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RESUMEN

La durabilidad natural del duramen de Enterolobium cyclocarpum al
biodeterioro, es una propiedad de interés para el control de plagas. Se realizaron
extractos del duramen de cuatro plantas de E. cyclocarpum colectadas en
diferentes regiones (residuos de Cuanajo provenientes de estado de Veracruz,
Apatzingan, Tacambaro, Tuzantla los tres ultimas del estado de Michoacéan).
Mediante los analisis quimicos, espectrofotométricos y espectroscopicos de estos
extractos se comprobd la variabilidad natural en el contenido de extraibles. De los
extractos obtenidos por arrastre de vapor del duramen colectado en Apatzingan y
Veracruz, se identifico y purifico al diterpeno manool, en maceracién con hexano
de la muestra del duramen colectado en Apatzingan se logro identificar un mezcla
de manool y 13-epi-manool. Mientras que de los métodos de extraccién por
decoccion se identifico y purificO como componente mayoritario al pinitol (3-metoxi-
1, 2, 4, 5, 6-penta hidroxi ciclohexano) producto natural del grupo de los ciclitoles.
Se demostro que el pinitol no produce toxicidad aguda y que es responsable del
efecto antialimentario disuasivo contra la termita de madera seca Incisitermis

marginipennis.

Fueron identificados por primera vez el pinitol y el manool de la madera de

duramen de E. cyclocarpum.
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1. INTRODUCCION

Las plantas producen una increible diversidad de metabolitos secundarios,
cuya elaboracion puede estar influenciada por varios factores externos, tales
como las condiciones ambientales predominantes, por ejemplo, la presencia de
depredadores, infecciones producidas por parasitos, temperatura del agua,
profundidad y niveles nutrientes. También factores internos influyen en la
presencia de un metabolito determinado, estos pueden ser; el estado de
desarrollo, reproduccion, etc. Por lo que debido a estos parametros cambiantes, el
contenido quimico a menudo varia, dependiendo de cuando y ddnde son

recolectadas.

Una de las explicaciones que puede justificar la vasta diversidad quimica
que reside dentro de la biodiversidad biologica de las especies, es que los
organismos necesitan desarrollarse y sobrevivir en un medio muy competitivo por
los recursos y los nutrientes, las plantas exitosas en la sobrevivencia han tenido
que desarrollar mecanismos bioquimicos vy fisiologicos que les permitan producir
compuestos bioactivos para multiples propésitos, tales como; protegerse de
enfermedades virales, hongos patdgenos y depredadores o para otras funciones
como la reproduccion y la comunicacion (Dixon, 2001). La biodiveridad de las
especies vegetales, junto a la diversidad quimica encontrada en cada una de ellas,
constituye un recurso practicamente ilimitado que puede ser utilizado de forma
beneficiosa, a través de la biotecnologia, con el fin de desarrollar productos para la
agricultura, compuestos farmacéuticos, materiales de investigacion médica,

enzimas industriales, etc.

Para el hombre, disefiar métodos para el control de plagas e insectos que
sean efectivos y sin impacto ambiental negativo, asi como econdmicamente
rentables le ha sido dificil. Inicialmente utiliz6 extractos crudos vegetales y sales

minerales hasta llegar a los plaguicidas sintéticos, que hoy en dia se han vuelto un
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problema de contaminacion y deterioro ambiental, una realidad terrible que ha
inducido un amplio replanteamiento tecnolégico para el control de plagas.

La resistencia natural de la madera contra organismos xil6fagos depende
principalmente, de las sustancias extraibles que pueden tener gran poder
fungicida o insecticida. Estos componentes corresponden a grupos quimicos
diferentes y casi siempre son de estructura compleja (Kraemer, 1958). Los
compuestos derivados de las plantas pueden ser potencialmente utilizados como
plaguicidas. La baja persistencia de los compuestos naturales en el medio
ambiente, su especificidad contra ciertos organismos, la reducida o nula toxicidad
contra mamiferos y la conservacion de otros organismos benéficos hace de estos

compuestos una alternativa como agentes de control biolégico.

Michoacan como otros Estados de la Republica Mexicana, cuentan con una
basta riqueza vegetal escasamente conocida desde el punto de vista fitoquimico.
Por lo tanto, es importante contar con estrategias para la basqueda de especies
vegetales que sean usadas como fuente de productos naturales, en especial
plaguicidas y de esta manera contribuir al desarrollo biotecnolégico y al
mejoramiento del medio ambiente. De ahi que esta alternativa merece mayor
atencion, como una posibilidad de utilizar extractos naturales contra organismos
xilofagos que atacan a la madera seca, elaborados principalmente de madera del
duramen de Enterolobium cyclocarpum (Jacq) Griseb., el cual ha demostrado
tener una alta efectividad contra el ataque de termitas de madera seca

Incisitermis marginipennis (Latreille) (Iséptera: Kalotermitidae) (Raya y col 2006).

Las termitas son importantes en el reciclaje de materiales muertos de
madera y contribuyen a la formacion del suelo. Sin embargo las termitas son
consideradas una plaga principal en edificios de madera, muebles y plasticos.
También ocasionan dafios a la madera y productos de madera, plantas forestales

y cultivos agricolas.
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Célculos efectuados indican que el dafio por la termita alcanza a los 28.5
millones de dodlares tan solo en la Region Metropolitana (Distrito Federal y la Cd de

México) de nuestro pais (Wiseman y Eggleton, 1994).

Otro ejemplo en Estados Unidos de América un pais donde las viviendas en
su mayoria son de madera, las termitas afectan cinco veces mas casas que los
incendios y provocan un dafio econémico mayor que los tornados, huracanes y
tormentas en conjunto, al dafiar guardapolvos, pisos, muebles, marcos, puertas,
ventanas, vigas, pilares estructurales y decorativos, alfombras, papel mural, libros,
ropa, polietileno expandido, yeso y pinturas. El dafio econdmico que causan las
termitas sobrepasa los dos billones de dolares anuales en Estados Unidos

(Wiseman y Eggleton, 1994).

Se han hecho estudios con extractos de E. cyclocarpum (Jacq) Griseb.,
obtenidos con disolventes organicos y se ha reportado que la durabilidad de esta
madera se debe principalmente a tropolonas, quinonas y flavonoides presentes en
el duramen (Haygreen y Bowyer, 1982; Kraemer, 1958; Zavala, 1996). Mientras
que existe escaso conocimiento de los metabolitos secundarios bioactivos
solubles en agua obtenidos de la madera seca del duramen de E. cyclocarpum. Al
respecto se observé que madera de pino impregnada con el extracto acuoso del
duramen de E. cyclocarpum, fue protegida del ataque de termitas de madera seca
I. marginipennis en ensayos de alimentacion forzada y produjo una muerte del 60
% después de dos meses, se ha sospechado sin llegar a probarlo que tiene
propiedades antialimentarias (Inhibidores de la alimentacién, aquel compuesto
gue después de una pequefia prueba, el insecto se deja de alimentar y muere por
inaniciéon) (Raya y col., 2005). El extracto acuoso de E. cyclocarpum es una
alternativa que tiene posibilidad de uso contra organismos xiléfagos que atacan a
la madera seca, el cual ha demostrado actividad contra el ataque de termitas de
madera seca |. marginipennis y contra Lyctus spp debido a que presenta

compuestos con potencial biocida (Rayay col., 2006).
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2. ANTECEDENTES
2.1. Descripcion del género Enterolobium

El género Enterolobium pertenece a la Familia: Leguminosae
(Mimosoideae). Los arboles se caracterizan en general por no poseer espinas,
tienen hojas bipinnadas, con glandulas en el raquis. Flores en cabezuelas
pedunculadas, fasciculadas o en racimos cortos, axilares o terminales. Flores
pentameras con los pétalos unidos y numerosos estambres sobresalientes. Fruto

en legumbre lefiosa, ancha y encorvada en circulo. (Figura 1).

Figura 1. Flor fruto y hojas del género Enterolobium

Algunos autores (Allies y Barney, 1996) mencionan el género Enterolobium
lo componen 11 especies: E. barinense, E. barnebianum, E. contortisiliqguum, E.
cyclocarpum, E. glauziovii, E. gumminferum, E. maximum, E. monjollo, E.
oldemanii, E. schomburgkii, E. timbauva. Sin embargo, en una péagina de
internet (zipcodezoo.com); consideran hasta 23 especies: E. barinense, E.
barnebianum, E. barnebyanum, E. barnebianum E. blanchetii, E. contortisiliqum, E.
contortisiliquum, E. cyclocarpum, E. ellipticum, E. glaziovii, E. grandifolium, E.
gummiferum, E. mangense, E. maximum, E. monjollo, E. oldemanii, E. parvifolium,
E. polycéphala, E. saman, E. schomburgkii, E. schomburgkii var. glaziovii, E.

schomburgkii var. Schomburgkii, E. timbouva. Distribuidas en América Tropical.
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En una busqueda en Internet encontramos que en México solo se han

reportado dos especies: E. schomburgkii y E. cyclocarpum.

2.2. Descripcion general de Enterolobium schomburgkii

Nombre botanico: Enterolobium schomburgkii

Orden: Fabales.

Familia: Leguminosae (Mimosaceae).

Género: Enterolobium

Especie: schomburgkii

Sinonimia: Feuilleea schomburgkii (Benth.) Kuntze; Mimosa wilsonii Standley;

Pithecellobium schomburgkii Benth

2.2.1. Nombres Comunes

Corotu de montafia, dormilén, harino, guébilo, zarza, jarino.

2.2.2. Descripcion

Arbol de 20 a 35 m de altura y de 50 a 100 cm de diametro. Tronco recto y
cilindrico. Corteza exterior gris o amarillenta. Hojas bipinnadas y alternas, con 10 a
28 pares de pinnas, opuestas o subopuestas. Pinnas con 40 a 60 pares de foliolos
pequefios, de 3 a 6 mm de largo y de 0.5 a 1 mm de ancho, oblongos, con apice
agudo o redondeado, bordes enteros y base redondeada. Peciolos de 1.5 a 3 cm
de largo y pulvinados en la base, con una glandula en la parte media superior.
Raquis con glandulas entre los pares de pinnas (figura 2B). Flores blancas y
agrupadas en cabezuelas globulares (figura 2B). Frutos en legumbres reniformes,
de 12 a 18 cm de largo, a veces en forma de una "oreja humana", verdes,
tornandose marrén rojizo al madurar (figura 2A). Deja caer totalmente sus hojas

durante la estacion seca, pero las repone a inicios de la estacion lluviosa. Florece
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y fructifica de marzo a mayo. Por el parecido de las hojas, las flores y los frutos se
puede confundir con E. cyclocarpum pero este arbol crece en pastizales y sabanas
en areas secas Yy los frutos son de mayor tamafio. La especie crece a bajas
elevaciones, en climas humedos Bolivia, Brazil, Colombia, Costa Rica, Guyana
Francesa, Guyana, México, Nicaragua, Panama, Peru, Surinam, Venezuela
(Croat, 1978) (figura 2C).

2.2.3. Usos
Madera empleada en la elaboracion de tableros decorativos, carpinteria de

interiores, ebanisteria, cajas, postes de cercas, lefia, pulpa de papel y en la

fabricacion de botes. El fruto es comestible para el ganado.

A) B) C)

Figura 2. E. schomburgkii. A) Fruto, B) Hoja y flor (webatlas/findinfo), C) Distribucién
(lidis.org).

2.3. Descripcion general de Enterolobium cyclocarpum

Nombre botanico: Enterolobium cyclocarpum (Jacq). Griseb.
Orden: Fabales.

Familia: Leguminosae (Mimosaceae).
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Género: Enterolobium
Especie: cyclocarpum.
Sinonimia: Albizia longipes britton y Killip; Feuilleea cyclocarpa (Jacq.) Kuntze;
Inga cyclocarpa (Jacqg.) Willd.; Mimosa ciclocarpa, (Jacqg). Mimosa cyclocarpa,
(Jacq). Mimosa parota Sessé y Moc.; Pithecellobium cyclocarpum (Jacq.) Mart.;

Prosopis dubia Kunth.

2.3.1. Nombres comunes

Dependiendo de la region es conocido con diferentes nombres, en
Michoacan, Jalisco, Guerrero y Oaxaca es conocido con el nombre de parota; en
San Luis Potosi, se le dan los nombres de orején, tiyohu y nacascuahuitl; en
Sinaloa: huanacaxtle y huinecaztle; en Tamaulipas se le llama cascabel y cascabel
sonaja, en Veracruz lo nombran cuytatsuic, nacastle y orejon; en Oaxaca se le
conoce como aguacaste, lash-matz-zi, ma-ta-cua-tze, mo-cuadzi, mo-fi-no, ya-
chibe; en Tabasco se le llama charamusquillo y picho; este ultimo nombre también
lo recibe en Chiapas y en Yucatan se conoce con el nombre de pich (Pennington y
Sarukhan, 1968; Corral, 1985). En Guatemala se le conoce como conacaste,
anjera en Colombia, caro hembra en el Salvador, arbol de las orejas en Cuba
(Standley, 1922). En Costa Rica es considerado como arbol nacional. Y existe una

poblacion llamada Guanacastle en alusion a esta especie.

2.3.2. Caracteristicas morfoldgicas de la especie

Es un arbol grande y llamativo, caducifolio, de 20 a 30 m (hasta 45 m) de
altura, con un diametro a la altura del pecho de hasta 3 m de copa hemisférica. El
follaje es abundante, dando a la amplia copa una forma mas ancha que alta. Libre
de competencia por luz, puede alcanzar grandes diametros. Hojas bipinnadas con
4 a 15 pares de pinnas opuestas, miden de 15 a 40 cm de largo; foliolos
numerosos (15 a 30 pares por pinna) de color verde brillante que se pliegan

durante la noche. De tronco derecho y a veces con pequefios contrafuertes en la
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base. Ramas ascendentes. Su corteza externa es lisa a granulosa y a veces
ligeramente fisurada, gris clara a gris pardusca, con abundantes lenticelas
alargadas, suberificadas, dispuestas longitudinalmente. Grosor: 2 a 3 cm. Sus
flores van en pequefias cabezuelas pedunculadas axilares, de 1.5 a 2 cm de
diametro, sobre peduinculos de 1.5 a 3.5 cm de largo. Flores actinomorficas, caliz
verde y tubular; corola verde clara, de 5 a 6 mm de largo, florece de febrero a

junio.

Figura 3. Arbol de E. cyclocarpum localizado en Nueva Italia Michoacan.

La morfologia del fruto de la especie consiste en una vaina circular
indehiscente, de 7 a 15 cm de didmetro, aplanada y enroscada, lefiosa, moreno
oscura, brillante, de sabor dulce. Contiene de 5 a 20 semillas. Las semillas son
grandes, ovoides y aplanadas, de 2.3 por 1.5 cm, morenas Yy brillantes con una
linea palida con la forma del contorno de la semilla, rodeadas por una pulpa
esponjosa Y fibrosa de olor y sabor dulce. Presentan una testa extremadamente
dura que impide la germinacion hasta que una modificacion estructural permita la
hidratacion del embrién. Los frutos maduran durante abril y julio. Su raiz es un
sistema radical extenso y profundo. Presenta sexualidad hermafrodita. Con un

namero cromosomico: 2n = 26 (Gémez, 1966).
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Figura 4. Hoja y fruto de E. cyclocarpum (webatlas/findinfo).

2.3.3. Distribucién de la especie

Se encuentra ampliamente distribuida en la vertiente del Golfo desde el sur

de Tamaulipas hasta la Peninsula de Yucatan, y en la vertiente del Pacifico desde

Sinaloa hasta Chiapas. Se desarrolla en regiones costeras del pais y a lo largo de

rios y arroyos. Su habitat propicio es de baja elevacion (por debajo de los 500

msnm). Presenta su mejor desarrollo en los suelos conocidos como vertisol pélico

y vertisol gleyco (FAO). Suelos: arenoso-arcilloso, arenoso. Se encuentra en

zonas de vegetacion perturbada en selvas altas perennifolias y medianas

subperennifolias al parecer en asociaciones primarias de selvas medianas

subcaducifolias y caducifolias (Pennington

y Sarukhan 1968).

AMERICA DEL NORTE

Golfo de
México

Océano
Pacifico

AMERICA &
CENTRAL

Océano
Afiantico

AMERICA DEL SUR

=

Figura 5. Distribucion en América de E. cyclocarpum (Francis 1988).
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2.3.4. Aspectos Historicos

El nombre vernaculo de “parota” procede de las regiones calientes de
México cerca de Coahuayana, Michoacan (Mc Vaugh 1987). Su nombre cientifico
proviene de Griego Entero = “intestino”, Lobium = “Iébulo”., kiklos = “circulo” y
karpus = “fruto”, en referencia al a forma semicircular de la vaina (Allen y Allen
1981).

Primeramente descrito en 1809 con el nombre cientifico de Mimosa
cyclocarpa, hasta que los Britanicos Jacq y Griseb botanicamente o denominaron
como Enterolobium cyclocarpum, a pesar de ello en la Nueva Espafia en 1887 aun
se le conocia como M. parota (Standley, 1922). Este arbol tiene un efecto
restaurador en terrenos degradados, controlando la erosién, fijando nitrdgeno,
presenta ademas un efecto ornamental por sus enormes copas y hermoso follaje,
es una especie maderable de gran valor artesanal por su dureza y resistencia al

dafio por las termitas.

2.3.5. Usos

La madera seca de duramen de esta especie presenta gran durabilidad, es
facil de trabajar, de importancia artesanal, con ella se elaboran juguetes y
articulos torneados. Se utiliza también en la construccion rural. Ademas el
duramen es muy apreciado en la ebanisteria, para fabricacion de canoas y
embarcaciones ligeras por ser muy resistente al agua, en la fabricacion de
muebles, duelas, utensilios de cocina y en acabados de interiores. La lefa
obtenida de este arbol, tiene un poder calorico de 18,556 kJ/kg, lo que la ubica
como una especie recomendada como fuente energética. Los frutos maduros
contienen un jugo gomo-resinoso el cual tiene varios usos, por ejemplo, mezclado
con la pulpa del mismo previamente macerada sirve para fabricar aglomerados de

carbon. En algunos sitios se consumen las semillas en salsas y sopas y como
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sustituto de café. La corteza, semilla y fruto se utilizan como curtientes de pieles.
Las semillas contienen 36 % de proteina. Se emplean como forraje y complemento
alimenticio para ganado bovino, porcino, caprino y equino. Se aprovecha mediante

ramoneo y corte de ramas.

2.3.6. Uso en la medicina tradicional

La corteza y vainas se usan en infusiones para curar el salpullido; es
depurativa. Los frutos verdes son astringentes y se utilizan en casos de diarrea. La
goma que exuda el tronco se usa para tratar la bronquitis, resfriados y
hemorroides (Gonzélez 1942; Mendieta y del Amor 1984). Jarabe de corteza para
combatir resfriados (Brook 2000). El foliar disminuy6 la poblacién de protozoos
ruminales y aumento la presencia de hongos en ganado bovino (Rosales y col
1989; Navas-Camacho y col 1993).

2.3.7. Fitoquimica de E. cyclocarpum

La composicion quimica del duramen, ha sido poco estudiada. Raya y col
(2006) reportan como componentes para la madera de duramen aceites
esenciales, fendlicos, terpenos y acetofenonas, con efecto biolégico
antialimentario y antibacteriano. Otro dato importante reportado por Raya y col.
(2007) fue con respecto al extracto acuoso de E. cyclocarpum en el cual se
describe que el compuesto mayoritario encontrado en el extracto acuoso
corresponde a un ciclitol. Otros componentes se mencionan en el cuadro 1 asi

como su organo fuente y efecto bioldgico.
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Cuadro 1. Analisis fitoquimico de E. cyclocarpum.
Producto vegetal Organo Efecto biolégico Referencia
fuente

Liquido viscoso aglutinante Vainas Aglutinante y Espejel y Martinez,
frescas emulsificante 1979

Extracto hexanico Corteza Fungitoxico Rutiaga, 1995

Ac. 2,3-diamino propionico semilla Gmelin, 1959

Saponinas triterpénicas Pulpay Ictiotoxicas y Dominguez y Franco,
cascara bactericidas 1979

Galactosa, arabinosa, glucosa | Goma del De Pinto y col., 1986,

rhamnosa, ac. glucuronico tronco 1994; Serrato, 1989

Inhibidores de tripsina, Semillas y Biocida Sotelo y col. 1978,

glucdsidos cianogénicos, follaje 1980;

saponinas Aguilar y Zolla, 1982

Treonina, lisina, leucina, valina, | Semillas Alimentario Giral y Echegoyen,

asparagina, glutamina, serina, 1949; Massiu y

histidina, glicina, arginina, Cravioto, 1950;

alanina, tirosina, metionina, Serratos Avalos 1989.

valina, fenilalanina, isoleucina,

luecina, triptofano

Ac. lionoléico, ac. oleico, ac. Semillas Alimentario Ezeagu, 1998

palmitico, ac linolénico

Hierro, Calcio, Fésforo, ac. Vaina Alimentario Espejel y Martinez,

ascorbico madura 1979

Albuminas, globulinas, Semilla Alimentario Serratos Avalos,

prolaminas, glutelinas-1, 2001.

Aceites esenciales, fendlicos, |Madera de Antialimentario, Raya Gonzales y col.,

terpenos, acetofenonas Duramen antibacteriano. 2006.

Extracto acuoso Madera de |Inhibicién de Espinoza Madrigal
Duramen enzimas 2008

2.3.8. Antecedentes biocidas del extracto acuoso de E. cyclocarpum

El extracto acuoso de E. cyclocarpum

es una alternativa que tiene

posibilidad de uso contra organismos xil6fagos que atacan a la madera seca, el

cual ha demostrado actividad contra el ataque de termitas de madera seca |I.

marginipennis

potencial biocida (Lopez Villalobos 2006; Raya y col., 2006).

y contra Lyctus spp debido a que contiene compuestos con
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Se han hecho estudios con extracto acuoso del duramen de E.
cyclocarpum, sometido al ataque de termitas de madera seca |. marginipennis en
ensayos de alimentacion forzada, se ha sospechado sin llegar a probarlo que

tiene propiedades antialimentarias (Raya y col., 2005; Lopez 2006).

Las especies madereras tropicales producen metabolitos que las protege
contra el biodeterioro y que les dan una durabilidad natural, como ejemplo, la
madera de teca (Teutona grandis) ampliamente utilizada en la construcciéon de
embarcaciones por su resistencia, estabilidad y durabilidad que le confiere una
sustancia con actividad antitérmes llamado tectoquinona (Rudman 1960).

Este trabajo muestra un esfuerzo para hacer un planteamiento en el control
de algunas plagas mediante la exploracién de las propiedades biocidas de la
especie arborea, E. cyclocarpum, asi como aumentar la informacion referente a la

composicién quimica de ésta especie.
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3. JUSTIFICACION

El uso indiscriminado de pesticidas y farmacos sintéticos ha generado
varios efectos toxicos en el ambiente, en los organismos y en plagas indujo
resistencia a fungicidas, insecticidas y herbicidas (Devonshire y Field, 1991,,
Wang y Zhao, 2003). La habilidad natural de las plantas para producir metabolitos
secundarios que le ayudan en la defensa contra depredadores o plagas y en la
comunicacién con su entorno, es una fuente inagotable de compuestos quimicos
que pueden ser utilizados como moléculas con propiedades farmacologicas con
posibilidad de desplazar a farmacos y plaguicidas sintéticos. Estos metabolitos
secundarios vegetales deberan tener una gran capacidad biocida de amplio o
estrecho espectro de accion, ser eco-amigables de rapida degradacion y que
ademas puedan actuar con nuevos mecanismos de accion farmacoldgica, para

gue sean capaces de reemplazar a los existentes en el mercado.

Debido a que en el extracto acuoso se ha probado la efectividad contra las
termitas de madera seca, es interesante purificar los compuestos quimicos
mayoritarios de este extracto y probarlos directamente contra las termitas de
madera seca Incisitermes marginipennis. Se encontré un dato reciente referente a
la composicién quimica de este extracto, Raya y col., (2007) identificaron por
medio de estudios de resonancia magnética al pinitol como el componente
mayoritario de E. cyclocarpum, un metabolito considerado como un promotor del

crecimiento microbiano.

Estas observaciones nos indujeron a extraer y purificar a los componentes

mayoritarios del extracto acuoso de madera de duramen de E. cyclocarpum.
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4. HIPOTESIS
Los componentes puros mayoritarios de Enterolobium cyclocarpum son los

responsables del efecto antialimentario contra las termitas de madera seca

Incisitermes marginipennis.

5. OBJETIVOS
Objetivo general.- Extraer, separar, purificar, identificar y probar el componente
mayoritario del extracto acuoso, de E. cyclocarpum contra la termita de madera
seca |. marginipennis.

Objetivo particular 1. Obtencioén de los extractos de E. cyclocarpum.

Objetivo particular 2. Demostrar la variabilidad natural de cuatro plantas de E.
cyclocarpum colectadas en diferentes regiones.

Objetivo particular 3. Purificacibn del componente mayoritario del extracto

acuoso de E. cyclocarpum.

Objetivo particular 4. Probar el componente mayoritario de E. cyclocarpum

contra termitas de madera seca |l. marginipennis.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Variacion bioldgica.

Los componentes extraibles de una planta pueden variar en individuos de la
misma especie y en la misma planta de acuerdo a muchos factores, época del
afo, caracteristicas del suelo (Vazquez y col. 1987, Rivero. 2006). Para conocer la
variacion en el contenido de los extraibles del duramen de E. cyclocarpum. Se
tomaron como indicadores de variacion natural al contenido de fenoles,
flavonoides y terpenoides. Se procedié a hacer el andlisis al duramen de cuatro
arboles obtenidos en cuatro diferentes localidades como fueron: residuos de
Cuanajo provenientes del estado de Veracruz, El poblado los Charcos Municipio
de Apatzingan, Tuzantla y localidad “El Copalito”, del Municipio de Tacambaro.
Los ejemplares se sometieron a secado bajo sombra a temperatura ambiente y

posteriormente fueron molidas.

Las muestras fueron procesadas mediante diferentes métodos de
extraccion, como: Decoccion, maceracion en frio con disolventes de diferente
polaridad, arrastre de vapor, reflujo. Los extractos obtenidos fueron analizados
para observar la composicion quimica y de ésta manera poder demostrar la

variabilidad natural.

6.1.1. Determinacion de fenélicos totales

Primeramente se realizé el método de decoccion en agua desionizada a
ebullicion durante 20 minutos, los extractos fueron liofilizados y se les determiné la
concentracion de fenoles totales equivalentes mediante el método
espectrofotométrico citado por Swain y Hillis (1959). Los compuestos fendlicos se
oxidan por el reactivo Folin-Ciocalteu el cual esta formado por mezcla de acido
fosfotingstico (H3PW12,040) y acido fosfomolibdico (HzPMo12040) que se reduce,

por accion de fenoles, en una mezcla de 6xidos azules de tungsteno (WgO23) y de
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molibdeno (MogO,3). Para lo cual se realiz6 una curva de calibracién, utilizando el

acido p-cumarico como referencia (figura 6).

y = 0.246x - 0.3192
R?=0.9615

1.8 -

Absorbencia (725nm)

0 1 5 10 20 40 60 80 100

ug de fendlico equivalente

Figura 6. Curva de calibracién para determinar la cantidad de fendlicos totales
equivalentes a acido p-cumarico en el extracto acuoso

Una vez obtenida la curva de calibracion se determinaron los fenoles totales
a las cuatro muestras obtenidas por el método de decoccion, encontrandose los

siguientes resultados.

Cuadro 2. Variacion del contenido de fendlicos totales en extractos acuosos obtenidos del
duramen de E. cyclocarpum proveniente de diferentes localidades.

Concentracion de
Localidad fendlicos
(mg/ml)
Apatzingan 0.360 = 0.00953
Tacambaro 0.770 + 0.0243
Tuzantla 0.308 + 0.0169
Veracruz 0.540 + 0.0252

Teresa Pamatz Bolafos 22



Facultad de Quimico Farmacobiologia UMSNH-IIQB

Cabe mencionar que para estas determinaciones se realizaron diluciones
(ver materiales y métodos) se determiné su absorbencia y se ajustaron las lecturas

con la ecuacioén de regresion lineal.

Como se puede apreciar en el Cuadro 2 la concentracién de los fenoles
totales difiere en cada una de las muestras analizadas, un indicador que

demuestra una variacion natural en el contenido de estos extraibles con agua.

6.1.2. Determinacién de flavonoides totales

Para fortalecer la evidencia de esta variabilidad natural se procedié a
realizar la determinacion de flavonoides por el método de Zhishen y col 1999. para
lo cual fue necesario realizar una curva de calibracion utilizando la naringina como

referencia. (Figura 7).

0.045 -

0.04 -
y=0.008x-0.0062

0.035 1 R”=0.9834

0.03 1
0.025 -+
0.02 1

0.015 -

Absorbencia (510nm)

0.01 A

0.005 -

0 20 40 60 80 100

ung de flavonoide equivalente

Figura 7. Curva de calibracion para determinar la cantidad de flavonoides totales
equivalentes a naringina en el extracto acuoso
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Nuevamente se realizaron diluciones (ver materiales y métodos) y se
ajustaron mediante la ecuacion de regresion lineal. Obteniéndose los siguientes

resultados.

Cuadro 3. Variacion del contenido de flavonoides totales en extractos acuosos obtenidos
del duramen de E. cyclocarpum proveniente de diferentes localidades.

Localidad Concentracion de
flavonoides
(mg/ml)
Apatzingan 11.62 £ 0.00326
Tacambaro 12.4 + 0.00666
Tuzantla 19.4 £ 0.00776
Veracruz 8.25 + 0.0255

Se observo una pequefia variaciéon en la concentracion total de flavonoides.

6.1.3. Extraccién por reflujo

Se realizaron otro tipo de extracciones como fue la de reflujo con agua
durante cuatro horas. Transcurrido este tiempo, se dejo enfriar y se extrajo con
diclorometano, la fase acuosa fue liofiizada y analizada por resonancia
magnética nuclear de hidrogeno. Teniéndose los siguientes resultados (Figura 8),
donde solo se muestra la comparacion de las muestras de Apatzingan y Tuzantla.

Analizando ambos espectros se puede observar una diferencia en las
siguientes regiones: de 0.4 a 2.8 ppm, asi como de 4.8 a 6.4 ppm, estas zonas

corresponden a los compuestos alifaticos tipo terpenoides insaturados. (Figura 8).
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Figura 8. Espectro de RMN *H en D,O a 400 MHz del extracto acuoso del duramen de E.
cyclocarpum talado en Apatzingan (trazo superior). Espectro de RMN *H del extracto
acuoso del duramen E. cyclocarpum talado en Tuzantla (trazo inferior).
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Mediante este andlisis pudimos ver que estos resultados estdn en
concordancia con los obtenidos por el método de la determinacién de fenoles y
flavonoides totales y demuestra que existe una variabilidad natural en la
composicién quimica en las especies de E. cyclocarpum colectadas en cuatro

diferentes localidades, siendo tres de ellas en Michoacan y otra en Veracruz.

6.1.4. Extraccion por arrastre de vapor

Para cumplir con los objetivos planteados en el presente trabajo y después
de analizar los resultados obtenidos por los métodos de extraccion anteriores, se
procedié a realizar las extracciones por arrastre de vapor y obtener los aceites

esenciales.

La extraccion por arrastre de vapor se realizd durante 5 horas,
posteriormente al destilado se le realizdé una extraccion con cloruro de metileno, la
fase organica fue evaporada y analizada mediante cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas, observandose en el espectro de masas un
ion molecular de 290 uma cuyo analisis en el banco de datos nos indicé que se
podria tratar de un diterpeno tipo manool (figura 9), por lo que se procedid a
realizar un estudio por resonancia magnética nuclear de hidrégeno,
comprobandose la presencia del diterpeno con alguna impurezas. Se someti6 a
purificacion mediante una cromatografia en columna de la siguiente manera: se
monto la columna de 1 cm de didmetro con 3 g de gel de silice utilizandose como
eluyentes: hexano, acetato de etilo y mezclas de ambos en orden creciente de
polaridad. Se colectaron 57 fracciones de 5 ml. De las fracciones 12 y 13
obtenidas con la polaridad de Hexano-AcOEt 95:5 se obtuvo un solido blanco que
por andlisis de RMN de *H mostré ser el manool (Figura 10). En 5.91 ppm se
observdo una seifial doble de dobles con Jyans=17.4 y J.s=10.8 Hz sefial
caracteristica de un protdn vinilico con acoplamientos cis y trans correspondiente

al H-14; en 5.21 ppm se observo una sefial doble de dobles con un acoplamiento
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Figura 9. Cromatograma (trazo superior) y espectro de masas (trazo inferior) del manool.
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trans de 17.4 Hz y un acoplamiento gem de 1.3 Hz correspondiente al H-15". La
sefal del H-15 se observo en 5.06 ppm como una sefial doble de doble con
Jeis=10.8 Hz y una Jgem=1.3 Hz. En la region de los protones vinilicos se
observaron otras dos sefiales en 4.37 y 4.80 ppm como sefiales simples anchas
correspondientes a los hidrogenos del metileno exociclico H-17 y H-17". Las
sefales de los metilo 18, 19 y 20 se observaron en 0.87, 0.79 y 0.67 ppm como
sefales simples cada una. Mientras que la sefal del metilo 16 se encontré en 1.27
como una sefal simple; el resto de las sefales del esqueleto se encuentran entre

2.4y 1.0 ppm.

El espectro de RMN de *3C (figura 11) del manool fue idéntico con el
reportado en la literatura Bruckwalter y col (1975). Las sefales de los carbonos
vinilicos 8, 14, 15 y 17 se observaron en 148.79, 145.17, 111.60 y 106.31 ppm
respectivamente. La sefial del carbono 13 base del alcohol se observo en 73.67

ppm. En 28.03 ppm se observo la sefial del metilo 16.

La comparacion de los datos por resonancia magnética nuclear tanto de
hidrogeno como carbono 13, permitieron descartar la posibilidad de que el
compuesto correspondiera al diasteromero 13-epi-manool. Los desplazamientos
de los carbonos 13 y 16 fueron fundamentales. Asi como el desplazamiento del
hidrogeno H-17 y el metilo 16, en el espectro de resonancia magnética nuclear de

hidrogeno.
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Al igual que en las extracciones anteriores, no se encontraron los mismos
componentes en las diferentes plantas analizadas. Los resultados se muestran en

el siguiente cuadro.

Cuadro 4. Variacion natural cualitativa de los extractos obtenidos por arrastre de vapor
realizados a la madera de duramen de E. cyclocarpum

Localidad Diterpenos mayoritarios
Apatzingan manool
Tacambaro negativo

Tuzantla negativo

Veracruz manool

La cantidad obtenida de manool fue muy baja, por lo cual se procedi6 a
realizar otro tipo de extraccién como fue la maceracién en frio con hexano, ya que
por medio de este tipo de extraccion también es posible obtener compuestos tipo

terpenoides.

6.1.5. Maceracién en frio y a reflujo con hexano.

Se procedi6 a dejar en maceracion con hexano durante tres dias a
temperatura ambiente, transcurrido este tiempo se concentré en el rotavapor el
hexano, al residuo se le realiz6 un andlisis por resonancia magnética nuclear,
observandose nuevamente la presencia del manool, en la muestra de Veracruz y

en la de Apatzingan se detecto una mezcla de 13-epi-manool y manool.

La extraccion a reflujo con hexano durante cuatro horas arrojo resultados

similares que la maceracion en frio.

Teresa Pamatz Bolafios 31



Facultad de Quimico Farmacobiologia UMSNH-IIQB

Cuadro 5. Presencia del manool y 13-epi-manool en extractos obtenidos de la madera de
duramen de E. cyclocarpum por maceracion con hexano.

Localidad Diterpeno mayoritario
Apatzingan manool + 13-epi-manool
Tacambaro negativo

Tuzantla negativo

Veracruz manool

La concentracion de manool obtenida por este método, fue muy baja por lo
gue no se pudieron realizar ensayos biolégicos contra termitas con este

compuesto.

6.1.6. Extraccion acuosa

Con la finalidad de aislar el componente mayoritario del extracto acuoso
obtenido por decocciéon por 20 minutos. Se tomaron 50 mg del liofilizado y se
sometieron a una cromatografia en columna utilizando 3 g silica gel 70-230 mallas,
una columna de vidrio de 1 cm de diametro. Como fase movil para el
empacamiento se utilizé hexano. Una vez aplicados los 50 mg de muestra se inicié
la elusion en orden creciente de polaridad, utilizandose como disolvente al hexano,
acetato de etilo, metanol y mezcla de estos en distintas proporciones. Se
colectaron 134 fracciones de 5 ml. Del andlisis del espectro de RMN de *H en
piridina deuterada (Figura 12), de las fracciones eluidas con AcOEt-MeOH 8:2
(fracciones 51-61) se pudo identificar que correspondian a un ciclitol, ya que se
observan sefiales en la regién de los protones bases de oxigeno (3.80-4,50 ppm) y

la sefial para un grupo metoxilo.
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OMe

440 420 4.00 3.80 3.60

Figura 12. Espectro de RMN 'H en piridina-ds a 400 MHz de las fracciones
cromatograficas 51-61

El espectro de *C (Figura 13) nos confirmé la existencia de un ciclitol ya
que se observaron en la regién de 72 a 75 ppm, cinco sefiales de carbonos bases
de alcohol y en aproximadamente 61 ppm se observé la sefial de un metoxilo.

Estos datos fueron idénticos a los reportados por Misra (2004) para el pinitol.

Se le determind la rotacion especifica obteniéndose un valor positivo, [a], =

+67° donde se puede decir que se obtuvo el (+)-Pinitol.
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OMe
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Figura 13. Espectro de RMN *C en piridina-ds a 100 MHz de las fracciones

comatograficas 51-61.

Como en el espectro de RMN *H en piridina se observa una sobreposicion
de sefiales se procedi6 a realizar estos espectros en D,0, para ver si se lograban

separar estas sefales y poder llevar a cabo la asignaciéon de las mismas.

El espectro de RMN *H en D,O (figura 14) mostré en 3.19 ppm una sefial
doble de dobles con J = 9.53 Hz y J = 9.79 Hz correspondiente al H-3, en 3.43
ppm se observé una sefial simple correspondiente a un metoxilo. En 3.50 ppm se
observo otra sefial doble de dobles con J =9.53 y J = 9.98 Hz correspondiente a
H-4. La sefial del proton cinco se observo como una sefial doble de dobles con J =
9.98 Hz por su acoplamiento trans di-axial con H-4 y una J = 2.60 Hz por su

acoplamiento axial ecuatorial con H-6. En 3.66 ppm se observo otra sefial doble
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de dobles con J = 9.79 Hz correspondiente a un acoplamiento trans di-axial de H-
2 con H-3 y una J = 2.60 Hz del acoplamiento axial-ecuatorial de H-2 con H-1. Las
sefales de los hidrogenos 1 y 6 se encuentran sobrepuestos en 3.85 ppm se

observan como una sefial multiple.

OMe

1,6

Figura 14. Espectro de RMN *H a 400 MHz en D,O del pinitol.

Estas asignaciones fueron realizadas en base al experimento COSY (figura
15) como se puede observar la sefial en 3.19 ppm asignada para H-3 correlaciona

con la sefales en 3.50 y 3.66 ppm correspondiente a los protones H-4 y H-2.
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Figura 15. Espectro de correlacion homonuclear (COSY) del pinitol
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El espectro de RMN de *°C fue asignado en base al experimento HETCOR
(Figura 16). Asi por ejemplo podemos ver que la sefial en 3.19 ppm en la escala
de hidrogeno asignada para H-3 correlaciona con la sefial en 82.96 ppm en
escala de carbono, por lo tanto esta sefal corresponde a C-3. De la misma
manera la sefial en 3.50 ppm correspondiente a H-4 correlaciona con la sefal en

72.32 ppm por la tanto esta sefial se le asigna al C-4.

OMe
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3.16

3 I 3.20
3.24

3.28
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3.36

3.40

3.44

O Me 4 O 3.48
352

3.56
3.60
3.64
3.68
3.72
3.76
3.80
3.84
3.88
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T T T
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— 3.96

Figura 16. Experimento de correlacion heteronuclear (HETCOR) del pinitol.
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6.2. Anédlisis estadistico.

Los valores obtenidos de las pruebas son el promedio de tres repeticiones
por separado del pinitol y su desviacion estandar. Los datos obtenidos se
analizaron con el paquete estadistico Stadistic 7.0 y comparacion de medias
Tukey a = 0.05.

6.3. Ensayos bioldgicos del pinitol contra termitas

Una vez aislado y caracterizado el componente mayoritario del extracto
acuoso de E. cyclocarpum se procedio a realizar los ensayos biolégicos con
termitas, para probar si este era el responsable del efecto antialimentario disuasivo

reportado por Raya y col (2006) en el extracto total.

Se impregnaron discos de papel filtro de 1 cm de diametro con 10 mg de
pinitol, 10 mg de una solucién de boro como control positivo y un disco solo como
control negativo (Figura 17). El ensayo se siguio durante 40 dias, el indice de
alimentacion y sobrevivencia fue medido cada semana. El porcentaje de
alimentacion fue calculado con base al consumo del papel pesado al 100% de
alimentacion.

A)

Figura 17. Ensayo para determinar el posible efecto biologico del pinitol sobre la
alimentacion de la termita I. marginipennis. A) Prueba con pinitol, B) Control positivo boro
C) Control negativo papel solo.
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Del analisis realizado para probar el efecto del pinitol contra las termitas se
observo que este componente no ejercié un efecto termiticida, pero si ejercio un
efecto disuasivo antialimentario contra las termitas ya que en los ensayos
observamos que se comieron gran parte del papel filtro impregnado con pinitol,
comparado con el control positivo (figura 18).

A)
120 1
—e— Boro
100 A —a— Control
—&— Pinitol
§ 80 1
c
©
& 60 -
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E 40
< L 2
20 1
O
0 :
1 14 18 28 40
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55 - 40 Dias
=~ 50 - _
8\/ 45 -
- 40 A
'S 35 1
(&) -
g 30
= 25 1
O 20 A
E 15-
— 10 1
< 5
0 -
Boro Control Pinitol
Tratamientos

Figura 18. Efecto antialimentario del pinitol A) Curso temporal de alimentacion relativa de
las termitas B) Porcentaje de alimentaciéon en cada uno de los tratamientos (n = 3; unidad
experimental = 5)
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En cuanto a mortalidad se observo que se murieron el 100% de las termitas
tratadas con boro, mientras que solo se murié un 10% del control negativo y de la
muestra con pinitol (figura 18). Por lo tanto, el experimento sugiere que el pinitol
del extracto acuoso de E. cyclocarpum no es un termiticida, pero si posee un

efecto disuasivo antialimenario sobre la termita de madera seca |. marginipennis
(figura 19).
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Figura 19. A) Curso temporal de Mortalidad relativa de las termitas B) Porcentaje de
mortalidad en cada uno de los tratamientos. (n = 3; unidad experimental = 5).
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Generalidades

Las maderas secas se molieron en un molino de cuchillas (THOMAS
SCIENTIFIC) de clasificacion de malla 60.

Las liofilizaciones se llevaron acabo en un liofilizador LABCONCO LYPH
LOCK 4.5.

Las determinaciones de fendlicos y flavonoides se realizaron en
espectrofotometro modelo CARY 50 BIO VARIAN UV visible a 725 y 510 nm

respectivamente.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H a 400 MHz, y de *3C
a 100 MHz, asi como los diagramas bi-dimensionales de correlacién *3C/*H
(HETCOR), *H/*H (COSY) se determinaron en un aparato Varian Mercury Plus-
400. En las determinaciones se utiliz6 como disolvente al cloroformo deuterado
(CDCl3) agua deuterada (D20), piridina-ds (CsDsN) y como referencia interna se

utilizé tetrametilsilano (TMS).

La rotacion o6ptica fue determinada en un Polarimetro Perkin Elmer 341

empleando agua como disolvente.

Para las separaciones cromatograficas se utilizé gel de silice Merck 70-

230 mallas, utilizando como fase movil diferentes mezclas de disolventes.
7.2. Obtencion del extracto acuoso de duramen de E. cyclocarpum
La madera de duramen de E. cyclocarpum se obtuvo de distintas

localidades las cuales fueron: residuos de Cuanajo provenientes del estado de

Veracruz, “Los Charcos” municipio de Apatzingan, Tuzantla y localidad “El
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Copalito”, del municipio de Tacambaro; las tres ultimas del estado de Michoacéan,

México. Identificadas por M. C. Xavier Madrigal taxonomista de la UMSNH.

Los ejemplares se sometieron a secado bajo sombra a temperatura
ambiente, en el laboratorio de Preservacion de la Madera de la Facultad de
Ingenieria en Tecnologia de la Madera. Una vez deshidratadas se molieron, de

esta manera se obtuvo el polvo con que se realizé la parte experimental.

B)

Figura 20. Equipo utilizado en la preparacion de los extractos acuosos y en la medicion
de flavonoides y fendlicos totales. A) Molienda de la madera. B) Decoccién del polvo para
la obtencion del extracto acuoso. C) Concentracion de los extractos mediante liofilizacion.
D) Determinacion del contenido de flavonoides y fendlicos totales.

Para las preparaciones del extracto acuoso se pesaron 10 g de polvo de
duramen de E. cyclocarpum, se depositdo en un vaso de precipitado de vidrio de

500 ml vertiendo 220 ml de agua desionizada, se agité constantemente hasta que
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alcanzo el punto de ebullicibn se dejo hervir por un tiempo aproximado de 20
minutos (Figura 19B). Este proceso se realizd dos veces. La suspension final 177
ml se concentro en liofilizador (Figura 19C), se obtuvieron 573 mg del extracto

seco. Se enviaron 10 mg a andlisis preliminar de RMN *H.

Se disolvieron 20 mg del extracto seco en 1ml de agua desionizada, se hicieron
diluciones (cuadro 6) y se les determind la cantidad de flavonoides y fendlicos

totales equivalentes en espectrofotometro (Figura 19D).

7.3. Determinacion de la concentracion de fendlicos totales equivalentes en

E. cyclocarpum

Los fendlicos totales equivalentes se determinaron por el método de Swain
y Hills (1959). Para este ensayo se realizaron seis diluciones para determinar la

concentracion de equivalentes fendlicos totales presentes en los extractos.

Para la determinacion de los equivalentes fendlicos la mezcla de reaccion, se
prepard con 50 ul de las diluciones del extracto acuoso de E. cyclocarpum, se
adicionaron 775 ul de agua, 50 pl reactivo de Folin-Ciocalteu 2.1 M, se agitd y se
por tres minutos a temperatura ambiente, se le adiciond 125 pl de una solucion
saturada Na,COg3 y se dejo reposar a temperatura ambiente por 1 h, después se
determind la absorbencia a 725 nm. Para determinar la cantidad de fendlicos
totales equivalentes y mediante una curva de calibracion usando como estandar

acido p-cumarico.
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Cuadro 6. Especificacion de las diluciones para realizar las lecturas en el

espectrofotometro.

DILUCION EXTRACTO (pl) AGUA (ul) TOTAL (ml)
1 1000 1
1:2 500 500 1
1:10 100* 900 1
1:100 100** 900 1
1:1000 100*** 900 1
1:10000 100 900 1

* Se toman 100 pl de la dilucion 1:10 para hacer la dilucién 1:100
** Se toman 100 pl de la dilucién 1:100 para hacer la dilucion 1:1 000
***Se toman 100 ul de la dilucién 1:1000 para hacer la diluciéon 1:10 000

7.4. Determinacion de la concentracion de flavonoides totales en E.

cyclocarpum

Los flavonoides totales se determinaron por el método de Zhishen y col.
(1999). Para este ensayo se realizaron seis diluciones para determinar la
concentracion de flavonoides totales presentes en los extractos vegetales de E.
cyclocarpum. En cada dilucion de los extractos se tomaron lecturas en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 510 nm para determinar la cantidad

de flavonoides totales y mediante una curva estandar con naringina.

Para la determinacion de los flavonoides totales la mezcla de reaccion, se
prepard con 100 pl de las diluciones del extracto acuoso de E. cyclocarpum, se
adicionaron 400 pul de agua desionizada, 30 ul de una solucion de Na,CO3 al 5%,
se dejo reposar por 5 minutos a temperatura ambiente, se adicionaron 30 ul de
una solucion de AICIl3 al 10%, se dejo reposar un minuto, se agregé 200 pul de una
solucibn de NaOH 10 M, se le adicionaron 240 ul de agua desionizada, se
homogenizo y se dejé reposar a temperatura ambiente por 15 minutos, después

se determind la absorbencia a 510 nm.
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7.5. Obtencidn de extractos de E. cyclocarpum por arrastre de vapor

A 460 g polvo de duramen de E. cyclocarpum se le realizé una extraccion
por arrastre de vapor (figura 20A). El cual se mantuvo durante 5 horas, se
colectaron 220 ml del destilado al cual se les realizd extraccion organica con
cloruro de metileno, con ayuda de un embudo de separacion (figura 20B), se seco
sobre Na,SO,4 anh., se filtré y se concentrd en el rotavapor a 30 °C (figura 20C), el
aceite esencial obtenido 10 mg, fue de un color amarillo claro, se coloc6 en un vial
y se envié a RMN *H (figura 20D).

Figura 21. Equipo utilizado en la realizacion del arrastre de vapor A) Montaje del arrastra
de vapor B) Separacion de la fase organica, C) Concentracion la fase organica D) Vial con
el aceite esencial de E. cyclocarpum.
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7.6. Obtencién de extractos de E. cyclocarpum por reflujo con agua

A 220 g de polvo de duramen de E. cyclocarpum, se le realizé extraccion a
reflujo tres veces con 1400 ml de agua (figura 21A) durante cuatro horas.
Transcurrido este tiempo se filtro, al filtrado se le hizo una extraccion con cloruro
de metileno (figura 21B), se sec6 sobre Na,SO, anh. Se filtr6 y evaporo a
sequedad obteniéndose 205 mg de un sélido de color amarillo; que por RMN *H,
se observo que el componente mayoritario correspondia al manool. Por otra parte

la fase acuosa se liofiliz y se detecto la presencia de pinitol.

A)

Ins

e
e nad e L T T T —

Figura 22. Reflujo en agua para la obtencion de extractos de E. cyclocarpum, A) Montaje
del reflujo, B) Agua recuperada del filtrado y embudo de separacion.

7.7. Obtencion de extractos de E. cyclocarpum por reflujo con hexano

A 190 g de polvo de duramen de E. cyclocarpum se le realiz6 extraccion
con 1400 ml de hexano a reflujo por tres veces durante cuatro horas. Después de
filtrar (figura 22A) y evaporar el disolvente se obtuvieron 2.095 g de un extracto un
poco denso color amarillo (figura 22B). El cual se recuperé en un vial y se envio a

RMN H.
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A) B)

Figura 23. Reflujo hexanico A) Filtrado del reflujo hexanico, B) Muestra recuperada en vial
para enviarse a RMN *H.

7.8. Obtencion de extractos por maceracion con hexano de E. cyclocarpum

A 30 g del polvo de duramen de E. cyclocarpum se le realiz0 maceracion
con 200 ml de hexano (Figura 23A) durante 8 dias por 4 veces, transcurrido este
tiempo se filtro y se evapor6 el disolvente a sequedad, obteniéndose un solido

amarillo (Figura 23B), el cual fue analizado por RMN *H.

Los resultados fueron tabulados en la discusion.

A) B)

Figura 24. A) Maceracion con hexano de polvo de duramen de E. cyclocarpum.
B) Muestra recuperada de las maceraciones en vial para RMN *H
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7.9. Columna cromatografica para la purificacion del manool

La muestra obtenida por arrastre de vapor de E. cyclocarpum (10 mg) se
sometieron a una separacion cromatografica en columna utilizando 3 g de gel de
silice 70-230 mallas, una columna de vidrio de 1 cm de diametro. Como fase mdévil

para el empacamiento se utiliz6 hexano.

Una vez aplicados los 10 mg de muestra se inici0 la elusién en orden
creciente de polaridad, utilizdndose como disolvente al hexano, acetato de etilo y
mezcla de estos en distintas proporciones. Se colectaron 57 fracciones de 5 ml
cada una. Las fracciones eludias con Hexano-AcOEt 95:5 (fracciones 12-13)

correspondieron al manool puro.

RMN 'H 400 MHz CDCl; §: 0.67 (3H, s, Me-20), 0.79 (3H, s, Me-19), 0.87 (3H, s,
Me-18), 1.27 (3H, s, Me-16), 1.98 (1H, m, H-9), 2.37 (1H, m, H-7), 4.37 (1H, s, H-
17), 4.80 (1H, s, H-17’), 5.06 (1H, dd, J = 10.8, 1.3 Hz, H-15), 5.21 (1H, dd, J =
17.4, 1.3 Hz, H-15°), 5.91 (1H, dd, J = 17.4, 1.3 Hz, H-15'), 5.91 (1H, dd, J = 17.4,
10.8 Hz, H-14). RMN *°C 100 MHz CDCl; §: 148.79 (C-8), 145 (C-14), 111.60 (C-
7), 73.67 (C-13), 57.27 (C-19), 55.60 (C-5), 42.21 (C-3), 41.39 (C-12), 39.88 (C-
10), 39.11 (C-1), 38.38 (C-7), 33.61 (C-18) 33.58 (C-4), 28.03 (C-16), 24.47(C-6),
21.62 (C-19), 19.39 (C-2), 17.68 (C-11), 14.44 (C-20).

Figura 25. Columna utilizada para la purificacion del manool
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7.10. Columna cromatografica para la purificacion del pinitol

De la mezcla liofilizada obtenida por decoccion se tomaron 50 mg para
someterlo a una separacion cromatografica en columna utilizando 3 g de gel de
silice 70-230 mallas, una columna de vidrio de 1 cm de diametro. Como fase movil
para el empacamiento se utilizé6 hexano. Una vez aplicados los 50 mg de muestra
se inici6 la elusion en orden creciente de polaridad, utilizandose como disolvente
al hexano, acetato de etilo, metanol y mezcla de estos en distintas proporciones.
Se colectaron 134 fracciones de 5 ml cada una. Las fracciones eluidas con AcOEt-
MeOH 8:2 (fracciones 51-61) correspondieron al pinitol. [a],= +67° (C=0.15, H,0)
a Temperatura ambiente. (Calle y col 1986) [a],= +65° (C=0.4, H,0).

RMN 'H 400 MHz, Pyds &: 3.59 (3H, s, OMe), 3.83 (1H, t J=9.34Hz, H-3), 4.31
(1H, t J=9.34 Hz, H-4), 4.39-4.50 (4H, m, H-1, H-2, H-5 y H-6). RMN **C 100 MHz
Pyds &: 85.73 (C-3), 74.63 (C-1), 74.16 (C-5), 73.75 (C-2), 73.03 (C-4), 72.24 (C-
6), 60.75 (OMe).

RMN *H 400 MHz, D,O &: 3.85 (2H m, H-1, H-6), 3.66 (1H, dd, J = 2.60, 9.79 Hz,
H-2), 3.61 (1H, dd, J = 2.60, 9.98 Hz, H-5), 3.50 (1H, dd, J = 9.53, 9.98 Hz, H-4),
3.4 (3H, s, OMe), 3.19 (1H, dd, J = 9.53, 9.79 Hz, H-3). RMN **C 100 MHz D,O &:
82.96 (C-3), 72.32 (C-1), 71.89 (C-5), 71.67 (C-2), 70.73 (C-4), 70.02 (C-6), 59.88
(OMe).

Figura 26. Columna utilizada para la purificacion del pinitol.
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7.11. Ensayos biologicos del pinitol contra termitas

Se preparé una solucién con 50 mg de pinitol en 100 ul de agua, de la cual
se tomaron 20 ul para impregnar un disco de papel, por otro lado se tomaron 20 pl
de un solucién de boro como control positivo. Para el control negativo se utilizé un
disco de papel (sin ninguna solucion), los discos fueron secados en la estufa hasta
peso constante. Y posteriormente fueron colocados cada uno en cajas de petri con
tres termitas. Se utilizaron discos de papel filtro de 1 cm de diametro. Este
experimento se realizé por quintuplicado. Los resultados fueron analizados en la

discusion de resultados.

C)

Figura 27. Montaje del ensayo biolégico del pinitol contra termitas A) Termitas con pinitol,
B) Termitas en control positivo con boro C) Termitas en control negativo papel filtro solo.
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8. RESUMEN DE RESULTADOS

Se realizaron los extractos del duramen de cuatro plantas de E.
cyclocarpum colectadas en diferentes regiones, mediante los analisis
espectrofotométricos y espectroscopicos de estos extractos se comprobd la

variabilidad natural.

De los extractos obtenidos por arrastre de vapor, reflujos y maceraciones en
hexano se aislo e identifico al manool en las muestras recolectadas en Apatzingan

Michoacan y Veracruz.

Se purificd e identificd al (+)-pinitol como el componente mayoritario del
extracto acuoso de E. cyclocarpum.

Se demostr6 que el (+)-pinitol es uno de los responsable del efecto

antialimentario disuasivo contra la termita de madera seca |. marginipennis.

Este es el primer reporte de la obtencion del (+)-pinitol y del manool de la

madera de duramen de E. cyclocarpum.

9. CONCLUSION

El pinitol uno de los componentes mayoritarios del extracto acuoso obtenido
de madera de duramen de E. cyclocarpum es responsable del efecto

antialimentario observado en extracto acuoso completo.
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GLOSARIO

e Actinomorfica: Flor con simetria radial.

e Aglutinante: Que se adhiere tenazmente a la piel, y sirve para agregar.

e Alimentario: Perteneciente o relativo a la alimentacion.

e Alimentacion: Conjunto de cosas que se proporcionan como alimento.

e Antialimentario: Producto que induce a los insectos a detener su
alimentacion a corto plazo.

¢ Antibacteriano: Que se utilizan para combatir las bacterias.

e Bactericida: Que destruye bacterias.

e Biocida: sustancias quimicas sintéticas, naturales o de origen biolégico o de
origen fisico y estan destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir
la accion o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier microorganismo
considerado nocivo para el hombre.

e Caducifolio: Que pierde todas sus hojas en una época del afo.

e COSY: Experimento de RMN en dos dimensiones de Correlacion
Homonuclear.

¢ Disuadir: Inducir, mover al insecto a desistir de hacer algo

e Foliar: De las hojas de los arboles o relativo a ellas.

e Foliolos: Cada una de las hojas pequeias que forman una hoja.

e HETCOR: Experimento de RMN en dos dimensiones de Correlacion
Heteronuclear.

e |Ictiotdxico: Que causa toxicidad a peces

e Indehiscente: Término referido en general a los frutos que no se abren al
madurar

e Plaguicida: Los plaguicidas son sustancias quimicas utilizadas para
controlar, prevenir o destruir las plagas que afectan a las plantaciones
agricolas.

¢ RMN (Resonancia magnética nuclear): técnica empleada principalmente en
la elucidacion de estructuras moleculares, también se puede emplear con
fines cuantitativos.

e Xiléfago: Insecto que roe madera.

Teresa Pamatz Bolarios 29



