
14 CH 3.52
15 CH, 4.99
16 CH, 3.51
17 CH 3.52
18 CHs 0.67
19 CHs 0.9
20 CH 5.01
21 CHs 0.85
22 CH, 0.83
23 CHs 0.91
24 CH 3.53
25 CH 5.02
26 CHs 0.79
27 CHs 0.8
28 CH, 0.99
29 CHs 0.81
30 OH (de C3 2

- No existe protdn en esa posicion
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B. cereus

Andlisis de Varianza

ANEXO Il

Prueba de normalidad: Error (P <0.050)

Igualdad de la prueba de varianza: Error (P = 0.827)

lunes, febrero 03, 2014, 11:48:06 p.

Grupo N D. Perdidos Media Des. std SEM
hexano 200 5 0 0.000 0.000 0.000
acetato 200 6 0 10.833 0.753 0.307
metanol 200 6 1 10.000 0.000 0.000
hexano 250 6 0 9.167 0.753 0.307
acetato 250 6 0 8.667 0.516 0.211
metanol 250 6 1 0.000 0.000 0.000
Fuente de variacion DF SS MS F P
Diferencia entre grupos 5 665.545 133.109 513.421 <0.001
Residual 27 7.000 0.259
Total 32 672.545

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores que lo que se esperaria por casualidad;

hay una diferencia estadisticamente significativa (P = <0.001).

Poder de la prueba realizada con alfa = 0.050: 0.636

Todos los procedimientos de comparacion por parejas miultiples (Prueba Tukey ):

Las comparaciones para el factor:

Comparacion Diferencia de p q P P<0.050
medias

acetato 200 vs. metanol 250 10.833 6 49.691 <0.001 Si
acetato 200 vs. hexano 200 10.833 6 49.691 <0.001 Si
acetato 200 vs. acetato 250 2.167 6 10.423 <0.001 Si
acetato 200 vs. hexano 250 1.667 6 8.018 <0.001 Si
acetato 200 vs. metanol 200 0.833 6 3.822 0.108 No
metanol 200 vs. metanol 250 10.000 6 43916 <0.001 No
metanol 200 vs. hexano 200 10.000 6 43.916 <0.001 Si
metanol 200 vs. acetato 250 1.333 6 6.116 0.002 Si
metanol 200 vs. hexano 250 0.833 6 3.822 0.108 No
hexano 250 vs. metanol 250 9.167 6 42.046 <0.001 Si
hexano 250 vs. hexano 200 9.167 6 42.046 <0.001 Si
hexano 250 vs. acetato 250 0.500 6 2.405 0.543 No
acetato 250 vs. metanol 250 8.667 6 39.752 <0.001 Si
acetato 250 vs. hexano 200 8.667 6 39.752 <0.001 Si
hexano 200 vs. metanol 250 0.000 6 0.000 1.000 No
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B. agalactiae

Anélisis de Varianza

Prueba de normalidad: Error (P < 0.050)

Igualdad de la prueba de varianza: Error (P = 0.309)

lunes, febrero 03, 2014, 11:51:02 p.

Grupo N D. Perdidos Media Des. std SEM
hexano 200 10 1 9.667 1.732 0.577
acetato 200 10 2 10.625 1.302 0.460
metanol 200 10 4 12.167 2.639 1.078
hexano 250 10 1 9.333 1.000 0.333
acetato 250 10 0 10.300 0.949 0.300
metanol 20 10 5 10.600 0.894 0.400
Fuente de variacion DF SS MS F P

Between Groups 5 34.204 6.841 3.116 0.018

Residual 41 90.008 2.195
Total 46 124.213

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores que lo que se esperaria por casualidad ;

hay una diferencia estadisticamente significativa (P = 0,018) .

Poder de la prueba realizada con alfa = 0.050: 0.636

La potencia de la prueba realizada (0.636) es inferior a la potencia deseada de 0.800.
Menos potencia deseado indica que son mas propensos a no detectar una diferencia cuando realmente existe . Tenga cuidado
en exceso de interpretar la falta de diferencia se encuentra aqui.

Todos los procedimientos de comparacién por parejas multiples (Prueba Tukey).

Las comparaciones para el factor:
Comparacion Diferencia de p q P P<0.050
medias

metanol 200 vs. hexano 250 2.833 6 5.131 0.010 Si
metanol 200 vs. hexano 200 2.500 6 4,527 0.030 Si
metanol 200 vs. acetato 250 1.867 6 3.450 0.167 Si
metanol 200 vs. metanol 250 1.567 6 2.469 0.511 | No se encontrd
metanol 200 vs. acetato 200 1.542 6 2.725 0.401 | No se encontro
acetato 200 vs. hexano 250 1.292 6 2.537 0.481 No
acetato 200 vs. hexano 200 0.958 6 1.882 0.766 | No se encontro
acetato 200 vs. acetato 250 0.325 6 0.654 0.997 | No se encontr
acetato 200 vs. metanol 250 0.0250 6 0.0419 1.000 | No se encontrd
metanol 20 vs. hexano 250 1.267 6 2.168 0.646 | No se encontro
metanol 20 vs. hexano 200 0.933 6 1.597 0.866 | No se encontr6
metanol 20 vs. acetato 250 0.300 6 0.523 0.999 | No se encontr
acetato 250 vs. hexano 250 0.967 6 2.008 0.715 | No se encontro
acetato 250 vs. hexano 200 0.633 6 1.316 0.936 | No se encontr6
hexano 200 vs. hexano 250 0.333 6 0.675 0.997 | No se encontro
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Un resultado de "No se encontrd " se produce por una comparacion cuando no se encontrd ninguna diferencia significativa
entre los dos medios que cierran esa comparacion. Por ejemplo, si usted tenia cuatro medios ordenados en orden, y no
encontrd diferencias entre los medios 4 vs 2, entonces no probaria 4 vs 3y 3 vs 2, pero todavia la prueba 4 vs 1y 3 vs 1 (4 vs
3y 3 vs 2 estan encerrados por 4 vs 2: 4 3 2 1). Tenga en cuenta que no se probaron las medias cerrados es una norma de
procedimiento y el resultado de no se encontr6 debe ser tratada como si no existe una diferencia significativa entre las
medias, a pesar de que pueda parecer que existe

S. aureus

Analisis de Varianza lunes, febrero 03, 2014, 11:55:12 p.
Prueba de normalidad: Error: (P <0,050)
lgualdad de Prueba Varianza: Error: (P <0,050)

Grupo N D. Perdidos Media Des. std SEM
hexano 200 10 0 0.000 0.000 0.000
acetato 200 10 0 0.000 0.000 0.000
metanol 200 10 0 0.000 0.000 0.000
hexano 250 10 4 9.333 0.816 0.333
acetato 250 10 0 9.600 0.966 0.306
metanol 20 10 3 11.000 1.000 0.378

Fuente de variacion DF SS MS F P
Diferencia entre grupos 5 1301.814 260.363 | 690.059 <0.001
Residual 47 17.733 0.377
Total 52 1319.547

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores que o que se esperaria por casualidad; hay
una diferencia estadisticamente significativa (P = <0,001).

Poder de la prueba realizada con alfa = 0.050: 1.000
Todos los procedimientos de comparacion por parejas multiples (Prueba Tukey):

Las comparaciones para el factor:

Comparacion Diferencia de medias | p q P P<0.050
metanol 250 vs. metanol 200 11.000 6 51.391 <0.001 Si
metanol 250 vs. acetato 200 11.000 6 51.391 <0.001 Si
metanol 250vs. hexano 200 11.000 6 51.391 <0.001 Si
metanol 250 vs. hexano 250 1.667 6 6.897 <0.001 Si
metanol 250 vs. acetato 250 1.400 6 6.541 <0.001 Si
acetato 250 vs. metanol 200 9.600 6 49.423 <0.001 Si
acetato 250 vs. acetato 200 9.600 6 49.423 <0.001 Si
acetato 250 vs. hexano 200 9.600 6 49.423 <0.001 Si
acetato 250 vs. hexano 250 0.267 6 1.189 0.958 Si
hexano 250 vs. metanol 200 9.333 6 41.612 <0.001 Si
hexano 250 vs. acetato 200 9.333 6 41.612 <0.001 Si
hexano 250 vs. hexano 200 9.333 6 41.612 <0.001 Si
hexano 200 vs. metanol 200 0.000 6 0.000 1.000 No
hexano 200 vs. acetato 200 0.000 6 0.000 1.000 No se encontro
acetato 200 vs. metanol 200 0.000 6 0.000 1.000 No se encontro
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S. mutans

Andlisis de Varianza

Prueba de normalidad: Error (P <0,050)

lunes, febrero 03, 2014, 11:56:43 p.

Grupo N D. Perdidos Media Des. std SEM
hexano 200 8 2 8.500 7.000 12.000
acetato 200 8 2 8.500 8.000 10.000
metanol 200 8 1 10.000 10.000 10.750
hexano 250 8 0 8.000 7.500 9.000
acetato 250 8 0 8.000 7.000 9.500
metanol 250 8 0 10.000 9.500 10.500

H = 10.595 con 5 grados de libertad. (P = 0,060 )

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento no son lo suficientemente grande como para excluir la
posibilidad de que la diferencia se debe a la variabilidad del muestreo aleatorio, y no hay una diferencia estadisticamente

significativa (P = 0.060)
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S. flexneri

Anadlisis de Varianza, febrero 03, 2014, 11:59:17 p.
Prueba de normalidad: Error (P < 0,050)

Igualdad de Prueba Varianza: Error (P < 0,050)

Grupo N D. Perdidos Media Des. std SEM
hexano 200 8 0 0.000 0.000 0.000
acetato 200 8 0 10.250 0.886 0.313
metanol 200 8 0 0.000 0.000 0.000
hexano 250 8 3 7.800 0.447 0.200
acetato 250 8 2 7.333 0.516 0.211
metanol 20 8 3 10.200 1.304 0.583

Fuente de la desviacién DF SS MS F p
Diferencia entre grupos 5 821.167 | 164.233 | 386.878 <0.001
Residual 34 14.433 0.425
Total 39 835.600

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores que lo que se esperaria por casualidad; hay
una diferencia estadisticamente significativa (P = < 0,001 ) .

Poder de la prueba realizada con alfa = 0.050: 1.000
Todos los procedimientos de comparacién por parejas multiples (Prueba Tukey ):

Las comparaciones para el factor:

Comparacion Diferencia de p q P P<0.050
medias
acetato 200 vs. metanol 200 10.250 6 44.496 <0.001 Si
acetato 200 vs. hexano 200 10.250 6 44.496 <0.001 Si
acetato 200 vs. acetato 250 2.917 6 11.722 <0.001 Si
acetato 200 vs. hexano 250 2.450 6 9.328 <0.001 Si
acetato 200 vs. metanol 250 0.0500 6 0.190 1.000 No
metanol 250 vs. metanol 200 10.200 6 38.836 <0.001 Si
metanol 250 vs. hexano 200 10.200 6 38.836 <0.001 Si
metanol 250 vs. acetato 250 2.867 6 10.276 <0.001 Si
metanol 250 vs. hexano 250 2.400 6 8.237 <0.001 Si
hexano 250 vs. metanol 200 7.800 6 29.698 <0.001 Si
hexano 250 vs. hexano 200 7.800 6 29.698 <0.001 Si
hexano 250 vs. acetato 250 0.467 6 1.673 0.842 Si
acetato 250 vs. metanol 200 7.333 6 29.473 <0.001 Si
acetato 250 vs. hexano 200 7.333 6 29.473 <0.001 Si
hexano 200 vs. metanol 200 0.000 6 0.000 1.000 No
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S. pyogenes
Andlisis de Varianza febrero 04, 2014 , 12:01:57 a.
Prueba de normalidad: Error (P < 0,050)

Igualdad de Prueba Varianza: Aprobado (P = 1,000)

Grupo N D. Perdidos Media Des. std SEM
hexano 200 5 0 0.000 0.000 0.000
acetato 200 5 0 0.000 0.000 0.000
metanol 200 5 0 0.000 0.000 0.000
hexano 250 5 0 20.000 0.000 0.000
acetato 250 5 0 24.000 0.000 0.000
metanol 250 5 3 16.000 1.414 1.000
Fuente de variacion DF SS MS F P
Diferencia entre grupos 5 3040.000 608.000 | 6384.000 <0.001
Residual 21 2.000 0.0952
Total 26 3042.000

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores que o que se esperaria por casualidad; hay
una diferencia estadisticamente significativa (P = <0,001).

Poder de la prueba realizada con alfa = 0.050: 1.000
Todos los procedimientos de comparacion por parejas multiples (Prueba Tukey):

Comparisons for factor:

Comparacion Diferencia de p q P P<0.050
medias
acetato 250 vs. metanol 200 24.000 6 173.897 <0.001 Si
acetato 250 vs. acetato 200 24.000 6 173.897 <0.001 Si
acetato 250 vs. hexano 200 24.000 6 173.897 <0.001 Si
acetato 250 vs. metanol 250 8.000 6 43.818 <0.001 Si
acetato 250 vs. hexano 250 4.000 6 28.983 <0.001 Si
hexano 250 vs. metanol 200 20.000 6 144.914 <0.001 Si
hexano 250 vs. acetato 200 20.000 6 144.914 <0.001 Si
hexano 250 vs. hexano 200 20.000 6 144.914 <0.001 Si
hexano 250 vs. metanol 250 4.000 6 21.909 <0.001 Si
metanol 250 vs. Metanol200 16.000 6 87.636 <0.001 Si
metanol 250 vs. acetato 200 16.000 6 87.636 <0.001 Si
metanol 250 vs. hexano 200 16.000 6 87.636 <0.001 Si
hexano 200 vs. metanol 200 0.000 6 0.000 1.000 No
hexano 200 vs. acetato 200 0.000 6 0.000 1.000 No se encontro
acetato 200 vs. metanol 200 0.000 6 0.000 1.00 No se encontro
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