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POLIBOTANICA, revista botanica internacional del Instituto Politécnico Nacional, incluye
exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones originales en el area. Tiene
una periodicidad de dos numeros al afio, con distribucién y Comité Editorial Internacional.

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion son sometidos por lo menos a
un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o internacionales que los revisan y evalian y
son los que finalmente recomiendan la pertinencia o no de la publicacion del articulo, cabe destacar
que este es el medio con que contamos para cuidar el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES PARA LA PUBLICACION DE TRABAJOS
Se aceptaran aquellos originales que se ajusten a las prescripciones siguientes:

POLIBOTANICA incluye exclusivamente articulos que representen los resultados de investigaciones
originales que no hayan sido publicados.

1. El autor debera anexar una carta membretada y firmada dirigida al Editor, donde se presente el
manuscrito, asi como la indicacion de que el trabajo es original e inédito, ya que no se aceptan
trabajos publicados o presentados anterior o simultineamente en otra revista, circunstancia que
el autor(es) debera declarar expresamente en la carta de presentacion de su articulo.

2. Al quedar aceptado un trabajo, su autor no podra ya enviarlo a ninguna otra revista nacional o
extranjera.

3. Los articulos deberan estar escritos en espafiol, inglés, francés o portugués. En el caso de estar
escritos en otros idiomas diferentes al espafiol, debera incluirse un amplio resumen en este
idioma.

4. Como parte de los requisitos del CONACYT, POLIBOTANICA ahora usa la plataforma del
Open Journal System (OJS); para la gestion de los articulos sometidos a la misma.Asi que le
solicitamos de la manera mds atenta sea tan amable de registrarse y enviar su articulo en la
siguiente liga: www.polibotanica.mx/ojs/index.php/polibotanica

a) cargar el trabajo en archivo electronico de office-word, no hay un méximo de paginas con
las siguientes caracteristicas:
b) en paginas tamafio carta, letra times new roman 12 puntos a doble espacio y 2 cm por margen

5. Las figuras, imagenes, graficas del trabajo deben estar incluidas en el documento de Word original:

a) en formato jpg
b) con una resolucion minima de 300 dpi y un tamafio minimo de 140 mm de ancho
c) las letras deben estar perfectamente legibles y contrastadas

6. Todo trabajo debera ir encabezado por:

a) Un titulo tanto en espafiol como en inglés que exprese claramente el problema a que se refiere.
El formato para el titulo es: negritas, tamafio 14 y centrado;

b) El nombre del autor o autores, con sus iniciales correspondientes, sin expresion de titulos
o grados académicos. El formato para los autores es: alineados a la izquierda, cada uno en un
parrafo distinto y tamafio 12. Cada autor debe tener un nimero en formato superindice indicando
a que afiliacion pertenece;

¢) La designacion del laboratorio e institucion donde se realizo el trabajo.La(s) afiliacion(es)
debe(n) estar abajo del grupo de autores. Cada afiliaciondebera estar en un parrafo y tamafio



7.

12. Al inicio de cada afiliacidonestara el nimero en superindice que lo relaciona con uno o mas
autor/es.

d) El autor para correspondencia deberd estar en el siguiente parrafo, alineado a la izquierda,
tamafio 12.

Todo trabajo debera estar formado por los siguientes capitulos:

a) RESUMEN y ABSTRACT. Palabras clave y Key Words. El resumen debe venir después
de la afiliacion de los autores, alineado a la izquierda, tamafo 12. La palabra “Resumen: /
Abstract:” debe venir en negritas y con dos puntos. El texto del resumen debe empezar en el
parrafo siguiente, tamafio 12 y justificado. El texto “Palabras clave / Key Words:” debe venir
en negritas seguido de dos puntos. Cada una de las palabras clave deben estar separadas por
coma o punto y coma, finalizadas por punto.

b) INTRODUCCION y METODOS empleados. Cuando se trate de técnicas o métodos ya
conocidos, solamente se les mencionara por la cita de la publicacion original en la que se dieron
a conocer. El formato para todas las secciones en esta lista es: negritas, tamafio 16 y centrado.

c) RESULTADOS obtenidos. Presentacion acompafiada del nimero necesario de graficas, tablas,
figuras o diagramas de tamafio muy cercano al que tendra su reproduccion impresa (19 x 14 cm).

d) DISCUSION concisa de los resultados obtenidos, limitada a lo que sea original y a otros
datos relacionados directamente y que se consideren nuevos.

e) CONCLUSIONES.

ESPECIFICACIONES DE FORMATO PARA EL CUERPO DEL TRABAJO

. Secciones/Subtitulos de parrafo: Fuente tamafio 16, centrado, en negritas, con la primera letra

en mayuscula.

. Subsecciones/Subtitulos de parrafo secundarios : Fuente tamafio 14, centrado, en negritas, con la

primera letra en mayuscula. Cuando existan subsecciones de subseccion formatear en tamafo
13 negrita y centrado.

. Cuerpo del texto: Fuente tamafio 12, justificado. NO debe haber saltos de linea entre parrafos.

. Las notas de pie de pagina deben estar al final de cada pagina, fuente tamafio 12 justificadas.

. Cita textual con mas de tres lineas: Fuente tamano 12, margen izquierdo de 4 cm.

. Titulo de irpégenes: Fuente tamano 12, centrado y en negritas, separado por dos puntos de su

descripcion. Descripcion de las imagenes: tamano 12.

. Notas al pie de las imagenes: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la imagen, la primera

letra debe estar en mayusculas.

. Imagenes: deben estar en el cuerpo del texto, insertadas en formato png o jpg, a por lo menos 300

dp1 de resolucion y centradas. Las 1magenes deben estar en linea con el texto. Se consideran
imagenes: graficos, cuadros, fotografias, diagramas y, en algunos casos, tablas y ecuaciones.

. Tablas de tipo texto: El titulo de las columnas de las tablas debe estar en negritas y los datos

del cuerpo de la tabla con fuente normal. Los nombres cientificos deben estar en italicas. Se
recomienda utilizar las Tablas como imagenes, estas deberan de ir centradas (a por lo menos
300 dpi de resolucion).

10. Notas al pie de la tabla: Fuente tamano 12 y centradas con respecto a la tabla, la primera letra

debe estar en mayusculas.

11. Ecuaciones pueden estar en Mathtype 1 o en imagen. En este ultimo caso, seguir instrucciones

del punto 8.

12. Citas del tipo autor y ano deben estar entre parentesis, con el apellido del autor seguido por el

ano (Souza, 2007), primera letra en mayuscula.



8. LITERATURA CITADA, Se tomara como base el Estilo APA para las Referencias Bibliograficas,
formada por las referencias mencionadas en el texto del trabajo y en orden alfabético. Es
obligatorio utilizar Mendeley® (software bibliografico). El propésito de utilizar este tipo de
software es asegurar que los datos contenidos en las referencias estdn correctamente estructurados
y corresponden a las citas del cuerpo del texto.

ESTRUCTURA' Y FORMATO DE LOS AGRADECIMIENTOS Y REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

1. Los Agradecimientos deberan estar despues de la ultima seccion del cuerpo del texto. Esta
informacion debe tener como titulo la palabra “Agradecimientos”, o su equivalente en otro
idioma, en negritas, tamano 12 y centrado. El texto de esta informacion debe estar en tamano
12 justificado.

2. Las Referencias bibliograficas deben estar en orden alfabetico sin salto de linea de parrafo,
alineados a la izquierda, en tamano 12.

3. Apendices, anexos, glosarios y otros materiales deben incluirse despues de las referencias
bibliograficas. En caso de que estos materiales sean extensos deberan ser creados como archivos
PDF.

9. REVISION Y PUBLICACION

Todos los articulos enviados a la revista para su posible publicacion seran sometidos a una revision
“doble ciego”, se enviaran por lo menos a un par de arbitros, reconocidos especialistas nacionales o
internacionales que los revisaran y evaluaran y seran los que finalmente recomienden la pertinencia
o no de la publicacion del articulo, cabe destacar que este es el medio con que contamos para cuidar
el nivel y la calidad de los trabajos publicados.

Una vez aceptado el trabajo, se cobraran al autor(es) $299 por pagina mas IVA, independientemente
del nimero de fotografias que contenga.

PUBLICATION GUIDELINES

POLIBOTANICA, an international botanical journal supported by the National Polytechnic Insti-
tute, only publishes material resulting of original research in the botanic area. It has a periodicity
of two issues per year with international distribution and an international Editorial Committee.

All articles submitted to POLIBOTANICA for publication are reviewed by at least a couple
of referees. National or international recognized experts will evaluate all submitted mate-
rials in order to recommend the appropriateness or otherwise of a publication. Therefore, the
quality of published papers in POLIBOTANICA is of the highest international standards.

FOR PUBLICATION OF ARTICLES
Originals that comply with the following requirements will be accepted:

1. POLIBOTANICA includes only items that represent the results of original research which have
not been published.The author should attach an official and signed letter to Editor stating that
the work is original and unpublished. We do not accept articles published or presented before or
simultaneously in another journal, a fact that the author (s) must expressly declare in the letter.

2. When an article has been accepted, the author can no longer send it to a different national or
foreign journal.
3. Articles should be written in Spanish, English, French or Portuguese. In the case of be written in



languages other than Spanish, it should include an abstract in English.

4. The article ought to be sent to the POLIBOTANICA’s Open Journal System http://www.polibo-
tanica.mx/0js in an office-word file without a maximum number of pages with the following
features:

a) on letter-size pages, Times New Roman font type, 12-point font size, double-spaced and 2 cm
margin

5. The figures, images, graphics in the article must be attached as follows:

a) in jpg format
b) with a minimum resolution of 300 dpi and a minimum size of 140 mm wide
¢) all characters must be legible and contrasted

6. All articles must include:

a) a title in both Spanish and English that clearly express the problem referred to. The format
for this section is: bold, font size 14 and centered.;

b) the name of the author or authors, with their initials, no titles and no academic degrees. The
format for this section is: font size 12, aligned to the left, each name in a different paragraph but
without spaces in-between and a superscript number indicating the affiliation;

c¢) complete affiliations of all authors (including laboratory or research institution). The format
for this section is: font size 12, aligned to the left, each name in a different paragraph but without
spaces in-between and a superscript number at the beginning of the affiliation;

d) correspondence author should be in the next paragraph, font size 12 and aligned to the left.
7. All work should be composed of the following chapters:

a) RESUMEN and ABSTRACT. Palabras clave y Key Words. The format for this section is:
bold, font size 12 and centered. Both words (RESUMEN: and ABSTRACT:)must include a
colon, be in bold and aligned to the left. The body of the abstract must be justified and in font
size 12. Both palabras clave: and keywords:must include a colon, be in bold and aligned to the
left. Keywords must be separated by a comma or semicolon, must be justified and in font size 12.

b) INTRODUCTION y METHODS. In the case of techniques or methods that are already
known, they were mentioned only by appointment of the original publication in which they were
released.

c) RESULTS. Accompanied with presentation of the required number of graphs, tables, figures
or diagrams very close to the size which will be printed (19 x 14 cm).

d) DISCUSSION. A concise discussion of the results obtained, limited to what is original and
other related directly and considered new data.

¢) CONCLUSIONS. The format for sections Introduction, Results, Discussion and Conclusionsis:
bold, font size 16 and centered.



FORMAT SPECIFICATIONS FOR THE BODY OF WORK

1. Sections: Font size 16, centered, bold, with the first letter capitalized.

2. Subsections / Secondary Subtitles: Font size 14, centered, bold, with the first letter capitalized.
When there are second grade subsections format in size 13 bold and centered.

3. Body: Font size 12, justified. There should NOT be line breaks between paragraphs.

4. Footnotes should be at the bottom of each page, font size 12 and justified.

5. Textual quotation with more than three lines: Source size 12, left margin of 4 cm.

6. Image Title: Font size 12, centered and bold, separated by two points from its description. Des-
cription of the images: size 12.

7. Images Footnotes: Font size 12 and centered with respect to the image, the first letter must be in
capital letters.

8. Images: must be in the body of the text, inserted in png or jpg format, at least 300 dpi resolution
and centered. Images should be in line with the text. Graphs, charts, photographs, diagrams and, in
some cases, tables and equations are considered images.

9. Text Tables: Only The title of the columns of the tables must be in bold. Scientific names must
be in italics. It is recommended to use the Tables as images, they should be centered (at least 300
dpi resolution).

10. Footnotes: Font size 12 and centered with respect to the table, the first letter must be in upper
case.

11. Equations can be in Mathtype 1 or in image. In the latter case, follow the instructions in point 8.
12. Quotations of the author and year type must be in parentheses, with the author’s last name fo-
llowed by the year (Souza, 2007), first letter in capital letters.

8. LITERATURE CITED. All references must be cited using the APA stile. POLIBOTANICA requires
the use of Mendeley® (free reference manager) for the entire bibliography.

STRUCTURE AND FORMAT OF ACKNOWLEDGMENTS AND BIBLIOGRAPHICAL
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RESUMEN El género Bursera Jacq. ex L. (Burseraceae) es un grupo de arboles y
arbustos caducifolios representativos de bosques tropicales secos que se caracterizan por
producir resinas aromaticas que presentan propiedades farmacologicas importantes. El
objetivo de esta investigacion fue obtener extractos de la resina de Bursera fagaroides
(Kunth) Engl., recolectada en Puebla, con disolventes de diferente polaridad, para
identificar y cuantificar metabolitos secundarios, y evaluar su potencial antioxidante.
Por medio de un muestreo dirigido se seleccionaron arboles adultos de B. fagaroides y
se realizo una recolecta de resina solidificada. Luego la resina paso por una extraccion
secuencial con hexano, diclorometano y metanol para obtener extractos. Se obtuvo el
rendimiento de los extractos y en ellos se identificaron y cuantificaron metabolitos
secundarios por medio de técnicas colorimétricas y curvas estandar con moléculas de
referencia. De igual manera, se analiz6 la actividad antioxidante de los extractos con el
método 2,2-difenol-1-picrilhidrazilo (DPPH). EI mayor rendimiento de extracto (990.0
+ 16.5 mg g de resina) se obtuvo de la extraccién con diclorometano (ED). En los
extractos se identificaron terpenos, saponinas, fenoles y flavonoides. En el extracto de
ED el rendimiento de terpenos fue de 638.2 + 23.6 mg de equivalentes de acido
masticadiendico g! de extracto y en el extracto de extraccién con metanol el rendimiento
de fenoles fue de 19.9 = 2.0 mg de equivalentes de 4cido gélico g™ de extracto. Los
extractos no presentaron actividad antioxidante por el método de DPPH. Los extractos
de la resina de Bursera fagaroides son una fuente de terpenos, saponinas, fenoles y
flavonoides que no presentan propiedades antioxidantes.

Palabras clave: terpenos, saponinas, fenoles, flavonoides, actividad antioxidante.

ABSTRACT: The genus Bursera Jacq. ex L. (Burseraceae) comprises a group of
deciduous trees and shrubs characteristic of tropical dry forests, known for producing
aromatic resins with important pharmacological properties. The aim of this study was to
obtain resin extracts of Bursera fagaroides (Kunth) Engl., collected in Puebla, using
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solvents of varying polarity, to identify and quantify secondary metabolites, and to evaluate their
antioxidant potential. Through targeted sampling, adult B. fagaroides trees were selected and
solidified resin was collected. The resin was subjected to sequential extraction with hexane,
dichloromethane, and methanol to obtain the extracts. Extraction yield was calculated, and
secondary metabolites were identified and quantified using colorimetric techniques and standard
curves with reference compounds. The antioxidant activity of the extracts was evaluated using
the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method. The highest extract yield (990.0 + 16.5 mg
g ! of resin) was obtained with dichloromethane (DCM extract). Terpenes, saponins, phenols,
and flavonoids were identified in the extracts. The DCM extract yielded 638.2 + 23.6 mg of
masticadienoic acid equivalents per gram of extract in terpenes, while the methanol extract
yielded 19.9 + 2.0 mg of gallic acid equivalents per gram of extract in phenols. None of the
extracts exhibited antioxidant activity using the DPPH method. The resin extracts of Bursera
fagaroides are a source of terpenes, saponins, phenols, and flavonoids, but do not show
antioxidant properties.

Key words: terpenes, saponins, phenols, flavonoids, antioxidant activity.

INTRODUCCION

El género Bursera es un grupo de arboles y arbustos caducifolios representativos de bosques
tropicales secos, con una distribucion de 94 especies en México, de las cuales 80 son endémicas
y 50 se localizan en cuenca del rio Balsas (Barrales-Alcala y Bonfil 2024; Blancas-Vazquez et
al., 2022).

En numerosas comunidades rurales de México y desde tiempos antiguos las especies del género
Bursera han tenido importancia cultural, econémico, ecoldgica, medicinal y religiosa (Blancas et
al., 2022; Rio et al., 2022). Los arboles y arbustos sirven de cercas vivas para delimitar
propiedades, de la corteza se pueden extraer resinas aromaticas (copales) y latex, la madera sirve
para fabricar herramientas agricolas, figuras religiosas, mascaras tradicionales y en algunos casos
se puede usar como lefia (Blancas-Vazquez et al., 2022; Rio et al., 2022).

Las resinas del género Bursera son sustancias que tiene una composicion quimica rica en terpenos
(mono, sesqui y tri-terpenos), y su funcion es proteger a las plantas de herbivoros y
microrganismo patogenos (Blancas et al., 2022; Antunez-Mojica et al., 2021). A la vez, presentan
actividad antioxidante, antimicrobiana (bactericida y fungicida), desinfectante, antiviral,
antiinflamatoria y anticancerigena (Blancas ef al., 2022).

Una resina poco estudiada es la producida por la especie de Bursera fagaroides (Kunth) Engl.,
un grupo de arboles y arbustos diocos o hermafroditas que pueden alcanzar hasta diez metros de
altura y se encuentran distribuidos en matorrales xer6filos, selvas tropicales caducifolias y
bosques de encino de México (Blancas-Vazquez et al., 2022). Ademas, esta especie en la
medicina tradicional se utiliza para tratar desordenes estomacales, inflamaciones, dafios fisicos,
lesiones cutdneas e incluso algunos tipos de tumores y cancer (Pérez-Mejia et al., 2024).

En la resina de B. fagaroides los metabolitos secundarios mas estudiados son lignanos que
presentan propiedades anticancerigenas (Antunez-Mojica et al., 2021; Marcotullio et al., 2018).
Sin embargo, aunque se sabe que el componente mayoritario de las resinas son terpenos (Blancas
et al.,2022), las investigaciones de la identificacion y actividad de otros metabolitos secundarios
presentes en la resina de B. fagaroides son escasas (Barrales-Alcala y Bonfil 2024; Blancas et al.,
2022). Por lo que, el objetivo de esta investigacion fue obtener extractos con disolventes de
diferente polaridad de la resina de Bursera fagaroides recolectada en Puebla, con el proposito de
identificar y cuantificar metabolitos secundarios por medio de técnicas colorimétricas, y evaluar
su potencial antioxidante, para enriquecer el conocimiento fitoquimico que se tiene acerca de la
resina que produce esta especie.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Por medio de un muestreo dirigido, en el municipio de “Huehuetlan El Grande”, Puebla, México,
paralelos 18° 41' 06" y 18° 53' 12" de latitud norte y meridianos 98° 03' 18" y 98° 15' 06" de
longitud oeste, en agosto de 2014 (verano), se seleccionaron cinco arboles adultos de Bursera
fagaroides identificados por la Dra. Agustina Rosa Andrés Hernandez investigadora de la
Facultad de Biologia de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, al mismo tiempo, una
muestra del espécimen fue herborizado y depositado en el herbario de la Universidad Autonoma
de Guerrero (UAGC), nimero de registro 14874. Los arboles seleccionados tenian alturas
superiores a los cinco metros y estaban en etapa de fructificacion, a los cuales se realizé una
recolecta de resina solidificada (color &mbar con tonalidades blanquecinas y oscuras) con un
bisturi estéril sin tomar corteza del arbol.

Obtencion de los extractos de la resina

Las muestras de resina solidificada recolectadas (5 en total) se molieron en mortero hasta obtener
polvo. Se pesaron 3.410 g del polvo de resina por cada muestra y se procedid a realizar una
extraccion secuencial con hexano (J.T. Baker®), diclorometano (J.T. Baker®) y metanol (J.T.
Baker®). Las muestras permanecieron 48 h con los disolventes y después se centrifugaron (45000
rpm, durante 10 min), para recuperar las soluciones. A las soluciones se les evaporaron los
disolventes, en rota-evaporador (BUCHI, R-114) a presion reducida y temperatura (60 a 70 °C),
para obtener los extractos. En total se obtuvieron 15 extractos, cinco de la extraccion con hexano
(hexénicos), cinco de la extraccion con diclorometano (diclorometanicos) y cinco de la extraccion
con metanol (metanolicos) y el rendimiento promedio se expres6 en miligramo sobre gramo de
resina (mg g de resina).

Identificacion preliminar de metabolitos secundarios en los extractos de la resina

De los 15 extractos se tom6 un miligramo y se disolvieron en un mililitro de los disolventes con
los que se extrajeron, en tubos de ensayo. Se obtuvieron 15 soluciones a las que se les realizaron
las técnicas descritas por Yadav y Agarwala (2011) y del Laboratorio de Fitoquimica Vegetal del
Colegio de Postgraduados (CP) Campus Montecillo, para la identificacion de seis metabolitos
secundarios:

Fenoles. Se tomaron 100 pL de las soluciones, se depositaron en tubos de ensayo (15 en total) y
se agregaron tres gotas de reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich®) a 50%. La mezcla de
los tubos se agito (Vortex, GENIE II MIXER) y la reaccion positiva fue un cambio de color a
tonalidad azul oscuro. El control positivo fue 100 pL de una solucion de acido galico (MERCK®)
de 1 mg mL! en etanol a 80% y el control negativo fueron solo los reactivos.

Flavonoides. En tubos de ensayo (15 en total) se depositaron 100 pL de las soluciones y se les
agregaron un trozo de cinta de magnesio (Sigma-Aldrich®) de cinco milimetros y tres gotas de
acido clorhidrico (HCl, MEYER®) concentrado (prueba de Shinoda). La mezcla de los tubos se
agito y la reaccidon positiva fue la presencia de un ligero color amarillo a rosa en solucion
efervescente. El control positivo fue 100 uL de una solucion de quercetina (MERCK®) de 1 mg
mL-! en metanol a 80% y el control negativo fueron solo los reactivos.

Alcaloides. Se tomaron 100 pL de las soluciones, se depositaron en tubos de ensayo (15 en total)
y se agregaron dos mililitros de HCI a uno por ciento. Luego los tubos de ensayo se agruparon en
un vaso de precipitados y se metieron en un recipiente de metal con agua caliente (60 a 70 °C)
por 20 min. Después, se saco el vaso de precipitados del agua caliente y los tubos de ensayo se
dejaron reposar a temperatura ambiente durante 20 min. Finalmente, en los tubos de ensayo se
agregaron tres gotas de reactivo Dragendorff (Sigma-Aldrich®). La mezcla de los tubos se agito
y la reaccion positiva fue un cambio de color a tonalidad naranja. El control positivo fue 100 puL
de una solucion de polvo de hojas de Lupinus sp., de 10 mg mL™! en metanol a 80% y el control
negativo fueron solo los reactivos.

Saponinas. En tubos de ensayo (15 en total) se depositaron 100 pL de las soluciones y se
agregaron 0.5 mL se solucion AB (mezclar 1.5 mL de soluciéon A y 1.5 mL de solucién B) junto
con 0.5 mL de carbonato de sodio (Na,CO3; MERCK®) 1 molar (prueba de Fehling). Luego los
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tubos de ensayo se agruparon en un vaso de precipitados y se metieron en un recipiente de metal
con agua caliente (60 a 70 °C) durante 30 min. La mezcla de los tubos se agito y la reaccion
positiva fue un cambio de color a tonalidad rosa. Control positivo fue 100 uL de una solucion de
polvo de saponina de soya, de 10 mg mL™! en agua destilada y el control negativo fueron solo los
reactivos.

Preparacion de solucion A: 0.64 g de sulfato de cobre (CuSOs MERCK®) en cinco mililitros de agua.
Preparacién de solucion B: 1.76 g de tartrato potasio-sodio (KNaC4H4O6'4H,O, MERCK®) y
0.77 g de hidréxido de sodio (NaOH, MERCK®) en cinco mililitros de agua.

Taninos. Se tomaron 100 pL de las soluciones, se depositaron en tubos de ensayo (15 en total) y
agregaron tres gotas de cloruro férrico (FeCls, Sigma-Aldrich®) a 5%. La mezcla de los tubos se
agito y la reaccion positiva fue un cambio de color a tonalidad azul violeta. El control positivo
fue 100 puL de una solucion de 4cido tanico (MERCK®) de 1 mg mL™! en metanol a 80% y el
control negativo fueron solo los reactivos.

Terpenos. En tubos de ensayo (15 en total) se depositaron 100 pL de las soluciones y agregaron
dos gotas de anhidrido acético (Ac,O, Sigma-Aldrich®) y dos gotas de acido sulfirico (H2SO4,
MEYER®) concentrado (prueba de Liebermann-Burchard). La mezcla de los tubos se agito y la
reaccion positiva fue un cambio de color a tonalidad azul verdoso. El control positivo fue 100 puL
de una solucion de acido masticadienénico (MERCK®) de 1 mg mL™! en diclorometano a 80% y
el control negativo solo los reactivos.

Cuantificacion de terpenos totales en el extracto obtenido de la extraccion con
diclorometano

De los cinco extractos diclorometdnicos se prepararon soluciones de 10 mg mL-' en
diclorometano a 80% y se siguid el método utilizado por el Laboratorio de Fitoquimica del CP,
para cuantificar terpenos.

Por triplicado se realizd una curva estindar de é4cido masticadienonico (0.1 mg mL! en
diclorometano a 80%) con concentraciones de 0, 25, 75, 150 y 300 pL y se tomaron también por
triplicado 10 pL de las soluciones de los extractos diclorometanicos, en tubos de ensayo. Luego
a los tubos de ensayo se les adiciono diclorometano hasta completar 1000 pL, después se
agregaron 25 uL de una solucion Ac;O a 50% y 975 pL de HoSO4a 2.5%. Los tubos de ensayo
se dejaron reposar 45 min y después se les adiciono un mililitro de agua destilada. Las mezclas
de los tubos se agitaron y se les hicieron lecturas a 610 nm en espectrofotoémetro de luz
ultravioleta-visible (GENESYS™ 5). Con las lecturas de la curva estandar (eje Y absorbancia y
eje X concentracion de molécula estandar) se realizaron los calculos del contenido de terpenos
totales a partir de las lecturas de los extractos diclorometanicos y el promedio de los resultados
se expreso en miligramo de equivalentes de acido masticadiendnico sobre gramo de extracto
diclorometanico (mg de EAM g'! de ED).

Cuantificaciéon de saponinas totales en el extracto obtenido de la extraccion con
diclorometano

De los cinco extractos diclorometanicos se prepararon soluciones de 10 mg mL"! en agua
destilada y se siguié el método utilizado por el Laboratorio de Fitoquimica del CP, para
cuantificar saponinas.

Por triplicado se realizd una curva estindar de saponina de soya (un mg mL-' en agua destilada)
con concentraciones de 0, 20, 25, 50 y 100 pL y se tomaron también por triplicado 10 pL de las
soluciones de los extractos diclorometanicos, en tubos de ensayo. Luego a los tubos de ensayo se
les adiciono agua destilada hasta completar 1000 pL, después se agregaron 1000 pL de H,SO4 a
70% y 100 uL de Vainillina (Sigma-Aldrich®) a 8%. Luego los tubos de ensayo se agruparon en
un vaso de precipitados y se metieron en un recipiente de metal con agua caliente (60 a 70 °C)
durante 20 min. Después, se saco el vaso de precipitados del agua caliente y se paso a otro reciente
de metal con agua fria (-2 a -4 °C) durante 20 min. Finalmente, a los tubos de ensayo se le
agregaron 900 uL de agua destilada. Las mezclas de los tubos se agitaron y se les hicieron lecturas
a 544 nm en espectrofotometro de luz ultravioleta-visible. Con las lecturas de la curva estandar
se realizaron los célculos del contenido de saponinas totales a partir de las lecturas de los extractos
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diclorometanicos y el promedio de los resultados se expresod en mg de equivalentes de saponina
de soya sobre gramo de extracto diclorometanico (mg de ESY g! de ED).

Cuantificaciéon de fenoles totales en el extracto obtenido de la extraccion con metanol

De los cinco extractos metandlicos se prepararon soluciones de 10 mg mL™! en etanol a 80% y se
sigui6 el método descrito por Yadav y Agarwala (2011), para cuantificar fenoles.

Por triplicado se realizo una curva estandar de 4cido galico (0.1 mg mL! en etanol a 80%) con
concentraciones de 0, 25, 75, 150 y 300 pL y se tomaron también por triplicado 10 pL de las
soluciones de los extractos metandlicos, en tubos de ensayo. Luego a los tubos de ensayo se les
adiciono agua destilada hasta completar 1000 pL, después se agregaron 25 pL de una solucion
de Folin-Ciocalteau a 50% y 975 pL de NaxCOs a 2.5%. Los tubos de ensayo se dejaron reposar
45 min en oscuridad y después se les adiciono un mililitro de agua destilada. Las mezclas de los
tubos se agitaron y se les hicieron lecturas a 765 nm en espectrofotometro de luz ultravioleta-
visible. Con las lecturas de la curva estandar se realizaron los calculos del contenido de fenoles
totales a partir de las lecturas de los extractos metandlicos y el promedio de los resultados se
expreso en miligramo de equivalentes de acido galico sobre gramo de extracto metandlico (mg
de EAG g'! de EM).

Cuantificacion de flavonoides totales en el extracto obtenido de la extracciéon con metanol
De los cinco extractos metan6licos se prepararon soluciones de 10 mg mL™! en metanol a 80% y
se siguid el método descrito por Yadav y Agarwala (2011), para cuantificar flavonoides.

Por triplicado se realizo una curva estdndar de quercetina (0.1 mg mL™! en metanol a 80%) con
concentraciones de 0, 20, 25, 50 y 100 pL y se tomaron también por triplicado 10 pL de las
soluciones de los extractos metanolicos, en tubos de ensayo. Luego a los tubos de ensayo se
adiciono metanol a 80% hasta completar 800 pL, después se agregaron 100 puL de acetato de
potasio (CH3CO2K) uno molar y 100 pL de cloruro de aluminio (AlICl3) a 10%. Los tubos de
ensayo se dejaron reposar 30 min en oscuridad y después se les adicionaron dos mililitros de agua
destilada. Las mezclas de los tubos se agitaron y se les hicieron lecturas a 420 nm en
espectrofotometro de luz ultravioleta-visible. Con las lecturas de la curva estandar se realizaron
los calculos del contenido de fenoles totales a partir de las lecturas de los extractos metandlicos
y el promedio de los resultados se expresé en mg de equivalentes de quercetina sobre gramo de
extracto de metandlico (mg de EQ g! de EM).

Analisis antioxidante por el método de 2, 2-difenil-1 picrilhidrazil (DPPH) de los extractos
obtenidos de la extraccion diclorometano y metanol

De los cinco extractos diclorometanicos y metandlicos se prepararon soluciones de 10 mg mL"!
en etanol a 80% y se siguid la metodologia de Kuskoski et al., (2005) y del Laboratorio de
Fitoquimica del CP, para evaluar la actividad antioxidante.

Por triplicado se realizé curvas patron de Trolox (Sigma-Aldrich®, un miligramo sobre mililitro
de metanol a 80%,) con concentraciones de 0, 25, 50, 100, 200 y 300 pL y se tomaron también
por triplicado 10 pL de las soluciones de los extractos diclorometanicos y metandlicos, en tubos
de ensayo. Luego a los tubos de ensayo se les adiciono etanol a 80% hasta completar 400 pL,
después se agregaron 500 pL. de metanol a 80% y un mililitro de DPPH (Sigma-Aldrich®, 7.5
mg en 50 mL de etanol a 80%). Las mezclas de los tubos de agitaron, se dejaron reposar 30 min
en oscuridad y después se les hicieron lecturas a 517 nm en espectrofotometro de luz ultravioleta-
visible. Con las lecturas de la curva estandar se realizaron los célculos de la actividad antioxidante
a partir de las lecturas de los extractos diclorometdnicos y metandlicos, y el promedio de los
resultados se expresd en microgramos de equivalentes de Trolox sobre gramo de extracto
diclorometanico y metanélico (ug de ET g de ED y de EM) y en porcentaje de DPPH inhibido
(% de DPPH inhibido). También como referencia se usaron 10 pL de una solucion de acido galico
de 0.1 mg mL"! en etanol a 80%, la cual es una molécula con fuerte actividad antioxidante.
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Analisis estadisticos

Estadistica descriptiva se realizo de los datos del rendimiento de extractos y de la cuantificacion
de metabolitos secundarios y actividad antioxidante los extractos diclorometanicos y
metandlicos. Ademas, se hizo comparacion de medias de Student-Newman-Keuls (SNK, n=5, p
> 0.05) del contenido de metabolitos secundarios y de la actividad antioxidante de los extractos
diclorometanicos y metanolicos. Todos los andlisis se realizaron en el programa estadistico Sigma
Plot version 14.0 (Jandel Scientifc, Erkrath, Germany).

RESULTADOS

Rendimiento de los extractos de la resina

De los cinco extractos hexanicos se obtuvo un rendimiento (promedio + error estdndar) de 1.58
+ 0.85 mg g! de resina, de los cinco extractos diclorometanicos se logré conseguir una
productividad de 990.0 = 16.5 mg g™! de resina y de los cinco extractos metandlicos se consiguio
un rendimiento de 42 + 2.5 mg g de resina. De manera que, la productividad maxima de los
extractos se logro obtener a partir de la extraccion con diclorometano.

Metabolitos secundarios identificados en los extractos de la resina

En los extractos hexanicos solo se identificaron terpenos (Tabla 1), mientras que en los extractos
diclorometanicos se encontraron saponinas y terpenos (Tabla 1) y en los extractos metandlicos se
descubrieron terpenos, saponinas, fenoles y flavonoides (Tabla 1). A la vez, en los extractos no
se identifico la presencia de alcaloides y taninos (Tabla 1).

Tabla 1. Metabolitos secundarios identificados en los extractos de la resina.
Table 1. Secondary metabolites identified in the resin extracts.

Fitoquimica

Reaccion

Control positivo Extracto Resultado

Fenoles

Flavonoides

Alcaloides

Saponinas

Taninos

Terpenos

Folin-Ciocalteau

Prueba de Shinoda

Dragendorff

Prueba de Fehing

FeCl; Acido tanico

Prueba de Liebermann-Burchard

Acido galico Hexano -
Diclorometano -
Metanol +
Quercetina Hexano -
Diclorometano -
Metanol +
Lupinus sp. Hexano -
Diclorometano -
Metanol -
Saponina de soya Hexano -
Diclorometano +
Metanol +
Hexano -
Diclorometano -
Metanol -
Acido masticadenonico Hexano +
Diclorometano +

Metanol +
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Reaccion positiva (+) y negativa (-) de las soluciones de los extractos obtenidos de la extraccion con cada
disolvente.

Positive (+) and negative (-) reaction of the solutions of the extracts obtained from the extraction with each
solvent.

Contenido de saponinas y terpenos totales del extracto obtenido de la extraccién con
diclorometano

De los extractos diclorometanicos se obtuvo un contenido (promedio + error estandar) de terpenos
totales de 638.2 = 23.6 mg de EAM g'! de ED y el de saponinas fue de 142.5+ 7.7 mg de ESY g
! de ED. El contenido de terpenos totales fue mucho mayor que el de saponinas totales en los
extractos diclorometanicos (Figura 1), mostrando diferencias estadisticas significativas (SNK,
n=5, p <0.001%).

700 A

%

+

600
500
= 400 -

300 A

mg gl de

200 A

100 A

Terpenos Saponinas
totales totales

Figura 1. Contenido promedio + error estandar terpenos y saponinas totales en los extractos diclorometanicos (ED).
Figure 1. Average content + standard error of terpenes and total saponins in dichloromethane extracts (DE).

Contenido de fenoles y flavonoides totales del extracto obtenido de la extraccion con
metanol

En los extractos metanolicos se obtuvo un contenido (promedio + error estandar) de fenoles
totales de 19.9 + 2.0 mg de EAG g'! de EM y el de flavonoides totales fue de 6.4 = 0.7 mg de EQ
g! de EM. El contenido de fenoles totales fue mas alto que €l de flavonoides totales en los
extractos metandlicos (Figura 1), teniendo diferencias estadisticas significativas (SNK, n=5, p <
0.001%).
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Figura 2. Contenido promedio + error estandar de fenoles y flavonoides en el extracto metanoélico (EM).
Figure 2. Average content + standard error of phenols and flavonoids in the methanolic extract (ME).

Actividad antioxidante de los extractos obtenidos de la extraccién con diclorometano y
metanol de la resina

Los extractos diclorometanicos y metandlicos no mostraron efectos antioxidantes. Con altas
concentraciones de microgramos equivalentes de Trolox sobre gramo de resina generaron muy
poca inhibicion de DPPH, con respeto a la actividad antioxidante del acido galico (Tabla 2).

Tabla 2. Actividad antioxidante de los extractos diclorometanicos (ED) y metanolicos.
Table 2. Antioxidant activity of dichloromethane (DE) and metabolic (ME) extracts.

Extractos pg de ET g! de extracto % de DPPH inhibido
ED 11400 = 1207* 23.95 £1.07*
EM 6100+ 1163* 26.15 +£1.95*
Acido galico 34+2.6 55.0 £2.5

Promedio + error estandar de microgramos de equivalentes de Trolox sobre gramo de extracto (ug de
ET g! de extracto) y porcentaje de DPPH inhibido (% de DPPH inhibido). Diferencias estadisticas
significativas de los extractos diclorometanicos y metanolicos con respecto al acido galico (SNK, n=5,
p <0.001%).

Mean + standard error of micrograms of Trolox equivalents per gram of extract (ug of ET g-1 of extract)
and percentage of inhibited DPPH (% DPPH inhibited). Statistically significant differences were
observed between the dichloromethane and methanol extracts with respect to gallic acid (SNK, n=5, p <
0.001%).

DISCUSION

Rendimiento de los extractos de la resina

Las resinas del género Bursera tiene una constitucion aproximada de 87 a 95% de terpenos
(Ferreira et al., 2019), lo que las vuelve altamente solubles en disolventes como etanol (Antinez-
Mojica et al., 2021) y diclorometano (Sanchez-Monroy et a/ 2021). Esto confirma por que el
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mayor rendimiento se obtuvo de los extractos diclorometanicos, y la productividad de los
extractos hexanicos y metandlicos fue menor. Ademas, debido al escaso rendimiento de los
extractos hexanicos, solo se utilizaron para identificar metabolitos secundarios.

Metabolitos secundarios identificados en los extractos de la resina

En las resinas de Bursera esté constituida por mono y sequiterpenos (Blancas et al., 2022; Ferreira
et al.,2019), triterpenos (Blancas ef al., 2022; Sanchez-Monroy et al 2021), flavonoides (Blancas
et al.,2022) y liganos (Antinez-Mojica ef al., 2021; Marcotullio ef al., 2018). Lo que corrobora
porque encontramos terpenos en los extractos hexanicos, diclorometanicos y metanolicos.
Ademas, encontramos fenoles y flavonoides, pero solo en los extractos metandlicos, lo que es
interesante porque los extractos hidroalcoholicos y metandlicos de hojas y tallos de especies del
género Bursera son ricos en flavonoides (Sanchez-Monroy et al., 2020; Guevara-Fefer et al.,
2017).

El contenido de fenoles en los extractos metandlicos es probable que se relacione con la presencia
de lignanos, los cuales son polifenoles solubles en solventes organicos (Antinez-Mojica et al.,
2021; Marcotullio et al., 2018).

En las resinas de especies de género Bursera no se ha reportado la presencia de saponinas, sin
embargo, en el extracto etandlico del tallo de B. fagaroide se registrd la aparicion de este tipo
metabolitos secundarios en 1998 y en el extracto obtenido de la combinacién de diclormetano-
metanol y metanol-agua de especies del género Bursera se identificaron glucosidos asociados a
flavonoides, esteroles y triterpenos (Columba-Palomares et al., 2018; Guevara-Fefer et al., 2017).
Lo que puede explicar la presencia de saponinas en los extractos diclorometanicos y metandlicos.
En los extractos no se identificaron alcaloides y taninos, pero esto es de esperarse, debido a que
no existen reportes de la presencia de este tipo de metabolitos secundarios en las resinas de
especies del género Bursera (Blancas et al., 2022).

Contenido de saponinas y terpenos totales del extracto obtenido de la extraccién con
diclorometano

En los extractos diclorometanicos, por tener el mayor rendimiento, se evalud el contenido de
terpenos y saponinas. Como se menciono antes los terpenos constituyen entre un 87 a 95% de los
componentes de la resina (Ferreira et al., 2019). El rendimiento de terpenos del extracto fue de
63 a 66%, menor al reportado en la literatura. No obstante, los terpenos siguen siendo el
componente mayoritario de los extractos diclorometanicos.

En el caso de las saponinas no hay investigaciones que respalden su contenido en especies del
género Bursera (Blancas et al., 2022), sin embargo, en esta investigacion constituyeron del 14 a
15% de los extractos diclorometanicos.

Contenido de fenoles y flavonoides totales del extracto obtenido de la extraccién con
metanol

En los extractos metandlicos se identificaron fenoles y flavonoides, por lo que, en ellos se realizd
la cuantificacion de estos metabolitos secundarios. Ademas, como en los extractos
diclorometanicos se cuantificaron saponinas, no se analiz6 el contenido de este metabolito
secundario en los extractos metanolicos.

En el extracto etanolico de hojas de B. microphylla se registré un contenido de fenoles del 24 a
25% (Vidal-Gutiérrez et al., 2020b), que si lo comparamos con la cantidad de fenoles presente
en los extractos metandlicos de 1.9 a 2.1%, la presencia de estos metabolitos secundarios es poca.
Lo mismo sucede en el caso de los flavonoides donde se encontrd que los extractos etandlicos de
tallos de especies del género Bursera tienen un contenido de flavonoides de 5 a 10% y el de hojas
fue de 6 a 40%, si se compara con la cantidad de flavonoides de los extractos metandlicos de 0.6
a 0.7% (Sanchez-Monroy et al., 2020), también la presencia de estos metabolitos secundarios es
baja. A la vez, B. fagaroide es la especie del género Bursera que contiene la menor cantidad de
flavonoides en tallos y hojas (Sanchez-Monroy et al., 2020). Por lo que, es un dato relevante
encontrar este tipo de metabolitos secundarios en el extracto metanolico de la resina.
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Actividad antioxidante de los extractos obtenidos de la extraccion con diclorometano y
metanol de la resina

En la literatura se registré que los extractos metanolicos de la resina de B. hindsiana y B.
microphylla, no presentaron actividad antioxidante por el método de DPPH (Vidal-Gutiérrez et
al., 2020a). Por lo que, los extractos de la resina de B. fagaroides al tampoco tener propiedades
antioxidantes se suman a los resultados antes mencionados. Sin embargo, hay que destacar que
los extractos metanolicos de la resina de B. laxiflora tienen potencial antioxidante, inhiben el
50% de DPPH con 100 pg de ET g! de EM (Vidal-Gutiérrez et al., 2020a). A la vez, extractos
hidroalcohélicos y etandlicos de hojas (Vidal-Gutiérrez et al., 2020b; Sanchez-Monroy et al.,
2020; Guevara-Fefer et al., 2017), hidroalcohodlicos de tallos (Sanchez-Monroy et al., 2020),
etanolicos de frutos (Vidal-Gutiérrez et al., 2020b) y lignanos (Marcotullio et al., 2018) de
especies del género Bursera presentan excelentes propiedades antioxidantes. Al igual que los
extractos hidroalcohodlicos de tallos y hojas de B. fagaroides que inhiben el 50% de DPPH con
15.41y 5.72 pg mL! (Sanchez-Monroy et al., 2020).

CONCLUSIONES

Los extractos de la resina de Bursera fagaroides son una fuente rica de terpenos, que pueden
contener saponinas, fenoles y flavonoides en baja concentracion, y no presentan propiedades
antioxidantes por el método de 2,2-difenil-1 picrilhidrazil. De igual manera, se realiz6 el primer
reporte de la presencia y cuantificacion de acidos fenolicos y saponinas en el extracto de
diclorometano y metanol de la resina.

Esta investigacion aporta un estudio general del andlisis de los extractos de resina de Bursera
fagaroides, para futuros experimentos se recomienda un analisis fitoquimico con técnicas de
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas, resonancia
magnética nuclear de protén o analisis metaboldomicos masivos para identificar o corroborar el
tipo de terpenos, saponinas, fenoles y flavonoides presentes en los extractos de la resina.
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