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RESUMEN

abebuia donnell-smithii Rose y Tabebuia rosea (Bertol) DC son dos especies arboreas

caducifolias de 20 a 30 m de altura distribuidas en el sur de México. En el ambito rural se

usan como; arboles de ornato, para delimitar superficies y como cerco vivo para
ahuyentar insectos y otros animales competidores con el hombre. Su madera es catalogada como
madera preciosa y resistente al ataque de hongos e insectos xiléfagos como las termitas. En
Michoacdn plagas forestales como las termitas de madera seca (Incisitermes marginipennis y
Cryptotermes brevis) son una amenaza creciente para los bosques, las comunidades que dependen
de la industria forestal, el comercio de productos forestales y para la madera en servicio. El uso de
madera tratada con preservadores formulados con cobre, cromo, arsénico, boro y creosota han
sido usados por varios afios, sin embargo algunos de los productos han sido descontinuados por su
accién toxica par el humano, los animales y al medio ambiente. El propdsito del presente trabajo
fue evaluar la eficacia de los extractos obtenidos por maceracién con solventes de polaridad
creciente (hexano, cloruro de metileno y metanol) asi como de los aceites esenciales obtenidos
por arrastre de vapor de hoja, flor, tallo, semilla, corteza y madera de dos especies de Tabebuia (T.
donnell-smithii y T. rosea) en la busqueda de extractos y componentes con efecto disuasivo y no
letal contra termitas de madera seca. Mediante el andlisis de los aceites esenciales por técnicas de
cromatografia de gases-espectrometria de masas se identificaron los compuestos mayoritarios la
herniarin, psi-cumeno, B-mirceno, asarona, transgeranil acetona,coumaran vy linalool como
posibles responsables del efecto repelente en las termitas, de quienes se ha reportado efecto
insecticida. El efecto anti-alimentario de los extractos obtenidos por maceracion fue mayor en los
extractos hexdnicos, de los cuales se aislaron, purificaron e identificaron por técnicas de resonacia
magnética nuclear tres compuestos principales: Lupeol, Sitosterol y Dehidro a-Lapachona. Todos
ellos con efecto anti-alimentario contra termitas de madera seca. Por primera vez se reporta que
la Dehidro a-Lapachona posee actividad antitermita de madera seca. Con los resultados obtenidos
se concluye que las especies T. donnell-smithii y T. rosea son arboles con durabilidad natural
debida a compuestos extraibles que poseen y ejercen un efecto disuasivo de repelencia y anti-

alimentario contra termitas de madera seca.

Palabras claves: Tabebuia donnell-smithii, Tabebuia rosea, Incisitermes marginipennis,
Cryptotermes brevis, extractos, repelencia, anti-alimentario.
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1. INTRODUCCION

El género Tabebuia, relne cerca de cien especies de arbustos y drboles que se
encuentran de forma natural en América, creciendo en el bosque tropical caducifolio,
desde México y el Caribe (donde se encuentra la mayoria de las especies) incluyendo islas
como Republica Dominicana, Haiti, Cuba, hasta el Norte de Argentina y Paraguay. En
territorio mexicano podemos encontrar especies que lo componen; Guizar Nolazco vy
Sanchez Velez, (1991), describen dos en la zona del Alto Balsas, en el National Tropical
Botanical Garden se reporta una especie en México, Pennington y Sarukhan, (2005)
describen tres en las zonas tropicales del pais, especificamente en la cuenca del rio Balsas,
gue ocupa gran area del territorio nacional y es una depr esién con direccién Este-Oeste
en la parte centro Sur de México y que comprende porciones de los Estados de
Michoacdan, Guerrero, Jalisco, Estado de México, Oaxaca, Puebla, Tlaxcala y la totalidad del
Estado de Morelos. Se reconocen ocho tipos de vegetacion para la cuenca, entre ellos, el
bosque tropical caducifolio y el bosque tropical subcaducifolio, donde habitan los arboles

gue son de nuestro interés.

Los arboles del género Tabebuia, tienen flores espectaculares y un follaje atractivo,
constituyen excelentes arboles de sombra y ornato. Muchas especies son brevemente
caducifolias durante la estacidon seca tropical, pero otras son de hoja casi perenne (Guizar
Nolazco y Sanchez Velez, 1991). Algunas especies de Tabebuia son apreciadas por sus
maderas, son sumamente resistentes al fuego, al ataque de hongos, insectos y termitas
por lo que son valiosas en la carpinteria. A nivel local, no se adaptan a trabajos delicados
de ebanisteria por la dificultad de su manejo, pero son dptimos para uso en exteriores.
Algunas especies se cultivan alrededor del mundo para uso ornamental y se les puede
encontrar formando parte del disefo urbano. Ademas del uso en la medicina tradicional

de algunas especies contra diversas enfermedades.

La propagacion de plagas forestales como las termitas, son una amenaza creciente

para los bosques, para las comunidades que dependen de las industrias forestales, para el
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comercio internacional de productos forestales y para la madera en servicio. Por ello se
recomienda el uso de: madera naturalmente resistente al ataque por termitas en los
elementos estructurales (pisos, superficies de madera, etc.), lo cual no siempre es factible
y econdmico; asi como el uso de madera tratada con preservadores, como medidas
preventivas recomendadas para contrarrestar la accién dafina de la termita (Niemela y
Mattison, 1996; Nogales Bautista, 2003). Sin embargo, debido a la importancia ecoldgica
de la termita; la conservacién de los bosques, los efectos adversos producidos por los
preservadores de madera convencionales y el mantenimiento de la madera en servicio,

obliga a reconsiderar los métodos de preservacion de la madera.

El presente trabajo propone una investigacion cientifica que proporcione
informacién acerca de las sustancias extraibles que componen a la madera, la corteza, las
hojas, las flores y las semillas en Tabebuia rosea (Bertol.) A. DC. y Tabebuia donnell-smithii
Rose. identificando a nivel estructural y molecular los compuestos existentes. De manera
general, el trabajo consiste en describir la composicidon quimica de los extractos de dos
especies del género Tabebuia, asi como el efecto bioldgico de los extractos con termitas,
para buscar una alternativa que permita el control de plagas, preservando la madera seca

con un producto biolégico y amigable con el medio ambiente.

Maestria en Ciencia y Tecnologia de la Madera (UMSNH) y
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2. JUSTIFICACION

Los darboles del género Tabebuia se caracterizan por su durabilidad natural; T.
donnell y T. rosea, se encuentran en Michoacan y son arboles apreciados en la ebanisteria,
ya que su madera es considerada como preciosa, durable y resistente al deterioro por
organismos como los hongos y los insectos xil6fagos. Debido a la importancia ecolégica de
la termita y los efectos adversos producidos por los preservadores de madera
convencionales, el presente trabajo propone una investigacion cientifica que proporcione
informacién acerca de las sustancias extraibles que componen a T. donnel-smithii y T.

rosea con la finalidad de buscar nuevos compuestos disuasivos de origen vegetal.
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3. HIPOTESIS

El género Tabebuia posee durabilidad natural debida a compuestos extraibles con

efecto disuasivo contra termitas de madera seca.
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4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los compuestos extraibles presentes en T. donnell-smithii y T. rosea con

actividad disuasiva en termitas.

4.1. Objetivos particulares

e |dentificar los compuestos extraibles de T. donnell-smithii y T. rosea por medio de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Cromatografia de Gases y Espectrometria
de Masas (CG-EM).

e Evaluar la actividad disuasiva de los extractos de T. donnell-smithii y T. rosea en las

termitas de madera seca I. marginipennisy C. brevis.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Estrategia experimental

Colecta e identificacion de
las especies Tabebuia

\ 4

Preparacion del material
vegetal

v

de las especies de Tabebuia

Obtencién de los extractos

Colecta e identificacidon de
las termitas I. marginipenis
y C. brevis

\ 4

Ensayo bioldgico de efecto

por maceracién y arrastre
de vapor

A

v

repelente y anti-alimentario

{

Seleccion del mejor
extracto con efecto
repelente y anti-alimentario

Analisis quimico para el
estudio de los extractos
obtenidos

T. rosea

Estudio comparativo
entre T. donnell-smithii y

Realizar un analisis de
datos de los resultados
obtenidos mediante un

ANOVA a =0.05
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5.2. Material biolégico
5.2.1. Colecta de los arboles de T. donnell-smithiiy T. rosea

Se realizaron dos colectas durante la primavera en Michoacdn; época en que las

especies florecen y el color de sus flores es clave para la identificacién botdnica.

e T. donnell-smithii primera colecta el 04 de abril del 2011 en Arteaga, (altitud 820
msnm, latitud 18° 21' N, 1022 17' O). La segunda colecta el dia 08 de mayo de 2011
en Uruapan, (latitud 19° 23'48" N, 102°3'6" O).

e T. rosea primera colecta el 26 de marzo de 2011 en Uruapan, (altitud de 1600
msnm, latitud 19° 23' 42" N, 102° 3' 29" O). La segunda colecta el 04 de abril del
2011 en Ziracuaretiro (altitud 1380 msnm, latitud 19° 23' 59.9994" N, 101° 55'1.2"
0).

La determinacién de las especies fue realizada por el M.C. Xavier Madrigal,
conservandose un ejemplar en el Herbario de la Facultad de Biologia de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
5.2.2. Preparacion del material

Una vez colectadas las especies, se separaron en sus diferentes drganos; hoja, flor,
tallo, semilla, corteza y madera. Las muestras fueron extendidas sobre una superficie de
papel, bajo la sombra en un lugar ventilado durante cinco dias para secarlas a
temperatura ambiente. Se separaron las partes blandas (hoja, flor, tallo y semilla) de
partes duras (corteza y madera) para triturar y reducir el tamafio de particula con la
finalidad de aumentar la superficie de contacto entre el disolvente y la muestra, de ésta
manera optimizar el proceso de extraccion (ver figura 11). Las partes blandas fueron
trituradas con un molino manual (ver figura 10a) y las partes duras con el molino de
martillos marca Micron Mod. K 20F (ver figura 10b), después fueron pesadas y

almacenadas en bolsas de papel.
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Figura 10. Preparacion de las muestras. a) Molino manual para
triturar flores, hojas tallos y semillas. b) Molino de martillos
Micron Modelo K 20F para triturar partes duras corteza y madera.

Hoja Flor Tallo Semilla Corteza Madera

Figura 11. Muestras de 6rganos deshidratados y habilitados para la obtencion de extractos.
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5.2.3. Colecta de termitas I. marginipennis (Latreille) y C. brevis (Walker)

Las termitas fueron extraidas de maderas plagadas (ver figura 12), que fueron

colectadas en los siguientes municipios de Michoacan:

e Huandacareo: e Patzcuaro:
Latitud 19° 59 Norte Latitud 19° 25 Norte
Longitud 101° 16 Oeste Longitud 101° 25 Oeste

e Uruapan e Morelia
Latitud 19°25’ Norte Latitud 19°42" Norte
Longitud 102°03’ Oeste Longitud 101°11' Oeste

Para la identificacion taxondmica se usaron las claves modificadas de Krishna
(1970); y de Nickle y Collins (1988). Una muestra de los insectos se envio a la Investigadora
Amelia Ojeda Aguilera del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) en el 2012 que corrobord la observacion y Raya Gonzéles en el 2012. La
identificacion de las termitas se hizo mediante la morfologia del soldado y las alas de los

reproductores.

I. marginipennis C. brevis (6.7x)

Soldado (6.7x) Soldado (10x)
Figura 12. Termitas extraidas de madera seca de coniferas.

C O
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5.3. Obtencion de los extractos de T. donell-smithiiy T. rosea

5.3.1. Maceracién sucesiva con disolventes de polaridad ascendente

La maceracién es un proceso de extraccién sdlido-liquido. El producto sélido
(materia prima) posee una serie de compuestos solubles en el liquido extractante que son
los que se pretende extraer. Las muestras de hoja, flor, tallo, semilla, corteza y madera
fueron pesadas previamente y colocadas en frascos de vidrio. Los extractos fueron
obtenidos por maceracion sucesiva con disolventes de polaridad ascendente: hexano,
cloruro de metileno y metanol a temperatura ambiente hasta agotar componentes. En la
primera etapa de extraccion se adiciond hexano durante tres dias, posteriormente se
concentrd en un rotavapor a 55 °Cy el disolvente obtenido (hexano) se volvié a verter en
la misma muestra y se dejé macerar por tres dias, repitiéndose el proceso en tres
ocasiones hasta agotar componentes, en éste proceso se obtuvo un extracto no polar
(extracto hexdnico). Los extractos hexanicos fueron desengrasados con metanol, ya que
precipita las grasas; el extracto se filtré y se colecté en un matraz para posteriormente

concentrar en un rotavapor y obtener el extracto puro.

Al terminar el proceso de extraccidon con hexano, se continud con la segunda etapa
de extraccién para ello la muestra se dejo airear durante 24 h para evaporar el disolvente,
después se le agregd el disolvente de polaridad intermedia cloruro de metileno y se dejé
macerar durante tres dias, se concentrd en un rotavapor a 35 °C y el disolvente obtenido
se vertid nuevamente sobre la misma muestra y se dejé macerar por tres dias, el proceso
se repitid tres veces hasta agotar componentes y obtener un extracto de polaridad

intermedia (cloruro metilénico).

En la tercera etapa de extraccidon se adiciond metanol, el extracto se concentrd en
el rotavapor a 65 °C y se siguidé el mismo proceso que en las etapas anteriores para
obtener un extracto polar (metandlico). Los extractos obtenidos por maceracion
fraccionada se utilizaron para los andlisis quimico y bioldgico (efecto anti-alimentario).

Todos los extractos obtenidos se almacenaron en frascos de vidrio con tapa hasta su uso.
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5.3.2. Obtencidn de los aceites esenciales de T. donnell-smithii y T. rosea

La extraccidn de los aceites esenciales de T. donnell-smithii y T. rosea se realizé
por la técnica de destilacion por arrastre con vapor de agua (ver figura 13), las muestras

fueron previamente deshidratadas, el proceso se realizd de la siguiente manera:

e Se pesaron las muestras (hoja, flor, tallo, semilla, corteza y madera) y se
colocaron en un matraz balén de 5 L.

e En un segundo matraz balén de 5L, se vertieron 3L de agua destilada y se
colocaron cuerpos de ebullicién, el matraz se colocé en una manta de
calentamiento para después calentar hasta ebullicién para generar vapor de
agua.

e El vapor generado pasa al segundo matraz que contiene a la muestra y se
mezcla con los aceites esenciales, posteriormente se condensa en un
refrigerante y se recibe el destilado en un tercer matraz. El tiempo de la

destilacion es de 6 h desde el momento en que se recibe la primera gota.

Figura 13. Equipo de destilacion por
arrastre con vapor. Se observa la obtencién
de los aceites esenciales de la madera de
T.donnell-smithii.

Extraccion Liquido-Liquido

Para obtener el aceite esencial del extracto acuoso se midid el volumen de
hidrodestilado y se almacend en un frasco para después realizar una extraccion liquido-

liquido:

@
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e Una vez obtenido el hidrodestilado, éste se pasé a un embudo de separacion

de 500 mL y se extrajeron los aceites esenciales con un volumen igual del
disolvente cloruro de metileno en una proporcion 1:1 (200 mL de
hidrodestilado se extrae tres veces con 200 mL de CH,Cl,) (ver figura 14a).

e Se separd la fase organica (inferior CH,Cl;) y se secd con sulfato de sodio
anhidro para eliminar el agua remanente, se filtré y se concentré en el
rotavapor a una temperatura de 35 °C (ver figura 14b).

e E| aceite esencial concentrado fue almacenado en un vial de 10 mL
previamente pesado y rotulado (ver figura 14c), una vez libre de disolvente se
pesd para calcular el rendimiento por diferencia de peso. El aceite esencial fue
sellado y se guardo en refrigeracién a 4 °C para su posterior analisis quimico y

bioldgico (efecto repelente).

VR |

Figura 14. Extraccién Liquido-Liquido de los aceites esenciales. a) Separacion
de la fase acuosa con CH,Cl, y secado con Na,SO,. b) Concentrado en
rotavapor de los aceites esenciales. c) Aceites esenciales de T.donnell-smithii y
T. rosea.

Preparacion de los extractos y aceites esenciales de T. donnell-smithiiy T. rosea

Se realizé una prueba de solubilidad de los extractos vegetales, utilizando
disolventes volatiles, no tdxicos para las termitas I. marginipennis y que disolvieran
totalmente a cada uno de los extractos. En este caso los extractos hexanicos y cloruro
metilénicos fueron disueltos en cloruro de metileno y los extractos metandlicos fueron

.disueltos en etanol al 96°. Todos fueron preparados a una concentracién de 1 mg/mL.

.
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e Los aceites esenciales fueron disueltos en etanol al 96°, se prepard primero una

disolucion “stock” a una concentracion de 1 mg/mL de la cual se prepararon dos

diluciones: 0.1 mg/mLy 0.01 mg/mL

5.4. Efecto repelente de los aceites esenciales de T. donnell y T. rosea contra termitas de

madera seca I. marginipennis y C. brevis

Se determind el efecto repelente de los aceites esenciales obtenidos de cada uno
de los érganos de Tabebuia spp (hoja, flor, tallo, semilla, corteza y madera). Se siguio el

siguiente procedimiento:

e Se cortaron discos de papel filtro del nimero 3 de 5 cm de didmetro.

e Se prepararon los aceites esenciales a la concentracién de 1, 0.1, 0.01 mg/mL en
etanol de 96° y se adicionaron 100 L del aceite esencial en la periferia del papel.

e Control positivo citronelol; repelente de uso comercial (23.5 mg/mL).

e Control negativo el papel filtro sin impregnar (ver figura 15).

Discos de papel filtro Aceites esenciales Controles:
de 5 cm.

(1,0.1y 0.01 mg/mL) Positivo (Citronelol 23.5 mg/mL)

Negativo: Sin tratamiento

Figura 15. Aplicacion de los aceites esenciales a 1, 0.1 y 0.01 mg/mL en la periferia
de los discos de papel.

e Se colocaron 10 termitas ninfas en cada caja por tratamiento y se almacenaron en
obscuridad. Se contaron las termitas en el centro y en la periferia cada 10 minutos
durante diez tiempos.

e (Cada tratamiento fue repetido tres veces.
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e Fueron seleccionados los aceites con mejor efecto repelente, aquellos que a la

concentraciéon minima de 0.01 mg/mL el efecto repelente sobrepasé el 50 %.

5.5. Ensayo del efecto disuasivo anti-alimentario de los extractos de T. donnell y T. rosea

contra termitas de I. marginipennis

5.5.1. Alimentacion Forzada

e Para este ensayo se cortaron y se pesaron discos de papel filtro del nimero 3 de 5

cm de diametro como se muestra en la figura 16.

e (Cada disco fue impregnado por inmersion como se muestra a continuacion:

Discos de papel filtro de 5

cm, rotulados.

I. Extracto

Il. Sales de Boro

(1 mg/mL)

lll. Sin Tratamiento

Figura 16. Impregnacion de los discos de papel en el tratamiento de Alimentacién Forzada.

e Después se colocaron los discos en una caja dePetri y encima se liberaron 6

termitas ninfas por tratamiento.

e Como control positivo se usaron sales de Boro [7 kg de Bdrax (tetraborato

disddico) y 5 kg de acido bdrico/100L]; son sales hidrosolubles que se usan como

preservador de madera.

e Control negativo el papel filtro sin impregnar.

e (Cada tratamiento fue repetido tres veces. Se almacenaron en la obscuridad y se

revisaron cada siete dias. El experimento durd cinco semanas al final se pesd

nuevamente el disco de papel para determinar la pérdida de peso por

alimentacion.
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5.5.2. Seleccion de Alimento

e Para este ensayo se usaron discos de papel filtro de 5 cm de didmetro, los cuales

fueron cortados en tres partes y cada parte fue pesada ver figura 17.

e (Cada una parte fue impregnada por inmersién. Como se muestra a continuacién:

Discos de papel filtro de
divididos en 3 partes.

l. Extracto

(1 mg/mL)

Il. Sales de Boro

Il. Sin Tratamiento

Figura 17. Impregnacion de los discos de papel en el tratamiento de Seleccién de Alimento.

e Posteriormente se colocaron en cajas Petri y se liberaron sobre el papel

impregnado 6 termitas ninfas por tratamiento y se almacenaron en la obscuridad.

Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento. La finalidad de éste

experimento fue darle opcidn a las termitas de elegir alimento.

Se realizé el experimento de alimentacién en dos lotes de extractos, con la

finalidad de observar si existe efecto de variabilidad bioldgica por el contenido de

metabolitos secundarios en los extractos de cada 6rgano de la planta obtenidos de dos

individuos diferentes.

Preparacion de las sales de Boro. Para el experimento se prepararon 200 mL de sales

de Boro de la siguiente manera:

e Se midieron 200 mL de agua destilada estéril en un matraz, se pesaron 14 g de

Borax y 10 g de acido bdrico estos sélidos fueron adicionados en el agua y para
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disolver se colocd el matraz en agitacidon constante a temperatura ambiente. El
liquido se vertid en un frasco de vidrio con tapdn previamente rotulado el cual fue

almacenado hasta su uso.
5.5.3. Coeficiente Anti-alimentario Total (T)

Una vez terminados los dos experimentos anteriores, se calculd el Coeficiente Anti-
alimentario Total reportado por Ohmura et al., (2000) y por Raya Gonzalez (2007). Con la
finalidad de identificar el extracto mas efectivo de acuerdo a las clases reportadas por

Ohmura. Se aplicaron las siguientes férmulas:
[(KK —EE)/ (KK + EE)] 100 = A % (Alimentacion Forzada)

Donde: A = Coeficiente Anti-alimentario, KK = Pérdida de peso en el control y EE = Pérdida

de peso en el tratado.
[(K—E)/ (K +E)] 100 = R % (Seleccion de Alimento)

Donde: R = Coeficiente Anti-alimentario, K= Pérdida de peso en el control y E= Pérdida de

peso en el tratado.
A+R =T % (Coeficiente Anti-alimentario Total)

Donde: A = Coeficiente Anti-alimentario de Alimentacién Forzada y R = Coeficiente Anti-

alimentario de Seleccidon de Alimento.

J
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5.6. Métodos de separacidn de los componentes con actividad disuasiva en termitas de

madera seca I. marginipennis

El andlisis fitoquimico de los extractos hexanicos de T. donnell-smithii, se realizd por
cromatografia en columna y en placa fina. La cromatografia en placa fina se realizé usando
una placa de vidrio (SIGMA-ALDRICH) de 20 X 20 cm, como fase fija gel de silice y como
fase mévil una mezcla de hexano/acetato de etilo (ver figura 18). El revelado se realizd
mediante un detector de radiacion ultravioleta. De ésta forma se determind el numero de
bandas presentes en el extracto, las cuales fueron raspadas y extraidas nuevamente en
cloruro de metileno, después se filtraron y se concentraron en rotavapor a una

temperatura de 40°C (ver cuadro 6). La identificacion de compuestos realizé por RMN.

a)

Figura 18. Cromatografia en capa fina. a) Aplicacién del extracto. b) Separacion
con mezclas de solventes (Hexano-Acetato de etilo). c) Revelado con luz UV,
raspado y filtrado. d) Concentracion en rotavapor y obtencién de las fracciones.

@ .
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Cuadro 6. NUmero de bandas obtenidas de los extractos hexanicos de T. donnell-smithii en
Cromatografia en Capa Fina.

Hexano Acetato de etilo
50.04 Hoja 70 30 10
52.02 Flor 70 30 11
50.05 Tallo 70 30 11
50.03 Semilla 75 25 8
50.12 Corteza 65 35 10
53.06 Madera 70 30 14

5.6.1. Extracto cloruro metilénico de flor de T. donnell-smithii

Se pesaron 100 mg de muestra del extracto y se adicionaron a una columna se usoé

como fase estacionaria gel de silice malla 230-400 y como fase mdvil una mezcla de

hexano/acetato de etilo en polaridad ascendente cuadro 7. Se obtuvieron 114 fracciones

de 10 mL aproximadamente las cuales fueron analizadas mediante resonancia magnética

nuclear (RMN), para la identificacion de los compuestos.

b)

Figura 19. Cromatografia en columna de los extractos de T.
donnell-smithii. a) Corrimiento de la cromatografia de los
extractos seleccionados con efecto anti-alimentario. b)
Obtencion de las fracciones en cada uno de los viales de la
cromatografia del extracto cloruro metilénico de flor e T.

donnell-smithii.
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Cuadro 7. Fracciones obtenidas del extracto cloruro metilénico de flor.

Hexano Acetato de Etilo

1-10 100 0 100
11-20 90 10 100
21-31 80 10 100
32-38 70 30 100
39-50 60 40 100
51-63 50 50 100
64-70 40 60 100
71-82 30 70 100
83-91 20 80 100
92-114 10 90 100

5.6.2. Extracto hexanico de la corteza de T. rosea

La separacion de compuestos se realizd por cromatografia en columna ver figura
20; se adicionaron 34.7 mg de muestra del extracto, disuelto en una minima cantidad de
hexano. Usando como fase estacionaria gel de silice malla 230-400 y como fase movil una
mezcla de hexano y acetato de etilo en polaridad ascendente ver cuadro 8. Se obtuvieron
40 fracciones de 10 mL aproximadamente, analizadas mediante resonancia magnética

nuclear (RMN), para llevar a cabo la identificaciéon de los compuestos purificados.

Figura 20. Cromatografia en columna
del extracto hexanico de la corteza de
T. rosea. Se observa el corrimiento de
la cromatografia y la obtencién de las
fracciones en cada uno de los viales a
la derecha de la imagen.
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Cuadro 8. Esquema de la formacidn del gradiente de disolventes utilizados en la cromatografia en
columna del extracto hexanico de corteza de T. rosea.

Acetato de Etilo
1-10 100 0 100
11-20 90 10 100
21-30 80 10 100
31-40 70 30 100

En la fraccion 17,18 y 19 obtenidas en polaridad 9:1 se observd la presencia de
cristales en forma de agujas color naranja, por medio del andlisis de RMN se determind la

estructura, la cual se muestra en los resultados.
5.7. Generalidades del analisis espectroscopico
5.7.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de H y 3C fueron obtenidos en un
equipo Varian Mercury plus 400 (ver figura 21), los espectros de 'H se obtuvieron a 400
MHz en ocho repeticiones, la ventana espectral fue de 6,000 Hz, el disolvente utilizado fue
cloroformo deuterado (CDCls) y el disolvente de referencia interna fue tetrametilsilano
(TMS), para el espectro de carbono (**C) se obtuvieron a 100 MHz en 2,000 repeticiones,
la ventana espectral fue de 25,000 Hz, el disolvente utilizado fue cloroformo deuterado

(CDCl3), todos los espectros fueron obtenidos a temperatura ambiente.

20
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a) 400 MHz
it —

b) 200 MHz

Figura 21. Equipos de Resonancia Magnética
Nuclear con los que se obtuvieron los espectros de

'Hy Bc.

5.7.2. Andlisis por cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG-EM)

Los aceites esenciales obtenidos por arrastre de vapor de T. donnell-smithii y T.

rosea se analizaron por técnicas de CG-EM para ello se usd un cromatodgrafo de gases (CG)

marca Agilent modelo 6890 acoplado a un espectrometro de masas (EM) marca Agilent

5973 N el método y las condiciones de identificacion fue el reportado por Adams, 2007.

Para los extractos hexanicos y clorurometilénicos obtenidos por maceracién se uso

el CG marca Hewlett-Packard modelo 5890 series Il plus y un EM marca Hewlett-Packard

modelo 5989-B que se observa en la figura 22.

Figura 22. Cromatografo de Gases acoplado

a un Espectrémetro de Masas.
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Las condiciones del cromatoégrafo de gases fueron las siguientes: se usé una
columna cromatografica capilar de alta resolucion HP-5MS marca J & W Scientific (19091S-
433), de 30 m de largo, 0.25 mm de didmetro interno y la fase estacionaria con 0.25 um
de espesor de difenildimetilpolisiloxano [(5%-fenil)-metilpolisiloxano]. Es una columna no
polar, con limites de temperatura de -60 °C a 350 °C. La temperatura del inyector y de la
interfase (dispositivo o linea de transferencia que une al CG con el EM) fueron 240 °Cy
260 °C, respectivamente. Las condiciones de operacion del horno cromatografico se
iniciaron en 50 °C por 5 min, después se aumentd la temperatura hasta 200 °C a una
velocidad de 20 °C/min, la temperatura se mantuvo 5 min y por ultimo se aumenté a la
misma velocidad de 20 °C/min hasta 250 °C, donde se mantuvo isotérmicamente por un
tiempo de 10-20 minutos. Condiciones del espectrdmetro de masas. La temperatura de la
fuente de iones fue de 200 °Cy la de filtro de masas cuadrupolar de 100 °C. La energia de

ionizacién utilizada fue la estandar, 70 eV.
5.7.2.1. Identificacidn de los compuestos extraibles de T. donnell-smithiiy T. rosea

Los compuestos fueron identificados por comparaci{on con la base de datos NIST-
MS-02 (National Institute of Standards and Technology Mass Spectral database). El
porcentaje minimo de comparacién para que un componente sea identificado fue del 90
%. En la siguiente figura 23 se muestra un ejemplo de la comparacion realizada entre el
espectro de masas experimental de una sefial cromatografica del aceite esencial de flor de

T. donnell y el espectro de masas de la base de datos NIST.

O
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Figura 23. Comparacidon entre el espectro de masas del acido n-
hexadecanoico obtenido del aceite esencial de flor de T. donnell- smithii y
el espectro de masas de la base de datos NIST-2000.

5.8. Analisis estadistico

obtenidos fueron analizados con el programa Statistica 7.0, para realizar el andlisis de
varianza y calcular el valor de significancia experimental. Para la comparacion de medias
estadisticas se realizé una prueba de Tukey con a = 0.05. El criterio de seleccion del mejor
organo de T. donnell-smithii y T. rosea contra termitas I. marginipennis y C. brevis sera
aquel extracto con mayor efecto disuasivo anti-alimentario. Para la seleccién del mejor

aceite esencial el criterio sera, aquel que presente mayor efecto repelente a menor

concentracion.

Cada experimento se realizé por triplicado de manera independiente. Los datos
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“Estudio comparativo de los compuestos extraibles de Tabebuia donnell-smithii Rose y Tabebuia rosea (Bertol.) DC y su
efecto disuasivo antitermita.”

“iA quién tengo yo en los cielos sino a ti? Y fuera de ti nada deseo en la
tierra”

(Salmos 73: 25)
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