UNIVERSIDAD DEL MAR

CAMPUS PUERTO ANGEL

Puerto Angel

' DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO
o 4 X A Cc A

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL EXUDADO DE

Bursera simaruba L. Sarg. (1890)

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS

CON LA ESPECIALIDAD EN QUIMICA AMBIENTAL

PRESENTA

[.Q. OCTAVIO ANTONIO NORIEGA RAMOS

DIRECTOR

M.C. ALEJANDRO REGALADO MENDEZ

PUERTO ANGEL, OAXACA AGOSTO 2010



$

UNIVERSIDAD DEL MAR

SIDAD
ﬁd;m DQJ%
IM{{ ' Puerto Escondido - Puerto Angel - Huatuleo
m———

A~ O 4 X 4 ¢ A

0 R X RWCM;
Puerto Angel, Oaxaca a 03 de Agosto del 2010

DR. EDGAR ROBLES ZAVALA

JEFE DE LA DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO
UNIVERSIDAD DEL MAR

PRESENTE

Después de haber analizado y evaluado la tesis “CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
DEL EXUDADO DE Bursera simaruba L. Sarg. (1890)" que presenta el 1.Q. OCTAVIO
ANTONIO NORIEGA RAMOS.

Por este conducto, le comunicamos que la tesis S| cumple con los requisitos académicos
para que el citado tesista presente el correspondiente examen profesional.

Sin mas por el momento, quedamos de Usted.

Atentamente

"'X\?‘.”J‘l“" X ”

Dr. Juan Baez Gonzalez Dr. Marco Vini]:;io Rdmirez Mares
Revisor Revisor

‘ 2,

//Df'RoIando Cardefia Lopez
7

Revisor Revisor
M. C. Alejandro Regalado Mendez
Director de tesis ‘
Ciudad Universitaria, Puerto E: lido, Oax. Ciudad Universitaria, Puerto Angel, Oax, Ciudad Universilarili Huatulco, Oax.

Tel. 01 (954) 58 24990 y 24995 Tel. 01 (958) 58 43057 y Fax 01 (958) 58 43078 Tels. 01 (958) 58 72559, 72560 y 72561



RESUMEN

Se presenta el estudio fisicoquimico del exudado de Bursera simaruba L. Sarg (1890)
para proponerlo como alternativa a las gomas actualmente disponibles. La muestra se
colecté en El Hule, Santa Maria Huatulco, Oaxaca durante la temporada seca. El
tratamiento en laboratorio consisti6 de disolucion en agua, filtracion y secado por
liofilizacion. Se sometié una fraccion a purificacién en cromatografia por exclusiéon de
tamafio. Se determind el perfil de solubilidad del exudado en agua y de pH hasta 50%
p/v. La reologia se evalud por viscosimetro Brookfield® a 40% p/v y por reémetro con
cilindros concéntricos en disoluciones al 3-15% p/v. La tensién superficial en
disoluciones al 3-15 % p/v se registré por el método del anillo de Du Nouy. El diametro
hidrodinamico al 5% p/v se determiné en un analizador Zeta Sizer Nano Malvern®. La
capacidad calorifica se monitore6 con un calorimetro diferencial de barrido hasta 100
°C. El contenido de humedad en el cristal, extracto crudo y puro se obtuvo por un
analizador termogravimétrico. El exudado se someti6 a una hidrélisis acida para
posteriormente identificar por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion la composicién
de azucares. Se realizaron analisis fitoquimicos y de fitotoxicidad. Se evalué como
agente tensoactivo con una emulsion O/W observada al microscopio durante 20 dias.
Los resultados obtenidos fue un rendimiento del 40%; valores de pH que oscilaron entre
4.3y 5.3; la viscosidad por Brookfield resulté de 65 mPa-s mientras que con el redbmetro
de 3.22 a 42.29 mPa-s, se comporté como fluido newtoniano a baja concentracion y
como pseudoplastico en alta concentracion; la tensién superficial resulté de 49.06+1.24
mN/m; el didmetro hidrodinamico fue de 1865.00+49.66 nm; la capacidad calorifica en el
extracto crudo es 6.1086+0.0736 J/g °C y en el extracto puro de 2.6484+0.0027 J/g °C;
la humedad en el cristal, extracto crudo y purificado fue de 11.83, 14.30 y 16.06%
respectivamente; se identific6 al monosacarido xilosa como un constituyente del
exudado; la presencia de taninos en el extracto crudo resultd de 0.229 mg-eq
catequina/g muestra; la fitotoxicidad se manifesté en concentraciones mayores al 15%
p/v; la cinética de coalescencia en la emulsion O/W fue de 1.63x10° s?, indicativo de
estabilidad. El exudado de Bursera simaruba manifest6 buen rendimiento, gran
solubilidad en agua, pH y humedad similares a otras gomas, viscosidad alta a baja
concentracion, disminucién efectiva de la tensién superficial, un constituyente sacarido,
taninos minimos que promuevan su fitotoxicidad y estabilidad en emulsiones O/W; por

lo que se considera como un potencial agente tensoactivo en sistemas de emulsiones.
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1. MARCO TEORICO

A continuacién se describen los exudados de plantas, asi como las caracteristicas de
gomas y resinas. Ademas, se menciona la legislacion mexicana para la colecta y uso de
dichos exudados. La caracterizacién fisicoguimica de agentes tensoactivos para
modificar emulsiones y sus limitaciones de aplicacibn requieren de campos
interdisciplinarios, por lo que conceptos, técnicas e informacién sobre reologia, tension
superficial, tamafio de particula, andlisis térmico, identificacion quimica y relaciones

alelopaticas es abordada.

Las plantas en su medio natural estan expuestas a infinidad de enemigos potenciales,
tales como bacterias, insectos o0 animales que amenazan su preservacion. Los
exudados de plantas, como gomas Yy resinas, son un mecanismo de defensa que como
metabolitos secundarios las plantas poseen y los cuales han sido de interés en la
investigacion de sus estructuras y propiedades fisicoquimicas para una posterior

aplicacion (Langenheim, 2003; Nussinovitch, 2010).

Las gomas y resinas son Utiles en la industria de alimentos, farmacéutica, textil, de
adhesivos, papel y diversos sistemas emulsificados, donde se utilizan como agentes
estabilizadores o0 espesantes, debido a que presentan estructuras quimicas de
biopolimeros inocuas que les permite incorporarse como agentes con actividad
superficial, denominandoseles hidrocoloides. Las gomas actualmente utilizadas son la

goma arabiga, mezquite, tragacanto, agar y xantano principalmente (Imeson, 2010).

Para promover el uso alternativo de gomas y resinas de nuevas especies de plantas es
necesario desarrollar una caracterizacién fisicoquimica que determine si se presentan
propiedades similares a los exudados disponibles. Las propiedades fisicas y quimicas
de los exudados tienen gran importancia en determinar su uso final e incursién
comercial; éstas van desde el color, forma, aroma, rendimiento, humedad; los efectos
de su concentracidon en la solubilidad, viscosidad, tension superficial y tamafio de
particula; hasta la determinacion quimica de compuestos que pueda limitar su uso por

considerarse toxicos (Nussinovitch, 2010).



1.1. Exudados de plantas

Las plantas durante su desarrollo poseen metabolitos primarios como parte de los
procesos quimicos para su crecimiento y reproduccién; mientras que, metabolitos
secundarios intervienen como reguladores en interacciones ecoldgicas cumpliendo
funciones de defensa y adaptativas (pesticidas naturales, atraccion de polinizadores e
incrementando la habilidad de una especie para competir con otra en un habitat dado),
promoviendo asi su supervivencia (Gonzélez-Rodriguez, 2003; Hanson, 2003). Las
plantas al ser dafiadas con incisiones en su corteza producen, a partir de sus

metabolitos secundarios, exudados con el fin de cubrir tal lesion.

Los exudados se han generalizado como cualquier sustancia con viscosidad
caracteristica, insoluble en agua y que se endurece con la exposicion al aire; sin
embargo, la diversidad en exudados va desde gomas, resinas, mucilagos, ceras,
aceites y latex logrando su reconocimiento al distinguirse caracteristicas que presentan
en torno a su quimica, tipo de tejido secretor y las funciones ecolbgicas desempefiadas.
La gomosis resulta de la transformacién de celulosa y hemicelulosa dentro de la pared
celular de la planta en sustancias amorfas desorganizadas; usualmente se considera un
mecanismo de defensa natural causado por trauma inducido por infeccién microbiana,

ataque por insectos o por lesion mecanica (Langeheim, 2003).

Los biopolimeros son macromoléculas bioldgicas, se conforman por proteinas, acidos
nucleicos y polisacéaridos (Weber, 2000); son sustancias de origen natural compuestas
por repetidas unidades estructurales o mondémeros a través de largas cadenas,
denotando asi el alto peso molecular que los caracteriza (U.S. Congresos, Office of
Technology Assessment, 1993). Los biopolimeros conformados por polisacaridos estan
compuestos por azlcares simples que se encuentran distribuidos ampliamente a través
del reino vegetal, sus funciones van desde almacenar y proveer de energia para
actividades celulares o como elementos estructurales al proteger membranas. Los
polisacaridos son de naturaleza hidrofilica, insolubles en alcohol y su grado de

solubilidad estara en funcion de la estructura del polisacarido.

1.1.1. Gomas y mucilagos
Las gomas provenientes de plantas son compuestos usualmente heterogéneos
conformados por monosacaridos y acidos urénicos que hidratandose forman soluciones

viscosas o dispersantes (Kaplan, 1998).



Los exudados como gomas son quimicamente cadenas complejas de polisacéaridos y se
han evaluado como biopolimeros emulsificantes, ejemplo de ello son la goma arabiga
de Acacia spp., tragacanto de Astragalus spp. mezquite de Prosopis spp., entre otras
(Verbeken et. al., 2003).

Las gomas suelen estar asociadas con mucilagos, sustancias viscosas encontradas en
células especializadas de plantas; aunque dicho término, también se aplica a

suspensiones acuosas o0 soluciones de gomas y almidones gelatinizados.

Las propiedades que presentan gomas y mucilagos son similares, siendo las fisicas de
mayor relevancia que las quimicas, ya que la degradacion de sus componentes se

considera inerte e inocua (Pengelly, 2004).

Los mucilagos por su estructura lineal presentan menor solubilidad en agua y tienden a
precipitar a altas temperaturas formando soluciones viscosas denotadas como
“babosas”; mientras que las gomas conformadas por polimeros ramificados son mas
hidrosolubles, promoviendo la formacién de geles y refiriéndoseles como “pegajosos”
(Mills, 1994).

En el caso de Acacia spp. las gomas al contacto con la corteza pueden absorber
taninos, tornandose amarillas y prestdndose a ser confundidas con resinas como el
ambar. Algunas Commiphora spp. y Mangifera spp. producen tanto gomas como
resinas al incorporar carbohidratos en los conductos secretores de resina (Bhatt, 1987).
Las resinas suelen encontrarse clasificadas en mezcla con demas constituyentes de
plantas; asi, surgen goma-resinas, oleo-goma-resinas y glucoresinas; ademas las
resinas estan conformadas por unidades estructurales analogas a los monémeros en

polisacéaridos que presentan posibilidad de polimerizarse.

1.1.2. Resinas

La resina es definida como una mezcla principalmente de metabolitos secundarios
terpenoides y/o fendlicos de variable volatilidad, con gran importancia en las
interacciones ecologicas y usualmente formada, almacenada y secretada por
estructuras especializadas sobre la superficie de la planta. Los componentes de la
resina son derivados de carbohidratos producidos fotosintéticamente que sufren
rupturas hacia compuestos mas simples, sintetizados posteriormente por distintas rutas

metabdlicas y contribuyendo asi a la variedad en resinas (Lagenheim, 2003).



Las resinas son insolubles en agua pero solubles en alcohol; mas pesadas que aceites
volatiles y agua; tienen puntos de ebullicién altos; son traslicidas; se queman con una
flama humeante y presentan acciones fijadoras. Las resinas son clasificadas por
grupos: ligninas, resinas acidas, resinas fendlicas, resinas ésteres, resinotanoles y
resenos (Pengelly, 2004). Las resinas acidas son las que en mayor porcentaje se
presentan naturalmente y por su naturaleza de terpenos constituyen las de mayor
comercializacion; no obstante, las fendlicas han sido importantes dentro de la industria

farmacéutica y como biocombustibles.

Los terpenos son conocidos por sus gratas fragancias, irritantes sabores o actividades
medicinales (Breitmaier, 2006); constituyen el grupo mas abundante y estructuralmente
diverso de metabolitos secundarios en plantas con mas de 23,000 estructuras
elucidadas (Ai-Xia et. al., 2007). La cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG-EM) y la resonancia magnética nuclear (RMN) han sido de gran utilidad
en tales identificaciones (Langenheim, 2003; Breitmaier, 2006).

Los monoterpenos (CioHi6) Yy sesquiterpenos (CisHz4) al ser componentes olorosos en
plantas son utilizados en la industria de perfumeria y saborizantes; algunas especies
gue los contienen son Eucalyptus spp., Pinus spp. y Cinnamomun spp. La diversidad
estructural de sesquiterpenos excede la de los monoterpenos, aunque ambos brindan
fluidez a la resina comportandose como plastificantes. Las resinas en la mayoria de las
plantas no contienen monoterpenos y diterpenos (CxoHsz) en su fraccién no volatil, no

obstante pocos géneros de la familia Burseraceae los presentan (Hanson, 2003).

Suele referirse a la fraccion volatil de la resina (mono y sesquiterpenos) como aceite
esencial, mientras que a la no volatil simplemente resina; esencial y aceite suelen
denotarse por su fragancia y tacto respectivamente; tal fraccion volatil de terpenos es
predominante en arbustos y plantas, mientras que s6lo arboles de Laurus spp. suelen

presentarla (Langenheim, 2003).

Los aceites esenciales son formados por la sintesis de acidos grasos de carbohidratos,
seguido por la combinacién con glicerol a través de accion enzimatica y consiguiendo
asi ésteres como los triglicéridos; representan menos del 1% de la planta y son
responsables de los aromas peculiares de ciertas especies; se identifican como solubles
en alcohol y grasas, ligeramente en agua; incoloros y en exposicion a luz se oxidan y

resinifican facilmente (Pengelly, 2004).



1.1.3. Legislacion
En México, la colecta de exudados esté regulada por la Secretaria de Medio Ambiente y

Recursos Naturales (SEMARNAT). Las normas que generalmente aplican son:

e NOM-005-SEMARNAT-1997 que establece los procedimientos, criterios y
especificaciones para realizar el aprovechamiento, transporte y almacenamiento
de corteza, tallos y plantas completas de vegetacion forestal.

o NOM-009-SEMARNAT-1996 que establece los procedimientos, criterios y
especificaciones para realizar el aprovechamiento, transporte y almacenamiento
de latex y otros exudados de vegetacion forestal.

o NOM-059-SEMARNAT-2001 Proteccion ambiental. Especies nativas de México
de flora y fauna silvestres. Categorias de riesgo y especificaciones para su
inclusion, exclusion o cambio. Lista de especies en riesgo.

¢ NOM-126-SEMARNAT-2000 por la que se establecen las especificaciones para
la realizacion de actividades de colecta cientifica de material biol6gico de
especies de flora y fauna silvestres y otros recursos bioldgicos en el territorio

nacional.

1.2. Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion es la determinaciéon de propiedades como forma, estructura quimica,
parametros termodinamicos y fisicos. La morfologia es la ciencia de la forma y es la que
permite establecer relaciones estructura-propiedad de los materiales (Chalmers y Meier,
2008).

Los polimeros son parte cotidiana de nuestra vida y su presencia queda manifestada en
infinidad de productos que utilizamos a diario. Su produccion industrial es un sector
econémico importante a nivel mundial; por lo tanto, su investigacion y desarrollo es un

area vital para el progreso cientifico y tecnoldégico.

Los biopolimeros brindan una alternativa a la produccién de sus similares sintéticos y
conllevan efectos econdémicos y ambientalmente positivos debido a sus fuentes
renovables; han sido utiles en el sector industrial, médico y de alimentos como
adhesivos, absorbentes, lubricantes, empaques, cosméticos y en la creacion de

materiales (U.S. Congress, Office of Technology Assessment, 1993).



Las metas en biopolimeros consisten en valerse de su estructura para mejorar sus
caracteristicas fisicas como espuma, gel y de atraccion dual entre hidro-lipo

compuestos (Kolybaba et. al., 2003).

Debido a la diversa naturaleza de los polimeros, no existe disponible un método simple
capaz de proveer la completa informacién que cubra el rango desde oligdbmeros hasta
grandes polimeros; en control de produccion basta con la viscosidad intrinseca, pero en
investigacion, sdélo los resultados combinados de diversas técnicas proveeran la

suficiente informacion.

La caracterizacion y andlisis a polimeros son herramientas que permiten verificar si las
propiedades fisicoquimicas perseguidas son alcanzadas de manera natural, por ser
inherentes al material, 0 se requiere de modificaciones para conseguirlas; brindando
con ello el conocimiento y la pauta de las aplicaciones posteriores. La caracterizacion
fisicoguimica y la diversidad de técnicas utilizadas es detallada por Cheremissinof
(1996), Groenwoud (2001), Chalmers y Meier, (2008) y Stamm (2008).

1.2.1. Emulsiones

Una emulsién consiste de por lo menos dos liquidos inmiscibles, donde uno de ellos
esta disperso como pequefias gotas esféricas en el otro (McClements et. al., 2007). El
diametro promedio de las gotas oscila entre los 100 nm y 100 um (Aranberri et. al.,
2006). Las particulas del liquido dividido constituyen la fase dispersa o interna de la
emulsién; mientras que el liquido en el cual las gotas estan dispersas representa la fase

continua o externa.

Las emulsiones pueden ser clasificadas acorde a la organizacion espacial de las fases
acuosa u oleosa. Se denomina emulsién oil in water (O/W) o water in oil (W/O) en virtud
de que al segundo término le corresponda la fase continua. El tipo de emulsién
dependera de la naturaleza y proporciones de los constituyentes, asi como de su modo
de preparacion. Los ejemplos cotidianos de emulsiones O/W los tenemos en la
mayonesa, leche, crema; mientras que las emulsiones W/O estan presentes en la

margarina y manteca (McClements, 1999).



1.2.1.1. Estabilidad

Las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables debido a que el contacto
entre las distintas fases se considera energéticamente desfavorable (McClements et.
al., 2007).

La estabilidad de una emulsion esté definida como la resistencia a los cambios en sus
propiedades con el tiempo, se mide por la velocidad con la cual las gotas de la fase
dispersa se agrupan para formar una masa de liquido cada vez mayor y separandose
finalmente por gravedad. Aranberri et. al. (2006) afirman que la estabilidad y
reversibilidad en emulsiones esta regida por mecanismos fisicos y quimicos
responsables de la alteracion en sus propiedades (figura 1). Existen procesos quimicos,
bioquimicos y microbiolégicos que afectarian la durabilidad y calidad de las emulsiones.

Emulsion [nversion

de fase
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Figura 1. Mecanismos fisicos en estabilidad de emulsiones. Tomado y modificado de
McClements (1999).

Se presentan mecanismos reversibles como cremado cuando la fase dispersa se
concentra en la parte superior y sedimentaciéon cuando la misma fase se ubica en la
parte inferior; lo anterior, es promovido por las diferencias de densidad, la accion de
gravedad y la presencia de un gradiente de velocidad de las gotas sin variar la
distribucion del tamafio de las mismas. En la floculacion se forman agregados que no se
fusionan entre si y estan controlados por un equilibrio global entre las fuerzas de
atraccion electrostaticas de Van der Waals y repulsivas de tipo estéricas y de

hidratacion.



Entre los mecanismos irreversibles, la coalescencia consigue que las gotas pequefias
se fusionen entre si creando una de mayor tamafio y eliminando la interfase liquido-
liquido. El engrosamiento de gotas u Ostwald ripening se manifiesta en el crecimiento
de las gotas mas grandes a costa de las pequefias hasta que éstas Ultimas
desaparecen; lo anterior ocurre en funcion de la solubilidad entre fases y a la presion
interna de las gotas de menor tamafio. En la inversion de fases se modifica el rol de las

fases por alguna alteracion en la composicidn o en las condiciones ambientales.

En algunos sectores industriales se persigue desestabilizar emulsiones como parte
esencial en sus procesos. Entre los promovedores de fendmenos de floculacién se han
utilizado polimeros de alto peso molecular en procesos de separacion de soélido-liquido
dentro de la industria del papel, tratamiento de aguas y procesamiento de minerales

formandose agregados de gran tamafio y de apariencia como nata.

Los mecanismos de los floculantes son la neutralizacién de cargas y por puenteo; la
floculacién por puenteo adsorbe mudltiples particulas en una cadena polimérica. La
estabilidad de emulsiones puede verse mejorada al incluirse estabilizadores (como
emulsificantes o modificadores de textura), consiguiendo asi emulsiones cinéticamente

estables por razonables periodos de tiempo (McClements et. al., 2007).

1.2.1.2. Emulsificantes

El proceso de convertir dos liquidos inmiscibles a una emulsion, o de reducir el tamafio
de las gotas formadas, es conocido como homogeneizacién y se consigue a través de
intensa agitacion mecanica, alta presion, ultrasonido o por membranas. Los
emulsificantes, denotados también como tensoactivos (SURFace ACTive AgeNT) o
hidrocoloides, son especies quimicas que se adsorben en la superficie de las gotas
durante la homogeneizacion formando una capa que evita la inmediata formacion de
agregados y el asociarse en soluciones acuosas; presentan en su estructura una
naturaleza hidrofilica y lipofilica lo que tiende a localizarlos en la interfase de emulsiones
(McClements, 1999).

Los factores que permiten decidir el tipo de emulsificante, estan determinados por sus
propiedades moleculares (estructura, peso y polaridad), propiedades fisicoquimicas y
fisiologicas (solubilidad, estado fisico, reologia, actividad superficial, estabilidad vy
bioactividad); las cuales modificaran finalmente a las emulsiones y limitaran su campo

de aplicacion (Imeson, 2010; Nussinovitch, 2010).



Entre los emulsificantes naturales estan los biopolimeros conformados por proteinas o
polisacéaridos y sus aplicaciones han sido en modificar la apariencia, textura y sabor de
emulsiones en alimentos o en la liberacion controlada de sustancias bioactivas en

medicamentos (McClements, 1999; McClements et. al., 2007).

Los agentes emulsificantes se seleccionan acorde al tipo de emulsién y de acuerdo a la
regla de Bancroft: la fase continua es aquella que solubiliza al agente emulsificante
(Aranberri et. al., 2006). En las emulsiones O/W el emulsificante se coloca con su
cadena hidréfoba orientada hacia el aceite y la hidréfila respecto al agua; en emulsiones
WI/O el agente tensoactivo se posiciona inversamente. Este comportamiento se denota
como micelas y en funcién de la concentracién de emulsificante que da cabida a su
formacion surge la concentracién micelar critica (CMC) a la cual ocurren los cambios

fisicoguimicos (Khan, 2007).

Los agentes con actividad superficial por su naturaleza anfétera pueden clasificarse en
términos del indice HLB (Hydrophile-Lipophile Balance), el cual describe la afinidad
relativa de una molécula tensoactiva a las fases oleosa y acuosa; dicho valor se asigna
al emulsificante puro y suele diferir del comportamiento en disolucion en funcién del

electrolito, temperatura y tipo de aceite (McClements, 1999; Aranberri et. al., 2006).

1.2.2. Reologia

Las pinturas, aderezos o cosméticos que cotidianamente estan a nuestro alcance los
evaluamos con adjetivos a su consistencia como espesos, suaves 0 Cremosos; que
revelan, a nuestra percepcion, su calidad. La reologia es la ciencia correspondiente al
estudio del flujo y la deformacién de la materia (Bird et. al., 2002); su objetivo esta
restringido a la observacion del comportamiento de materiales sometidos a
deformaciones muy sencillas para someterlo a andlisis dentro de algin modelo
matematico que permita determinar las propiedades reoldgicas de dicho material
(Barnes, 2000).

La adecuada descripcion reoldgica de los fluidos es importante para su caracterizacion
fisicoquimica, ya que tales propiedades son las que determinan los cambios
manifestados y el comportamiento dentro de algun proceso; lo anterior, de gran
relevancia en control de calidad, disefio de operaciones como bombeo, mezclado,

envasado, almacenamiento e incluso consumo (Mackley et. al., 1994).



La reologia de polimeros surge por las propiedades viscoelasticas que estos sistemas
presentan, donde gomas y resinas han probado ser Utiles en muchas aplicaciones. Los
polimeros aunque sean macromoléculas entrelazadas aun son sujetas al movimiento
Browniano que promueve configuraciones aleatorias, creando cadenas lineales de
forma esférica con interacciones de largo alcance que persisten a altas velocidades de
corte (Barnes, 2000).

Una manera de caracterizar biopolimeros en solucion a bajas concentraciones es
midiendo la viscosidad y ésta depende de la distribucion del peso molecular, la
concentracion y las propiedades del solvente (Holmberg et. al., 2002). La distribucion
del peso molecular esta en funcién de la forma en que la macromolécula sea

encontrada, sea lineal, ramificada o en red.

Una variedad de métodos instrumentales han sido desarrollados para caracterizar las
propiedades reolégicas de materiales; varian acorde al tipo de deformacién que aplican
en la muestra (corte, compresion o elongacion), a la propiedad que miden y a su costo o

sofisticacion (McClements, 1999).

Con la finalidad de comparar resultados, es nhecesario seguir procedimientos
estandarizados que definan parametros experimentales como tamafio de la muestra,
modo de preparacién, magnitud de la fuerza o deformacién aplicada, equipo utilizado,
disefio del recipiente y geometria de accesorios; asi como la velocidad, duracién y

temperatura a la cual se realizaron las pruebas (Barnes, 2000; Viswanath et. al., 2007).

Un fluido es capaz de fluir debido a las fuerzas de cohesion en sus moléculas y suele
deformarse continuamente cuando se somete a un esfuerzo cortante. La viscosidad es
una propiedad de transporte, ya que cuantifica la conductividad de cantidad de
movimiento a través de un medio conductivo o fluido, se interpreta como la resistencia
que ofrecen los fluidos a ser deformados cuando son sometidos a un esfuerzo (Barnes,
2000).

La clasificacion de fluidos (Figura 2) esta dada por las diferentes caracteristicas
reolégicas que pueden ser descritas a través del uso de algun viscosimetro
(McClements, 1999).
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Figura 2. Clasificacion de fluidos. Tomado y modificado de McClements (1999).

Los fluidos newtonianos poseen una relacién lineal entre la magnitud del esfuerzo
cortante aplicado (7 ) y la velocidad de corte o deformacion () resultante (Bloomer,
2000); lo anterior indica una viscosidad ( 1) constante a diferentes velocidades de corte

y cuando no presentan tal proporcionalidad se denominan fluidos no newtonianos.

La viscosidad de fluidos no newtonianos acorde a su dependencia con la velocidad de
deformacién los clasifica en pseudoplasticos y dilatantes, mientras que a su

dependencia con el tiempo se identifican como reopéctico y tixotrépico (McClements,
1999).

Existen modelos matematicos que definen las propiedades reolégicas de los fluidos
(Shames, 1995; Chhabra, 2007) mostrados en la figura 2.

Plastico ideal de Binghman T=7,+ Uy Ecuacion (1)
Ley de Newton T=uy Ecuacion (2)
Ley de potencias o modelo de Ostwald de Waelde 7=y (}/) ; Ecuacion (3)
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1.2.3. Tension superficial

La region en el espacio donde dos fases coexisten es conocida como interfase; si una
de ellas es gaseosa, se denomina entonces superficie. Las fases generalmente difieren
en su estado fisico, composicién y propiedades fisicas como densidad, indices de
refraccion, volatilidad y viscosidad (Rossiter y Baetzold, 1993).

Una molécula en el interior de un liquido estd sometida a la accion de fuerzas atractivas
de cohesion cuya resultante es una fuerza nula; pero si la molécula se encuentra en la
superficie, sus fuerzas de cohesion no estan balanceadas y la resultante es una fuerza
perpendicular a la superficie y dirigida hacia el interior del liquido, por lo que la
superficie tiende a contraerse formando una tensién en ella y a ocupar un area mas

pequeiia (McClements, 1999).

En este fendbmeno se involucran dos términos: la energia libre de superficie y la tensién
superficial, definidas como el trabajo necesario para aumentar a temperatura y de modo
reversible, el area de superficie en una unidad. La tensién superficial y la energia libre
son numéricamente iguales siempre que la viscosidad del liquido no sea muy grande
(Adamson y Gast, 1997).

Los métodos para medicién de la tension superficial estdn basados sobre la aplicacion

de una fuerza, presién o deformacion (Drelich et. al., 2002) y son descritos en la tabla |.

Tabla I. Métodos de medicion para tension superficial.

Medicién

de fuerza

Medicién

de presion

Medicién

de deformacion

e Método de la placa
(Wilhelmy)

e Método del anillo
(Du Nouy)

e Ascenso capilar

¢ Presion de burbuja

Gota pendiente

o colgante

Gota colocada

Gota giratoria
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1.2.4. Tamafo de particula

Black et. al. (1996) comentan que las técnicas para la medicion del tamafio de particula
son importantes dentro de industrias como combustién, aerosoles, agricultura,
alimentos, control de contaminacion y medicina; asi como en diversos campos de
investigacion como la caracterizacion de sistemas o el estudio en la dinamica de
particulas sélidas. Los métodos de determinacion pueden ser fisicos, por imagenes o
dispersion de luz. El laser, debido a su naturaleza monocromatica, coherencia y poder
espectral es util para la determinacion de tamafio de particula por medio de las

propiedades de dispersion de luz.

Los métodos basados en laser para el analisis de tamafio de particula comparten
elementos como terminologia (formas, diametro de particula individual y media) o
funciones de distribucién (normal y Rosin-Rammler), los cuales deben ser abordados en
la comprension de las mediciones. Diversas teorias (Lorenz-Mie, difraccion Fraunhofer y
Optica geométrica) son ampliamente utilizadas en la instrumentacién para andlisis de

tamafo de particula.

Los analizadores de particula basados en laser generalmente determinan la distribucion
espacial o temporal de los tamafios esféricos equivalentes. Las distribuciones de
tamafo de particula son expresiones matematicas que relacionan algunos aspectos de
las particulas en el fluido (volumen, velocidad o concentracién) con el diametro de
particula, evitando el grafico detallado de la distribucion experimental y brindando una
manera de extrapolar informacion fuera del rango de medicién, para determinar

parametros como diametro promedio o forma de distribucién.

La consistencia y la exactitud de las mediciones suele estar sujeta a factores como
tamanfo, velocidad, indice de refraccion, temperatura y concentracion de la muestra.
Actualmente equipos poseen caracteristicas que asisten al operador en la eliminacion
de errores en el resultado final. Instrumentos como los analizadores de particula
Microtrac, Coulter y Malvern basados en la difraccibn Fraunhofer son utilizados
ampliamente en control de calidad y analisis de laboratorio, consiguiendo mediciones

faciles y consistentes.
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1.2.5. Analisis térmico

El andlisis térmico se refiere a una variedad de técnicas en las que una propiedad de
una muestra es continuamente medida en un perfil de temperatura predeterminado. Las
técnicas mas comunes son el andlisis termogravimétrico y la calorimetria diferencial de
barrido (Brown, 2001; Groenewoud, 2001; Pielichowski y Njuguna, 2005)

Una curva de andlisis térmico es interpretada al relacionar la propiedad medida contra
los datos de temperatura que manifiestan cambios fisicos y quimicos en la muestra,
considerandola una técnica comparativa o cualitativa. El analisis térmico es util en la
caracterizacion fisicoquimica de propiedades de un sistema bajo condiciones que

simulan aplicaciones reales (Cheremisinoff, 1996).

1.2.5.1. Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica de andlisis térmico en la que el flujo
de calor a la muestra es monitoreado en funcion del tiempo y temperatura. En la
practica se analiza el flujo de calor hacia un contenedor con la muestra y uno vacio
como referencia con el fin de determinar las temperaturas donde existen
transformaciones fisicas de la muestra. El instrumento utilizado es un calorimetro
diferencial de barrido o DSC (Cheremisinoff, 1996; Groenewoud, 2001).

El DSC en la investigacion en polimeros es utilizado principalmente en tres tipos

diferentes de experimentos:

e Determinacién de temperatura de transicion vitrea (Tg).
e Determinacion de la temperatura de cristalizacion y fusion.

¢ Mediciones en sistemas con reacciones quimicas.

El estado fisico de las muestras a analizar va desde sélidos, peliculas, fibras, geles o
liquidos viscosos. La informacion obtenida de los DSC son los pardmetros

termodindmicos como capacidad calorifica (Cp), cambios de entalpia (AH ), entropia

(AS) y energia libre de Gibbs (AG).

1.2.5.2. Termogravimetria

La termogravimetria es la técnica donde la masa de una muestra es monitoreada con
respecto al tiempo y temperatura, se desarrolla con un analizador termogravimétrico
(TGA) o termobalanza (Groenewoud, 2001).
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Existen importantes diferencias entre las balanzas a utilizar

e Eltipo de balanza, sea horizontal o vertical.
e La sensibilidad en combinacién con el peso maximo de la muestra.

e Elintervalo y precision de la temperatura.

La termogravimetria y la calorimetria diferencial de barrido son técnicas muy populares
en la investigacién en polimeros, estudiando la estabilidad térmica de muestras bajo
condiciones de aplicacién. La interpretacion de resultados de ambas técnicas no se
limita a la composicion, por lo que mas de un método adicional o acoplado
(espectroscopia de IR, cromatografia de exclusion de tamafio o resonancia magnética
nuclear) es requerido para la total comprensién de las reacciones fisicas y quimicas que

ocurren en la muestra (Chalmers y Meier, 2008).

1.2.6. Identificacion de gomas

Las gomas pese a gue son obtenidas con pureza relativa, requieren de andlisis que
permita el conocimiento de sus componentes (Miller, 1973). Las gomas en su estado
natural son reconocidas por su forma, tamafio, color, brillo, entre otras propiedades
fisicas y que combinadas con simples pruebas quimicas bastan para identificarlas; pero
si son adquiridas en polvo, procedimientos quimicos para su identificacion son

necesarios (Nussinovitch, 2010).

Nussinovitch (2010) describe para las gomas de uso industrial (ardbiga, mezquite,
tragacanto, guar y xantano) una identificacién a partir de la solubilidad en agua, la
precipitacion en alcohol, la observacién microscépica e incluso el uso de anticuerpos
como identificacion de polisacaridos. Esta Ultima, una novedosa aplicacion para

anticuerpos que resulta altamente especifica para las gomas.

Debido a que no hay un método sencillo y general de identificacion para todas las
gomas, una opcién es seguir esquemas que permitan clasificar las gomas para una
subsecuente identificaciébn por otras pruebas. Las reacciones de precipitacion con
cetavlon y reactivos (Million, Schweitzer, Stoke, acetato de plomo, hidroxido de potasio,
cloruro férrico, acido tanico y sulfurico) son utiles para identificar y caracterizar

exudados.
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Los métodos analiticos utilizados en la identificacion de gomas son espectroscopia de
infrarrojo y Raman, diversas técnicas cromatograficas, resonancia magnética nuclear,
electroforesis capilar, cristalografia en rayos X, analisis térmico diferencial, reacciones
enziméticas (Cheremissinoff, 1996; Chalmers y Meier, 2008; Eliasson, 2006;
Nussinovitch, 2010) e incluso acoplamientos entre ellos que involucren el uso de

lectinas para una determinacion estructural (Nillson, 2007).

La deteccion de azlcares en cromatogramas ha sido Util para identificar goma agar,
arabiga y tragacanto. Los monosacaridos constituyentes de cualquier polisacarido
pueden ser detectados y aislados al someter la muestra a una hidrélisis completa
seguida por una separacion cromatografica del azlcar resultante. Convencionalmente,
una hidrolisis completa involucra el uso de acidos fuertes o realizarla por un tiempo
prolongado. Diversas técnicas cromatograficas han sido desarrolladas para la

clasificacion y cuantificacion de carbohidratos (Nussinovitch, 2010).

El amplio uso de las gomas en la industria de alimentos como estabilizadores,
modificadores de textura y agentes con actividad superficial, requiere de andlisis
adicionales que estimen la presencia de diversos fitoquimicos que impliquen una
limitacion en su uso debido a efectos en organismos y en la salud humana (Vaclavick y
Christian, 2008).

1.2.7. Alelopatia

Los metabolitos secundarios en las plantas son una vasta fuente de sustancias
bioactivas (Harbone y Baxter, 1998); por lo tanto, es de suma importancia realizar
estudios que permitan reconocer los constituyentes quimicos y sus implicaciones en el
ambiente u organismos vivos. La sola presencia de algun compuesto con bioactividad
no es un atributo para clasificarlo como toxico, se requiere de la investigacion sobre la

concentracion en la cual sus efectos llegan a manifestarse en algan organismo.

De acuerdo a Reigosa y Pedrol (2003), Lichtenhaler (2003), Alvarez-Tinaut y Espinosa-
Borreguero (2003) y Alcazar et. al. (2003) las plantas sintetizan una mayor bateria de
compuestos secundarios que los animales, puesto que no pueden confiar en la
movilidad fisica para escapar de sus predadores o de fendémenos fisicos cambiantes,
apoyandose en la defensa quimica o morfoldgica contra los fenomenos bibticos o

abidticos que perturban su correcto desarrollo.
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Los cambios en las condiciones ambientales, las restricciones debidas a estrés y los
agentes estresantes deben ser captados y registrados por las plantas para producir
respuestas de tension y estrés, ademas de disparar los procesos de aclimataciéon y

adaptacion.

Los agentes estresantes (bidticos y abidticos, naturales o antropogénicos) representan
sefales externas que su percepcidn y transduccion en la planta y sus 6rganos (hojas,
raiz, tallo y flores) produciran respuestas metabdlicas directas (reajuste de tasas
metabdlicas y la activacion de mecanismos de proteccién y reparacion) y activacion de
la expresion génica (sintesis de fitoalexinas, activacion de genes de defensa, sintesis de
proteinas, hormonas y reguladores de estrés: acido abscisico ABA, jasmonatos JAS,
salicilatos SAs, etileno y poliaminas); estos ultimos modifican a su vez las respuestas
metabdlicas de las plantas bajo estrés y controlan la estabilidad del nuevo estandar

fisiologico.

La alelopatia es cualquier efecto, perjudicial o benéfico, directo o indirecto que una
planta produce sobre otra a través de la produccién de compuestos quimicos liberados
al medio ambiente. Las relaciones alelopaticas desempefian un papel importante por
sus consecuencias evolutivas, asi como los efectos fisiologicos y ecoldgicos que
intervienen en la lucha por la supervivencia y distribucion de especies; se consideran un
proceso mas de los distintos tipos de estrés que sufren las plantas en el medio que
modifican la sintesis y tasa de liberacion de metabolitos secundarios (Gonzalez-
Rodriguez, 2003).

La clasificacion de alelopaticos mas reconocidos incluye compuestos alifaticos, lactonas
insaturadas, lipidos o acidos grasos, terpenos, glucésidos cianogénicos, alcaloides y
compuestos fendlicos. La categoria de compuestos fendlicos comprende los grupos
guimicos mas estudiados debido a su actividad biologica, éstos incluyen ligninas,

melaninas, flavonoides, taninos, entre otros.

La inmediata respuesta de la planta a la presencia de un aleloquimico es una
interferencia en alguno de sus procesos fisioldgicos. Los mecanismos de resistencia
son similares a los manifestados ante cualquier otro tipo de estrés, éstos incluyen
reacciones enzimaticas (fase I): hidroxilacion, oxidacion, reduccion y/o hidrélisis; la

conjugacion con un sustrato endégeno para formar un compuesto nuevo (fase Il) y la
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aprehensién (fase Ill):; conjugados terciarios que pueden ser transportados y

depositados en la vacuola o pared celular.

La resistencia alelopéatica entre especies no sélo se debe a sus propiedades
morfoldgicas. La detoxificacion representa un factor que contribuye a la diferente

susceptibilidad a un agente quimico en particular.

Los mecanismos moleculares y fisiolégicos que dirigen procesos alelopéticos en el

organismo vegetal estan sujetos a:

» La gran diversidad de familias quimicas que pueden actuar como aleloquimicos.

» Los diferentes lugares y modos de accion para cada aleloquimico.

» Los distintos procesos de eliminacion y detoxificacion presentes en las plantas.

» La actividad conjunta (antagonica, sinérgica o aditiva) de diferentes
aleloquimicos.

» La concentracion umbral o efectiva en el interior de la célula.

» La posibilidad de que el aleloquimico actie sobre dos rutas metabdlicas

diferentes.
> La interaccion con otros fendmenos de estrés.

» La provocacion de una serie de modificaciones metabdlicas en cascada.

La mayor parte de los estudios en el andlisis de relaciones alelopaticas se han realizado
sobre procesos fisiolégicos secundarios como el crecimiento, la morfologia o la

germinacion.

La interaccion del aleloquimico es normalmente afectando una ruta metabdlica primaria
gue provoca la variacibn en otras relacionadas y manifestando los sintomas de
interaccion en otros niveles. La accion sobre las membranas por parte de los
compuestos fendlicos es central y primaria para el trastorno de otros procesos, actdan
como antagonistas o sinérgicos de la actividad auxinica afectando el desarrollo vegetal;
incluso, podrian no tener un Unico lugar de accion y la probabilidad de actuar sobre uno

u otro dependera de la concentracion o de los factores ambientales que interactden.
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2. ESTADO DEL ARTE

Se describe a Bursera simaruba L. Sarg (1890) presentando su sinonimia, rasgos
generales del arbol, servicios al ambiente, usos de la madera y medicinales, taxonomia,

distribucion geografica e investigaciones cientificas de la especie.

Los estudios quimicos en plantas se desarrollan al azar o de manera bioracional; es
decir, a partir de un metabolito en particular, del que ya conozcamos su bioactividad y la
técnica para aislarlo; basandonos en la taxonomia, donde si el género se encuentra
reportado en la literatura, sus especies y variantes podrian tener dicho fitoquimico afin;
durante la observacién en estado natural, llegandose a percibir si las plantas trabajan en
competencia por nutrientes o en coordinacién ante depredadores; por ultimo, a través
de la cultura popular, teniendo como referencia su frecuente y efectivo uso para algunos

padecimientos (Ramirez-Mares, 1999).

2.1. BurserasimarubalL. Sarg (1890)

De acuerdo a la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO) la planta Bursera simaruba presenta sinénimos: Bursera bonairensis
Boldingh; Bursera gummifera (L.); Bursera integerrima (Tul.) Triana & Planch; Bursera
ovalifolia (Schltdl.) Engl.; Bursera subpubescens (Rose) Engl. ; Elaphrium simaruba (L.)
Rose.; Elaphrium subpubescens Rose; Pistacia simaruba L.; Tapiria macrophylla
Lundell. De manera comun, ademas de palo mulato, es también conocido como palo

jiote, jilocuabo, chakd, indio desnudo, almacigo o gumbo-limbo, entre otros.

En Bursera simaruba su tamafio va desde pequefios arbustos hasta grandes arboles;
sus troncos suculentos presentan coloraciones amarilla, verde, roja o puarpura y la
corteza de algunas especies se exfolia en forma de escamas, incluso de color distinto al

tronco (Becerra y Venable, 1999; Espinosa et. al., 2006).

La CONABIO y Comision Nacional Forestal (CONAFOR) brindan una descripcion mas
detallada sobre su forma, copa y hojas, tronco y ramas, corteza, flores, frutos, semillas,
raiz, biologia reproductiva, habitat, fenologia, vegetacion asociada, aspectos
fisiologicos, cultivo, propagacion, tolerancia y desventajas. Se le considera con efecto
restaurador en el drenaje de tierras inundables, conservador del suelo por control de la
erosion y estabilizador de bancos de arena. En los servicios al ambiente esta el de

barrera rompevientos, cerca viva, ornamental y de sombra o refugio.
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Entre los usos, su madera es su principal producto, se utiliza para la construccién de
canoas y viviendas rurales, mangos para herramientas e implementos agricolas, cajas y
embalajes, cabos para cerillos, abatelenguas, palillos para dientes, chapa, huacales
para hortalizas y frutas, cajas para pastas, tablas, carpinteria en general y pulpa para
papel. Se recomienda para fabricar cocinas integrales, juguetes, viruta excélsior,
muebles rusticos, articulos torneados y patrones, debido a que su estabilidad
dimensional es excelente. La madera contiene mucha agua, almidones y azucares por

lo que se mancha y se pudre enseguida si no se sierra y seca rapidamente.

El uso maderero mas que nada es debido a su abundancia y no a sus cualidades
superiores, mientras que la savia azucarada se usa en areas rurales para alimentar a

los nifios y los retofios tiernos se cocinan como verduras (Francis, 1990).

Entre los usos medicinales esta la infusion del fruto, flor, hoja y corteza para bajar de
peso. El fruto y flor como antidiarreico, en la mordedura de serpiente y para repeler
insectos; la planta para el resfriado, disenteria, fiebre, hongos en la piel, mal de viento,
antimicética, purgante y sudorifica; la hoja en la tosferina y sarampion, como
antiasmatico, acelerador de parto, encias infectadas, evacuaciones con sangre,
amigdalitis, comezdn, ulceras (enfermedades venéreas), antiinflamatorio (rodillas), para
fiebre intestinal y analgésico (dolor de cabeza, estbmago y muelas); la corteza como
antipirético, hemorragia nasal, dolor muscular, remedio para el hipo, limpieza de

heridas, inflamacion de ovarios, picadura de arafia (CONABIO, 2006).

La resina que mana del tronco y de las ramas se utiliza en algunas regiones como
sustituto de pegamento en piezas rotas de vidrio, loza y porcelana; hervida en agua y
endurecida se emplea como sustituto del copal en forma de incienso; también se usa

para la fabricacion de lacas y barnices (CONABIO, 2006).

Las resinas que producen Bursera spp. y Protium spp. se consideran terpenoides de
tipo balsamo originadas en canales de su corteza. La resina comprende mono/sesqui/tri
—terpenos y en menor grado diterpenos. El uso de las resinas de Bursera spp. y Protium
spp. se remonta incluso a tiempos ancestrales, siendo participes en ceremonias y
rituales mayas y estudiados taxond6micamente hasta finales del siglo XIX. Los balsamos
de Protium copal son conocidos de manera comin como inciensos y son utilizados

como desodorizadores o purificadores (Langenheim, 2003).
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La identificacion taxonémica de plantas productoras de exudados resulta util, abordando
asi diferencias o similitudes entre especies y géneros; Langenheim (2003) reconoce
generalmente a productoras de resinas en el grupo de las coniferas y angiospermas,
ubicando entre éstas Ultimas a la familia Burseraceae. En la tabla Il se desarrolla la

taxonomia para Bursera simaruba.

Tabla Il. Taxonomia de Bursera simaruba. Global Biodiversity Information Facility.

Palo Mulato
Reino Plantae
Divisidn Faner6gama Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Burseraceae
Género Bursera
Especie Simaruba

Lagenheim (2003) resalta la copiosa produccién de resinas por parte de Burseraceae,
siendo la mayor distribucion de ésta familia en Asia y Africa, a excepcion de Bursera y
Protium localizadas en regiones tropicales de América. La méaxima diversidad de
Bursera spp. se encuentra en las costas del Pacifico mexicano, considerdndolas

endémicas en su mayoria (figura 3 y 4).

En Oaxaca se distribuye en climas como la selva alta y mediana subperennifolia
(CONABIO, 2006) y su presencia es confirmada por Salas et. al. (2003), Garcia-
Mendoza et. al. (2004), Rzedowski (2006) y Rzedowski et. al. (2005, 2007).

Bursera simaruba presenta variaciones morfolégicas en su area de distribucién; exhibe
una notable variacion fenotipica asociada a cierto nivel de diferenciacion ecotipica; por
lo menos para ciertos caracteres ecofisiol6gicos y anatdmicos de la madera (CONABIO,
CONAFOR). Un estudio de Espinosa et. al. (2006) brinda los patrones biogeograficos

histéricos de las especies de Bursera (Burseraceae) y sus implicaciones taxonémicas.

21




Figura 3. Distribucion geogréfica del género Bursera en México. Los nimeros indican la

cantidad aproximada de especies. Tomado de Rzedowski et. al. (2005).

Figura 4. Distribucién geografica de Bursera simaruba. Tomado de Global Biodiversity

Information Facility.
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Las investigaciones cientificas relevantes en torno a Bursera simaruba se describen a

continuacion:

Andrés-Hernandez y Espinosa-Organista (2002) ubica a palo mulato dentro del
complejo Bursera simaruba en su estudio sobre morfologia de plantulas de Bursera

Jacqg. Ex. L. (Burseraceae) y sus implicaciones filogenéticas.

Una especie nueva de Bursera (Burseraceae) del estado de Oaxaca denominada
Bursera laurihuertae es presentada por Rzedowski y Calderén de Rzedowski (2000). La
segunda restauracion de Bursera ovalifolia y nombre nuevo para otro componente del

complejo de Bursera simaruba (Burseraceae) es descrita por Rzedowski et. al. (2007).

Lambert et. al. (2005) presentan relaciones taxonomicas y quimicas reveladas por
espectros de RMN de exudados de plantas para distinguir entre resinas, gomas y goma-

resina, ubicando en el Gltimo grupo a Bursera simaruba L. Sarg.

La descripcion de triterpenos en el extracto con cloroformo de la resina de Bursera
simaruba es reportada por Peraza-Sanchez et. al. (1995).

El estudio de Bruck (2002) revisa los usos tradicionales de Bursera simaruba en la
ebullicién de corteza y hojas para determinar si los registros etnobotanicos en la regién
maya pueden ser corroborados con la informacién quimica. La bioactividad de los

extractos con cloroformo, metanol, etanol, acetato de etilo y hexano es confirmada.

La determinacion del volumen de la corteza para Bursera simaruba en Belice es
presentada por Atha et. al. (2005).

La actividad antimicrobiana y antiinflamatoria en extractos de hoja con solventes
organicos es reportada por Yasunaka et. al. (2004), Noguera et. al. (2004) y Carretero

et. al. (2008). Los compuestos fendlicos son reportados por Maldini et. al. (2009).
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3. OBJETIVOS

General

Evaluar por caracterizacién fisicoquimica el exudado de Bursera simaruba L. Sarg
(1890) como potencial agente emulsificante.

Especificos

» Obtener en pureza adecuada el exudado desde su colecta y posterior
tratamiento en laboratorio, registrando el rendimiento conseguido.

» Determinar parametros fisicos como solubilidad, pH, viscosidad, tamafio de
particula y actividad superficial a distintas concentraciones del exudado en agua.

» Analizar por calorimetria diferencial de barrido y termogravimetria al exudado,
determinando la capacidad calorifica y el contenido de humedad.

» Establecer la bioactividad de los exudados por medio de pruebas fitoquimicas y
de fitotoxicidad.

» ldentificar la naturaleza quimica de los constituyentes del exudado por
cromatografia y espectroscopia UV-Visible.

» Valorar la estabilidad de emulsiones O/W formuladas con el exudado como

emulsificante.

4. HIPOTESIS

El exudado de Bursera simaruba presenta propiedades fisicoquimicas como agente

tensoactivo similares a los exudados disponibles de uso industrial.
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5. JUSTIFICACION

Las gomas y resinas se utilizan como agentes estabilizadores o espesantes;
actualmente se utilizan la goma arabiga, mezquite, tragacanto, agar y xantano
principalmente. Para promover el uso alternativo de gomas y resinas de nuevas
especies de plantas es necesario desarrollar una caracterizacion fisicoquimica que
determine si se presentan propiedades similares a los exudados disponibles que

determinan su uso final e incursién comercial.

En virtud de evaluar una especie de la diversidad vegetal oaxaquefia se considera al
exudado de Bursera simaruba L. Sarg. (1890) para una caracterizacion fisicoquimica.
Bursera simaruba presenta variaciones morfolégicas en su area de distribucion
geogréfica. La bioactividad es generalmente indicada para la corteza, hojas y fruto o
demostrada por la asociacion con Metopium brownie en la region maya, dicho arbol
presenta distribucion restringida desde el sur de Veracruz hasta la Peninsula de
Yucatan. Estudios quimicos en Bursera spp. han sido realizados bajo la extraccién de

solventes como cloroformo, metanol, etanol, acetato de etilo y hexano.

La caracterizacidon del extracto acuoso a temperatura ambiente del exudado de Bursera
simaruba distribuida en la region de la costa oaxaquefia es la propuesta de esta
investigacion; asi, el conocimiento de sus propiedades fisicoquimicas como pH,
viscosidad, tension superficial, humedad, composicion de azulcares, fitoquimica,
fitotoxicidad y estabilidad en emulsiones indicarian si presenta potencial para su
incorporacion a la gama de biopolimeros disponibles. Ademas, al documentarse la
informacién para el acervo cientifico, en el sector académico surgirian lineas de
investigacion en diversas e interesantes aplicaciones procurando el uso sustentable de

dicha especie.
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6. METODOLOGIA

A continuacion se presenta la metodologia de las pruebas fisicoquimicas realizadas. La
caracterizaciéon involucra desde la colecta del exudado y tratamiento en el laboratorio
hasta conseguir por liofilizacion el secado del extracto crudo y purificado. Se procede
con la determinacion de propiedades fisicas como solubilidad, pH, viscosidad, tensién
superficial, tamafio de particula y el analisis térmico (capacidad calorifica y humedad)
de la muestra. Se realizan una prueba de fitotoxicidad como inhibidora del crecimiento
en raiz e hipocotilo de semillas, asi como la identificacion de azucares y fitoquimicos
presentes. Por Ultimo, se realiza una emulsién O/W con la finalidad de evaluarlo como

agente estabilizante.

6.1. Colecta

La colecta del exudado de Bursera simaruba L. Sarg (1890) se realizé en la comunidad
de El Hule, Santa Maria Huatulco, Oaxaca (figura 5) con el permiso de las autoridades
locales correspondientes y acompafados por el Dr. Héctor Santiago, colector oficial por
SEMARNAT que labora en la Universidad del Mar, quién realizé la identificacion de la
especie e indicdé la técnica de incisiones para la extraccion del exudado y la

preservacion del arbol (figura 6).

Figura 5. Sitio de muestreo. El Hule, Santa Maria Huatulco, Oaxaca.
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Figura 6. Incisiones a Bursera simaruba.

La incisién a los arboles fue realizada el 01 de diciembre de 2008 y colectada el 03 de
febrero de 2009 (figura 7), considerada esta época como la temporada seca en la
region. El numero de arboles para el muestreo fue de 10, los cuales fueron elegidos a
su inmediato reconocimiento y a la accesibilidad que el terreno permitiera llegar hasta
ellos. La edad promedio de los arboles oscila entre 15 y 20 afios. Los exudados fueron
colectados en recipientes plasticos durante el muestreo para su posterior determinacion

de peso y almacenamiento en laboratorio.

Figura 7. Colecta de exudados. Alejandro Regalado (izquierda), Héctor Santiago
(centro) y Octavio Noriega (derecha).
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6.2. Tratamiento al exudado
El exudado fue dispuesto en el laboratorio 4 de quimica orgéanica, correspondiente a la
carrera de Ingenieria Ambiental, dentro de las instalaciones de la Universidad del Mar

campus Puerto Angel.

Se determind el peso bruto del exudado colectado por medio de una balanza granataria
OHAUS Triple Beam Serie 700/800, siendo almacenados en bolsas plasticas
herméticas transparentes dentro de una gaveta aislada del contacto con otras muestras.
Algunas fracciones de exudados fueron separadas acorde a la limpieza que mostraban

y otras fueron reducidas en tamafio por medio del mortero.

Se realizaron disoluciones (Figura 8) a volumenes desde 0.1 L hasta 1 L con una
concentracion entre el 10% y 20% p/v en agua ultrapura proveniente del equipo EASY-

pure UV Barnstead.

Las disoluciones fueron agitadas mecdénica, magnética y oscilatoriamente alrededor de
una hora. Posteriormente se realizé un tamizado a través de una malla de tela y ese
residual obtenido se dej6 en solucion para filtrarlo hasta el dia siguiente. El

procedimiento anterior se realizé a temperatura ambiente.

Figura 8. Disolucion del exudado de Bursera simaruba.

La filtracion se llevé a cabo al vacio por medio de embudos Buchner de ¢ =45,9y12

cm y matraz Kitasato de 500 mL y 1000 mL. Se utilizaron una serie de filtros de

diametro decreciente hasta alcanzar el Whatman #4 (¢ =90 mm) y observar que

impurezas dejaran de ser retenidas (Figura 9).
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Figura 9. Filtracion (izquierda) y filtros utilizados (derecha).

La liofilizacion se realiz6 con las muestras filtradas en volumenes de 50 y 70 mL dentro
de matraces Erlenmeyer de 250 mL (Figura 10); se mantuvieron a una temperatura de
-12°C en un congelador General Electric Profile Arctica por 15 horas como minimo.

Figura 10. Disoluciones filtradas.

Una liofilizadora LABCONCO Free Zone 4.5 fue utlizada adaptandosele cépsulas
donde se situaban las muestras (Figura 11). La temperatura y presion de vacio minimas
alcanzadas por el equipo para la liofilizacion es de -40°C y 133x10° Mbar. La pérdida
de agua era monitoreada por medio de la balanza granataria determinando en los
matraces el peso inicial y final a las sesiones de liofilizacion.
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LABCONCO

Figura 11. Liofilizacion.

Se destinaron frascos de vidrio para la conservacion del exudado liofilizado. Fueron
lavados con agua y jabon, asi como secados en una estufa Lab-line Instruments 3516M
a 60°C durante 3 horas y dispuestos hasta su utilizacion en un desecador al vacio. El
producto liofilizado, previamente a su almacenamiento, era pesado en balanza analitica
(marca AND con capacidad minima de 10 mg, maxima de 120 g, exactitud de 1 mg y
desviacién de 0.1 mg) en fracciones de 5y 10 g (Figura 12).

Figura 12. Liofilizado de Bursera simaruba.

El rendimiento de los exudados fue determinado por un balance de materia entre lo
colectado, el liofilizado conseguido, la muestra alin almacenada y su uso en otros
objetivos fijados por esta investigacion.
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El tratamiento se realizé también para otros exudados como arabiga, mezquite, ciruelo y
copal, utiles en pruebas posteriores para comparacion de sus resultados.
Procedimientos similares han sido reportados por Ledn de Pinto et. al. (2000a, 2000b),
Martinez et. al. (2003, 2008), Vinod et.al. (2008) y Koubala et. al. (2008) en la

evaluacién de exudados.

6.2.1. Purificacion
El liofilizado conseguido de Bursera simaruba fue fraccionado a través de cromatografia

en columna abierta (CCA) utilizando como soporte de exclusion Sephadex G-15 en la

fase estacionaria y agua desgasificada como fase movil.

La columna fue verticalmente sujetada con pinzas en un soporte universal; un
fragmento de algodon se colocé al fondo y el Sephadex en suspension se agrego; al

sedimentar y retirar el contenido de agua excedente, la muestra disuelta se vierte.

Las disoluciones sometidas fueron concentraciones de 10% p/v, requiriéndose un
volumen de 200 ml por fase al conseguirse la adsorcion de la muestra; las fracciones

colectadas por intervalos de 15 minutos se destinaron a liofilizacion nuevamente.

La columna era doblemente lavada con agua antes de volver a colocarse otra
disolucion; después de utilizarla en un par de ocasiones se lavaba con agua tibia y/o
metanol, permaneciendo éste ultimo como fase movil si el tiempo de utilizarla no era

constante.

El liofilizado conseguido del extracto acuoso de Bursera simaruba se denotara como
crudo, diferenciandose asi del cristal proveniente directo de la colecta y del purificado al

resultante a través de la cromatografia de exclusién por tamafio (CET).

6.3. Solubilidad y pH

Se determind el grado de disolucién de Bursera simaruba crudo en agua ultrapura a
varias concentraciones y midiéndose valores de pH en un potenciémetro Orion 4 Star
Thermo ubicado en el Laboratorio de Investigacion de esta institucion. Se realiz6 la
calibracion del equipo con soluciones buffer de 4, 7 y 10 previo a la determinacién de
pH. La agitacién se consiguié en un rango de velocidad de 0 a 7500 RPM con un
agitador Talboys 102, aplicandose correspondiendo a las exigencias que la disolucién

manifestaba para conseguir homogeneizarla.
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El volumen de agua fue de 100 mL, se vertieron fracciones de 1 g hasta alcanzar la
concentracion de 10% pl/v; posteriormente se llevd la disolucién hasta la saturacion,
siendo ésta determinada por observacion de la consistencia. La muestra analizada se
sometié a liofilizacion nuevamente para la recuperacion del exudado. Se registro la
temperatura y un volumen de agua sirvi6 como control del potenciémetro utilizado
durante el experimento previendo alguna obstruccion del electrodo que influyera en las

mediciones.

6.4. Reologia

La viscosidad aparente fue determinada por medio de un viscosimetro Brookfield DV-II
Programmable empleando spindles RV del No. 2 al No. 7 y con el accesorio guardleg en
el equipo.

La muestra analizada fue una disolucibn homogéna que consisti6 en un vaso de
precipitado KIMAX de 600 ml con 350 ml de agua ultrapura al que se afadi6 exudado
en concentraciones de 10% hasta 40% p/v. Las lecturas se registran al alcanzar el
estado estacionario y la temperatura de la muestra sea de 25°C. La prueba se efectlo

durante 10 minutos con el rango de velocidades de corte disponibles del equipo.

Los datos registrados fueron la viscosidad, el esfuerzo cortante, la velocidad de corte y
el porcentaje de torque en unidades del Sistema Internacional. Los resultados
generaron gréficas para determinar el tipo del fluido, se obtuvieron los parametros de
indice de consistencia y el indice de comportamiento del fluido acorde a lo reportado por
Mitschka (1982), Briggs y Steffe (1997), Ibanoglu e Ibanoglu (1998), Sahin y Ozdemir
(2004).

Con la finalidad de conseguir mas informacién sobre la reologia de la muestra, se
realizaron pruebas reolégicas con Bursera simaruba crudo, arabiga, mezquite y ciruelo
disueltos en agua en concentraciones de 3, 6, 9, 12 y 15 % p/v; Bursera simaruba
purificado sélo consiguié medirse al 3% p/v por limitaciones en la cantidad de muestra
disponible. El equipo utilizado fue el Modular Compact Rheometer Physica MCR 300; se
establecio el sistema de medicion de cilindros concéntricos CC-27 aunado al accesorio
TEZ-150P-C. EI perfil reolégico se obtuvo a través de 30 puntos de medicion,
registrandose los resultados en el software V3 200/32 V2.50 para su posterior andlisis a
través del modelo de Ostwald de Waelde. Las pruebas se realizaron por duplicado y a

una temperatura controlada de 25°C.
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6.5. Tension superficial

La tension superficial por efecto de la concentracion de Bursera simaruba crudo, ciruelo,
arabiga y mezquite en agua fue determinada por un tensiometro Sigma 703 KSV
Instruments, las disoluciones fueron preparadas al 3, 6, 9, 12 y 15 % plv. La
determinacion en Bursera simaruba purificado se efectio al 3% por limitaciones en la

cantidad de muestra disponible.

El método de la placa Wilhelmy y el anillo de Du Nouy fueron desarrollados acorde al
manual de operacion del equipo. Los resultados son el promedio de tres mediciones

efectuadas a temperatura ambiente.

Las mediciones de tension superficial se determinan al llevar la geometria que se
encuentra suspendida de una balanza hacia la interfase liquida a evaluar y registrando
las fuerzas involucradas; éstas dependeran del tamafio y geometria (placa o anillo), el
angulo de contacto (es cero si el sensor es de platino o iridio, debido a que brindan
mejor contacto y son de fécil limpieza) y a la tension superficial del liquido. Es en modo
Normal si registra todos los valores a lo largo de la prueba y es en modo Peak si s6lo

nos interesa el valor registrado mas alto.

El método de la placa Wilhelmy se desarrollé configurando al equipo en modo de
medicion W y Normal. Se coloca la placa completamente limpia sobre el gancho y se
sumerge en la muestra. Se manipula lentamente hasta que la placa esté sobre la
superficie del liquido y se observan los valores de tension superficial desplegados en el

panel del equipo hasta desprenderse la placa y registrar esa lectura.

El método de Du Nouy consiste en utilizar un anillo sumergiéndolo y despegando de un
liquido, presentandose diversas fuerzas durante ese procedimiento. Cuando el anillo
esta sobre la superficie es cero; al tocar la superficie, la humectacion del anillo provoca
una fuerza positiva y es negativa al atravesarla y sumergirse en su totalidad; mientras el
anillo es extraido, la fuerza va incrementandose hasta alcanzar un maximo y ése es el
resultado. Las mediciones se realizaron en modo Normal y con el factor de correccion
Rc para obtener directamente los valores en la pantalla del equipo y al ser agua el

disolvente.
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6.6. Tamafio de particula

El radio hidrodinAmico como tamafio de particula fue determinado para disoluciones al
5% p/v de los exudados liofilizados de Bursera simaruba crudo y purificado, ciruelo,
mezquite y arébiga. El equipo utilizado fue un Z-Sizer Nano Malvern con la celda
ZENO0112; se configur6 la prueba a través del Zetasizer software v6.01 indicando al
agua como medio dispersante y proporcionando su indice de refraccién (también de las
disoluciones) previamente determinado. La prueba se realizd6 por duplicado a

temperatura ambiente.

Las consideraciones implicadas en ésta prueba no destructiva con respecto a la
muestra son volumenes pequefios y en concentraciones bajas que permitan la
dispersion de luz, una disolucion total de la muestra evitando la formacion de agregados
0 espuma y la homogeneidad del exudado liofilizado al provenir preferentemente de un
solo lote. La operacion del equipo es relativamente sencilla, basta configurar la prueba

con los datos descritos y tener las consideraciones en el manejo de celdas de cuarzo.

6.7. Calorimetria diferencial de barrido

Las muestras liofilizadas tanto del exudado y la fraccion purificada de Bursera simaruba
se llevaron dentro de capsulas de aluminio al DSC Q1000 de TA Instruments para la
determinacion de capacidad calorifica. El software utilizado para el registro de

resultados fue Universal V4.2E.

Durante la ejecucién de la prueba es pertinente un uso eficiente y limpio de la balanza
analitica para que esas mediciones sean reportadas al software de manera precisa. Los
exudados liofilizados deben incorporarse plenamente dentro de la cépsula, evitando

caer en excesos que durante el sellado desborden la muestra.

Las capsulas se colocaran correspondientemente a sus posiciones de tapa y base, no
exponerlas a la deformacion al aplicarse demasiada fuerza durante el sellado. Es
recomendable utilizar instrumentacion como espétulas y pinzas en todo momento de

manipulacién para no presentar variaciones en el peso.

Se colocaron 0.7200 mg de Bursera simaruba crudo y 0.800 mg de la fraccién

purificada, se registraron los valores de capacidad calorifica hasta 100°C.
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6.8. Termogravimetria

El contenido de humedad para Bursera simaruba en su presentacion cristal, crudo y
purificado se determin6 en un TGA 2950 V5.4A de TA Instruments. La prueba se realizé
sometiendo las muestras a un gradiente de temperatura durante 20 minutos hasta una
isoterma de 98°C por 100 minutos. La pérdida de porcentaje en peso era registrada en

el software Universal V4.2E.

En el analizador termogravimétrico, a diferencia del calorimetro diferencial de barrido,
basta con realizar el procedimiento de tarar la charola previamente a la colocacién de la
muestra y a la realizacion de las mediciones. Las consideraciones en ésta prueba
radicaron en determinar un rango de temperatura que no expusiera a quedar inservible
la charola debido a la degradacion de la muestra y siendo nuestro objetivo la humedad

se fijo la isoterma mencionada.

Se requirieron 7.439 mg, 1.260 mg y 0.957 mg de Bursera simaruba cristal, crudo y puro

respectivamente.

6.9. Composicion de azlucares

La identificacion del monosacéarido presente en el exudado de Bursera simaruba se
realiz6 a través de una hidrdlisis acida y posteriormente por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (CLAR). Una cantidad de 0.5 g del exudado se mezclé con 40 mL de
HCIl 1.8 N en H,O y 40 mL de CH3OH, sometiéndose a reflujo durante 40 horas. Al
término de la reaccion se neutralizo con KOH 2N en CH3;OH hasta pH 7 y se elimino el

disolvente a presion reducida en un rotavapor Heidolph 400.

Los azucares durante la hidrolisis acida se detectaban por cromatografia en capa fina
(CCF) usando placas de gel de silice con fase moévil de n-butanol-H,O (9:1) y
revelandose con sulfato cérico amoniacal. Se utilizaron cromatofolios (5 x 3 cm) de gel

de silice 60 F,s4 (Merck) y glucosa como referencia.

La neutralizacion posterior a la hidrélisis favorecid la formacion de sales; para
eliminarlas, la muestra se someti6 a filtracion, a evaporacién del disolvente por presion
reducida y finalmente a una cromatografia de exclusién por tamafio en columna abierta
(CET-CA). Se utilizaron filtros Whatman #4 de tipo cualitativo. La cromatografia en
columna abierta se acondicion6 con Sephadex G-15 en la fase estacionaria y metanol

como fase movil, se colectaron las fracciones y se eliminé el disolvente en el rotavapor.
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El analisis en CLAR se realizé con la fracciéon | proveniente de la CET-CA. Se filtré la
muestra a través de acrodiscos LC 13 mm de 0.45 um PVDF y se inyect6 un volumen
de 20 uL en un equipo Perkin-Elmer con detector de indice de refraccion Serie 200, una
interfase NCI 900 y una columna analitica Econosphere NH, (250mm x 4.6mm, 5 um
Alltech). La fase mévil fue CH3;CN/CH3;OH/H,0 (4:4:2) con un caudal de operacion de 1
mL/min. Los monosacaridos inyectados como estandar fueron arabinosa, galactosa,
glucosa y xilosa a 5 mg/mL. Se realiz6 una coelucibn de la muestra con el

monosacérido que presentara similares tiempos de retencién en CLAR.

6.10. Fitoquimica

Se realizdé un andlisis fitoquimico cualitativo en los exudados de Bursera simaruba,
ciruelo, copal, mezquite y arabiga para determinar la presencia de taninos, alcaloides,
saponinas, glucésidos cardiacos, esteroides y flavonoides acorde a lo realizado por
Parekh y Chanda (2006). Las pruebas se realizaron por duplicado, siendo el

procedimiento de la siguiente manera:

» En la determinaciéon de taninos se requirié de 200 mg de exudado disuelto en 10 mL
de agua destilada y posteriormente filtrado. En un tubo de ensayo a 2 mL del filtrado

se agrego6 2 mL de FeCls,
Se confirma la presencia de taninos con la aparicion de un precipitado.

» Los alcaloides fueron determinados al disolver 200 mg de exudado en 10 mL de
metanol y filtrandose. En tres tubos de ensayo se vertieron 2mL de filtrado, 1mL de
HCI al 1%, se colocaron sobre vapor de agua durante unos minutos y se afiadié 1mL
del filtrado nuevamente. Los reactivos de Mayer, Wagner y Draggendrof fueron
utilizados como etapa final de la prueba, utilizando un tubo de ensayo para cada

reactivo y agregandole 6 gotas respectivamente.

La confirmacién de alcaloides se interpreta por la presencia de precipitados; cremoso en
el caso del reactivo de Mayer, café-rojo para el reactivo de Wagner y naranja con el

reactivo de Draggendrof.

» En la prueba para saponinas a 0.5 mL del filtrado proveniente de la disolucién en

metanol se agregaron 5 mL de agua destilada.

La persistencia de espuma es indicadora positiva de éstos compuestos.
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» Los glucésidos cardiacos fueron determinados por la prueba de Keller-Killiani.
Consiste en tomar 2 mL del filtrado en metanol; agregar 1 mL de acido acético

glacial, FeCl; y H,SO, concentrado.
La aparicion de un color verde-azul representa la presencia de éstos compuestos.

» La prueba para esteroides consistidé en la reaccion de Liebermann-Burchard. 200
mg de cada exudado fueron disueltos en 10 mL de cloroformo y posteriormente

filtrado. Se toman 2 mL, se agrega 2 mL de anhidrido acético y H,SO, lentamente.
Un anillo azul-verde indica la presencia de éste tipo de terpenoides.

» Los flavonoides fueron determinados disolviendo 200 mg de cada exudado en
10 mL de etanol, filtrdndose para tomar 2 mL, agregar HCI concentrado y

sumergir una tira de magnesio y/o zinc.
Se confirma la presencia al presentarse un color rosa-rojo.

Considerando que los taninos presentes en gomas de Prosopis spp. resultan una
limitacion para su uso como aditivo en alimentos (Lépez-Franco et. al., 2006) se
procedi6 con el analisis fitoquimico cuantitativo de los exudados liofilizados de arabiga,
mezquite, ciruelo, copal y Bursera simaruba en cristal, crudo y fracciones puras (I, Il y

IIl) acorde a lo reportado por Edeoga et. al. (2005). La descripcién de la prueba es:

» 500 mg de muestra son pesados dentro de un recipiente al que se agregan 50
mL de agua destilada. Se mantiene por una hora en un agitador mecanico,
posteriormente se filtra en un matraz volumétrico de 50 mL y se afora. Se
extraen 5mL del filtrado a un tubo de ensayo donde se mezcla con 2 mL de
FeCl;a 0.1 M en HCI 0.1 N y ferrocianuro de potasio 0.008 M. La absorbancia es

medida a 120 nm después de 10 minutos.
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6.11. Fitotoxicidad

La fitotoxicidad se determind por la inhibicion del crecimiento en raiz e hipocotilo
durante la germinacion de semillas irrigadas con diluciones de exudados (Burton et. al.,
2001; Sahu y Arora, 2007).

El exudado de Bursera simaruba fue presentado en su forma cristal (proveniente
directamente de la colecta), crudo (a partir del extracto liofilizado) y puro (sometido a
cromatografia por exclusion de tamafio). En los exudados de ardbiga, mezquite, ciruelo
y copal se utilizaron extractos crudos liofilizados; se incluyé mezquite adquirido
comercialmente. Se utilizaron semillas de lenteja Lens esculenta adquiridas comercial y
localmente, para asegurar sus condiciones sanitarias se sumergieron en hipoclorito de
sodio al 5% en H,O destilada durante 15 minutos para enseguida lavarlas. Se
prepararon diluciones con los exudados en concentraciones desde 5 hasta 25 % p/v en

H,O ultrapura. Se utilizé H,O ultrapura como control negativo y K,Cr,O7 a 10.8 mg/L.

En cajas Petri estériles fue colocado un papel filtro de filtraciobn media en la base y se
afadio 1 mL de la solucion del exudado, se colocaron 5 semillas de manera
equidistante para cubrirlas con un papel filtro y agregando nuevamente 1 mL de la
misma solucién. Las cajas se sellaron con parafilm y se depositaron al resguardo de luz

y a temperatura ambiente durante 192 horas. Las pruebas se realizaron por duplicado.

Al término de los 8 dias requeridos se procedié a medir la elongacion de la radicula e
hipocotilo por medio de un vernier digital Yamato CDX60; observandose cualquier signo

de fitotoxicidad como necrosis o inhibicién en las semillas.

Se determiné el crecimiento en raiz e hipocotilo para las semillas irrigadas con las
diluciones de exudados, sometiendo los datos a un Andlisis de Varianza Multiple

factorial de dos vias mediante el software Statistica® 8.

Con los promedios del crecimiento se determind el indice de germinacion (%G) y
fitotoxicidad (%F) en H,O de acuerdo a las ecuaciones 5 y 6, reportadas en la literatura
ya citada para ésta prueba. La propagacion del error es incluida mediante las
ecuaciones 7 y 8 y su desarrollo matematico (Baird, 1998; CWRU, 2004) es presentado

en el apéndice A.
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G,,G, : Nimero de semillas germinadas en el tratamiento y control respectivamente.

L.,L.: Longitud promedio de raiz o hipocotilo en el tratamiento y control.

EGFF Error en la determinacion del indice de germinacion y fitotoxicidad.

5.6, : Errores en las mediciones de raiz o hipocotilo en el tratamiento y control.

6.12. Estabilidad de emulsiones

Se elaboraron emulsiones O/W con aceite de canola, H,O ultrapura y los extractos
crudos liofilizados de los exudados de Bursera simaruba, ciruelo y copal como
emulsificantes. Las emulsiones fueron formadas a 4500 RPM con un agitador Talboys

102. La proporcién de los sistemas de emulsiones fue la siguiente:

e Bursera simaruba crudo: 100 mL H,0O/10 g de exudado liofilizado/10 mL aceite
e Ciruelo: 100 mL H,0/5 g de exudado liofilizado/10 mL aceite
e Copal: 100 mL de H,O/5 g de exudado liofilizado/5 mL aceite

Se observaron durante 20 dias y registrando por fotografias diarias el diametro Feret
promedio como tamafio de gota manifestado a los diversos objetivos del microscopio
mediante el software para procesamiento de imagenes ImageJ. Los microscopios
utilizados fueron Zeuss Axiolab (Laboratorio de Ecologia del Bentos) y Nikon Eclipse
E200 (Planta Piloto de Ingenieria Ambiental). Las fotografias digitales fueron
conseguidas con una camara Sony DSC-W45. Se determiné la cinética de coalescencia
de los diversos sistemas de emulsiones acorde a lo realizado por Roman-Guerrero et.
al. (2009).
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion para Bursera simaruba son la
descripcion del exudado colectado y el rendimiento del extracto crudo obtenido tras la
liofilizacion; las propiedades fisicas como solubilidad en agua y pH a distintas
concentraciones; tension superficial, distribucién del tamafio de particula y la
caracterizacion reoldgica. El andlisis térmico incluye la capacidad calorifica entre el
extracto crudo y purificado; asi como el contenido de humedad en el cristal, extracto
crudo y purificado. Se realizé una identificacién de azucares, analisis fitoquimico y de
fitotoxicidad. Finalmente, se evallo al exudado de Bursera simaruba como agente

estabilizante en emulsiones O/W calculando la tasa de coalescencia.

El desarrollo de ésta tesis permitié la realizacibn de las siguientes publicaciones

cientificas:

» Alejandro Regalado Méndez & Octavio Antonio Noriega Ramos. 2009.
Comportamiento reol6gico de un fluido. Ciencia y Mar. XII (36): 35-42. ISSN: 1665-
0808.

» Regalado-Méndez A., Noriega-Ramos O. A., Hernandez-Carlos B., Santiago-
Romero H., Nava-Diaz |. L., Baez-Garcia J. G. y Vernon-Carter J. E..
Physicochemical Characterization of Biopolymers.2009. IFT 09 Annual Meeting +
Food Expo. June 6-9 2009. Anaheim/OC CA, USA. Book of abstracts 254-27:312.
ISSN: 1082-1236.

» Noriega-Ramos O.A., Regalado-Méndez A., Ramirez-Mares J.M.V. y Baez-
Gonzalez J.G. Caracterizacion fisicoquimica del palo mulato y su potencial como
aditivo en alimentos. XlI Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos.
27-28 Mayo, 2010. Guanajuato, México. OT160. Revista Salud Publica y Nutricién
Edicion Especial No. 03-2010. ISSN: 1870-0660.
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DESCRIPCION DEL EXUDADO

La especie Bursera simaruba L. Sarg (1890) requerida para la colecta de su exudado no
se encuentra dentro de la Lista de Especies en Riesgo acorde a la NOM-059-
SEMARNAT-2001. La copiosa produccion de exudado para Bursera simaruba descrita

por Lagenheim (2003) se confirma (Figura 13), se colectaron 1.75 kg.

Figura 13. Exudado de Bursera simaruba.

El exudado se distribuyé a lo largo de la incisién realizada; al retirarlo, enseguida
comenzo a producirlo nuevamente que caia de manera liquida sobre los brazos de los
colectores y secandose en un corto tiempo. La corteza papiracea, pese a su remocion
previa en el area del tronco para la colecta, se encontrd relativamente incorporada al
exudado. Durante el tratamiento en laboratorio, el exudado estaba disponible en
diversos tamafios como placas y granuloso; se percibia un aroma caracteristico pero no

intenso y el color se encontraba desde amarillo claro hasta opaco.
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RENDIMIENTO

Se elaboraron diversos lotes (A1, Az, Az y Az) con disolucién de Bursera simaruba a 10%
plv, los cuales fueron liofilizados en el equipo LABCONCO Free Zone 4.5 a 133x10°®
Mbar y -40°C determinandose la diferencia de peso en cada sesién. Los perfiles de
pérdida de H,O son similares en los lotes (figura 14). El secado total se consigue

aproximadamente en 24 hrs.
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Figura 14. Secado de Bursera simaruba por liofilizacion.

La curva A; que presenta una mayor pérdida de agua pertenece a la disolucion de
corteza y materia extrafia retenida en la primera filtraciobn; no consiguiéndose
cantidades significativas liofilizadas de esta fraccién, por lo que es descartada de
investigacion. La pérdida de agua en A;, A, y Az es menor debido a una presencia
importante de extracto. Las diferencias en la velocidad de secado son debido a la
geometria del recipiente contenedor (es preferible utilizar recipientes de volumen mayor
al conseguido posterior a la filtracién). Al reducir el grosor de la muestra congelada, se
brinda mayor area superficial de contacto durante la liofilizacion y se optimiza el tiempo
de secado. Como resultado principal, el rendimiento de las fracciones del exudado
liofiizado de Bursera simaruba son 55.5%, 52.8% y 46.5% para A;, A, ¥y As

respectivamente. El rendimiento global es del 40%.
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pHY SOLUBILIDAD

Para la medicibn de pH, se realizaron disoluciones de Bursera simaruba en
concentraciones hasta 10% p/v con un incremento unitario y posteriormente de un factor
de 10 en el rango de 10-50% p/v tanto en Bursera simaruba y mezquite comercial. El
valor pH del H>O como control fue 6.879+£0.048 a 22.6+0.7 °C durante toda la prueba. El

comportamiento es similar entre exudados.

El perfil de pH en funcion de la concentracién de los extractos crudos liofilizados de
Bursera simaruba y mezquite comercial son representados en la figura 15. La

saturacion se consiguié al 40% p/v.
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Figura 15. Valores de pH.

Los valores experimentales de pH para Bursera simaruba confirman similitud con la
goma de mezquite. Nussinovitch (2010) reporta que las disoluciones de goma arabiga
tienen un pH entre 4.5 y 5.5. El exudado de Bursera simaruba presenta semejanza de

ésta propiedad con las gomas mencionadas.
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REOLOGIA

Los datos de viscosidad para Bursera simaruba en disolucién al 40% p/v son reportados
en la Tabla Il y fueron obtenidos con el viscosimetro Brookfield® DV-Il Pro con el
spindle 3 y a 25+1 °C. Se considerd ésta medicién representativa para la determinacion
de viscosidad y tipo de fluido de la muestra debido a que el porcentaje de torque es
cubierto apropiadamente en todas las revoluciones por minuto (RPM) disponibles en el

equipo.

Tabla lll. Determinacion de viscosidad de Bursera simaruba por viscosimetro Brookfield.

Velocidad _ , Esfuerzo Velocidad de
Viscosidad Torque
angular cortante corte
n (mPa-s) . %
Q (RPM) 7 (N/m?) 7 (s
3 62.95 0.24 3.67 2.95
6 62.90 0.46 7.34 5.90
10 64.00 0.78 12.20 10.00
12 62.40 0.92 14.70 11.70
20 63.35 1.55 24.50 19.80
30 61.95 2.27 36.70 29.05
50 61.63 3.77 61.20 48.23
60 61.40 4.51 73.40 57.60
100 60.95 7.46 122.00 95.20

En la figura 16 se aplicé el modelo de Ostwald de Waelde a los resultados de la tabla

. ., ., .10.98539 .. .,
IV, consiguiéndose la expresion r:0.06551()/) con un coeficiente de correlacion

r>=0.99998 . El valor del exponente (0.985) indica un comportamiento pseudoplastico

(Bird et. al, 2002) y la viscosidad resultante es de 65 mPa-s.

Los bajos valores de viscosidad y el comportamiento newtoniano inclusive en altas

concentraciones son también presentados por goma arabiga (Nussinovitch, 2010).
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Figura 16. Reograma para Bursera simaruba por viscosimetro Brookfield.

El comportamiento reologico obtenido por el reometro Modular Compact Rheometer
Physica MCR 300 a través de cilindros concéntricos para las diversas concentraciones

de Bursera simaruba es mostrado en la figura 17.

36 < 3% v 6% A0 9% O 12% O 15% * PURO 3%
30 -
b O
— 24 -
D(? O
2 ] - °
S 18 - O o
=)
O 1 O o
S O @] AN
) a o PAN
K7 E (@] paN 4
L o AN Av4
6 — © A
A VAN < A4
4 - v Y <>V <
R I
o 4
1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
(0] 200 400 600 800 1000

Velocidad de corte (8'1)

Figura 17. Reograma para Bursera simaruba por redbmetro.
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En la figura 17 se manifiesta un aumento en el esfuerzo cortante 7 requerido
directamente proporcional al incremento de la concentracion. Los valores de 7 y 7 en

la fraccion purificada al 3% p/v son equiparables a su similar concentracion del extracto
crudo, por lo que la purificacién con cromatografia de exclusion por tamafio no tiene

implicaciones en esta propiedad. Se confirma similar comportamiento al determinado
por el viscosimetro Brookfield®. Adicionalmente a los valores de 7 y J , la viscosidad

es determinada y se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Viscosidad de Bursera simaruba a distintas velocidades de corte ¥

En la figura 18 los valores de viscosidad manifiestan variaciones al incrementarse la
velocidad de corte 7 ; a concentraciones de 3y 6 % p/v la viscosidad aumenta, mientras

gue a 15% p/v la viscosidad decrece y finalmente a 6 y 9% p/v se mantiene estable en
un mayor intervalo. La viscosidad de Bursera simaruba evidentemente aumenta con

respecto a la concentracion.

Los parametros reoldgicos para Bursera simaruba obtenidos por el modelo de Ostwald

de Waelde se registran en la tabla IV.
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Tabla IV. Parametros del modelo Ostwald de Waelde para Bursera simaruba.

Modelo Ostwald de Waelde: 7=y ()"

[] ux10° n r’

3 Puro 2.2 1.0745 0.9998
3 2.3 1.0971 0.9930
6 6.6 1.0193 0.9974
9 12.4 0.9933 0.9997
12 24.7 0.9684 0.9999
15 50.7 0.9278 1.0000

Un analisis sobre los valores de viscosidad en funcion de la concentracion para Bursera

simaruba se muestra en la figura 19 y su comparacion con otras gomas es descrita en

la figura 20.
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Figura 19. Viscosidad de Bursera simaruba crudo.
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Figura 20. Viscosidad de exudados a distintas concentraciones.

En la figura 20 se presenta la viscosidad en funcién de la concentracién para Bursera
simaruba, ciruelo, goma arabiga y mezquite Siendo 77,0 > Maursera simaruba > Marbiga ~ Mezquite -
Se interpreta de estos resultados que las caracteristicas espesantes de Bursera

simaruba son mejores que las brindadas por goma arabiga y mezquite.

A 3% pl/v la viscosidad es del mismo orden en todos los exudados, incluso la de la
fraccion purificada, implicando que la purificacién en cromatografia por exclusiéon de

tamafio no es relevante en los estudios reoldgicos.
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TENSION SUPERFICIAL

Los resultados de tension superficial para Bursera simaruba se obtuvieron por el
método del anillo de Du Nouy y placa Wilhelmy en un tensiometro Sigma 703 KSV

Instruments, presentandolos en la figura 21.

1 BsP_DN BsP_WH []BsC_DN BsC_WH
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Figura 21. Tension superficial en Bursera simaruba puro y crudo.

Anillo de Du Nouy y placa Wilhelmy.

Por el método del anillo de Du Nouy, Bursera simaruba crudo (BsC) registré valores
mas bajos que su fraccion purificada. Se observa un incremento en la tensién superficial
directamente proporcional al aumentar la concentracion. El valor de Bursera simaruba

puro (BsP) a 3% p/v supera incluso al de BsC a 15% pl/v.

Por el método de placa Wilhelmy, los resultados en la disminucién de tensién superficial
se encuentran en un rango similar a los obtenidos por el método del anillo de Du Nouy;

pero no presentan una tendencia con respecto al incremento de concentracion.

Ambos métodos no presentaron desviaciones estandar de sus resultados mayores a + 1
mN/m. La tensién superficial del agua utilizada en las disoluciones fue determinada por
ambos métodos; por el anillo de Du Nouy se obtuvo un valor de 72 mN/m, mientras que

por placa Wilhelmy fue de 71.5 mN/m.
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Se considera de mayor precision el método del anillo de Du Nouy porque el valor de la
tension superficial es mas cercano al reportado por Mufioz et. al. (2007) (72.5 mN/m a
25 °C).

En la figura 22 se presenta la comparacion de Bursera simaruba con los exudados de
ciruelo, mezquite y arabiga. Se demuestra que todos los exudados presentan una
disminucion de tensiéon superficial con respecto a la del agua. Bursera simaruba crudo

prevalece como el exudado que generalmente disminuye en mayor grado la tensién

superficial.
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Figura 22. Tensién superficial en exudados. Anillo de Du Nouy.

La efectiva disminucion de la tension superficial a bajas concentraciones del exudado
de Bursera simaruba respecto a ciruelo, mezquite y arabiga permite considerarlo un
buen agente tensoactivo. La fraccién purificada no present6 caracteristicas adicionales

0 ventajas sobre el extracto crudo liofilizado.
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TAMANO DE PARTICULA

La determinacion del diametro hidrodinamico como tamafio de particula fue analizada

en un Z-Sizer Nano Malvern con celda ZEN0112 en disoluciones de exudados al 5%

p/v. La distribucion promedio del diametro hidrodinamico y su polidispersidad es

presentada en la tabla V. Los resultados de Bursera simaruba fueron determinados para

el extracto crudo (Bursera) y para tres fracciones purificadas en cromatografia de

exclusion por tamafio (I, Il, Il con Tr distintos). Se comparan ademas con ciruelo,

mezquite y arabiga (figura 23).

Tabla V. Tamafio de particula para diversos exudados.

SN Diametro hidrodindmico (nm) Polidispersidad
Valor * Valor +
Bursera 1,898.00 97.58 0.74 0.33
Bursera | 1,832.00 56.57 0.80 0.17
Bursera |l 1,982.50 75.66 1.00 0.00
Bursera lll 1,540.00 251.73 0.88 0.16
Ciruelo 1,461.50 156.27 1.00 0.00
Mezquite 231.95 3.18 0.72 0.00
Arabiga 175.95 61.45 0.82 0.19
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Figura 23. Diametro hidrodindmico como tamafio de particula en disoluciones al 5% p/v.
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La figura 23 muestra la comparacion del diametro hidrodinamico entre exudados e
indica que Bursera simaruba presenta los valores mas altos mientras que los menores
son para mezquite y arabiga. La proporcién decreciente en tamafio queda expresada

como Bs">Bs>Bs'>Bs"">ciruelo>arabiga.

Los polimeros poseen una distribucién de pesos moleculares, por lo que el estudio de la
fisica de polimeros tiene que ser estadistica. La figura 24 es indicadora del parametro
de polidispersidad, que describe el grado de variacion o amplitud de una campana
gaussiana que representa los pesos moleculares de un polimero. La polidispersidad o
indice de heterogeneidad se representa como el cociente entre el peso molecular en
masa Mw y el peso molecular promedio en nidmero Mn de la muestra (Hernandez y
Aguirre, 2005).
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Figura 24. Polidispersidad durante la determinacion del tamafio de particula.

Los resultados de la figura 24 manifiestan significativas desviaciones en los valores de
polidispersidad, por lo que la distribucion de tamafio de particula no es representativa.
Este fendmeno se debe principalmente a que durante el tratamiento en laboratorio se
presentaron diversas variables en el proceso de secado (impidiendo conseguir una
muestra homogénea) y a que la disolucion para ésta prueba se realizd sin ningun
instrumento que incorporara los exudados liofilizados en el medio dispersante de

manera adecuada.
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CAPACIDAD CALORIFICA

El perfil de la capacidad calorifica con respecto a la temperatura fue determinado en un

DSC Q1000 de TA Instruments y es mostrado en la figura 25.

20 —— Bursera simaruba crudo - - - - Bursera simaruba puro

15
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Cp (Jl(g °C))
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0 20 40 60 80 100

Temperatura (°C)

Figura 25. Capacidad calorifica de Bursera simaruba crudo y puro.

Los valores de capacidad calorifica para Bursera simaruba crudo hasta 100 °C son de
6.1086+0.0736 J/g °C presentando una tendencia creciente; mientras que Bursera
simaruba puro registré valores de 2.6484+0.0027 J/g °C con una estabilidad mas

evidente.

El exudado de Bursera simaruba requiere de un andlisis térmico mas detallado para la

determinacion de temperaturas de transicion vitrea, cristalizacion, fusion o degradacion.
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TERMOGRAVIMETRIA

El analisis termogravimétrico se realizé en un TGA 2950 V5.4A de TA Instruments. El
perfil de pérdida de peso con respecto al tiempo dentro de la isoterma a 98 °C es

presentado en la figura 26. Se observan similar comportamiento entre las muestras, los

Puro

tiempos de asentamiento son 7y =100min; z;"* =53min; z{° =41min . El contenido

de humedad para Bursera simaruba queda descrito por la pérdida de peso durante la

prueba.
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Figura 26. Perfil termogravimétrico de Bursera simaruba cristal, crudo y puro.

Los contenidos de humedad son Heista = 11.83%, Hego = 14.30%, Hpuo = 16.06%. Los
resultados muestran que el menor contenido de humedad se presenté en el cristal,
mientras la fraccion purificada registr0 el mayor valor. Las muestras liofilizadas de
Bursera simaruba crudo y puro por su estado fisico de polvo estan sujetas a absorber

humedad facilmente del medio.

El contenido de humedad en gomas oscila entre 12-16 % y tiene relacion con la dureza
(Nussinovitch, 2010).
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COMPOSICION DE AZUCARES

Se inyectdé la muestra (fraccién | de CET-CA) al equipo de CLAR Perkin-Elmer
obteniéndose el cromatograma de la figura 27. Los picos observados aparecieron
agrupados en forma de dos dobletes. El primer doblete posee picos con tiempos de

retencion de 5.29 y 5.59 min, mientras que el segundo los presenta a 7.14 y 7.39 min.

Para la identificacibn de los posibles monosacéaridos contenidos en la muestra se
inyectaron como estandares arabinosa, glucosa, galactosa y xilosa obteniendo tiempos
de retencion de 8.50, 11.50, 12.50 y 7.40 min respectivamente. La Unica similitud en
tiempos de retencién se dio entre la xilosa y el cuarto pico de la muestra, sugiriendo
identidad entre estos. Para evaluar esta posibilidad se efectu6 una coelucién, la cual
mostré que el pico correspondiente a la xilosa se superpuso al cuarto pico de la
muestra, prevaleciendo el tercer pico de ésta en forma de un hombro que lo antecede
(figura 29). En conjunto, estos resultados sugieren que el exudado de Bursera simaruba

contiene al menos cuatro monosacaridos, uno de los cuales es xilosa.

Los estudios sobre composicién de azlcares en gomas muestran que galactosa es el
mas comuin mientras que glucosa por lo general esta ausente (Vaclavik y Christian,
2008). Esto concuerda con los resultados de esta tesis para el caso de la glucosa, pero
no para la galactosa. Existen reportes de que la goma arabiga presenta componentes
sacaridos como galactosa, arabinosa y ramnosa; y que la goma tragacanto posee
galactosa, xilosa y arabinosa (Ramsden, 2004; Nussinovitch, 2010). La composicién
sacarida de especies en la familia Burseraceae como Boswellia carteri y Commiphora
molmol esta reportada en Ashis et. al. (1992), Wiendl et. al. (1995) y Burdock (2010).

La composicion de azlcares en el exudado de Bursera simaruba queda parcialmente
descrita. Aparentemente xilosa, y otros tres monosacaridos, podrian formar parte de
algun heteropolisacarido o de glucoproteinas. La identificacion de los restantes podria
lograrse al mejorar la resolucion de la separacion cromatogréfica, aunada al uso de un
mayor numero de estandares que incluyan ramnosa, manosa, entre otros. Se
recomienda incluir el resto de fracciones obtenidas por CET-CA. Ademas de la hidrélisis
guimica seguida de CLAR en la deteccion de azucares, existen métodos alternativos
como la hidrélisis enzimatica y el uso de lectinas; los cuales, acoplados a los métodos
analiticos tradicionales, brindan una mayor especificidad en la identificacion vy

determinacion estructural de gomas (Brummer y Cui, 2005).
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Figura 27. Cromatograma por CLAR de Bursera simaruba.
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Figura 28. Cromatograma por CLAR para xilosa.

57



150-

N | A

Coelucion:
Bursera simaruba Fraccion | - Xilosa

min

Figura 29. Cromatograma por CLAR para la coelucién Bursera—xilosa.




FITOQUIMICA

Los resultados del analisis fitoquimico cualitativo desarrollado acorde a Parekh y

Chanda (2006) son mostrados en la tabla VI. Se evidencia que saponinas, flavonoides,

esteroides y glucosidos cardiacos no se encontraron en ningun exudado, mientras que

alcaloides so6lo se encontraron en copal; la presencia de taninos en Bursera simaruba y

ciruelo se manifesté experimentalmente a través de un precipitado pardo (ver figura 30)

y en mezquite con un precipitado azul-negro acorde a la metodologia citada.

Tabla VI. Andlisis fitoquimico cualitativo. Presencia: ausencia (-); poca (+) y media (++).

Exudado

Taninos

Saponinas

Flavonoides

Mg°

zn°

_ Glucésidos
Esteroides _
cardiacos

Bursera

Ciruelo

++

Copal

Mezquite

++

Arabiga

Exudado

Alcaloides

Reactivo Mayer

Reactivo Wagner Reactivo Draggendrof

Bursera

Ciruelo

Copal

+

+

Mezquite

Arabiga

Figura 30.

Determinacion de taninos. Ciruelo (izquierda) Bursera simaruba (derecha).
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Considerando que la cantidad de taninos presentes en gomas resulta una limitacién
para su uso como aditivo en alimentos se procedié con el analisis fitoquimico
cuantitativo acorde a Edeoga et. al. (2005); se realizaron modificaciones en su
procedimiento ya que comparando con Pisani y Distel (1997); Krishnaiah et. al. (2008) y
Okwu e Iroabuchi (2008) establecian los mismos reactivos pero presentaban diferencias
con respecto al tiempo de reaccion, la expresion de resultados, la concentracion y

longitud de onda para realizar la medicion utilizando acido tanico como estandar.

Se decidid utilizar catequina como estandar debido a que es un compuesto reconocido
en taninos (Hagerman, 2002) y reportar finalmente los resultados como equivalentes de
catequina. Se realizd un barrido con el espectrofotometro UV/Vis Beckam DU530 con
celda de cuarzo desde 190 a 1100 nm e identificando un solo pico de absorcién méaxima
en A = 229 nm. Se realizaron mediciones cada 5 minutos hasta transcurrir media hora

confirmandose que los valores de absorbancia no presentan cambios con el tiempo.

Se establecié una curva de calibracién con catequina en concentraciéon desde 0.5 ppm
hasta 3.0 ppm (figura 31) encontrandose la expresion y=0.0533x + 2.9174 con un
coeficiente de correlacién r>=0.94705 que nos permitié encontrar la cantidad de taninos

equivalentes a catequina presentes en arabiga, mezquite, ciruelo, copal y Bursera

simaruba; ésta ultima, como cristal y extractos liofilizados crudo y puro.
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Figura 31. Curva de calibracién para catequina.
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La absorbancia de los exudados es presentada en la figura 32. Al sustituir los resultados
en la expresién conseguida durante la calibracion, sélo los exudados de mezquite,
ciruelo y Bursera simaruba crudo presentaron resultados -cuantificables de
concentracion. La absorbancia de Bursera simaruba crudo es de 3.005+0.150, ciruelo
3.357+0.022 y mezquite 3.364+0.028.
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Figura 32. Absorbancias de los exudados a A = 229 nm.

La cantidad de taninos en Bursera simaruba crudo, ciruelo y mezquite son de 1.637,
8.379 y 8.248 ppm-equivalentes de catequina respectivamente. Lo anterior, se
convertiria a 0.229 mg-eq catequina/g muestra en Bursera simaruba crudo, 1.173 mg-eq
catequina/g muestra para ciruelo y 1.155 mg-eq catequina/g muestra para mezquite. Se
encuentra que la cantidad de taninos en Bursera simaruba crudo es aproximadamente 5
veces menor que en goma de mezquite y en el exudado de ciruelo bajo el mismo
tratamiento en laboratorio. En base a las investigaciones realizadas en Bursera spp.,
asumimos que los taninos presentes en Bursera simaruba crudo fueron aportados por la

corteza principalmente, recomendando evitar incorporarla durante la colecta.
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FITOTOXICIDAD

La fitotoxicidad fue analizada por el crecimiento en raiz e hipocotilo de semillas irrigadas
con diluciones de exudados, determindndose el indice de germinacién vy fitotoxicidad

manifestado con las ecuaciones 5, 6, 7 y 8 (Burton et. al., 2001; Sahu y Arora, 2007).

El exudado de Bursera simaruba fue presentado en su forma cristal (proveniente
directamente de la colecta), crudo (a partir del extracto liofilizado) y puro (sometido a
cromatografia por exclusién de tamafio). Los demas exudados son arabiga, mezquite,
ciruelo y copal en extractos crudos liofilizados y el mezquite comercial. Los controles

son H,O y K,Cr,O7 a 10.8 mg/L. Las pruebas se realizaron por duplicado.

Las concentraciones de los exudados fueron de 10, 15, 20 y 25 % pl/v, seleccionadas
acorde a que con su magnitud consiguieran manifestar algun efecto fitotéxico sobre las
semillas, hayan sido utilizadas para la obtencién del liofilizado y se encontraran dentro

del rango en la prueba de solubilidad.

Los resultados del crecimiento en raiz e hipocotilo para las semillas irrigadas con
diluciones de Bursera simaruba estan en la tabla VIl y para el resto de exudados véase

el apéndice B.

El crecimiento de raiz en H,O fue de 36.43+9.48 mm, mientras que en K,Cr,O7 fue de
31.46+7.27 mm. EIl crecimiento del hipocotilo en H,O y K,Cr,O7 fue de 24.28+12.55 mm

y 27.61+£23.16 mm respectivamente.

Los valores no determinados (ND) se debieron en el caso de Bursera_Cristal a que en
las concentraciones de 20 y 25 % p/v no se conseguia una disolucion homogénea, lo
gue se manifestaba en una inadecuada distribucion durante la irrigacion. Se procedio a
diluir alcanzando las concentraciones de 5y 7.5 % p/v. En el caso de Bursera_Puro se
equipararon las concentraciones representativas con Bursera_Cristal pero por

limitaciones en la cantidad de muestra disponible no se consiguio la de 25% pl/v.
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Tabla VII. Crecimiento en milimetros para raiz e hipocotilo de semillas irrigadas con

Bursera simaruba a distintas concentraciones ([])

[1] Bursera_Cristal Bursera Bursera Puro
Raiz Hipocotilo Raiz Hipocotilo Raiz Hipocotilo
% plv
X + X + X + X + X + X +
5 45.81.20.40122.49 9.89 ND 2691 430| 1751 11.01
7.5 [35.0711.29[24.58 6.33 ND 21.15 12.97| 23.63 6.04

10 |36.7121.03|21.8820.46{44.08 19.38/16.76 7.18 |22.78 13.11] 25.29 5.73

15 18.3118.20{4.87 1.33|33.2515.30|0.00 0.00{15.68 5.53| 24.25 17.49

20 ND 0.00 0.00|{0.00 0.00}15.68 5.08 | 24.43 22.47

25 ND 0.00 0.00|0.00 0.00 ND

El andlisis estadistico se realizé para las concentraciones de 10 y 15 % p/v ya que se
tenian valores con todos los exudados y se realizé por medio de un Andlisis de Varianza
Multiple de dos vias factorial mediante el software Statistica 8. Los supuestos de
normalidad se evaluaron por K-S y a través de los residuales, mientras que la
homocedasticidad por Cochran. El analisis fue significativo (o« = 0.05), por lo que se
realizaron Analisis de Varianzas de dos vias factoriales como pruebas a posteriori,
encontrando diferencias significativas en todos los efectos. Finalmente, se realiz6 la
prueba de Dunnet para comparar los tratamientos con el control (H,O). El apéndice C

despliega los resultados obtenidos de las pruebas estadisticas mencionadas.

El crecimiento en raiz e hipocotilo para las semillas irrigadas con todos los exudados al

10y 15 % plv esta representado en la figura 33.
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Figura 33. Crecimiento en raiz e hipocotilo para semillas irrigadas con exudados al 10% y 15% p/v. Bursera cristal (BsC), Bursera
crudo (Bs), Bursera puro (BsP), arabiga (Arb), mezquite (Mzq), mezquite comercial (MzqC), ciruelo (Crl) y copal (Cpl).
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Describiendo la figura 33, a continuacion se compara el crecimiento de la raiz e

hipocotilo dentro del mismo tratamiento, es decir, su respectiva concentracion.

El crecimiento al 10% p/v en raiz es superior al del hipocotilo en todos los factores. El
crecimiento en raiz respecto al H,O en BsC y Bs es mayor, mientras que en BsP se
refleja inhibicion; las semillas irrigadas con Arb, Mzq y MzgC presentan un desarrollo
alrededor de 50 mm y en Crl y Cpl con resultado similar de 30 mm aproximadamente. El
crecimiento de hipocotilo con respecto al H,O en todos los exudados resultdé disminuido.
El desarrollo del hipocotilo en BsP fue ligeramente mayor al de la raiz y su inhibicion

total se consiguié con Arb.

El crecimiento al 15% p/v por parte de raiz e hipocotilo presenté la misma tendencia que
favorece a la raiz. La comparacion de resultados de BsC, Bs y BsP con H,O indica que
el crecimiento fue inhibido; por otro lado, Arb, Mzq y MzqC prevalecieron con el mayor
desarrollo, mientras que Crl y Cpl ya no comparten valores similares de crecimiento. El
desarrollo del hipocotilo en BsP nuevamente es ligeramente mayor; la inhibicién total de

éste se comienza a manifestar en BsC y se consigue totalmente en Bs y Arb.

De acuerdo a Reigosa y Pedrol (2003) el crecimiento de la raiz se detiene mas tarde y
se ve menos inhibido que el de las partes aéreas pudiendo seguir creciendo durante el
estrés. Esta respuesta diferencial esta regulada por la concentracion del acido abscisico
(ABA) y tiene significacion adaptativa: si la raiz continla creciendo se consigue una
exploracion mas eficiente y al funcionar como almacén de recursos, éstos podran ser

utilizados en la construccién de biomasa aérea una vez que cese el estrés.

El crecimiento en raiz a concentraciones de 10 y 15 % p/v es presentado en la figura 34
donde la inhibicion del crecimiento en raiz es directamente proporcional al aumento de
la concentracion en las presentaciones de Bursera simaruba; entre ellas, Bs manifiesta
mayor crecimiento en ambas concentraciones analizadas. Es necesario remarcar que a
10% presenta valores mayores de crecimiento al del H,O mientras que a 15% ya es
inferior a ésta referencia, ubicando asi a este rango de concentracidon el umbral del
efecto dosis-respuesta para Bs. El desarrollo por BsC disminuye un 50% al aumentar la
concentracion de 10 a 15 % p/v. Los resultados de BsP no reflejan grandes variaciones,
lo cual se analizara a detalle con el resto de sus concentraciones en el indice de
germinacion y fitotoxicidad. En Arb se indica mayor desarrollo a concentracion alta,

mientras que MzgC no presenta variacion alguna.
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Figura 34. Crecimiento en raiz para semillas irrigadas con exudados al 10% y 15% p/v.
Bursera cristal (BsC), Bursera crudo (Bs), Bursera puro (BsP), arabiga (Arb), mezquite

(Mzq), mezquite comercial (MzqC), ciruelo (Crl) y copal (Cpl).

El estrés vegetal es un asunto dependiente de la dosis, a concentraciones bajas un
agente estresante puede estimular el metabolismo vegetal y el crecimiento (eu-estrés);
mientras que a concentraciones mayores inducirdn senescencia temprana y dafios que
conducen finalmente a la muerte (dis-estrés) si no se elimina el agente estresante
(Lichtenhaler, 2003).

El crecimiento en hipocotilo a distintas concentraciones es presentado en la figura 35
donde éste se ve disminuido al aumentar la concentracion, aproximandose a la
inhibicion total en BsC y consiguiéndola en Bs. Se observa que los efectos en BsP,
Mzg, MzqC, Crl y Cpl se presentan sin variacion indistintamente de la concentracion. Se
manifiesta inhibicion total de crecimiento en Arb para ambas concentraciones; en

contraparte los de mayor desarrollo son BsP y Crl.
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Figura 35. Crecimiento en hipocotilo para semillas irrigadas con exudados al 10% y 15%
p/v. Bursera cristal (BsC), Bursera crudo (Bs), Bursera puro (BsP), ardbiga (Arb),

mezquite (Mzq), mezquite comercial (MzqC), ciruelo (Crl) y copal (Cpl).

La descripcion de las figuras 33, 34 y 35 permiten definir aspectos interesantes como
resultado de ésta prueba. La continuacién con el analisis estadistico dirige la atencién
hacia las diferencias significativas encontradas por la prueba de Dunnet descritas en la

tabla VIl y para dichos valores encontrados remitirse al apéndice C.5.

Tabla VIII. Diferencias significativas encontradas por la prueba de Dunnet.

Raiz
[1%p/v

K.Cr,0O7; | BsC Bs BsP Arb Mzq | MzqC | Cirl Cpl
10 NS NS * * * * * NS NS
15 NS * NS * * * * * *

Hipocotilo

10 NS NS * NS * NS * NS *
15 NS * * NS * * NS NS *

*=gignificativo; NS= No significativo.
Bursera cristal (BsC), Bursera crudo (Bs), Bursera puro (BsP), arabiga (Arb), mezquite

(Mzq), mezquite comercial (MzqC), ciruelo (Crl), copal (Cpl).
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El tratamiento con K,Cr,O; estadisticamente no resulté significativo, indicando que la
concentracion de 10.8 mg/L seleccionada no representa un estrés para el desarrollo de
las semillas de Lens esculenta comparandolo con el brindado por H,O. El tratamiento
con BsC al 15% p/v fue significativo en raiz e hipocotilo, Bs lo fue para hipocotilo en
ambas concentraciones y con BsP sélo en raiz para ambas concentraciones. En el resto
de exudados, las diferencias significativas respecto al control se dan al 15% p/v en raiz

con todos los exudados.

Las diferencias significativas estadisticamente indican que tanto la concentracion y el
exudado tienen implicaciones en el crecimiento de las semillas de Lens esculenta, por lo
gue a continuacion se procede a la evaluacién del indice de germinacion vy fitotoxicidad

con todos los exudados y concentraciones disponibles.

La germinacién de semillas es un conjunto de procesos metabodlicos y morfogenéticos
gue tienen como finalidad transformar un embrién en una plantula capaz de valerse por
si misma y fotosintéticamente competente, donde su vulnerabilidad esta sujeta a
factores como temperatura, luz, humedad y nivel nutricional del nicho depositado
(Matilla, 2003; Reigosa y Pedrol, 2003).

El indice de germinacion (%G) vy fitotoxicidad (%F) en H,O para raiz en las semillas de
Lens esculenta irrigadas con diluciones de Bursera simaruba son descritos en la tabla
IX. El %G para K,Cr,0O7 es 69.25+0.35 %. y el %F de 13.44+4.18 %.

Tabla IX. indice de germinacion (%G) vy fitotoxicidad (%F) de raiz en semillas irrigadas

con Bursera simaruba a varias concentraciones ([ ]).

[] Bursera_ Cristal Bursera Bursera Puro
% p/v| %G + %F + %G + %F + %G + | %F +
5 [125.75 0.52|-25.75 2.41 ND 59.10 0.31|26.12 1.15
7.5 ] 96.32 0.42| 3.68 24.72 ND 46.56 0.65({41.80 1.19

10 | 60.44 0.64| -0.73 11.99|121.01 0.51(-21.01 2.83|49.98 0.65|37.52 1.21

15 | 40.31 1.02|49.61 1.22 | 54.96 0.50| 8.40 18.11)25.88 0.44|56.86 0.61

20 ND 0.00 0.00(100.00 0.00|25.76 0.44|57.06 0.58

25 ND 0.00 0.00{100.00: 0.00 ND
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En la figura 36 se manifiesta una germinacién en raiz decreciente generalizada con el
aumento de la concentracion como efecto dosis-respuesta. Al 10 y 15 % p/v la
germinacion de Bursera (crudo)>Bursera cristal>Bursera puro. Los maximos valores de
germinacion se consiguen a concentraciones bajas de Bursera cristal, por lo que un
efecto de eu-estrés se estaria manifestando ya que presenta mayor crecimiento que el
control. Los resultados de Bursera puro indican una menor germinacion que las otras
presentaciones de Bursera, pero sin conseguir la inhibicion total incluso a 20% p/v
donde las semillas irrigadas con Bursera (crudo) ya no germinaron y donde la
solubilidad con Bursera cristal no fue conseguida. Se vislumbra un efecto antagénico
por parte del resto de componentes en Bursera (crudo) hasta el 15% p/v, rebasando

esta concentracion la germinacién es inhibida totalmente.

En el estudio fitoquimico de esta investigacion la presencia de taninos cuantificables
sblo se manifiesta en Bursera (crudo), lo que explicaria la fitotoxicidad de ésta
presentacion (figura 37), siendo la incorporacion de la corteza en la colecta y disolucion
la fuente de dicho fitoquimico.
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Figura 36. Germinacién en raiz para semillas irrigadas con Bursera simaruba.

69



Fitotoxicidad en raiz (%)

Figura 37. Fitotoxicidad en raiz para semillas irrigadas con Bursera simaruba.

[ Bursera_Cristal

XXX Bursera [__] Bursera_Puro

100 —+

80 —+

60 —+

40 -

20 —+

|
4

X
XX
(|

X

V"

R
v.v
1

3
00
KK

’V

0%
V"
QK

XX
R

’V

0%
0
0%

"
%
&

%%

LR

*
%

V‘V
e

V‘V

R
0
0%

K

X

3
XXX
KR

’V

0%
V"
QK

XK
el %%
00
KK

V‘V
e
V‘V
o

0
X5

%
202
S

-20 4

T

L

20 25

-40

Concentracion (% p/v)

La germinacion de los otros exudados (Figura B.1.1 del apéndice) sélo fue inhibida por

arabiga y mezquite (crudo y comercial) hasta alcanzar 25% p/v. El exudado de ciruelo

no consiguié disolverse a 25% p/v, pero en el resto de sus concentraciones presenta

altos valores de germinacion.

Los resultados de copal no corresponden al efecto del exudado, ya que éste no se

disolvié en agua y por lo tanto no deben considerarse dentro de la comparativa entre

exudados. La baja fitotoxicidad de mezquite y arabiga se presenta en la figura B.1.2. del

apéndice.

El indice de germinacion (%G) y fitotoxicidad (%F) en H,O para hipocotilo en las

semillas de Lens esculenta irrigadas con diluciones de Bursera simaruba estan
descritos en la tabla X. El %G para K,Cr,0; es 91.38+0.98 %. y %F es -14.22+8.93 %.
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Tabla X. El indice de germinacion (%G) y fitotoxicidad (%F) de hipocotilo en semillas

irrigadas con Bursera simaruba a varias concentraciones ([ ]).

[1 Bursera_Cristal Bursera Bursera Puro
% p/v| %G + %F + %G + %F + | %G £ | %F +
5 93.52 0.69| 6.48 129.78 ND 58.89 0.84(26.39:4.24
7.5 |102.72  0.59 | -2.72  4.56 ND 78.28 0.59| 2.14 17.94
10 | 5494 1.08| 8.43 16.74| 70.24 0.69| 29.76 12.71|83.92:0.58|-4.90 19.78
15 | 8.02 0.60|79.94 0.85| 0.00 0.00/100.00 0.00|40.93 0.94|-2.33 4.14
20 ND 0.00 0.00|100.00. 0.00|61.62 1.08|-2.71 5.92
25 ND 0.00 0.00{100.00 0.00 ND

En la figura 38 la germinacién en hipocotilo se ve severamente afectada por Bursera

(crudo) y Bursera cristal desde el 15% p/v. El hipocotilo no manifiesta inhibicion en

mismo grado que la raiz con Bursera puro, manteniéndose incluso a concentraciones

altas. Bursera cristal sigue presentando alta germinacién en concentraciones bajas

colocando el umbral de la dosis-respuesta en 10% p/v; a ésta concentracién se observa

gue la germinacién en Bursera puro >Bursera (crudo) >Bursera cristal.
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Figura 38. Germinacién en hipocotilo para semillas irrigadas con Bursera simaruba.
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La fitotoxicidad en hipocotilo (figura 39) de Bursera puro es relativamente pequefia con
las demas presentaciones de este exudado. En el resto de exudados se manifestaron
inhibiciones significativas en el hipocotilo s6lo con arabiga y a partir de 20% p/v; ciruelo

favorecio el desarrollo de las semillas (figura B.2.1. y B.2.2. del apéndice).
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Figura 39. Fitotoxicidad en hipocotilo para semillas irrigadas con Bursera simaruba.

La capacidad de los aleloquimicos de interactuar con una especie vegetal determinada
dependiendo de su concentracion es variable ya que las respuestas fisioldgicas de la
planta ante la adicién de dichos compuestos no siguen una curva de saturacién dosis-
respuesta y ante una bateria de concentraciones crecientes se obtienen respuestas
positivas, indiferentes y negativas. La concentracion a la que una molécula es activa no
necesariamente es efectiva ya que en la interaccion alelopatica se han encontrado

efectos sinérgicos, aditivos y antagonicos (Gonzalez-Rodriguez, 2003).

En este caso, la naturaleza quimica heterogénea en los extractos crudos liofilizados de
los exudados explicaria dichas variaciones encontradas. La pureza relativa con la que
los exudados gomosos se obtienen (Miller, 1973) permite incluir los anteriores
resultados fitoquimicos en la discusibn de la prueba de fitotoxicidad para una

explicacién y procedencia de los efectos encontrados.

72



La germinacion en raiz es favorecida por Bursera cristal y Bursera (crudo)
principalmente, mientras que en hipocotilo por Bursera puro y Bursera cristal. La
fitotoxicidad es manifestada a concentraciones altas tanto en raiz e hipocotilo por
Bursera (crudo), soportando éste resultado por la confirmacion de la presencia de
taninos para esta presentacion en el estudio fitoquimico y observando similares
resultados de fitotoxicidad con mezquite en ésta prueba. Los taninos forman parte de
compuestos fendlicos que han registrado interaccion vegetal actuando como
disuasorios de herbivoros, protectores de las partes lefiosas de la planta e inhibidores

del crecimiento y germinacion (Alvarez-Tinaut y Espinosa-Borreguero, 2003)

De lo anterior y lo concluido en la prueba fitoquimica, afirmariamos que un mejor
cuidado en la colecta determinaria el grado de calidad del exudado, como actualmente
sucede con la goma arabiga, contribuyendo al uso directo de Bursera cristal y evitando
la incorporacion de corteza o materia extrafia durante el tratamiento para conseguir el
extracto crudo seco (sea por liofilizacion o aspersion) y descartando asi la cromatografia
por exclusion de tamafo por lo que en tiempo, costo y rendimiento implica esa

purificacion.

Los exudados de ardbiga y mezquite son gomas ampliamente utilizadas donde su
inocuidad ha sido demostrada (Verbeken et. al., 2003) y en ésta prueba valores de
germinacion en raiz mayores al 50% son manifestados en un rango amplio de
concentraciones (5-20 % p/v); el objetivo de incorporarse era analizarlos con respecto a
Bursera simaruba quedando ésta Ultima con efecto equiparable en concentracibn mas
baja (hasta 15% p/v).

En las pruebas para propiedades fisicas de ésta investigacion se observo que el efecto
caracteristico y deseado en gomas en viscosidad y tension superficial se conseguia a
bajas concentraciones, por lo que su uso en concentraciones menores a 15 % pl/v

implicaria también una reduccién en su grado de fitotoxicidad.

La autorizacion del uso de la goma de mezquite por la Secretaria de Salud en México
fue conseguido a través del estudio realizado por Vernon-Carter et. al. (1996) que
consistia en pruebas toxicolégicas y mutagénica a ratas Wistar alimentadas con una
dieta a base de goma de mezquite, arabiga y celulosa. Esta seria una perspectiva de

investigacion que definiria finalmente la toxicidad del exudado de Bursera simaruba.
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ESTABILIDAD DE EMULSIONES

La capacidad de emulsificacion es una propiedad esencial para la microencapsulacion,
usada para la fijacion de aromas y sabores. Los agentes microencapsulantes mas
usados han sido la goma arabiga y los almidones modificados o hidrolizados (L6pez-
Franco et. al., 2006).

Para evaluar el potencial como agente tensoactivo se formularon emulsiones O/W con
los extractos liofilizados de Bursera simaruba, ciruelo y copal. La proporcién agua/aceite
emulsificante fue de 100mL/10mL/10g en Bursera simaruba, 100mL/10mL/5g en ciruelo
y 100mL/5mL/5g en copal. Estas emulsiones fueron monitoreadas en los microscopios
Zeuss Axiolab y Nikon Eclipse E200 capturando fotografias durante 20 dias. Las
imagenes fueron analizadas con el software ImageJ por el diametro Feret permitiendo
establecer el tamafio de gota, empledndosele para encontrar la cinética de

coalescencia.

La emulsién O/W formulada con copal rompi6 al dia 7 (Tabla XI). Esto es debido a que
en pruebas preliminares este exudado no manifesté ser soluble en agua y que la
emulsién se consiguid principalmente por efecto de la fuerza centrifuga y su caréacter
lipofilico. Por lo anterior, esta emulsién no fue sujeta a andlisis para encontrar su tasa

de coalescencia, considerandola una emulsién inestable.

Tabla XI .Emulsion O/W con Copal observada al microscopio.

Dia 2 Dia 5 Dia 7

Copal

En la Tabla Xl se muestran las fotografias mas representativas para ciruelo y Bursera

simaruba respectivamente.
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Tabla XII. Emulsiones O/W observadas al microscopio.

Dia

Ciruelo

02

05

08

09

10

13

14

20

Bursera simaruba

La determinacion de la tasa de coalescencia requeria de los didmetros promedio de

gotas, siendo observados a 10x en microscopio y procesados a partir de las fotografias

con el software ImageJ, éstos resultados son presentados en la Tabla XIlI.
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Tabla XIlIl. Didmetro promedio de gotas + 0.05 nm.

Dia Bursera simaruba Ciruelo
2 47.33 168.53
59.60 171.30
65.40 191.73
67.20 201.60
10 75.73 206.13
13 82.93 213.33
14 89.33 227.87
20 118.13 275.73

La cinética de coalescencia se calculé de acuerdo a Roman-Guerrero et. al. (2009),

- - - e . Nt 7K t
siguiendo una cinética de primer orden y se representa como —=¢€° donde N, es la

concentracion en numero de gotas al tiempo t, N, es la concentracion del numero de

gotas recién formadas t=0 y K, es la constante de velocidad, que se interrelaciona

con la probabilidad de que la capa interfacial rompa en el tiempo t. Obteniendo asi el

, . ., . N
namero relativo de gotas de emulsién por medio de —=

0

3
—} . Los resultados

obtenidos para la emulsion O/W con Bursera simaruba son presentados en la tabla XIV.

Tabla XIV. Cinética de coalescencia para Bursera simaruba.

Segundos Diametro N/ No LN (N;/ No
0 47.33
259200 59.60 0.50091322 0.69132242
518400 65.40 0.37911243 0.96992247
604800 67.20 0.34945676 1.05137544
691200 75.73 0.24414063 1.41001089
950400 82.93 0.18591477 1.68246691
1036800 89.33 0.14875126 1.90547977
1555200 118.13 0.06432561 2.74379748
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Realizando la grafica de LN(N,/N,) versus t resulta una linea recta donde la

pendiente es K. . La velocidad de coalescencia K, para las emulsiones O/W con los

exudados de Bursera simaruba y ciruelo como agentes emulsificantes fueron de
1.63x10° sy 1.04x10° s respectivamente, considerandolas de acuerdo con Regalado

et. al., (2001) emulsiones estables por el orden presentado (figura 40).
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Figura 40. Determinacion de K, en emulsiones O/W.

Bursera simaruba (superior) y ciruelo (inferior).
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Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del exudado de Bursera simaruba L.

Sarg (1890) se presentan de manera concisa en la tabla XV.

Tabla XV. Resultados generales en la caracterizacion fisicoquimica del exudado de

Bursera simaruba L. Sarg (1890).

PROPIEDAD RESULTADO
Rendimiento 40 %
Solubilidad: 1 - 50 % p/v

Solubilidad y pH
4.43 -5.33 pH

Fluido newtoniano en baja concentracion

Fluido pseudoplastico en alta concentracion

Reologia ,
Brookfield: p = 65 mPa-s al 40% p/v
Rebémetro: p = 3.22 — 42.29 mPa-s del 3 - 15 % plv
Tensién superficial Bursera simaruba crudo
[]: 3-15 % p/v 49.06+1.24 mN/m
Radio hidrodindmico Bursera simaruba crudo: 1898.00+97.58 nm
[]: 5% plv Bursera simaruba puro: 1832.00+56.56 nm

Bursera simaruba crudo: 6.1086+0.0736 J/g °C

Capacidad calorifica _
Bursera simaruba puro: 2.6484+0.0027 J/g °C

Bursera simaruba cristal;: 11.83 %
Humedad Bursera simaruba crudo: 14.30%

Bursera simaruba puro: 16.06%

Monosacarido Presencia de xilosa. Tr = 7.40 min

Bursera simaruba crudo
Fitoquimica Presencia de taninos

0.229 mg equivalentes de catequina / g muestra

Fitotoxicidad Bursera simaruba crudo en [ ] > 15 % p/v por taninos.

Coalescencia K.=1.63x10°s?
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8. CONCLUSIONES

Las conclusiones de esta investigacion para la caracterizacion fisicoquimica del

exudado de Bursera simaruba L. Sarg (1890) se describen a continuacion:

» El rendimiento obtenido se mejoraria al evitar la incorporacion de la corteza

papiracea desde la colecta.

Los valores de pH son similares a los reportados por goma arabiga y de mezquite.
Los valores de viscosidad conseguidos en bajas concentraciones promueven su uso
como agente espesante.

La disminucion de la tension superficial comparada con los demas exudados
favorece a Bursera simaruba como agente tensoactivo.

El radio hidrodindmico no presenta diferencias entre el extracto crudo y purificado.

La capacidad calorifica se mantuvo estable en el intervalo de temperatura analizado;
el valor de la fraccién purificada es menor al del extracto crudo.

El contenido de humedad es acorde a lo reportado para gomas.

La aparente presencia de xilosa indicaria constituyentes sacaridos en su
composicion; andlisis posteriores son requeridos para reportar su conformacion
quimica y estructural.

El andlisis fitoquimico indica la presencia de taninos, los cuales fueron aportados por
la corteza y se consideran como influencia en los resultados de fitotoxicidad.

La fitotoxicidad se relaciona con la concentracion y se manifiesta por la presencia de
taninos en el extracto crudo de Bursera simaruba.

La emulsion O/W formulada con Bursera simaruba como emulsificante permanecio
estable.

La fraccién purificada en cromatografia por exclusibn de tamafio no tiene
implicaciones relevantes en las propiedades reoldgicas, de tension superficial, radio
hidrodinamico y humedad. En la fitotoxicidad presenta efectos inmediatos pero

constantes en el rango de concentraciones analizadas.

El exudado de Bursera simaruba manifiesta buen rendimiento, gran solubilidad en agua,

valores de pH y contenidos de humedad similares a otras gomas, viscosidades altas a

bajas concentraciones, disminucion efectiva de la tension superficial, se identificé un

constituyente sacarido, poca o evitable presencia de taninos y estabilidad en

emulsiones O/W. Por todo lo anterior, se considera como un potencial agente

tensoactivo Util en sistemas de emulsiones.
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9. PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Diversas lineas de investigacion quedan disponibles a partir del conocimiento de las

propiedades fisicoquimicas del exudado de Bursera simaruba L. Sarg (1890).

Transporte de sustancias bioactivas (medicamentos y nutracéuticos).
Aditivo en alimentos.

Biopeliculas.

Remocion de contaminantes.

Andlisis térmico.

Ecofisiologia de la especie.

Elucidacion estructural.

YV V V V V V V VYV

Toxicidad del extracto acuoso.
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11. APENDICE
A. PROPAGACION DE ERROR

Al conseguir resultados como los promedios en mediciones y aplicarlos en una férmula

es necesario determinar la propagacion del error implicita. En este caso, nos referimos

a la prueba de fitotoxicidad donde se estimé el indice de germinacion (%G) y de

fitoxicidad (%F) a partir de las formulas citadas en la metodologia. Baird (1998) y CWRU

(2004) consideran al método derivativo para la estimacion de propagacién del error en

funciones de dos o mas variables. A continuacion se detalla el procedimiento realizado

para las formulas de nuestro interés.
A.1. indice de germinacion (%G)

La férmula se expresa como funcién de las variables y errores correspondientes

%G =| b 100 —axl «L (A1.1)
G, *L

c C

1S TC

a=(%}k1oo . G=f(aL,L,);8,.0..0,

C

El error en la funcién estara dado por la contribucién de cada una de las variables

5G=J[ SR

Se deriva parcialmente la funcién para obtener
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Se sustituyen las derivadas parciales y se expresan en términos de los errores

0 = \j/('- sLtes ) +(axl b, ) +(arl L2 x8, ) (A1.4)
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Se divide entre la funcién

% _ \/("S L) 0+ (axl ) ol +2(_a - (A.15.)
G (axl, *L?)

(LrL?) 62 (asL )62 (-axL L ?) &%
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Finalmente, el error en la funcién estara dado por

S _ |9 O
—= S A.l.6.
G L2 L ( )
2 2
5_6 — 5Ls + é‘Lc
G L L,
A.2. Indice de fitotoxicidad (%F)

La férmula se expresa como funcién de las variables y errores involucrados

(A2.1)
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Se sustituyen las derivadas parciales y se expresan en términos de los errores

o= furi o) Har A (ane A (r24)

= \/(u * Lc’l)2 52 +(ax Lc’l)2 87 +(-axuxL? )2 52

Se divide entre la funcion

% _ \/(“ L) ol v(ar ) J;(_a cusl?) o (A2.5.)
F (axuxL")

“1\2 o2 “1)2 o2 _ 2)\2 o2
(uxL ") o +(a*LC ) o +( axuxl ?) o7

(axusL?) (arusL)  (aruslt)

Y se obtiene

s. [52 82 JsuV (5.
%o [Pyl [_ 4| G (A.2.6.)
F uc L u L.

Hasta aqui u es una variable que involucra la diferencia de longitudes entre el control y
la muestra, cuya incertidumbre esta dada por la contribucién de incertidumbres en sus
respectivas mediciones.

Por lo tanto

u=L, —L;ou=/5L2+oL> (A2.7)

Finalmente, se sustituye el valor de u y se simplifica la expresion matematica obtenida

O [«/5Lc2+5|—52J +£&j (A.2.8)

% _
F L L L

oLz 4oL +[£j2
(Lc _LS)2 LC

'r|.|ﬂ%
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B. FITOTOXICIDAD DE OTROS EXUDADOS

El analisis de fitotoxicidad en semillas de Lens esculenta se realizé simultaneamente
con otros exudados para comparar sus efectos ante Bursera simaruba. Se utilizaron
como exudados los extractos crudos liofilizados de arabiga, mezquite, ciruelo, copal e
incluso una muestra de mezquite adquirido comercialmente. Los resultados de
crecimiento, germinacion y fitotoxicidad en raiz e hipocotilo con respecto a su

concentracion de exudado son presentados a continuacion.

B.1. RAIz
El crecimiento de raiz en H,O fue de 36.43+9.48 mm, mientras que en K,Cr,O7 fue de
31.46+7.27 mm.

Tabla B.1.1. Crecimiento de raiz en milimetros para semillas de Lens esculenta irrigadas

con diversos exudados a varias concentraciones ([]).

[] Arébiga Mezquite |[Mezquite_Comercial| Ciruelo Copal
% pl/v X + X £t X S X £ X +
7.14 ND ND ND 28.79 4.63 ND

10 | 48.18 31.86] 58.15 16.80 51.91 20.64 | 32.51 9.63| 32.47 7.52

15 61.48 27.29] 46.33 14.87 51.81 20.10 | 26.83 7.74| 14.21 7.41

20 32.08 20.12] 22.12 9.70 12.69 0.00 | 33.38 15.47] 30.35 3.60

25 0.00 0.00f 0.00 0.00 0.00 0.00 ND 30.93 7.23

La disoluciéon al 25% p/v con el exudado de ciruelo requirié ser diluida, consiguiéndola
finalmente a 7.14 % p/v de concentracion, por lo gue sus correspondientes espacios en

la tabla quedan descritos como No Determinados (ND).
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El indice de germinacion (%G) vy fitotoxicidad (%F) en H,O para raiz en las semillas de

Lens esculenta irrigadas con diluciones de diversos exudados son descritos enseguida.

El %G para K,Cr,07 es 71.24+0.39 %. y %F es 13.44+4.18 %.

Tabla B.1.Il. indice de germinacion (%G) en raiz para semillas de Lens esculenta

irrigadas con diversos exudados a varias concentraciones ([]).

[1] Arébiga Mezquite Mezquite_Comercial Ciruelo Copal
% plv| %G + %G + %G + %G + | %G +
7.14 ND ND ND 79.11 0.31 ND
10 | 79.37 0.72] 159.89 0.39 113.94 0.49 89.20 0.40|89.17 0.35
15 | 134.99 0.52|127.18 0.42 113.95 0.47 73.80 0.39]38.95 0.59
20 | 52.73 0.72| 24.37 0.52 7.18 0.22 91.80 0.53|83.36 0.29
25 0.00 0.00| 0.00 0.00 0.00 0.00 ND 84.93 0.35
XXX Arabiga ] Mezquite Mezquite_Comercial
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Figura B.1.1. Germinacién en raiz para semillas de Lens esculenta irrigadas con

exudados a varias concentraciones.
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Tabla B.1.11I. indice de fitotoxicidad (%F) de raiz en semillas de Lens esculenta irrigadas

por exudados a varias concentraciones ([ ]).

[] Arébiga Mezquite Mezquite_Comercial | Ciruelo Copal
% plv %F x %F + %F + %F * WF @
7.14 ND ND ND 20.89 1.54 ND

10 -32.28 2.80| -59.89 0.91 -42.43 1.55 (10.80 3.36(10.83 3.32

15 -68.74 11.20 -27.18 1.80 -42.44 1.47 (26.20 1.52(61.05 0.60

20 12.11 5.04| 39.09 1.04 64.09 0.82 | 8.20 17.65(|16.64 1.83

25 100.00:0.00( 100.00 0.00 100.00 0.00 ND 15.07 2.25

XXX Arabiga ] Mezquite Mezquite_Comercial

120 BT Ciruelo 72 Copal

100—-
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Figura B.1.2. Fitotoxicidad en raiz para semillas de Lens esculenta irrigadas con

exudados a varias concentraciones.
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B.2.

HIPOCOTILO

El crecimiento del hipocotilo en H,O y K,Cr,0; fue de 24.28+12.55 mm y 27.61+ 23.16

mm respectivamente.

Tabla B.2.l. Crecimiento de hipocotilo en milimetros para semillas de Lens esculenta

irrigadas con diversos exudados a varias concentraciones ([ ]).

[] Arabiga | Mezquite Mezquite_Comercial Ciruelo Copal
%pv| X % X + X + X + X +
7.14 ND ND ND 31.62  15.36 ND
10.00 (0.00 0.00( 17.97 9.57 16.89 4.86 30.60 | 6.59 |17.05 5.23
15.00 (0.00 0.00( 16.90 5.75 18.55 8.08 28.92  13.40(14.24 5.41
20.00 [|0.00 0.00} 0.00 :0.00 0.00 0.00 17.32 7.05 ||17.49 5.14
25.00 [|0.00 0.00} 0.00 ' 0.00 0.00 0.00 ND 21.68 9.62

El indice de germinacion (%G) y fitotoxicidad (%F) en H,O para hipocotilo en las

semillas de Lens esculenta irrigadas con diluciones de diversos exudados son descritos
enseguida. El %G para K,Cr,O; es 91.38+0.98 %. y el %F de -14.22+8.93 %.
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Tabla B.2.Il. indice de germinacién (%G) en hipocotilo para semillas de Lens esculenta

irrigadas con diversos exudados a varias concentraciones ([]).

[] Arabiga | Mezquite Mezquite_Comercial Ciruelo Copal
% plv || %G £ %G + %G + %G + %G +
7.14 ND ND 131.44 0.72 ND
10.00 ||0.00: 0.00([75.43: 0.76 55.90 0.60 127.18 0.57 || 70.67 0.61
15.00 |{0.00: 0.00(70.96: 0.64 45.95 0.67 120.16 0.70 | 59.16 0.65
20.00 [{0.00: 0.00( 0.00 : 0.00 0.00 0.00 71.58 | 0.66 || 72.33 1 0.60
25.00 [{0.00: 0.00( 0.00 : 0.00 0.00 0.00 ND 90.92 1 0.70
XXX Arabiga [ Mezquite Mezquite_Comercial
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() .
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Figura B.2.1. Germinacién en hipocotilo para semillas de Lens esculenta irrigadas con

exudados a varias concentraciones.
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Tabla B.2.11l. indice de fitotoxicidad (%F) en hipocotilo para semillas de Lens esculenta

irrigadas con exudados a varias concentraciones ([]).

[] Arébiga Mezquite Mezquite_Comercial Ciruelo Copal
% p/v | %F + %F + %F + %F + %F +
7.14 ND ND ND -31.44 1 3.11 ND
10.00 |100.00; 0.00 | 24.57 4.37 30.12 2.00 -27.18 2.63|29.33 2.09
15.00 |100.00: 0.00 | 29.04 2.82 23.42 2.70 -20.16 1 5.0840.84 1.56
20.00 [100.00: 0.00 | 100.00 : 0.00 100.00 0.00 28.42 2.19|27.67 2.18
25.00{100.00. 0.00 | 100.00 0.00| 100.00 0.00 ND 9.08 9.80
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Figura B.2.2. Fitotoxicidad en hipocotilo para semillas de Lens esculenta irrigadas con

exudados a varias concentraciones.
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C.RESULTADOS ESTADISTICOS PARA EL ANALISIS DE VARIANZA
MULTIPLE FACTORIAL DE DOS VIAS EN EL CRECIMIENTO DE RAIZ E
HIPOCOTILO CON RESPECTO A LA CONCENTRACION DEL EXUDADO.

Los resultados se obtuvieron por medio del software Statistica® 8.0.

C.1. Tabla de resultados generales del Analisis de Varianza Multiple.
A GL Efecto GL Error p
Concentracion 0.132149 2 19 0.000000
Exudado 0.000488 18 38 0.000000
Concentracion*Exudado 0.018415 18 38 0.000000
C.2. Resultados de las pruebas a posteriori (univariadas).
Raiz Hipocotilo
GL F p<0.05 F p<0.05
Exudado 85.51 0.000000 36.134 0.000000
Concentracién 158.73 0.000000 81.413 0.000000
Interaccion 23.07 0.000000 11.684 0.000000
Error 20

C.3.

Craiz = 0.221935; GL 19; p = 0.999770

C.4. Normalidad

K'Sraiz = p > 0.20 ;

Homocedasticidad

K'Shipocotilo = p >0.20

Por residuales: Véase grafica C.4.1.

Chipocotio = 0.180650; GL 16; p = 0.997538
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Variable Dependiente: RAIZ

Valor Normal Esperado

Residual

Variable Dependiente: HIPOCOTILO

Valor Normal Esperado

Figura C.4.1. Prueba de normalidad a través de residuales en raiz e hipocaotilo.

C.5. Prueba de Dunnet

Raiz K»Cr,0; | BsC Bs BsP Arb Mzq MzqC Crl Cpl
10% 0.2017 | 1.0000 | 0.1411 | 0.0000 | 0.0001 | 0.0000 | 0.0000 | 0.4559 | 0.4448
15% 0.2017 | 0.0000 | 0.7052 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0011 | 0.0000 | 0.0016 | 0.0000
Hipocotilo | K,.Cr,0; | BsC Bs BsP Arb Mzq MzqC Crl Cpl
10% 0.6687 | 0.9296 | 0.0176 | 0.9999 | 0.0000 | 0.0611 | 0.0202 | 0.0606 | 0.0240
15% 0.6687 | 0.0000 | 0.0000 | 1.0000 | 0.0000 | 0.0203 | 0.1067 | 0.2782 | 0.0011
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