6. RESULTADOS Y DISCUSION



RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Resultados de pruebas preliminares:

Se realizaron las pruebas preliminares para el extracto acuosos de las hojas de
Croton ciliatoglanduliferus y para las semillas sin hojas de Trichilia havanensis, los
resultados de dichas pruebas se muestran en la siguiente tabla.

TABLA 6.1 Resultados de pruebas preliminares.

Acuoso de T. Acuoso de C. Acuoso de T.
havanensis ciliatoglanduliferus havanensis
después de hacer
Cloroférmico

ALCALOIDES
Mayer + ++ ++
Dragendorff - ++ ++
Wagner ++ - -
Hager ++ - +
SAPONINAS
H,O caliente + ++ ++
Rosenthaler ++ ++ ++
TRITERPENOS ++ ++ -

TABLA 6.1 (continuaciéon) Resultados de pruebas preliminares.




TANINOS

Reactivo gelatina ++ - ++
Cloruro férrico + - +

FLAVONOIDES

Vapores de amoniaco + ++ +

Shinoda - - -

Pew’s - 4+ _

Hidroxido de sodio + ++ 1+
GLUCOSIDOS

CARDIOTONICOS

Legal ++ + T+

Analizando la tabla de resultados podemos darnos cuenta que las pruebas dieron
positivas para la mayoria de los grupos de metabolitos secundarios. Una caracteristica
importante que podemos notar al observar los resultados de la Tabla 5.1 fue que al
realizar un extracto cloroférmico previo a un acuoso a las semillas de T. havanensis la
prueba para deteccion de triterpenos nos arroja un resultado negativo, lo cual se debe
probablemente a que este tipo de compuestos son poco polares por lo consiguiente se

ven extraidos por el cloroformo.

En la tabla anterior también existieron resultados negativos y positivos para un

mismo grupo de metabolitos secundarios lo cual es debido al tipo de reactivo que se




utilizé, Es probable que las plantas no produzcan los metabolitos que detecta esa prueba

0 se encuentren en poca cantidad lo cual los hace no detectables.

6.2 Resultados de pruebas de actividad

30mg de cada extracto seco, fueron utilizados para realizar las pruebas de
actividad insecticida. Los resultados obtenidos de dichos ensayos son mostrados en la
siguiente tabla.

TABLA 6.2 Pruebas de actividad insecticida.

Indices de actividad antialimentaria (IA), de disuasién de la alimentacién (ID)
y de supresion de la alimentacion (IS) de cuatro extractos crudos sobre larvas

de Spodoptera exigua (gusano soldado)

Extracto *
1A ID IS
5000 ppm
Clorofoérmico
174+52 47.1+6.2 44+14.7
Cc
H,0 Cc -12.6 +7.8 30.8 +8.9 -18.8 +18.5
H,O Th 50.6 + 5.4 17.8 +6.2 429+ 6.3

*Cc= Croton ciliatoglanduliferus

**Th= Trichilia havanensis.

Los resultados arrojados por los ensayos de actividad bioldgica dieron un alto
indice antialimentario para T. havanensis lo cual nos indica una inhibicion en la

alimentacion del gusano soldado.



Por otra parte C. ciliatoglanduliferus tuvo mejores resultados de indice de
disuasion ya que el gusano si llegd a probar los discos foliares marcados con el extracto

solo que no los consumi6, optando por comer los no marcados.

6.3 Cromatografia de Croton ciliatoglanduliferus:

Se hizo una columna cromatografica en silica gel (50.000g), en la cual se
colocaron 5g de extracto. Se obtuvieron un total 158 fracciones cada una de las cuales
fue probada en placas de cromatografia de placa fina para juntar aquellas que tuvieran
un Rf similar con lo cual se obtuvieron 15 fracciones distintas con un peso total de

1.826g y un rendimiento del 36.526%.

Los pesos obtenidos de cada fraccion se muestran en la siguiente tabla:

TABLA 6.3 Pesos de fracciones de extracto acuoso de C. ciliatoglanduliferus.

FRACCION || Fracciones juntadas || Peso (mg) Polaridad (%)

F1 1-13 127.20 AcOEt/Hx (55%:45%)




F2 14-20 70.20 AcOEVHX (55%:45%)
F3 21-29 29.60 AcOEY/Hx (65%:35%)
F4 30-36 19.60 AcOEVHx (75%:25%)
F5 37-40 54.40 AcOEVHx (75%:25%)

F6 41-52 4.80 AcOEVHx (95%:5%)

F7 53-56 11.60 AcOEVHx (95%:5%)

F8 57-71 76.40 AcOEt (100%)

F9 72-75 78.20 MetOH /AcOEt (10%:90%)
F10 76-86 100.80 MetOH /AcOEt (10%:90%)
F11 87-98 81.80 MetOH /AcOEt (20%:80%)
FI12 99-107 101.50 MetOH /AcOEt (50%:50%)
F13 108-118 33.80 MetOH /AcOEt (40%:60%)
Fl4 119-150 142.00 MetOH /AcOEt (20%:80%)
F15 151-158 894.40 MetOH (100%)

*AcOEt = Acetato de Etilo. Hx = Hexano. MetOH = Metanol.

Asi como para el extracto acuoso, el extracto cloroféormico también fue

sembrado en columna cromatografica de silica gel obteniéndose 60 fracciones, las

cuales al juntar aquellas que presentaban el mismo Rf resultaron 7 fracciones distintas.

El peso total de las fracciones obtenidas fue de 1.648g lo que es igual a un rendimiento

del 55.000%.

La siguiente tabla muestra los pesos de cada fraccion y las fracciones que fueron

juntadas.




TABLA 6.4 Peso de fracciones de extracto cloroformico de C. ciliatoglanduliferus

FRACCION Fracciones juntadas Peso en mg
F1 1-11 228.00
F2 12-14 130.00
F3 15-23 220.00
F4 24-26 180.00
F5 27-40 180.00
F6 41-50 250.00
F7 51-60 460.00

6.4 Cromatografia y pruebas de actividad de Trichilia havanensis

Se hizo un extracto acuoso de Trichilia havanensis el cual, una vez liofilizado,

peso 32.340g de extracto seco, de esta cantidad, 10.000g se utilizaron en cromatografia

de silica gel obteniendo 63 fracciones de S0mL y una tltima fraccion de 250ml. Por

comparacion en cromatografia de placa fina, se juntaron aquéllas que presentaron igual

Rf obteniendo al final 8 fracciones. El peso total obtenido fue de 4.969g con un

rendimiento de 49.690%.

En la siguiente tabla se muestran los pesos de cada fraccion ya sin disolvente.

TABLA 6.5. Pesos de fracciones del extracto acuoso de Trichilia havanensis.

FRACCIONES || Fracciones juntadas Cantidad Polaridad (%)
obtenida
F1 1-3 220.00mg || AcOEt/MetOH (60%:40%)




2 4-8 840.00mg || AcCOEt/MetOH (60%:40%)
F3 9-17 410.00mg |[ AcOEUMetOH (40%:60%)
F4 18-31 420.00mg ][ AcCOEYMetOH (20%:80%)
F5 35-46 859.00mg MetOH (100%)

F6 47-56 300.00mg || H,O/MetOH (25%:75%)
F7 57-63 220.00mg |[ HO/MetOH (50%:50%)
F8 64 1.17g H,0 (100%)

Se tomaron 100mg de cada fraccion para hacer las pruebas de actividad

bioldgica correspondiente obteniendo los siguientes resultados:

TABLA 6.6. Resultados de indices de actividad biologica de T. havanensis

Indices de actividad antialimentaria de ocho fracciones del extracto acuoso de

semillas de T. havanensis sobre larvas de S. exigua

Fracciones
TIA+E.E. ID+E.E. IS+ E.E.

1000 ppm
F1 -1.0+£29 22+35 8.9+3.6

F2 92+26 -104£6.2 25.1+4.8




F3 193+33 -15.7+£7.0 355+£3.5
F4 55.0 +4.9 -8.7+£5.5 41.0+3.0
F5 32.5+3.7 74+7.1 25.7+£3.2
Fé6 40.6 £ 2.5 35+6.4 39.1+3.7
F7 47.4 £3.2 43+7.6 425+34
F8 44.7 £4.0 11.9+8.9 44.7 £3.7

De acuerdo con los resultados de la tabla 5.6, las fracciones que presentaron
mayor indice de actividad antialimentaria y de supresion de apetito fueron las fracciones
F4, F7 Y F8. Los bajos indices de disuasién presentados en la tabla 5.6 eran de
esperarse de acuerdo a la tabla 5.2. En la cual se observo un indice de disuasion bajo

para el extracto acuoso original del cual provienen estas fracciones

La F8 (300.00mg) se trabajo en columna de gel de silice (24g) obteniendo 6

fracciones distintas. Las cuales se procesaron en HPLC con columna C18 obteniendo

los siguientes cromatogramas:

La fraccion 1 presento6 el siguiente cromatograma:

CROMATOGRAMA 1 de la F1 de la F8
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Se recolectaron 9 fracciones de acuerdo a los picos que aparecieron en el
cromatograma, en algunos casos en lo que no se resolvian las sefiales correctamente se

tomo la decision de juntarlos con otros para en un futuro purificarse con una columna

distinta.

Los tiempos de retencion de los picos observados y recolectados se pueden

observar en la siguiente tabla:

TABLA 6.7 Datos del cromatograma.



# de PICO || Tiempo de retencién (en min.) Anchura de pico (en min.)
1 4.35 1.18
2 6.00 2.7
3 9.50 1.6
4 11.15 2.55
5 13.80 1.9
6 15.55 1.85
7 17.50 1.25
8 19.60 1.48
9 21.10 29

En este cromatograma podemos observar claramente el pico numero 3 bien
definido, que por la cantidad obtenida fue el unico que se pudo -elucidar

estructuralmente por RMN.

El analisis de los espectros de RMN de hidrogeno (‘H), carbono 13 (°C),
gCOSY, APT, y HSQC, la bibliografia consultada y el uso del programa de modelado
molecular (PCMODEL v6.0), el compuesto obtenido es el 4-(isopropil)-1metil-3-

ciclohexanol comunmente conocido con el nombre de mentol.



Figura 6.1 Mentol
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CROMATOGRAMA 2 F6 de F8

Se utiliz6 como fase moévil una mezcla de metanol-agua 68-32. La solucion que

se inyectd tenia una concentracion de 1.13mg/mL y se trabajo de acuerdo a la

metodologia mencionada.

Se recolectaron 8 fracciones distintas y en la siguiente tabla se muestran sus

picos de retencion.



TABLA 6.8 Tiempo de retencion de picos de la fraccion 6

# DE PICO || Tiempo de retencion (en min.) Anchura del pico (en min.)
1 1.83 1.47
2 3.58 0.37
3 4.00 0.65
4 4.86 0.49
5 5.50 0.41
6 6.00 13.70
7 19.70 1.10
8 21.73 1.33

Los picos mejor definidos y resueltos son el 7 y 8 los cuales por su forma
podemos pensar que se encuentran bastante puros y se planea elucidar su estructura en

un futuro con la ayuda de RMN.

Las 4 fracciones restantes fueron también trabajadas en HPLC pero sus
cromatogramas no salian con los picos bien resueltos o las fracciones no salieron en
cantidades suficientes como para ser observadas en RMN. La falta de resolucion de los
picos se debe probablemente al tipo de columna utilizada, con lo cual se recomienda

usar alguna otra para obtener la purificacion de dichas fracciones.

6.5 Elucidacion del Compuesto




La elucidacion de la estructura se realizé con la ayuda de los espectros de RMN

de 'H y BC asi como los experimentos de HSQC, APT y gCOSY.

Primeramente se analizaron los espectros de 'H y Bc apoyandose en el
experimento de HSQC. Se compararon con la literatura y coincidieron con los espectros
reportados para el mentol.

FIGURA 6.2 Espectro '"H-RMN

Solvente: CD30D |

El espectro 'H-RMN (Figura 6.2) mostr6 una sefial a & 3.32 (ddd) asignado a H-
3, la sefial a & 2.22 se mostré como un hepteto doble asignado a H-8. La sefial a  1.93
(dddd) fue asignada al H-2a mostrando un acoplamiento a larga distancia tipo W con H-
60. En el rango de 6 1.55-1.72 se encuentran las sefiales correspondientes a H-6a y H-

5B. El Multiplete de la region & 1.26-1.50 fue asignado al H-1. Se encontraron sefiales



superpuestas y dificiles de identificar en la region 6 0.83- 1.25 correspondientes a H-4,
H-2pB, H-6P y 5-Ha. Tres sefiales dobles correspondientes a grupos metilos a 6 0.8 (CH3-

9), 8 0.9 (CHs-7), 8 0.92 (CH;-10).

La asignacion de este espectro fue conforme a los datos espectroscopicos de la
literatura (Silverstein et al 1996). Las constantes de acoplamiento se encuentran

enlistadas en la tabla 5.9.

La asignacién del espectro de carbono *C-RMN fue hecha con la ayuda
de un experimento de HSQC (Figura 6.3), este tipo de experimento permite
correlacionar los hidrogenos con los carbonos a los cuales estan unidos. En el
experimento de HSQC que se muestra en la figura (Figura 6.3 ) se observa que el C1
correlaciona con la sefial de hidrogeno que aparece a & 1.4, el C2 con la de 6 0.90 y con
la sefial a & 1.90, C3 con la de & 3.40, el C4 con lade 6 1.10, C5 con una sefial a 6 0.95
y a b 1.60, el C6 una sefial a & 1.7 y con otra a & 0.80, el C7 correlaciona con una sola
senal a 0 0.85 de desplazamiento, el C8 con la sefial correspondiente al desplazamiento
de & 2.20 y el C10 y C9 con correlacion con las sefales en & 0.92 y 6 0.80

respectivamente.



FIGURA 6.3 Experimento HSQC.
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El experimento APT, mostrado en la figura 6.4 corrobora las observaciones

hechas en el HSQC.



FIGURA 6.4, Experimento APT
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Posteriormente, se realizdo un modelado molecular utilizando el programa con el
que se cuenta que fue el PCMODEL para asi observar la conformaciéon de minima
energia. Luego, se obtuvieron las constantes de acoplamiento tedricas entre sus

hidrégenos a partir del valor de los dngulos diedros.

En la siguiente tabla se pueden observar las constantes de acoplamiento teoricas

y experimentales de cada hidrogeno de la molécula.

En dicha tabla se pueden observar la muy buena concordancia entre las
constantes de acoplamiento tedricas con las experimentales.

TABLA 6.9. Constantes de acoplamiento.

Hidroégeno (0] J teorica [Hz] J [Hz] exp obtenida
Hio-Haq 59.7 3.25 3.4
Hio-Hap 177 12.34 11.4
Hio-He o -59.4 3.29 3.4
Hio-Hep -176.8 12.34 11.8
H;,-CH; -7 - - 6.6




Hoo-Ha g - - 15
Hao-H3 -57.5 4.5 4.4
Hyo-He o Acoplamiento tipo w a larga distancia. 2.2
Hap-Hs -147.7 11.3 10.0
TABLA 6.9. (Continuacion) Constantes de acoplamiento.
Hidrogeno ® J tedrica [Hz] J [Hz] exp obtenida
H; o-Hs o -179.2 12.4 10.0
Hap-Hs -179.4 12.4 *
Hap-Hsg -61.8 3.0 2.2
Hap-Hs 77.0 1.0 22.0
Hsq-Hsp - - 15.0
Hsq-Heq 57.2 3.5 *
Hsq-He p 174.4 13.2 *
Hsp-Heq -59.0 3.1 3.2
Hsp-He 58.2 33 *
Heo-He g - - 12.0
Hg-CH3; -9 - - 7.0
Hg-CH; - 10 - - 7.0

*sefiales superpuestas para su identificacion




FIGURA 6.5 Conformacién de minima energia del mentol (PCMODEL)

6.6 Asignacion de sefiales de carbono

El espectro de ?C-RMN vy su posterior comparacion bibliografica (Silverstein et
al 1996), nos arroj6 la siguiente tabla, en ella se asignan los desplazamientos quimicos
de las senales de carbono en nuestra muestra y las reportadas. Dichas sefales son muy
semejantes con lo que el compuesto obtenido es el mentol.

En articulos revisados (Soheil, S. et al 2003), se encontr6 la numeracion
correcta reportada para cada carbono del mentol.

FIGURA 6.6 Mentol numerado
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TABLA 6.10 ] *C-RMN para mentol (CD;0D) y TMS Como patrén interno

Numero de Carbono Desplazamiento (ppm)
Experimental
1 32.6
2 46.0
3 71.3
4 51.0
5 233
6 35.5
7 22.5
8 26.0
9 16.3
10 19.0

Figura 6.7 Espectro de carbono.
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El mentol es un metabolito secundario aislado inicialmente del género Mentha y
es ampliamente usado principalmente como aromatizante y saborizante, aunque también

se le llega a utilizar como digestivo y sustancia refrescante para la piel.

Debido a que este compuesto fue extraido de una de las fracciones que
presentaban gran actividad antialimentaria, es probable que sea uno de los causantes de
dicha actividad. Maggi Maria, en su articulo “El origen de los pesticidas Naturales” nos
menciona el uso del mentol como repelente de insectos de la papa. Distintos autores han
mencionado también el uso de la Mentha rotundifolia y Mentha piperita, como buenas
repelentes de mosquitos al untarse en la piel lociones hechas a base de extractos acuosos

de dichas plantas (Clemente S.).

Otro dato que nos hace pensar que el mentol puede ser el o uno de los
metabolitos responsables de la actividad repelente de ésta planta es la comparacion
estructural con el compuesto llamado p-Mentano-3,8-diol. Dicho compuesto ya ha sido
estudiado especialmente como insecticida y repelente y su nombre IUPAC es 2-(2-

hidroxil-2-metil)-5-metil-ciclohexanol (Pest Management Regulatory Agency 2002)



El compuesto anteriormente mencionado tiene una estructura muy parecida al
mentol solo que uno de los grupos metilo del sustituyente isopropilo esta reemplazado

por un grupo -OH.

La siguiente figura compara las dos moléculas:

Figura 6.8 Comparacion entre mentol y compuesto insecticida

Mentol p- Menthano-3,8-diol

Observando lo anterior se recomienda probar la actividad biolégica del mentol

para comprobar si es un compuesto que puede ser utilizado como repelente o no.



