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1. INTRODUCCION

La medicina tradicional es parte de ese saber que le ha permitido a la humanidad
sobrevivir y enfrentar diversas enfermedades, es muy accesible y juega un papel
sumamente importante en los paises de escasos ingresos, siendo una opcién
conocida a la que la poblacion tiene acceso en la mayor parte de los casos. Desde
la antigiiedad, el hombre ha utilizado las plantas como fuente para la elaboracion
de medicamentos cuya finalidad fue y ha sido controlar la prevalencia de ciertas
enfermedades infecciosas, vencer los problemas de resistencia de los
microorganismos Yy disminuir los efectos colaterales que poseen los

antimicrobianos de sintesis quimica (Rangel et al., 2001).

Las plantas medicinales son aquellas que contienen, en alguno de sus 6rganos,
principios activos. En la actualidad se calculan unas 260 000 especies de plantas,

de las que el 10 % se puede considerar medicinal (Font P., 1999).

Las plantas producen y almacenan una gran cantidad de compuestos o
metabolitos primarios y 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 composicién quimica, concentracién y localizacion
varia de acuerdo con la especie o la fuente donde fueron aislados (Anaya et al.,
2001).

Entre estos metabolitos son comunes aquellos con funciones defensivas contra
insectos, bacterias, hongos, como son los alcaloides, aminoacidos no proteicos,

esteroides, fenoles, flavonoides, cumarinas, quinonas, taninos y terpenoides.

Se ha demostrado que existe gran variacion en cuanto a la concentracion de estos

en la planta, no hay un patron de maxima produccion ni 6rganos especiales de



almacenaje de metabolitos secundarios, sin embargo, lo comun es que las
mayores concentraciones de estos tipos de compuestos se encuentren en hojas,

flores y semillas (Martinez et al., 2012).

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 elucidacién estructural, configuracion y
sintesis de los metabolitos secundarios aislados, muchos de los cuales han sido
sometidos a ensayos clinicos (Mamani, 1999).

Spondias purpurea es una importante especie frutal, los frutos son ricos en
minerales como fésforo y hierro, asi como en vitaminas del complejo B, por lo que
se considera con gran potencial econémico ya que puede ser materia prima para
la industria de la refresqueria, confituras y frutos deshidratados (Koziol y Macia,
1998; Lira Junior et al., 2010; Ruenes-Morales et al., 2010). Las hojas tienen uso
terapéutico, se emplean como astringentes, antiespasmaédicos, antimicrobianos,

febrifugo y antiinflamatorio.

En el presente trabajo se identificaron los metabolitos secundarios mayoritarios
presentes en las hojas de Spondias purpurea ya que es una planta reportada en la

literatura con distintas propiedades medicinales.



2. MARCO TEORICO

2.1 Familia Anacardiacea

La familia Anacardiaceae es una familia importante desde el punto de vista
econdémico en cuanto que comprende muchas especies cultivadas por sus frutos
comestibles. La familia Anacardiaceae comprende alrededor de 76 géneros que se
dividen en cinco tribus (Anacardieae, Dobineae, Rhoeae, Spondiadeae Yy
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).

Esta familia incluye unas 500 especies herbaceas y arbustivas cuyo origen esta en

las regiones calidas y, en menor medida, en las templadas.

Anacardiaceae se encuentran en todo el mundo desde habitats secos a habitats
hamedos, en su mayoria y a baja altitud, principalmente en los tropicos y
subtrépicos pero extiende en la zona templada. La familia es nativa del hemisferio
occidental (desde el sur de Canada hasta la Patagonia), Africa, Sur de Europa,
Asia templada y tropical, tropical y subtropical de Australia y la mayoria de las islas

del Pacifico.

Fig. 1. Distribucion y habitat de la familia Anacardiaceae (Stevens, 2001).



2.1.1 Descripcién Botanica
Porte: Arboles, arbustos, rara vez lianas.

Hojas: alternas, compuestas e imparipinnadas a veces trifolioladas o simples, los

foliolos opuestos o alternos, enteros o aserrados.

Flores: perfectas o imperfectas, actinomorfas, pequefias; dispuestas en paniculas,

a menudo muy largas.

Perianto: sépalos 3-5 libres o soldados en la base, a veces persistentes o
acrescentes; pétalos 5 libres o basalmente unidos en al receptaculo, raro

ausentes.

Estambres: 5-10, dispuestos en 1 o 2 verticilos, libres, raramente unidos,
filamentos delgados, anteras con dehiscencia longitudinal; disco anular,

intraestaminal, rara vez extraestaminal.

Gineceo: ovario supero, 1-5 (12) carpelos unidos con un solo I6culo, rara vez los

carpelos libres con un 6vulo péndulo por cada loculo, estilos 1-5 libres.

Fruto: drupas o samaras, generalmente con una semilla, el mesocarpo carnoso o

seco con endocarpo 6seo.

Semillas: con embrién curvo, endospermo escaso o ausente.

2.2 Género Spondias

El género Spondias es nativo de la regién Neotropical y Tropical del sureste
asiatico, pertenece a la familia Anacardiaceae y comprende 17 especies de las
cuales siete son Neotropicales y diez del tropico asiatico. En el continente
americano su distribucion se extiende desde México hasta Peru y el sur de Brasil
(Macia y Barfod, 2000; Ruenes et al., 2010).



2.2.1 Descripcion botanica del Género Spondias
Porte: Arboles dioicos, pequefios o altos.
Hojas: alternas imparipinnadas.

Flores: pequefias, en paniculas terminales o laterales; céliz 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 l6culos; estilos 4-5; ovulo solitario, péndulos.

Fruto: drupéaceo 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).

Fig. 2 Hojas de especies de Spondias: Spondias dulcis, S. macrocarpa, S. mombin,
S. globosa, S. radlkoferi, S. purpurea, S. testudinis, S. tuberosa, S. venulosa.
(Martinez, 2007).



S. expeditionaria
S. macrocarpa

Spondias dulcis

S. admirabilis

S. purpurea

S. globosa

- S.tuberosa S. venulosa
S. testudinis

Fig. 3 Frutos de Spondias. Spondias dulcis, S. macrocarpa, S. expeditionaria, S.
mombin, S. globosa, S. purpurea, S. admirabilis, S. radlkoferi, S. testudinis, S.

tuberosay S. venulosa. (Martinez, 2007).

2.3 Spondias purpurea
2.3.1 Clasificacion taxonomica

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Divisiébn:  Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida



Subclase: Rosidae

Orden: Sapindales

Familia: Anacardiaceae

Género:  Spondias

Especie:  Spondias purpurea L.

2.3.2 Descripcion botanica de Spondias purpurea

La planta prefiere regiones de clima calido y alturas hasta los 700 metros sobre el
nivel del mar. Prospera mejor en suelos planos, profundos y fértiles. La planta

soporta la sequia.

Arbusto o arbol: pequefio a mediano (3-6 m alto), muy ramificado de tronco con

corteza gruesa y rugosa color gris plomo a verdoso.
Hojas: alternas de 12 a 15 cm de largo.

Flores: aparecen en paniculas axilares, a veces directamente de las ramas viejas.

Pétalos de 4 a 5 color rojo o purpura.

Fruto: drupa elipsoidal, lisa y brillante de color purpura o amarillo jugosa y
agridulce, con un hueso de 0.50 a 0.75 cm de largo, grande, fibroso por fuera;
contiene de 1 a 5 semillas. Semillas aplanadas, de 12 mm de largo (Orduz J.
Rangel M. 2002).

Floracion: Florece de febrero a mayo.

Fructificaciéon: Fructifica de mayo a julio.



En Yucatan los frutos maduran de marzo a mayo. Se le puede encontrar en
potreros, acahuales, huertos familiares, pastizales. Suelos: pedregoso, somero,

aluvial, amarillo arcilloso, roca caliza.

Fig. 4 A) Arbol de Spondias purpurea B) Hojas C) Flor D) Fruto

Tomados de http://redbio.una.edu.ni/arboretum/fichas.php?cod=6



2.3.3 Sinonimias

Spondias cirouella Tussac; Spondias cytherea Sonn.; Spondias macrocarpa Engl.;
Spondias mombin L.; Spondias purpurea Lutea (Macfadyen) Fawcett & Rendle;

Warmingia macrocarpa Engl (Cordero y Boshier, 2003).

2.3.4 Nombres comunes

Nombres comunes en México. Ciruelo, Ciruela, Ciruela colorada, Abal (Rep.
Mex.); Chatsutsocoscatan, Tsusocostata, Smucuco-scatan (. totonaca, Ver.);
Ciruela Campechana (Ver., Chis., Yuc.); Huitz6 (I. zoque, Chis.); Jocote (Oax.,
Tab., Chis.); Jondura, Poon (Chis.); Biaxhi, Biagi, Biadxi, Yaga-piache (l.
zapoteca); Atoyaxodcotl, Mazaxocotl (I. nahuatl antigua); Chak-abal, Ix-houen, Chi-
abal, Kosumil muluch-abal (I. maya, Yuc.); Ciruelo de San Juan (Yuc.); Cuaripa (l.
huichol, Jal.); Shuiutipi“chic (I. popoluca, Ver.); Maui (I. chinanteca, Oax.); Schiz4,
El Shimalo-schindz& (I. chonatl, Oax.); Cundaria, Tuii (Oax.); Tuxpana (Tab.);
Cupu (l. tarasca); Ciruelo cimarron (Ver.); Ten (I. huasteca, S.L.P.) (Martinez,
1979; Ruenes, 2010).

2.3.5 Usos

Como alimento la ciruela mexicana (Spondias purpurea L.) es una importante
especie frutal. El fruto de ciruela se consume en estado verde o maduro y se le
encuentra en huertos familiares, donde se utiliza para autoconsumo o se
comercializa en pequefia escala (Maldonado et al., 2007; Ramirez et al., 2008).
Los frutos frescos se comen maduros, deshidratados, macerados en alcohol o en
salmueras. Se utilizan para elaboracion de bebidas refrescantes, gelatinas,
mermeladas, siropes y jaleas. Los frutos que no han madurado se utilizan para
hacer tartas, salsa verde o se encurten en vinagre para comer con chiles. También

se elaboran vinos, vinagres o la chicha (bebida alcohdlica).



Ademas en la industria, la madera sirve para pulpa de papel cajas, fosforos,
lapices, boligrafos, revestimiento de interior en las casas, barcos, y como un
sustituto de corcho; también se utiliza como combustible y las cenizas se ocupan
para jabon, también sirve como adhesivo ya que la resina se ocupa para la

fabricacion de pegamentos.

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). También sirve como forraje, ya que las hojas son

consumidas avidamente por el ganado bovino y los frutos por el ganado porcino.

2.3.6 Propiedades medicinales

Las hojas de Spondias purpurea L. tienen uso terapéutico y febrifugo (Caceres et
al. 1990). En México los frutos se consideran diuréticos y antiespasmadicos; la
decoccion del fruto se usa para bafiar heridas, dolor de cabeza, curar Ulceras en
la boca e infecciones de encias, con el fruto se prepara un jarabe para curar la
diarrea cronica; la decoccion astringente de la corteza se usa como remedio para
Ulceras, disenteria, fiebre y para hinchazén por gas intestinal; el jugo de las hojas

frescas es un remedio para ulceras. (Cordero y Boshier, 2003).

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, para enfermedades de los o0jos, como astringentes, como
remedio para aftas, para tumores en infantes y como antiespasmaddico para

torceduras y traumatismo.

La corteza en polvo se aplica sobre las heridas para la infecciéon, y la decoccion
de esta se emplea para tratar sarna. Un té hecho de las flores y las hojas se toma
para aliviar el dolor de estomago, bilis, uretritis, cistitis, infecciones en ojos y las

inflamaciones de garganta (Ayoka et al., 2008).
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El jugo de las hojas trituradas y el polvo de las hojas secas se utilizan como
cataplasmas sobre las heridas y las inflamaciones. La goma se utiliza como
expectorante, las hojas se menciona en la literatura como abortivo, anti-diarreico,
anti-microbiana, anti-viral (Ayoka et al., 2008). El extracto de las hojas aplicado en
volumen de 20 mL provoca aborto sin consecuencias para la salud de la hembra.
Extractos en alcohol han mostrado una actividad antibacteriana significativa sobre
las bacterias Gram (+) y Gram (-) y patdgenos para el hombre (Ecolastico, 1999).

2.3.7 Distribucién en México de Spondias purpuera L.

El género Spondias comprende 17 especies, siete de las cuales son Neotropicales

y diez del tropico asiatico.

Spondias purpurea es originaria de Centro América ubicandola algunos en México
y en la actualidad se cultiva en toda América tropical, tienen una distribucién
natural 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.

En México, la ciruela se distribuye en los estados de ambas costas y en el centro
del pais. De forma silvestre, S. purpurea se encuentra asociada al bosque tropical
caducifolio (Padilla et al., 2006).

Las especies Spondias mombin, S. radolkoferi y S. purpurea son nativas de
México y forman parte de los bosques tropicales subcaducifolios, bosques de
galeria y bosques tropicales caducifolios, respectivamente (Rzedowski y
Rzedowski, 1999).
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Zonas mas claras, representan las

regiones con menor ocurrencia.

Zonas mas oscuras, representan las

regiones con mayor ocurrencia.

Fig. 5 Distribucién de Spondias purpurea L. En Mesoamérica (A) silvestres (B) cultivadas
Las distribuciones se presentan como las probabilidades acumuladas relativas de la

presencia de especies. Tomado de (Miller y Knouft, 2006).
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2.4 Estudios quimicos
2.4.1 Estudios quimicos realizados en especies de la familia Anacardiaceae

Alrededor del 25% de los géneros de esta familia son conocidos por ser toxicos
(Engels et al., 2012).

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, resorcinoles, catecoles especialmente de los
lipidos y derivados fendlicos estos ultimos responsables de las propiedades
toxicas. Se informé también el aislamiento de otros metabolitos secundarios
derivados de &cidos cinamicos y la presencia de alcaloides en el género

Dracontomelum (Correia et al., 2006).

2.4.2 Estudios quimicos realizados en especies del género Spondias

Estudios realizados por Engels (2012) en la cascara de los frutos de Spondias
purpurea, reportan la presencia de 21 compuestos entre los cuales se
encuentran flavonoides del tipo flavonoles, tales como la quercetina, rhamnetina,
kaemferol y kaempferida, glicésidos de quercetina, de kaemferol, de ramnetina y

acidos fendlicos (Engels et al., 2012).

Gardufio (2009) reportd que en el extracto hexanico de hojas de Spondias
purpurea se encuentra B-pineno, estragol, a-copaeno, metil eugenol, B-cariofileno,
aromadendreno, a-humuleno, B-cadineno, farnesol, trans-B-6xido de cariofileno,
isofitol, acido linoléico, condrilaesterol y en el extracto metandlico de hojas de
Spondias purpurea se encuentra p-cadineno, éster metilico del acido palmitico,
acido hexadecanoico, linoleato de metilo, acido alfa-linoléico, isofitol, acido
linoléico, acido estearico, acido fénico, erucilamida, escualeno, d-tocoferol y [3-

tocoferol.
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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, ésteres 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.

Ceva-Antunes (2006) reporta 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, 4cido tetradecanoico, tetradecanoato de etilo, 4cido
hexadecanoico.

Estudios realizados en los exudados de la goma de Spondias purpurea, Spondias
dulcis, Spondias mombin, Spondias cytherea, Spondias purpurea var. Lutea
coinciden en la composicién de los polimeros, cuyos constituyentes mayoritarios
son la galactosa, arabinosa, manosa, xilosa, ramnosa y residuos de acido uronico;
los acidos de azucar estan representados por acidos galacturonicos, acidos
glucoroénicos (Pinto et al., 1995; Pinto et al., 1996; Martinez et al., 2003; Gutiérrez
et al., 2005; Martinez et al., 2008).
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2.5 Metabolitos primarios

En particular los vegetales, igual que otros organismos mediante sus procesos
metabdlicos sintetizan dos categorias de metabolitos: primarios y secundarios,
aunque esta distincion resulta totalmente arbitraria pues no hay una division

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, su explotacion es relativamente barata y
conducen a la sintesis de los metabolitos secundarios (Petiard, 1987). Entre ellos
se encuentran aminodcidos, proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos grasos,
algunos é&cidos carboxilicos, etc.

2.6 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son derivados de los metabolitos primarios. Se
caracterizan por tener una distribucion 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, sabor y color de la planta,
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 contienen nitrégeno (Taiz y Zeiger,
2006).

Practicamente todas las sustancias que el hombre ha obtenido de las plantas a lo
largo de su historia y que ha utilizado con cualquier fin diferente al alimenticio son
productos del metabolismo secundario, ejemplo de ellos son los alcaloides,

taninos y aceites esenciales que dan el aroma a las flores.
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Los metabolitos o productos secundarios no tienen un papel definido en los
procesos de respiracion, asimilacion, transporte, a diferencia de los metabolitos
primarios como los carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos (Taiz y Zeiger
1998).

Verpoorte (2000) sefiala que aproximadamente 85 000 metabolitos secundarios
han sido identificados en plantas y aproximadamente cada afio se detectan cerca
de 4 000.

2.7 Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales son muy
importantes para el desarrollo y buen funcionamiento de las plantas, ya que
actian como agentes protectores contra la luz UV o contra la infeccién por
organismos fitopatdgenos; ademas, estos compuestos presentan propiedades
relacionadas con la salud humana, lo cual estd basado en su actividad
antioxidante. Son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no energética
de la dieta humana, ya que el organismo humano no puede producir estas
sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la
alimentacion o en forma de suplementos. Estan ampliamente distribuidos en
plantas, frutas, verduras, semillas y diversas bebidas como vino y cerveza
(Aherne, 2002).

Se han identificado més de 5 000 flavonoides diferentes (Ross et al., 2002). Los
flavonoides contienen en su estructura quimica un namero variable de grupos
hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros
metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante
(Havsteen, 1983; Peres, 1994). Por ello, desempefian un papel esencial en la
proteccion frente a los fendmenos de dafio oxidativo y tienen efectos terapéuticos
en un elevado numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la

aterosclerosis o el cancer (Pace-Asciak et al., 1995; Jang, 1997).
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2.7.1 Estructura Quimica

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilos (A 'y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos
de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2'
al 6', (Fig. 6) (Flores, 2002).

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades
redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacion estructural entre las
diferentes partes de la estructura quimica (Bors et al., 1990). Esta estructura
bésica permite una multitud de patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C
(Bors et al., 1990).

Fig. 6 Estructura basica de flavonoides
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2.8 Clasificacion
En funcion de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:
1. Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

2. Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en

posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del

anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademas

poseen un doble enlace entre los carbonos 3y 4 del anillo C.

Flavanonas y flavanonoles, estos compuestos existen en muy pequefas
cantidades comparados con los otros flavonoides. Son incoloros o solo
ligeramente amarillos. Por su baja concentracion y su caracteristica incolora, ellos
han sido grandemente desatendidos, son probablemente los flavonoides menos
conocidos. En cambio sus glicosidos son bien conocidos, como son la hesperidina

y haringina de la corteza de los frutos citricos (Pratopopadokis, 1998).

Antocianinas, estos compuestos siempre se encuentran como glicosidos; después
de la clorofila, son el grupo mas importante de pigmentos en las plantas visibles al
0jo humano y proporcionan el color malva, rosa, violeta y azulado a numerosas
flores y frutos, como por ejemplo la fresa, el clavel, las manzanas y la uva

constituyen hasta aproximadamente 30 % de su masa seca.

La parte sin azucares de la molécula flavonoide se llama aglicona. Los glicésidos
son mas solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que su

aglicona o flavonoide respectivo.
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Fig. 7 Tipos y estructuras basicas de los flavonoides

A los flavonoles y las flavonas se unen azlcares, preferentemente a la posicion
C-3 y con menor frecuencia al C-7, de forma que estos compuestos se encuentran
comunmente como O-glicosidos, siendo la D-glucosa el residuo azucar mas
frecuente. Otros residuos de azucares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-

arabinosa, la D-xilosa, asi como el &cido D-glucuronico.

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcion: a) La presencia
en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi; b) La presencia de un doble
enlace en posicion 2,3; c) La presencia de grupos hidroxilo en posicion 3 y 5
(Letan, 1966). La quercetina presenta las tres caracteristicas, mientras que la

catequina solo presenta la segunda y la diosmetina la primera.
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Fig. 8 Caracteristicas estructurales de los principales tipos de flavonoides

2.9 Tiposy fuentes de flavonoides

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en
cerveza, vino, té verde, té negro y soja, los cuales son consumidos en la dieta
humana de forma habitual y también pueden utilizarse en forma de suplementos
nutricionales, junto con ciertas vitaminas y minerales. Desempefian un papel
importante en la biologia vegetal; asi, responden a la luz y controlan los niveles de
las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacion de las plantas. Otras
funciones incluyen un papel antifangico y bactericida, confieren coloracién, lo que
puede contribuir a los fendmenos de polinizaciébn y tienen una importante
capacidad para fijar metales como el hierro y el cobre (Martinez-Florez et al.,
2002).

Los flavonoides se ubican principalmente en las hojas y en el exterior de las
plantas, apareciendo solo rastros de ellos en las partes de la planta por encima de

la superficie del suelo.

Entre los que se pueden destacar, se han identificado los citroflavonoides como la
quercitina, hesperidina, rutina, naranjina y limoneno. La quercitina es un flavonoide
amarillo-verdoso presente en cebollas, manzanas, brocoles, cerezas, uvas o

repollo rojo. La hesperidina se encuentra en los hollejos de las naranjas y limones.
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La naranjina da el sabor amargo a frutas como la naranja, limon y toronja, y el

limoneno se ha aislado del limén y la lima.

Los isoflavonoides, que estan presentes en los alimentos con soja, tales como
porotos, tofu, tempeh, leche, proteina vegetal texturizada, harina. Los dos mas

conocidos son la genisteina y la daidzeina.

HO

o]

Genisteina Daidzeina

Fig. 9 Estructura quimica de los isoflavonoides Genisteina y Daidzeina

Las proantocianidinas estan presentes en las semillas de uva, vino tinto y extracto
de corteza del pino marino. Las antocianidinas son pigmentos vegetales
responsables del color rojo y de las cerezas. El acido elagico es un flavonoide que
se encuentra en frutas como la uva y en verduras, asi como la catequina
encontrada en el té verde y negro. El kaemferol aparece en puerros, brécoles,

rabano y betabel.
2.10 Funcion Bioldgica de flavonoides

Aunque todavia no se conoce exactamente el papel que desempefian los
flavonoides en los vegetales, se tienen algunas evidencias experimentales que

sugieren que cumplen una o varias de las siguientes funciones:
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a) Su capacidad de absorber ciertas radiaciones ultravioleta, los convierte en filtros
solares para proteger los tejidos vegetales de radiaciones dafiinas, y ademas se
ha sugerido que participan en el proceso de la fotosintesis.

b) Sus variados colores y su presencia en tejidos como los de las flores, sugieren
que participan en procesos como la reproduccion favoreciendo la atraccion de

insectos polinizadores.

c) Las diferentes actividades biologicas halladas para algunos de los flavonoides
(antimicrobiana, antimicoética, entre otras) y las evidencias experimentales de que
algunos aumentan la resistencia de ciertas plantas contra diferentes infecciones y
enfermedades vegetales (es decir que actian como fitoalexinas), sugieren que

estas sustancias también son un mecanismo quimico de defensa vegetal.

d) La capacidad inhibidora de ciertas hormonas vegetales presentada por algunos
flavonoides sugiere que actian como reguladores del crecimiento vegetal
(Echeverri, 1987).
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3. JUSTIFICACION

El uso principal que se le da a Spondias purpurea es el consumo de los frutos, sin
embargo, se cuenta con estudios etnobotdnicos, en los que se indica uso
medicinal, por lo cual la evaluacion fitoquimica de las hojas permitira darle un valor
agregado a la especie, debido a que estas podrian ser utilizadas como una fuente
de compuestos biolégicamente activos (Flavonoides). El estudio de diferentes
accesiones permitira la elaboracion de una base de datos que a su vez permitira
identificar los ejemplares que sintetizan mayor cantidad de flavonoides. Ademas
de validar el uso tradicional que se ha dado a la especie (Ruanes-Morales et al.,
2013).
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4. HIPOTESIS

Estudios de las especies del género Spondias, han demostrado la presencia de
una serie de metabolitos secundarios entre los que destacan compuestos
fendlicos, compuestos volatiles, polifenoles y polisacaridos; con propiedades
antimicrobianas. Por lo que se esperaria que de los extractos de hexano, acetato
de etilo y metanol de las hojas Spondias purpurea se puedan aislar o detectar la

presencia de dichos compuestos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

» Caracterizar quimicamente y evaluar la actividad bactericida de hojas de

Spondias purpurea.

5.2 Objetivos particulares

» Obtener los extractos de las hojas de Spondias purpurea empleando
disolventes organicos de distintas polaridades.

» Evaluar la actividad bactericida de los extractos de una muestra de hojas
recolectadas del estado de Morelos, sobre once cepas bacteriananas.

» Aislar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios de los extractos
de hojas de Spondias purpurea.

» ldentificar y determinar la concentracion de flavonoides presentes en los
extractos metanolicos de las hojas de Spondias purpurea de los estados de
Guerrero, Michoacan, Veracruz y Sinaloa.
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6. MATERIAL Y METODO

El material biolégico fue recolectado en diferentes estados de México (Morelos,
Guerrero, Michoacan, Veracruz y Sinaloa) y fueron donados para esta
investigacion por la Dra. Teresa Terrazas del instituto de Biologia, UNAM, por el
Dr. Gustavo Ballesteros y el Dr. Artemio Cruz de la Universidad de Chapingo

Se donaron 14 muestras de 20 g de hojas (Cuadro 1), las cuales fueron
analizadas por cromatografia de liquidos de alta resolucién y una muestra de 172
g (Ciruela silvestre macho), la cual fue analizada por cromatografia en columna

abierta.

6.1 Secado de las hojas de Spondias purpurea L.

Las hojas fueron colocadas en un cuarto de secado a una temperatura de 45°C
hasta eliminar la humedad; una vez secado completamente el material fue

triturado.

6.2 Preparacion de los extractos organicos de las hojas de Spondias purpurea

“Ciruela silvestre macho”.

Se realiz6 una extraccidbn exhaustiva como se muestra en la (Fig. 10) a
temperatura ambiente, se tomaron 172 g de hojas secas Y trituradas de Spondias
purpurea L. (Ciruela silvestre macho) y se maceré con hexano, acetato de etilo
(AcOEt) y metanol (MeOH) en orden ascendente de polaridad. Los filtrados
obtenidos fueron sometidos a un proceso de concentracion en el rotavapor y el
extracto resultante se colocé en frascos previamente pesados y etiquetados para

conocer por diferencia de peso la cantidad del extracto.
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Fig. 10 Extraccion de las hojas de Spondias purpurea L. “"Ciruela silvestre macho™

6.3 Fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico de las hojas “Ciruela

silvestre macho”

El extracto hexanico (3.52 g) fue adsorbido en gel de silice (1:1) y separado por
cromatografia en columna (Fig. 11). Se utilizaron como eluyentes mezclas de
hexano, AcCOEt y MeOH en distintas proporciones y en aumento de grado de
polaridad. Las fracciones obtenidas y los sistemas de elucion se muestran en el
Cuadro 2.

27



Cuadro 2. Fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico de las

hojas “"Ciruela silvestre macho™

Sistema de elucion Proporcién Fracciones obtenidas
Hexano 100% 1-19
Hexano — AcOEt 9:1 20-34
Hexano — AcOEt 8:2 35-52
Hexano — AcOEt 7:3 53 -65
Hexano — AcOEt 11 66 - 77
AcOEt 100% 78 — 88
AcOEt — MeOH 9:1 89 — 102
AcOEt — MeOH 8:2 103 -115
AcOEt — MeOH 7:3 116 — 129
AcOEt — MeOH 1:1 130 - 142
MeOH 100% 143 - 154

Fig. 11 A) Columna del extracto hexanico




Fig. 11 B) Fracciones obtenidas de las hojas de “"Ciruela silvestre macho™”

6.4 Purificacion de los compuestos

Los compuestos se purificaron por cromatografia en capa fina y cromatografia en

columna.

6.5 Identificacion de flavonoides por Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucion (CLAR).

El andlisis de los flavonoides en cada muestra (cuadro 3) se realiz6 con un
cromatografo Agilent 1100 provisto con un detector de UV, columna C18 Hypersil
ODS (125 mm x 4 mm d.i., 5 mm de tamafio de particula). El flujo de la fase movil
se mantuvo a 1 mLmin-1 y consisti6 de acetonitrilo-agua, pH 2.5, en proporcion
15:85, a una temperatura de 30 °C. El equipo se calibré a una longitud de onda de
350 nm. Se prepararon muestras tomando 500 mg de hojas secas en 5 mL de
metanol-agua (80-20) grado HPLC, posteriormente 20 mL de cada muestra fueron
inyectados y analizados durante 14 minutos. Para identificar y cuantificar los
flavonoides se usaron estandares de kaemferol, quercetina, rutina, isoquercitrina,
astragalina y quercitrina (Sigma). Se prepararon soluciones estandar, se
inyectaron 5 puntos 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.
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Cuadro 1. Nombre y sitio de colecta de las accesiones

Muestra Estado de la Republica
Ciruela silvestre macho* Morelos
Guilotia agria tierra caliente Guerrero
Mulata tierra caliente Guerrero
Manza de Tepalcatepec Michoacan
Amarilla Veracruz
Guingur tierra caliente Guerrero
Tempranera tierra caliente Guerrero
Arribefia de Teloloapan, Gro. Guerrero
Macho de tierra caliente Guerrero
Ahuehepan de Gro. Guerrero
Roja chichona Veracruz
Tuxpana Veracruz
Sinaloa 3 Sinaloa
Sinaloa 17 Sinaloa

* = Andlisis Fitoquimico de la hoja y Actividad bactericida

6.6 Evaluacion de la actividad bactericida de los extractos de las hojas de

Spondias purpurea “Ciruela silvestre macho™.

La actividad antimicrobiana se llevo a cabo mediante la técnica de difusién en agar
con discos de papel filtro. En los extractos hexanico, AcOEt y metandlico, los

microorganismos utilizados se muestran en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Microorganismos utilizados para la determinacion de la actividad
bactericida (los microorganismos fueron donados por el cepario de la FES-
Zaragoza, Campus ).

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

6.7 Preparacion de la muestra

Se prepararon dos disoluciones para cada extracto a concentraciones de 200 y
250 mg/mL, los extractos fueron disueltos en el disolvente en el que fueron
obtenidos, posteriormente se inocularon discos de papel filtro (6 mm de diametro),
con (20 pL) para ambas concentraciones. Todo el proceso se llevo a cabo en

condiciones estériles.
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6.8 Bioensayo

Para esta técnica se preparé medio de cultivo agar Muller-Hinton y se esterilizo en
autoclave en condiciones estandares por 15 minutos, posteriormente se coloco en
cajas Petri la cantidad de 20 mL. Una vez solidificado se sembré el
microorganismo, ajustado con la suspension bacteriana equivalente al tubo 3 de la

escala de Mc Farland, distribuyéndolo uniformemente con un hisopo.

Posteriormente se colocaron en la superficie del agar inoculado discos de papel
filtro previamente impregnados de los extractos (hexano, AcOEt y MeOH), a las

concentraciones antes mencionadas (Fig. 12).

Posteriormente las cajas inoculadas se colocaron en incubadora a 37 °C, se
midieron los halos de inhibicién a las 24 horas. Para todos los experimentos se

realizaron 5 repeticiones.

Fig. 12 Evaluacién de la actividad antimicrobiana en extracto hexanico, AcOEt y

MeOH de las hojas “"Ciruela silvestre macho™
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6.9 Analisis estadistico

Los datos de las variables respuesta fueron analizados segun su comportamiento
con una prueba de Kruskall Wallis o Analisis de Varianza y una prueba de

agrupacion de medias Tukey (p<0.05).

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Aislamiento e identificacion estructural del S-sitosterol

A partir de 3.52 g de extracto hexanico, el cual fue sometido a un fraccionamiento
cromatografico, se obtuvieron 154 fracciones.

En la fraccién nimero 12 obtenida de un sistema de elucién Hexano—AcOEt (1:1),
por recristalizacion se recuperaron 25 mg de cristales blancos, los cristales se

identificaron como B-sitosterol (Fig. 13).

HO
Fig. 13 Estructura quimica del B-sitosterol (compuesto aislado de la fraccion 12)

El IR del compuesto (Fig. 14) mostro las bandas de absorcion que aparecieron en
3430 ,90 cm™, 2937,99 cm™, 2866.69 cm™, 1640.98 cm™, 1063.67cm™, 1465.71,
1382.54.
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El espectro de RMN *H de B-sitosterol (Fig. 15) mostré las siguientes sefiales, en
500 MHz con 8= 0.67 (s, 3H, Me, H-18) 0.99 (s, 3H Me H-19) 3.51 (m, 1H H3) 5.35
(s, 1H, H6).
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Fig. 14 Espectro del IR de B- Sitosterol
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Fig. 15 Espectro de RMN 'H de B-sitosterol
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Fig. 16 Espectro de RMN **C de B-sitosterol



El B-sitosterol (59 mg; 1.67%), también se ha reportado en otras partes de la

planta, asi como en especies del mismo género, en el cuadro 5 se enlistan

algunas especies y partes de la planta donde se ha identificado el compuesto.

Cuadro 5. 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 Del Valle, 2009
Spondias purpurea L. Corteza Véazquez, 2012

El B-sitosterol es un fitoesterol de amplia distribucién en el reino vegetal. Se ha

demostrado que el B-sitosterol ejerce actividad sedante (Aguirre-Hernandez et al.,

2009), modula la secrecién de citocinas pro-antiinflamatorias (Desai et al., 2009),

exhibe actividad antiproliferativa e induce la apoptosis (Dong-Oh et al., 2009).
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Cuadro 3. Concentracion de flavonoides en hojas de Spondias purpurea

Flavonoides (ung/mg)

Muestra Rutina Quercetina Kaemferol Isoquercitrina | Astragalina o
guercitrina
Guilotia agria tierra Nd 0.55+0.03 Nd 1.004 + 0.26 0.235+0.03
caliente
Mulata tierra Nd 0.63 +£0.08 Nd 1.40 £ 0.04 1.20+0.01
caliente * *
Manza de 0.350 £ 0.04 0.06+ 0.02 0.040 £ 0.010 0.87+ 0.06 0.96 + 0.05
tepalcatepec
Amarilla 0.180 £ 0.03 0.27 £ 0.01 0.030 + 0.003 0.12 +0.008 0.24 +0.008
Tempranera tierra 0.411+0.05 0.27+0.01 Nd 0.89+ 0.02 1.05 £ 0.009
caliente
Arribefia de Nd 0.17+ 0.007 Nd 0.40+ 0.01 0.26 + 0.004
Teloloapan
Macho de tierra Nd 0.09+£0.01 Nd 1.06 +0.13 0.26 £0.2
caliente
Ahuehepan Nd 0.27+£0.01 Nd 0.62 £ 0.07 0.40 £0.01
Roja chichona 0.020 £ 0.007 | 0.13+0.008 | 0.031 +0.003 1.07 £0.01 0.14 + 0.007
Sinaloa 3 0.129 + 0.0043 | 0.06 + 0.0023 Nd 0.0048 + 0.002 0.4731 +
0.0071
Guingur tierra 0.002 £ 0.0004 |0.47 +0.0002 |0.044 +0.0019 Nd 0.3960 +
caliente 0.0018
Poroche roja 0.006 + 0.0007 |0.06 +0.0011 |0.030 + 0.0008 Nd 0.0935 +
0.0007
Tuxpana 0.013+£0.0128 |0.10 £ 0.0004 |0.038 +0.0165 Nd Nd
Sinaloa 17 0.001 + 0.0005 |0.33 +0.0049 |0.043 +0.0024 Nd 0.4151 +
0.0041

Los datos representan la media * el error estandar de tres repeticiones de la concentracion de

flavonoides. Nd = No detectado Mayor concentracion * Menor concentracion **

38




Todas las muestras presentan quercetina, siendo la muestra “Mulata de tierra
caliente” del estado de Guerrero, la que la biosintetiza en mayor proporcion. Con
respecto a rutina este flavonoide se presenta en 9 de las 14 muestras analizadas
y se detecté en mayor proporcion en la muestra “Tempranera de tierra caliente”,
también del estado de Guerrero. El kaemferol se detect6 en 7 de las 14 muestras
analizadas, siendo la que sintetiza mayor cantidad “Guingur, tierra caliente”, del
estado de Guerrero, no obstante es el que se presenta en menor concentracion en
todas las muestras analizadas. La isoquercitrina se presenta en 10 de las 14
muestras analizadas, sintetizada en mayor proporcién por la muestra “Mulata de
tierra caliente”, del estado de Guerrero. La astragalina o quercitrina se presenta
en 13 de las 14 muestras analizadas, siendo la muestra “Mulata de tierra caliente”

la que sintetiza mayor cantidad de este flavonoide (cuadro 3).

Para la especie de estudio solo se han aislado kaemferol y quercetina del fruto
(Engels et al, 2012), para otras estructuras de la planta no se encuentran informes
de la presencia de flavonoides, por lo cual este trabajo seria el primer informe de
la presencia de flavonoides en hojas.

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios de amplia distribucion
que se encuentran en todos los érganos de las plantas y protegen de la radiacion
de la luz ultravioleta, de agentes patdgenos y de herbivoros; ademas de ser
responsables del color de algunas flores y frutos (Heim et al., 2002). Las frutas y
vegetales pueden contener hasta 300 mg/kg de peso fresco, se estima que los

humanos consumen entre 20 y 80 mg de flavonoides por dia (Ishige et al., 2001).

La quercetina se ubica en frutas y verduras, este compuesto previene el
desarrollo de tumores, puede producir arresto celular e induce la apoptosis, posee
también actividad antiviral, antiinflamatoria y antimicrobial (Pawlikowska-Pawlega
et al., 2007; Skibola y Smith, 2000). Recientemente Gayoso y colaboradores
(2017) describieron el potencial neuroprotector de quercetina para el tratamiento

de enfermedades como el Alzheimer.
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El kaemferol se encuentra en tés, brécoli, manzanas, fresas y frijoles, se ha
demostrado que puede regular a las células cancerosas al inducir la apoptosis
(Chen y Chen, 2013). La isoquercitrina es un potente antioxidante (Hoon et al.,
2010), también se ha encontrado que ejerce un efecto hepatoprotector al contra el
dafio que ejerce el acetaminofen (Xie et al., 2016) actia como antiinflamatorio ya
que inhibe a la prostaglandina E; se sabe que reduce la produccion de interleucina
6 en celulas MG-63 de osteosacoma, inhibe la angiogenesis in vitro (Valentova et
al., 2014), induce apoptosis en Candida albicans (Yun et al., 2016) ; mientras que
la rutina exhibe actividad antioxidante, vasodilatadora y antiinflamatoria (Marcarini
et al., 2011; Shing-Chuan et al., 2002).

Cémo puede observarse todos los flavonoides detectados en las hojas poseen
actividad biologica, lo que los hace de interés alimenticio, farmacolégico y

cosmeético.

7.2 Actividad bactericida de las hojas de Spondias purpurea

Se evalud la actividad bactericida de los extractos en las hojas de Spondias
purpurea frente a once cepas bacterianas. En el cuadro 6 se muestran los
resultados de la actividad bactericida de los extractos, donde no hubo actividad en

ninguno de los extractos (Fig. 17).
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Cuadro 6. Actividad bactericida de las hojas de Spondias purpurea

Halo de inhibicion (mm)

Microrganismos

Extractos (200 mg/mL)

Extractos (250 mg/mL)

Hexano |Acetato | Metanol
de Etilo

Hexano

Acetato
de Etilo

Metanol

Bacillus cereus

Bacillus subtilis

Streptococcus

agalactiae

Escherichia coli

Staphylococcus

aureus

Enterobacter
faecalis

Streptococcus

mutans

Shigella flexneri

Streptococcus

pyogenes

Klebsiella

pneumoniae

Pseudomonas

aureginosa

- Indica que no hay actividad bactericida
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Fig. 17 Actividad bactericida de las hojas de Spondias purpurea “'Ciruela silvestre
macho”“A) Extracto hexanico 200 mg/mL sobre S. mutans, B) Extracto de AcOEt 200 mg/mL
sobre S. aureus, C) Extracto metandélico 200 mg/mL sobre B. subtiles, D) Extracto hexanico
250 mg/mL sobre E. coli, E) Extracto AcOEt 250 mg/mL sobre K. pneumoniae, F) Extracto

metandélico 250 mg/mL sobre S. aureus.
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados se puede concluir que:

e Los extractos de hexano, acetato de etilo y metanol de las hojas del estado
de Morelos ““ciruela silvestre macho™ no ejercen actividad bactericida a
ninguna de las dos concentraciones utilizadas, en ninguna de las once

cepas evaluadas.

e Por primera vez se informa de la presencia del S -sitosterol en las hojas de

Spondias purpurea.

e Todas las muestras del estado de Guerrero sintetizan quercetina,

isoquercitrina y astragalina o quercitrina.

e La muestra “"Mulata de tierra caliente”” del estado de Guerrero, es la que
sintetiza en mayor proporcion (Isoquercitrina, Astragalina y Quercetina) tres

de los cinco flavonoides analizados.

e Todas las muestras analizadas sintetizan quercetina.
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