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Resumen

El mamuyo 6 Styrax ramirezii Greenm es una especie endémica de México y se
distribuye en los bosques centro occidentales del pais, pero a diferencia de las
otras especies reportadas dentro del mismo género, el mamuyo es la Unica
especie que produce drupas comestibles, pero hasta el momento no existen
estudios realizados sobre las propiedades quimicas, fisicas y/o funcionales del
fruto ni de la planta. Por tal motivo, el objetivo principal fue analizar
fisicoquimicamente el fruto y determinar la actividad antimicrobiana de extractos
de de Styrax ramirezii. Para la elaboracion de los extractos se colectaron hojas,
tallos y frutos, los cuales fueron sometidos a extraccion por maceracion y en
aparato de soxhlet con dos solventes (n-hexano y cloroformo); los
microorganismos utilizados fueron bacterias (Pseudomonas sp., Pantoea stewartii,
aislados de aguacate AA26 y AA34) y hongos (Rhizoctonia sp., Phytophthora
cinnamomi, Colletotrichum glosporoides, Colletotrichum acutatum y tres aislados
de Armillaria sp. ZC4, ZC5 y SJN) fitopatégenos. La actividad antibacteriana fue
determinada por diluciones seriales y siembra en placa, mientras la actividad
antifangica y antioomiceto se evalu6 mediante difusién por discos y los extractos
crudos de los tres tejidos vegetales se ensayaron en concentraciones desde 100
hasta 4000 ug/mL. Los resultados de la actividad antibacteriana mostraron que la
mayor inhibicion (94 %) se tuvo en los extractos n-hexanicos de hoja macerada
(400 pg/mL) contra el aislado de aguacate 26 y en la actividad antifingica la mayor
inhibicion (68 %) fue obtenida nuevamente con el extracto n-hexanico de hoja
macerada (3200 pg/mL), ademas los extractos de hoja, el solvente n-hexano y el
método maceracion tuvieron los mayores valores (51, 48 y 43 % respectivamente)
de las variables evaluadas. Por otro lado, algunos de los pardmetros
fisicoquimicos fueron: sélidos solubles (17.63 °Bx), ceniza (0.62 g) y proteina (0.98
g), valores superiores a los reportados en arandano, lo que sitia a Styrax ramirezii
con potencial econdmico y apto para proponerse en programas de

fitomejoramiento.

Palabras clave: bioactividad, antibacteriano, antifingico, analisis fisicoquimicos, mamuyo.
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Abstract

The mamuyo or Styrax ramirezii Greenm is endemic to Mexico and is distributed in
the western woodlands of the country, but unlike other reported species within the
same genus, the mamuyo is the only that produces edible drupe, but so currently
there are not studies on the chemical, physical and functional properties of the fruit
or plant. Therefore, the aim of this work analyzes the fruit physicochemically and
determines the antimicrobial activity of extracts of Styrax ramirezii. For preparing
extracts leaves, stems and fruits were collected, which were subjected to extraction
by maceration and soxhlet apparatus with two solvents (n-hexane and chloroform);
the organisms used were bacteria (Pseudomonas sp., Pantoea stewartii, avocado
isolated AA26 and AA34) and fungi (Rhizoctonia sp., Phytophthora cinnamomi,
glosporoides Colletotrichum, Colletotrichum acutatum and three isolates of
Armillaria sp. ZC4, ZC5 and SJN) plant pathogens. The antibacterial activity was
determined by serial dilutions and antifungal activity was evaluated by diffusion
disk and crude extracts of the three plant tissues were tested in concentrations of
100-4000 mg/mL. In the fruit physicochemical analysis techniques and the AOAC
Official Mexican Standards they were used. The results of antibacterial activity
showed the greatest inhibition (94 %) was taken in n-hexanic extracts macerated
leaf (400 ug/mL) against of isolated avocado 26 and antifungal activity in the
greatest inhibition (68 %) was obtained again with the extract n-hexanic macerated
leaf (3200 ug/mL), also the leaf extracts, the solvent n-hexane and method
maceration had greater values (51, 48 and 43 % respectively) of the variables
evaluated. Moreover, some of the physicochemical parameters were: soluble
solids (17.63 ° Bx), ash (0.62 g) and protein (0.98 g), values higher than those
reported in blueberry, whence Styrax ramirezii has economic potential and

proposed in genetic improvement studies.

Keywords: bioactivity, antibacterial, antifungal, physicochemical analysis,

mamuyo.
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l. INTRODUCCION

Los extractos de plantas han sido usados desde la antigiiedad para el tratamiento
de distintas enfermedades y desordenes fisioldgicos en humanos, pero ha sido
hasta en el dltimo siglo, que con la ayuda del desarrollo e innovacion de algunas
técnicas y el incremento en la demanda de productos de origen natural propiciara
el surgimiento de una amplia gama de aplicaciones de los extractos naturales y
con esto, a nivel cientifico la creacion nuevas lineas de investigacion (Shiva,
2007).

Una de las caracteristicas de algunos extractos es la antimicrobiana, es decir,
impedir o frenar el crecimiento de bacterias en tejidos vegetales y animas (incluido
los humanos), de tal manera se tiene que los principales extractos vegetales con
actividad antimicrobiana son los aceites esenciales y se conocen
aproximadamente 3000 plantas con potencial antimicrobiano, de las cuales 300

tienen importancia comercial (Burt, 2004).

Los aceites esenciales o también llamados terpenos son las fracciones que
contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas, son mezclas
complejas de hasta 150 componentes, entre ellos: fenoles aromaticos, éteres,
ésteres, aldehidos, cetonas y principalmente terpenoides que le proporcionan
caracteristicas Unicas (Gutierrez y col., 2008), ejemplos de plantas que tiene
aceites esenciales en su composicién son: eucalipto (Melaleuca alternifolia),
romero (Rosmarinus afficinalis), menta (Mentha piperita), trébol (Syzygium
aromaticum), limoén (Citrus limonum), orégano (Origanum vulgare), etc. (Ponce y
col., 2008; Burt, 2004).

Entre las familias que han registrado mayor contenido de terpenoides esta la
Styracaceae y su geénero Styrax, un ejemplo de ello son las meliacinas
(triterpenos) y ajugarinas (diterpenos) que otorgan propiedades biologicas, que en
muchos casos se relacionan con actividades bioinsecticidas. Este es el caso de
ajugarina | y desacetilajugarina Il que poseen actividad disuasoria frente a larvas

de Spodoptera littoralis y Helicoverpa armigera (Fraga, 2003).



En relacion a los frutos del género Styrax, se reportan compuestos de naturaleza
terpenoica con accion fungicida, tal como lo demuestra el andlisis de extractos de
frutos de Styrax officinalis, que reducen el crecimiento de micelio de Alternaria
solani, dando origen a una nueva alternativa de control mas bioagradable en
comparacion con las tipicas técnicas quimicas de control (Yanar y col., 2011).Por
otro lado, sesquiterpenoides presentes en frutos frescos de Styrax argenteus, han
sido empleados como materia prima en sintesis de otros terpenoides, entre otras
razones porque es un producto comercializado por su agradable aroma (Gebbinck,
2002). No obstante a los anteriores reportes, es de llamar la atencion que no se

tienen trabajos de frutos comestibles del género.

El mamuyo (Styrax ramirezii Greenm), es una especie con frutos comestibles
distribuida en los bosques del estado de Michoacan, sin embargo su estudio e
identificacion como planta con potencial comercial, medicinal y agricola es escaso.
Por ello, en el presente trabajo el objetivo principal fue determinar la bioactividad
de Styrax ramirezii, esto como una primera fase para proponer y considerar al

mamuyo en programas de fitomejoramiento.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Styrax

El género Styrax pertenece a la familia Styracaceae e incluye aproximadamente
130 especies de arboles y arbustos ampliamente distribuidos en Asia, América y la
parte sur de Europa (Fritsch, 1999), lugares donde se han utlizado como
ornamentales o se les ha dado un uso medicinal, destacando como sus
componentes sustancias de naturaleza terpenoide, acidos grasos y saponinas
(Park y col., 2009; Yoshikama y col., 2000; Mendoga y col., 2000; Breuer, 1987).

2.1.1 Generalidades

Reportes de varias especies de Styrax han puesto de manifiesto un gran nimero
de cualidades que van desde poseer propiedades antiinflamatorias e inhibitorias
en la proliferacion de células cancerigenas y tener actividad biologica frente
algunas de las enfermedades crénico degenerativas como el diabetes (Mendoca y

col., 2006) y cancer (Harikrishnan y col., 2011).
2.1.2 Descripcion boténica

El género comprende arboles y arbustos glabros con hojas alternas,simples,
membranaceas a semicoriaceas, con margen entero, aserrado o dentado; Sus
nervaduras son de forma pinnar y contienen infloresencias de apariencia
racemosas; sus flores contienen un ovario semi-infero, densamente pubescente o
lepidoto, los 3 septos parietales unidos en la base pero no completamente unidos
en el apice; Fruto una drupa seca, globosa a oblonga, indehiscente o con
dehiscencia loculicida, formando 3 valvas con una semilla o excepcionalmente dos
de forma subglobosa o elipsoide, con un hilo basi lateral y la testa endurecida,
ligeramente rugosa; embrién linear-lanceolado o linear-clavado(Dos Santos, 2005;
Fritsch, 1997; Carranza, 1993; Pacheco 1983).

Los caracteres que distinguen a Styrax de los otros géneros de la familia

Styracaceae son el tener 10 estambres o0 mas, flores perfectas en racimos, cimas



0 paniculas, ovario semiinfero o casi completamente supero, semillas no aladas,

filamentos libres o conados sélo en la base y fruto drupaceo (Carranza, 1993).
2.1.3 Importancia del género

La importancia del genero Styrax se basa en las diferentes funciones para el
desarrollo de la vida y las aplicaciones que el humano ha encontrado en estas
plantas, aplicaciones que recorren el horizonte de los valores estéticos,
ecologicos, recreativos, religiosos, culturales, cientificos, artisticos y éticos, donde
la escala de valores del individuo que lo percibe, marca la pauta a seguir hacia su
preservacion, uso adecuado a perpetuidad o destruccion en donde estan presente

las diversas especies pertenecientes de Styrax (Guerrero, 2013).

Desde el punto de vista econémico, es ampliamente aceptado que el valor de los
recursos silvestres puede ser directo o indirecto. El primero esta relacionado con
el disfrute o satisfaccion recibida directamente por el consumidor del recurso, lo
cual permite una asignacion de precios, en tanto que el segundo se estima
principalmente tomando en consideracion las funciones de los ecosistemas como

parte del mismo (Rzedowski y Calderdn, 2005).
2.1.4 Actividad biol6gica

Existen diversos estudios acerca de los componentes y/o ingredientes activos de
plantas que pertenecen al género Styrax, debido a que se ha demostrado que los
mencionados constituyentes tienen una gran numero de aplicaciones que van
desde ser sustancias auxiliares en padecimientos humanos y ser agentes
biocidas, debido a esto ultimo, se han aplicado extractos, infusiones y un gran
namero de productos derivados , en el control de algunas enfermedades
ocasionadas por bacterias y algunos hongos patdégenos de plantas y/o humanos
(Harikrishnan y col., 2011; Pauletti y col., 2006; Wang y col., 2006), con base a los
reportes podemos dividir en tres principales tipos de actividad biologica del

género, los cuales son:



Actividad insecticida

Un ejemplo del contenido de terpenoides en plantas de Styrax son las ajugarinas
(diterpenos) que otorgan propiedades biolégicas, que en muchos casos se
relacionan con actividades bioinsecticidas. Este es el caso de ajugarina I, y
desacetilajugarina Il que mostraron poseer una elevada actividad disuasoria frente

a larvas de S. littoralis y H. armigera (Fraga, 2003).

Estudios en S. argenteus revelan la presencia de eritroviol (triterpenopentaciclico),
penlanfuranos (sesquiterpenoide con doble anillo), macrocarpanos (sesquiterpeno)
y opositanos (sesquiterpenos) de forma habitual, compuestos que por su
naturaleza quimica otorgan propiedades inhibitorias contra  diversos

microorganismos (Lee y Lim, 2010).
Actividad antibacteriana

Investigaciones en especies de Styrax han demostrados ser fuentes ricas de
arylpropanoides y triterpenoides, los cuales han sido evaluados por tener actividad
antimicrobiana significativa (Oztiirk y col., 2008; Teles y col., 2005; Mendoca y
col., 2000; Hirano y col., 1994), como es el caso de extractos de las hojas de
Styrax ferrugineus, a quien se le atribuye efecto inhibitorio sobre Staphylococcus

aureus.

Bertanha y col. (2013) obtuvieron extractos de hojas de Styrax pohlii y a bajas
concentraciones inhibieron en diferente grado cepas de Streptococcusp
neumoniae Yy Streptococcus pyogenes. Por otro lado, se evalué la actividad
antimicrobiana de los compuestos presentes en Styrax benzoin en cuatro
extractos utilizando distintos solventes, los cuales fueron: agua:etanol (3:2 v/v);
éter:agua (3:2 v/v); n-hexano:éter (4:1 v/v) y agua:etanol (3:3 v/v), todos ellos se
analizaron contra cuatro especies de bacterias: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas varicosas, Pseudomonas auraginosa, y Escherichia coli, los cultivos
fueron de una noche y se mantuvieron durante 24 horas a 36 °C + 1 °C y la pureza
de los cultivos se comprobd después de 8 horas de la incubacién y sus resultados

evidenciaron que el mejor extracto fue la mezcla n-hexano:éter ya que mostro el

5



mejor indice antimicrobiano contra bacterias gram positivas y gram negativas,
mientras que los tres extractos restantes presentaron alta inhibicion solo en
bacterias gram positivas (Staphylococcus aureus) (Kissmann y Habermann, 2013;
Bertanha y col., 2012; Oussalah y col., 2006).

Actividad antifingica

Compuestos de Styrax paralleloneurus (&cidos triterpenoides derivados del
oleandlico) mostraron inhibicién sobre los hongos Candida albicans (ATCC 906) y
Sporothrix schenckii (APLL 868) después de la incubacion a 37 °C durante 24
horas y en comparacion con la longitud de cada halo de inhibicion que presentaron
ambos hongos en el control de discos de alginato Max-Print sin nanoparticulas de
AgNPs (Mendoca y col., 2000).

En relacion a los frutos del género Styrax, se reportan compuestos de naturaleza
terpenoica con accién fungicida, tal como lo demuestra el analisis de extractos de
frutos de Styrax officinalis, que reducen el crecimiento de micelio de Alternaria
solani en un intervalo de 40 a 60 %, dando origen a una nueva alternativa de
control mas bioagradable que las tipicas técnicas quimicas de control (Yanar y
col., 2011; Gebbinck y col., 2002).

2.2 Styrax ramirezii

El mamuyo 6 Styrax ramirezzi es una especie silvestre poco estudiada pero con
gran presencia en cuanto a su distribucién dentro del estado de Michoacan se
refiere y teniendo como gran atractivo el tener frutos comestibles, caracteristica
sobresaliente en comparacién con otras especies con frutos no comestibles del

género Styrax (Pauletti y col., 2006; Carranza, 1993; Pacheco, 1983).
2.2.1 Generalidades

Styrax ramirezzi anteriormente se incluia dentro de la especie Styrax argentus
como una variedad (Carranza, 1993; Pacheco 1983) debido a su semejanza
morfolégica y el uso de técnicas para la identificacibn muy rudimentarias,

actualmente es considerada como especie y de manera practica se distingue
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facilmente de las otras especies de Styrax presentes en México por la presencia
de escamas en el indumento y forma del fruto, el cual tiene forma oblongo-
elipsoide (Pacheco, 1983).

2.2.2 Clasificacion y descripcion botanica

El mamuyo se describe como un éarbol pequefio de 5 a 15 m de alto y en
ocasiones de un porte arbustivo; tiene peciolos de 1.3 a 2 cm de largo, con
apariencia de ser tomentosos-estrellados y en ocasiones con presencia de pelos
escuamiformes dispersos, laminas oblongo-lanceoladas a oblongo-elipticas, de
3.4 a 19 cm de largo y de 1.2 a 7 cm de ancho, los apices del mamuyo son
acuminados a obtuso, con base atenuada, oblicua o cuneada, el envés de la hoja
es mas palido que el haz con tomento estrellado muy pequefio (x 0.1 mm); con 6 a
12 flores dispuestas por racimo de 5 a 7 cm de largo, pedicelos de 6 a 10 mm de
longitud, cortamente estrellado-pubescentes, con pubescencia lepidota; la corola
de 8 a 10 mm de longitud; el fruto es de forma irregularmente cilindrico-elipsoide,
de 8 a 13 mm de largo y de 4-9 mm de diametro, testa rugosa y contiene una sola
semilla de color café y forma ovalada como se puede observar en la Figura 1
(Pauletti y col., 2006; Dos Santos, 2005; Fritsch, 1997; Carranza, 1996; Carranza,
1993; Pacheco 1983).



Figura 1. Diferentes 6rganos de Styrax ramirezzi.

En la Tabla 1 se muestra la clasificacion taxonémica actual del mamuyo.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Styrax ramirezii.

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ebenales
Familia Styracaceae
Género Styrax

Especie Ramirezii
Nombre Cientifico Styrax ramirezii

2.2.3 Distribucioén

El mamuyo es una planta endémica de México, que crece y se desarrolla en

elevaciones relativamente altas de las laderas occidentales de la Sierra Madre



Occidental desde los estados de Sinaloa a Jalisco, la vertiente sur de la Franja
Volcanica Transversal Mexicana, la Sierra Madre del Sur, la escarpa el este de la
Sierra Madre de Oaxaca, y rara vez en las montafias de Chiapas (Fritsch, 1997,
Carranza, 1993; Pacheco 1983).

Dentro del estado de Michoacan es frecuente y abundante sobre todo en la regiéon
de Patzcuaro, entre las comunidades de Pito Real y Pontezuelas, del municipio de
Charo y la zona alta del municipio de Hidalgo al noreste del estado, asi que de
manera general presenta buena adaptacion en los bosques de pino, pino-encino o
pino-encino-oyamel, a una altura dentro del intervalo de 2000-2700 msnm
(Carranza, 1993).

2.2.4 Fenologia

La poca informaciébn acerca de S. ramirezii se evidencia acerca del
desconocimiento de las diferentes etapas morfologicas de la planta durante el

transcurso de las estaciones climaticas.

La unica informacion y reportes publicados indican que la planta florece entre los
meses de marzo a julio y fructifica de octubre a marzo (Fritsch, 1997; Pacheco,
1983).

2.2.5 Importancia de Styrax ramirezii

En aspectos generales, la importancia del mamuyo puede ser expresado en
términos del beneficio social que es percibido de su poco aprovechamiento, o de
su sola existencia. Una via no monetaria de estimar la importancia es analizar sus
potenciales usos para el hombre, bien sea para la obtenciébn de alimento,
medicinas 0 como estabilizadores de ambientes naturales por el mismo hecho de
ser una especie silvestre y de tal manera preservar su habitat natural (Rzedowski
y Calderon, 2005; Carranza, 1996).

Sobre los usos del mamuyo se tiene muy poca informacion, en algunos lugares
donde el arbol esta presente su madera es usada para hacer postes (Carranza,

1993) y los frutos son consumidos en fresco pero no llegan a ser comercializados



en mercados a grandes volumenes, en la actualidad no se tiene conocimiento de
reportes sobre propiedades fisicoquimicas y/o funcionales del fruto o la planta.
Las publicaciones acerca de la especie hechas por Carranza (1993) y por Fritzch
(1997), no hacen referencia a que la especie se encontrase en riesgo o0 su habitat
reducido drasticamente, ademas de mencionar una alta frecuencia de la especie
en las zonas de estudio, por el contrario, Gonzalez-Espinoza y col. (2011) incluye
a Styrax ramirezii en una lista de especies amenazadas del bosque nuboso

mexicano donde esta presente.
2.3 Metabolitos secundarios como agentes de biocontrol

El metabolismo secundario de las plantas produce moléculas también llamadas
“metabolitos secundarios”, los cuales ayudan en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, pero no son necesarios ni esenciales para que la planta viva, es decir, el
metabolismo secundario es complementario del metabolismo primario. Una de las
funciones comunes de los metabolitos secundarios de las plantas son los
mecanismos de defensa que se utilizan para luchar contra los herbivoros, las
plagas y patdgenos. Aunque los investigadores saben que este rasgo es comun
en muchas plantas todavia es dificil determinar el papel exacto de cada metabolito
secundario debido a la amplia naturaleza quimica a la que pertenecen. Los
metabolitos secundarios mas comunes son: Alcaloides, compuestos polifenoles y
terpenoides (Russo, 2011; Burt, 2004; Zavaleta, 2000).

2.3.1 Alcaloides

Los alcaloides son compuestos organicos de origen natural y nitrogenado que son
derivados generalmente de aminoacidos y tienen caracter basico con propiedades
farmacoldgicas importantes a dosis bajas y que responden a reacciones comunes
de precipitacion, ademas desersustancias presentes en todos los organos de la
planta, pueden encontrarse mayoritariamente en hojas (cocaina, nicotina,
pilocarpina), en flores (escopolamina, atropina) y en frutos (alcaloides del opio,

peletiarina, coniina) (Evans, 2000).
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Los alcaloides se encuentran principalmente en las plantas y se estima la
existencia de méas de 3,000 moléculas diferentes, las cuales estan presentes en
mas de 4,000 especies de plantas. En general, una especie dada contiene sélo
unos pocos tipos de alcaloides, aunque tanto la adormidera (Papaver somniferum)
y el hongo del cornezuelo de centeno (Claviceps sp.) contienen cada uno cerca de
30 tipos diferentes (Evans, 2000; Paris y Hurabielle, 1981).

Ciertas familias de plantas son particularmente ricas en alcaloides, por ejemplo: La
Ranunculaceae (randnculos), Solanaceas (solanaceas), y Amaryllidaceae
(azucena) son otras familias prominentes que contienen un gran numero y
diversidad de alcaloides. Por el contrario, pocos alcaloides se han encontrado en
las especies animales, tal es el caso del castor nuevo mundo (Castor canadensis)

y ranas venenosas (Phyllobates spp.) (Evans, 2000).

Sirven como productos de defensa y debido a que en su mayoria estdn asociados
con &cidos organicos pueden servir como productos de almacenamiento del

nitrdgeno no metabolizado (Paris y Hurabielle, 1981).
2.3.2 Polifenoles

La materia viva contiene una gran cantidad de compuestos fendlicos, aunque muy
difundidos y de considerable importancia, resultado del metabolismo secundario
de las plantas que estan involucrados en diversos mecanismos de defensa a

patégenos y factores ambientales.

Los compuestos fendlicos o polifenoles son solubles en agua o en solventes
organicos, actualmente se conocen aproximadamente 8,000 moléculas diferentes
y se caracterizan por tener en su estructura uno o mas anillos bencénicos y por lo
menos un sustituyente hidroxilo; tienen una gran capacidad de reaccionar y en su
estructura pueden contener un acido organico o un azucar dando origen a acidos

fendlicos, flavonoides y antocianinas (Guerrero, 2013).

Los polifenoles se caracterizan por tener en su estructura uno o mas anillos

bencénicos y por lo menos un sustituyente hidroxilo; tienen una gran capacidad de
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reaccionar y en su estructura pueden contener un acido organico o un azucar
dando origen a &cidos fendlicos, flavonoides y antocianinas (Martinez-Valverde y
col., 2000).

2.3.3 Terpenos

Durante el siglo XIX, las obras y estudios quimicos realizados a la trementina
condujeron al nombre de "terpeno" y concluyeron a que estos compuestos se
encuentran con frecuencia en los aceites esenciales de plantas que contienen la
"Quinta essentia". En la actualidad se definen como un grupo de productos
naturales que incluyen todas aquellas sustancias quimicas que derivan
biosinteticamente del &cido mevaldnico y que origina el isopentenil pirofosfato
(Pala-Paul, 2002; Templeton, 1969).

2.3.3.1 Generalidades

A menudo son de olor fuerte, y por lo tanto pueden proteger a las plantas que los
producen, al disuadir a parasitos. Muchos terpenos son hidrocarburos aromaticos
y por lo tanto pueden haber tenido una funcion protectora (Degenhardt y col.,
2009). La diferencia entre terpenos y terpenoides es que terpenos son
hidrocarburos, mientras que terpenoides contienen grupos funcionales adicionales
debido por alguna modificacion quimica, tal como sucede en los procesos
oxidativos o de reorganizacion del esqueleto de carbono y adiciébn de algun
radical, algunos autores utilizan el término terpeno para incluir todos los

terpenoides (Gonzélez, 2014; Breitmaier, 2006).
2.3.3.2 Localizacién

La localizacién y acumulacion de compuestos de naturaleza terpenoide (Figura 2)
ocurre de forma general en células epidérmicas modificadas, aunque dependiendo
de la familia, género y especie también pueden acumularse en otras estructuras
como tallos, raices, flores y frutos; por ejemplo: en las hojas de albahaca,
eucalipto, etc., en las raices de azafran, jengibre, valeriana etc., en las flores de

arnica, lavanda, manzanilla, tomillo, etc., y en los frutos de cilantro, laurel, nuez
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moscada, perejil, pimienta, etc. (Russo, 2011; Degenhardt y col., 2009; Shiva,
2007, Burt, 2004).

A nivel microscépico las estructuras donde se localizan los terpenoides estan
constituidas por una ceélula basal localizada en la epidermis y una célula
peduncular sobre la que se sitian las células secretoras, protegidas por una
cuticula globosa en cuyo interior se acumula el aceite esencial (Burt, 2004; Lahlou,
2004).
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Figura 2. Células glandulares con aceite esencial.

2.3.3.3 Estructura

Los terpenos se derivan a partir de unidades de isopreno, que tiene la formula
molecular CsHs (Figura 3). Las férmulas moleculares basicas de terpenos son
multiplos de (CsHs)n, donde n es el numero de unidades de isopreno enlazadas.
Esto se conoce como la regla de isopreno o la regla Cs. Las unidades de isopreno
pueden ser unidos entre si "cabeza con cola" para formar cadenas lineales o

pueden estar dispuestos para formar anillos. Por lo anterior se puede considerar la
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unidad de isopreno como uno de los bloques de construccion comunes de la

naturaleza (Breitmaier, 2006; Voirin y col., 1990; Templeton, 1969).

CH,

I
CH,=C —CH =CH,

Figura 3. Isopreno.

2.3.3.4 Biosintesis

El isopreno en si no sufre el proceso de construccion, pero las formas activas de
pirofosfato isopentenil (IPP o también isopentenildifosfato) y dimetilalil pirofosfato
(DMAPP o también dimetilalildifosfato), son los componentes de la ruta de
biosintesis (Breitmaier, 2006). El IPP se forma a partir de acetil-CoA a través de la
intermediacion de &cido mevalonico en la via de la reductasa de la HMG-CoA
reductasa (Figura 4). Una alternativa, sin relacion alguna con la via de la
biosintesis de IPP es conocido en algunos grupos de bacterias y plastidos de las
plantas, el llamado-MEP (2-metil-D-eritritol-4-fosfato)-via, que se inicia a partir de
C5-azlcares. En ambas vias, IPP se isomeriza a DMAPP por el pirofosfato de la
enzima isomerasaisopentenilo (Russo, 2011; Breitmaier, 2006; Soheil y Rodney,
2003).
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Figura 4. Biosintesis de terpenoides.
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2.3.3.5 Clasificacion

Los terpenos se clasifican de acuerdo a la cantidad de unidades isoprénicas que
contengan es su molécula, de esta forma los compuestos con un solo isopreno
son los hemiterpenos (Cs), monoterpenos los de dos unidades isoprénicas (C10),
sesquiterpenos los de tres unidades (Cis) y asi sucesivamente (Tabla 2)
(Degenhardt y col., 2009; Breitmaier, 2006).

Tabla 2. Clasificacion de los terpenos.

Nombre genérico  No. unidades de isopreno  No. atomos de carbono

Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40
Politerpenos 5n N

Ademas cada uno de estos grupos se puede subdividir con base a sus
caracteristicas estructurales o la importancia del grupo funcional principal. Por
ejemplo, pueden ser de estructura regular, irregular, aciclicos, monociclicos y
biciclicos (Figura 5) (Breitmaier, 2006; Voirin y col., 1990).
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Figura 5. Estructuras de terpenoides.

2.3.3.6 Separacion

La mayoria de los compuestos en mezcla (incluidos los terpenoides) cuando se
pueden separar mediante uso de alguna técnica cromatografica, por lo cual a la
cromatografia se le define como la separacion de una mezcla de dos o mas
compuestos por distribucion entre dos fases, una de las cuales es estacionaria y la
otra una fase mavil. Varios tipos de cromatografia son posibles, dependiendo de la

naturaleza de las dos fases involucradas (Skoog y Leary, 1994).

Todas las técnicas cromatograficas dependen de la distribucion de los
componentes de la mezcla entre dos fases inmiscibles: una fase movil, llamada
también activa, que transporta las sustancias que se separan y que progresa en
relacion con la otra, denominada fase estacionaria. La fase movil puede ser un
liquido o un gas y la estacionaria puede ser un solido o un liquido. Todos los
sélidos finalmente pulverizados tienen el poder de adsorber en mayor o menor
grado otras sustancias sobre su superficie; y, similarmente’ todas las sustancias
pueden ser adsorbidas, unas con mas facilidad que otras. Este fenobmeno de
adsorcion selectiva es el principio fundamental de la cromatografia (Nielssen,
2003).
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2.3.3.7 ldentificacion y cuantificacion

La cromatografia de gases-masas es una técnica que combina la capacidad de
separacion que presenta la cromatografia de gases con la sensibilidad vy
capacidad selectiva del detector de masas. Esta combinacion permite identificar y
cuantificar compuestos trazas en mezclas complejas con un alto grado de

efectividad (Valcarcel y Gomez, 1994).

Para cuantificar el analito en la muestra se usa la masa de cada compuesto por su
espectrometria y posteriormente se corrobora con bibliotecas previamente
establecidas en donde se compara el grado de similitud de los compuestos ya
identificados con el de la muestra que se analiza (Nielssen, 2003).

2.3.3.8 Usos

Los terpenos juegan un papel importante como fragancias en perfumeria, como
constituyentes de sabores para condimentar los alimentos, alternativa de control
de algunos insectos ya que atraen por sus aromas Yy a pesar de la tecnologia
existente en la quimica orgénica para la sintesis de un nuevos medicamentos, los
terpenos, sirven como fuente de materia prima para el descubrimiento de
medicamentos innovadores, debido a que la diversidad quimica de los terpenos es
muy adecuada para proporcionar el esqueleto para futuras moléculas(Russo,
2011).

Por lo tanto, en un intento de mejorar el perfil de eficacia y seguridad de nuevas
moléculas, la relacidon estructura-actividad que favorece a los terpenos y
terpenoides han marcado una nueva tendencia hacia el desarrollo de moléculas
gue se puedan aplicar en diversas areas pero con la ventaja de provenir de
productos naturales que no afecten al ambiente ni al humano (Gonzalez, 2014,
Breitmaier, 2006; Voirin y col., 1990; Templeton, 1969).

2.4 Caracterizacion de frutos

Desde tiempos remotos se ha intentado conocer mas acerca de las sustancias que

conforman los alimentos, primero por métodos rudimentarios que aportaban la
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informacion basica acerca de sus componentes y después con el desarrollo de técnicas
mucho mas sofisticadas, capaces de detectar y cuantificar sustancias en cantidades
muy pequefias, ademas desde el punto de vista quimico, los alimentos son tan
complejos, que de algunos aun se desconoce su composicion completa. Agua,
proteinas, carbohidratos, lipidos, minerales, vitaminas, pigmentos y aromas, pero
también otras muchas sustancias, proporcionan al alimento sus caracteristicas

especiales de color, sabor, olor y textura (Franco y col., 2008).

El fruto del mamuyo ha sido consumido Unica y exclusivamente por los habitantes de
las zonas donde desarrolla, sin que sea explotado comercialmente; aunado a esto y
con la informacion que reporta a Styrax ramirezzi con los Unicos frutos comestibles
producidos por las especies que se incluyen en el género Styrax, es fundamental su

caracterizacion y analisis (Guerrero, 2013).

Segun las pruebas a realizar la caracterizacion de frutos se puede dividir en varias
areas, siendo las pruebas fisicoquimicas y bromatolégicas las mas comunes y

confiables.

2.4.1 Andlisis fisicoquimicos y bromatolégicos

Los andlisis fisicoquimicos y bromatoldgicos de las frutas son fundamentales, ya
que por medio de estos es posible conocer las diferentes caracteristicas
nutrimentales de manera cuantitativa (Franco y col., 2008). Segun la FAO (2011)

los analisis mas comunes, importantes y basicos que se realizan en frutas son:

Peso: el objetivo es determinar fuerza gravitatoria que acttia sobre el fruto.

» Tamafo: se realiza para determinar las dimensiones delos frutos,
tradicionalmente se calcula de forma ecuatorial y vertical.

= Volumen: es el célculo de las tres dimensiones ocupadas por el fruto.

» Densidad: es una magnitud escalar referida a la cantidad del fruto que

ocupa un determinado volumen.
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Color: con los avances tecnolégicos se ha desarrollado instrumental para la
medicion cuantitativa del color en frutos, con lo cual se ha podido relacionar
el grado de madurez con el color que presenta el fruto.

Porcentaje de semilla: se calcula a partir del peso inicial de fruto y tiene
como objetivo conocer la proporcion de las partes que componen al fruto.
Acidez titulable: se determina con el fin de conocer el porcentaje de acidez
de la fruta, el cual se expresa segun el acido predominante en las fruta,
pues todas las frutas no contienen los mismos acidos.

Grados °Brix: los grados °Brix de la pulpa se toman con el refractometro.
esta medicion se realiza con el fin de conocer los sélidos solubles presentes
en la pulpa de fruta.

pH: se realiza mediante la toma de pH de la fruta para conocer si es acido,
basico o neutro.

indice de madurez: se puede determinar de distintas formas, con el fin de
saber el grado de madurez en el que se encuentra la fruta, generalmente se
utiliza el penetrometro, o en otro caso por medio de cartas de colores segun
el tipo de fruta.

Humedad: se determina con el fin de saber la cantidad de agua presente en
la fruto.

Proteina: existen diversas metodologias para calcular el contenido de
proteina, las cuales se basan en la descomposicién de los compuestos de
nitrégeno orgénico por ebullicion con &cido sulfarico.

Extracto etéreo (lipidos): el método Soxhlet es el mas utilizado para la
cuantificar el contenido de grasa en frutos, ya que costa de un sistema de
extraccién ciclica de los componentes solubles en éter que se encuentran
en el fruto.

Carbohidratos: la determinacion de carbohidratos se puede lograr por
diversas técnicas que son directas o indirectas, ademas de relacionar
mediante reacciones quimicas con indicadores (ejemplo: lugol) la presencia

de ciertos monosacéridos y disacaridos que contenga una fruta.
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Ademas existe en un nivel mas especifico la determinaciéon de moléculas de
naturaleza lipidica, proteica etc. (Franco y col., 2008), asi como sus respectivas

concentraciones.
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l1l. JUSTIFICACION

El desequilibrio del medio ambiente, el deterioro a la salud humana y el
surgimiento de microorganismos fitopatbgenos mas agresivos y resistentes a
plaguicidas de sintesis quimica, ha llevado a la necesidad de buscar alternativas
menos agresivas con el ambiente y sin peligro para el humano. Una de estas
alternativas es el uso de extractos de plantas silvestres con compuestos de
naturaleza terpenica que actiien como reguladores del desarrollo y crecimiento de
los microorganismos. El analisis de compuestos terpenicos es una importante area
de investigacion cientifica, debido a su demostrada capacidad para prevenir,
controlar e inhibir el desarrollo de organismos perjudiciales a diversos cultivos
agricolas, por otra parte existen miles de estos compuestos terpenicos contenidos
en los vegetales, cuyo valor se puede ver influido en cierto grado por la presencia
de altas concentraciones, imprimiéndole un caracter medicinal, insecticida,
bactericida o antifingico, asiendo altamente atractivo el estudio de plantas

silvestres.

Michoacan cuenta con una gran diversidad vegetal tanto silvestre como cultivada
gue ha sido poco explorada para la caracterizacion de productos del metabolismo
secundario y su potencial biolégico, por lo cual, el Mamuyo o Styrax ramirezii
representa una oportunidad Unica para analizar los compuestos y actividad
biolégica contra patdgenos de cultivos de importancia agricola, que ademas es la
Unica especie que produce frutos comestibles del género Styrax, lo cual es dar un
importante paso hacia el valor ecolégico, econémico y agricola de esta especie sin

reportes previos.
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar la actividad antimicrobiana de extractos de Styrax ramirezii Greenm

contra patdégenos de cultivos agricolas.

4.2 Objetivos especificos

. Estandarizar un protocolo de extraccion de terpenoides en GOrganos

vegetales (fruto, hoja y tallo) de S. ramirezii.

. Evaluar la probable actividad biol6gica de los compuestos terpenoides

extraidos de fruto, hoja y tallo.

. Analizar los extractos crudos por técnicas cromatograficas vy

espectroscopicas para la identificacion y cuantificacion de sus compuestos.

. Medir los parametros fisicoquimicos de frutos maduros de Styrax ramirezii

gue describan de forma general sus caracteristicas.

4.3 Hipotesis

Los extractos con compuestos terpenoides de frutos, tallos y hojas de Styrax
ramirezii tienen actividad antimicrobiana contra al menos uno de los

microorganismos seleccionados.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Esquema general de trabajo

En la Figura 6 se muestra de manera generalizada el procedimiento para realizar
las evaluaciones de los compuestos presentes en Styrax ramirezii, asi como las

determinaciones fisicoquimicas del fruto.

Colecta de Styrax

ramirezii

Analisis i6n d ion d

fisicoquimico del Extraccion de Propagacion de
fruto, hoja y tallo S. ramirezii
fruto

Analisis Bioensayos con Bioensayos con
fisicoquimico de microorganismos microorganismos

la semilla en invernadero in vitro

Fraccionamiento Identificacion de Cuantificacion de
de extractos compuestos compuestos

Figura 6. Esquema general de trabajo.

5.2 Material biologico

Los materiales biolégicos utilizados en este trabajo fueron previamente identificado
como es el caso de Styrax ramirezii que A partir de las muestras de plantas
llevadas al Instituto de Ecologia A.C. en Patzcuaro se corroboro la identidad de las
muestra con las del herbario por el Dr. Sergio Zamudio Ruiz y en el caso de los
microorganismos ya identificados pertenecen a muestras del cepario del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV Unidad Irapuato) y los aislados

fueron obtenidos en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agrobiologia,
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los cuales pertenecen a trabajos de investigacion que posteriormente seran

secuenciados.
5.2.1 Seleccion y colecta del material vegetal

Para la localizacion de los distintos sitios de poblaciones de materiales de
mamuyo, se recurrid a la revision de trabajos previos generados por el Laboratorio
de Bromatologia, asi como el conocimiento de localizacion de arboles de los

pobladores.

Una vez identificados los sitios, se realiz6 la colecta de frutos, tallos y hojas en
época de fructificacién (con el propdsito de uniformizar la época de colecta de los
organos vegetales a utilizar), los cuales fueron a simple observacion libres de
potenciales patdgenos y solo se colectd material vegetal de arboles entre 1 — 2 m
de altura de los cuatro puntos cardinales y de la zona alnta, media y baja del
follaje, el material colectado se transportd manteniéndolo a una temperatura de 6 —

9 °C hasta el Laboratorio de Bromatologia.

5.2.2 Microorganismos para la realizacion de bioensayos

Los materiales bioldgicos utilizados para la determinacion de la bioactividad de los
extractos de S. ramirezii son Pseudomonas sp. (Gram -), Pantoea stewartii (Gram
-), Aislado de aguacate 26 (Gram -) y Aislado de aguacate 34 (Gram -) para la
actividad antibacteriana, y Rhizoctonia sp., Colletotrichum glosporoides,
Colletotrichum acutatum, el oomicete Phytophthora cinnamomi y tres aislados de
Armillaria spp. (ZC4: zona Corupo 4; ZC5: zona Corupo 5 y SNJ: San Juan Nuevo)
para la actividad antifingica, todos ellos fitopatégenos de importancia en la zona

agricola del estado de Michoacan y con un amplio rango de hospedaros.
5.2.2.1 Mantenimiento de los microorganismos

Para el mantenimiento de los microorganismos se utilizaron medios basicos
recomendados para bacterias y hongos (Caldo Nutritivo (CN) y Papa-Dextrosa-

Agar (PDA) respectivamente) e incubadoras con temperatura controlada (37 °C
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para bacterias y 25 °C para hongos y el oomicete), ademas las cepas y aislados
originales se mantuvieron a 4 °C y se reactivaban cuando se utilizaban con 48 h
de anticipacion mediante subcultivos sobre medio nuevo (Sanchez y Corrales,
2005).

5.3 Preparacion del material vegetal para la extraccion

Una vez realizada la colecta en época de fructificacion y con el material vegetal
fresco, se cortaron frutos y hojas con el uso de tijeras y se disminuyé el tamafio
con ayuda de un mortero de porcelana y pistilo, en el caso de los tallos se cortaron
en segmentos de aproximadamente 0.5 cm de longitud, para finalmente
someterlos a los distintos procesos de extraccion.

5.4 Obtencién de extractos crudos (EC)

Para la obtencién de los extractos se emplearon: a) n-hexano (baja polaridad) y b)
cloroformo (polaridad intermedia). De esta manera, se extrajeron moléculas o
grupos de moléculas a fines a cada polaridad, por ejemplo, con n-hexano se
extraen terpenos de bajo peso molecular y con cloroformo terpenos de peso
molecular intermedio. Ademas se utilizaron dos métodos de extraccién distintos,

los cuales se describen a continuacion.
Extraccion por maceracion

Para el establecimiento de esta metodologia se maceraron 100 g del material
vegetal a utilizar en un volumen de un litro de solvente por un periodo de 5 dias a
4 °C. En el material vegetal se eliminaron los contaminantes y/o dafios que
tuvieran para posteriormente ser pesadas y divididas en dos partes. Una parte de
la muestra se seco en la estufa a 80 °C para obtener su peso seco. La otra parte
de la muestra se moli0 exhaustivamente en un mortero. Posteriormente
transcurridos los 5 dias, los extractos se filtraron utilizando papel filtro Whatman
no. 4 en un sistema de embudo acoplado a bomba de vacio, posteriormente se
concentraron en un rotavapor (Heildolph 2000) a 48 y 41 °C para el caso del n-

hexano y cloroformo respectivamente, finalmente los extractos crudos (E.C.) se
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suspendieron en una solucion de dimetil sulfoxido (DMSO) y agua destilada 1:10
v/iv. Los E.C. se almacenaron en refrigeracion a 4 °C hasta su utilizacion. Las

extracciones se realizaron por triplicado para cada érgano vegetal.
Extraccion con aparato Soxhlet

Para la obtencion de extractos se utilizd el aparato Soxhlet realizando una
extraccion por separado para cada solvente y en forma general el proceso
consistié en utilizar por separado 8 g de cada material vegetal fresco dentro de un
recipiente elaborado con papel filtro Whatman no. 4 que se introdujo en un dedal
de celulosa. La extraccion se realizdé con 80 mL de n-hexano o clororformo segun
cada caso, el cual se mantuvo en ebullicion por 6 horas. Los E.C. obtenidos fueron
concentrados y almacenados bajo las condiciones descritas en el apartado

anterior.
5.5 Bioensayos con microorganismos in vitro

Los protocolos seguidos en esta investigacion son los establecidos en el
Laboratorio de Bromatologia de la Facultad de Agrobiologia y constan de las

siguientes etapas:
5.5.1 Actividad antibacteriana

Para conocer la actividad antibacteriana de los extractos crudos se realizaron
diluciones seriales y su respectiva siembra en placa para determinar las unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), lo cual permiti6 conocer por

diferencia el porcentaje de inhibicién de cada uno de los extractos.
Cinéticas de crecimiento de bacterias empleadas en bioensayos

Para la realizacion de los bioensayos fue fundamental determinar la velocidad de
crecimiento para la preparacion del inoculo que se utilizaria, asi como para
establecer el tiempo de medicidon del halo de inhibicién de los disco en las cajas de
Petri. Para ello, se realizaron cinéticas de crecimiento bajo las siguientes

condiciones: incubacioén a 37 °C, agitacién a 150 rpm, medicién de pH y densidad
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optica (D.O.) del medio a las 0, 0.5, 1 y 1.5 horas para posteriormente cada 2
horas hasta un tiempo total de 30 horas. La D.O. fue determinada en un
espectrofotometro UV-Vis a 540 nm y se tomd como blanco de referencia y control
el medio Papa-Dextrosa (medio donde se incubo la bacteria), ademas se
realizaron siembras en placas con medio Mueller-Hinton con 100 pL provenientes

de las distintas disoluciones seriales para determinar las UFC/mL.

Por otro lado se relacion6 la D.O. con las UFC/mL obtenidas en el conteo por
placa, con lo cual se pudo conocer la cantidad aproximada de bacterias en cada

una de las diferentes etapas de su crecimiento.
Preparacion del inéculo

En medio liquido papa-dextrosa se puso a crecer la bacteria a temperatura
ambiente con agitacion a 150 rpm el tiempo necesario para alcanzar una densidad
Optica de 0.7, la cual corresponde a una poblacién de bacteriana de 1.58 x 107
UFC/mL para Pseudomonas sp., 1.39 x 108 UFC/mL para Pantoea stewartii, 1.48
x 108 UFC/mL para el aislado de aguacate 26 (AA26) y 1.54 x 108 UFC/mL para el
aislado de aguacate 34 (AA34). El tiempo en el que se alcanza la densidad 6ptica
antes sefalada fue de 18 horas para todas las bacterias evaluadas, de tal motivo
se establecid el tiempo de incubacion (18 horas) para los bioensayos de actividad

antimicrobiana.
Preparacion de los tratamientos

Para la preparacion de los tratamientos se utilizaron los extractos crudos de hoja
tallo y fruto resuspendidos en dimetilsulfoxido por separado y para el control
positivo se emplearon antibiéticos especificos para cada microorganismo
(Pseudomonas sp. con Amikacina 30 pug/mL, Pantoea stwartii y el aisalado de
aguacate 26 con Gentamicina 10 pg/mL y el aislado de aguacate 34 con
Trimetoprima y Sulfametoxazol 8 mg - 40 mg/mL respectivamente) antibibticos
que fueron determinados con la previa elaboracion de pruebas in vitro con
multidiscos. La descripcion de los controles y tratamientos establecidos en los

bioensayos antimicrobianos se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Tratamientos y controles evaluados en actividad antibacteriana

Tratamiento/control Descripcion

Control negativo 5 % DMSO-H20 v/v

Control positivo Antibidtico (5 % DMSO-H20 v/v)
Extracto 1 100 pg de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 2 200 pg de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 3 400 ug de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 4 600 pg de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 5 800 ug de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)

*Extracto crudo proveniente de hoja, tallo y fruto por separado.
5.5.2 Actividad antifungica

La actividad antifungica se determino con el uso de discos de papel filtro Whatman
# 4 de 7 mm de didmetro, los cuales fueron esterilizados para ser impregnados
con los tratamientos y/o controles correspondientes y se incubaron las cajas de
petri en un intervalo de 22 a 27 °C hasta que la caja se llenara completamente en
el control negativo (medio e inoculo) en PDA y se registro el crecimiento de micelio
para calcular el diametro del halo de inhibicién de Rhizoctonia sp., Phytophthora
cinnamomi, Colletotrichum glosporoides, Colletotrichum acutatum, y los tres
aislados de Armillaria spp. (ZC4, ZC5 y SNJ). Los bioensayos con hongos se

realizaron con cuatriplicado para cada una de las concentraciones.
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Célculo de halos de inhibicién

Los halos de inhibicion de los tratamientos se midieron con un Vernier, la lectura
de los halos de inhibicion de la actividad antifungica se determiné mediante la

siguiente formula:

Dénde:
C = tamafio del halo de inhibicién
A = tamafo del disco + halo

B = tamano del disco

Una vez realizado el bioensayo se determiné el porcentaje de inhibicion para cada

tratamiento utilizando la siguiente férmula:

(100)(dm)

% inhibicion = 3
C

Doénde:
dm = promedio del halo de inhibicion

dc = promedio diametro del halo del control negativo
Preparacion de los tratamientos

Al igual que en los bioensayos antibacterianos se utilizaron los extractos crudos de
hoja tallo y fruto resuspendidos en dimetilsulfoxido por separado y para el control
positivo se emplearon fungicidas especificos para cada microorganismo
(Rhizoctonia sp. con benomil (2 mg/mL), Phytophthora cinnamomi con metalaxil (5
mg/mL), Colletotrichum gloesporioides y Colletotrichum acutatum con
azoxystrobin (2 mg/mL) y los tres aislados de Armillaria spp. con ciproconazol (2
mg/mL), fungicidas que fueron determinados con la previa elaboracion de pruebas
in vitro con discos de papel filtro impregnados con diferentes fungicidas a distintas
concentraciones. La descripcion de los controles y tratamientos establecidos en

los bioensayos antifungicos se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Tratamientos y controles evaluados en la actividad antifingica

Tratamiento/control Descripcion

Control negativo 5 % DMSO-H20 v/v

Control positivo Fungicida (5 % DMSO-H20 v/v)
Extracto 1 100 pg de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 2 400 pg de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 3 800 ug de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 4 1600 pg de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 5 2400 ug de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 6 3200 ug de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 7 4000 ug de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)

*Extracto crudo proveniente de hoja, tallo y fruto por separado.
5.6 Bioensayos con microorganismos en invernadero

Posteriormente y con base en los resultados del experimento in vitro se realizaron
bioensayos para confirmar y complementar la inhibicion de fitopatégenos en
plantas modelo a nivel de invernadero, el cual se ubica en las instalaciones de la
Facultad de Agrobiologia y se realiz6 en una superficie de 5 x 6 m y cuenta con

maya antiafidos y cubierta de plastico en el suelo.
5.6.1 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana en invernadero se realizo mediante el empleo de dos
plantas modelo como son: Calabacita (Cucurbita pepo L. var. grey zucchini) y
Pepino (Cucumis sativa L. var. Americana) seleccionadas por su rapido
crecimiento y acelerado metabolismo en comparaciéon con los arboles frutales y
s6lo se utilizaron extractos hexanicos de hoja macerada contra la bacteria aislada

de aguacate 26.
Preparacion de plantas modelo

La semillas utilizadas de las plantas fueron provenientes de paquetes de marca

registrada y obtenidas en viveros. Tanto la calabacita como el pepino se
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germinaron en charolas de 88 orificios de 45 mL en Peat Moss como sustrato
previamente esterilizado en autoclave, posteriormente y cuando tenian 3 hojas
verdaderas fueron transplantadas a bolsas negras de 35 x 45 cm con tierra de
pino y encino (1:1 v/v) la cual fue previamente tratada con cobre y azufre para
eliminar patdogenos que pudiera haber contenido. Se aplicaron riegos cada 48 h a
capacidad de campo y se fertilizé cada planta con 4 g de Urea a los 15 y 30 dias
de transplante de calabacita y pepino respectivamente (Figura 7).

Figura 7. Preparacion de la calabacita para el bioensayo. a: invernadero; b: charola de

germinacion; c: trasplante de plantula en vasos; d: trasplante de plantula en bolsa; e: vista general

de las plantas; f: inoculacidn con jeringa de plantas.

Preparacion del in6culo

El inoculo para la infeccién con el aislado de aguacate 26 (AA26) de las plantas se
puso a crecer la bacteria a temperatura ambiente en medio liquido papa-dextrosa
y en agitacion a 150 rpm el tiempo necesario para alcanzar una densidad éptica
de 0.6, la cual corresponde a una poblacion de bacteriana de 1.48 x 108 UFC/mL,
el tiempo en el que se alcanza la densidad Optica antes sefialada fue de 20 horas.
La inoculacion se realiz6 30 (calabacita) y 45 (pepino) dias después del
transplante con la inyeccion de 30 pL de inoculo de 4 hojas en su zona basal con

aguja de insulina.
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Preparacion de los tratamientos

La preparacion de los tratamientos fue en funcién de las dosis que tuvieron
inhibicion del extracto n-hexanico de hoja macerada en las pruebas in vitro contra
el aislado AA26 con su respectivo control negativo y positivo como se muestra en
la Tabla 5. Los tratamientos y controles se aplicaron un dia después de la
aparicion del primer sintoma en la hoja (3 dias para calabacita y 5 dias para
pepino después de la respectiva inoculacion), ademas cabe sefialar que se midié
el efecto cada 48 horas durante 10 dias y se utilizaron 6 plantas con 4 hojas
inoculadas cada una a las cuales se les inyectaron con aguja de insulina 1 mL de

cada tratamiento o control segun fuese el caso.

Tabla 5. Tratamientos y controles evaluados en el invernadero

Tratamiento/control Descripcion
Control negativo 5 % DMSO-H20 v/v
Control positivo Gentamicina 10 pg/mL (5 % DMSO-H20 v/v)
Extracto 1 200 pg de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 2 400 ug de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 3 600 pg de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)
Extracto 4 800 pg de extracto crudo*/mL (5 % de DMSO-H20 v/v)

*Extracto crudo n-hexanico proveniente s6lo de hoja macerada.
5.7 Preparacion de muestra para cromatografia (CG-EM)

Las Unicas muestras analizadas por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas fueron las que presentaron mayor bioactividad al inhibir
a fitopatdgenos en la etapa in vitro y en invernadero, a las muestras vegetales
primeramente se les eliminaron contaminantes y/o dafios que tenian las hojas
frescas para posteriormente ser pesadas y divididas en dos partes. Una parte de
la muestra se seco en la estufa a 80 °C dentro de un sobre de papel para obtener
Su peso seco. La otra parte de la muestra se molié exhaustivamente en un mortero
con arena neutra agregandole poco a poco 100 mL de hexano grado reactivo. A

cada muestra se le adicion6 1 mL de una solucion de tetradecano a 1 mg/mL (1:1
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p/v), antes de empezar a moler la muestra. Este extracto se filtr6 con papel
Whatman no. 1, el cual que contenia 2.5 g de sulfato de magnesio anhidro grado
reactivo. Finalmente este extracto n-hexanico se concentré a 0.2 mL, bajo una

corriente de nitrdgeno gaseoso.
5.8 Metodologia para la identificacion y cuantificacion de compuestos

La identificacion y cuantificacion de compuestos en los extractos que presentaron
bioactividad se llevo a cabo mediante cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (CG-EM), en donde se inyect6 1 yL en un cromatografo
de gases Agilent (HP6890) equipado con un detector de masas (HP5973). El
cromatdgrafo se operd usando helio como gas acarreador (7.48 psi) con un flujo
de 1mL/min, inyeccidén con divisiéon de flujo (split 60.3:1) a una temperatura de
250°C, en una columna capilar de polaridad intermedia (HP-5MS, 30 m x 20 mm X
20 m), con el siguiente programa de temperatura en el horno: una rampa inicial de
50-200 °C a 20 °C/min, seguida de otra rampa de 200-280 °C a 15 °C/min y por
altimo una de 280-300 °C a 20 °C/min. El espectrometro de masas se opero en
modo de ionizacion eléctrica (El), con flujo de 1 mL/min, voltaje de ionizacion a 70
eV, temperatura de la interfase a 280 °C y en modo SCAN con un rango de masas
de 50-550 m/z.

Analisis cualitativo

Los componentes volatiles de S. ramirezii se identificaron por comparacién de
espectros con los espectros de masas de la Biblioteca National Institute of
Standars and Technology (NIST 05), aceptando la identificacibn de compuestos

puros con mas del 90 % de concordancia.
Analisis cuantitativo.

Para calcular las concentraciones relativas de cada compuesto se eliminaron
concentraciones de impurezas identificadas y de compuestos no resueltos.
Posteriormente se sumaron todas las concentraciones de los compuestos de

interés para calcular su porcentaje con respecto al total con la siguiente formula:
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% Concentracion relativa = Concentraciéon compuesto X 100

Concentracion de todos los compuestos

5.9 Metodologia para el fraccionamiento de los extractos crudos

Para el fraccionamiento de los compuestos se emple6é la cromatografia en
columna (CC) con grl de silice 60, Sigma en una columna de 55 cm x 2 cm sin
robinete y con un reservorio de 200 mL, ademas d adapté un trozo de algodén en
su base y se transfirio un volumen de fase movil (mezcla de n-hexano y cloroformo
4:1 (v/v) y 90 g de silica como soporte sdlido. La silica fue previamente disuelta en
350 mL de la mezcla de n-hexano y cloroformo 4:1 (v/v) hasta obtener una mezcla
homogénea y densa, esto con el fin de facilitar y tener el “empaco” uniforme de la

columna.

El fraccionamiento de los extractos en la columna se realizd bajo el procedimiento
de diferentes mezclas de n-hexanos y cloroformo como eluyentes (5:0, 4:1, 3:2,
2:3 y 1:4 todos v/v) con dos volumenes muertos (uno al inicio y otro al final) y un
volumen por cada mezcla de eluyentes. Finalment5e se almacenaron en frascos
de vidrio a 4 °C hasta su aplicaciébn en los bioensayos contra el aislado de
aguacate 26 (AA26).

5.10 Andlisis fisicoquimicos del fruto

El andlisis fisicoquimico del fruto (drupa) del mamuyo se realiz6 mediante
protocolos previamente establecidos por la Asociacion de las Comunidades
Analiticas (AOAC) y las Normas Mexicanas (NMX) para alimentos, que segun sea
el caso se hicieron ligeras modificacibn que se mencionan en los siguientes

apartados.

En las determinaciones fisicoquimicos se utilizd un estado de madurez del fruto, el
cual fue determinado por las caracteristicas de consumo de los pobladores que

habitan la region donde se colectd (madurez de consumo) y adicionalmente se
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realizd una escala de madurez con base a sus caracteristicas visuales. Los

parametros determinados, asi como sus respectivas metodologias son:
Peso

Para determinar el peso del fruto se utilizé una balanza analitica (marca Sartorious
modelo 210S), pesandose cada fruto de manera individual y expresando los
resultados en gramos como lo indica la NMX-FF-006. El parametro de peso se

determind en todos los estadios de maduracion propuestos.
Tamafo

El tamafio del fruto se evalué con un calibrador vernier digital (marca Truper), se
midio la fruta por su diametro ecuatorial y diametro longitudinal. Se obtuvo la
lectura en milimetros (mm) directamente en la escala del vernier segun lo
establecido en la Norma Mexicana NMX-FF-009-1982. El parametro de tamafio se

determind en todos los estadios de maduracién propuestos.
Volumen

El volumen se evalud con una probeta de 10 mL, en donde se insertaron los frutos
por separado, midiendo el desplazamiento del agua y tomando la lectura de la
probeta. En referencia que 1 mL mililitro es igual a 1 cm?, esto para expresar el

volumen del fruto en cms.
Densidad

Para la determinacion de la densidad del fruto de S. ramirezii se tom6 como
referencia el peso y volumen registrado anteriormente. Los valores fueron
expresados en g/cm?® y para calcular la densidad absoluta del fruto se aplico la

formula:
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Dénde:

d= densidad
m= masa

v= volumen

Para calcular la densidad relativa se tomo6 de referencia la densidad del agua (1

g/cm?3), en la siguiente féormula:

df

dr = dagua

Dénde:

dr = densidad relativa
df = densidad del fruto

dagua = densidad del agua

Porcentaje de semilla

En el porcentaje de semilla se utiliz6 una balanza analitica, se pesaron diferentes
frutos de mamuyo por separado y posteriormente se retiré la semilla a cada una
para pesarla, la diferencia entre las lecturas (peso con semilla y peso sin semilla)

nos permitié determinar el porcentaje de semilla.
Color

Para la medicién del color del epicarpio y pulpa del mamuyo se utilizé6 un
colorimetro de Reflectancia (Marca Lovibond con patron de calibracion blanco de
L* = 94.43, a* = -1.01, b* = 0.24) para obtener las coordenadas del sistema de
color CIE L*a*b* en donde L* representa la luminosidad con intervalo desde cero
para el negro y cien para el blanco, a* corresponde al tono de colores que varia
del verde para valores negativos al rojo para valores positivos y b* corresponde al

color azul para valores negativos y amarillo para valores positivos.
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La medicion se realizé en un punto al azar sobre 700 frutos, una vez determinados

los componentes L*a* y b* se calcularon los angulos Hue (°hue).
Firmeza

Para determinar la firmeza del fruto fue utilizado un Texturometro(marca TA.TX
plus Stable Micro Systems) con una sonda tipo plataforma (para resistencia a la
compresion), que se ajustaron los parametros: velocidad previa de 2.0, Trig. Frc
0.5 g, velocidad de prueba de 2.0, retencion de velocidad 1.0 mm, 1 ciclo y con
una distancia de compresion de 1.0 mm, seguido a esto se tomo lectura de la
cantidad de gramos fuerza (gf) necesarios para comprimir el fruto, los resultados
fueron convertidos a Newtons (N) para su interpretacion y analisis (1 gf = 0.0098
N).

Porcentaje de jugo

En el porcentaje de jugo se utilizaron 100 g de fruta que se introdujeron a un
mortero para retirar la semilla y obtener la pulpa de forma homogénea para
estrujar la pulpa y conseguir la mayor cantidad de jugo, finalmente el jugo
adquirido se vertié a un matraz de donde se tomo la lectura de la cantidad de jugo

obtenido.
Sélidos solubles

Los sélidos solubles totales determinan la concentracion de sacarosa por cada
100 mililitros y para determinar este parametrose utilizé un refractometro manual
(marca Atago con intervalo de 0 a 30 °Brix) y segun lo indicado por la Norma
Mexicana NMX-FF-015-1982 consisti6 en agregar de dos a tres gotas de pulpa

para colocar en el prisma del refractometro y tomar la lectura directamente.
pH

Se tomd lectura directamente del potenciometro (marca Oaklon previamente

calibrado con soluciones reguladoras de pH 4 y pH) en donde se midi6 la muestra
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(jugo proveniente de 10 g de frutos frescos), como lo indica la Norma Mexicana
NMX-F-317-S-1978.

Acidez titulable

Para la determinacién de acidez titulable se pes6 1 g de la pulpa y se diluy6é con
10 mL de agua destilada, y se adicionaron 3 gotas de solucion de fenoftaleina al 1
%, posteriormente se titul6 con NaOH al 0.1 N hasta obtener un color ligeramente
rosado persistente por 30 segundos, lo anterior basado en la Norma Mexicana
NMX-FF-011-1982, los mL gastados de la solucion tituladora se sometieron a la

siguiente formula:

(100)(N)(v)

m

% acidez =

Dénde:

v = volumen en centimetros cubicos de la solucion de NaOH gastada en la
determinacion.
N = normalidad de la solucion de NaOH.

m = masa en gramos de la muestra.

Finalmente se multiplico la acidez por la constante del acido citrico (0.064) para
obtener la acidez titulable.

Humedad

Segun lo indicado por la Norma Mexicana NMX-F-O83-S, la humedad se
determiné pesando una cantidad (10 g) de muestra molida y homogenizada de la
parte comestible del fruto del mamuyo y posteriormente las capsulas se colocaron

en el horno de aire forzado a una temperatura de 90 °C durante 75 minutos.

Después se transfirid la capsula a un desecador donde se dejo enfriar durante 30

minutos y finalmente se peso para aplicar la siguiente férmula:
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100)(m
% humedad = w

Dénde:

m = peso de la muestra seca

n = peso de la muestra humeda

Con esto y por diferencia de peso pudimos calcular la cantidad de materia seca

gue se encuentra en la parte comestible del fruto.

Ceniza

Para la determinacion de ceniza se siguidé el protocolo que sefiala la Norma
Mexicana NMX-F-066-S, la cual indica utilizar un crisol a peso constante y agregar
2 g de muestra sin humedad para analizarla, posteriormente colocamos el crisol
con la muestra en una parrilla y hasta quemarla lentamente hasta que ya no

desprenda humo.

Después se llevo el crisol a una mufla en donde se sometid a una temperatura de
600 °C durante 3 horas para efectuar la calcinacion completamente,
posteriormente se dejé enfriar en la mufla para transferir la muestra al desecador
para su completo enfriamiento y registrar el peso del crisol con cenizas, la

cantidad de ceniza se determiné aplicando la siguiente formula:

(100) (/i — n)
m

% ceniza =

Dénde:

i = peso del crisol con las cenizas
n = peso de crisol vacio
m = peso de la muestra
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Extracto etéreo

Para la determinacion de extracto etéreo o grasa bruta se utilizé 1 g de muestra
cubierta con un papel filtro, para colocarlo en un dedal de celulosa y
posteriormente se insertd en el aparato de Soxhlet. En la parte inferior se ajusto un
matraz con 200 mL de n-hexano (para calentarse a 100 — 110 °C) y se agrego
refrigerante para condensar los vapores del n-hexano, después de que se calentd

se regulo la temperatura de la parrilla para obtener 1 gota por segundo.

La extraccion se efectué durante 4 horas para posteriormente quitar el matraz y
retirar la muestra del dedal, para finalizar se evaporo el n-hexano del matraz hasta
obtener un peso constante y se pesO la muestra. Se realizaron los calculos
correspondientes para la determinacion de grasa como lo indica el protocolo de la
Norma Mexicana NMX-F-089-S-1978 y la formula fue la siguiente:

(100)(fi — n)
m

% extracto etéreo =

Dénde:

il = peso del matraz con grasa
n = peso del matraz sin grasa

m = peso de la muestra

Proteina

Para la determinacion de proteina se utilizo un Kjendhal automatizado, en donde
se utilizaron 20 mL de acido sulfdrico concentrado como digestor y una vez
terminado el proceso de reacciones se agregaron 5 gotas de solucion de tincion y
titular se titul6 con acido sulftrico al 0.5 N (viraje de color de verde al rojo),
registrando la cantidad de mililitros gastados. Finalmente se empleo la siguiente

férmula para calcular la cantidad de nitrégeno total en la muestra.
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(V, — V;) (N)(0.014) (100)
M

% Nitrogeno =

Dénde:

V2 = volumen del acido sulfarico gastados en la muestra
V1 = volumen del &acido sulfarico gastados en el blanco
N = normalidad de la solucién de &cido sulfurico

M = masa de la muestra en gramos

Una vez con el porcentaje de nitrogeno se determind la cantidad de proteina
multiplicando el nitrdgeno total por el factor indicado en la correlacion producto-

factor.
% Proteina = % de Nitrgeno X Factor (6.25)
Calorias

En la determinacion de calorias se empleo un calorimetro marca Dartz z400 con
base en los principios de transferencia de calor de los cuerpos cuando estan en
contacto, para lo cual la muestra deshidratada se dejé 5 minutos en agitacion,
después de este tiempo se capturaron datos de 30 en 30 segundos durante 5
minutos, posteriormente se inicio la ignicidon y se siguié capturando los datos, esto
en conteos de 10 en 10 segundo por 5 minutos pasado este tiempo se retomo la
lectura de 30 en 30 segundos durante otros 5 minutos. Posteriormente se
emplearon los datos para el calculo de la curva de combustion mediante la

siguiente ecuacion:

t=tc-ta-ri(b-a)-r2(c-b)
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Dénde:

a = tiempo de inicio de ignicidn (coccion)

b = tiempo (al 0,1 min.) cuando la temperatura alcanza 60 % del aumento total
¢ = tiempo al inicio del periodoconstante

ta = temperatura en el momento de ignicion (temperatura en “a”)

tc = temperatura en el tiempo de “c”

r =tasa en aumento durante los 5 minutos, periodo antes de ignicién

r. = tasa en aumento durante los 5 minutos, después del periodo de coccién

En donde el valor de b es:

b=y+[(yi-y)/ (x-x)] (tb - x)
Donde:
tb = temperatura alcanzada en el 60 % total del incremento
tb = (0.6(tc - ta)) + ta
y = tiempo anterior altiempo de tb
y1 = tiempo posterior al tiempo de tb

X = temperatura anterior a th

X1 = temperatura posterior a tb
Y finalmente se emplea la siguiente igualdad para el para el calculo del calor total
de combustion (Hg):

Hg=(tW -e1-e2-e3)/M = Calorias/g

Doénde:

t = incremento de la temperatura en °C
W = energia equivalente del calorimetro (Calorias/°C)

M = masa de la muestra en gramos
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es = correccion en calorias de calor de combustion (niquel cromo 45C10)

c3 = centimetros de alambre fusible que se consume durante ignicion

Vitamina C

La determinacion de vitamina C se efectué con ayuda de una solucién indicadora
(0.105 g de NaHCOs3 en 50 mL de agua destilada, a la cual se adiciono 2-6
diclorofenol-indofenol) y la una solucion extractora (acido metafosférico disuelto en
acido acético glacial), las cuales en ausencia de luz a la muestra centrifugada se
titulo hasta tener un viraje de color rosa. Los calculos se llevaron a cabo con la

siguiente formula:

L E\ (V
mg de vitamina C = (X — B) (F) (?)

Doénde:

X =mL de solucién de 2-6 diclorofenol-indofenol gastados por muestra
B = mL de solucion de 2-6 diclorofenol-indofenol extractora

F = mg de acido ascorbico equivalente a 1 mL

E = peso de muestra indicada

V = volumen indicado de muestra ensayada

5.11 Andlisis estadisticos

Para la actividad antimicrobiana tanto en la fase in vitro como en invernadero se
buscd encontrar la mayor inhibicién representada con el control positivo de los
antibiéticos y antifungicos utilizados y con los datos obtenidos se aplicé un analisis

estadistico paramétrico que tiene como formula el siguiente modelo matematico:

Yij = u + ai +Bi + (aB)ij + €ij
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Dénde:

Yij = valor del halo de inhibicidon en cada observacion
M = media general

ai = efecto del factor A (microorganismo)

Bj = efecto del factor B (extracto utilizado)

(ap)ij = efecto de la interaccion de los dos factores

€ij = efecto de error aleatorio

El analisis estadistico de los parametros fisicoquimicos evaluados se realiz
mediante la elaboracién de histogramas de frecuencias distribuidos en sus
respectivas categorias, de tal forma se pudo conocer de manera general el
comportamiento de la poblacion dentro de los distintos parametros con la ayuda
de la muestra representativa analizada. La determinaciéon del numero de

categorias se llevo acabo con la ecuacion de Sturges que es:
K =1+ 3.322(logwo(n))
Donde:

K = numero de categorias

n = tamafio de la poblacion o muestra
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Colecta del material vegetal

Carranza (1993) y Fritsch (1997) identificaron a Styrax ramirezii en Michoacan en
las zonas elevadas del noreste del estado, en este trabajo se localizé en la
comunidad de Sefialadero municipio de Hidalgo (Tabla 6), lugar en donde segun
Guerrero (2013) se identifico y corroboré la identidad de las muestra de Styrax
ramirezii con las muestras del herbario del Instituto de Ecologia A.C. en Péatzcuaro,

por el botanico Dr. Sergio Zamudio Ruiz.

Tabla 6. Ubicacioén del sitio de colecta

Municipio Hidalgo

Localidad Sefialadero
Altitud 2519 m.s.n.m.
Latitud N 19° 36" 21”

Longitud W 100° 38" 33.7

Las plantas de Styrax ramirezii localizadas en la comunidad de sefialadero, son
comunes y se encuentran en un area del bosque muy segmentada por el cambio
de uso de suelo, la extension del area en que se encuentran es amplia
(aproximadamente 40 ha). Entre sus principales caracteristicas se cuenta con que
el fruto no es completamente esférico al madurar y tiene pubescencia como lo

menciona Carranza (1993).

Por otro lado y contrario a los reportes (Carranza, 1993) la etapa de floracién y
fructificacion del ciclo 2014-2015 no coincidio, es decir, la floracion se registro en
los meses de agosto a diciembre y la fructificacion de diciembre a abril. Ademas
en el ciclo 2015-2016 se observé una disminucion en cuanto a la floracién y su
respectiva cantidad de frutos, lo cual puede indicar la presencia del fenomeno de
alternancia, lo cual crea una nueva linea de investigacion del mamuyo y sus
interacciones con los factores bidticos y abidticos del ecosistema donde se

encuentra.
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6.2 Extractos crudos (EC)

La inhibicién de los extractos crudos contra los microorganismos utilizados registro
en forma general diferencia minima significativa (p<0.05), tal es el caso al
comparar el efecto inhibitorio de los tres tejido vegetales utilizados (Figura 8),
siendo los extractos de hoja quienes tuvieron mayor (52.3 %) inhibicién en el
promedio general en comparacion con los extractos de tallo (42.0 %) y hoja (22.1
%), resultados que pueden indicar la diferencia de compuestos en los tejidos, esto
altimo coincide con los registros de Tayoub y col.(2006) quienes indican que las
hojas de Styrax officinalis tiene mayor compuestos volatiles que tallo y raiz
independientemente de la etapa fenoldgica. Por otro lado, una posible explicacion
acerca de la poca inhibicién del fruto en comparacion a los otros tejidos es la
presencia de antioxidantes de naturaleza polifendlica (Timmers y col., 2015), es
decir, probablemente el fruto es comestible por la poca presencia de compuestos
terpenoides (efecto inhibitorio) y la mayor presencia de polifenoles (efecto
antioxidante).
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Figura 8. Porcentajes de inhibicion registrados por hoja, tallo y fruto de S. ramirezii.
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En el caso del efecto inhibitorio de los extractos en funcién del solvente utilizado
(Figura 9) también se obtuvo diferencia minima significativa (p<0.05) siendo los
extractos n-hexanicos los que registraron mayores valores de inhibicién con un
promedio general de 47.8 % en comparacion con el 23.5 % registrados con los
extractos de cloroformo, resultados que se pueden atribuir segian Breitmaier
(2006) a que con solventes no polares se extraen compuestos volatiles (ej. pineno,
limoneno etc.), los cuales se ha demostrado tienen mayor efecto inhibitorio en
comparacion a los compuestos extraidos con un solvente medianamente polar
como lo es el cloroformo, con el cual se extraen compuestos de mayor peso
molecular (ej. diterpenos, triterpenos etc) con menor inhibicion que los volatiles,
con lo anterior se puede deducir que la mayor inhibicion en todos los bioensayos

(in vitro e in situ) se obtuvieron con los extractos n-hexanicos.
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Figura 9. Porcentajes de inhibicion registrados por los extractos crudos extraidos por n-hexano y

cloroformo.
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Por otro lado, el método de extraccién en el que se obtuvieron los valores
promedios en general mas altos de inhibicion fue la maceracion (43.2 %), mientras
que el sistema soxhlet fue en términos generales donde se registraron los valores
de inhibicion mas bajos (27.9 %) (Figura 10), resultados que se pueden atribuir
segun nuevamente Breitmaier (2006) a que la temperatura afecta a los
compuestos voléatiles, es decir, en el sistema soxhlet en donde se emplea la
temperatura para la extraccion se pudieron degradar o volatilizar los compuestos
susceptibles a temperaturas mayores de 50 °C, quedando sélo compuestos de
naturaleza lipidica de mayor peso molecular, con lo cual el extracto crudo no tenia
compuestos inhibitorios, en contra parte la maceracion en donde se mantuvieron
los extractos a 4 °C conservé los compuestos volatiles a los cuales se les atribuye
efecto inhibitorio que se registré en los bioensayos. La diferencia cualitativa en la
composicidon de los extractos en funcion de los métodos de extraccidn se muestra

en el apartado de resultados de la cromatografia de gases.
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Figura 10. Porcentajes de inhibicion registrados por los extractos crudos extraidos por el método

de maceracion y el sistema soxhlet.
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6.3 Bioensayos con microorganismos in vitro

En este apartado se muestran las figuras que muestran el porcentaje de inhibicion
contra los distintos fitopatdgenos mas destacadas de los bioensayos (aislado de
aguacate 26 y 34 con extractos n-hexanicos de hoja macerada), en la seccion de

Anexos se muestran las figuras y cuadros restantes.
6.3.1 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los extractos crudos de los distintos tejidos
vegetales contra el aislado de aguacate 26 (AA26) (Figura 11) fue en términos
generales la de mayores resultados, ya que el extracto de hoja macerada con n-
hexano registré el 94.1 % de inhibicidén respecto al control positivo, lo cual indica
que estadisticamente es lo mismo utilizar Gentamicina 10 pg/mL (control positivo)

gue 400 pg/mL de extracto de hoja de mamuyo.

Ademas los registros indican que el tejido vegetal con mayores valores de
inhibicion es la hoja (94.1, 68.1 y 55.3 % a concentraciones de 400, 600 y 800
pug/mL respectivamente) en comparacién de tallo y fruto, pero los tres tejidos
vegetales muestran tendencia de que su mayor inhibicion se registra en
concentraciones de 400 pug/mL y disminuye al aumentarse. En contraparte los
valores de la inhibicién de los extractos crudos de fruto se mantuvieron cercanos
al 40 % lo cual puede ser probable de que los compuestos en el fruto son estables

y/o existe saturacion en el medio a concentraciones mayores de 400 pg/mL.

Por todo lo anterior y debido a que estos resultados demuestran la susceptibilidad
del AA26 contra los extractos n-hexanicos de hoja macerada se eligi6 para ser
evaluado con las distintas fracciones y el bioensayo in situ en el invernadero

inoculado en calabacita y pepino
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion de los extractos crudos obtenidos con n-hexano por maceracion
contra el aislado de aguacate 26 (AA26) (Control positivo = gentamicina 10 pg/mL; Control negativo
= sin antibiético; Extracto 100, 200, 400, 600 y 800 = 100, 200, 400, 600 y 800 pug/mL de extracto

crudo de hoja, tallo y fruto respectivamente.

En la Figura 12 se muestra de manera de ejemplo las placas de los diferentes

tratamientos con los extractos contra el AA26.

Figura 12. Inhibicién del aislado de aguacate 26 a causa de los extractos n-hexanicos de hoja

macerada de S. ramirezii. a: extracto a 100 ug/mL; b: extracto a 200 pg/mL; c: extracto a 400

pg/mL y d: extracto a 600 pug/mL.
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En el caso del aislado de aguacate 34 (AA34) (Figura 13) la tendencia en cuanto a
la inhibicién de los extractos fue similar al AA26, pero con la diferencia que en
AA34 se registraron valores de porcentaje menores, siendo nuevamente el
extracto n-hexanico de hoja macerada a una concentracion de 400 pg/mL quien
presento 84.2 % de inhibicidn, valor que nos indica que en este extracto se tienen
compuestos con actividad antibacteriana, propiedad similar a la reportada por
Bertanha y col. (2013) quienes estudiaron extractos n-hexanicos de hoja de Styrax
pohlii contra algunos patégenos de humanos (ej. Streptococcus pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae etc.) y observaron respuesta
inhibitoria a concentraciones de 200 pg/mL de extracto, (atribuido a compuestos
identificados como egonol y homoegonol), por otro lado, Mendoca y col. (2000)
también reportan propiedades antibacteriales en extractos de hojas de Styrax

ferrugineus atribuidos a nor-lignanos en concentraciones de 100 pg/mL.

Con todo lo anterior y con base en los resultados registrados en esta investigacion
se puede atribuir a Styrax ramirezii la actividad antibacteriana de sus compuestos
presentes en hoja, lo cual genera una nueva alternativa de control de

microorganismo diferente a las tipicas medidas de control quimico existentes.
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Figura 13. Porcentaje de inhibicion de los extractos crudos obtenidos con n-hexano por maceracion
contra el aislado de aguacate 34 (AA34) (Control positivo = Trimetoprima y Sulfametoxazol 8 mg -
40 mg/mL; Control negativo = sin antibiotico; Extracto 100, 200, 400, 600 y 800 = 100, 200, 400,

600 y 800 pg/mL de extracto crudo de hoja, tallo y fruto respectivamente.

6.3.2 Actividad antifingica

Al igual que en la actividad antibacteriana en esta seccidbn se muestran los
bioensayos mas destacados por su mayor porcentaje de inhibicion, es decir, las
pruebas con extractos n-hexénicos de hoja macerada sobre los tres aislados de
Armillaria spp. (ZC4, ZC5 y SJN), nuevamente en la seccidn de anexos se

encuentran las figuras y cuadros restantes.

Para el caso del efecto inhibitorio de los extractos crudos sobre el aislado de
Armillaria sp. ZC4 se tuvo que existio diferencia minima significativa (p<0.05),
siendo con el 59.1 % de inhibicidon el extracto de hoja a concentracion de 3200
pg/mL el que obtuvo el valor mas alto (exceptuando al control positivo), ademas en
la Figura 14 se observa la tendencia que a mayor concentracién del extracto no se

relaciona con una mayor inhibicion, efecto que se ejemplifica con los extractos de
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fruto, los cuales a 400 pg/mL se registro el 24 % de inhibicion mientras que a 4000
pug/mL (10 veces mayor en relacion con la anterior) se obtuvo el mismo 24 %, por
otro lado, la mayoria de los extractos en concentraciones entre 400 ug/mL y 4000
pg/mL (con excepcidn del extracto de hoja a 3200 y 4000 pug/mL) pertenecen a un
grupo estadistico en particular (grupo “D”), lo cual indica que su en su efecto no

hay diferencia estadistica, es decir, tenemos el mismo efecto inhibitorio.
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Figura 14. Porcentaje de inhibicién de los extractos crudos obtenidos con n-hexano por maceracion
contra el aislado de Armillaria sp. ZC4 (Control positivo = ciproconazol 2 mg/mL; Control negativo =
sin fungicida; Extracto 100, 400, 800, 1600, 2400, 3200 y 4000 = 100, 400, 800, 1600, 2400, 3200 y

4000 pg/mL de extracto crudo de hoja, tallo y fruto respectivamente.

En el caso del aislado de Armillaria sp. ZC5 se registraron valores y tendencia de
inhibicion muy similares al descrito anteriormente (ZC4), lo cual se puede
interpretar como un efecto-respuesta reproducible; en la Figura 15 se muestran los
porcentajes de inhibicion por el efecto de los tratamientos (combinaciones entre
tallo, hoja y fruto con las diferentes concentraciones utilizadas) sobre Armillaria sp.

ZC5, en donde el extracto de hoja (3200 pg/mL) registrd el 57 % de inhibicién con
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respecto al control negativo (1 %), lo cual en comparacion con el control positvo
(85 %) que es con el fungicida comercial (Alto 100 SL de Syngenta) representa
una opcion para el combate de Armillaria sp. ZC5, ya que a diferencia del control
tipico, el extracto es de naturaleza biodegradable lo cual es un aporte importante
en la lucha de la conservacion del ecosistema y la salud de los trabajadores que

aplican los productos.
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Figura 15. Porcentaje de inhibicién de los extractos crudos obtenidos con n-hexano por maceracion
contra el aislado de Armillaria sp. ZC5 (Control positivo = ciproconazol 2 mg/mL; Control negativo =
sin fungicida; Extracto 100, 400, 800, 1600, 2400, 3200 y 4000 = 100, 400, 800, 1600, 2400, 3200 y

4000 pg/mL de extracto crudo de hoja, tallo y fruto respectivamente.

Por dltimo, la inhibicion del aislado de Armillaria sp. SIJN fue la que presento
mayores porcentajes de inhibicion (hasta 68 %) en comparacién de los aislados
ZC4 y ZC5, siendo nuevamente el extracto de hoja (3200 pg/mL) quien supero a
los otros, ademas, en la Figura 16 se muestra como a partir de concentraciones de
1600 pg/mL se tienen valores cercanos al 40 % y aunque los valores en términos

generales encuentran su valor maximo en los 3200 pg/mL decrecen al ser
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aumentados a 4200 pg/mL, lo que indica la posibilidad de saturacién del medio por
el aumento de concentracién del extracto.
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Figura 16. Porcentaje de inhibicion de los extractos crudos obtenidos con n-hexano por maceracion
contra el aislado de Armillaria sp. SIN (Control positivo = ciproconazol 2 mg/mL; Control negativo =
sin fungicida; Extracto 100, 400, 800, 1600, 2400, 3200 y 4000 = 100, 400, 800, 1600, 2400, 3200 y

4000 pg/mL de extracto crudo de hoja, tallo y fruto respectivamente.

Con los resultados de los tres aislados de Armillaria spp. (ZC4, ZC5 y SJN) (Figura
17) se puede atribuir a que los extractos de Styrax ramirezii (en especifico los n-
hexanicos de hoja macerada) tienen compuestos que le confieren actividad
antifingica, propiedad similar a la reportada por Mendonga y col. (2000) quienes
se la atribuyen a extractos de Styrax ferrugineus, ya que tuvieron inhibicién contra
hongo como Candida albicans y Candida sphaerospermum a concentraciones de
100 pg/mL de nor-lignanos presentes en las hojas, por otro lado Harikrishnan vy
col. (2011) reportan efecto inhibitorio en extractos de Styrax japonica en especies

del género Candida spp. Por lo tanto y con base en los antecedentes se puede
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atribuir que los extractos del mamuyo tienen en diferente grado y proporcion

inhibicidén contra hongos segun sea el género y especie a la que pertenezcan.

Armillaria sp. (ZC4) Armillaria sp. (ZC5) Armillaria sp. (SIN)

Figura 17. Inhibicion de los tres aislados de Armillaria spp. (ZC4, ZC5 Y SJN) a causa de los

extractos n-hexanicos de hoja macerada de S. ramirezii. a: extractos a 1600 pg/mL; b: extracto a

2400 pg/mL; c: extracto a 3200 pg/mL y d: extracto a 4000 pg/mL.

6.4 Bioensayos con microorganismos en invernadero

Como se describi6 en materiales y meétodos, los bioensayos in situ (en
invernadero) demostraron de forma general que el aislado de aguacate 26 (AA26)
presenta patogenicidad cruzada, es decir, aunque en principio fue aislado de
semillas de aguacate no es patdgeno exclusivo, ya que tanto en la calabacita
como en el pepino se expresaron sintomas a causa de este microorganismo, con
lo cual y aunque no fue el objetivo saber qué tipo de patégeno era AA26 se
demuestra que no es un fitopatégeno exclusivo de un solo género o especie de

planta.
6.4.1 Actividad antibacteriana

En el bioensayo en calabacita se registraron valores de inhibicion de AA26 a 400
pg/mL de extracto n-hexanico de hoja macerada de 52 % (Figura 18), valor inferior
al registrado en el experimento in vitro (94 %), esto pudo deberse a que en un
invernadero interactian varios factores (ej. temperatura del ambiente, humedad
relativa, evapotranspiracion de la planta etc.) que posiblemente altere la eficiencia

del extracto crudo o potencialicen y ayuden al crecimiento y desarrollo de la
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enfermedad (en este caso AA26), ademas la tendencia en cuanto a la relacion
entre concentracion del extracto y porcentaje de inhibicion se comporto como en

los bioensayos anteriores, es decir, a mayor concentracion disminuye la inhibicion.
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Figura 18. Porcentaje de inhibicién de los extractos crudos n-hexanicos de hoja macerada contra el
aislado de aguacate 26 (AA26) en calabacita (Control positivo = gentamicina 10 pg/mL; Control
negativo = sin antibiético; Extracto 200, 400, 600 y 800 = 200, 400, 600 y 800 pg/mL de extracto

crudo de hoja.

Sin embargo, el tener el 52 % de inhibicidon no es despreciable, ya que durante el
desarrollo del cultivo Unicamente se aplico el extracto crudo para el tratamiento de
la enfermedad (AA26) y prevencion de posibles microorganismo y/o insectos,
debido a lo anterior se genera una alternativa de control menos agresiva con el
ambiente y estos resultados propician a generar mas informacién en experimentos
in situ con los extractos crudos de mamuyo. En la Figura 19 se muestra de manera
visual los diferentes grados de dafio ocasionados por AA26 en calabaza.
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Figura 19. Grados de dafio ocasionados por el aislado de aguacate 26 en calabacita. a: vista

general de las plantas; b: hoja sin dafio (control positivo); ¢: hoja con dafio leve (400 pg/mL de
extracto); d: hoja con dafio moderado (800 pg/mL de extracto); e: hoja con dafio grave (200 pg/mL

de extracto) y f: planta muerta (control negativo).

En el caso del bioensayo en pepino se registr6 nuevamente el valor mas alto (48
%) en la concentracion de 400 pg/mL de extracto crudo, ademas no existio
diferencia estadistica minima en los extractos a 200, 600 y 800 pg/mL (Figura 20).
Por otro lado y aunque no fue cuantificado rigurosamente se observo un
acortamiento en el ciclo fenolégico en las plantas inoculadas con AA26 y que no
fueron tratadas (control negativo) ya que de 40 se redujo 31 dias la floracién y 54
a 45 dias el inici6 de la cosecha. La explicacion a este fenomeno es posiblemente
qgue al ser el AA26 patdégeno de la semilla de aguacate, en otros cultivos como en
este caso el pepino, propicia y acelera la formacién de frutos para poder sobrevivir

en sus semillas.
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Figura 20. Porcentaje de inhibicion de los extractos crudos n-hexanicos de hoja macerada contra el
aislado de aguacate 26 (AA26) en pepino (Control positivo = gentamicina 10 pg/mL; Control
negativo = sin antibiético; Extracto 200, 400, 600 y 800 = 200, 400, 600 y 800 ug/mL de extracto

crudo de hoja.

Los resultados de ambos bioensayos en invernadero demuestran la potencial
aplicacion de los extractos del mamuyo a nivel de campo, alentando de tal forma a
continuar con esta linea de investigacion orientada a resolver problemas agricolas,
lo cual es, al final de los experimentos lo que se busca en la mayoria de las

invetigaciones.
6.5 Identificacién de compuestos

Al realizar el andlisis por CG-EM (90 % de confiabilidad) de los extractos crudos
de hojas de mamuyo se identificaron compuestos de naturaleza terpenoide (Tabla
7) que de acuerdo a lo reportado por varios autores tienen diversa actividad
biolégica, desde ser compuestos bactericidas y fungicidas hasta tener propiedades
antriproliferativas contra diferentes tipos de células cancerigenas y tumorales en

animales, con lo anterior se puede relacionar los resultados obtenidos en los
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bioensayos in vitro e in situ con los compuestos terpenoides presentes en los
extractos de hoja de Styrax ramirezii, esto al igual que los reportes de Bertanha y
col. (2012) y Mendoca y col. (2000) quienes atribuyen propiedades antibacteriales
y antifangicas por los compuestos terpenoides en los extractos de hoja de Styrax

pohlii y Styrax ferrugineus respectivamente.
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Tabla 7. Compuestos presentes en los extractos n-hexanicos de hoja macerada de

Styrax ramirezii y su bioactividad reportada

Actividad
reportada

. Bactericida
P % -
B-Pineno Fungicida
Pseudocumeno ©/ Fungicida
~
§
~

Compuesto Estructura

—

Bactericida

D-Limonen -
'moneno Fungicida

cis-Ocimeno Insecticida
Nonanal NN Aptiestaminico
Estragol é Anticancerigeno

Pulegon %5 Bactericida

e

Methyleugenol EDJV h Insecticida
AN

Bactericida
Germacreno D .
Fungicida
Cardieno Q? Bactericida
Heptadecano,

2,6,10,15-tetrametil- 7 Antiproliferativo

Pentadecanoicacido,

. Antiproliferativo
13-methyl-, metilester YT P

Octadecano, 3-etil-5- Antiproliferativo
(2-etilbuil) P

2-Propen-1-(2,6- o
dihydroxy-4- éﬁQA@ Antiproliferativo
metoxyfenyl)-3-fenil o o

Referencia

Breitmaier (2006)
Bertanha y col. (2012)

Essam y Maytham (2012)
Tracanna y col. (2007)

Bertanha y col. (2012)

Gebbinck (2002)

Burt (2004)
Tracanna y col. (2007)

Britmaier (2006)
Gonzalez (2014)

Bertanha y col. (2012)

Gonzalez (2014)

Tracanna y col. (2007)
Britmaier (2006)

Siddiqui y col. (2012)

Siddiqui y col. (2012)

Siddiqui y col. (2012)

Siddiqui y col. (2012)
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6.6 Cuantificacion de compuestos

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas ayudo cuantificar
los compuestos presentes en los extractos de hoja obtenidos por maceracion y
sistema soxhlet (ambos con n-hexano como solvente) mediante la integracion del
area bajo cada pico de los compuestos separados e identificados para
expresados en porcentaje de muestra (% de area total de muestra), de tal manera
la utilizacion conjunta de de CG-EM permitié aunar las cualidades de separacion
de la primera, con las propiedades analiticas de la segunda, para dar como
resultado los cromatogramas (Figuras 21 y 22) de las muestras analizadas, en
donde se observa la diferencia en la composicion, en la muestra de hoja macerada
se registraron mayor cantidad de picos en menos tiempo de retencion, es decir, de
compuestos volatiles en comparacion con la muestra de hoja por soxhlet que tuvo
mayor cantidad de compuestos no volatiles, de tal manera puede haber relacion
entre el grado de inhibicion con el método de obtencidén de los extractos, ya que
como se menciono con anterioridad, el sistema soxhlet emplea calor que puede
degradar o volatilizar compuestos, mientras que la maceracion (con mayor

porcentajes generales de inhibiciébn) se mantuvieron a 4 °C.
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Figura 21. Cromatograma del extracto n-hexanico de hoja macerada de Styrax ramirezii.
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Figura 22. Cromatograma del extracto n-hexanico de hoja por soxhlet de Styrax ramirezii.

Entre los compuestos identificados y cuantificados se encuentran volatiles y/o
terpenoides (Tabla 8), tal es el caso para la muestra de hoja macerada que
registro B-pineno (11.31 % con un tiempo de retencion de Tr = 3.88), cis-ocimeno
(8.13 %, Tr = 4.33), estragol (9.37 %, Tr = 5.52) entre otros, mientras que la muestra de
hoja con el sistema soxhlet tuvo 3-pineno (3.01 %, Tr =3.88) Pseudocumeno (2.49 %,
Tr = 3.96), D-limoneno (2.68 %, Tr = 4.23) entre los compuestos volatiles, lo cual
reafirma que el método de extraccidn afecta la composicion y concentracién de los

extractos crudos independientemente que se utilice el mismo solvente y tejido

vegetal como es en este caso.
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Tabla 8. Composicion porcentual de extractos hexanicos de hoja obtenidos por

maceracion y soxhlet de Styrax ramirezii ordenados por su tiempo de retencion

Tiempo de
retencion

3.88

3.96

4.23

4.33

4.76

5.52

5.85

6.92

7.56

7.78

8.83

10.11

11.70

13.02

Compuesto

B-Pineno

Pseudocumeno

D-Limoneno

cis-Ocimeno

Nonanal

Estragol

Pulegon

Methyleugenol

Germacrenp D

Cardieno

Heptadecano,
2,6,10,15-tetramethyl-
Pentadecanoicacido,
13-metil-, metilester

Octadecano, 3-etil-5-
(2-etilbutil)-

2-Propen-1-(2,6-
dihydroxy-4-
metoxyfenyl)-3-fenil

Estructura

b =

\O/@i% :

Porcentaje

por

maceracion

11.31

0.00

0.00

8.13

0.00

9.37

8.05

10.87

8.67

10.07

22.52

11.01

0.00

0.00

Porcentaje
por
soxhlet

3.01

2.49

2.68

2.14

2.29

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

18.73

24.32

44.34
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6.7 Fraccionamiento de los extractos crudos

Tal como se describié en el capitulo de materiales y métodos, se separaron 5
fracciones atendiendo a diferentes proporciones de la mezcla entre n-hexano y
cloroformo por medio de cromatografia en columna, estas fracciones fueron
Gnicamente evaluadas para determinar el efecto inhibitorio contra el aislado de
aguacate 26 (AA26) y segun los resultados registrados el efecto fue
estadisticamente igual para las 5 fracciones probadas (Figura 23), siendo la
mezcla de hexano y cloroformo 5:0 v/v quien obtuvo mayor inhibicién (15 %) por el
contrario de la mezcla 4:1 v/iv (7 %), con estos resultados y los presentados en
secciones anteriores se puede intuir la existencia de sinergismo entre los
componentes de los extractos, es decir, una vez fraccionado el extracto de hoja
pierde efecto inhibitorio en comparacion a la interaccion de las fracciones cuando
interactuaban juntas en el extracto crudo. Lo anterior que desde un punto de vista
de aplicacion comercial a futuro, no es limitante, debido a que (en campo) es mas
facil la adquisicion de los insumos y elaboracién del extracto crudo de mamuyo en

comparacion de un potencial fraccionamiento del extracto.
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Figura 23. Porcentajes de inhibicion registrados por las distintas fracciones del extracto de hoja con

la mezcla entre n-hexano y cloroformo expresadas en proporcion de volumen/volumen (v/v).

6.8 Andlisis fisicoquimicos del fruto

Como parte de los resultados del andlisis fisicoquimico de Styrax ramirezii se
determind la escala de madurez del fruto para determinar el estadio de las
mediciones, a continuacion se presentan histogramas de frecuencias y momentos
estadisticos (segun sea el caso) correspondientes a cada uno de los parametros

fisicoquimicos analizados con frutos en madurez de consumo.
Escala de madurez del fruto

Con base en sus caracteristicas visuales (tamafio y color) en la Figura 24 se
muestran los diferentes estadios (En) de desarrollo y crecimiento del fruto de
Styrax ramirezii, ademas en la Tabla 1 se muestran las medias obtenidas de los

pardmetros peso, tamafio y color de los estadios 0 a 8 (EO a ES8).
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Figura 24. Escala de madurez de frutos de S. ramirezii. EO: estadio cero; E1: estadio uno; E2:

estadio dos; E3: estadio tres; E4: estadio cuatro; E5: estadio cinco; E6: estadio seis; E7: estadio

siete; E8: estadio ocho (madurez de consumo).

Los estadios del EO a E7 son considerados inmaduros debido a que no han
desarrollado su tamafio, peso y color potencial. En la Tabla 9 se muestran los

valores de los diferentes estadios inmaduros del mamuyo.

Tabla 9. Promedios de peso, tamario y color de los distintos estadios inmaduros

Estadio (E) Peso (g) Tamafio (mm) Color
Ecuatorial Longitudinal L* a* b*
EO -- -- -- -- -- --
El 0.15 5.27 5.78 64.10 -8.23 4.00
E2 0.21 6.10 6.61 63.25 -6.78 3.71
E3 0.27 7.75 8.90 62.45 -6.88 3.29
E4 0.36 8.81 9.92 6258 -595 1.55
E5 0.53 9.03 10.67 61.84 -206 -1.15
E6 0.64 9.58 11.69 59.19 -0.64 -4.14
E7 0.66 9.77 12.03 58.55 0.49 -7.11
E8 (madurez de 0.66 9.85 13.42 58.11 0.68 -9.98
consumo)
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El estadio 8 es el considerado en madurez de consumo debido a que reune las
caracteristicas organolépticas deseables por los pobladores que lo consumen, a
nivel visual se observa un fruto con un color “morado-azulado” con presencia de
pubescencias sobre el epicarpio y al momento del corte del arbol presenta gran
facilidad para el desprendimiento de su pedunculo en comparacion con los otros
estadios de desarrollo propuestos. Sefialando que E8 fue el estadio al que se le
realizaron todos los andlisis fisicoquimicos descritos en el capitulo de materiales y

métodos.
Peso

La determinacion del peso de los frutos arrojo que el 78.4 % de los frutos
muestreados tienen un peso entre 0.45 y 0.82 (Figura 25); ademas los momentos
estadisticos (media = 0.66; desviacién estandar = 0.17; curtosis = 0.28 y moda =
0.69) revelan que se encuentran distribuidos normalmente y que el
comportamiento de la poblacién respecto a su peso es cercano a la media, con lo
cual, un fruto de mamuyo con madurez de consumo tiene un peso aproximado de

0.66 g, es decir, en 1 kg hay 1515 frutos.
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Figura 25. Peso de frutos de Styrax ramirezii.
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Tamarfio

Los resultados preliminares obtenidos para el tamafio (ecuatorial y longitudinal) del
fruto demuestran que S. ramirezii produce frutos ovoides. Las Figuras 26 y 27
muestran la distribucién de los tamafos ecuatorial y longitudinal, en donde se
aprecian distribuciones normales con tendencias leptocurticas (curtosis de 0.38 y -
0.01 para tamafo ecuatorial y longitudinal) cercanas a 9.85 mm de tamafio
ecuatorial y 13.42 mm de tamafio longitudinal (medias aritméticas), medidas que
tendria un fruto habitualmente consumido por los pobladores (modas = 10.12 y
13.28 respectivamente).
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Figura 26. Tamarfo ecuatorial de frutos de Styrax ramirezii.
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Figura 27. Tamafio longitudinal de frutos de Styrax ramirezii.
Volumen
El volumen medio de los frutos de mamuyo es de 0.65 cm? (desviacion estandar =
0.09; curtosis = 0.34 y moda = 0.63) y el 73.1 % de la muestra registraron valoren

entre 0.55 y 0.80 cm? (Figura 28), lo cual describe un comportamiento homogéneo
en cuanto al espacio ocupado por cada fruto.
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Figura 28. Volumen de frutos de Styrax ramirezii.

Densidad

Los datos obtenidos en el célculo de la densidad absoluta (Figura 29) tuvieron una
media de 0.107 g/cm® (desviaciéon estandar = 0.04; curtosis = 0.56 y moda =
0.111) y el 38.5 % de los frutos muestreados registraron valores dentro del

intervalo de 0.100 y 0.125 g/cm?® mismos valores para la densidad relativa con la
referencia del agua.
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Figura 29. Densidad de frutos de Styrax ramirezii.

Porcentaje de semilla

El porcentaje de semilla (Figura 30) reveldé que cada fruto tiene en promedio el
27.03 % de su peso total de semilla, es decir que de cada 100 g de fruto
obtendriamos aproximadamente 80 g de pulpa, teniendo en cuenta que
habitualmente los pobladores consideran Unicamente la semilla como no
comestible. Los momentos estadisticos fueron: desviacion estandar = 4.37;

curtosis = -0.86 y moda = 28.2.

73



30.0 -0.30

-0.25

20.0

T
o
8

Probabilidad

F0.15 2

10.0 Lo10

4.0 005

0.0

Semilla (%)

Figura 30. Porcentaje de semilla de frutos de Styrax ramirezii.

Color

El color calculado a partir del sistema de color CIE L*a*b* y representado en
grados Hue (°hue) se muestran en la Figura 31, adicionalmente las medias de los
componentes son L* = 58.11 (+ 2.23), a* = 0.66 (+ 0.12) y b* = 9.93 (x 1.42). Los
momentos estadisticos para el pardmetro del color son: 277.89 de media; 8.26 de
desviacion estandar y 277.83 de moda, con lo cual se afirma que el 68 % de los
frutos se encuentran entre el intervalos de grados Hue de 269.63 y 286.15,

valores correspondientes a colores azules.

74



-0.30

025

-0.20

Probabilidad

T
1<}
&

-0.10

6.8

-0.05

250 260 270 280 290 300
Cdor (°hue)

Figura 31. Color de frutos de Styrax ramirezii.

Firmeza

La firmeza (Figura 32) calculada como resistencia a la compresion tuvo una media
de 5.24 N como fuerza maxima para comprimir 1 mm el fruto, visualmente el fruto
se deformo una vez que la sonda regreso a su posicion inicial. Los momentos

estadisticos son: desviacién estandar = 0.52, curtosis = 0.21 y moda = 5.48.
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Figura 32. Firmeza de frutos de Styrax ramirezii.

Porcentaje de jugo

El mamuyo tiene un 76.3 £ 1.2 % de jugo, es decir que por cada 100 g de fruto sin
semilla (pulpa) se pueden obtener aproximadamente 78.1 mL. Tomando el peso

total del fruto (con semilla) el porcentaje es de 55.6 %.
Sdlidos solubles

Los sélidos solubles presentes en el jugo del mamuyo oscilan entre 14.9 y 20.1
°Bx y lo que indica es cociente es que existen en promedio 17.63 g de azucar

(sacarosa principalmente) por cada 100 mL de jugo.
pH

Las lecturas del jugo muestran que el mamuyo tiene un promedio de pH de 5.52 +
0.09, valor mas neutro en comparacién con el pH del jugo de arandano azul

(Vacinium corymbosum) que oscila entre 2.5y 3.0.
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Acidez titulable

La acidez titulable promedio del mamuyo es de 1.55 % (+ 0.14) de &cido citrico,
valores inferiores a los registrados para el ardndano, que en promedio tiene 2.42
% de acido citrico.

Humedad

La cantidad de humedad presente en la parte comestible del fruto es de 82.56 *
1.24 g por cada 100 g, por lo cual la cantidad de materia secaes de 17.44 £1.24 g
por cada 100 g, valores que indican alto contenido de agua disponible para una

eventual deshidratacion y conservacion de sus nutrientes.
Ceniza

En la determinacion de ceniza se obtuvo una media de 0.67 = 0.08 g por cada 100

g de la parte comestible del fruto, es decir, un 0.62 %.
Extracto etéreo

La cantidad de extracto etéreo fue de 0.54 + 0.04 g por cada 100 g de la parte
comestible del mamuyo (0.52 %), valores superiores a los 0.33 g que contiene 100

g de arandano azul.
Proteina

La cantidad de proteina fue de 4.98 + 0.24 g por cada 100 g de peso fresco de

pulpa de Styrax ramirezii.
Calorias

En cuanto a la cantidad de calorias que tiene la pulpa de mamuyo es de 0.712 +
0.010 Kcal por gramo de muestra, es decir en 142 g de peso fresco existen 100

kcal.
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Vitamina C

La cantidad de vitamina C presente en 100 g de peso fresco fue de 6.68 £ 0.07 mg

valores superiores a los 9.37 mg que contiene 100 g de arandano azul.
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VII. CONCLUSIONES

Se logro colectar muestras silvestres con potencial econémico de mamuyo
(S. ramirezii) con la referencia en lo reportado.

Se estandarizO un protocolo de extraccion de compuestos terpenicos
aplicando el método de maceracion con solventes organicos partiendo de
hojas, tallos y frutos frescos.

La concentracion y tipo de terpenoides estan ligados a la técnica y al
solvente extrante utilizados.

El extracto n-hexanico de hoja macerada de S. ramirezii resulto ser el mas
efectivo in vitro y en el invernadero para la inhibicibn en contra de los
fitopatdgenos utilizados.

La capacidad inhibitoria del extracto n-hexanico de hoja macerada permite
sugerir que es debida a la sinérgia de sus compuestos, ya que ninguna de
las fracciones de él alcanzaron el mismo porcentaje de inhibicion.

Las diferencias en el grado de inhibicibn observadas hacen suponer que
existen distintos tipos de terpenoides los cuales se pudieron identificar y
cuantificar por cromatografia de gases acoplada a espectometria de masas.
Los resultados observados en este trabajo permiten proponer al mamuyo
como fuente de compuestos antimicrobianos, pudiendo ser considerado
para el control biol6gico de microorganismos fitopatdgenos.

Esté trabajo muestra la importancia alimenticia del fruto del mamuyo como
alimento debido a sus caracteristicas comparables con las del ardndano
azul.

Hasta donde se tiene conocimiento, este es el primer reporte de analisis
fisicoquimicos de frutos y actividad antimicrobiana de extractos de S.

ramirezii.
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IX.ANEXOS

Inhibiciéon sobre Pseudomonas sp.

Tabla Al. Porcentaje de inhibicion sobre Pseudomonas sp. por la combinacion de los

Tallo

Hoja

Fruto

diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
200 pg/mL
400 pg/mL
600 pg/mL
800 ug/mL
Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
200 pg/mL
400 pg/mL
600 pg/mL
800 ug/mL
Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
200 pg/mL
400 pg/mL
600 pg/mL
800 pg/mL

Hexano

Maceracién

100
1
10
10
71
37
34
100

12
15
79
57
55
100

12
42
39
39

Soxhlet

100
1
9

22
66
21
20

100

21
67
28
27
100

10
14
32
19
18

Cloroformo
Maceracion Soxhlet
100 100
2
28 31
25 29
23 27
100 100
1
25 30
26 27
23 25
100 100
22 32
20 22
20 20
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Inhibicidn sobre Pantoea stewartii

Tabla A2. Porcentaje de inhibicidn sobre Pantoea stewartii por la combinacion de los

diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Hexano Cloroformo
Maceracion  Soxhlet Maceracion Soxhlet
Control positivo 100 100 100 100
Control negativo 1 2 1
100 pg/mL
Tallo 200 pg/mL
400 pg/mL 42 39 24 22
600 pg/mL 22 19 9 11
800 pg/mL 20 17 8 11
Control positivo 100 100 100 100
Control negativo 2 2 1 1
100 pg/mL 10 4 4 6
Hoja 200 pg/mL 11 5 3 10
400 pg/mL 65 62 29 20
600 pg/mL 37 33 14 10
800 pg/mL 34 30 12 7
Control positivo 100 100 100 100
Control negativo 1
100 pg/mL 5
Fruto 200 pg/mL 8
400 pg/mL 44 44 12 7
600 pg/mL 16 17 11 8
800 pg/mL 12 15 10 4



Inhibicion sobre el aislado de aguacate 26 (AA26)

Tabla A3. Porcentaje de inhibicion sobre el aislado de aguacate 26 por la combinacion de

los diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
Tallo 200 pg/mL
400 pg/mL
600 pg/mL
800 pg/mL
Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
Hoja 200 pg/mL
400 pg/mL
600 pg/mL
800 ug/mL
Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
Fruto 200 pg/mL
400 pg/mL
600 pg/mL
800 pg/mL

Hexano

Maceracion

100
1
14
14
72
45
34
100

16
18
94
68
55
100

16
22
40
39
39

Soxhlet

100
1
12
30
65
21
25
100

12
28
84
28
28
100

10
19
32
19
18

Cloroformo
Maceracion Soxhlet
100 100
2
13
6 15
28 31
30 32
27 32
100 100
1 1
10 11
7 19
25 31
26 32
25 31
100 100
3 3
14 6
4 12
21 15
20 14
20 18
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Inhibicion sobre el aislado de aguacate 34 (AA34)

Tabla A4. Porcentaje de inhibicion sobre el aislado de aguacate 34 por la combinacién de

los diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Tallo

Hoja

Fruto

Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
200 pg/mL
400 pg/mL
600 pg/mL
800 pg/mL
Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
200 pg/mL
400 pg/mL
600 pg/mL
800 ug/mL
Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
200 pg/mL
400 pg/mL
600 pg/mL
800 pg/mL

Hexano

Maceracion
100
1
12
12
56
40
28
100

14
21
80
64
50
100

10
19
37
30
30

Soxhlet
100
1
10
26
66
20
20
100

11
26
74
22
20
100

10
17
30
17
16

Cloroformo
Maceracion Soxhlet
100 100
1
11
6 15
28 26
24 22
23 17
100 100
2 2
9
19
28 33
26 22
22 22
100 100
1
20 12
19 12
16 9
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Inhibicion sobre Rhizoctonia sp.

Tabla A5. Porcentaje de inhibicidn sobre Rhizoctonia sp. por la combinacién de los

diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Hexano Cloroformo
Maceracion  Soxhlet Maceracion Soxhlet
Control positivo 82 78 80 80
Control negativo 1 1 0
100 pg/mL 6 5 4 3
400 pg/mL 25 22 17 15
Tallo 800 pg/mL 25 23 20 20
1600 pg/mL 31 25 23 24
2400 pg/mL 33 29 25 24
3200 pg/mL 44 41 27 28
4000 pg/mL 33 32 26 26
Control positivo 80 78 81 80
Control negativo 1
100 pg/mL 6 4 4 4
400 pg/mL 27 23 16 18
Hoja 800 pg/mL 27 25 25 19
1600 pg/mL 33 26 26 22
2400 pg/mL 36 32 27 29
3200 pg/mL 49 44 27 31
4000 pg/mL 33 30 26 28
Control positivo 79 80 82 79
Control negativo
100 pg/mL 6 5 4 6
400 pg/mL 22 23 12 11
Fruto 800 pg/mL 22 23 20 13
1600 pg/mL 24 26 22 14
2400 pg/mL 23 28 24 15
3200 pg/mL 29 28 24 15

4000 pg/mL 22 24 25 15



Inhibicion sobre Phytophthora cinnamomi

Tabla A6. Porcentaje de inhibicidn sobre Phytophthora cinnamomi por la combinacion de

los diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
400 pg/mL
800 pg/mL
1600 pg/mL
2400 pg/mL
3200 pg/mL
4000 pg/mL
Control positivo

Tallo

Control negativo
100 pg/mL
400 pg/mL
800 ug/mL
1600 pg/mL
2400 pg/mL
3200 pg/mL
4000 pg/mL

Control positivo

Hoja

Control negativo
100 pg/mL
400 pg/mL
800 pg/mL
1600 pg/mL
2400 pg/mL
3200 pg/mL
4000 pg/mL

Fruto

Hexano

Maceracion
78

N © 00 N 0o N B~

N N O O N O W e

Soxhlet
75

J P © N 0o N AN SO o0 0w w

© A N N O N O R

Cloroformo
Maceracion Soxhlet
76 75
1 3
3 3
5 7
5 6
6 6
6 6
4 6
6 5
75 74
2 2
5 3
6 7
6 5
6 4
6 6
7 6
5 7
76 76
2 0
4 3
7 7
6 7
6 7
6 7
8 7
5 6
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Inhibicidén sobre Colletotrichum gloesporoides

Tabla A7. Porcentaje de inhibicion sobre Colletotrichum glosporoides por la combinacién

de los diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
400 pg/mL
800 pg/mL
1600 pg/mL
2400 pg/mL
3200 pg/mL
4000 pg/mL
Control positivo

Tallo

Control negativo
100 pg/mL
400 pg/mL
800 ug/mL
1600 pg/mL
2400 pg/mL
3200 pg/mL
4000 pg/mL

Control positivo

Hoja

Control negativo
100 pg/mL
400 pg/mL
800 pg/mL
1600 pg/mL
2400 pg/mL
3200 pg/mL
4000 pg/mL

Fruto

Hexano

Maceracion
95
2
7
25
27
33
36
45
36
94

29
34
36
38
52
34
95

23
26
26
28
29
27

Soxhlet
95

22
25
33
34
39
36
96

25
26
27
28
37
33
95

25
26
26
28
26
26

Cloroformo
Maceracion Soxhlet

95 96
18 16
21 22
24 23
28 23
23 23
23 24
94 96

2 2

6 7
18 17
21 24
27 23
26 27
28 30
22 29
96 94

1

7 8
14 13
22 13
22 15
23 16
22 20
22 21

93



Inhibiciéon sobre Colletotrichum acutatum

Tabla A8. Porcentaje de inhibicion sobre Colletotrichum acutatum por la combinaciéon de

los diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Control positivo
Control negativo
100 pg/mL
400 pg/mL
800 pg/mL
1600 pg/mL
2400 pg/mL
3200 pg/mL
4000 pg/mL
Control positivo

Tallo

Control negativo
100 pg/mL
400 pg/mL
800 ug/mL
1600 pg/mL
2400 pg/mL
3200 pg/mL
4000 pg/mL

Control positivo

Hoja

Control negativo
100 pg/mL
400 pg/mL
800 pg/mL
1600 pg/mL
2400 pg/mL
3200 pg/mL
4000 pg/mL

Fruto

Hexano

Maceracion
94
3

25
26
36
39
41
30
94
2
7
28
29
34
38
47
36
96
1
8
24
25
25
25
27
24

Soxhlet
95

23
24
24
25
37
31
96

23
28
30
33
46
37
95

22
22
26
26
28
27

Cloroformo
Maceracion Soxhlet
95 94
15 14
19 17
22 17
26 21
25 25
22 22
95 95
2 1
6 7
18 19
26 16
27 17
28 27
28 26
25 24
95 95
2 3
7 7
11 12
19 13
23 12
23 13
24 18
22 15

94



Inhibiciéon sobre el aislado de Armillaria sp. ZC4

Tabla A9. Porcentaje de inhibicion sobre Armillaria sp. ZC4 la combinacion de los

diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Hexano Cloroformo
Maceracion  Soxhlet Maceracion Soxhlet
Control positivo 85 86 87 86
Control negativo 1 1 1
100 pg/mL 10 10 8 9
400 pg/mL 26 25 13 12
Tallo 800 pg/mL 26 26 15 15
1600 pg/mL 29 31 21 16
2400 pg/mL 36 32 26 24
3200 pg/mL 37 32 25 22
4000 pg/mL 38 32 20 21
Control positivo 86 86 86 86
Control negativo 1 2 2 1
100 pg/mL 16 14 9 10
400 pg/mL 19 17 16 15
Hoja 800 pg/mL 26 24 22 16
1600 pg/mL 34 30 23 23
2400 pg/mL 37 32 23 27
3200 pg/mL 59 46 31 29
4000 pg/mL 44 40 24 23
Control positivo 85 87 86 86
Control negativo 1 1 1 1
100 pg/mL 12 9 8 7
400 pg/mL 24 23 9 11
Fruto 800 pg/mL 25 22 12 12
1600 pg/mL 25 27 22 15
2400 pg/mL 25 29 21 17
3200 pg/mL 27 29 21 13

4000 pg/mL 24 21 19 11



Inhibicion sobre el aislado de Armillaria sp. ZC5

Tabla A10. Porcentaje de inhibicion sobre Armillaria sp. ZC5 la combinacién de los

diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Hexano Cloroformo
Maceracion Soxhlet Maceracion Soxhlet

Control positivo 85 85 86 85

Control negativo 1 3 2 2

100 pg/mL 11 9 9 10

400 pg/mL 25 24 11 11

Tallo 800 pg/mL 25 25 16 14
1600 pg/mL 31 33 24 16

2400 pg/mL 36 35 26 18

3200 pg/mL 42 35 33 24

4000 pg/mL 39 32 25 23

Control positivo 85 86 86 86

Control negativo 2 1 2 3

100 pg/mL 15 13 8 10

400 pg/mL 21 18 15 14

Hoja 800 pg/mL 27 26 19 13
1600 pg/mL 33 33 25 22

2400 pg/mL 38 36 26 24

3200 pg/mL 57 48 33 28

4000 pg/mL 47 43 26 27

Control positivo 84 86 86 86

Control negativo 2 3 2 1

100 pg/mL 13 10 8 10

400 pg/mL 23 24 10 10

Fruto 800 pg/mL 26 25 14 10
1600 pg/mL 23 25 19 11

2400 pg/mL 24 28 20 14

3200 pg/mL 25 26 16 14

4000 pg/mL 25 25 15 12



Inhibiciéon sobre el aislado de Armillaria sp. SJN

Tabla All. Porcentaje de inhibicion sobre Armillaria sp. SIN la combinacién de los

diferentes solventes, métodos, tejidos y dosis de los extractos empleados

Hexano Cloroformo
Maceracion Soxhlet Maceracion Soxhlet

Control positivo 86 86 86 87

Control negativo 0 1 0 1

100 pg/mL 14 12 10 12

400 pg/mL 25 23 16 15

Tallo 800 pg/mL 30 24 16 17
1600 pg/mL 36 29 22 21

2400 pg/mL 39 &8} 31 22

3200 pg/mL 44 37 29 28

4000 pg/mL 38 31 24 27

Control positivo 87 86 87 86

Control negativo 1 1 0 0

100 pg/mL 19 15 14 14

400 pg/mL 24 27 17 16

Hoja 800 pg/mL 32 28 19 16
1600 pg/mL 45 35 22 20

2400 pg/mL 58 37 31 22

3200 pg/mL 68 45 30 26

4000 pg/mL 52 43 24 26

Control positivo 86 86 86 86

Control negativo 0 1 1 1

100 pg/mL 11 11 11 10

400 pg/mL 21 21 12 12

Fruto 800 pg/mL 22 22 17 9
1600 pg/mL 26 19 18 10

2400 pg/mL 28 18 21 12

3200 pg/mL 28 18 19 9

4000 pg/mL 21 19 21 11



Concentracion de compuestos de Styrax ramirezii

Tabla A12. Composicion de muestra de extractos n-hexanicos de Styrax ramirezii

IR exp.

996
1002
1038
1050
1208
1275
1500

1728

1961

1993

2100

2105

2168

2174
2399
2501
2703
2842
2903
3001

ordenados por su indice de retencion (IR) experimentales

IR teoricos

988
1005
1024
1044
1196
1258
1500

1734

1959

1994

2096

2115

2159

2179
2400
2500
2700
2833
2900
3000

Libreria/ID

Myrceno
Pseudocumen
D-Limoneno
Ocimeno
Estragol
Geraniol
Pentadecano
2,4-dihidroxi-3,6-
dimetil-,
metilesteracidbenzoic
acido hexadecanoico
etilester acido
hexadecanoico
9,12-(Z,2)-metilester
acido octadecanoico
11-4cido, metilester
acido octadecanoico
etilesteracido
linoleico
Etil oleato
Tetracoacosano
Pentacosano
Heptacosano
Squaleno
Nonacosano

Triacontano

Hoja

fresca (*)

0.0527
0.0112
0
0.0205
0.0262
0.0478
0.0388

0.1287
0.5583
0
0
0.9314
1.3172

Hoja
seca (*)
0.0095
0.0033

0
0.0058
0.0048

0
0.0085

0.4545
0
0
1.9529

Tallo
fresco (*)
0.0128
0.0058
0.0026
0.0105
0.0243
0
0.0052

0.0110

0.0044

0.0030

0.0076

0.0062

0.0082

0.0081
0.0033
0
0.0135
0.0346
0.0425
0

* Concentracion de miligramos por gramo de tejido seco
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Analisis fisicoquimicos de mamuyo (Styrax ramirezii) y arandano
(Vaccinium corymbosum)

Tabla A13. Medias y desviaciones estandar por cada 100 g de peso fresco de Styrax

Parametro

Peso

Tamarfo ecuatorial
Tamafio longitudinal
Volumen
Densidad
Porcentaje de semilla
Color
Porcentaje de jugo
Solidos solubles
pH
Acidez titulable
Humedad
Materia seca
Ceniza

Grasa

Proteina

Calorias

Vitamina C

ramirezii y Vaccinium corymbosum.

Styrax ramirezii

0.66 £ 0.17 g

9.85 £ 0.99 mm
13.42 + 1.46 mm
0.65 = 0.09 cm?
0.107 + 0.04 g/cm?®
27.03+4.37 %
277.89 + 8.26 °Hue
76.3+1.20 %
17.63 + 1.05 °Bx
5.52 + 0.09
1.55 + 0.14 % Ac. citrico
82.56 + 1.24 g

17.44 £ 1.24 g
0.62+0.08 g
0.59 + 0.04 g

0.98+0.24 g

0.712 + 0.02 Kcal

6.68 + 0.07 mg

Vaccinium corymbosum

0.96 £ 0.07 g

12.12 £ 0.27 mm
9.68 £ 0.18 mm
0.79 £ 0.02 cm®
0.228 + 0.07 g/cm?®
n/a
272.83 + 4.44 °Hue
81.1+1.01%
15.61 + 0.87 °Bx
4.62 £ 0.04
2.09 + 0.16 % Ac. Citrico
85.22+0.88¢g

12.78 +0.88 g
0.31+0.10 g
0.72+0.14 g

0.74+0.20 g

0.704 = 0.01 Kcal

9.70 £ 0.06 mg
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