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RESUMEN GENERAL

CARACTERISTICAS ANATOMICAS, DENSIDAD DE LA MADERA Y ESTUDIO
FITOQUIMICO DE LA RAIiZ DE Fagus grandifolia subsp. mexicana
(MARTINEZ)

En México el género Fagus esta representado por Fagus grandifolia subsp.
mexicana es una especie endémica con distribucion en el Bosque Mesofilo de
Montafia en los estados de Hidalgo, Nuevo Ledén, Puebla, San Luis Potosi,
Tamaulipas y Veracruz. El propdsito de esta investigacion fue conocer las
caracteristicas anatomicas, densidad de la madera y determinar los metabolitos
secundarios del Fagus grandifolia subsp. mexicana. Se utilizé un método no
destructivo, se extrajeron diez virutas ala altura del.30m del fuste. También se
colecto madera y raiz de un arbol derribado por el viento. La anatomia
macroscopica se realiz6 en probetas de los planos tipicos de la madera, la
microscopica en preparaciones fijas de cortes tipicos y en material disociado. La
clasificacion de las caracteristicas anatomicas se hizo en base a IAWA List of
microscopic features for hardwood identification. La densidad de la madera se
estimé segun la NOM EE-117-1981. Los metabolitos secundarios se aislaron del
extracto hexanico de raiz, por medio de cromatografia en columna, se
identificaron por métodos espectroscopicos. La madera de haya mexicana es de
color castafio claro, olor ligero, sabor amargo-astringente, brillo de medio a alto,
veteado pronunciado, hilo recto y textura gruesa, se distinguen zonas de
crecimiento, porosidad difusa, poros solitarios y agregados, placa simple y
escaleriforme, puntuaciones intervasculares aeroladas opuestas, elementos de
vaso medianos, tilosis, traqueidas vacicentricas, fibras libiformes, parénquima
axial apotraqueal difuso y difuso agregado, paratragueal escaso, rayos

heterocelulares de uniseraidos a multiseriados y agregados, cristales prismaticos
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y cuerpos de silice. La densidad basica de la madera es de 0.58 g/cm3. Se
encontraron cinco compuestos: -Sitosterol, Estigmasterol, 33-Hidroxi-24-metilen
cicloartano, Stigmast-4-en-3-one y Glucosido de p-Sitosterol. La madera de haya

mexicana puede ser utilizada en la fabricacion de pisos, implementos agricolas
entre otros.

Palabras clave: Haya mexicana, anatomia de la madera, propiedad fisica,
metabolitos secundarios.

! Tesis de Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales, Universidad Autbnoma Chapingo
Autor: Liliana Cuapio Hernandez

Director de tesis: Dr. Benito Reyes Trejo
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GENERAL ABSTRACT

ANATOMICAL CHARACTERISTICS, WOOD DENSITY AND
PHYTOCHEMICAL STUDY OF THE ROOT of Fagus grandifolia subsp.
mexicana (MARTINEZ)

In Mexico the genus Fagus is represented by Fagus grandifolia subsp. mexicana,
an endemic species distributed in the cloud forest of the states of Hidalgo, Nuevo
Leon, Puebla, San Luis Potosi, Tamaulipas and Veracruz, México. The purpose
of this research was to know the wood anatomical features, the wood density and
to know the secondary metabolites in the species Fagus grandifolia subsp.
mexicana. A non-destructive method was used, ten shavings were extracted at
the height of 1.30 m from the stem. Also, wood and root were collected from a
tree felled by the wind. The macroscopic anatomical was made with wood
specimens of the typical planes of the wood, the microscopic anatomical
description was made with permanent slides of typical cuts and dissociated
material. The classification of the anatomical features was made acording to the
IAWA List of microscopic features for hardwood identification. The wood density
was determined according to the NOM—-EE-167-83 standard. The secondary
metabolites were isolated in a hexane extract of root, by column chromatography,
and the identification of compounds was performed with spectroscopic methods.
The mexican beech wood is light brown, has a slight odor, bitter-astringent taste,
medium to high luster, veining pronounced, straight grained and coarse texture,
growth zones boundaries distinct, diffuse porous, vessels solitary and also in
small clusters, simple and scalariform perforation plates, intervessel pits opposite,
medium vessel element length, tyloses, vasicentric tracheids, libriform fibers, axial

parenchyma apotracheal diffuse and diffuse aggregate and scant paratracheal,
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heterogeneous rays, from uniseriate to multiseriate and aggregate rays, prismatic
crystals and silica bodies present. The wood density is 0.579 g / cm3. Five
compounds were isolated: B-Sitosterol, Stigmasterol, Cycloartanol, Stigmast-4-
en-3-one and B-Sitosterol glucoside. The Mexican beech wood can be used for

the manufacture of floors and agricultural implements, among others.

Key words: Mexican beech, wood anatomy, wood density, secondary metabolites
2

2 Tesis de Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: Liliana Cuapio Hernandez
Director de tesis: Dr. Benito Reyes Trejo
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1. INTRODUCCION GENERAL

Los recursos forestales son parte de la diversidad que posee el pais, en estos
habitan plantas, arboles, fauna, insectos, hongos, microorganismos etc. la gran
mayoria de estos seres han sido poco estudiados, repercutiendo en un
desconocimiento de la importancia ecoldgica de cada uno. Tal es el caso del haya
(Fagus grandifolia subsp. mexicana Martinez) especie objeto de estudio de esta
investigacion, el haya es una especie endémica y se encuentra en categoria de
proteccion de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT 2010, las investigaciones
sobre la especie se han enfocado hasta el momento en su conservacion,

regeneracion, genética, tamafio y distribucion de las poblaciones.

Los bosques de Fagus grandifolia subsp. mexicana en el pais son susceptibles a
incendios forestales, deforestacién, fragmentacion por el cambio de uso del suelo
y a otros factores antropogénicos que inciden en el decremento paulatino de la
superficie de estos, aunado al desconocimiento del potencial productivo del haya.
Otras especies forestales en categorias de proteccion son aprovechadas bajo
esquemas de Planes de Manejo Forestal y Unidades de Manejo para la
Conservacion de la Vida Silvestre debido a que la madera de esas especies son
apreciadas por sus cualidades y poseen un importante valor comercial, por
ejemplo el cedro rojo (Cedrela odorata L.).

La finalidad de este trabajo de investigacion es describir las caracteristicas
anatomicas de la madera, estimar densidad de la madera e identificar metabolitos
secundarios en la raiz del Fagus grandifolia subsp. mexicana para generar
informacion que contribuya al conocimiento cientifico, valoracion de las
cualidades de madera y y en el futuro coadyuve en el disefio de estrategias de

manejo y conservacion de la especie.



2. REVISION DE LITERATURA

La especie Fagus grandifolia Ehrh. subsp. mexicana (Martinez) E. Murray,
pertenece al orden de los Fagales, familia Fagaceae, genero Fagus, especie
grandifolia, subespecie mexicana, nombre comun haya (Ehnis, 1981). Es una
especie endémica y protegida de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2010. Los
bosques de haya en México estan en peligro de extincion, existe un area total
menor a 160 ha. y estan disminuyendo a nivel nacional. Esta es una razon
importante para implementar programas de conservacion y manejo de los
bosques de haya en México (Rodriguez-Ramirez, Sanchez-Gonzélez, y Angeles-
Pérez, 2013).

La madera es un material anisotrépico, formada por células individuales, que
juntas determinan su morfologia. Existe gran variabilidad de las caracteristicas
anatomicas y propiedades fisicas, mecéanicas y quimicas de la madera entre
especies e incluso entre individuos de la misma especie como consecuencia de
la interaccion de los diversos factores ambientales. (Vignote P., Picos M., &
Zamora P., 2001). Las caracteristicas y propiedades fisicas, mecanicas y
guimicas de la madera tienen gran influencia en el proceso de transformacion y
calidad de productos (Vignote, 2001).

La madera del género Fagus en México hasta el momento no ha sido estudiada,
en otras regiones del mundo la madera de este género posee gran importancia

en aspectos de manejo forestal, produccion, transformacion y comercializacion.

2.2 Anatomia de la madera

Los caracteres anatomicos y organolépticos son Utiles para la identificacion de la

madera y son un auxiliar en la determinacién de algunas de sus propiedades

fisicas y mecénicas (Barafiao, Pendn, Craig, Cucciufo, y De Falco, 2008). Las



caracteristicas anatdbmicas macroscopicas son: color, olor, sabor, brillo, veteado,
hilo y textura. Barin (como se citd en Perez, 1999) menciona que la madera de
Fagus grandifolia spp. mexicana es de color blanco o marrén palido, en ocasiones
con tinte rosado, anillos visibles, grano recto, textura fina y uniforme. La madera
de F. grandifolia (haya americana) varia en color la albura es casi blanca con un
tinte rojo, mientras que en el duramen es pardo rojizo en algunos arboles y de
color rojo claro a oscuro (Alden, 1995), (Carpenter, 1974), (Bond y Hamner,
2002). No contiene sabor ni olor distinguible, el veteado tiene poca figura y textura

uniforme (Southeastern Lumber Manufacturers Association Inc., n.d.).

En la madera de F. grandifolia los caracteres microscépicos indican que no existe
una linea clara de demarcacion entre el duramen y la albura. La albura puede
tener de 2 a 5 pulgadas de grosor (Carpenter, 1974), (Southeastern Lumber
Manufacturers Association Inc., n.d.). Anillos de crecimientos distintos, porosidad
es difusa, poros pequefos, solitarios y en mudltiplos y racimos irregulares,
numerosos Yy uniformemente distribuidos en la mayor parte del anillo; estrechos
pero distintos en cada anillo debido a la disminucion del tamafio del poro. Los
rayos son gruesos de 15-25 seriados y uniseriados (Bond y Patrick., 2013), (Bond
y Hamner, 2002), parénquima apotragueal en bandas y ausencia de tilosis (Bond
y Patrick, 2013).

Las caracteristicas anatémicas macroscoépicas de la madera de Fagus sylvatica
son: color rosa blanquecino a marrén claro rojizo, brillo medio, olor y sabor no
distinguible, grano recto a ligeramente irregular y textura media (Kribs, 1968). La
madera F. sylvatica, presenta las siguientes caracteristicas microscépicas:
porosidad difusa semicircular, poros solitarios y agrupados (Schweingruber,
1982), proporcién de vasos variable entre 90-150 vasos/mm?, didmetro entre 50
y 60 um, punteaduras areoladas sencillas (Vignote et al. 2001), placa simple y
ocasionalmente escaleriforme, frecuentemente poros con tilosis, rayos

heterogéneos y homogéneos, uniseriados y multiseriados. fibras libiformes.



(Schweingruber, 1982), didmetro y grosor oscila entre 20-25 um. y 8-10 um.

respectivamente.

2.3 Densidad de la madera

La densidad de la madera es la propiedad fisica de la madera de mayor
importancia, debido a que influye de forma directa en casi la totalidad de las
caracteristicas fisicas y mecénicas (Vignote, et al., 2001). El peso especifico
aparente (densidad) de un cuerpo es la relacion entre su peso y volumen. La
madera al ser un cuerpo higroscopico y poroso, su volumen varia debido al
contenido de humedad (Kollmann, 1959). Dadas las caracteristicas de la madera,
la densidad de la madera debera expresar el contenido de humedad (CH) como
puede ser: el 0% de CH se denomina densidad anhidra, 12% de CH es la
densidad normal. La densidad basica de una madera es la relacion entre el peso
anhidro y volumen de la madera cuando el contenido de humedad es superior al

punto de saturacion de la fibra. (Vignote y Jiménez, 1996).

La densidad basica de la madera es un indicador de gran relevancia de muchas
de las propiedades de la madera, debido a que presenta una buena correlacién
con otras caracteristicas y propiedades como son: la estructura anatomica,
contenido de humedad y relacion albura y duramen en cada especie. (Tamarit-

Urias y Fuentes-Salinas, 2003)

La NOM EE-117-1981 establece los métodos de prueba para determinar el peso
especifico aparente de la madera en la fabricacibn de envases y embalajes.
Especifica los aparatos, equipos y dimension de las muestras (2 cm x 2 cm X
2cm) para estimar el peso especifico. Describe los métodos para determinar el
volumen de la probeta e indica las expresiones matematicas para realizar los

calculos del peso especifico aparente.



La densidad de la madera para F. grandifolia es de 0.64 con un contenido de
humedad al 12% (Bond y Hamner, 2002), (Alden, 1995) y (Southeastern Lumber
Manufacturers Association Inc., n.d.). Por otra parte (Carpenter, 1974) menciona

gue la gravedad especifica es de 0.56.

La especie F. sylvatica tiene una densidad normal de 0.772 g/cm? clasificandola
como semipesada de acuerdo a la norma UNE 56.540 (Vignote, Picos, y Zamora,
2001)

2.4 Usos de la madera

La madera de haya esté clasificada como pesada, dura, fuerte, alta en resistencia
al choque y muy adecuada para doblar al vapor, es una madera excelente para
girar, se desgasta bien y es bastante facil de tratar con preservativos
(Southeastern Lumber Manufacturers Association Inc., n.d.), es de facil terminado
con pintura o acabados transparentes (Carpenter, 1974). La madera
generalmente se utiliza en pisos, muebles, manijas, chapa, y contenedores.
Cuando es tratado, es conveniente para los lazos ferroviarios (Southeastern
Lumber Manufacturers Association Inc., n.d.). El haya ha incrementado uso para
la fabricacion de partes curvas en sillas, también puede utilizarse como
reemplazo parcial de maderas coniferas en la fabricacién del grado de viscosa

de la pulpa disolvente (Carpenter, 1974).

2.5 Fitoquimica

La fitoquimica es una parte de la quimica que permite aislar e identificar los

principios activos de las plantas con actividad biol6gica. Estudia la variedad de

sustancias organicas elaboradas y acumuladas por las plantas, determina la



estructura y biosintesis, para derivar en su posible uso industrial, medicinal o

alimenticio (Carrizales y Soto, 1979).

La separacion de componentes de una mezcla generalmente se realiza con
técnicas de cromatografia. La cromatografia es un método fisico —quimico de
separacion de componentes de una mezcla, se fundamenta en dos fases
estacionaria y movil, la estacionaria es un area de gran superficie consiste en un
sélido poroso o un liquido retenido en un soporte soélido. La fase movil
generalmente es un fluido (liquido o gas) que pasa a través de la fase
estacionaria. Esta técnica de separacion permite identificar y medir la cantidad
del compuesto. La cromatografia en capa delgada se basa en una fase
estacionaria extendida en un soporte generalmente una placa (gel de silice,
alimina o celulosa) en la que se sitla la disolucion de la muestra y una fase movil
que fluye a través de ella. La fase movil siempre es un liquido mientras que la
fase estacionaria puede ser un liquido o sdélido adsorbente. El flujo de la fase
movil se produce por capilaridad y/o gravedad (Valcarcel y Gomez, 1988). La
eleccion de la fase movil se realiza de forma empirica, hay que estudiar la
polaridad del componente y probar con solventes cada vez menos polares y que

generen una mejor elucion (Carrién y Garcia, 2010).

La cromatografia en columna es una técnica de separacion en donde la fase
estacionaria (silica gel) esta contenida dentro de en un tubo de vidrio vertical. La
muestra es aplicada liquida y sélida (absorbida) por la fase estacionaria. La fase
movil (eluente) se agrega por la parte superior del tubo cromatografico y se filtra
a lo largo del lecho estacionario fluyendo por gravedad. Las muestras son
colectan en la parte inferior, de esta manera se separan los componentes de la

muestra.(Martinez, Valencia, Jimenez, Mesa, y Galeano, 2008).

La identificacion compuestos se realiza con métodos espectroscopicos (masas,
infrarrojo, Resonancia Magnética de protén (RMN-1H), Resonancia Magnética de
Carbono (RMN-13C).



Las propiedades quimicas del haya hacen que sea una fuente importante de
varios productos quimicos ampliamente utilizados. Es una madera excepcional
para la produccion de metanol, acetato y alquitran de madera. La creosota hecha
de alquitrdn de haya es considerada la mejor para fines médicos.(Carpenter,
1974). Yamamoto, Inciong, Davin, y Lewis (1990) demostraron la formacion de
Z-coniferina en corteza de Fagus grandifolia, la corteza de haya acumula
exclusivamente cis-monolignoles y sus conjugados glucosidicos. La acumulacion
de Z-monolignoles es una prueba de que los monolignoles cis estan implicados
en la formacion de lignina en estos tejidos vegetales.

Los metabolitos secundarios funcionan como alternativa para la prevencion y
tratamiento de algunos padecimientos que actualmente tiene mucha significancia

en la mortalidad de la poblacion (Rosales, 2005).

2.6 Arboles medicinales

Las plantas de México son utilizadas para una gran variedad de propositos, entre
los que se incluyen los usos medicinales, comestibles, colorantes, aromatizantes,
maderables, combustibles, materias primas, adhesivos y otros usos diversos.
(Caballero, Casas, Cortés, y Mapes, 1998). Entre estas plantas se encuentran
especies de arboles de gran importancia en la medicina tradicional y en la
moderna, tal es el caso del tepezcohuite, cuachalalate y arbol del tejo. El
Tepezcohuite (Mimosa tenuiflora) conocido como “arbol de la piel” a la corteza de
este arbol se le atribuyen efectos analgésicos, antiinflamatorios y capacidad de
acelerar la cicatrizacién. El cuachalalate (Amphiptherygium adstringens) tiene
propiedades curativas como: reduce el colesterol, antiinflamatorias y agente
antiulceroso (Olivera, et al., 1999), es usado en el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales. El arbol del tejo (Taxus spp.) contiene en el follaje y corteza

taxoides, son metabolitos secundarios de gran importancia comercial debido a la



actividad anticancerigena, el taxol funciona como un potente agente
quimioterapéutico aprovechado en el tratamiento de una gran variedad de tipos
de céancer: seno, pulmén y ovario, principalmente (Barrales-Curefio y Soto-
Hernandez, 2012).

Otras especies forestales como el encino o pino son de gran importancia
socioecondmica por el valor comercial de su madera, sin embargo especies del
genero Quercus son empleadas en infusiones para el tratamiento de
enfermedades. La corteza y hojas de Q. acatenangensis se emplea para el
tratamiento de heridas, llagas y granos infectados e infecciones vaginales. La
corteza seca y molida de Q. acutifolia se utiliza en las quemaduras de piel. Las
especies Q. conspersa y Q. crassifolia se le atribuyen propiedades
desinflamatorias y se utilizan en padecimientos de encias y amigdalas
inflamadas. Ademas la especie Q. crassifolia se utiliza en combinacién con otras
plantas en el temazcal para bafiar a las mujeres después del parto (Luna,
Montalvo y Renddn, 2003)

Los aceites esenciales de Liquidambar styraciflua y Pinus gregii poseen
propiedades para combatir insectos Los extractos etandlicos de las especies
Bursera simaruba, Cedrela odorata tienen actividad antibacteriana (Villavicencio-

Nieto y Pérez-Escandoén, 2010)

2.7 Area de estudio

El area de estudio es el bosque de haya ubicado en Ejido La Mojonera, municipio
de Zacualtipan, estado de Hidalgo (Figura 2.1). El bosque de haya de haya
comprende 43 ha. (Martinez, 2014) se ubicacién geografica es 20°38°0.3322
latitud norte, 98° 36'51.8” longitud oeste, el estrato arboreo superior se encuentra
dominado por F. grandifolia subsp. mexicana en el que se asocian en menor

grado especies como Magnolia schiedeana Schlecht., Clethra macrophylla M.



Martens y Galeotti y especies del genero Quercus sp. (Rodriguez-Ramirez et al.,
2013).
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3. ANATOMIA DE LA MADERA DE FAGUS GRANDIFOLIA
SUBSP. MEXICANA

3.1 Resumen

En México el género Fagus esta representado por Fagus grandifolia subsp.
mexicana que es una especie endémica con una distribucion restringidas a los
estados de Hidalgo, Nuevo Leon, Puebla, San Luis Potosi, Tamaulipas y
Veracruz . El propdsito de esta investigacion fue conocer las caracteristicas
anatomicas de la madera Fagus grandifolia subsp. mexicana mediante un
método no destructivo, que consistio en la extraccion de virutas de la seccion
transversal del fuste y madera obtenida de un arbol derribado por el viento. La
descripcion anatomica macroscopica se realiz6 con probetas de los planos
tipicos de la madera (tangencial, transversal y radial). La descripcion anatémica
microscopica se llevo a cabo en preparaciones fijas de cortes tipicos de la madera
y en material disociado. Las preparaciones fijas se analizaron con microscopio
optico. La descripcion de las caracteristicas anatomicas se realizaron en base a
IAWA List of microscopic features for hardwood identification. Los elementos de
la madera mensurables se les determinaron parametros estadisticos. La madera
de haya mexicana es de color castafio claro, tiene un olor ligero, sabor amargo-
astringente, brillo de medio a alto, veteado pronunciado, hilo recto y textura
gruesa. A nivel microscopico se distinguen zonas de crecimiento, la porosidad
difusa, poros solitarios y agregados, placa simple y escaleriforme, puntuaciones
intervasculares aeroladas opuestas, elementos de vaso medianos, tilosis,
traqueidas vacicentricas, fibras libiformes, parénquima axial difuso agregado,
paratraqueal escaso y apotraqueal difuso, rayos heterocelulares de uniseraidos

a multiseriados, rayos agregados, cristales prismaticos y cuerpos de silice.

PALABRAS CLAVE: Haya mexicana, anatomia microscopica, anatomia

macroscopica, Hidalgo, México.
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Abstract

In Mexico the genus Fagus is represented by Fagus grandifolia subsp. mexicana,
an endemic species. The purpose of this research was to know the wood
anatomical features, A non-destructive method was used which consisted in the
extraction of cores of the cross section of the stem and wood obtained from a tree
felled by the wind. The macroscopic anatomical description was made with wood
specimens of the typical planes of the wood. The microscopic anatomical
description was made with permanent slides of cuts typical of the planes of the
wood and dissociated material. The description of the anatomical features were
made based on IAWA List of microscopic features for hardwood identification. The
measurable elements of the wood were determined statistical parameters. The
mexican wood beech is light brown colored, has a slight odour, bitter-astringent
taste, medium to high gloss, veining pronounced, straight grained and coarse
texture. Observation on a microscopic scale shows: growth zones boundaries
distinct, difusse porosity, vessels solitary and small clusters, simple and
scalariform perforation plates, intervessel pits opposite, medium vessel element
length, tyloses, vasicentric tracheids, libriform fibres, axial parenchyma diffuse,
paratracheal and apotracheal parenchyma, heterogeneous rays, uniseriate,
diseriate, multiseriate rays and aggregate rays, prismatic crystals and silica
bodies present.

KEYWORDS: Mexican beech, microscopic anatomy, macroscopic anatomy,

Hidalgo, Mexico
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3.2 Introduccién

Los bosques de Fagus grandifolia Ehrh. se distribuyen en amplias areas de
Canada y Estados Unidos, en estos paises existen diversos estudios sobre su
composicion floristica, estructura, dinamica poblacional, condiciones ambientales
y manejo forestal, entre otros aspectos. Sin embargo, en México los estudios
sobre F. grandifolia subsp. mexicana son escasos (Ortiz-Quijano, Sanchez-

Gonzalez, Lopez-Mata, y Villanueva-Diaz, 2016).

La madera del genero Fagus (Haya) en Europa y América del Norte posee gran
importancia econdmica, se han realizado diversas investigaciones sobre las
propiedades de la madera. En México no se ubican estudios sobre la
caracteristicas, propiedades y tecnologia de la madera de haya, esto puede
deberse a que se encuentra en la NOM 059 en la categoria de riesgo (Secretaria
de Medio Ambiente y Recursos Naturales [SEMARNAT], 2010), aunado a la falta
de implementacién de programas de manejo y conservacion forestal de haya de

México (Rodriguez-Ramirez, Sanchez-Gonzéalez, y Angeles-Pérez, 2013).

La madera de Fagus grandifolia Ehrh. producida en Estados Unidos proviene de
bosques manejados, lo cual repercute de una manera importante en las
propiedades tecnoldgicas de las maderas aumentando su calidad de maquinado
(Sanchez-Rojas y Cedillo-Aguilar, 2000). Esta ha sido generalmente
aprovechada en madera en rollo, durmientes, madera para carbon y destilados y

madera para pasta (Carpenter, 1974).

Las caracteristicas anatomicas y propiedades fisicas de la madera le confieren
parametros de calidad para un uso o6ptimo entre los que destacan: Hilo de la
madera, veteado, color, textura, dureza, densidad basica, coeficiente de

contraccion y relacion de anisotropia (Sanchez-Rojas, 2000).
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Esta parte de la investigacion tiene la finalidad de determinar las caracteristicas
anatomicas de la madera de Fagus grandifolia subsp. mexicana contribuir al

conocimiento cientifico y técnico asi como al manejo y aprovechamiento
sustentable de la especie.

3.3 Objetivos
3.3.1 Objetivo General

Determinar las caracteristicas anatomicas de la madera Fagus grandifolia subsp

mexicana mediante un método no destructivo.

3.3.2 Objetivos particulares.

e Describir las caracteristicas anatomicas macroscopicas de la madera de

Fagus grandifolia subsp mexicana.

e Analizar las caracteristicas microscopicas de la madera de haya

mexicana.

3.4 Materiales y métodos
3.4.1 Colecta

La colecta de muestras se realizo el 16 de abril de 2016 en el Ejido La Mojonera,
municipio de Zacualtipan de Angeles estado de Hidalgo, México. Se utilizé6 un
método no destructivo, el cual consistid6 en extraer una viruta de la seccién
transversal del fuste con un taladro de Pressler a 1.30 m. de altura del &rbol
(Figura 3.1).
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Se seleccionaron 11 arboles al azar y de cada uno se extrajo una viruta (Cuadro
3.1), la cual se marco con una clave para identificarla, las virutas se colocaron en
una botella de agua purificada para preservarlas y transportalas. Después de
extraer la viruta se procedié a cubrir la perforacion en el fuste con taquetes de
madera impregnados con formol y se aplic6 sellador para madera, con el objetivo

de impedir la entrada de insectos y hongos (Figura 3.2)

Figura 3.1 Obtencion de muestras Figura 3.2 Sellado de arbol

Debido a que el haya mexicana es un especie poco estudiada, también se
colectaron muestras de madera de dos arboles muertos por derribo del viento, se
obtuvieron dos trozas de 1.30 m de largo (Figura 3.3 y 3.4). Las muestras de
madera y virutas se trasladaron al laboratorio de Anatomia y Tecnologia de la
Madera de la Division de Ciencias Forestal en la Universidad Auténoma

Chapingo.

Figura 3.3 Arbol muerto Figura 3.4 Troza de madera
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Cuadro 3.1 Arboles muestreados de Fagus grandifolia subsp. mexicana

No. arbol DAP (cm)
1 32
2 39
3 31

4 37

5

6

7

8

9

56
56
40
42
33
10 50
11 34

3.4.2 Descripcion de caracteristicas anatomicas macroscoépicas

La descripcion de caracteristicas anatdmicas macroscopicas se realizd con
tablillas (probetas) de madera de dimensiones 1 x 7 x 12 cm. Para obtener las
probetas se marcé en la seccién transversal de las trozas de 15 cm de longitud,
con ayuda de plantillas las probetas en sentido transversal, tangencial y radial
(Figura 3.5). A continuacion se cortaron con una sierra cinta (Figura 3.6), se

dejaron secar sobre una rejilla, se lijaron con una lijadora (Knova KNDB-461).

Figura 3.5 Marcado de tablillas. Figura 3.6 Elaboracion de tablillas
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Los caracteres macroscopicos se observaron a simple vista y con una lupa de
10x, fueron: color, olor, sabor, brillo, hilo, textura, veteado y visibilidad de
elementos estructurales de la madera, se clasificaron de acuerdo a Tortorelli
(1956). El color se determiné con tablas de color de Munsell (Munsell Color
Company, 1988)

3.4.3 Analisis de caracteristicas anatdmicas microscoépicas

El andlisis anatdbmico microscépico se realizO con preparaciones fijas de
laminillas de cortes (tangencial, transversal, radial) elaboradas con las virutas de
madera. Las virutas se seccionaron cada dos centimetros, cada seccion se
colocé en un frasco de vidrio de 30 ml. con agua destilada y se ablandaron en
una estufa (Riossa HD41) a 60 °C durante 10 dias (Guridi, 1977). De cada
seccion se realizaron laminillas o cortes de los planos tipicos en la madera
(tangencial, transversal y radial) con un micrétomo de deslizamiento (Leica
SM2000R) (Figura 3.7). Las laminillas del plano tangencial, transversal y radial
se obtuvieron a 30, 20 y 35 um de grosor respectivamente. Los cortes se tifieron
con Pardo de Bismark (Merck) durante 5 horas (Figura 3.8), posteriormente se

lavaron con agua destilada hasta eliminar la totalidad de colorante.

41

Figura 3.7 Corte de laminillas Figura 3.8 Tincion de laminillas

20



Las laminillas tefiidas se sumergieron durante 2 min. en alcohol etilico al 96%,
posteriormente se sumergieron 2 min. en alcohol absoluto para deshidratarlas y
para lubricar los cortes se sumergieron en Xilol durante 10 segundos (Figura 3.9)
a continuacion las laminillas se colocaron en un portaobjetos y se deposito una
gota de resina sintética (Entellan) como medio de fijacion se realizaron 85

preparaciones fijas (Figura 3.10).

Figura 3.9 Proceso de deshidratacion y lubricacion Figura 3.10 Preparaciones fijas

El estudio anatdmico microscépico consistié en la descripcion, cuantificacion y
medicion de los elementos estructurales de la madera tales como: elementos de
vaso, fibras, parénquima y rayos. Se utiliz6 un microscopio electronico (Leica
DM3000) integrado con camara (Leica DFC295) para tomar fotografias de las 85
preparaciones con los diferentes objetivos del microscopio. En el plano
transversal se obtuvieron fotografias con objetivos 2.5x, 5x, 10x y 20x para
cuantificar la proporcion y diametro de elemento de vaso, ademas observar el
tipo de porosidad y parénquima axial. En el plano tangencial se tomaron
fotografias con el objetivo 2.5x, 5x, 10x, y 20x, para medir la longitud y ancho de
rayos, y describir el tipo de puntuaciones. En el plano radial se tomaron
fotografias con los objetivos 2.5x, 5x, 10x, 20x y 40x para determinar el tipo de

rayo, placa y contenido celular.
La medicion y proporcion de los elementos se llevd acabo en el software Leica

Application Suite (LAS 3.8) (Figura 3.11). Las caracteristicas anatOmicas

microscopicas se describieron en base a IAWA Commitee (1989).
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Las dimensiones de las fibras y elementos de vaso se hicieron con preparaciones
fijas del material disociado, el cual se obtuvo de la maceracién de madera. Para
disociar la madera se realizaron astillas de cada seccion de las virutas, se
colocaron en un frasco de 30 ml., se agreg6 15 ml de una mezcla disociadora 1:1
de &cido acético glacial y peroxido de hidrogeno, los frascos cerrados se
depositaron en una estufa a 60°C durante 96 horas (Figura 3.12) con la finalidad
de lograr la separacion de células. Concluido el periodo de tiempo se eliminé la
mezcla disociadora por el método de decantacién, se lavo el material disociado
con agua destilada, se procedié a tefiir con Pardo de Bismark durante 3 horas

(Figura 3.13), se lavo el material con agua destila hasta eliminar el colorante.

Figura 3.12 Muestras en maceracion Figura 3.13 Tincion de material disociado
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Se realizaron 86 preparaciones fijas, con un pincel se colocé material disociado
en portaobjetos (Figura 3.14), se dejo secar el disociado a temperatura ambiente,
una vez seco se agrego resina sintética (Entellan) como medio de inclusion y se

cubri6é con cubreobjetos (Figura 3.15).

Figura 3.14 Montaje de material disociado Figura 3.15. Preparaciones fijas de disociado

El nUmero de elementos de vaso y fibras a medir se determino considerando una
premuestra de 37 mediciones de la longitud de las fibras, el tamafio de la muestra

se determiné con una expresion matematica:

Zev?

n

Donde: n = Tamafio de la muestra
t = Valor percentil de la tabla de la distribucion t-Student para una a =
0.05
E = margen de error = 0.06
cv = Coeficiente de variacién (media/desviacion estandar)

El tamafo de la muestra estimado fue de 18 mediciones para fibras y elementos
vasculares en cada preparacion fija. Se utilizé un microscopio electronico (Leica
DM3000) integrado con camara (Leica DFC295) y el software Leica Application
Suite (LAS 3.8), para realizar las mediciones de fibras (longitud y ancho), lumen
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y longitud de elementos vasculares con y sin apice, debido a la variabilidad de

los apices.

3.4.4 Andlisis de datos

El método para estimar la proporcion de elementos constitutivos de la madera se
realiz6 de acuerdo a Machuca (1995) y se clasificaron en base a Kollman (1959).
El didmetro y proporcion de elementos de vaso (PEV) se analizé con los datos
obtenidos de LAS informe del andlisis de las imagenes del plano transversal 10x,

la proporcién se obtuvo con la siguiente ecuacion:

PEV(%) Area de elementos de vaso 100
= - X
° Area especifica

La longitud, ancho y proporcion de rayos (PR) se estimo con la base de datos
LAS informe del andlisis de las imagenes del plano tangencial 2.5x, la proporcion

se calcul6 con la siguiente expresion:

Area de rayos
PR(%) = = ——x 100
Area especifica

La proporcién de parénquima axial (PPA) se evalu6 con la base de datos LAS
informe del andlisis de las imagenes del plano transversal 20x, la proporcion se

calculo con la siguiente ecuacion:
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PPA(%) Area de parenquima axial 100
= - x
’ Area especifica

La proporcion de fibras (PF) se estimO por la diferencia de proporciones de

elementos de vaso, rayos y parénquima axial a continuacion se indica:

PF(%) = (100 — PEV — PR — PPA)

En analisis estadistico de las caracteristicas anatomicas susceptibles de
medicion se realizé con el programa estadistico R. Se estimaron los siguientes
pardmetros: valores maximos y minimos, media, desviacion estandar, coeficiente

de variacion y se clasificaron de acuerdo a Tortorelli (1956).

3.5 Resultados

3.5.1 Caracteristicas macroscépicas

La madera de Fagus grandifolia subsp. mexicana no presenta diferencia de color
entre duramen y duramen, el color de la madera es castafio claro (7.5YR 6/4),
presenta olor ligero, sabor amargo-astringente, brillo de medio a alto, veteado
pronunciado, hilo derecho (recto), textura gruesa. A simple vista se observan:
anillos de crecimiento delimitados, rayos multiseriados, porosidad difusa y

parénquima difuso agregado (Figura 3.16).
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Figura 3.16 Cortes tipicos macroscopicos de la madera de Fagus grandifolia subsp. mexicana.
A: Corte transversal, B: Corte radial, y C: Corte tangencial.
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3.5.2 Caracteristicas microscopicas

Las caracteristicas anatdmicas microscopicas de la madera de Fagus grandifolia subsp. mexicana se analizaron y

describieron en los tres cortes tipicos (Figura 3.17,3.18 y 3.19).

Figura 3.17 Corte tangencial 5x Figura 3.18 Corte transversal 5x Figura 3.19 Corte

-

radial 10x
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La madera presento zonas de crecimiento diferenciandose la madera temprana
(ltmenes amplios y pared celular delgada) de la madera tardia (limenes
angostos y pared celular gruesa) (Figura 3.20). Se observo que los rayos tienden

a engrosarse en los limites de las zonas de crecimiento (Figura 3.21).

/S

Figura 3.22 Porosidad difusa (5x) Figura 3.23 Poros solitarios y agregados (40x)

La porosidad es difusa (Figura 3.22), los poros tienen una forma circular, tamafio
similar y se distribuyen uniformemente en orientacion tangencial. Los poros son
solitarios, ocasionalmente se observan poros agregados en grupos de dos a
cuatro (Figura 3.23). Los poros cercanos a las zonas de crecimiento disminuyen

de tamafio de madera temprana a madera tardia.
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Los elementos vasculares presentaron placa simple con abertura circular (Figura
3.24 y 3.24). y ocasionalmente presentan placa escalerifome con aberturas
alargadas y paralelas separadas con 10-20 barras algunas ramificadas (Figura

3.26y 3.27).

Figura 3.26 E. vaso con placa simple Figura 3.27 E. vaso con placa escaleriforme

En los elementos de vaso se observaron puntuaciones intervasculares aeroladas
opuestas (Figura 3.28) y puntuaciones rayo-vasculares horizontales con borde
simple (Figura 3.29). No se observaron engrosamientos helicoidales.

29



Figura 3.28 Puntuaciones opuesta (20x) Figura 3.29 Puntuaciones de rayos-
vasculares (20x)

En el analisis de elementos de vaso en el disociado se observé que los vasos
son de tipo cilindricos con diferencias en la longitud de apices, vasos sin apices

y vasos con un solo &pice (Figura 3.30).

Figura 3.30 Variabilidad de apices en elementos de vaso (5x)

De acuerdo a la clasificacion de Tortorelli (1956) y a los parametros estadisticos
estimados de los elementos de vaso (Cuadro 3.2) la abundancia media de los
elementos de vaso por mm? es de 68.43 clasificAandose como: extremadamente
numerosos. En base al diametro los poros son pequefios con un diametro
promedio de 51.45 um. En referencia a la longitud, los elementos de vaso son
medianos, la longitud promedio de los vasos con apice es de 722 um. y sin apice
es de 481.90 um. (Grafica 3.1)
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Cuadro 3.2 Valores mensurables de elementos de vaso

No. . Longitud Longitud
) Diametro . A
Variable Elemento de (um) con pices  sin apices
vaso /mm? K (um) (um)
Tamafio muestra 61 59 1548 1548
Maximo 126.20 64.09 1911.0 950
Minimo 24.79 41.92 204.9 47.71
Media 68.43 51.45 722.3 481.90
Sd 23.12 6.15 154.33 122.98
CVv 0.34 0.12 0.21 0.26

Sd = Desviacién estandar

CV = Coeficiente de variacién
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Gréfica 3.1 Variabilidad de longitud de elementos de vaso.

Algunos elementos de vaso presentan Tilosis (Figura 3.31), no se observé la

presencia de gomas, aceites u otras inclusiones en los vasos.
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Figura 3.31 Tilosis (40x) Figura 3.32 Traqueidas vacicentricas (40x)

La madera presentd traqueidas vacicentricas alrededor de los vasos (Figura
3.32), las fibras son: delgadas con paredes gruesas, tipo libiforme con
engrosamiento helicoidal (Figura 3.33), fibras medianas tienen una longitud
promedio de 1463 um, fibras delgadas con un diametro promedio de 15.55 um.,

la pared celular es delgada 4.0 um. y el lumen es moderadamente ancho 11.54

um. de diametro promedio (Cuadro 3.3)

Figura 3.33 a. Fibras. b. Engrosamiento helicoidal
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Cuadro 3.3 Valores mensurables de fibras

Variable Longitud Didmetro  Grosor de pared Diametro de
(um) (um) celular(um) lumen (um)
Tamafo muestra 1548 1548 1548 1548
Maximo 2167 30.53 9.420 26.330
Minimo 339.2 7.273 1.319 4.944
Media 1463 15.55 4.0 11.540
Sd 246.70 2.82 1.104 2.583
CcVv 0.17 0.18 0.28 0.22

Sd = Desviacién estandar

CV = Coeficiente de variacién

En cuanto al parénquima axial, en la madera se observé parénquima axial difuso

agregado, en algunas ocasiones forma lineas horizontales. También se observo

parénquima paratraqueal escaso y apotraqueal difuso (Figura 3.34).

Figura 3.34 a. Parenquima axial difuso (10x), b. Parenquima paratraqueal escaso (20x),
c. Parénquima apotraqueal difuso agregado (20x).

La composicion de los rayos es heterocelular con células procumbentes

cuadradas y verticales mezcladas a través del rayo (Figura 3.35), se presentaron

rayos uniseriados, biseriados, multiseriados y agregados (Figura 3.36).
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multiseriados y agregados (5x)

Los rayos son numerosos se encuentran de 5 a 27 rayos por mm?, la altura oscila
entre 163.7 a 260.9 um. y el ancho de los rayos comprende un rango de 29.27

a 77.80 um (Cuadro 3.4).

Cuadro 3.4 Valores mensurables de rayos

Variable No. rayos/mm? Longitud (um) Ancho (um)
Tamafio muestra 68 68 68
Maximo 27.330 391.8 77.80
Minimo 5.353 163.7 29.27
Media 18.9 260.9 54.01
Sd 5.40 52.07 9.89
CcVv 0.29 0.20 0.18

Sd = Desviacién estandar

CV = Coeficiente de variacién

Los contenidos celulares que presentod la madera son cuerpos de silice en células
de rayos marginales. (Figura 3.37) y cristales prismaticos en alineacion radial en
células de rayos procumbentes (Figura 3.38).
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igra 3.38 Cristales prismético (4x)

Figura 3.37 Cuerpos de silice (20x)

La proporcion de elementos constitutivos de la madera de F. grandifolia subsp.
mexicana se distribuyen y clasifican de acuerdo a Kollmann (1959), las fibras son
el elemento de mayor proporcion y el parénquima axial es el de menor proporcion.
(Cuadro 3.5)

Cuadro 3.5 Proporcion de elementos constitutivos

E. de vaso Rayos Parenquima axial  Fibras
Variable (%) (%) (%) (%)
Tamafno muestra 44 44 44 44
Maximo 27.680 32.000 8.024 79.06
Minimo 3.479 6.968 0.272 42.07
Media 15.630 16.620 2.709 65.04
Sd 5.233 6.281 1.896 7.805
Ccv 0.335 0.378 0.700 0.120

Sd = Desviacién estandar

CV = Coeficiente de variacion
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3.6 Discusion

Los resultados obtenidos se basan en muestras de 11 arboles vivos y madera de
dos arboles F. grandifolia subsp. mexicana derribados por el viento procedentes

del Ejido La Mojonera, Zacualtipan, Hidalgo.

El estudio describe las caracteristicas anatomicas macroscopicas del F.
grandifolia subsp. mexicana, estas difieren respecto a las de Fagus grandifolia
Ehrh y Fagus sylvatica L.. La madera de haya mexicana posee un color castafio
claro sin diferencia de color entre albura y duramen, sabor amargo-astringente,
veteado pronunciado. Mientras que, F. grandifolia y F. sylvatica la albura es casi
blanca con un tinte rojo, y el duramen es pardo rojizo, sin sabor perceptible,

veteado con poca figura. (Alden, 1995) (Bond y Hamner, 2002)(Carpenter, 1974).

En las tres especies el olor de la madera no se distingue y la textura es similar

entre F. sylvatica, F. grandifolia subsp. mexicana (Kribs, 1968).

Las madera de F. grandifolia subsp. mexicana presenta similitud en las
caracteristicas anatémicas microscopicas de las especies F. grandifolia y F.
sylvatica, se distingues zonas de crecimiento, porosidad difusa, poros pequefios
y agregados, rayos heterogéneos uniseriados y multiserados, parénquima
apotraqueal, fibras libiformes (Bond y Patrick., 2013), (Bond y Hamner, 2002)
(Schweingruber, 1982)

La presencia de tilosis, placas simples y ocasionalmente escaleriforme son
caracteristicas que comparten el F. grandifolia subsp. mexicana y F. sylvatica.
(Vignote P., Picos M., & Zamora P., 2001)

Sin embargo, la proporcién de elementos de vaso por mm? es menor en el haya
mexicana y las fibras son mas delgadas que en el F. sylvatica (Vignote P., Picos
M., & Zamora P., 2001), (Schweingruber, 1982).
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3.7 Conclusiones

Las caracteristicas anatdmicas macroscopicas de la madera de Fagus grandifolia
subsp. mexicana en su mayoria son propias de la especie existe variabilidad de

caracteres respecto a otras especies del mismo género.

Los elementos de vaso presentan variabilidad en la placa de perforacién ya que
existen con placa simple y escaleriforme. El apice de los elemento de vaso es

muy variable.

El parénquima presenta variabilidad en el tipo de arreglo, se observo parénquima

axial difuso agregado, paratraqueal y apotraqueal.

La proporcién de fibras puede indicar que es una especie semipesada, puede ser

utilizada en la fabricacion de muebles, pisos entre otros.
El color castafio claro, la veta pronunciada, la textura gruesa y la alineacién y

proporcién de fibras indica que la madera de la especie es semipesada, puede

ser utilizada en la fabricacién de chapa, muebles, pisos, entre otros.
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4. DENSIDAD DE LA MADERA DE Fagus grandifolia subsp.

mexicana

4.1 Resumen

La densidad de la madera es una de propiedades fisicas de la madera méas
relevantes debido a la interaccién con otras propiedades y caracteristicas, el
objetivo de esta investigacion fue determinar los valores de densidad de la
madera Fagus grandifolia subsp. mexicana de acuerdo a los lineamientos de la
NOM EE-117-1981 que establece los métodos de prueba para determinar el peso
especifico aparente de la madera en la fabricacion de envases y embalajes. Los
datos se analizaron con el programa estadistico R. La densidad basica de la
madera estimada para la especie de estudio es de 0.58 g/cm? indica que es una
madera semipesada Optima para usos como: pisos, duelas, parquet, chapa

rebanada y marqueteria.

Palabras clave: propiedades fisicas, haya, haya mexicana.

Abstract

The density of wood is one of the most relevant physical properties of wood due
to the interaction with other properties and characteristics, the objective of this
research was to determine the density values of the wood of the Fagus grandifolia
subsp. mexican according to the guidelines of NOM EE-117-1981 laying down
test methods for determining the apparent specific weight of wood in the
manufacture of packaging. The basic wood density estimated for the study
species is 0.58 g / cm3 indicates that it is an optimized semi-solid wood for uses

such as: floors, staves, parquet, veneer and marquetry.

Key words: Physical properties, beech, mexican beech
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4.2 Introduccion

La madera es un recurso natural y de facil acceso que la sociedad utiliza
cotidianamente en muebles, herramientas, artesanias, utensilios de limpieza y
cocina, pisos, construcciones, postes de servicios publicos, entre otros,
empiricamente se conocen las propiedades fisicas de la madera debido a la

familiaridad del desempefio de la madera en servicio.

Conocer las propiedades fisicas y mecénica de la madera asegura que el
desemperio de la madera en el uso al que se destine sera el 6ptimo. La densidad
basica es una de las propiedades fisicas mas importante de la madera, indica la
cantidad de madera en estado anhidro por unidad de volumen a un contenido de
humedad igual o mayor al punto de saturacion de la fibra (Cisternas, 1994).

La densidad basica es un indicador de la calidad y valor econémico de la madera,
ya gque esta directamente relacionada con las propiedades de resistencia, calidad
y poder calorifico. La madera con una densidad basica alta puede utilizarse en
durmientes de ferrocarril, mangos de herramientas, por el contrario si la densidad
basica es de un valor inferior el potencial de uso es en otras ramas de la industria

como la construccion aerondutica (Kollmann, 1959).

4.3 Objetivos

4.3.1 Objetivo General

Determinar los valores de densidad de la madera de Fagus grandifolia subsp.

mexicana.
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4.4 Materiales y métodos

La metodologia para determinar los valores de densidad de la madera se basan
en la NOM EE-117-1981 que establece los métodos de prueba para determinar
el peso especifico aparente de la madera en la fabricacion de envases y
embalajes.

4.4.1 Colecta de material vegetal

La colecta se realiz6 el dia 16 de abril de 2016. Se colectaron dos arboles de
Fagus grandifolia subsp mexicana derribados por el viento en el bosque de haya
del Ejido La Mojonera, municipio de Zacualtipan de Angeles, estado de Hidalgo
(Figura 4.1). Se obtuvieron dos trozas de 10 cm de largo y se trasladaron al
Laboratorio de Plantas Piloto de la Division de Ciencias Forestal en la Universidad

Auténoma Chapingo.

4.4.2 Obtencidon de muestras

En las trozas de madera se marcaron cuadros de 2 x 2 x2 cm en sentido del plano
cardinal y se numeraron de medula a corteza, se cortaron con una sierra cinta,
las probetas obtenidas se colocaron en frascos de plastico con agua destilada
con la finalidad de saturar la madera.
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Figura 4.2. a. Marcado, b. cortado, c. saturacion de probetas.

4.4.3. Densidad de la madera

La madera al ser un material higroscopico esta influenciada por el contenido de
humedad, debido a esta caracteristica se determin¢ la densidad saturada, al h
de contenido de humedad, anhidra y bésica, de acuerdo a la Norma NOM EE-
117-1981.

La densidad saturada (Ds) se obtuvo con el peso y volumen de las probetas
saturadas, cada probeta se peso6 en una balanza y se determiné su volumen por

el método de desplazamiento del agua (Figura 4.3).

Figura 4.3 Peso y volumen de probetas saturadas
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Una vez concluida la toma de datos de todas las probetas saturadas, se
colocaron sobre rejillas y se dejaron expuestas al medio ambiente del laboratorio
hasta alcanzar el contenido de humedad en equilibrio (Figura 4.4) Las probetas
se pesaron cada 3 dias para monitorear el peso, una vez que el peso se mantuvo
constante se procedi6 a obtener el peso y volumen por el método de
desplazamiento del agua.

R
%
\ \Af\

Figura 4.4 Probetas expuestas al medio ambiente del laboratorio

ot

En seguida las probetas se introdujeron en una estufa a 103°+ 2°C durante 1
semana para llevar a la madera a estado anhidro y de esta forma obtener el peso

y volumen en estado anhidro.

Figura 4.5 Peso y volumen de probetas saturadas
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El calculo de la densidad saturada, al h de contenido de humedad, anhidra y

bésica, se realizé en base a las definiciones y formulas siguientes:

Densidad saturada (Ds) es la relacion entre el peso saturado de la madera por

unidad de volumen saturado. Se expresa como:

D = Ps
5= Vs
Dénde: Ds = Densidad saturada (g/cm?)

Ps = Peso saturado (Q)

Vs = Volumen saturado (cm?3)

Densidad al h contenido de humedad (Dh) es la relacion del peso de la madera
a un contenido de humedad (CH) en equilibrio, por unidad de volumen a ese

mismo contenido de humedad. Se expresa como:

Ph

Dh = —
Vh

Dénde: Dh = Densidad al h% de CH (g/cm3)
Ph = Peso al h% de CH (g)
Vh = Volumen al h% de CH (cm3)

Densidad anhidra (Do) es la relacion del peso anhidro de la madera por unidad

de volumen anhidro. Se expresa como:
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Dénde: Do = Densidad anhidra (g/cm?)
Po = Peso anhidro (g)

Vo = Volumen anhidro (cm?3)

Densidad bésica (Db) es la relacion del peso anhidro de la madera por unidad

de volumen en estado verde. Se expresa como:

Db = Po
Vv
Dénde: Db = Densidad basica (g/cm3)

Po = Peso anhidro (g)

Vv = Volumen verde (cm?3)

El analisis estadistico de la densidad de la madera se efectudé con el programa
estadistico R. Se estimaron los siguientes parametros: valores maximos y minimos,

media, desviacion estandar, coeficiente de variacion.

4.5 Resultados y discusién

Los valores de densidad estimados para la madera al h% contenido de humedad
se ajusto al 12% y se clasifico de acuerdo a Diaz (1960, citado por Ruiz, 2006),
la densidad basica se clasifico de acuerdo a Vignote y Jiménez (1996). Los
valores de densidad de Fagus grandifolia subsp. mexicana se presentan en el
Cuadro 4.1.
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Cuadro 4.1 Valores de densidad de la madera de F. grandifolia subsp. mexicana

' Ds Dh 12% Do Db
Variable
(g/cm?3) (g/cm?3) (g/cm?3) (g/cm?3)
Tamafio de la
43 43 43 43
muestra
Maximo 1.226 0.859 0.836 0.634
Minimo 1.110 0.632 0.602 0.514
Media 1.181 0.744 0.719 0.579
Sd 0.027 0.053 0.053 0.031
CVv 0.022 0.071 0.073 0.053
Clasificacion - Semipesada - Semipesada

Sd= Desviacion estandar
CV= Coeficiente de variacién
Dh ajustada al 12%

4.6 Discusion

El valor promedio de densidad basica de la madera de Fagus grandifolia subsp.
mexicana 0.579 g/cm?3, Ehnis (1981) menciona que la densidad de la madera

para esta especie es 0.765, no especifica el tipo de densidad a la que refiere.

Los valores de densidad de la madera obtenidos en esta investigacion muestran
similitud con la densidad de la madera de las especies F. grandifolia y F. sylvatica.
Carpenter (1974) describié que la gravedad especifica es de 0.56 para F.
grandifolia. Southeastern Lumber Manufacturers Association Inc., (n.d.) y Alden
(1995) reportan que la gravedad especifica al 12% de contenido de humedad
para F. grandifolia es 0.64, mientras que para F. sylvatica es de 0.772 g/cm?3
(Vignote, Picos, y Zamora, 2001). Los autores coinciden en clasificar a la madera

de ambas especies como una madera pesada.
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4.7 Conclusiones

La densidad de la madera es un parametro que nos indica las cualidades de la
madera y los potenciales de uso, para F. grandifolia subsp. mexicana por esta
propiedad la madera es éptima para usos como: pisos, duelas, parquet, chapa
rebanada y marqueteria.
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5. ESTUDIO FITOQUIMICO DE Fagus grandifolia subsp.

mexicana

5.1 Resumen

Fagus grandifolia subsp. mexicana es un arbol endémico de México en estatus
de proteccion, su uso es de conservacion. En esta investigacion se realizo la
identificacion y aislamiento de metabolitos secundarios del extracto hexanico de
raiz mediante cromatografia en columna y métodos espectroscopicos. Se
aislaron cinco compuestos: B-Sitosterol, Estigmasterol, 3p-Hidroxi-24-metilen

cicloartano, Stigmast-4-en-3-one y Glucosido de -Sitosterol.

Palabras clave: Haya mexicana, metabolitos secundarios, Fagus, Fitoquimica,
raiz de haya.

Abstract

Fagus grandifolia subsp. mexicana, is an endemic tree of Mexico in protection
status, its use is conservation. This research consists the identification and
isolation of secondary metabolites of the root hexane extract through column
chromatography and spectroscopic methods. Five compounds were isolated: -
Sitosterol, Stigmasterol, Cycloartanol, Stigmast-4-en-3-one and p-Sitosterol

glucoside.

Key words: Fagus, mexican beech, secondary metabolites, beech root,

phytochemistry.
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5.2 Introduccién

El Fagus grandifolia subsp. mexicana es conocida haya mexicana, es una
especie endémica de México y se encuentra listada en la NOM-059-SEMARNAT
2010 en categoria de proteccion. El haya mexicana se distribuye en el Bosque
Mesofilo de Montafia en la Sierra Madre Oriental de México (Williams-Linera,
Rowden, Newton, 2003). El uso etnomédico de las plantas obedece a una
tradicibn milenaria que las comunidades nativas han conservado pero que
también han transmitido a otras culturas formando un verdadero "saber popular”
(Ospina y Pinzoén, 1995).

La composicion fitoquimica de las plantas ha sido estudiada ampliamente con la
finalidad fortalecer la informacién sobre la actividad biologica de los metabolitos
secundarios y explorar la diversidad de compuestos que poseen las plantas que
aun no han sido estudiadas. Plantas del género Fagus han sido poco estudiadas
como plantas medicinales, el uso del haya se enfoca al aprovechamiento forestal
maderable en Europa y Norteamérica, sin embargo, Yi-Chun et al., (2012)
aislaron una enzima de Fagus hayatae triterpenos con actividad inhibidora
moderada de a-glucosida. Hofmann et al., (2015) analizaron el contenido de
fenoles en Fagus sylvatica ademas de su capacidad antioxidante. Pujol et al.,
(2016) evaluaron el potencial antiviral de sulfatos de 4-OMe-glucuronoxilano

provenientes del aserrin de madera de Fagus sylvatica.

Cuando se desea establecer la composicion en metabolitos secundarios de
plantas o animales, es necesario preparar extractos de especies localizadas por
su actividad biolégica como antidiabéticas, antiulcerogenicas, anticancerigenas
entre otras, o por la busqueda de un tipo especial de sustancias organicas como
alcaloides, acetogeninas, terpenoides o ciclopeptidos. Después de preparar los
extractos correspondientes sera entonces necesaria la purificacion y aislamiento
de las sustancias organicas o0 metabolitos secundarios, empleando la

cromatografia en columna o en capa delgada preparativa, después de aislar los
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metabolitos, entonces estos se deberan identificar por su estructura molecular
empleando métodos espectrometricos como la espectrometria de masas o
espectroscopicos como Infrarrojo (IR), ultravioleta (UV), Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) en una y dos dimensiones entre otras. También es posible
identificar sustancias de las plantas por comparacion de sus puntos de fusién y
por la cromatografia en capa delgada (CCD), utilizando ademas muestras de
referencia o auténticas. Por lo que el objetivo de este estudio es determinar los
metabolitos secundarios principales en la especie Fagus grandifolia subsp.
mexicana. Considerando que algunos métodos espectroscopicos empleados en
este trabajo de tesis fueron importantes, se describira brevemente algunos de

estos métodos.

5.2.1. Analisis espectroscépicos

La elucidacién de las estructuras moleculares de los productos naturales puede
constituir una meta en si misma o ser una etapa clave para trabajos posteriores.
Los métodos espectroscopicos, especialmente resonancia magnética nuclear
(RMN), infrarrojo (IR), ultravioleta (UV) y visible (VIS) y espectrometria de masas

(EM) son de uso cotidiano en este campo (Marcano y Hasegawa, 2002).

5.2.2. Espectrometria de masas

El concepto de espectrometria de masas es relativamente simple: Un compuesto
se ioniza (método de ionizacidn), los iones se separan sobre la base de su
relacion masa/carga (método de separacion de iones), y el numero de iones que
representan a cada fraccion o fraccionamiento masa/carga "unidad" se registra
como un espectro. Por ejemplo, la técnica comunmente utilizada es por impacto
electronico modo (IE), el espectrometro de masas bombardea moléculas en la

fase de vapor con un haz de electrones de alta energia y registra el resultado
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COMO un espectro de iones positivos, que se han separado sobre la base de masa

carga (mz) (Silverstein et al., 2002).

5.2.3. Espectroscopia Infrarroja (IR)

La radiacion infrarroja en el intervalo de aproximadamente 10,000-100 cm™ es
absorbida y convertida por una molécula organica en energia de vibracion
molecular. Esta absorcién también es cuantificada, pero los espectros
vibracionales aparecen como manos mas que como lineas debido a que un sélo
cambio de energia de vibracién esta acompafiado por un nimero de cambios de
energia de rotacién. La frecuencia o longitud de onda de absorcion depende de
las masas relativas de los atomos, las constantes de fuerza de los enlaces y la

geometria de los atomos (Silverstein et al., 2002).

5.2.4. Resonancia Nuclear Magnética (RMN)

Resonancia Magnética Nuclear (RMN), es otra forma de espectrometria de
absorcion. En condiciones apropiadas en un campo magnético, una muestra
puede absorber la radiacién electromagnética en la region de frecuencia de
ondas de radio, y emitir las frecuencias que se rigen por las caracteristicas de la
muestra. La absorcion es una funcion de ciertos nucleos en la molécula. Las
frecuencias emitidas aparecen en un grafico con las sefales de absorcion en
comparacion con las intensidades de pico. Se pueden obtener los espectros de
varios nucleos, sin embargo, los mas utilizados en quimica organica son RMN-
1H y 13C (Silverstein et al., 2002).
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5.3 Objetivos

5.3.1 Objetivo General
Determinar los metabolitos secundarios principales en la especie Fagus
grandifolia subsp. mexicana mediante técnicas de cromatografia y métodos
espectroscopicos.

5.3.2 Objetivos particulares.

» Colectar hojas, corteza y raices de Fagus grandifolia subsp. mexicana

para preparar extractos con disolventes organicos via maceracion.

= Separar los extractos de Fagus grandifolia subsp. mexicana mediante

cromatografia en columna para purificar sus metabolitos secundarios.
= Someter los metabolitos secundarios aislados de Fagus grandifolia subsp.
mexicana a estudios espectroscopicos de Resonancia Magnética Nuclear
gue permitan proponer las estructuras moleculares correspondientes.
5.4 Materiales y métodos
5.4.1 Colecta de material vegetal
El material vegetal se colecto el 16 de abril de 2016 en el bosque de haya (Fagus
grandifolia subsp mexicana) del Ejido La Mojonera, municipio de Zacualtipan de

Angeles, estado de Hidalgo. Se colectaron hojas, corteza y raiz de un arbol

derrumbado por el viento (Figura 5.1)
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2l Vi e .
Figura 5.1 Colecta de corteza y raiz

5.4.2 Secado y molido de las muestras vegetales

El material vegetal se trasladé a la seccion de anatomia de la madera en el
aserradero de la Divisién de Ciencias Forestales de la Universidad Autbnoma
Chapingo y se colocO en rejillas para secarse a la sombra y temperatura
ambiente. Una vez seco el material vegetal, las hojas y corteza se molieron en
una licuadora (Osterizer Mod. 465-13), la raiz se troceo con sierra cinta y molié
en molino de palas (Retsch SK 100), el material molido se guardo en bolsas de

plastico con cierre zipper.

5.4.3 Preparacion de extractos

La etapa experimental de la investigacion se llevé acabo en el Laboratorio de
Productos Naturales de la Preparatoria Agricola en la Universidad Autbnoma
Chapingo. El método de obtencién de extractos fue por el método de maceracion
con disolventes de baja a alta polaridad (hexano, cloruro de metileno y metanol)
destilados por método convencional. Las hojas, corteza y raiz molidas se
empacaron en garrafones de 20L de vidrio (Figura 5.2). El proceso de maceracion
se inicié con hexano, se agrego hexano hasta cubrir el material vegetal y se dejo
macerar por 3 dias transcurrido este tiempo, se filtr6 y evaporo el disolvente con
rotovapor (Buchi R-210) (Figura 5.3) el extracto obtenido se colect6é en frascos

de vidrio y nuevamente se agrego disolvente al material vegetal para efectuar 4

56



repeticiones de maceracion por cada disolvente (hexano, cloruro de metileno y
metanol). Al concluir las cuatro repeticiones con hexano se obtuvo un residuo
vegetal, mismo que fue macerado con diclorometano, una vez finalizada las
cuatro repeticiones con diclorometano, resulto otro residuo vegetal al que
finalmente se agregé metanol, repitiendo el mismo proceso para los tres
disolventes, como se muestra en el esquemal, las cantidades de material vegetal

y disolventes de extraccion se muestran en el Cuadro 5.1.

“¥ewno v =Yexano 1| v’
“Tzni de eneiilen® i I G melibons

: - : . Figura 5.2 Eva oracion de
Figura 5.2 Maceracion de hojas, corteza y raiz digolvente P

Cuadro 5.1 Cantidad de disolventes utilizados para la maceracion

Tipo de material Hexano Cloruro de metileno Metanol
vegetal (- polaridad) (-/+ polaridad) (+ polaridad)
Hoja 4.8 L. 5.4 L. 5.0 L.
Corteza 7.0 L. 40L. 5.0 L.
Raiz 8.4 L. 105 L. 99 L.
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Hojas, corteza o raices

de Fagus grandifolia
Maceracion
con Hexano*

Maceracion
con CH,Cl,*

Extracto de
hexano

Residuo
vegetal

Maceracion
con CH;OH*

Extracto de
CH,(Cl,

Extracto de
Metanol

*Cuatro veces tres dias

Diagrama 1. Preparacion de extractos de Fagus grandifolia subsp. mexicana

5.4.4 Analisis preliminar de compuestos en extractos

Los extractos obtenidos fueron pre-analizados por cromatografia en capa
delgada con la finalidad de observar la cantidad de compuestos por extracto y el
comportamiento de los compuestos ante la fase movil que podrian utilizarse

como eluyente (mezcla de disolventes) para el aislamiento.

El proceso de separacion por cromatografia en capa delgada consistié preparar
la fase estacionaria con cromoplacas de silice 60 (ALUGRAM - SIL G/UV254)
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de 3 x 5 cm. a cada placa en un extremo se le traz6 con lapiz una linea de

referencia a los 5 mm. Se prepar6 una disolucion de muestra por cada extracto,

se tomo una pequefia cantidad de extracto y coloc6 en un frasco de 10 ml. y se

agrego un disolvente para disolver la muestra, se utilizé diclometano para los

extractos hexénicos y de cloruro de metileno, mientras que para disolver los

extractos metanolicos se utiliz6 metanol. Cada disolucién de muestra se coloco

en la cromoplaca con un tubo capilar (Figura 5.4), limpiando el tubo capilar entre

la toma de cada muestra, para esto se sumergidé en una mezcla de enjuague

realizada en partes iguales de hexano, acetato de etilo, metanol y acetona. Se

probaron disolventes puros y mezcla estos como fase movil o eluyente como se

muestra en el cuadro 5.2.

Cuadro 5.2 Fases mdviles y concentracion ensayadas

Fase movil Proporcion
Cloruro de metileno (CH2Cl2) 1
Hexano 1
Acetato de etilo (AcOEt) 1
Metano (MeOH)
Hexano / Acetato de etilo (AcOEt) 9/1
Hexano / Acetato de etilo (AcOEt) 8/2
Hexano / Acetato de etilo (AcOEt) 713
Hexano / Acetato de etilo (AcOEt) 5/5
CH2Cl2 / MeOH 9/1
CH2Cl2 / MeOH 8/2
CH2Cl2 / MeOH 7/3
CH2Cl2 / MeOH 5/5
CH2Cl2 / MeOH 5/5

Se marco con lapiz una linea horizontal 5 mm del borde inferior de una placa

cromatografica (de 50 x 30 mm), se efectuaron marcas (cruces tenues) también

con un lapiz y enseguida se aplicaron una parte de cada extracto (Disueltos en
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Diclorometano) ayudados por un capilar de vidrio. Se verti6 una pequefia
cantidad de eluyente en una camara de cromatografia, y se introdujo la
cromatoplaca en la camara en forma inclinada (casi vertical) la parte inferior al
borde de la linea de referencia en donde se colocaron los extractos de forma que
el eluyente no mojara los puntos de aplicacion y se cubrié la cAmara con trozo de
vidrio plano, enseguida se permitié que ascendiera el eluyente por capilaridad,
cuando el eluyente llegé a la parte superior de la cromoplaca se retiro ésta de la
camara y se dejo evaporar el eluyente (Disolvente o mezcla de disolventes)
(Figuras 5.5).

Figura 5.4 Aplicacion de muestra de extracto en  Figura 5.5 Elucién de plaa en camara
cromoplaca cromatografica

El analisis de separacién de los compuestos se efectud a partir de su observacion
de en una cadmara de luz UV, se marcaron con lapiz las manchas observadas en
la camara (Figura 5.6). Ciomo paso final las placas se sumergieron en una
disolucién de &cido fosfomolibdico y se secaron con una fuente de aire caliente

(Pistola de aire marca TRUPER, Figura 5.7).

Figura 5.6 Cromoplacas observadas en Camara de luz UV, las claras son de onda larga y las
oscuras de onda corta.
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5.4.5 Aislamiento de metabolitos secundarios

El aislamiento de metabolitos secundarios se efectu6 por cromatografia en
columna por gradiente a gravedad. El principio de la esta técnica de separacion
consiste en la aplicacién de eluyente de menor a mayor polaridad, de esta
manera los compuestos en los extractos fluyen y se separan de acuerdo a la
interaccion entre la polaridad del eluyente y los compuestos con la fase

estacionaria.

Preparacién de la muestra.
El extracto se peséd (Por ejemplo 6 g) y se disolvié con cloruro de metileno,
enseguida se preadsorbio en 6 g. de silica gel y se dej6é evaporar el disolvente a

temperatura ambiente, dejando reposar lo preadsorbido por 24 horas, en una

campana de extraccion de gases (Figura 5.8)
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"
Figura 5.8 Pre-adsorcion de extracto

Preparacién de la columna

Se prepardé una columna cromatografica que consistio de un tubo de vidrio
provisto de una llave de paso con tapon de teflén, misma que se sujetd por medio
de unas pinzas de tres dedos C/nuez a un soporte universal, en la parte inferior
de la columna se colocé una porcion pequefia de algoddn, para evitar la salida
de la silica gel. Por otro lado, con la llave abierta se agreg6 el eluyente hexano
hasta la parte media de la columna. El hexano sobrante se adicion6 a un vaso de
precipitados conteniendo 85 g de silica gel (Proporcién aprox. 1:15), se agité con
una varilla de vidrio para eliminar burbujas y lo suspensién resultante se vertio
rapidamente a la parte superior de la columna, manteniendo la llave abierta para
permitir que el hexano fluyera. Cuando se observo que la silica gel se asentaba

y ya no subia de nivel de sélido, se cerro la llave. (Figura 5.9).
Aplicacion del extracto

La aplicacion del extracto preadsorbido que tuvo una consistencia de polvo
coloreado por el extracto original, se llevd a cabo empleando un embudo de
vidrio, mismo que se coloc6 en la parte superior de la columna y lentamente al
inicio se fue colocando con mucho cuidado a manera de salero al interior de la

columna cromatografica que contenia una fase liquida observable de aprox. 10
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cm de altura. Al terminar de aplicar el extracto, se adicion6 una cantidad pequefa
de disolvente para lavar las paredes de la columna de vidrio.

& 4 Nt e
Figura 5.9 Preparacion de columna cromatografica

A continuacion se inici6 el proceso de obtencién de fracciones, la primera fraccion
se obtuvo con un volumen de 500 mL, se colecto y evaporo con rotovapor hasta
reducirla a 10 ml. las siguientes fracciones obtenidas fueron de 20 ml y
evaporadas a sequedad en bafio maria (Figura 5.10). Las fracciones pares fueron
monitoreadas a través de cromatografia en capa delgada (Figura 5.11), las
fracciones que mostraban similitud en sus valores de Rf se reunieron y se
aumento la polaridad del eluyente en base al monitoreo de las fracciones. Los
gradientes de polaridad fueron: 1:0 hexano, 95:5 hexano/ AcOEt, 9:1 hexano/
AcOEt, 8:2 hexano/ AcOEt, 7:3 hexano/ AcOEt, 1:1 hexano/ AcOEty 1.0 AcOEt.

Obtencién de fracciones

A continuacion se inicié el proceso de obtencién de fracciones, la primera fraccion
se obtuvo con un volumen de 500 mL, se colecto y evaporo con rotovapor hasta
reducirla a 10 ml. las siguientes fracciones obtenidas fueron de 20 ml y
evaporadas a sequedad en bafio maria (Figura 5.11). Las fracciones pares fueron
monitoreadas a través de cromatografia en capa delgada (Figura 5.11), las
fracciones que mostraban similitud en sus valores de Rf se reunieron y se
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aumento la polaridad del eluyente en base al monitoreo de las fracciones. Los
gradientes de polaridad fueron: 1:0 hexano, 95:5 hexano/ AcOEt, 9:1 hexano/
AcOEt, 8:2 hexano/ AcOEt, 7:3 hexano/ AcOEt, 1:1 hexano/ AcOEty 1.0 AcOEt.

Figura 5.10 Columna cromatografica y obtencién de fracciones
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Figura 5.11 Monitoreo de fracciones con cromatografia de capa delgada

5.4.6 Purificacion de compuestos

Las fracciones obtenidas de la columna de extracto hexanico de raiz, se
analizaron con cromatografia de capa delgada, se efectu6 un pre-analisis de las

fracciones que presentaron mejor separacion y por su perfil de Resonancia
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Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMH de 'H). De acuerdo a este andlisis se
eligieron 2 fracciones que presentaban varios compuestos. A estas fracciones se
les aplicaron pruebas de eluyentes en la cromatografia de capa delgada para
determinar el mejor eluyente para aislar los compuestos, una vez elegido el
eluyente se procedi6é a desarrollar la cromatografia en columna a cada fraccion,
se obtuvieron fracciones de 5 ml. estas fracciones se evaporaron en bafio maria
y monitorearon con cromatografia en capa delgada, se reunieron las fracciones
gue contenian compuestos con valores similares de Rf, las fracciones que no

contenian compuestos se desecharon (Figura 5.12).

Figura 5.12 Cromatografia de fracciones de la columna principal

5.4.7 Identificacién de compuestos aislados

La identificacion de compuestos se hizo empleando los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMH de 'H, a 400 MHz) y Resonancia
Magnética Nuclear de carbono 13 (RMN de 3C a 100 MHz), dichos espectros se
determinaron en un espectrometro a 400 MHz (Agilent Mod. 400 MR DD2) se

65



utilizé cloroformo deuterado (CDCls, cuya sefal aparece a 7.2 ppm) como
disolvente de las fracciones y tetrametilsilano (TMS, 0.0 ppm) como referencia
interna. En algunos casos se empled la técnica de cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de gases para establecer los pesos moleculares y los
patrones de pureza y fragmentacién de los productos naturales aislados.
Finalmente la identidad de algunos metabolitos aislados, se compararon por
cromatografia en capa delgada con muestras auténticas como B-sitosterol (1) y

estigmasterol (2)

5.5 Resultados y discusion

El rendimiento del material vegetal colectado seco y molido fue de: 441.5 g de
hojas, 3.46 kg de corteza y 4.33 kg de raiz, este material se utilizé para preparar
9 extractos por maceraciéon (Figura 5.14), la cantidad de extracto obtenido se

presenta en el Cuadro 5.3.

Cuadro 5.3 Cantidad de extracto obtenido de Fagus grandifolia subsp. mexicana

Hojas Corteza Raiz
Extractos
9) 9) 9)
Hexano 2.1 4.2 4.1
Diclorometano 4.9 16.8 3.0
Metanol 69.8 38.7 42.5

Derivado del andlisis por cromatografia de capa delgada se determin6 que el
extracto hexanico de raiz (Figura 5.13), contenia mayor cantidad de compuestos
y la mezcla de elucién hexano/acetato de etilo era la ideal para el aislamientos
de estos metabolitos secundarios. Por lo que fue aplicado a una columna
cromatografica, se utlizaron 3 g de extracto y se guardaron 1.2 g como
referencia. Del proceso de aislamiento se eluyeron 1008 fracciones, mismas que

fueron reunidas por su semejanza cromatografica y/o el nimero y tipo de
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manchas en las cromatoplacas analiticas, de acuerdo con lo mostrado en el

Cuadro 5.4.

Figura 5.13 Cromoplacas de analisis de extractos de Fagus grandifolia subsp. mexicana

Cuadro 5.4 Fracciones reunidas de la columna de extracto hexanico de raiz

Fase movil Fracciones
L00% 1 4 6 1318  25-28  67-145
2 5 712 1924  29-66  146-168
hexano 3
95:5%  169-175 188-195 198  239-266 325-348 387-406
Hexano/  176-181 196  199-208 267-278 349-372 407-418
ACOEt  182-187 197  209-238 279-324 373-386 419-438
0:1% o0 oo 503504 523536 559 562 565
Hexano/ 027/ 505513 537-552 560 563 566
ACOEt /5355 514522 553558 561 564  567-570
. 0,
8:2% 571584 509-612 626-640 648-654
585-598 613-625 641-647 655-694
AcOEt
. 0,
S 3% 695706 719730 740751 755
X0l 707718 731730 752754 756763
1:1%
oay, 764818 820832 834-835 843-856 B872-883
ool 819828 833  837-842 857-871
100%  884-894 901-008 917-929 945-957
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AcOEt 895-900 909-916 930-994 958-966

100% 967-969 970 972 974 977-980 995-1008
Metanol 976-969 971 973 975-976 981-994

Algunas de las fracciones reunidas mostradas en el cuadro 5.4, fueron
reanalizadas por cromatografia en capa delgada, como resultado de este analisis
se determind que las fracciones que contuvieran al menos 100 mg de aceites o
sélidos para ser analizados por sus espectros de RMN de 'H, dichas fracciones

se resumen en el cuadro 5.5.

Cuadro 5.5 Fracciones seleccionadas del extracto hexanico de raiz de Fagus
grandifolia subsp mexicana pre-analizadas con RMH de *H

Fase movil Fracciones

176-181 209-238

95 :5 Hexano/ AcOEt 182-187 239-206
188-195 267-278
199-208 325-348 y 439-464

9:1 Hexano/ AcOEt 567-570

8 : 2 Hexano/ AcOEt 648-654 655-694

1:1 Hexano/ AcOEt 764-818

Los espectros de RMN de 'H determinados a las fracciones 209-238 y 439-436
mostraron sefiales interesantes de metabolitos secundarios, estas fracciones
fueron seleccionadas para realizar varias recromatografias en columna con la
finalidad de purificar los compuestos contenidos. En este sentido, la fraccién 209-
238 constd de 0.1499 g de muestra que se analizo previamente por cromatografia
en capa delgada y posteriormente fue sometida a una recromatografia de
columna para aislar los compuestos. Como resultado del proceso por
recromatografia se obtuvieron 81 fracciones que se analizaron con cromatografia
en capa delgada. Para observar la composicion de cada fraccion, se
determinaron sus espectros de RMN de H. La fracciéon 439-464 contenia 0.1039
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g de muestra, se realiz6 cromatografia en columna, se obtuvieron 311 fracciones
que se analizaron con cromatografia de capa delgada para observar la

separacion de compuestos y composicion de las fracciones.

En resumen, de acuerdo a los procedimientos de purificacion por cromnatografia
en columna y por sus los analisis espectroscépicos para el extracto hexanico de
raiz de Fagus grandifolia subsp. mexicana se identificaron cinco compuestos

mostrados en el Cuadro 5.6.

Cuadro 5.6 Metabolitos secundarios aislados e identificados en el extracto

hexanico de raiz de Fagus grandifolia subsp. mexicana sometido a cromatografia

en columna
Columna Fraccion Compuesto
Columna Principal 325-348 [-Sitosterol
Columna Principal 325-348 Estigmasterol
*Fraccion 209-238 5 Cicloartanol
*Fraccién 209-238 8 Stigmast-4-en-3-ona
Glucosido de B-Sitosterol
No se identificaron compuestos, las
*Fraccion 439-464 - sefales emitidas de RMHH

correspondian a sistemas grasos.

*Recromatografia en columna

5.5.1 Aislamiento del B-Sitosterol (1) y estigmasterol (2)

En el extracto hexanico de raiz de Fagus grandifolia subsp. mexicana fraccion
325-348, se observo un precipitado blanco en forma de cristales solubles en
diclorometano, el precipitado se analiz6 con RMN *H (Figura 5.14) y se observé
una sefal en 5.3 ppm correspondiente a un hidrégeno vinilico o de alqueno, asi

mismo en 3.4 ppm se detectd una sefial multiple que integré para un hidrogeno
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gue fue asignada al proton base de un alcohol como en la mayoria de los
esteroles, finalmente entre 0.8 y 1.2 ppm se detecté un conjunto de al menos
siete sefales finas e intensas (De mayor altura) asignables a los grupos metilo
de esteroles, al comparar por cromatografia en capa delgada esta sustancia con
una muestra autentica de p-Sitosterol, se observdé un mismo valor de Rf y su
espectro de RMN de 'H también correspondié al de este producto natural,

guedando plenamente identificado, cuya estructura se muestra en la Figura 5.15.

CHj
CH3 | CHj
29 CHs

28 CHj
2 22 54 e CHj

[-Sitosterol (1)
H-6 ‘ )!u )'W'
cDCl H3 i\ | A
3 | "a M,v'f'&i‘ T s
L j\ LYA'RY AV
AT P AR D" DA T T

Figura 5.14. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *H (400 MHz, CDClz, TMS) del B-
sitosterol aislado de Fagus grandifolia susbp. mexicana

El B-sitosterol (1) tiene un peso molecular de 414.718 g/mol (Govindarajan &
Sarada, 2011). Formula molecular: C29Hs00O (Figura 5.16). Es un fitosterol
presente en plantas, frutas, semillas y especias. Paniagua-Pérez et al. (2005)
demostraron que el B-Sitosterol tiene la capacidad de atrapar radicales libres y el
potencial como agente quimiopreventivo del cancer al evaluar el potencial
antigenotoxico e inmunoestimulante del B-Sitosterol en ratones. Llamos et al.

(2005) menciona que el B-Sitosterol actia en procesos inflamatorios al impedir la
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liberacion de factores proinflamatorios como la interleucina y el factor de necrosis
tumoral-alpha por los monocitos activados y también reduce el edema. También,
tiene accion hiploglicemiante al estimular la secrecion de insulina, con lo cual
aumenta la concentracion de insulina circulante para el control de la glucosa en

la sangre.

HO

Figura 5.15. Representacion de estructura del B-Sitosterol (1)

De las mismas fracciones del extracto hexanico de raiz de Fagus grandifolia
subsp. mexicana fraccion 325-348, se observoé otro precipitado blanco en forma
de cristales solubles en diclometano, el precipitado se analiz6é con RMN H
(Figura 5.16) y también se observo una sefial en 5.3 ppm correspondiente a un
hidrogeno vinilico o de alqueno, asi mismo en 4.9. ppm se detectaron dos sefiales
de un sistema de doblete dobleteado que integraron para dos hidrégenos que fue
asignada a los protones de un enlace doble ubicado en la cadena lateral superior
como en la mayoria de los esteroles, también se observo una sefial multiple en
3.4 ppm de un hidrogeno base de alcohol como los pertenecientes al hidroxilo en
C-3 de la mayoria de los esteroles. Finalmente entre 0.8 y 1.2 ppm también se
detectd un conjunto de al menos siete sefiales finas e intensas (De mayor altura)
asignables a los grupos metilo de esteroles, al comparar por cromatografia en
capa delgada esta sustancia con una muestra autentica de estigmasterol (2), se

observé un mismo valor de Rf y su espectro de RMN de 1H también correspondié
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al de este producto natural, quedando plenamente identificado, cuya estructura
se muestra en la Figura 5.17.

CHs

CHs

” CHsy
28 CHj

CHs

CDCly ™S

7 6 5 B 3 2 1 0 PpPm

Figura 5.16 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 'H (400 MHz, CDCls, TMS) del
estigmasterol aislado de Fagus grandifolia

El estigmasterol (2) tiene un peso molecular de Ca29Hs00 413.3 g/mol
(Govindarajan & Sarada, 2011). Gabay et al. (2010) menciona que el
Estigmasterol (2) es un esterol capaz de unirse a la membrana de los condrocitos
y poseer propiedades antiinflamatorias y anticatabdlicas. A su vez, contrarresta
la expresion de las metaloproteinasas de matriz implicadas en la degradacion del

cartilago junto un efecto inhibidor sobre el mediador pro-inflamatorio.
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Figura 5.17 Representacién de estructura del Estigmasterol (2)

5.5.2 Aislamiento del 3B-hidroxi-24-metilen cicloartano (3)

Las fracciones 209-238 de la columna principal, fueron sometidas a un proceso
de analisis por medio de una segunda recromatografia empacada con silicagel y
empezando a eluir con diclorometano, asi en la fraccion F5 se detectdé una
sustancia de aspecto aceitoso e incoloro con aroma especial agradable. Al
determinar su perfil cromatografico por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (Figura 5.18), se observé el ion molecular M* en m/z
440 que calcula para una formula molecular de Cs1Hs20, correspondiéndole 6

insaturaciones (Q) de acuerdo con la ecuacion 1.
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Figura 5.18 Perfil cromatografico obtenido por Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de masas del 3B-hidroxi-24-metilen cicloartano (3) aislado de Fagus grandifolia
subsp. mexicana

Q=2(#C)-#H + 2 Ecuacion 1

2

Donde Q es el nUmero de insaturaciones
#C es la cantidad de carbonos contenidos en la formula molecular

#H corresponde a la cantidad de hidrogenos en la formula molecular

Sustituyendo datos:

Q=2(#C)-#H +2=2(31) —52+2 = 62-52 + 2 =12 =6 insaturaciones
2 2 2 2
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En su espectro de RMN de 'H (Figura 5.19) de 4.6 a 4.8 ppm se observaron dos
sefales simples que integraron para dos hidrégenos que por su desplazamiento
se asignaron a los hidrogenos de un grupo metileno de alqueno (-C=CH.), asi
mismo en 3.30 ppm se observo una sefial como un multiplete ancho para un
hidrogeno base de alcohol, por otro lado, entre 0.9 y 1.6 ppm se observaron al
menos seis sefiales simples e intensas, tipicas de los grupos metilo de un
triterpeno, lo mas caracteristico en este espectro es la aparicion de dos sefales
dobles de constante de acoplamiento J =4 Hz en 0.30 y 0.50 ppm, tipicas de un
anillo de ciclopropano (Escobedo-Martinez, et al. 2012). Este tipo de arreglo es
observable en productos naturales de tipo cicloartano. La presencia de una
insaturacion debida al alqueno, indica que las cinco insaturaciones resantes

corresponden a cinco ciclos en esta molécula.

CHs

CHs

.- CH3 | CHg
CHj

3 -hidroxi-24-metilen cicloartano (3) CH3
CH,

TMS

C=CH, #A RKR
.
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7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

CDCly

Figura 5.19 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 'H (400 MHz, CDClz, TMS) del 3p-
hidroxi-24-metilencicloartano (3) aislado de Fagus grandifolia subsp. mexicana

Por otro lado, el espectro de RMN de 13C a 100 MHz en CDCIs (Figura 5.20) del
cicloartano 3, aislado de Fagus grandifolia subsp. mexicana, mostro un total de

31 sefales de resonancia, mismas que indican la naturaleza triterpenica de este
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producto natural, donde se pudo corroborar que esta presente un grupo hidroxilo
(-OH) por la sefial de resonancia en 78.8 ppm, ademas de dos sefiales en 156.9

y 105.9 ppm asignables carbonos de enlace doble (-C=CHz>).

INDEX FREQUENCY DPIM HRICET

1 15775.3 156.943 11.0

CDClz 2 10643.8 105.831 20.2

3 7924.7 78.839 25.8

4 7772.8 77.329 4748

77614 77.215 22.4

£ 7740.8 77.010 473.2

7 7709.5 76.699 459.1

8 5251.3 52.243 23.3

9 4%0¢.2 48.7%0 23.4

10 4825.6 48.008 22.6

i 4732.5 47.082 24.4

18 4550.2 45.268 17.7

13 4068.0 40.471 2.0

pe Y 3630.1 36.114 28.3

1s 3573.6 35.552 23.3

16 3s511.8 34.938 19.6

9 3385.1 33.776 25.2

18 3303.5 32.866 25.1

19 3211.2 31.947 28.1

20 3145.6 31.29¢ 24.1

21 3051.8 30.361 21.8

22 3006.7 29.913 23.6

23 2986.1 29.708 2%.7

24 2830.5 28.160 22.1

as 2658. 26.44¢ 23.5

26 2614.6 26.012 26.3

b1 2555.8 25.427 28.0

28 2211.0 21.95%6 25.5

%, 2s 21%8.0 21.867 26.1

30 2122.5 21.116 20.3

30 29 31 2007.3  19.970 17.2

3z 1941, 19.317 8.4

33 1838.7 18.292 28.5

< 2 - < 34 1814.3 18.049 23.4
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Figura 5.20 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 13C (100 MHz, CDClz, TMS) del 3p-
hidroxi-24-metilencicloartano (3) aislado de Fagus grandifolia subsp. mexicana

Finalmente en el espectro 6 tipo DEPT (Distortionless Enhancement of
Polarization Transfer) que se emplea para conocer el tipo de grupos o carbonos
que contiene una molécula, pudo corroborar la presencia de 7 grupos metilo
(CHs3), 12 grupos metileno (CHz), 6 grupos metino (CH) y 6 atomos de carbono
no-protonados (C)., mismos que en conjunto suman 31 &tomos de carbono como
se ha deducido del ion molecular para la formula molecular C31Hs520. Este
cicloartanol ha sido aislado también del follaje de Senna spectabilis (De Oliveira
et al, 2010).
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Figura 5.21 Espectro DEPT (100 MHz, CDCls, TMS) del 3B-hidroxi-24-metilencicloartano (3)
aislado de Fagus grandifolia subsp. mexicana

Figura 5.22. Representacion de estructura del 3p-hidroxi-24-metilencicloartano (3) aislado de
Fagus grandifolia subsp. mexicana
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5.5.2 Aislamiento e identificacion del estigmast-4-en-3-one (4)

De las mismas fracciones 209-238 de la columna principal, fueron sometidas un
proceso de andlisis por medio de una segunda recromatografia empacada con
silicagel y empezando a eluir con diclorometano, asi en las fracciones F8 y F9 se
detectd una sustancia de aspecto aceitoso e incoloro. Al determinar su
espectrometria de masas, se observo el ion molecular M* en m/z 412 que calcula
para una formula molecular de C29H4s0, correspondiéndole 6 insaturaciones

(©2) de acuerdo con la ecuacion 1.

-~

can: 868, 40:500,1on:10 us,RIC:2.006e+

100% - el 7l

50% .

413.3
744405

25%

0% —

Figura 5.23 Perfil por espectrometria de masas del estigmast-4-en-3-ona (4) aislado de Fagus
grandifolia subsp. mexicana
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Esta sustancia fue sometida a un estudio de RMN de 'H (Figura 5.25), asi en
5.72 ppm se observé una sefial simple que integro para un hidrégeno que por su
desplazamiento se asigné un sistema a,B-insaturado como el descrito para
sistemas 3- y 7- androstanos (Figura 5.17). En el mismo espectro de RMN de H,
se observa una serie de sefales intensas en 1.18, 0.92, 0.83, 0.81, 0.72 y 0.71
ppm para 6 grupos metilo (CHs) semejantes a sistemas de esteroles como

estigmasterol y sitosterol.

3-Androstano 7-Androstano

Figura 5.24.-Estructuras de 3-y 7- androstanos

T™MS

CH3 cHj
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Figura 5.25 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *H (400 MHz, CDCls, TMS) del
estigmast-4-en-3-ona (4) aislado de Fagus grandifolia subsp. mexicana
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En tanto que en el espectro de RMN de 3C (Figura 5.26) de la fraccion F8 y F9
de la recromatografia de la columna original del extracto hexanico de raiz de
Fagus grandifolia subsp. mexicana, se observaron 29 sefiales de resonancia y
en particular en 199.7, 171.7 y 123.8 ppm se detectaron sefiales que corroboran

la presencia del sistema a,p-insaturado mencionado, del tipo 3-androstano.

T™MS

?[.\ - 7
O'/// ST N CHa CHy
4 6

CHa

Stigmast-4-en-3-ona (4) CHs
CH,

CHa

CDCl3

H-4

|

_'_J‘!

J \L
ALK
fi AT

—— S — —— . —
7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 5.26 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 'H (400 MHz, CDCls, TMS) del
estigmast-4-en-3-ona (4) aislado de Fagus grandifolia subsp. mexicana

En tanto que en el espectro de RMN de *3C (Figura 5.27) de la fracciéon F8 y F9
de la recromatografia de la columna original del extracto hexanico de raiz de
Fagus grandifolia, se observaron 29 sefales de resonancia y en particular en
199.7, 171.7 y 123.8 ppm se detectaron sefiales que corroboran la presencia del

sistema a,p-insaturado mencionado, del tipo 3-androstano.
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INDEX FREQUENCY FPM
20069.9 199.668

HEIGHET

1
2 17260.0 171.713 14.7
3 12439.7 123.758 23.2
4 77744 T7.344 155.9
5 7742.3  77.025 156.8
6 7710.3  76.707 150.3
7 5631.3 56.023 24.6
8 5618.3 55.804 23.5
9 5410.8 53.830 30.5
10 4607.4 45.837 33.8
11 4261.8 42.399 18.6
12 3984.1 39.636 28.3
13 3881.8 38.619 24.5
u 3631.6 36.129 31.5
15 3588.9 35.704 26.4
16 3582.0 35.636 25.3
17 3418.0 34.004 29.4
18 3406.5 33.890 23.2
19 3313.4  32.964 23.1
20 3223.4 32.069 286
21 2930.5 29.154 27.8
22 2835.1 28.205 28.3
23 2621.5 26.080 28.1
24 2432.3  24.198 23.2
25 2319.3  23.014 21.3
26 2114.9 21.040 27.8
27 1993.6 9.833 28.8
28 1913.5 9.036 35.0
29 1881.4 8.717 26.0
30 1748.7 7.397 32.5
3 1204.7 1.985 5.4
32 1202.4 11.962 374
3 0.0 0.000 10.5
Stigmast-4-en-3-ona (4)
c4
C-3 C5
™S
’ o A1
T R e A T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 5.27 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 2C (100 MHz, CDClz, TMS) del

estigmast-4-en-3-ona (4) aislado de Fagus grandifolia subsp. mexicana

Finalmente en el espectro 10, tipo DEPT (Distortionless Enhancement of

Polarization Transfer),se pudo corroboré la presencia de 6 grupos metilo (CH3),

11 grupos metileno (CHz), 8 grupos metino (CH) y 4 atomos de carbono no-

protonados (C)., mismos que en conjunto suman 29 atomos de carbono como se

ha deducido del ion molecular para la férmula molecular C29H480. Quedando

plenamente identificada esta sustancia como estigmast-4-en-3-ona (4)
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Figura 5.28 Espectro DEPT (100 MHz, CDCls, TMS) del estigmast-4-en-3-ona (4) de Fagus
grandifolia subsp. mexicana

El estigmast-4-en-3-ona (4) ha sido aislado de las partes aéreas de Schizonetepa
tenuifolia Briquet, las propiedades que le confieren a esta planta son:
antiinflamatoria, antidiabética y antipuritico (Newsom y Miller, 2009). También fue
aislado de Anacardium occidentale y se probd su efecto hipoglucémico, el
compuesto retraz6 la absorcion de glucosa actuando como un inhibidor en la
absorcion de carbohidratos y en consecuencia disminuir el nivel de azlcar en la

sangre (Alexander-Lindo, et al, 2004).

Figura 5.29 Representacién de estructura de Stigmast-4-en-3-ona
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5.5.3 Aislamiento e identificacion del glucosido de B-sitosterol (5)

Del extracto crudo de cloruro de metileno de las raices de Fagus grandifolia
subsp. mexicana, se observo un precipitado, mismo que fue filtrado y lavado con
éter diisopropilico, al determinar su espectro de RMN de 'H en DMSO-ds,
(Espectro 11) se observo un patrén de acoplamiento semejante a un esterol o
sea un conjunto de 7 sefiales intensas a baja frecuencia (entre 0.9 y 0,6 ppm),
ademas de otro conjunto de sefiales entre 3y 5.5 ppm de un monosacarido como

la glucosa unido a este esterol.

/"”2,‘_ /’\\/’['\T /_/’; s
&
| 4
x Y™
x./ \ ,:\» - \'* ’//\ Ak
Glucosido de 3-Sitosterol (5)
L Jj \ J | f“ u‘|
- ' I WAL 'R
| { i ‘ ‘L~‘* \\J '\f A L YA ||'U M

’u. ‘\,Jl VoS \",'\

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 Ppm

Figura 5.30 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *H (400 MHz, DMSO-ds, TMS) del
glucosido de B-sitosterol (5) aislado de Fagus grandifolia subsp. mexicana

Por otro lado, en su espectro de RMN de 13C a 100 MHz en DMSO-ds, (Figura
5.31) se puede deducir que este este producto natural se encuentra mezclado

con un poco del derivado 4, ya que se observan tres sefiales de resonancia en
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187.5176.6 y 157.7 del sistema o,B-insaturado como el descrito para un

compuesto tipo 3-androstano (Figura 5.17), mencionado previamente.

INDEX FREQUENCY PPN HEIGHT ‘DZX YR?Q:}H? PPN EEIGET
1 5 7 &

19850.3 187.534  15.1 24307 15.7
2 17746.3 176.551 39 Je 2316.6 23.047 293
3 158527 1577112 217 J9 21145 21036  17.0
1 141620 140892 183 fo 2026.7 20.163  56.1
5 122295 121666 17.7 f 19649 19.548  43.2
5 10206.6 107511 452 f2 194801 19.381  55.9
7 101734 101211 215 3 1916.1 19.062  38.6
] 77739 711360 183 12295 12.231 585
9 77595 717196 343 fs 121800 12117 38.4
10 742911 73909  25.8
11 70911 70.547  23.5
12 61855 61.537  17.7
13 57209 56.915  59.2
11 56904 56.611  19.4
15 56156 55.867  22.8
15 50297 50.038  18.8
17 45810 45575  30.1
/ : 18 42515 42296 317
i gE
- ”\‘/ : R
2 1
HO \L_ .—/\ \/ \ 23 3995.1 39.786 1397.6
2 39737 39533 6819
25 395311 39.328 224.8
26 94 3.7 1309
Glucésido de 3-Sitosterol (5) 12 Siaa BT e
29 36106 35920  21.4
30 33962 337 1509
31 32032 31.867  24.0
32 31978 31814 17,5
33 29857 29.704  15.7
£ 29293 142 403
33 28305 28.23p 151
36 260005 25.87 2005
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Figura 5.31 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 3C (100 MHz, DMSO-ds, TMS) del
glucdsido de B-sitosterol (5) aislado de Fagus grandifolia subsp. mexicana

Finalmente, en su espectro DEPT (Figura 5.32), fue posible establecer
claramente que el glucésido de B-sitosterol (5), se encuentra mayoritariamente
presente en el precipitado del extracto de cloruro de metileno de las raices de
Fagus grandifolia subsp. mexicana.

Los datos espectroscopicos deducidos anteriormente, permitieron estabcer que

el compuesto mayoritario pude identificarse como glucosido de B-sitosterol (5)

(Shaheen et al, 2001), representado en la estructura de la Figura 5.21.
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Figura 5.32 Espectro DEPT (100 MHz, DMSO-ds, TMS) del glucésido de B-sitosterol (5) aislado
de Fagus grandifolia subsp. mexicana

OH
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OH
Figura 5.33 Representacion de estructura del glucdsido de B-sitosterol (5) aislado de Fagus
grandifolia subsp. mexicana
El glucosido de B-sitosterol (5) también ha sido aislado de otras fuentes botanicas
principalmente de Brassica rapa sb.sp. campestris y de Aloe barbadensis, tanto

este glucosido 5, y sus derivados posee muy importante actividad bioldgica y
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recientemente su formulacién es Util en el tratamiento de infecciones del sida
(Shaheen et al, 2001)

5.6 Conclusiones

El estudio del extracto hexanico de raiz de la especie Fagus grandifolia subsp.
mexicana aporta significativos conocimientos sobre la composicion fitoquimica
de la especie. El analisis del extracto de hexano de las raices aportd cuatro
metabolitos secundarios conocidos como B-sitosterol (1), estigmasterol (2), 3p3-
hidroxi-24-metilencicloartano (3) y estigmast-4-en-3-ona (4), en tanto que del
extracto de cloruro de metileno de sus raices precipité un derivado conocido
como glucésido de B-sitosterol (5). Si bien los compuestos aislados e
identificados ya se han aislado de otras plantas, es la primera ocasion que se
describe para la especie objeto de esta investigacion, lo cual constituye un
resultado relevante en cuanto al conocimiento de este arbol, proyectandose

entonces usos potenciales de interés medicinal.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

El presente estudio es una contribucion al conocimiento de la madera de la
especie Fagus grandifolia subsp. mexicana. La descripcion de las caracteristicas
anatomicas, el valor de la densidad basica son referente para la valoracion de la
madera. Los metabolitos secundarios identificados y sus propiedades son una
pauta para el desarrollo de nuevas investigaciones y promover el uso no
maderable de la especie y en un fututo coadyuvar en las estrategias de
conservacion y produccion para la preservacién de los bosques de haya en

México
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7. APENDICES

Anexo 1. Clasificacion de veteado (Tortorelli, 1956)

Clase Caracteristica
Pronunciado Elementos amplios o gruesos, diferencia de color notable
Suave Término medio respecto al veteado pronunciado y el liso.

i Elementos constitutivos apenas perceptibles a simple
iSO
vista, coloracion uniforme

Anexo 2. Clasificacion de textura (Tortorelli, 1956)

Clase Caracteristica
Elementos constitutivos amplios, diametro de poros >250 y,
Gruesa .
rayos grandes y parénquima abundante.
Media Término medio entre tipo fina y gruesa, poros de 150 a 250 p.
e Elementos constitutivos pequefios, menores a 50 y de
ina

didmetro, parénquima escaso y fibras abundantes.

Anexo 3. Clasificacion de hilo (Tortorelli, 1956)

Clase Caracteristica
Derecho Direccion paralela al eje vertical del fuste del arbol.
Oblicuo Se desvia formando un angulo con el eje, se nota en la cara
tangencial.

Entrecruzado  Tiene direccion opuesta y alterna en anillos sucesivos.

Crespo La direccién del haz longitudinal es regularmente ondulada.
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Anexo 4. Clasificacion de porosidad (Tortorelli, 1956)

Clase Caracteristica
Difusa Distribucion uniformemente en toda la zona de crecimiento.
Circular Poros de cavidad amplia a lo largo del limite extremo de la

zona de crecimiento en la madera temprana.
Semicircular Los poros van disminuyendo de diametro gradualmente
hacia la madera tardia.

Anexo 5. Clasificacion de agrupacion de elementos de vaso (Tortorelli, 1956)

Tipo Caracteristica

Solitarios Poros individuales rodeados por otro tipo de
elementos.

Multiples Dos 0 mas poros unidos, comprimidos uno contra
otro en sentido radial.

En cadena Poros separados pero alineados en serie.

Agrupados Poros separados pero distribuidos en grupos de tres
0 mas.

Anexo 6. Clasificacion de diametro de elementos de vaso (Tortorelli, 1956)

Diametro Caracteristica
>100u Pequefios
100-200 p Medianos
200-300 u Grandes
>300p Muy grandes

Anexo 7. Clasificacion de longitud de elementos de vaso (Tortorelli, 1956)

Longitud (p) Caracteristica
<350 Cortos
350-800 Medianos
>500 Largos
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Anexo 8. Clasificacion de abundancia de elementos de vaso (Tortorelli, 1956)

Cantidad Caracteristica
<10 POCO NUMErosos
10-20 Numerosos
20-40 Muy Numerosos
>40 Extremadamente Numerosos

Anexo 9. Clasificacion de placa de elementos de vaso (Tortorelli, 1956)

Tipo Caracteristica
Simple Abertura Unica grande.
Multiple Dos 0 mas aberturas.
Orlada Cuando el remanente de la pared en la abertura simple forma

un margen alrededor.
Escaleriforme Varias perforaciones alargadas o paralelas.

Reticulada Varias perforaciones pequeiias en forma de red, numerosas.
Efedroide Aberturas pequefias poco numerosas y mAas 0O Menos
circulares.

Anexo 10. Clasificacion abundancia de rayos (Tortorelli, 1956)

No./mm? Caracteristica
<2 Muy escasos
3-4 Escasos
5-7 Pocos numerosos
8-10 Numerosos
10-15 Muy numerosos
>15 Extremadamente numerosos
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Anexo 11. Clasificacion altura de rayos (Tortorelli, 1956)

Altura () Caracteristica
<200 Muy bajos
200-500 Bajos
500-800 Medianos
800-2000 Altos
>2000 Muy altos

Anexo 12. Clasificacion anchura de rayos (Tortorelli, 1956)

Ancho (u) Caracteristica
<25 Muy angosto
25-50 Moderadamente angostos
500-100 Medianos
100-200 Moderadamente anchos
>200 Muy anchos

Anexo 13. Clasificacion de longitud de fibras (Tortorelli, 1956)

Longitud () Caracteristica
400-900 Cortas
900-1600 Medianas
>1600 Largas
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Anexo 14. Clasificacion de diametro de fibras (Tortorelli, 1956)

Diametro (u) Caracteristica
<25 Finas
25-40 Medianas
>40 Anchas

Anexo 15. Clasificacion de diametro de fibras (Tortorelli, 1956)

Clase Magnitud
Muy delgada  El lumen es % o mas del didmetro total de la fibra
Delgada El lumen ocupa ¥ a % del didametro total
Gruesa Lumen de % a 1/3 del diametro total

Muy gruesa Lumen menor a 1/3 del diametro total

Anexo 16. Clasificacion de densidad béasica (Vignote y Jimenez1996)

Clase Especies frondosas
Muy ligera 0.35
Ligera 0.35-0.50
Semipesada 0.51-0.70
Pesada 0.75-0.95
Muy pesada 0.95
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