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ciertos yasecticidas, se ¥o influwencisde . por el alzs on
2l cosio de nuepvos spsgelicidas; relascionady con gntos
datos se ha observado un aumento del numero de casos de
personas eon malaria, tanto en Gualemala como G olras
reglones tropieales det! munde (Fan American tteatltt Urge -
nization, 18850 ). Kl use de un ansecticada de. origen
natural proporcivﬁaria un conitrol efectivo vy especifticc
a delerminadas especies oo Zshcudos. Este inseciicida
conlleva la ventaja de un bsic costo, gue lo haria acce?
sible a wuchas dreas aleciadas por la mslaris y gue no

pueden utilizar insecticidas carcs.

Hay evidencis que el helecho acuatico Salvinia auri-
cu]aﬁa,rcoﬁsideradc una peste en ciertas regiones tropi-
cales del mundo por su rapido desarroilo y recubrimiento
de mantos de agua, posee actividad larvicida sobre Ano-
pheles albimanus y podria ser un medio eficaz de control

- :

de estos vectores de la malaria (Kavaias, 198Z2; Hobbs v

Molana, 1883; Mopialar, 1857 Curdoén, por compleiarse).
3 *

bars reforzar la evidoenoia oblenida por un prupo de
investigadores en esia Universigad, acercs de gque exisie
un efecto larvicida de 5. auriculata sobre A. albimunvs,
es negessario realizay un esiudio itoguimico. Tal estu

dio debe vopnducir al aizslamiento ¢ identiliczseion del



de los conpuéstos responsables del efecto larvicids
mencionado. El presente trabajo pretende avanzar en el
mencionado estudio fitoquimico, preparando y fraccionan-
do extractos de S. auriculata y caracterizando las Frac—
ciones que presenten actividad antilarvaria sobre 4. aj-

bimanus.



11. ARTECEDENTES

A. HMalaria

La wmalaria o paludismo es una de las enfermedades
infecciosas mas antiguas en la historia de la humanidad
(Macfarlane & White , 1972). En 1979 las regiones del
nundo con mayor numero de casos de malaria fueron Indiszs
con 3.#A5 millones y.-el este de Asia y Oceania con 3.18
millones (Pan American Health Organization, 1981). En
Guatemala los casos reportados aumentaron de 67,994 en
1981 a 74,132 en 1984 (Pan American Health Qrganization,

1886).

La infecciton paliddica se debe a la inoculacion de
esporozoitos de Plasmodium causada por la picadura de un
zancudo hembra portador (Youmans et al, 1988). En Gua-
temala el principél vector de la malaria es el zancudo,

Anopheles albimanus (Clark-Gil & Darsie, 1983).

“B. Control de malaria

La erradicacién de la walaria depende de la elimina-
cién de lugares de proliferscién de zancudos, de protec-
cioén personal contra los zancudos (repelentes, mallas,
ete.), terapia con drogas SUpresSoras para pPersonas ex-
puestas, y un tratamiento adecuado de casos (Wernsdor-

fer, 1984; Davidson, 1882).



1. Control con insecticidas. El control de la mala-
ria se basa, en su mayor, parte en el uso de una gran
variedad de insecticidas para conitrolar las poblaciones

de zancudos. l.os insecticidas se han empleado por su

accion inmediata, y su alls efectividad se debe a que
pueden controlar répidamente una poblacién grande de
insectos y estan disponibles cuando se necesitan (Werns-

dorfer, 1984; World Health Organization, 1881).

A finales del siglo pasado se usaron como insectici-
das diferentes compuestos de arsénico. A principios de
este siglo se utilizaron insecticidas sintéticos, como

B
tiocianatos, dinitroortocresol y fenotiazina (Nalional
Academy of Sciences, 1871). En 1938 se descubridé el di-
clorodifeniltricloroetano, DDT, gue posee una actividad
e ' alta sobre muchos insectos. La utilizacion del DDT com@
insecticida ha disminuido considerablemente porque tam-
N v bién es t6xico a organismos utiles (ganado, peces) y po-
see una persistencia_larga;j&denﬁs, aparecieron cepas de
insectos resistentes a €l § es un compuesto que puede
e concentrarse a través de la cadena alimenticia (David-
son, 1982: World Health Organization, 1881). Posterior-
mente otros compuestos clorados han sido sintetizados v
vtilzados como insecticidas; tal es el caso del hexaclo-

rohexano, HCH, v de derivados del ciclopentadienoc, como




el aldrin y el endosulfan; estos compuestos presentan
problemas siwilares al DDT y su uso es menor (Roussel-
Uelaf, 1983; National Academy of Sciences, 1971). Ante
esta situvacidén se sintetizaron insecticidas fosforados
para desplazar los cloradoeos; algunos de éstos son: el
tetraetilpirofosfato y el paration, los cuales presentan

toxicidades altas a ¥Yos mamiferos.

5
OO
|
s
a” 1
X
pPLT
¥
N “
/ \COO ’ .
R= LHq Alc'.ao crisanwteémico
R= COOchy Acide piveivico
YPropo xux

Figura 1. Estructuras guimicas de algunos inseciicidas.
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En la década de los afios sesenta se desarrollaron
los carbamatos, entre ellos el propoxur y aldicarb. Los
piretroides son otra familia de insecticidas que se
desarroliaron a partir de los acidos pirétrico y crisan;
témico. Estos udltimos compuestos se descubrieron en
extractos de las flores Chrysantemum roseum y C. cinera-
riaefolium, que an;es se usaban como insecticidas natu-
rales (Roussel-Uclaf, 1983; National Academy of Scien-

ces, 1971).

Se han buscado substancias con propiedades insecti-
cidas entre las plantas (Supavarn et. al., 1874). Por
ejemplo, se ha encontrado substancias que matan larvas
de zancudos en Garlic (Amonkar y Reeves, 1876; Amonkar y
Banerji, 1871), en el aceite de Neem (Attri y Prasad,
18988), en extractos de Lithospermum arvense (Hadrigal
QL; o 1878), en Podocarpus nivalis y P. hallii (Rus-
sell et, al., 1872). Hay otros estudios en los que se
reporta subsiancias provenientes de fuentes naturales
como potenciales insecticidas, no se hizo una revision
bibliografica de ellos por estar fuera de los objetivos

de este trabajo.

El npumero de especies de Anopheles que mnuestran

resistencia a insecticidas se ha incrementasdo en los



ultimos afios y el desarrollo de resistencia se ha expan-

dido geograficamente. Hay 51 especies de zancudos'reco—-

nocidas como resistentes al menos a un  insecticida.
También es comun hoy dia una'rgsistencia doble, al DDT y
al dieldrin o al hexaclorochexano. Ademas, unas diez
especies del género en cuestién son resistentes a insec—
ticidas fosforados i’ otras cuatro- a los carbamatos
(World Health Organization, 1981). En América Central,
A. albimanus es resistente a insecticidas érganoclorados
¥y organofosforados, lo que causa p;oblemas en el control
de la malaria (World Health Organization, 1981; Geor-

ghiou, 1972).

2. Control biolégico. . Debido al desarrollo de re-
sistencia de 105 zancudos a los insecticidas, v

4 que el nimero de compuestos nuevos para utilizarse co-
mo insecticidas se estéd reduciendo, ei control biolégico
de los vectores ésté recibiendo mayor atencién como un
componente principal de un método integrado ¥, ademas,
Provee nuevas formas de controlar a los zancudos resis-
tentes a los insecticidas convencionales. Se esta in-
vestigando el uso de patégenos y predadores de zancudos.
Entre los patégenos, el mayor progreso en cuanto a

control de poblaciones de zancudos se ha logrado con

w
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Bacilus thuringiensis y con el nematodo Romanomermis

culicivorax. También, se han h o estudios de hongos

COmo Culicinomyces, Coelomomyces, Lagenidium,
%

Leptolegnia y Metarhizium. Entre los predadores se han

usado peces larvivoros ccomo Gambusia, Tilapia ¥y

Poecilla. Sin embargo, la efieciencia ha sido

determinada empiricamente, con resultados alentadores en
algunos paises y desalentadores en otros (World Health
Organization, 1981).

En el c¢aso de poblaciones de A. albimanus en

Guatemala, se han observado que la poblacién de larvas
es significativamente menor en estanques donde crece

Salvinia auriculata que en estanques gque carecen de ella

(Hobbs y Molina, 1983; Navajas, 1982). Esta observacién
sefialé que quizéds se podria usar como un medio de con-
trol bioldgico o natural de la malaria.

El desarrollo de los insectos es controlado por
hormonas (Turner, 1877). .Existen hormonas de muda ¥y
hormonas juvenilqs (Novak, 1975; Wigglesworth, 1870).
Las hormonas de muda promueven la muda al siguiente
estadio. La a-ecdisona y la B-ecdisona son de esta
clase de hormjnas, sus estructuras se muestran en 1la
figura &,

2. Las hormonas Jjuveniles permiten el crecimiento



del insecto en el estadio actual e impiden que desarro-

lle al siguiente. La estructura de la hormona Jjuvenil

se presenta en la Figura 3 (Novak, 18%5; Wigglesworth,

| 1978 ).

OH
) H
; i
]
oH ~
OH
HoO ;
]
OH
no (>- ecdieona
" J-ecdisona
Figura 2. Estructura gquimica de hormonas de muda.
"
i 1 R'—‘-?\‘ = CH;&”-_:, Yor mona Juvenil L
A B= cHch'b R = ("H-s Hormora TJuvewil IL
5 R= R o CHa Horwmerea Juvenmil TIL

Figura 3. Estructura quimica de hormonas juveniles.
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El control de insecticidas utilizando reguladores
del crecimiento ampezé alrededor de 1los 70 (Novak,
1975), v hoy en dia se hacen principalmente estudios de
laboratorio y campo con substancias analogas a hormonas

Juveniles (Mian & Mulla, 1982).

C.  SRIvil S b

El helecho acuatico, Salvinia auriculata Aublet

(Salvineacea), es una hidrofita flotante, capaz de un
crecimiento rapido. Se encuentra ampliamente
distribuido en todo el mundc, en las regiones tropicales
¥ subtropicales (Navajas, 1982). Todas las especies de
Salvinia son nativas de América del Sur y América

Central.

1. Descripcioén boténica S. auriculata posee un
rizoma delgado, horizontal, flotante, que pro-

duce hojas (llamados frondes) en grupos de tres: dos hojas
sésiles de peciolos cortos, en la parte superior y una
tercera hoja con aspecto de raiz, larga y filiforme que
cuelga debajo.En el haz de las hojas aéreas, que son verdes,
crecen pelos hidréfugos en filas apretadas ; estos
pelos terminan en forma de Jjaula, en donde el aire es
atrapado. La hoja sumergida es de color marron

y de aspecto plumoso ; se encuentra muy dividida vy



funeciona COomo. una raiz verdadera, absorbiendo agua ¥
nuiLrientes; ademnas susltenta S espOragarpos. gile son

indeniscentes (Navajas, iH8b82).

Figuras 4. Salvinia auriculata
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2. Estudios realizados. En algunas partes del
mundo, por ejemplo en Asia y Australia , por su

crecimiento réapido, 5. auriculata es considerada una

peste; puede causar problemas en las hidroeléctricas, y
la pérdida de agua por la transpiracidén es ecinco veces
mayor qgque la evaporacion de la superficie libre en el
agua (Bhambie y Darsie, 1879; Guillarmod, 1979). Este

helecho acuatico interfiere directamente con 1a

agricultura, la pesca y el transporte acudtico (Divakaran,

et.al., 1830). Sin embargo, en las Américas no causa

problema porque es controlado adecuadamente por insectos

herbivoros nativos.
Se han hecho estudios para controlar el rapido

crecimiento de S. auriculata, utilizando herbicidas y

otros métodos de control (Considine, 1984; Thomas, 1879;
Filayson e.t. a.l., 1987; Bahadir e.t. a.l. 1887).
Tanbién) se reporta la utilizacién de esta planta en 1la
India en 1la manufactura de papel (Bhambie & Bardowaj,
1979) v, en Yugoeslavia, en la remocién de nutrientes en
aguas de desecho doméstico (Ignjatovic, 1886).

Hobbs y Molina (1883) hicieron un estudio en

estanques naturales de las tierras bajas del sur de

" Guatemala, implantando S. auriculata en ellos y midiendo

el nimero de larvas de A. albimanus. Cubrieron 1la mitad
de los estanques con la planta y la otra 1la dejaron
libre, formando una barrera con bambii a la mitad del

estanque.

——
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Encontraron que el niumero de larvas en A. albimanus era

significativamente menor en la regidén cubierta con la

planta que en la regidon sin ella. También mostraron

2

en pruebas hechas en el laboratorio, que en las hembras

de A. albimanus preferian ovipositar en recipientes sin
el helecho que en recipieéntes con él.
Como continuacion del estudio en Guatemala

Navajas (1982) estudié el efecto de S. auriculata sobre

A. albimanus. El estudio sugirié que los principales
W

efectos antilarvarios se debian a 1la interferencia
mecanica de las hojas sumergidas y a un incremento de

depredadores asociados a la planta; no se detecté 1la

pPresencia de sustancias quimicas con efecto antilarvario

en S. auriculata.
Posteriormente, dentro del proyecto de investiga-

cidén que se desarrolldé al respecto de S. auriculata como

1 posible control de poblaciones de A. albimanus en Guate-

mala, Dix, Bosque y Navajas (1985) y Montifar (1987)

.- encontraron que extractos de S. auriculata mostraban
efectos antilarvarios en larvas de primer estadio de A
albimanus. Utilizaron métodos de extraccién con Soxhlet
Yy por inmersién , usaron la planta seca y molida o
‘ fresca y macerada. Para hacer el extracto wutilizaron

metano y/o cloroformo. Para hacer dicho estudio se



determiné gue el extracto que causa mayor mortandad es
el extracto cloroférmico obtenido por inmersi6n durante
772 horas de la planta seca y molida, previamente extrai-

da por inmersiéon en metanol durante 72 horas.

Paiz (1985) hizo un fraccionamiento del exitracto
crudo de 5. auriculata.. Las tres primeras etapas del
fraccionamiento fugron por cromatografia en columna
vtilizando Sephadex LH—Zﬂ-como fase estacionaria y meta-
nol como eluyente. El altimo paso del fraccionamiento
lo hizo por cromatografia en capa preparativa -(Silica
gel). Kl espectro "H-NMR de la subfraccién mas pura ob-
tenida presenta resonancias en 7.29 ppnm (hidrégenos aro-
maticos), en 1.30 y ©.83 ppr (hidrégenos en hidrocarbu-
ros). En-este trabajo se concluyé que el principio ac-~
tivo posee un grupo aromatico monosubstituido con unsa
cadena alifética, y la relacioén de hidrégenos arométicos

a los alifdticos es de 1 3 7:.5.

*

D. Cromatografia

Existen varios métodos para separar compuestos en
una mezcla. Algunos métodos se basan en sus propiedades
fisicas, como punto de fusion, ebullieiodon, polaridad,

eto.



La cromateografia separa compuestos de acuerdo a la
diferencia de adsorcién de compuestos a una fase dada.
Se utilizd por primera vez en 19¥6 para separar carote-
nos y xantofilas de extractos de hojas. Aungue este
método era selectivo, no se utilizé por 25 afios. En
1931 se reintrodujo esta técnica y se demostrd su poten-
cial de separaci6n. - En la actualidad es el método mas
vtilizado v a é1 se debe la separacién y purificacion dg
varios pigmentos de plantas, vitaminas, hormonas, etc.
(Berg, 1963).

El térnino cromatografia puede definirse como un
método de separacidén en el gque una mezcla se aplieca en
una zona angosta inicial de una fase estacionaria y los
componentes de la mezcla son forzados a una migracion
diferencial en la fase estacionaria por el flujo de una
fase movil, que puede ser un liquido o un gas (CRC

Handbook Series in Chronatogréphy, 1978).

La cromatografia puede clasificarse de acuerdo al
tipo de fase movil, en cromatografia ligquida o cromato-
grafia de gases. En 1la primera, un liguido disuelve el
soluto vy lo hace migrar a través de la fase estaciona-
ria, gque puede estar en una columna, en una capa fina o

ser un papel. En la segunda, un gas inerte acarrea la

17



mezcla gaseosa a través de la columna de fase estacio-

naria.

l.a cromatografia liquida en columna puede ser liqui-

do-s6lido o liguido-liguido (particidn). o1 “la . -Fase
estacionaria es un adsorbente, el proceso se llama cro-
matogratia liquida.de adsorcién. 51 la fase s6lida es

un material de intercambio idnico, se denomina cromato-—

grafia de intercambio idnico, Vv si es un gel polimérico
no ionico, se utiliza el término cromatografia de per-
meacion de gel, de filtracion de gel o de exclusién mo-
lecular. Los otros tipos de cromatografia liquida que
no son en columna, son cromatografia en capa fina ¥y cro-
matografia en papel. También se pueden clasificar de
acuerdo al fipo de fase estacionaria, en cromatografia
de fase normal y de fase reversa (CRC Handbook Series in

Chromatography, 1878).

1. Cromatografia en columpa. Consiste en un tubo

de vidrioc o de plastico inerte, con una razon de
ancho:largo entre 1:180 y 1:188, 1l1leno con la fase esta-
cionaria y el solvente a utilizar. En la parte inferior
de 1a columna se coloca .arena (Silice) o fibra de wvi-
drio, para evitar que pasen particulas de la fase esta-

cionaria a las fracciones que se colecten. La mezecla a

186
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separar se coloca en la parte superior de la columna y
se deja correr el soclvente a un flujo constante. Los
componentes de l1a mezcla se colectan conforme van elu-—

yvendo de la columna cromatografica.

2. Cromatografia en capa fina. Consiste en una
capa delgada de aﬁsnrbente, qe 0.1 a 0.25 mm de

grosor, colocadas sobre una placa de vidric o de alumi-
: P

nio. La mezcla se aplica en este adsnrbente,'luégn ia
placa se coloca verticalmente en una camara de vidrio
que contiene el solvente y este sube por capilaridad vy
separa los componentes de la mezcla. Los componentes se
observan a simple vista o se ilumina la placa con luz
ultravioleta (si i1a fase estacionaria contiene un indi-—
cador fluorescente), o se pone en contacto un compuesto
que reaccioné con los componentes vy prndpzca manchas co-
lpreadas. La substancia con que se revela se puede as—
per jar como una solucion o exponer la placra a sus va-—
pores. En este trabajo se utilizd una solucion de .
vainillina vy wvapores de yodo. La vainilliné {(Fig. 35)
puede reaccionar con muchas substancias, a traves del
grupo fendlico del aldehido o del grupo metoxi;
por ser un compu esto aromatico producira dife—
rentes colores, 1o que sirve como indicacidon de
ia presencia de otras substancias que no

pueden detectarse a simple vista © con luz ultravio—

leta. For otro lado; el vyodo reacciona con los



turados

dobles enlaces entre carbonos, produciendo manchas de
color awarillo en la placa (Figura 6).
OH
C) ;
e
CHa
G
v R
O
Figura 5. Estructura guimica de Vainillina.
UL R o Bl - —
— z(gn.:.\ e S / \
g ¥ ¢
(amer {LLo)
Figura 6. Reaccidon del vapor de yodo con carbonos inssa-—
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3. MHecanismo de separacidn. La caracteristica de

la cromatografia de adsorcion es la afinidad
observada entre el soluto y el adsorbente. Esta afini-
dad y las relaciones entre soluto, solvente y adsorbente
determinan las velocidades de migracion de los solutos.
Tanto el solvente como el scluto son adsorbides de 1a
solucion. Hay comgﬁtencia entre las particulas del
solvente y el soluto para ocupar 1la superficie del
adsorbente. Para desarrollar un cromatograma, el adsor~
bente debe adsorber al scluto reversiblemente y exhibir
afinidades selectivas o preferenciales para diferentes
solqtos. Simultaneamente, el solvente debe disclver al
soluto y proveer una fuerza de arrastre para la migra-
cién del soluto a través de la columna o de 1la placa.
l.a diferencia de adsorcidén de compuestos similares causa
que éstos migren a diferentes velocidades y, asi, puedan

ser separados.

Las velocidades de migracion de los solutos son uns
medida de la interaccién del soluto con el solvente v
con el adsorbente. Una medida conveniente es la razdn de
la distancia viajada por el soluto a la realizada por el
solvente. Esta cantidad se designa Kfi.

Rf = _Distancia viaijads por_el soluto .
Distancia wviajada por el solvente

21



Para. un sistema de solvente-adsorbente dado, el
valor de Rf es caracteristico y reproducible para cada
soluto, mientras se mantengan constantes la temperatura,
concentracion del soluto y la velocidad de flujo del

solvente.

4. Adsorbenltes. El adsorbente debe ser insoluble
>
en el solvente & usarse, para prevenir la diso-
lucioén de la columna cuando el solvente pase a través de

ella. No debe interactuar (excepto por el mecanismo de

adsorcioén) con el soluto o el solvente.

Los adsorbentes més comunes son la alumina (A%zqs),
gel de silice (Sil,), Celite, tierra de diatomeas,

hidréxido y 6xido de magnesio, carbon activado, silicalo

de magnesio, silicato de calcio y carbonato de calcio.
o

L.a actividad de la silica gel se debe a la presencia de
grupos hidroxilo gue forman enlaces de hidrégeno con
compuestos polares e insaturados. El Florisil es ﬁn si-
licato de magnesio activado, usado en analisis de vita-
minas, procesamiento de antibidéticos y cromatografia en

general.

5. Fase moévil. El solvente se escoge de manera que

los componentes de la mezcla que se van a sepa-

N
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rar sean solubles en el, o© una mezcla de solventes, en
la que las proporciones se van cambiando gradualmente,
para obtener una mejor separacibn. Cuando se utilizan
dos o mas solventes, se empieza con una mezcla de baja
polaridad y ésta se va incrementando, hasta obtener una
mezcla de alta polaridad.: Cuandc no se conoce nada de
la composicidn de VY8 mezcla a separar, se empieza a
eluir con solventes no polares (como hexano o benceno) vy
se wva aumentando la polaridad de los solventes, hasta
eluir con etanol o metanol. En la Tabla 1 se presentan
datos de poder de elucidn para los solventes mas utili-—

zados en cromatografia en columna.

Tabla 1

Valor elutrdpico de solventes comunes utilizados en cro-—
matografia en columna (1)

SOLVENTE ’ SR
hexano : 2.@
isooctano @.01
tolueno 2.29
benceno .32
éter etilico 2.38
cloroformo @.4@
acetona @.356
acetato de etilo ©.58
etanol @.88
metanol @.95

{i} Escals de sciventes oe Hildebranoi, es ur
de adsorcidn en alusina. E! orden es si

listz de solventes en orgen creciente de energis

r i i o

{CRC Handoock Series in Cnrosatography, |
i 1

es giferente.
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111. OEIEFINGS

En el pressnte trabaio de invesltigacidn se hicieron
extractos de Salvinia auriculta que fueron procesados
para aislar y caracterizar las fracciones que presentan
actividad antilarvaria sobre A. albimanus. Los objetivos
especificos del presente trabajo se indican a continua-

cidn. i

Comparar los extractos cloroférmicos de hojas v de
raices, y determinar si la actividad se encuentra en

las dos partes o solamente en una de ellas.

Determinar la proporcién letal media de los extrac-

tos cloroférmicos de hojas y de raices.

Fraccionar los extractos cloroférmicos de hojas y de

raices de Salvinia auriculata.

#

Caracterizar las fracciones activas obtenidas.

Determinar si hay mas de un compuesto que presente

actividad antilarvaria.

(AL



IV. TRABAJO EXPERIMENTAL

A. Recoleccién., preparacién y extrsccisn de Salvinia

1. Recoleccidn y procesamiento. En el presente es-
tudio se utilizé Salvinia auriculata proveniente

de estanques naturales de 1a finca San Bernardo, locali-
zada en el municipio/ae Escuintla, del departamento del

mismo nombre , en la costa sur de Guatemala.

La planta fue recolectada durante los meses de Julio
a Septiembre.de 1986, siendo trasladada a esta Universi-
dad dentro de bandejas con agua el mismo dia de su reco-
leccién. La planta se limpié, removiendo material muer-
to o extrafio; por una parte, se procesé planta entera y
por otra se separaron las raices y 1las hojas; cada
parte, por separado, se pesdé y Se pusoc a secar durante
dos o tres dias sobre malla metdlica dentro de un inver-

nadero.

Las raices, 1las hojas y la planta entera secas se
pesaron por separado, luego se pulverizaron en un molino
eléctrico éipo Wiley a un tamafio de‘particula de .85 mm
Yy se guardaron en bolsas de polietileno bajo refrigera-
cién a aproximadamente 5 °C hasta el momento de su ex—

traccion.



2. Extraccidén. El1 material vegetal seco y molido

se colocd en bolsas de manta de algodén para ser

extraido por inmersidén en metanol en una pPrimera etapa,

¥y en cloroformo en una segunda etapa. Las bolsas de

algodén utilizadas fueron previamente remojadas en meta-
nol y en cloroformo calientes.

-

a

~

Las bolsas se colocaron en recipientes de acero ino-
xidable, agregandoseles metanol grado industrial a razén
de 1 1litro por cads 108 g de material vegetal seco.
Después de cada uno de dos periodos de 24 horas de in-
mersi6én se decanté la mayor cantidad posible del extrac-
to metanélico, y se repuso el volumen de extractec obte-
nido con un volumen igual de metanol grado industrial.
Después de 72 horas de inmersién, se decantd todo el ex-
tracto metanélico, se sacd el material vegetal de 1las
bolsas y se colocé sobre papel filtro dentro de la cam-
pana de extraccién de vaporeé, evaporandose durante dos

dias el metanol remanente en el material vegetal,

El material vegetal seco, ya extraido con metanocl,
se colocdé nuevamente dentro de bolsas de manta, en
recipientes de acero inoxidable. Se agregd cloroformo
grado industrial a razén de 1 litro por cada 180 g de

material vegetal seco v se hizo una extraccidn clorofdr-
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nica exhaustiva. Cada dos o tres dias se decanté 1la
mayor cantidad posible de extracto cloroférmico y se
agregd un volumen de cloroformo grado industrial agual
al volumen de extracto removido. Este proceso de

extraccion cloroférmica exhaustiva duré entre 40 y 45

dias.
El extracto cloroférmico obtenido se guardé en
o
frascos de vidrio color ambar, bajo refrigeracion

aproximadamente a 5 C. Luego, el extracto se encontré
por evaporacion del solvente a presion reducida en un
rotavapor calentandolo con un baifio de agua a 45°C. La
remocioén del cloroformo se completé haciendo pasar
nitrégeno sobre el recipiente, y luego colocandolo en un
horno al vacio, a temperatura ambiente. Los extractos
obtenidos de esta manera, a partir de hojas , raices y
planta entera, se designaron “"extractos crudos” y se
guardaron en refrigeracién a aproximadamente 5°C , hasta

antes de ser bioensayados.

'T'J B. Ensavo Bioldgico del extracto crude y sus fracciones
Los extractos crudos y 1las fracciones que mas

adelante se obtuvieron de éstos, fueron bioensayados
usando larvas con Anopheles albimanus de primer estadio
proveniente de una cepa de Finca San Bernardo,
Escuintla, y mantenido en cautiveric con renovaciones

trimestrales de hembras silvestres de la misma cepa. En




vasos de vidrio de 108 mL de capacidad se pusieron 15 mlL
del medio acuoso a bioensayar y 25 larvas. Se trabaijé
con seis replicas y cada dia, a lo largo de cuatro dias,
se contdé el namero de larvas vivas en cada réplica. Al
cuarto dia, las larvas sobrevivientes fueron trasladadas
a agua desionizada y se continud el conteo de individuos
vivos vy la observacién de su desarrollo hasta su even-

tual llegada a adultos.

Cada medio acuoso a bioensayar se prepar6 en base a
una proporcién (g de extracto o fraccidn utilizados : mL
de medio acuoso preparados) considerada conveniente para
evaluar la toxicidad del material en cuestién. Se pre-
pararon 100 mL de cada medio a bioensayar y para ello se
pesd la cantidad de extracto o fraccidén necesaria para
dar 1la proporcién deseada. El extracto o la fraccién
fue tratada con 1 o 2 mL de acetona, buscando solubili-
zarla lo més posible. E1l médio resultanie se filtr6é con
papel Whatman No. 51 hacia un balén volumétrico de 188
ml. y se aforé con agua desionizada. Dado que sélo una
parte del extracto crudo o la fraccidén se disuelve en
acetona y pasa al medio que se bioensay6, no se habla de
concentracién del medio a bioensayar sino que solamente
de la proporecidén (g de extracto o fraccidén utilizados

mlL de medio acuoso preparados). La concentracién del

DN
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medio biocensavado se podria calcular utilizando el dato
de masa de extracto o fraccidén remanente en el papel
filtro wutilizado, pero no se considerd necesario para

los propdsitos de este estudio.

Por Ig presencia de acetona en los medios recién
preparados y el efecto letal de este compuesto sobre las
larvas, se esperdéd el tiempo necesario para Su evapora-
cidén antes de colocar las larvas e iniciar los biensa-
yos. Este tiempo previo de evaporacidén fue de 4 y 5
horas, respectivamente, en el caso de los medios conte-
niendo 1% y 2% de acetona (Montufar, 1887). En cada
bioensayo se corrieron seis réplicas de cada uno de dos
controles, uno con agua y otro con solucién de acetona
al 1% o 2%, segin hubiera sido el caso del medio prepa-

rado para bioensayar.

Se calculd el porcentaje He mortandad corregido se-
gun 1la férmula de Abbot (1825), utilizando ambos contro-

les como base para la correccidn (ver Seccidn III1.E).

Para evaluar el grado de toxicidad de los extractos
crudos se determind su valor de proporcidén letal media,
ésto es, 1a proporcién (gr extracto o fraccidn utilizado

: mL medio preparado) que causa una mortandad del 58% de



las larvas a un dis determinado del biocensayo.

La proporcién letal media de los extractos efudé§  A
de raiz, hoja y planta entera se determind bioensayando
medios preparados en proporciones de (1:1,006),
(1:2,500), (1:5,008), (1:7,508) v (1:10,8P9). Los datos
experimentales de mortandad se analizaron usando 1la
transformacién probit y de esta manera se calcularon los
valores respectivos de proporcidén letal media de los ex-
tractos crudos de raiz, de hoja y de planta entera. Al
ir avanzando en los procesos de fraccionamiento, y por
tener en forma mé&s concentrada la o 1las substancias
activas, las fracciones se bioensayaron utilizando pro-
porciones cada vez menores, (1:5,0080), (1:10,008) vy

(1:20,090).

C. Fraccionamiento de los extractos crudos de raiz ¥

hoja en pequefis escala

En 1las Figuras 7 y 8 se presentan los diagramas de
flujo seguidos en el fraccionamiento preliminar de los
extractos crudos de raiz y de hoja.

El extracto crudo dé raiz o de hoja de S. auriculata
se disolvidé en tolueno y se fraccioné por cromatografia
de columna abierta utilizando Florisil (Fisher Sci. Co.)

como fase estacionaria, y el siguiente sistems y orden



de elucidn:

Tolueno

Tolueno-éter etilico 1:1 (v:v)
Eter etilico

Eter etilico-cloroformo 1:1 (v:v)
Cloroformo

Cloroformo-acetona 1:1 (v:v)
Cloroformo-acetona 1:2 (v:v)
Acetona

Acetona-etanol 1:1 (v:v)

Etanol

RWD-JID OB LN -

-

La masa de extracto crudo a fraccionar fue de 1.88 g
en el caso del extracto de raiz y de 1.98 g en el caso
del extracto de hoja. Por cada gramo de material a
fraccionar se‘utilizaron alrededor de 78 gramos de Flo-
risil y se emplearon alrededor de 398 mL de cada solven-
te o mezcla de solventes. S5e usé.un total de 682 mL de
cada eluyente; se colecté como una fraccién diferente
cada porcién de 50 mL del medio eluido; posteriormente
aguellas fracciones gue en capa fina dieron cromatogra-
mas similares fueron combinadas. La cromatografia anali-
tica en capa fina se corrié éobre material de cromato-
grafia de capa fina del tipo: cromatofolios Al de silica
gel 6@ F-254 (Merck), en capas de #.2 mm de espesor.
- Los cromatogramas obtenidos en capa fina se examinaron a
simple vista y por medio de luz ultravioleta de 254 nm v
366 nm de longitud de onda (lémpara UVGL-58 Mineralight,
UVP Inc.), y ademas se revelaron con el reactive de

vainillina y en algunos casos con vapor de yodo. Dicho



reactivo se preparo disolviendo 8.5 g de Vainillina (88%
de pureza, Aldrich) en 9.9 mL de etanol al 85% y agregan
do ©.5 mlL de édcido sulfirico concentrado y 3 gotas de
acido acético glacial. Para revelar las placas, se as-
perjaron con solucién de vainillina, se dejaron secar y
luego se calentaron en una estufa hasta que se desarro-
llaron manchas coloreadas. En el caso del revelado con
vodo se colocd la placa de cromatografia en una camara
de vidrio cerrada con yodo s6lido, hasta que se observéd

manchas de color amarillo.

Las fracciones gque se obtuvieron del extracto crudo
de hojs v del extracto crudo de raiz se nombraron H-A",
H-B°, H-C°, etec., v R-A°, R-B°, R-C’, etc.,respectiva-

mente.

-Realizando bicensayos de las fracciones obtenidas se
determindé cudles presentan ;ctividad larvicida sobre A4.
albimanus. Luego, estas fracciones activas disueltas en
hexano fueron sometidas a un segundo paso de frsaseccio-
namiento por cromatografia en columna abierts con Flori-
sil trabajando con la proporcién (g de material a sepa-

rar : g Florisil) va descrita y usando el siguiente

sistema v orden de eluciédn:

[l T -



1. Hexano

2. Hexano-tolueno 1:1 (v:v)
3. Tolueno

4, Tolueno-benceno 1:1 (v:v)
5. Benceno

6.

Benceno-éter etilico 1:1 (v:v)

La masa de 1las fracciones R-A" y H-A'sometida a
separacidén fue entre 8.34 v - 80.36 g. Se usd un total de
53 ml. de cada eluyente y se colectd como una fraccidn
deferente cada 5@ mlL del medio eluido. Las fracciones
asi obtenidas fueron analizadas por _cromatografia de
capa fina sobre gel de silice y en base a los cromato-
gramas obtenidos se unieron las fracciones similares.
Las subfracciones se nombraron de acuerdo al orden en
que eluyeron, por una parte HA'-1, HA'-2, etec., y por
otra RA'-1, RA'-2, etc. Por medio de biocensayos de estas
subfracciones se determind cudles presentan actividad

larvicida.

.-
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EXTRACTO CRUDO
DE RAIZ

<}———tolueno

Parte insoluble
descartada <}

cromatografia de
columna abierta,

Florisil
3 1
clueno y - cldreforec-
tolueno-éter gter lorforec cloroforeo- acetona 1:2,
tilico 1:4 etilico acetona 1:1 cetona, etancl
\/ \V
concentracién

<}——hexano

cromatografia de
columna abierta,

Florisil
hexano- tolueno, benceno,
hexano tolueno 1:1 tolueno- benceno-
benceno 1:1 éter eti-
l1ieo 1= 1

Figura 7. Fraccionamiento preliminar, en pequefia esca-
la, del extracto crudo de raiz de S. auricu-
lata




Parte insoluble
<

EXTRACTO CRUDO
DE HOJA

<j_-_-————tolueno

37

- ‘ descartada
cromatografia de
columna abierta,
Florisil
®
tolueno y ~| éter cloroformo-
tolueno-éter etilico vy cloroformo- acetona 1:2,
etilico 1:1 cloroformo acetona 1:1 acetona,
etanol

concentracidn

hexano

cromatografia de
columna abierta,
Florisil

| hexano

Figura 8.

hexano-
toluenp 1:d

Fraccionamiento

tolueno

preliminar,

tolueno-
benceno
8% |

benceno,
benceno-éter
etilico 1:1

€n pequeria esca-

la, del extracto crudo de hoja de S§. suricu-

lata



D. Fraccionamiento de los extractos crudos de raiz ¥

hoia en escala grande

Dado que 1a cantidad de fraccién activa obtenida del
segundo pase del fraccionamiento en peguefia escala fue
muy reducida, se hizo necesario realizar un fracciona-
miento en mayor escala. Los diasgramas de flujo de estos
fraccionamientos/se presentan en las figuras 8 y 18. Eil
fraccionamiento en escala grande se planeé en base a los
conocimientos adquiridos en el fraccionamiento prelimi-
nar, sobre 1la polaridad de los solventes gque eluyen
el(los) principio(s) activo(s) y sobre ciertas propie-
dades de .este(estos) principio(s). De tal manera se
logré 1llevar a cabo un proceso de separacién mas efi-

ciente que el preliminar.

1. Primera etapa. La masa de extractos crudos que

fue sometida a esta separacién fue de 4.70 g en

el caso del extracto de raiz y de 12.88 g en el caso del
extracto de hoja. Los extractos se pusieron en hexano-
eter etilico 1:1 (v:v), y la parte soluble se tratd por
cromatografia en columna abierta con Florisil, eluayendo-
los con la misma mezcla hexano-éter etilico. Se reco-
gieron los primeros 49¥ mL y los primercs 1909 mlL elui-
dos, respectivamente para el extracto de raiz y el de

hoja. Estas fracciones recogidas contenian el materisl

o Ly



que ftormd una banda de color amarilio en 1la columns.
Posteriormente, el resto del material en la columria se
eluyo con acetona y se descartdé. Las fracciones obteni-
das de los extractos crudos de hoja y de raiz se denomi-

naron H-A y K-A, respectivamente. Se hizo cromatogra-

tia de capa fina para determinar si el compuestoc activo

‘seguido se encontraba“en estas fracciones.

2. Segunds etapsa. En el caso de la fraccién de
extracto de hoja, H-A, ésta se concentrd en un
rotaevaporador, luego se redisolvié en hexano v se trato
por cromatografia en columna abierta con Florisil. Se
recogieron los primeros 75 mL eluidos con una mezcla de
1% de acetona en hexéno, los cuales cohtenian el mate-
rial que en la columna formé una banda amarilis. Ei
resto'del material se lavd de 1la colﬁmna coni acetona vy

se descartd. A la fracciénlrecogida se le denomind HA-1

¥ 4

Yy se continud el proceso para su purificacién.

For otra parte, la fraceidén de extracto de raiz;

.. R-A, se concentré en un rotaevaporador, y luego se

disolvié en hexano y se tratéd por cromatografia en

columna abierta con Florisil, del tipo Y composicidn ya

deserito, wutilizando el siguiente sistems Yy orden de

L . ]
eluecion:



Hexano

Hexano-tolueno 1:1 (v:v)

Hexano-tolueno 1:1 (v:v) con 1% de scetona
Tolueno con 1% de acetona

B N

Se usé un total de 38 mL de cada eluyente Y se
colectd ese mismo volumen de cada diferente fraccién. ;
Las fracciones recogidas se designaron RA-1, RA-2, RA-3 i
Yy RA-4. Por eromatografia de capa fina se determiné ”#
que dichas fracciones correspondieron con las del frac- 1
cionamiento preliminar RA -1 a RA' -4, Dado que estas 54
fracciones se obtuvieron en cantidades muy reducidas vy
que las dos primeras de ellas presentaron cromatogramas
de capa fina muy similares a la fraceiédn equivalente enp

el fraccionamiento del extracto crudo de hoja, no  se

continudé el proceso para su purificacién.

3. Tercera etaps. La fraccién HA-1 se concentrs en
un rotaevaporador, se redisolvié en hexano y SEY ;

corrié en cromatografia de capa preparativa (gel de

r silice, 2080 um de espesor, Analtech). Se usé hexano-

acetato de etilo 9:1 (v:v) como eluyente y se hicieron
dos corridas sucesivas de la misma placa pars obtener

una mejor separacién de los componentes de lg fraceién.

A simple vista se observaron tres regiones de color

amarillo. Basjo 1luz 'ultravioleta se distinguian estas




mismas tres regiones como regiones obscuras y una cuar-
ta, en el frente del solvente, con fluorescencia de co-

lor celeste-azul.

La placa se corté de acuerdo al patrén observado
bajo luz ultravioleta en cuatroc regiones. Las fraccio-
nes obtenidas se denominaron HA-1.1, HA-1.2, HA-1.3 y
HA-1.4, siendo la fraccién HA-1.4 1la que méé se desplazo
y la HA-1.1 la que se desplazé menos. Al bioensayar
estas fracciones se encontrd que las de los extremos,
HA-1.1 vy 1a HA-1.4, presentaron mayor actividad antilar-
varia. ©Se continué 1la purificacion de 1la fraccidn
HA-1.4 pero no la de la fraccidén HA-1.1 pQES se obtuvo

una cantidad muy reducids de ella.

4. Cuartas etapa. La fraccidén asctiva HA-1.4 se
concentrd en un rotéevaporador‘y se redisolvid

en hexano, luego se tratd p;r cromatografia en columna
“abierta, usando como eluyente 122 mL de hexano-acetato
de etilo 9:1 (v:iv), Se recogieron tres fracciones, 1la
. primera incluydé el material eluido hasta antes que empe-
zara @& eluir wuna banda amarilla, 1la segunda fue 1a
constituida por 1la banda amarilla, y la tercera fue 1sa
eluida por el resto del eluyente. Estas fracciones se

derominaron HA-1.4-1, HA-1.4-2 y HA-1.4-3, respectiva-



mente. Entre ellas, la

causé mayor mortandad de

Dado que la fraccidn

probablemente debida al

su procesamien to, fue

HA-1.4-2, fue la fracecidén que

larvas de A. albimanus.

HA-1.4-2 presentd contaminacidn
contacto con plasticos durante

necesario purificarla pasandola

sobre Florisil, g/usando hexano-acetato de etilo 8:1

(v:v) como eluyente. Tanto la presencia original de 1la

impureza como su ausencia posterior, fueron determinados

por cromatografia analitica en capa fina.



EXTRACTO CRUDO
DE RAIZ

<}_____hexano—éter etilico 1:1

Parte insoluble
descartada <3

cromatografia de
columna abiertsa,

Florisil
hexano=éter hexano-éter
etilico 1:1 etilico 1:1 acetona
v ) (G
descartada
concentracidén
hexano
cromatografia de
columna abierta,
Florisil
hexano- hexano-tolueno 1:1 con
hexano tolueno 1:1 1% acetona, y 1% acetona
' en tolueno 3

=D @D

Figura 8. Fraccionamiento del extracto crudo de raiz de
S. auriculata, en escala grande.
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EXTRACTO CRUDO

DE HOJA
Parte insoluble : <}———hexano-éter etilico 1:1
descartada <j
cromatografia de
columna abierta,
Florisil
hexano-éter hexano-éter
' etilico 1:1 etilico 1:1 cetona
H-A parte
{(banda amarilla) descartada

concentraciodn

<}———hexano

cromatografia de
columna abierta,
Florisil

1% acetona {éeetona
n hexano _
HA-1 HA-2
banda amarilla parte

descartada

concentraciodn

<} hexano

cromatografia en capa
preparativa, silica gel

<}+ hexano-acetato de etilb 9:1

\/
HA-1.1 HA-1.4

(MAYOR DESPLAIAMIENTO (MENDR DESPLAIRMIENTO
EN LA PLACA) EN LA PLACA)

Y

Figura 16. Fraccionamiento del extracto crudo de hoja de
S. auriculata, en escala grande.
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{;oncentracién

<F—————hexano

cromatografia de
columnsa abierta,
Florisil

hexano—acetato
<j de etilo 9:1

Continuacién Figura 19,




k. Tratamiento estad istico de los datos de LQ::; bicen-

Sayos

Para determinar la actividad antilarvaria del ex-
tracto crudo o de las fracciones obtenidas., se bloensa-
yvaron preparaciones de éstas en agua. Dado gue dichas
preparaciones S€ hicieron usando scetona que  Se delo
evaporar antes de proceder s1 bicensayo, SE€ usé  dos
controles, unoc Ccon acetona a 1la concentracidén usada en

la preparacion de los medios probados y otro con agua.

lLa mortandad observada se expreso comos porcentaje,
para poder comparar entre réplicas con diferente nomero
de larvas. Se hizo un analisis de varianza para compa-
rar la actividad larvicida de los extractos o fracciones
y una prueba ‘s posteriori’ (prueba de Student-Newman-
Keulsﬁ de comparacidn de medias para determinar diferen—

cias entre ellas.

Se utilizé la férmula de Abbott (1925) para corregir
por 1la mortandad en el control:

P = x — Ro_ * 1B0 ¢33
198 - Ko

en donde P es el % de mortandad real
P*x es el % de mortandad observada en la solu-
cién probads
Ko es el # de mortandad observada en el control

Se wutilizdé los datos de los dos controles (acetona ¥
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agua) para calcular Ko.

Se determiné la concentracién a la que una
solucién de extracto crudo de raiz, hoja o planta entera
mata el 50X de las larvas (LC-50). Para ello se usé la
transformacioén Probit. En el Apridice A se describe esta
transformacién y en el Apéndice B se presenta el
programa de computadora usado para desarrollar esa
transformacién y calcular el LC-50. A continuacién se

describen las otras pruebas estadisticas realizadas.

1. Aandlisis de varianza. Para hacer compa-
raciones entre las actividades de los extractos
entre las actividades de las fracciones que se
obtuvieron de ellos, se utilizé antes un analisis de
varianza simple; de esta manera se determind si habia o
no diferencia significativa entre las varianzas de los
medios bioensayados. Como tratamiento se usdé cada
extfacto crudo (hoja, raiz y planta entera) o las
fracciones que se obtuvieron a partir de ellos. Una
deseripcién del analisis de varianza puede encontrarse
en textos de biometria (Sokal y Rolf, 1869), por lo que
no se describe aqui. La prueba indica si hay o no
diferencia significativa entre los tratamientos, pero

- . - -
ind¢ca entre cuales. Para obtener esta informacién es




necesario hzcer una prueba estadistica adicionsl, la de

Student-Newman_Reunls.

%. Frueba de Student-Newman-Keuls. Este mérodo es
un  proceso  por pasos, Y uss el rango como  un
estadistico para medir diferencias entre mediss. FPrime-

roo e calcula el error estandar comGn del grupo de
medlias:

S = rro;x GZ)

n

T

En donde S es el error estandar comin del grupo de
medias
MS error es 1la media cuadrada del error
ericonitrade en el analisigs de varilanza
n es el namerc de réplicas del que se obtuvo
cads medis

Se obtienen los valores criticos del estadistico @ &
un nivel de significancis a, para grupos de a, a-1, ...,

¥y Z medias, con gradosrde libertad igusles & los de la

suma de cuadrados del error. Se calcula el rango menos
significante (LSR), para grupos de a, a-1, s s a2

medias, de acuerdo a:

LSR. = 8 & [k,g2.3.7 Mo efrot €3
n

En esta férmulas @ se obtiene de tablas, con una signifi-
cancia a, para comparar k medias y con grados de lilber-

) .

taa

g,



Las medias se arreglan en orden ascendente o descen-

dente. Primero se prueba comparando el rango total (me-

dia mas grande menos media mas pequefia) con el LSK para

‘a’ medias. Luego comparamos el rango de ‘'a-1" medias

con el LSK respectivo, después se compara e] rango de

‘a-Z’ medias, eto. Este proceso se contings hasta com-

parar todos los pares de medias consecutivas.

L
R
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V. RESULTADDS

A. Extractoe crudos

partir de &6.30 kEg. de raices humedas, aue die—
ron 380.09g. de material seco {porcentaije de humedad en

1as raices alrededor de 94%). Se obtuvieron 4,75 g. de

extracto crude (1.3 % de rendimiento en base seca)

El extracte crudo de hoja provino de 8.72 #g. de ho-
jas himedas, que pesaron EG0.0 g- al secarse (porcenta-
je de humedad = 91%). De ellas se obtuvo 9.70 g. de ex—

tracto crudo {1.2% de rendimiento en base secal.

El extracto crudp'de planta entera se obtuve de
1.0 Kg. de material seco. BSe obtuvieron B.30 g. de ex—
tracto crudo, que representan el 0.83% de rendimiento en

base seca.

Zh Froporcion 1etal media. Se reaxiizaron

bioensayos para determinar la concentracion letal media
al cuartoc dia de exposicion a ios extractos crudos de
raiz, hoja vy planta entera. Fara ellio se prepararon
Cinco soluciones acuonsas de los extractos crudos & pro-

porciones entre 131,000 y 1:10,000 {(g. de extracto s mi_

\



de medio acuoso preparado). En la Tabla 2z se presentar

los datos de mortandad obteriidos en log bioensayos.

Tabla Z

Mortandad de larvas de A. albimanus al cusrio diz de ex-
posicidn a extractos crudos de raiz, hoja, v planta en-
tera, de S atrfculata. 1)

EXTRACTO PROPORCION LAKVAS LARVAS LC-56
0 (g extracto: MUERTAS EXPUESTAS (g extracto:
CONTROL: mL medio prep.) ml. medio prep. >
1:1,000 125 125
c 0 1:2,5008 “ 144 156
RAIZ 1:5,0008 85 150 1:5680
1:7,500 38 150
1:10,000 24 156
-1:1,000 122 122
< 1:2,5008 141 145
HOJA 1:5,000 85 146 1:5850
11:7,520 42 117
1:10,0080 s} 159
1:1,000 125 125
1:2,560 138 150
-PLANTA 1:5,000 75 15@ 1:680606
ENTERA 1:7,500 72 15¢
1:16,880 56 15¢
ACETORA - . B 159 —-——
4 EN AGUA
AGUA i %5} 156 ——
vi; hesultagor toiaies ¢ b répiices J e



S utilizd un programs de computadora (Apendice ()
para hacer el analisis probit., En ei Apéndice [ se
Fresentan tablas con los parsmetros estimacos Vv como

varian estos en cadsa iteracion realizad

')

t

Con el analisis probit se determnindg gue el vaior
Para la proporcicn letal asi 5% % ez de 1:5688 (171 2 §
PPm} pars el extracto crudo de raiz v de 1:585@ (176 + 5
Ppri) para el extracto crudo de hoja. Fara el extracto
crudo de planta entera se obtuvo un LC-5@ de 1:63€8

(145 * 8 ppm). Ver Graficas 1 & 3.

W

Comparacién de la actividad de los extractos.

Se compardé la actividad larvicida de los extrac-
tos crudos de raiz, de hoja v de planta entera. Se hizo
un analisis de varianza (Tabla E.15), en donde se mues-
tra gue no hay diferencis significativa (con probabili-
dad p=8.12) entre la actividad de los tres extractos a
una proporcion de 1:5,008, gue es la proporcién cercana

a la letal medis.
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lisis Probit.
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Grafica 2. Mortandad (corregida con 1la formula de

Abbott y expresadas en unidades probit) de larvas A.
albimanus al cuarto dia de exposicién al extracto crudo
de hoja de 5. auriculata y recta de regresion del
Analisis Probit.
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al cuarto dia de exposicidn al extracto crudo
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Analisis Probit.
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B. Fraccionamiento Preliminar en peguens escalas de los
€xtractos crudos de raiz Y hoda

1. Primera etapa de fraccionamiento de oS
extractos crudos.

a. FKracciones del extracio cruds de raiz. Des-

pués de unir las fracciones similares obte-
nidas de 1la cromatografia en columna sbierts resultaron

cinco fracciones como se indica en la Figura 7.

En ls Tabla 3 v en la Grafica 4 se muestra la mor-
tandad corregida por la formulas de Abbott de las larvas
de Anopheles albimanus expuestas a los mediocs con 1las
fracciones del extracto crudo de raiz a una proporcién
de 1:5,802. De las cinco fracciones Gnicamente la frac-
cidén K-A’ presenta alta asctividad antilarvaria, un 182%
de mortandad al segundo dis. La fraccidén siguiente a
ésta, la R-B’, muestra poca actividad, un 29% de mortan-
dad al cuarto dia, y las fracciones subsiguientes mues-

tran alin menores actividades.




Tabla 3

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A.
albimanus - expuestas a fracciones preliminares del ex-
tracto crudo de raiz de S. auriculata. (1)

FRACCIORN DIA MORTARDAD (%)(2) DESV. S5Tb.

)
~J
[

R-A"(3)

B G BN
b
=
=

R-B " (3)

H
=
=
=
NN | §RE0

B N
!j::ﬁ e

o

wuse|leseses | 000 | o

R-C"(4)

G0 N
w W

R-D’"(4)

[N
W&

R-E"(4)

L) N

CONTROL
AGUA

Al W ¥ A %

[0 p I A RN RN wER D&

B WN =

o e gt im nr rifn de faE QIS L iTas - i oL —
Fracciones o5 s2dis aCunse @ una proporcidn ce 1i5,8%E. Mesuiiecos prORSGIC QF & TER.Es,

I} BROVA: F=208,04 plit-d

{31 Difiere significativasente {331 Conf.) de ias demds fracciones {iesi 3Rk
{4) Difiere significativasente (3% Cont.) de R-A" y B8 {Jest Bki)
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Grafica 4. Mortandad corregida de larvas de 4. albi-
manus expuestas a fracciones preliminares
del extracto crudo de rafiz de S. suriculata.
(Proporcién bioensayada 1:5,08008)




En 1la Tabla E.1 se presentan los resultados del
andlisis de varianza realizado para determinar si exis-
ten diferencias significativas entre las actividades de
las fracciones preliminares de raiz. El anélisis indica
una diferencia significativa entre las fracclones a uns
probabilidad p<1®-4. En el andlisis se utilizdé la mor-
tandad corregida al cuarto dia, gque es donde las dife-

rencias scn mas grandes.

Se hizo la prueba de Student-Newman-Keuls para de-
terminar diferencias entre las actividades de las frac-
ciones del extracto crudo de raiz. En la Tablas E.2 se
observa que las fracciones R-A° y R-B’° difieren de 1las

demids y entre si, al 95% de confianza.

Segﬁn‘lo indicédo en la Tabla 4, la cromatografia de
capa fina realizada bajo las condiciones de la seccidn
IV.C, muestra una mancha azul-morada con Rf=0.59 en la
fraccién R-A° al revelar la placa con vainillina. Las
fracciones R-B° y R-C’ también presentan esta misma man-
cha pero con una intensidad gradualmente menor y un Rf
levemente diferente (#.68). Dado que entre las dos frag
ciones R-A° v R-B’ ésta es la Unica mancha en comin, ¥
gue no aparece en forms tan intensa en los cromatogramas

de lss otras fracciones se concluye gue dicha mancha

G
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contiene el o los principios activos; y por ls diferen-
cia en su concentracién la fraccidén R-A° presenta una

actividad antilarvaria mayor que la fraccién R-B .

Tabla 4

Componentes de las fracciones preliminares del extracto
crude de raiz de S. auriculats observados en los croma—
togramas en capa fina. (1)

TIFE DE REVECADC

FRACCION
VISIBLE iy tiv VAL KkILoing
(234 ng) 1356 ne)

R-A' 8.4 hsarillc  8.54 8.33 Al 8,59 morecc-niu.
8.37 Moracs

R-B' 8.4 C[afe £.54 intensz  &£.32 Rojo 8.28 fmarilic .36 fzui-ceies:e

¢ #.26 intensc  §.87 Rojo £.41 Rejo 8.5 frariile

t.58 Rorsotrazy

R-C° = £.57 tenue £.57 Al B.28 Aearills .35 Azui-celeste

£.78 intensc : 8.4 Rojo B.ef morecc-ar) coiv

R-D° - 2.25 tenue .58 Rojo  B.38 Azul-ceieste
8.43 RQ_-

R-E' - - G604 fzul  0.B Verde

(1) Se wusé cloroforec-acetona 9:1 (viv) cosc fase sbvil y crosatofclios Al oe §ilice ge!
68 F-254 (Merck) cosc fese estacionaria

b. Fracciones del extracto crudo de pnois. Las
.fracciones provenientes de la cromatografia
en columna que mostraron similitud se unieron, y como se

muestra en la Figura & resultaron cuatro fraccciones.



Se bioensayaron estas cuatro fracciones que se obtu-
vieron del extracto crudo de hoja y los datos de mortan-

dad se presentan en la Tabla 5 y en la Grafica 5.

La primera fraccion H-8 , la menos polar, fue la que
presenté actividad antilarvaria (884 de mortandad al
tercer dia). Las otras tres fracciones mostraron un
efecto muyy leve sobre las larvas . El analisis de va-
rianza de la actividad de las fracciones al cuarto dia
(Tebla E.3) indica -que hay una diferencia significativa
(p<18-4) entre la actividad de las fraccicnes. La prue-
ba de Student-Newman-Keuls mostré que la fraccién H-A"
difiere de 1las demds fracciones, al 85% de confianza

(Tabla E.4).

Al hacer cromatografia de capa fina de las fraccio-
nes H-A’, H-B’, H-C°, H-D°, usando cloroformo-acetons
8:1 (v:v) como elu, ..te se obtuveo lo indicado en-la Ta-
bla 6. Al observar los cromatogramas revelados con vai-
nillina se nota que la fraccién H-A  contiene una mancha
hodade-dsal CRESE.T0Y. EEMIAOES B In Getectady wn 14
fraccién R-A’, vy designada como la que contiene el o los
principios s&ctivos. Estas misma mancha ss observa mas

tenue (menor concentracién) en las fracciones H-B" vy

| SR ity



H~-C* (Rf=@.69 vy .68, respectivamente). E1 Rf de la map
cha en discusién en H-A" es mayor al de 1la mancha en la

fraccién R-A", pero corresponde a aquel de la mancha en

R-B" y R-C".

Tabla 5

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. albimanus
expuestas a fracciones preliminares del extracto crudo
de hoja de S. auriculata. (1)

FRACCION DIA HORTANDAD (%)(2) DESV. STD.

1 . | 8

H-A"(3) 2 23 11
3 99 2

4 oo 2

1 2 ]

H-B 2 5 @
3 @ 5

4 (o} 5

1 (%] @

H-C~ 2 2 ]
3 i 2

4 1 4

1 % 2

H-D’ 5 % ?
3 o 2

4 o 4

1 7] %

CONTROL Z ? 2
AGUA 3 3 5
4 3 B

{ti) A una _gropgrcio'n de 4:500° - Resul“f_anb promedo de (b m’Ph‘cwj.
{2) AKOVA: F=987.B8 o(iB-4
(3} BDifiere significativamente {951 Conf.} de las desds fraccicres (Test 3&%)

b3
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Grafica 5.

Mortandad corregida de larvas de A. albi-
manus expuestas a fracciones preliminares
del extracto crudo de hoja de 5. auriculata.
(Proporecién bioensayada 1:5,000)
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Tabla 6

Componentes de las fracciones “preliminares del extracto
crudo de hoja de 5. suriculata cobservados en los croma-
togramas en capa fina. (1)

VISIBLE CO i YRINILLIEA
{254 ne) {365 nz)

e I §.5% Tenue .64 Azul 8.78 forsdo-frul

H-B' 8.57 Cafe B.£9 Tenue 8.6 Fojo
2.38 Tenue 8.52 Roio
2.49, 2.25 Roio

H-L’ g.5% Verde B.&3 £.65 Rojo 8.37 Rzui-celeste tenue
£.51 Verde B.52 .51 HRojo L85 Harado-anyl tenus
BB = g.64 g.54 Azul @.82 Verde obscurn

s cloroforas-acetona 9:i {viv) coss fase sévil y crosatofolios Al de Silica gel
{Merck) cosc fase estacionaria

c. Comparacién de fracciones de extracto crudo
= raiz ¥ hois. De los resultados de esta
primera efapa de fraccionamiento de extractos crudos de
raiz v de hoja se obtiene que la fraccidén activa es si-
milar en la raiz y en la hoja. Esta fraccidén activa es
altamente apolar ya que en la cromatografia en columna
es eluidg con solventes no polares (tolueno, éter etili-
co). En base a esta naturaleza altamente apolar, y a los

cromatogramas de capa fina de las diferentes fracciones



se concluye que en las fracciones activas, R-A" y H-A",
el(los) componente(s) responsable(s) de la actividad es-
td(n) presente(s) en la mancha observada con revelado de
vainillina como aquella con mayor migracién y Rf de
B.59-0.70, color morado-azul, al usar cloroformo-acetona
9:1 (v:v) como fase mévil y cromatofolios Al de Silica
gel B0 F-254 (Merck) comoc fase estacionaria. Al llevar
a sequedad las fracciones activas de raiz R-A" y de hoja

H-A", se obtiene un polvo de color amarillo.

2. Segunda etapa de fraccionamiento de los extrao-
tos crudos. Las fracciones activas R-A’ vy H-A",

por separado, se sometieron a una segunda etapa de sepa-
racién cromatografica (Figuras 7 y 8). La fraccion R-A~
dio cuatro subfracciones y la fraccién H-A’ cinco sub-
fracciones. Las subfracciones se identificaron por
RA"-1, RA"-2, ..., y HA"'-1, HA'-2, ..., segin su polari-
dad creciente y orden de elucién de la columna cromato-

graficsa.

a. Subfracciones del extracto crudo de raiz. La
fraccién R-A° se separd por cromatografia en

columna abierta sobre Florisil, dando seis fraceciones;
Se combinaron las fracciones que mostraron cromatogramas

de capa fina similares, resultando cuatro subfracciones

(el



(Figura 7). La identificacién de estas subfracciones
indica el orden con que fueron eluidas de 1la columna
cromatografica, y las subfraccilones originaies gque 8e

unieron.

La mortandad de larvas de A. albimanus expuestas a
estas subfracciones en medio acuoso se presents en la
Tabla 7. En la Gréafica 6 se observa que las subfraccio-
que presentan considerable actividad antilarvaria

la RA'-1 vy la RA'-Z, gque son aquellas de cardcter

= ] b
ah O 0
w jn n

apolar.

Se hizo un andlisis de varianza para comparar lss
actividades de lss subfracciones obtenidas de R-A" y se

encontré gque gi hay diferencia significativa entre la

actividad de las subfracciones al cuarte dis, con una_

probabilidad p<18-4 (Tabla E.3).

La prueba de Student-Fewman-Keuls muestra que iz so-
tividad de las dos primeras subfraccionss, KA’ -1 y RA' -2
es similar v gque esta actividad difiere significativae-
mente respecto de las otras dos subfracciones, RA'-3.,4 vy

RA°-5,6, al 85% de confianza (Tabla E.B).
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Tabla 7

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. albimanus
expuestas a subfracciones preliminares de raiz de 5.
auriculata (1)

FRACCION DIA MORTARDAD (%)(2Z2) DESV. STD.

%
g3
186
100

RA"-1(3)

BN
aaNnS

]

24
166
106
168

RA -2(3)

GO BN

RA"-3,4(4)

BN
w
m
=N

RA"-5,6(5)

w
NN N wR o e w

L N
W =

CONTROL
AGUA

BN -
P 3N
p»&-mp

A UNQ pro?ore}o'h ole 1-1,000, Resutiades Pfomeda'o de b répllctfa
) OAKDVA: F=2i1.4F pllB-4
}

Bifiere 531 Dont.) de RA'-3.4 y de RA'-5,6
Difiere {95% Conf.} oe RA'-1 y de
1.} de las gesmas

o«
©l

=)

i Difiere

La cromatografia de capa fina mostro, al revelar con
vainillina, gque las subfracciones RA'-1 vy RA'-2 poseen

una mancha morada con Rf de .68 vy ©.64, respectivameri—



te. La subfraceién RA'-3,4 presenta ests mancha
(Rf=0.68) pero con poca intensidad, no asi la RA'-5,6

(Tabla 8 y Figura F.13.

Tabla 8

Componentes de las subfracciones preliminares de raiz de
S. auriculata observados en los cromatogramas en caps
finaf1l)

FRACCICK
VISIBLE [y HiY vATHKILLIKGSR
{254 na) {366 ne!}
RE'-1 2.64 fmarilic g.65 Dbsc. B.66 Teleste  &.cc morens
R&'-2 8.57 Cafe g.47 €.63 Celeste @.38, B.35 fafe
8.56 .52 Celeste  B.33 Azul  B.37 Cafe-rojo
g.38 2.4% Epracs
RA'-3,4 B.65 vVerge 8.47, 8.38 B.32 Celeste  8.21 Azul .27, B.37 Cafe ciare
8.531 Verde B.25 8.6 Eorass clarp
RA*-5,4 -t i €.3% Celeste  B.17 Cafe B.43, B.42 Cafe ciarg

De la fraccién activa del extracto crudo
de hoja, H-A', se obtuvieron seis subfracciones, las

cuales se compararon por cromatografia de capa fina,




jnego combinanaose las similares ¥ guedando sdl1o cinco
subfracciones (Figura ©). La identificacion de estas
cubfracciones indica el orden en gue fueron eluidas age
1a columna ceemstogratica y las subfraceiones originales

GuEe SE& Unlercn.

Los resultados del bioensayo de las subfracciones
obtenidas se presentan en la Tabla ¥ (ver Gratica 7). Se
puede observar que las dos pPrimersas subfracciones, HA -1
v HA -z, poseen actividad antilarvaria considerable vy

las dem&ge subfracciones sctividades muchoc menores.

Se hizo un analisis de varianza (Tabla E.7) para
comparar 1a actividad actividad sntilarvaria de estas
subfracciones sl cuarto dia y se encontrdé que si hay una
diferencia significativa, con probabilidad p<1B-4. El
analisis de Student-Newman-Keuls (Tablia E.8) indica gque
1a actividad de las dos primeras subfracciones, HA -1 vy

HA -7. =on semejantes y éstag difleren del resto, al S5%

de contflanzs.



Tabia &

Mortandad cumulstiva corregid
expuestas a subfrscciones p
auriculata {1 )

e larvas de A. albimanus

= d
reliminares de hoja de 5.

FRACCIORN DIA HOKTANDAD (%)(2) DESY . 8STh.
1 & ]
HA -1(3) Z G z
3 g4 7
4 g .
1 4 1¥
HA -2(3) 2 87 13
3 99 Z
4 186 9]
1 1 2
HA -3(4) Z 15 o
3 18 16
4 25 22
| ] %]
HA -4(5) A %] @
3 1 2
4 7 3]
1 2z 3
HA " -5,6(5) 2 2 3
3 2 3
4 7 7
1 1 Z
CONTROL 2 Z 2
AGUA 3 4 4
4 4 4

una propereidn ole 1:4,000 ., ResulTados promedio de b réplicas
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Ls cromatografia de capa fina de estas subfraccio-

nes, al revelar con vainillina, muestra 1la mancha mora-

da-azul (Rf= ©.88) que se observs en las subfracciocnes

activas del extracto crudo de raiz, en las subfracciones

activas

")
t o

BA®-1%%. HA =3, ¥ con menor intensidad en 1las
subfracciones HA'-3, HA'-4 y HA"-5,8B.
Tabla 10
Componenetes de las subfracciones preliminares de hoja
de S. auriculatsa observados en los cromatogramas en capa
fina. (1)
TIED DE REVELADC
FRACCIDN
VISIBLE gy Uy VAIKILLIEKSR
{234 ng} 366 na}
HR -1 B.64 fzarillo 8.67 Bbsc, 8.65 Celeste €.68 Foragc
B.62 Rzarillo
HE' -2 — 8.59 fosc. B.67 Leieste £.5% Arui-sorass
E.3¢ Marads clars
Bh =3 £ €.62 2.52 Celeste 8.25, .31 Cafe
g.47 6.33, B.8¢ moraes £ls
RA -4 = g.57, 8.38 €.37 Leleste  8.28 Azul obsc. 8.24 Cafe
2.38 €.38, £.35 FKorado clars
E.7# Borass ciars
HA'-5,4 E.41 Cafe = £.2% Rojs 8.88 Coscurs .28 Baul Obsc.
8.17 fzarills 2.2% Rojo 2.13 Azl
£.88 Azariilc 8.3, B.41, £.56, B.64 Horads
i) Se ust cloroforen coso fase gévil y cromatciciios Ai Silica gel 68 F-254 {Merck) coso
fase estacicnaria




c. Comparacién de subfracciones de extractos
crudos de raiz y hodia. BSe observd similitud

en los resultado; de los fraccionamientos de los extrac-
tos crudos de raiz y de hoja. El patréon de actividad
antilarvaria fue el mismo, ya que las subfracciones
eluidas con hexano y hexano-tolueno 1:1 (v:v), RA' -1y
2, y HA'-1 y 2, mostraron la mayor mortandad (aproxima-

damente 188% al segundo o tercer dia).

Segun indican los datos en las Tablas 8 vy 18, 1los
cromatogramas en capa fina de las subfracciones HA' -1 ¥
RA'-1 son similares. Se considera que el(los) princi-
pio(s) activo(s) esta(n) incluido(s) en la mancha que al
revelar con vainillina se ve morada con Rf=0.68. La
sctividad observada en las segundas subfracciones, HA -2
v RA"-2, se debe a éue'el(los) principio(s) activo(s) no
fue(ron) eluido(s) en forma completa como parte de la
primera subfraccidén, sino gque terminé(aron) de salir en
la segunda. Se observa en las Tablas 8 y 11 que las

subfracciones HA'-2 y RA' -2 también contienen la mancha

morada antes mencionada con Rf=0.64-0.66. En forms mas
tenue, esta mancha aun se observa en algunas de las

subfracciones subsiguientes.

Se obtuvo el espectro infrarrojo (IR) (espectrofotd-

76



metro 735B Perkin-Elmer) de las subfracciones activas,
bPreparadas en pastillas de bromurc de potasio. El es-
bectro IR de RA'-1 (Figura 11) muestra 1ls Presencia de
Erupos metilo y metilenos (2902-2850 cm-1, 1460 om-1 vy
720 cm-1), metilos geminales (1398 cm-1, 1209 cm-1 v
1049 em-1), carbonilos (1746) v vibraciones de carbono-
oxigeno en 1260 cm-1 (podria ser un Erupo éster o un
éter). El espectro IR de HA'-1 (Figura 12) muestra gru-
pos funcionales similares: metilos y metilenos (2850-
2800 cem-1, 1540 cm-1), metilos geminales (1362 cm-1 vy
184 cm-1), grupo carbonilo leéB) y una vibracién C-0
(1240 cm-1) de un éster o un étér. (De estas subfraccio-
Nnes no se sacé espectro de resonancia magnética nuclear

de protones.)
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Con esta segunda etapa de fraccionamiento preliminar
se concluye que el(los) principio(s) activo(s) es(son)
de caricter apolar segin lo sugiere el proceso de frac-
cionamiento. En la primera etapa de fraccionamiento
el(los) compuesto(s) activo(s) fue(ron) eluido(s) con
tolueno y tolueno-éter etilico; en ls segunda, con hexa-
no y hexano-tolueno. En la cromatografia de capa fina
el(los) compuesto(s} activo(s) se detectdé(aron) como
contenidos en una mancha de color morado-azul al revelar

con vainillina; esta mancha tiene un Rf de .66 al usar

umid

cloreforme como eluyente. Las absorciones en el espec-
tro 1R de los grupos carbonilo son fuertesy como en los
espectros de las subfracciones RA'-1 ¥ HA'1 estas absor-

ciones son de intensidad media, el caracter apolar de

las subfracciones es poco ¥y dominan 1os grupos apolares.

C. Fraccionamiento de los extractos crudos de xaiz ¥
hoia en escala grande
Sabiendo que e€l(lps) principio(s) asctivo(s) es{son)
de carécter spolsr se hizo un Tnuevo fraccionamiento,
pero en mayor escalsa. Se fraccionaron los extractos
crudos de raiz y de hoja, por aparte. El extracto crudo
de raiz se 1llevd hasta un nivel de fraccionamiento

similar al del caso del fraccionamiento preliminar. No

se continudé debido a gue se obtuvo muy poca cantidad de

el'd



la subfraccisn activa. Por otra parte, el extracto cru-
do de hoja se llevé a niveles de fraccionamiento mas
avanzados que en el caso del fraccionamiento preliminar,
logrando aislar una subfraccién activa con menor numero

de componentes que lo logrado anteriormente.

mm@dﬁmmdgmm—
tos ecrudes. El fraccionamiento en escala Erande

se hizo de una forma diferente de como se hizo el frac-
cionamiento preliminar, buscando asi aislar el principio
activo por medio de un pProceso mas corto. El extracto
crudo se disolvid en hexano-éter etilico 1:1 (v:v) v el
s6lido insoluble se descarté, habiendo chequeado por
cromatografia de capa fina v revelado con vainillina que
éste no presentaba la mancha morada-azul gque contiene el
Principio activo. La parte scluble se traté por croma-
tografia de columna abierta como se indica en la Figura
8. La primera fracecidn recogida, R-A y H-A, en cada ca-
S0, eluida con hexano-éter etilico 1:1 (v:v), estaba
constituida por una banda amarilla. La segunda, E-B v
H-B, en cada caso, se eluyd con el mismo solvente, pero

al haber terminado de eluir la banda amarills.

Se hizo cromatografia de capa fina de las fracciones

recogidas. La fraceion de la banda amarilla, R-A y H-A,

o)



fue la Gnica gue mMOStro el componente morado-azul carac-
teristica del principio activo (Rf=@.65-0.67 al eluir
con cloroformo). En la Tabla 11 se describen los croma-
togramas de las fracciones del extracto crudo de raiz y
en 1a Tabla 12 las del extracto crudo de hoja. Estas
fracciones no fueron bioensayadas porgque Sse considerd
suficiente 1la presencia de la mancha morada-azul antes

mencionada como evidencia de actividad antilarvaria.

Se evapord el solvente de las fracciones R-A y H-A ¥y
éstas se redisolvieron en hexano para continuar el frac-

cionamiento.

Tabla 11

Componentes de las fracciones ‘del extracto crudo de raiz
de S. auriculata observados en los cromatocgramas en csapa
fina. (1)

tenuse
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{1} Se usé cloroforse come faze edvily crosatofolios Al de Silica gel &2 F-Z04 (Berck) aosc
fase est



Tabla 12

Componentes de las fracciones del extracto crudo de hoja

de S. auriculata observados en los cromatogramas en capa
fina. (1)

YIBIELE Uv {254 nz} b¥ {356 na) VAINILLIKGA
H-A B.64 amarillc  8.63 obscurs 8,68 celeste H.5% azus triensc
8,30, B.Zb arul tenue
H-E B.76 aparille 8.37, 8.15 §.4%, B.28 8.45, 8.28
8.27 verde g.84 8.19, 8.1 8.1%, 8.15 verdes
8.1 verge g.88, 8.8 B.12 azul
8.87 asariliso rejos 8.85, B.BZ cate

{1) Se usé clorofor

oiores coso face mbvil y croeatofslios 8! de Silira gel 68 F-Z34 (Merck) coso
fase estarisnari

n

2. BSegunda etapa de fraccionamiento de los extrac—
tos crudos

a. JSubfracciones del extracto crudo de raiz.

La fraccién R-A obtenida se traté por croma-

tografia de columna abierta sobre Florisil, usando como

eluyentes hexano, hexano-tolueno 1:1 (v:v), hexano-

tolueno 1:1 (v:v) con 1% de acetona y tolueno con 1% de

acetona segin se indica en la Figura 9. Se utilizé

acetona debido a que el Florisil no se desactivdé con

anticipacién y estaba reteniendo parte del material

introducido en la columna. Por la manera en que se hizo

la elucién, el pPrincipio activo no salié Gnicamente en

-



1s primera subfraccién RA-1, la més apolar, sino también
en la segunda, RA-2Z. Esto se deduce al observar los re-
sultados de 1los bloensayos de las subfracciones (ver Ta-
bla 13 v Grafica 8) vy de 1a cromatografia de capa fina

realizada (Tabla i4).

El1 analisis de varianza muestra que hay diferencia
significativa entre la actividad de las fracciones al
cuarto dis (Tabla E.8), con probabilidad p<12-4. El a-
nalisis de Student-Newman-Keuls muestra que las subfrac-
ciones RA-1 y RA-2Z son semejantes en actividad antilar-
varia, vy difieren de 1a subfraccién RA-3,4, con un 35%
de confianza (Tabla E.18). Esta diferencia se debe a
gque las dos primeras subfracciones presentan una fuerte

actividad antilarvaria (alrededor del 1A% al 4to. ¥

3er. disa, respectivamente) en_comparacién de la RA-3,4

que tiene un efecto despreciable (2% al 4to. dia).

La cromatografia de capa fina (Tabla 14 y Figura
F.2) muestra que las subfracciones RA-1 vV RA-2 presentan
en forma importante el componente morado-azul, al reve-
lar con vainillina, el principio activo que se€ estd si-
guiendo; 1la siguiente subfraccién, RA-3,4, 1la presenta

en forma muy tenue.

7 4



Debido a 1la pocsa cantidad remanente de las subfrac-
ciones RA-1 y RA-2, menos de 180 mg entre ambas, en ests
etapa se detuvo el fraccionamiento del extracto crudo de
raiz. Dado que se comprobé la similitud entre las
fracciones activas de 1a raiz y de la hoja, se considerd
que el continuar Gnicamente con el fraccionamiento del
extracto crudo de hoja era satisfactorio para los obje-

tivos de este trabajo.

Tabla 13

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. albimanus
expuestas a subfracciones de rafiz de S. auriculata. (1)

FRACCION DIA MORTANDAD (%)(2) DESV. STD.
1 7 %]
RA-1 2 58 12
3 92 4
4 89 2
1 p 3
RA-2 2 82 3
3 100 %)
4 109 %)
1 @ ]
RA-3,4(3) 2 2 3
3 2 3
4 2 3
1 %) %]
CONTROL 2 % %)
AGUA 3 @ o
4 %) %
. A und proporeion de, 4:10,000, Reguffados Promedio de 3 repliesis

Z ANGVA:r F=144e,3 piig-4

E ; 3 Gtivommnia {859 Prafd 3 de DA o Hia
3 Difiere significativasente (937 Lgaf.j de RA-1 vy &

~y
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Tabla 14

Componentes de las subfracciones de raiz de S. auricula-

ta cbservadas en los cromatogramas en capa fina. (1)
TIFD DE REVELELD

VISIELE Uy Uy VAEIKNILLING
{254 na} (3&8 nsj
RA-1 &= B.5% Oosc. 8.64 Celeste 8.32, 6.8 Borarc-azni
g.71 Laté
Ra-Z = €.54 Bosc, 8.68 Celeste B.55, €.26 ¥oraco-zra
23 Kojo £.45 Café B.35, B.38 azul
8.2% Cafe-rojo
R&-3,4 = .54 Dbsc, .32 Celeste .23 Lafé-rojo  8.32 Azul
8.4 8.42 hmarilio .47 Café-roic
£.54 Morass clare
8.6¢ Boress clarc

1 Be usé hexano-acztate de etils 8:7 {viv} cosc tfase sbvil y crosatofeiios Al de Silica gel &8
F-23% (Merck} comc fase estaricnaria

b. Subfracciones del extracte ecrudo de hoia.

La fraccién H-A se disolvié en hexano y se tratéo por
cromatografia de columna abierta sobre Florisil segun lo
indicado en la Figura 1@; se usé como eluyente hexano
con 1% de acetona, para desactivar el Florisil. Se se-
Pard una banda amarilla que se recogié como la fraccidn
activa HA-1; después se lavs la columna con acetona.
Seguin se indica en la Tablsa 15, se detectd, por desarro-

llo con vainillina de la cromatografia de capa fina, que




en la fracecidn HA-1 estéa presente el componente morado-
azul que se siguidé como el que contiene el principio ac-
tivo; y que esta mancha, en cambio, no se detectd en la

parte eluida con acetona (Tabla 15).

Tabla 15

Componentes de las subfracciones de H-A de S. auriculata
observados en los cromatogramas en capa fina. (1)

TIPG BE REVELADC

HE-1 2.39 aserilic §.57 oosturo g.55 celeste

£.59% celeste

g ¥R

(=]
1
[=1)
L=
Y

HA-2  mmmmmmmees 2,38, 8.31 8.39, B8.33
g.8: g.2z, 2.88
ceissies

R B ER
B fed

L S I O
rooEs

n

[ - 1]

M
st

(1) Se ust cleroforsc cosc fase sévil y crosatofolios
se pstacioraria

3. Tercera etapa de fraccionamiento del extracto
crudo de holia. La fraccién activa HA-1 fue

llevada a sequedad vy redisuelta en hexano. Se hizo
cromatografia usando placa preparativa. La fraccidn se
colocéd a lo largo de uno de los bordes de la placa; ésta
se corridé dos veces y luego se partioé en cuatro regiones

de acuerdo al patrén observado con luz ultravioleta (254



¥ SBE nmo. Legun o indicado €n ia Figurs i6. s iz frag
cidn que se movio menos (kf menor) se e nonbro HA-1.1 v

g la=s sunsist
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Wh=1.2, HA-1.5 vy HA-J:4,

et = tilza uan Cluensavoe de entas sustro subfracciones

Para determinar su efecic sobre las larvas de 4. albima-
nus (Tabla 16, Griéfics 8). Agui se observé que dos sub-
fraceciones son las queé presentan la msyor sctividad an-
tilarvaria, la HA-1.1 y la HA-1.4. La subfraceién HA-1.4

dio uns mortandsd del 987 al tercer dia: se esperaba que

-

D
I

sta subfraccion fuers activa ya que segun los datos €1
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la Tabla 17 y Figurs F.3 es is

b
=
o
o]
L]

cha morads-szul =] revelar ls placs de cromatograil
capa fina con vainiliina (Ri=@.68, ussndo hexanv-acetsato
d& etile 5:1 cono fluyYente); e€sLs iraceidn es is Riayuril-—

taris y se obtuvieron B8¢ mz de ells. La subfraceisdh

HA-1.1 causd 180 de mortandsd sl segunde dis; esta sub-

traccicén no inciuve la mancha moradz-szul gue e slicuern; -
trs en la subfraceicn HA-1.4 v gue 2hors e  habis
LeEpuido como iz gue Contiene i ing) PEipcipiols} #ot]-

voa(ss}, ror lo gue se dedyce ane su actividad se debe o
Un segundo prinecipio activo; de esta subfraccidn se ob-
tuvieron =o6lo 2“6 mg . e is sub-fraceicn HA-1.% se ohitu-

vo oV wE y de iw HA-1.35 uE mE .




fabhla 16

Mortandad cumulstiva correfida de larvas de A. albimanus
expuestas a subfracciones de HA-1 de §. auriculatd. (1)

FRACCION DIA HORTARDAD (%3(2) DESV. STb.

25 1
1B
166
10w

HA-1.1(3)

00 B
oE&ew;

HA-1.2(4)

) BN =
R e )
[ VW

73 1

1 @ %

HA-1.3¢4) 2 15 5
3 T3 113

4 61 o

i ¥ @

HA-1.4¢(3) 2 5 3
3 g 5

4 a8 5

1 ] 1%

CONTEROL 2 & &
AGUA 3 i 7
4 7 7]

1) A una proporcsén de 4: fo,ccc. Resultados promedic de b répl,cqg_

155 Eigssd L2 et

13 I =2 Tre <. B
S v PiCud s (o i
if e o - - o
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90b

Mortandad (%)

Grédfica 8. Mortandad corregida de larvas de 4. albi-
manus expuestas a subfracciones de HA-1 de

S. auriculata. (Proporcién bioensayada
1:10,000)







Tabla 17

Componentes de las subtfracciones de HA-1 de S, auricula-
ra observados en los cromstogramnas en capa {ins. (1

R
bibnE Th iR 2 Lk Si6I_LAERE
2 En s
e @ D Peawriiin ¢ 1 ¢ Lo I =
8 aed L:47 HEgriiico Lail, ©.77 .25
£.27, BB Byot
[ Ire 3 FEN fimars 1 3m &
R ek LeTs ReER) 2i.0 | SR
a
&
=1 T & S0 fmew 15 T G £ Th -
Ba=1.3 €.3¢ BEariiio B.5% Ebsc £.53 Lejeste
2,55 [eleste
HA-1 .1 e @ 27 Aner & Fulnck & hd Napnlapmesps
ki-1.4 g.47 {psc. B.48 Teleste ¢ i grii-po-ze

S5e  hizo uﬁ analisis de varianza (Tabla E.11) de 1a
actividad de las subfracciones y éste muestra una dife-
rencia significativa entre ellas (p<ib-4), El andlisis
de Student-Newman-Keuls muestrs gue la actividad de las
subfracciones HA-1.1 y HA-1.4 es similar al 85% de con-
fianza y que difieren del resto. Ademas la subfraccion

HA-1.3 difiere en actividad a la HA-1.2, con un 95% de

confisnza (Tablia E.12). La actividad en las subfrsceio-




nes intermedias se explica por un traslape con las mas
mis activas. Es de notarse la alta actividad de la
subfracecién HA-1.3, que causo un 81% de mortandad al
cuarto dia y no muestra la mancha morada-azul presente

en la HA-1.4.

Se obtuvo el espectro de resonancia magnética nu-
clear de protones ( H-NMR) de la subfraccidén HA-1.1 (Fi-
gura 14), wusando tetrametilsilano (grado NMR, Aldrich)
como estandar interno y tetracloruro de carbono como
solvente. Su espectro presenta una sefial muy débil en
7.9 ppm que podria corresponder a hidrogenos en estruc-
turas arométicas y dos sefiales intensas en 1.1 y en 8.7
ppm, correspondientes a hidrégenos de grupos metilo vy

metileno en cadenas alifaticas.

El espectro infrarrojo de 1la subfraccidén HA-1.1
(Figura 13) muestra en 2850-2750 cm-1 sbsorciones de vi-
braciones C-H en cadenas aliféaticas. En 17668 cm-1 hay
una absorcién por la presencia de un grupo carbonilo

(C=0). La banda en 1268-1248 cm-1 puede deberse a vibra-

ciones carbono-oxigeno. En 1442 cm-1 se indica la pre-
sencia de metilos o metilenos, vy en 1366-1340 cm-1 1la
posible presencia de metilos geminales. En 6889 cm-1 1is

absorcidén se debe a grupos metilenos. No hay evidencia

LR
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de grupos aromailceos, ¥ hio eSS Cisrs ls presencia G

14

celfn HA-1 .1

Ho =e pudo segulr separando ia

i |
o
=

4

coar tener tsn poca cantidsd de ells, uBnilcamenite se

continué fraccionando 1s subfraeccion HA-1.4 designada

sk

a3
mavoritaria Vv que es la que contiene is mancha morada-

azul seguida a lo largec de los fraccionamlentos.

4. Cusrta etaps de fraccionamiento del extracilo
crudo de hoia. La subfraccién HA-1.4 se llevo a
sequedad y se disolvid en hexano-acetsio de etilc 8:1
(v:v) vy se tratd por cromatograsfia de columna abierta
sobre Florisil como se indica en 1s Figurs 16. Al eluilr
con el mismo solvente se formd una bands amarilla. oe
recogié como la primera subfraccion, HA-1.4-1, lo que
eluy6 desde que se inicid el fraccionamiento hasta antes
gue empezara a salir la banda amarills y la banda amari-
lla se recogid como ls segunda subiraccion, HA-1.4-2.

La columns se lavo despueg con sceltond, recogiendo esto

=\

comc la subfraccion HA-1.4-3. Segun la Tabla 18 (Figura
F.4) la ecromatografis de capa fina mostrd en la subirac-

cidn HA-1.4-2 un componente szul obscurco {(ki=¢.BE, elu-

jas)

vente: hexano-aceisto de etilo 8:1 v:v); se considerd

Lo}

cue esis manchs correspondes a ls manohs gue se ha segul-



do como la que contiene el(los) principio(s) activo(s).
La subfraccién HA-1.4-1 mostro una mancha morada similar
8 la de 1sa HA-1.4-2, pero mas alargada y con la parte

més intensa un poco mas abaijo (Rf=0.55) .

Los datos del biocensayo muestran que la actividad
Se encuentra principalmente en la HA-1.4-2 (Tabla 18,
Grafica 10). Por escasez de larvas al momento de iniciar
este bioensayo se utilizaron seis réplicas para 1la
subfraccidn HA-1.4-1, pero solamente tres réplicas pars
las otros dos subfracciones, siendo dos de éstas de 25

larvas y la tercera de 5.

Al hacer un anilisis de varianza de la actividad de
las subfracciones obtenidas se encontré una diferencia
significativa entre las subfracciones (p=0.00%4) lo que
se debe a que la subfraccién HA-1.4-2 es 1ls anica con
alta actividad (Tabla E.13). El andlisis de Student-
Newmén—Keuls muestra que la subfraccion HA-1.4-2 difiere
significativamente de las otras dos, al 95% de confianza

(Tabla E.14).




Hb

Tabla 18

Mortandad cumulativa corregida de larvas de A. albimanus
expuestas a subfracciones de HA-1.4 de S. auriculata. (1)

FRACCION DIA MORTARDAD (%)(2) DESY. STD.
1 7 @
HA-1.4-1 2 | 4
3 17 21
4 23 24
1 7 %]
HA-1.4-2(3) 2 45 6
3 63 16
4 893 B
1 @ @
HA-1.4-3 e 1 2
3 4 4
4 7 5]
1 (%) % i
CONTROL 2 ] %
AGUA 3 2 @2
' 4 2 3

t1) A u_ns.frgporcidn oe 4:20,000. Resutrados promedio de & réphcqg.
(2) ANDvA: F=28.55% p=B.8@84

T HEE B inerF Frua +
{3} Bifiere sigrificativasent

{8EY Pant 1 A Saz A A= e v =
1Yok LonT. ) d€ 18S OBRBaS SUDIraCLionREs

m
Ky



100

80

" 80 o

60 —

Mortandad (%)
g
L

20 —

10

0 ¥
o

1 2 3 4
Dias
O  HA-1.4-1 + HA-1.4-2 ) ©  HA-1.4-3

Créfica 10. Mortandad corregida de larvas de 4. albi-

manus expuestas g subfracciones de HA-1.4 de

S. auriculata. (Proporcién bioensayada
1:26,060)
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Tabla 19

Componentes de las subfracciones de HA-1.4 de 5. auricu-
Jlata observados en los cromatogramas €en capa FAna. 4.

vi Uy Uy F R IRLTLLENGE
{7345 ngj {356 na}
-l 8-l 2 e £.325 obszure £.55 celeste 8.35 morado
g.13 tenus €.43 ceiesis £.85 rojo
i . ]
€.44 fivprsc, azul )
HE-1.8-2 #.37 ohscurs g.08 celesie .6 BOFAC
£.55 fluprsc. azul g.46 ceieste 8.32, B.87 rojo
g.15 tenue
HR-1.4-3 m—————— g.17 ebsturc £.58 celeste 8.35, B.18, 8.8 rojo
{1} Se vzt hexanc-acetatp de etils Fil ({viv} como fase mévily crosatofolios A1 de Silica gel
42 F-754 {Rerci} como fase estacisnariz

Segin se ve en los resultados presentados en 1s
Tabla 18, 1las subfracciones de HA-1.4 presentan una
mancha roja intensa al revelar la placa de cromatografia
de capa fina con vainillina, con un Rf de P.96-0.16.
Esta mancha por ser de carédcter polar no puede pertene-
cer a esta fraccién, hecho que indiea gque la fraccidn
fue contaminada en algin paso intermedio o de almacena-
miento. Para purificar la fraccién activa, HA-1.4-2,
ésta fue eluida con hexano-acetato de etilo 8:1 {v:v) a
través de Florisil, vy como 1la fraccién purificada

se recogié la banda amarilla que bajod.

<o)
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H 1 . & = LR .
b SHbitlrecoi 07 HA-1 .- i presents en 4 ESPeCLYO

H-NME (Figura 17) senzjes relstivanente o

coiles en V.2
PPRi, Qque indics Is Posible presericia de hidrogenos uni-
dos 2 carbonos aromaticos., Ekn 1.2 Ppri v entre B.8 yv i.3
Py bresents sersies iniensas eorrespondierntes o nidro-

EENOs de grupos metiio Y netiiens en cvadernzs alifdaticass.
El espectro H-NMk de la subiraceidn HA-1.4-2 ¥igurs
18 es similar @i de la subfraccién HA-1.4-1; presents
senales en las mismas regiones y con intensidades rela-
tivas similares. Lado que 1a cromnztogreiia de capa fina
de ls subfraccién activa HA-1.4-2 (Tabis 2¢) indica 1=
bresencia de sl menos custro componentes diferentes, se
considerd que no ers el caso, con &lgo adn tan impuro,
integrar e] area bajo las sefisles del espectro de
"H=NHMEK, El espectro de HA-J.4-5 (Figurs i) presenia

- Gorrespondiente & hicrégencs de Erupous metile-

-

unsas sens
nes (= 1.2 ppm) v otras sensles en 2.5 y 3.1 PP sin
embsrgo, no presenta resonencls en la region  salrededor

de Y ppm como las sublrscciones HA-1.4-1 y HA-1.4-2.

El espesiro infrarraio de RA-1.4-1 (Figurs 153 EE-

sentas  vibraciones de estiramiente de (O=H { 3O - 28U




metl s cemingles segun absorcisnes 2N tabiy ocm-l v £

g -182¥  cm-1. En 7% cm-1 se indica la presencia de

@
&
o
)
a.
m
o)

metllenos, No hav evid srbonos en £rupos Aaro-

matigos Bl en Caaenas ihgaituradas.

ki eapectro 1k de 1s cubfraccion HA-1.4-2z (Figura
163 es similar al de ls subfraccion HA-1.4-1. Fresenta
vibraciones de grupos C-H en cadenas aliféticas (3SQBE-
Z284% cm-1), de metilos geminéles (138 cm-1 ¥y 1248 cr-1)
y de grupos metileno (709 em—1). Ko hay evidencis
cuficiente de grupos carbonilo y C-0. No hay evidencia
de carbonos en grupos aromédticos ni en cadenas 1insatura-

das.

e obtuve &l EespecLye UV-Vvis de 1la subfraccion
HA-1.4-2 (Figura Zf); eéste mueslrs una banda de absor-
cién fuerte con Uun MEX1WO en 253 nm, que puede deberse z
ia excitacidén de eleclLIOnEs pi en carbolnocsE insaturados.

bLaorcién bastante debll en 445 nm

Ademas presents otra

o

oue puede deberse & dobles enlaces CONJUEBAUS.

e Tos espectros y -1a cromatografis enn cspa fine se
COonciuve 13 E la subfrsccion activa HA-1.4-% contlene
compuestos  con [ragmentos s1iidticos y carbonos 1nsatl-

rados, Segnn  lo indicado en lag Tshlas 18 ¥ Z1 oo ae



sus compornientes (Rf=0.60-8.62) posee fluorescencia azul
al irradiarlo con luz ultraviolets de onda larga (366
nm); este mismo componente es el que se colorea azul-

morado al revelar con vainillina.

Se hizo una cromatografia de capa fina para comparar
las subfracciones HA-1.1, HA-1.4-1 y HA-1.4-2 en forma
cuantitativa, colocando 1680 ug por subfraccién. En 1la
Tabla 20 (Figura F.5) se observa que las subfracciones
HA-1.4-1 y HA-1.4-2 poseen dos componentes en comin, de
Rf=0.62 y Rf=0.47. En el cromgtograma de HA-1.1 se
encuentran estas dos componentes, pero con valores de Rf
levemente mayores (Rf=0.62-0.65 y 9.48), y con poca

intensidad.

Dado que de la subfraccién activa HA-1.4-2 se obtuvo
muy poca cantidad (=150 mg), esta se guardd bajo refri-
geracidn, disuelta en tetracloruro de carbono, y no se
fracciondé méds. Se dejé como referencia a futuros traba-

jos con S. aguriculata.

1l



Tabla 26

Componentes de subfracciones de hoja HA-1.1, HA-1.4-1y
HA-1.4-2 de S. a&auriculata observados en los cromatogra-
mas en capa fina. ¢1)

VISIBLE w i VAIKILLIRA YGid
{254 nej {36& nal
Ha-1.1  B.ER Asarille  EB.el, 832 £.45, B.44 .65, B.37, B.44, hearills
8.35, .27 8.29, B.8%  €.3Z, B.27 Horado  8.17 Aearilic
g.1 Celestes B.26, 8.23 Rzul £.79, 8.8 Rea-
g.21, 8.i§, rilic intensc
B.15; B.87 Moradc
£.2 Roio-sorads
Bi-1.4-f é. 8.8z, 8,50  B.82 Azul B.67 Bearillc
g.2 feigste-azul intenso

HA-1.4-Z2 8.57 B=arilio §.62 hearilic

intenss
{£} Sz ushé hexano-acetato de etilc 9:i {viv} cosc fase mévil y croaatefoiios Al de Silica ge!
&8 F-204 {Berck} coes t aria &2 pg de cace suofraccién, pars poder
hacer coeparacifn cuant =
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Longitud de anda (nm)

Espectro ultravioleta-visible de la subfrac-
cion HA-1.4-2 de S. auriculata. (Se utilizo
un espectrofotémetro Bausch & Laumb, wmodelo
Spectronic 21-UVD para obtener el espectro.
En la regidén de 208 a 375 nm se utilizd una
solucidén diluida v en la regidén 375 a 799 nm
se utilizo una solucidén concentrada. BSe usd
hexano como solvente, habiéndose corrido el
espectro contra un blanco de este solvente. )



VI. DISCUSION

A. Extractos Crudos

Al bioensayar los extractos crudos de raiz y de hoja
se observaron efectos antilarvarios sobre A. albimanus y
Se encontré que la proporcién letal media del extracto
crudo de raiz (1:5,6808) es igual a la del extracto crudo
de hoja (1:5,850). Estos resultados indican que el prin-
cipio activo estd presente en hojas y raices en similar
concentracién. Sin embargo, el extracto crudo de planta
entera tiene una proporcién letal media menor (1:6,90@).
Esta disminucién en la actividad puede deberse a alguna
variabilidad en la concentracién de los metabolitos, en
la planta entera y en las partes separadas. E1l proceso
de separacién de hojas y raices podria de alguna manersa
fomentar pérdidas o cambios bioquimicos en 1a planta que
disminuyan 1la concentracién del compuesto sctivo en las
partes separadas, v con ello causar que los LC-5@ de los
extractos crudos de raiz y de hoja sean mayores que los

de la planta entera.

Se utilizé el andlisis probit para determinar la
proporcién letal media de los extractos crudos de planta
entera, de raiz y de hoja. Este método se utilizé porgue
seé consider6é adecuado, vya que los puntos de probit

empirico nuestran uns tendencis lineal (Graficas 1, 2 y




3¥. Existen otros métodos como el analisis logit y el
nétodo Weibull, que ajustan los datos & curvas exponen-
ciales asimétricas y simétricas. No se utilizaron estos
modelos ya que los datos no presentan tendencias curvi-

linesas.

B. I ; ; lim;

Para purifica£ la fraccidén activa se hizo un fraec-
cionamiento preliminar con una pequela cantidad de ex-
tracto crudo (= 2.8 g). El propésito del fraccionamien-
to preliminar fue determinar en qué forma se eluye de 1la
columna el(los) compuesto(s) sctivo(s) y qué caracteris-
ticas generales posee(n). En el fraccilonamiento en esca-
la grande se abrevidé el procedimiento realizado en el
fraccionamiento preliminar y se siguidé més alléd la puri-

ficacidén de la fraccién activa encontrada.

Seguin las Figuras 7 y 8, en la primera etapa del
fraccionamiento preliminar de los extractos crudos de
raiz v de hoja la fraccién activa fue la eluida con to-
lueno y tolueno-éter etilico, indicando ésto gue el(los)
principio(s) activo(s) es(son) de cardcter apolar. El
anidlisis de varianza de los datos de actividad larvicidsa
mostré que la primera fraccidén, R-A" y H-A", es mas ac-

tiva que las demas, tanto en el caso de raiz comoc en el

iV



de hoja (Tablas E.1 a E.4). La segunda fraccién de
raiz, R-B’', causé mortandad, aunque baja (29% al cuarto
dia); ésto sugiere Qque una pequeria parte del principio
activo no salid en la primera fraccién R-A° =ino que
eluyé como parte de la segunda. En el fraccionamiento
del extracto crude de hoja no sucedid ésto, sino que la
mayor parte del principio activo eluyd en la primera

fracecién H-A" (Tablas 3 y 5).

El hecho gque dos fracciones consecutivas de la misma
etapa presenten actividad antilarvaria se debe 3 que 1la
cantidad de eluyente usada no fue suficiente para eluir
todo el(los) compuesto(s) activo(s) como parte de una
sola fraccién y por lo tanto la parte rémanente eluyd
como parte de la siguiente. En la segunda etapa del
fraccionamiento se obtuvo algo similar; las dos primeras
subfracciones de las fracciones activas, tanto de raiz
como de hoja, RA'-1 y RA'-2 y HA'-1 y HA -2, fueron ac-
tivas. Ambas subfracciones mostraron en los cromatogra-
mas en capa fina una mancha en comin (Tablas 8§ y 16), 1la
cual se observa, al revelar con vainillina, como una
mancha morada-azul de Rf=8.64-8.68. Ella debe contener
el(los) principio(s) activo(s), vya que en 1la pPrimera
subfraccién (RA'-1 y HA'-1) esta mancha fue 1a anica

bresente al revelar con vainillina.

bt
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Los cromatogramas de RA'-1 y HA'-1 son similares.
Ambos poseen la mancha morada-azul, con Rf=0.68 al reve-
lar con vainillina. Con luz ultravioleta se observan
los mismos componentes. En la region visible hay un
componente amarillo en la subfraccién RA'-1, pero hay
dos en 1a HA'-1, coincidiendo una de ellas (Tablas 8 ¥
18). De los dos cromatogramas, Se deduce que el princi-
pio activo encontrado en la raiz es el mismo gque el
encontrado en la hoja. No se siguié purificando estas
subfracciones porque se obtuvo muy poca cantidad de

ellas.

Los espectros infrarrojos (Figuras 8 v 7) de las dos
subfracciones, RA'-1 y HA'-1, muestran Erupos funciona-
les similares como metilenos, metilos, carbonilos y unsa
absorcidén debido a vibraciones C-0 en un Erupo éster o,
un éter. En ambos espectros se muestra la ausencia de
grupos polares como -OH, -COOH y NH4 . Esto indica que
1a fraccidén que incluye el(los) principio(s) sactivo(s)
contiene compuestos con cadena alifatica, grupo carboni-

lo y un grupo éster o un éter.

C. Fraccionamiento en escala grande

-

Al hascer el fraccionamiento en escala grande de los

extractos crudos de raiz y de hoja se gquizo llegar en
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material se agrego solucion de acelona al 1% en hexano-
tolueno 1:1 (v:v) y después acetona al 1% en toluenc, V¥
ssi permitir una elucidn mas rapids. En ests etapa de
fraccionamiento (Seccidén V.C.Z.a) se obtienen tres
subfrascciones, de las cuales las dos primeras (EKA-1 ¥y
RA-2) mataron el 10@% de las larvas al tercer dia. Estas
dos subfracciones poseen dog manchas en comiin en el cro-
matograma de capa fina, de valores de Kf de ©.68 y de
@.64 (Tabla 14). Estos dos valores no coinciden exacta-
mente entre si debido a la diferencia en concentraciones
de este componente y a la presencis de oOLros componentes

diferentes.

De 1z fraccién HA disuelta en hexano vy fracciocnadsa
por cromatografia en columns abierts sobre Florisil,
usando scetona al 1% en hexano como eluyente, &Se obtuvo
una primera subfraccion HA-1 constituida por una bands
amarills; luego al lavar la columna con acetona Se reco-
gidé unas segunda subfraccién. Al comparar estas dos sub-
fracciones por cromatografia de capa fina se verifico
gque 1la constituida por ls banda smarilla HA-1 es 1z
fraccion asctivs, pues contiene la mancha que Se Ve mora-

da-azul con Rf=P.65 al desarrollar con vainillina (Tabis

15), eluyendo con cloroformo.



Ya gque los cromatogramas en capa fina de las sub-
fracciones RA-1 y RA-2 presentan la misma mancha morada-
azul que aparece en el cromatograma de 1la subfraccidn
HA-1, al revelarlos con vainillina (Tablas 15 y 16), se
dedujo que el(los) principio(s) activo(s) es(son)
el(los) mismo(s) que se encuentra(n) en la raiz. Por
esta razén y porque de las subfracciones RA-1 y RA-2 se
obtuvo menos de 189 mg, se decididé no continuar el
fraccionamiento en la linea en lo que a raiz se refiere
Y que basta con continuarlo en la linea de las subfrac-

ciones del extracto crudo de hoja.

Los 1.2 g que se tenian de la subfraccién HA-1 se
fraccionaron utilizando placas preparativas de silica

gel; de esta forma se aislaria el componente correspon-

diente a la manchs morada-azul observada en la cromato-

grafia de capa fina, 1la cual se considera que contiene
el principio activo. Lsa separacidén por corte, hecha en
base al patrén observado al desarrollar las placas pre-
parativas con luz ultravioleta, resulté no ser muy ade-
cuada ya que las cuatro subfracciones obtenidas causaron
mortandad; al comparar estas subfracciones por cromato-
grafia de capa fina se hizo evidente la presencia de
componentes comunes (Tabla 17). Sin embargo, la primera

¥y la dltima subfraccién, 1a HA-1.1 y 1la HA-1.4, presen-
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tan actividad antilarvaria considerablemente mayor Que
las dos subfracciones intermedias (Tabla 16). Las dos
subfracciones més activas, segin la cromatografia en ca-
pa fina, aparentemente poseen s6lo un componente en co-
min: con valores de Rf de ©.51 vy de B.48 (Tabla 17). El
componente morado-azul con Rf=@.66 seguido como indica-
cién de la presencia del principio activo estd presente
en HA-1.4 v ausente en HA-1.1. Por lo anterior se
sugiere gque puede haber otro compuesto activo presente
en las hojas de Salvinia auriculata, ademias del de

Rf=0.66.

La posiblidad de mas de un compuesto activo lo
indica el hecho que en esta etapa de fraccionamiento,
las subfracciones que muestran mayor actividad antilar-
varia no sean consecutivas, sino que sean la primera ¥
la @ltima (Tabla 18). Por otra parte, se observa que
entre estas dos subfracciones, es mas activa la HA-1.1,
1a cual, segan datos en la Tabla 17, contiene once
componentes diferentes, en comparacién con la HA-1.4 gque
s6lo contiene tres. De ésto se puede pensar que si la
subfraccién HA-1.1 es mas activa, a pesar de tener mas
componentes, €S porgue el(los) compuesto(s) activo(s)
presente(s) en la subfraccién HA-1.1 es(son) mas poten-

te(s) gue el(los) presente(s) en 1a HA-1.4.

i



Ya gue de 1la subfraccidén Ha-1.1 sélo se obtuvo 26 mg
v ademds presentd once manchas diferentes en el cromato-

grams de capa fina, no se continudé su fraccionsmiento.

Fara estudiar el compuesto activo presente en esta sob-

ot

fraceidén se deberia realizar el fraccionamiento partien-
do de uns mayor cantidad inicial de extracto crudo; de
esta manera, al llegar a esta etapa, se podria aislar
el(los) compuesto(s) activo(s) presente(s) en esta sub-
fraccidén. Por otra parte, dado gue la subfraccidén HA-1.4
presentd unicamente tres manchas diferentes Y que es la
subfraccidén mayoritaria en essa etapa de fraccionamiento
(se obtuvo 680 mg de ella), se continué su fracciona-
miento intentando con ello aislar el comnponente con va-

lor Rf={ .66 qgue aparenta contener compuesto(s) de consi-

derable actividad antilarvaria.

Al tratar ls fraccidén HA-1.4 por cromatograiisa de
columna abierta sobre Fforisil se observd la formacidn
de una banda amarills vy se recofgic una primera fraccion
(HA-1.4-1) antes que szliers dicha banda, una segunda
(HA-1.4-Z) constituida por la banda amarilla Yy una ter-
cera (HA-1.4-3) que results de recoger el lavadn con
acetcena. De estas subfracciones (Tabla 18) la segunda,
HA-1.4-2Z, fue la gque tuvo mayor actividad antiiarva-

rig; la tercera, HA-1.4-3, no tuvo efecto alguno sobre




izss larvas v la primersa, HA-1.4-1, nostro poca activi-
dad. Ls sctividad de esta primera subfraccidon se expli-
ca en base a lo observado en la cromatografis en cépa
fina, gque tiene componentes en comurn con 1@ segunds

subfracecion v ésto debido a gue el principio activo

comenzd a elulr antes de empezar a recoger la HA-1.4-Z2.

Los espectros infrarrojo de estas dos subfracciones
consecutivaﬁ (Figuras 15 v 16) son similares en cilertos
aspectos. El1 de 1la subfracciodn HA-1.4-1 presenta unsa
banda debido a un grupc carbonilo y otra por la wvibra-
cién C-0 en un Erupo éster o un éter, gue nNo lo presen-—
senta el de la HA-1.4-2Z. En ambos especiros se observan

asbsorciones de metilos geminales y Erupos metileno.

Los espectros ‘H-KMR de las dos subfracciones pre-

sentan sefizales debildo & grupos metilo y metileno. Ambos

presentan una sefal en 7 ppm Que puede deberse a hidrdé-
genos de grupos aromaticos (Figuras 17 y 16).

Al hacer cromatografia de capa {ina para comparar

que mostraron actividad

e

las dos subfracciones de HA-1.
antilarvaria v la subfraccidén HA-1.1, utilizando 16@ pg

de subfraccién por punto (Tabla 20), se observa que la

[

subfracciones HA-1.4-1 y HA-1.4-Z tienen dos componentes



e coman: unﬁ con Rf de 6.62 y 1Ia otra con Rf de @.47.
El componente con Rf = .62 es e] Gnico de los componen-
tes de estas subfracciones que desarrolla un colop azul
con vainillina, el cual pParece indicar que ests relacio-
nado con el tomponente qgue desarrollaba azul-morado con
vainillina que se habia seguido como indicador de acti-
vidad antilarvaria en los‘pasos anteriores del fraccio-
namiento.

Los espectros "H-NMR (Figuras 13 Yy 18) indican cier-
ta similitud entre las fracciones HA-1.1 y HA-1.4-2,
ambos presentan seflales de hidrégenos en metilos y meti-
lenps, Y una sefial en 7.1 ppn que se debe a hidrégenos
aromédticos o de carbonos inéaturados. La cromatografia
de capa fins (Tabla 26) concuerda con los espectros pues
muestra compuestos apolares (Rf mayor que 0.56) y com-
bPuestos con insaturaciones (al revelar con yodo dan
color amarillb Rf=0.62, vy fluorescencia al irradiérlos
con luz ultravioleta de 388 nm Rf=@.66). Las insatura-
ciones de 1la subfraccién HA-1.4-2 se confirman con el
espectro UV-VIS, gque indica 1la presencia de dobles enlg-
Ceés entre carbonos, y de dobles enlsces conjugados .

Montafar (1887) observs que el tamafio de las larvas
€S menor en las que se sumergen en medios con extractos
crudos gque las de los controles; ésto indiea gue el

principio activo actia comc uns hormonsa Juvenil, retar-




dando el cambio al siguiente estadio larvario.

La fraccion HA-1.4-2 deberisa seguir fraccionandose
vya gue su cromatograma en capa fina muestra aun cuatro
comporienites diferentes (Tabla 26). Ko =e continud el
fraccionamiento como parte de este estudio por tener so-
lo 159 mg, cantidad que no es sutficiente para continuar
con la investigacién, debido a los metodos cromatografi-
cos disponibles en esta Universidad. 5in embargo, e
piensa dar esta subfraccion al grupo que en "The Univer-
sity of Arizona" colabora con este proyecto para que por
otros métodos se continue su fraccionamiento. Se deja
como recomendacién iniciar el fraccionamiento con una
cantidad de extracto crudo mayor que permita que al lle-
gar a este punto atn se pueda continuar y asi lograr el

aislamiento del compuesto activo ¥y su caracterizacion.



Vil. CUNCLUSIORES

Los extractos clioroférmicos de hoja y de raiz de
Salvinia auriculats poseen actividsd larvicida similar
sobre Anopheles albimanus. El valor de 1la proporcién
ietal media (g extracio: ml. d2 medioc acuoso preparado)
dei extracto erudo de raiz es de 1:5,688 v el de hoja es

de 1:5,8658.

La evidencis obtenida de los fraccionamientos y de
los biocensayos indica que los compuestos activos son de
naturalezs apolar; las fracciones que los conitienen son
altamente solubles en solventes apolares como hexano vy

éter etilico.

Una dc¢ Jas subfracciones mas activas, HA-1.1, al ser
bicensayada 1:16,.08%, causé un bz de mortandad de
larvas de A. sibimanus al segundo dia de exposicion vy
présenté por lo menocs once componentes diferentes. La
subfraceidén activa obtenida en forma mﬁs pura fue la HA-
1.4-2, que al ser biovensayada, 1:20,08%, causé 108% de
wortandag enn larvas de Anopheles sibimanie al cuario
dia de exposicidén v presentd s6lo cuatro componenies.
Hey evidencia que en estas dos subfracciones mas acii-

vas, el compuesto active no es coman v por lo tanic en

Salviniz auricuiats hay mas de un compuestio activo con




arvicida sobhre Anopheles albimaznus.
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k1l espectro "H-NHR de la subiraccadn activs obtemnids
ern forms mas pura, HA-1.4-2, indics que ésta contiene
compuestos gque Son hidrocarburos con cadena(s) alifati
ce(s) v con un iragmento aromitico. ¥l espectro infra-
rrojo presenta absorciones correspondienites a w®metllenos
v metilos geminales vy un grupo carbonilo. Kl especiro

pvltraviocleta-visibie indica la presencia dJe carbonos

insaturados v de dobles eniaces COnjugacous.
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VIII. RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos se recomienda in-
vestigar los siguientes aspectos sobre la obtencioén v
caracterizacidén de los compuestos contenidos en hojas vy
raices de Salvinia auriculata gue muestran actividad

larvicida sobre Anopheles albimanus.

El proceso de fraccionamiento se realizard en menor
tiempo si se wutiliza un extracto crudo gque contenga
menor nimero de componentes que el utilizado en el pre-
sente trabajo. Si se utiliza un solvente mas apolar que
el cloroformo, como éter etilico o hexano, en la extrac-
cién apolar, se obtendré un extracto crudo con una con-
centracién de los compuestos activos mayor gue la del

extracto utilizado en este trabajo.

Partir de 5.0 Kg de hojas secas (60 g de extracto
crudo, aproximadamente) para obtener mayor masa de cada
una de las subfracciones HA-1.1 y HA-1.4-2 y poder
aislar de ellas los compuestos activos. Teniendo aisla-
dos los principios activos, determinar su estructura mo-
lecular y sus propiedades utilizando métodos espectros-
coépicos v otros, y determinar cudl es el efecto de cada
uno de éstos sobre las larvas de Anopheles albimanus.

Ademds de utilizar espectroscopias IR, UV-VIS y 1H-NMR




como en este trabajo, serd necesario utilizar también
13C-NMR vy espectro metria de masas para determinar 1las
estructuras moleculares de los compuestos activos.

Hacer estudios de campo para determinar cudl es el
efecto larvicida que se logra al aplicar el principio
activo aislado o una de las fracciones mé&s puras en
estanques con larvas de A. albimanus.

Utilizar otras pruebas estadisticas como la trans-
formacidén Logit v la transformacidén Weibull, para deter-
minar 1la proporcidn letal media de los extractos crudos,
vy comparar dichos resultados con los obtenidos con 1la

transformacidén Probit.

b
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APENDICE A

Datos crudos de 1los bioensayos

En este apéndice se presentan los datos crudos de
los biocensayos realizados en este trabajo. En cﬁda CAaso
S€ presenta, para cada una de las 5 o & replicas trasba-
Jadas, el numerc de larvas sobrevivientes en el medio
bioensayado. E1 dia en gque las larvas fueron colocadaé
dentro del medioc = bioensayar se tomd como dia cero, La
proporcién bioensayada es la proporcién (g de extracto o

fraceién : mL de medio preparado).




Tabla A.1

Larvas sobrevivientes de 4. albimanus expuestas al ex-
tracto crudo de raiz de S. auriculata
DIA Larvas vivas DIA Larvas vivas
1:1,000 1:2,568
@ 25 25 25 2B 25 B 25 25 25 25 25 25
1 283 22 23 I8 1o 1 25 25 25 24 24 24
2 7] @ & 2 7} 2 g 12 8 5 7 18
3 @ @ @ @ 1] ) 1 5 z 4 2z i |
4 @ %] 7] 7] (%) 4 E 1 1%} Z %] 1
1:5,0600 1:7,560
G 25 95 25 25 25 25| ® 25 25 25 25 25 25
1 24 25 25 25 24 25 1 25 25 25 25 25 25
2 19 17 17 28 280 12 2 24 22 25 25 24 24
3 11 g 15 13 11 B 3 21 21 23 18 23 24
4 g 7 g 11 8 4 4 21 21 23 14 21 208
1:12,009
@ 25 25 25 25 25 25
T 2§ B 25 25 25 &5
2 23 25 25 25 25 Z4
3 22 18 24 25 23 28
4 27 13 2t 25 &3 23




£ sobrevivientes cGe 4. aibimanus EXPUESTES &1 ex-—
¢ crude de hoja de &. auriculata
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ot =

srvas sobrevivientes de 4 albimanpus expuestas al ex-
racito crudc de plante enters de S. auriculats

DIA Larvas vivsas . DIA Larvas vivas

1:1,0uH 1:2, 560
#: 4R 25 25 Z2H 25 & Z% 25 2% 285 25 £5
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3 il ¥ v ] % 3 Z i 4 3 L} 5
4 (%] ¢ %] %) %] 4 1 1 Z 1 Z 5
1:5,805 | _ 1:7, 586
B 25 By 2y 25 25 25 2 2h- ZH 25t 2% 2o 2B
1 24 2H 24 285 Z5 27 1y 24 23 24 Z3 < 21
Z 17 25 27 15 Z3 17 2 74 20 e 2 2 1
3 1o 17 16 g 24 16 g5 A s 17 18 19 Zi i6
4 i3 1 o] iK% ) 16 4 17 13 4 1L 1z 1€
1:10, 00
G i 25 25 b Z 25
 § 2 P o) s Fra) 25

s
o

SRR
L)
o

o
!
™,
AN
b
o
: Y
. W NP O
(&5
[
o>



135

Tabla A.4

Larvas sobrevivientes de A. albimanus en los controles
del bioensayo de los extractos crudos de raiz, de hoja y
de planta entera de S, auriculata

DIA Larvas vivas DIA Larvas vivas
Acetona 2% ! Agus
- .25 26 25 95" 95 o U525l .25 iP5 025 25 25
e o 28 P8 005 225 BB 295 1 2O N257°.25. 58595 9%
< 285 25 . 25-:25: 95 g5 ENZRECRR- T PE LUGY 98- 85
3 25 25 25 25 25 25 3 25 -25 -25 25 - 25 95
4 25 25 25 25 25 25 4 25 25 25 25 25 25




Tabla A.5

Larvas sobrevivientes de 4.

albimanus expuestas a frac-

ciones preliminares del extracto crudo de raiz de S.
suriculata (Proporcién bioensayada 1:5,0888)
DIA larvas vivas DIA Larvas vivas
R-A" R-B "
@ 24 . 25.:.25..25 23 22 @ . 25" 2o°x251 25 25 257
1 3% 11 21 18 g 17 PirE P26 28 SZh “Z24 25
P %] %) @ %] 7] @ 2 25 26 285 285 22 22
3 %] 7] ? & %] 1% 3 24 16 19 22 18 18
4 v 0 %] %] @ @ A-vw@e Tl a2 1S 16
R-C~ R-D°
@ 25 25 25 285 235 45 ® 25 25 26 25 25 23
1 23 25 28 25 25 2% 1 =25 25 28" 25 25 25
2323 .95 -~ 28 240 25 ~ 28 2o hn 26 - 26 25 24 25
8w oo 95 w9 28 .24 8- .24 25 526" ~2h 24 Z5
4 21 23 24 24 24 22 A 8280025 LZ26Ta28 24 25
R-E~°
@ 25 25 25 25 25 25
1 28 25 25 25 25 25
2 By g5 25 26 25 2b
3 2% 25 285 2b 25 26
4 25 25 25 25 25 26




Tabla A.6

Larvas sobrevivientes ce 4.
c'iones

preliminares

albimanus expuestas s frac-—
del extracio crudo de hoja de 5.
auriculata (Proporcién biocensayada 1:5,880)

DIA Larvas vivas DIA Larvas vivas

H-4&" H-B~

¢ 25 o .25 25 95 25 @ 25 . .2b. .25 25: 9% ¢%

1 23 25 25 25 25 95 L 28 2% .25 .25-..25 35

2 2B 20 15 22 16 19 2 25 25 25 25 25 ‘9%

3 @ @ %] £ %] %] « 8. 22, 25 25 25 24 24

4 @ ] 7] %) %) @ 4 22 24 25 25 25 24
H-C~ H-D~

P 25 25 25 25 25 25 B, 2542525 2525 25

1 25 25 25 25 25 25 1 25 25 25 .25 25 25

2 25 25 25 25 25 25 Z 25 25 25 25 25 25

3 21 24 23 25 25 24 3 25 .25 25 25 24 25

4 21 z4 23 24 24 24 4 25 23 25 24 z3 25

Tabla A.7
Larvas sobrevivientes de 4. albimanus en los controles
del bioensayo de fracciones preliminares del extracto

crudo de raiz y de hoja de 3.

auriculatsa

DIA Larvass vivas DiA Larvas vivas
Acetona 2% Agusa
@ 25 25 25 25 25 25 @ 25 25 25 25 z5 25
1 20 25 25 25 25 25 L 2% 285 25 25 P25 25
2 25 25 25 -22- 24 24 4 2o Zh 25 25 285 25
8 2Z8 24 25 22 24 94 3 25 24 2z 25 25 25
4 24 24 25 272 23 z4 4 25' 24 21 Z4 25 25




Tabla A.8

Larvas sobrevivientes de 4.

albimanus

exXpuestas

a

sub-

fracciones preliminares de R-A de S§. auriculata (Fro-
porcion biocensayada 1:18.,086)
D1A Larvas vivas D1IA Larvas vivas
KA -1 R& -2
B 265 24 25 27 24" 25 @ 24 25 z5 26 24 25
Y 25 24 25 B7 24 2Z5 1 24 25 285 1Z 14 15
z 7] 1 7] 1 1% & Z 77 %] %] ] %) %)
3 @ %] @ %] %) @ 3 %) @ %] @ % @
4 1% %] %] ) v @ 4 @ %] %] @ %} 7]
RA -3,4 RA -5,8
D- - 26 —25- 25 2% 28 " Z5 B 25 25 25 25 25 28
1 28 25 25 25 25 25 1 24 25 25 25 25 28
Z2 2B 280 23 24 25 25 2 24 25 25 25 25 28
3 16 5 11 11 237 2BY 3 24 25 24 24 24 25
4 13 g 1@ 5 13 14 4 24 25 24 24 2B 25




Tabla A.S

Larvas sobrevivientes de A. albimanus expuestas a sub-
fracciones preliminares de HA de S. auriculata (Pro-
porcién bioensayada 1:18,08068)

=2

¥

DIA Larvas vivas DIA Larvas vivas,
- HA"=1 HA -2
@ 25 25T 98 Lo nonr o5 @ 25 25 25 25 290" 25
1256 J25:a 2575, 25. %25 25 1028 V2855 258 250925 19
2 ;i § %] 17} @ @ % 20531 5 B 13 6 6
3 g SRR @ @ 1%} 2 3 ] 17} 7] 1 ? %}
4 %) @ %) %] @ 7] 4 %] @ -@ %) 1] @
HA -3 : HA -4
Y. .25 .25 25 25 25 2% 0 25 28 T 2s 25 2598
1:-28 25 105 525 25" .24 17 @25 s 255 252525
2 25 .28, 25 25 1255 93 2 F255=25: 525 125198 198
S« ogh e RErTAg Saon. B 323 25025 24 25,7985
4’ ¥25 A 28 15020 16 42 24 02858 3 | 22 225522
- HA"-5,6
&

O 28457472523 25550

15 23285 25 23 .25, 35

2 23 24 25 23 "25-"2%

3 23 24 25 23 25 25

4 22 21 25 23 Z1 25

o
w



o Tabla A.10
Larvas sobrevivientes de 4. albimanus en 1los controles
del bioensayo de las subfracciones de K-A° y H-A de 5.7
auriculata

DIA Larvas vivas DIA Larvas vivss
ACET 27 AGUA
025 22450 25525 ApE 0. 2% 2524 25 Y26
SN g S L Ll SO T B 1.0 24 W28 24 25508 1408
R e ST A S BNy e S P 2924 28 - P4, 25725326
3w ZBC N2 2R AR R E T 98 G- L2828 24 Rhesd L On
4 5 2O 24 24025 94 N 4523 - 28 24 28 247 26




Tabla A.11

Larvas sobrevivientes de S. auriculsata exXxpuestas a frac-
ciones de HA-1 de S, auriculata y sus controles
{Froporcidn bicensavada 1:10,0882)

P
DiA Larvas vivas DiA Larvas wvivas
HA-1.1 HA-1.2
B 2850 2D B =285 . 285 24 Fglep s ol
1 GBSl 1. 528 - 25% 25 "5t g4l o
z @ %) 7] Bl SRR S S s S i 8
3 @ @ @ I 25 AR TP P s ey
4 %) ) %) S A 5 TR~ s e 7, SRl s s |
HA-1.3 HA-1.4
1 A B 7 LR S R R B 25 S5 ARE 25508
AT TR o S TG e I e PR O R S ST
2 2RSSR R S R 5 TR o T R Sl )
32 5 % 5 g 3 3 i ;] %] 7] 3
Ly 4 S5 5 6 5 8 P 4 7] @ %) 1] 3
S ACETONA 1% AGUA
yﬁ .
1 B 25 25 B 25 25
B Pl Z25 di 2 Z5
& 25 25 2oy 25
g3 25 24 3 2Z5 5
. 4 24 24 4 25 25




L Tabla A.12 |
Larvas sobrevientes de 4. albimanus expuestas a lsa
subfraccion HA-1.4-1 de S. auricvlata y sus controles
(Proporcién bioensayada 1:28,000)

DiA Larvas vivas DIA Larvas vivas
HA-1.4-1 AGUA
@28 26 24 .25 2535 @25 (25-. .27 25 2B o5
¥ B NEB Zh T h RS PN, S A HE 7S 2B U270 25 2B gE
Vo . S . ks b= - T - Zia A0 20 NRT w2 s 2RI Y
v D i (B R e e S B L SR D e w2 425 0 PBES
4 8. TG L = BETRG 1240090 G R o 28 CoZR 280 (26 P4

ACETONA ©.5%

20285 28 1 25.1°25 25
26 ~:25. 26,25 2k 25
A 2R BE 2SS T 25 25
24, 94506 25 25 "25
2 e gFv 261215 2% 24

ﬁ
BN~




“rabla A.13

Larvas sobrevientes de A. albimanus expuestas a fraccio-
nes HA-1.4-2 v HA-1.4-3 de 8. auriculata y sus controles
(Proporcidén bioensayada 1:26,888)

DIA Larvas vivas DIA Larvas vivas
HA-1.4-2 HA-1.4-3

1} 25 P 5 %) 25 29 5

1 25 25 5 1 29 25 - 5

2 14 12 3 P 24 29 5

3 13 10 7 3 23 24 S

2 4 3 2 %] 4 23 .22 5

ACETONA 1% SR

PR i o 7] 25 25 %] 25 25
i 1 1 25 25 1 25 25
. 2 20 25 2 25 25
3 25 24 5! 2 25
4 Z4 24 4 25 Z5







APENDICE B

Transformacién probit
. (Finney, 1871}
En un experimento de "dosis-respuesta’ se considerszn
dos elementos: el estimulo y el sujeto. El estimuloc se

aplica al sujeto a una dosis dada, .una intensidacd espe-

cificada en unidades de concentracién, peso, volumen,
> ;

tiempo, ete. Como resultade, el sujeto manifiesta uns

respuesta (crecimiento, cambioc de color, ete.). Dife-

rentes estimulos pueden compararse en términos de la
magnitud de las respuestas que producen o en términos de
las intensidades requeridas para producir iguales res-
puestas.

51 -1a respuesta es cuantificable, la ocurrencia o no
ocurrencia dependera de la intensidad del estimulo.
FPara cualquier sujeto habra cierto nivel de intensidad
abajo del cusal né habra respuesta y arriba del cual
siempre habfé respuesta. ~Este wvalor es llamado

B he “"tolersncia”.

Si 1la dosis o intensidad del estimulo se mide por
"2V, la disﬁribucién de tolerancias puede expressrse
por:

g = F(i d2 (B.1)

gue da la proporcidén de sujetos cuyass tolerancias 'caen

en el rango £ y Z+4dZ, al tiempo de pruebsa.




51 se administré una dosis Zeo & toda la poblacién,
la proporcién P de individuos cuya tolerancia es menor

que Zo, respondera, siendo ésta:

Zo
P = F(Z) dZ (8.2
7
Con ello se asume'aue la dosis puede variar desae Cero
hasta infinito, y que para dosis muy altas:

«@

F(Z2) dZ = 1 ' ; (B.3)

La distribuciﬁn de frecuencias de tolerancias medida
en  una escala natural es ensanchada, pero una
transformacién de  escala la convierte en una
distribucién normal.

En pruebas con insecticidas 1s distribucidén de con-
centracidén de tolerancia del’agente téxico es raramente
simétrico, debido a que algunos insectos proveen de una
"cola" en la distribucién, con sus tolerancias extrema-
damente altas. Esta distribucidon se puede normalizar
usando el logaritmo de la concentracién, en ;ez de 1la

concentracidn misma. i

Una escala metamétrica es una escala de dosis

transformada, en la que las tolerancias estan distribui-
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das normalmente. La medida de la dosis es 1la dosis
metamétricsa. En toxicologia se ﬁtiliza el logaritmo
comun de la concentracidn.

La gréafica del porcentaje de respuesta versus 1la
dosis daréd una curva que se va levantando suavementé.
Cuando el estimulo se mide en unidades metamétricas se
obtiené una forma sigmoide normal (Fig. B.1). Esta curva

>
se aproXxima a cero o0 a cien por ciento de respuesta a

valores de x infinitamente pequefios e infinitamente

grandes, respectivamente.

L T e e e

g0 -
80 H
70,
§0 -
50

40 -

Porcertale de respuestc

20

%
NN
5

=}
1

-
=}

-

=]

b -d

=}

Figura B.1 Distribucién normal vy distribucién normal
acumulada (en desviaciones estandard a par-
tir de la media (x-pl)/o)

ek

=]



La distribucidén normal de. frecuencia del 1logaritmo
de la tolerancia (correspondiente a la ecuacidén B.1) es-

crita en unidades metamétricas es:

4P = _ 1 exptmr_ dx (B.4)
ocd 21 20
para todos los valores de x en el rango (-o,+m), Las

cantidades p y o son_la media y la desviacidén estandard
de la poblacidn.

La pfobabilidad de respuesta, P, puede medirse en
una escala transformada, en desviaciones normales
equivaslentes (D.N.E.). La respuesta metamétrica es Y,
definida por:

¥
1
P = — exp(—u%FU (B.5)
{2n 2 .

Asiy 1a D:N.E. de cualquier valor de P entre @ y 1 se
ﬁefine como la abscisa correspondiente a la probabi}idad
P en una distribucién normal con media @ y varianza 1.
De 1la integracién de la ecuacién B.4, si P es 1la
probabilidad de respuesta a una dosis cuyo metémetro es
un valor particular x:
%

P =" J__l_ exp(—Lx:n)i)dx (B.6)
of 21 20°

—
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que escribiendo,

x = u + Uo Ry % (B.7)

se convierte en:
X-u -
c
P J i3 exp(- u1) du (B.8)
i2n 2
-
y comparando con la ecuacién B.5, se muestra que
Y=x-u ; (B.9)
o it
>

Aéi, la rélacién entre el metémetro de dosis y 1la
D.N.E. de la probabilidad de respuesta a esa dosis eé
una linea £ebta.

Se define el "probit” de P ("probit" = unidad de

probabilidad) como Y, en donde:
P = :
exp (-u: ) da . (B.18)

- Para cualquier P, el probit es simplemente la D.K.E.

incrementada en 5, y la ecuacién B.8 se escribe como:

-

¥ =5 1 x -.u) (B.11)
g

T,

que en forma general se escribe como
Y = &+ Bx ‘ (B.12)
siendo a y B los parédmetros a determinar.

El problema es coémo estimar lo mejor posible a y B



si ambos son parédmetros desconocidos. El principio de
estimaeién mas usado es el que maximiza la “semejanza'
de los resultados observados.

Supongamos gque la probabiiidad de respuesta a una
dosis particular Zo esta dada por 1la ecuacidén B.Z,
implicitamente en términos de parametros desconocidos.

Si wun bateh de n sujetos recibe esta quis, cada uno

-

/‘ b
reaccionando independientemente, la probabilidad que r
respondan es la funcién binomial. Un experimento en que

se probaron K dosis, puede resumirse por las cantidades
%y i, Pa cparaisly 2,18, ... Kot 18 probabilidad

"unida" de estos resultados es proporcional a exp (L),

donde
L = 2 raxlog(P1) + 2 (ni1 - r1)*¥log(Qs) (B.13)
& ! l
v P v Q@ se evaltian para cada Zi. La "semejanza" de las

observaciones se define como una cantidad proporcicnal a
exp (L) pero que tiene un valor méximo unitario con
respecto a las variaciones de los parametros.

La ‘“semejanza" slcanza un valor méximo cuando L es
un méximo, si B es cualgquier parametro de 1a
distribucién de tolerancias individuales, el estimado ae

"semejanza’ de 6 debe satisfacer:

B =aL = GF "+ Zp-x %ﬁ
26 a8 Lt e )

~_™M
T

- OB (B.14)

ra =

1
~.™M

=



en donde p = r es un estimado empirico del valor de P a
n

una_dosis particular. Si la distribucién de tolerancias
posee mas de un parametro desconocido, un conjunto de
ecuaciones como B.14 debe satisfacerse simulténeamente.
Una solucién para tales ecuaciones es poco posible, pero
los métodos iterativos dan aproximaciones sucesivas que
convergen a las soluc%ones.

Se ejemplifica para dos parédmetros 6 y ¢&. Suponga-
mos que ©i1 y @1 son cualqguier aproximacién a las
soluciones de la ecuacidén B.14. Se obtiene una segunds
apfoximacién, 61 g ﬁe: g1 + g, donde 68 y &g se

obtienen de

AL+ BOAEL T+ 8g RL . =8
o061 o612 oB1 g

(B.15)

Vo0 Mt e S IR S T
> g1 " 3610-%1 P12

(En Finney (1871) se presenta cémo se obtienen estas

ecuaciones) gque Se convierten en:

80T n Py % by 3 3P aa;): : n(p-P1) 3P
¢ Pi@1 581 ¢ P1Q@1\361 o¢1 PiQ:x 28:
(B.16)

2
66 2 _n (0P1 OP1\+ 8¢ 3 _n_ dE;B= 2 n(p-P1) 3P1
¢ P1@1 981 ©Oga ¢ PiQa 81 PiG:1 31



que son dos ecuaciones lineales que se resuelven para o8
vy 6¢. Este proceso se repite con

Bz

81 + 66 (B.17)
@2 :

P1 + O¢g

I

en vez de 01 v g1.
Las ecuaciones de arriba se aplican cualquiera que

sea la forma de P. La forma de estimacién de parémetros

-
<

i
més importante es aquella donde 1la distribucién de«

tolerancia estda dada por la ecuacién B.4. Usando 1a
ecuacién general B.12, 1los parémetros a yv B se relacio-

L]

nan a 4 y o por

U= - 8/B
(B.18)
g = 1/B -
v Y se define como B.5. Si Y es un probit se usa B.18
en vez de B.5 v (a-5) se substituye por a en B.18.
De B.5
&P = 1 exp b{-ﬁ gl (B.19)
Y i2n 2 i
entonces
NP : GF = Ix : - (B.20)
o e B

¥ las ecuaciones B.16 se construyen en términos de a ¥y
B. &i

Yi = a1 + b1 x (B.21)



es una primera aproximacidn, B.1l6 se convierte en:

da 2nw + &b Z nwx = 2 nw(p - P)
Z

6a Znwx + &b Z nwx® = Z nwx(p - P)
Z

en donde el coeficiente de peso es w = Z2 (B.23)

Pe
Aungue las ecuaciones B.22 estédn arregladas como una
regresion lineal de ~{(p-P) en x <con peso nw, el
Z
‘procedimiento clésico introduce el "probit de trabajo”

para cada dosis:

wirm Yk ip = P (B.24)
Z

Si se agrega SnwYi a la primera ecuacidén B.22 y ZnwxY1i a

la segunda, obtenemos:

(a1 + 8a) Znw + (bi + 8b) Z nwx 2 nwWy

; (B.25H)
(a1 + 6a) 2nwx + (bi + 8b) 2 nwx® = I nwxy
Escribiendo a2z, bz para 1los estimados ajustados y

definiendo las medias:

~

X = 2OWX 3 Y £ 20WY ¢ (B.26)

2nw 2nwW
ébtenemos

bz = Znw (x - X) (v - Y) : (B.27)
» cZnw(x - X)*® -

az = Y - b2 X (B.28)

Generalmente sucede que en el grupo control ocurre

cierta mortandad natural, para tomar ésto en cuenta,

(B.22)

¢

L]
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usamos la formula de Abbott:

P = Pk - Ko % 180 (B.28)
128 - Ke y

siendo P* el % de mortandad observada en la solucién
probada
Ke el % de mortandad natural del grupo control
P el % de mortandad corregida o real

Las diferencias son pocas con el caso anterior. El

coeficiente de peso es:

- i ¥ fo : . B o38)
G (2% Ko )
1-Ke
o bien
Rk P (B.3Ba)
P-# EKe
1-Ke

Las ‘ecuaciones correspondientes a B.28, B.14 son las

siguientes:
Pl = CEPk OP =g (10) 2
o a cgF gJa :
4 : (B.31)
O-Bx=l(16) &%
B
' s <
P o C
4 -
&l = 3 nZ2(1-Ka) L (Pl PY == " 4
ca @ [Ee + P(1-Ke)} '
&L =3 _nZ*x (1-Ked (p=~P) = B (B.32)
B Q [Ke + B(1-Ka)) Z
ol = BNe (C - Ked)+ 2 n (p - P> = DB
FKRe Kc(l—Kc) Ke + P(1-Ke)

en donde C mortalidad observada en el control
Ne numero de individuos en el control




Con la introduccién de una variable asuxiliar:
%S T ; < {B¢33)
se hace una segunda derivacién y se introduce un probit

de trabajo similar a B.24, con lo que se obtiene:

b Sxx + S . Sxn” = Sxy (B.34)
1-Ke
bSxx 4 & SRS I-Ksh %+ Sxx;7; Ne(C-Ke) + Sx7y {B.35)"
1-Ke Ke — Ke
8% b X - 5oy (B.36)
1-Ke '

en donde, por ejemplo:

£

Sxx’ = 3 aw (x-X)i(x7-X") ;
= 2 nuxx’ - Znwx Snwx’ (B.37)
Znw

De esta forma se obtiene la mejor estimacién de
Y = a + bx (B.38)
vy & se agrega a Ko, para tener una mejor estimacién.

El 1logaritmo base diez de la concentracién letal
media viene dada por:

log(LCse)= ¥so = X + 1(5 - Y + __ & #X") (B.39)
b R

vy la varianza por:

o Pl S e (2% S Xy
b®|Zw

- 2VizX{Xse - X) - Vaz X’2 (B.40)
'”(en donde Vis es el componente (i,j) de la matriz inverss

de 1la matriz de coeficientes de las ecua-
ciones B.34 y B.35.

iad



APENDICE C

Programa de computadora que hace el andlisis probit

1. Algoritmo
Se calcula la mortandad observada, como fraccién:
Px = No., afectados EI

No. expuestos

Se calcula la mortandad corregida:

Fd

Pi= BPx.= Ko (8.2
1 - Ko

en donde Ko es_la mortandad observada en el grupo

control, expresada como fraccidén = No. afectados
No. expuestos

De 1la Tabla IX de Fisher y Yates (1983) se obtienen los
probits empiricos. No se toman en cuenta las dosis con
1 de mortandad o 1 de sobrevivencia.

Se hace una regresién lineal de los probits con el
logaritmo de 1la coneentraciénl Se determinan los va-
lores( probit estimados de acuerdo a la recta de regre;
sidén encontrada para cada dosis (llamados probits provi-

r cionales esperados, Y). Con el valor del probit espera-

do se determina el probit de trabsjo (y), usando 1la

Tabla IX2 (Fisher y Yates, 1983), de acuerdo

—f

‘a: v Max. Work prebit - rango ¥ p (C.B)

t

o vy Min. Work probit + rango % p (C.4)
El coeficiente de peso (w) y la variable auxiliar x° se

obtienen de 1la Tabla IX3 (Fisher y Yates, 1883), de
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acuerdo al valor del probit esperado vy a la mortandad en
los controles (Ko).
Se calculan los promedios pesados de y, X~ y x.

Se calculan las siguientes cantidades:

B .= Sty (wx®) ! (C.5)
AT = Sum (wxx'j CC.B)
A" = Sum (wx'2 + Ne (1 - Ko)) (C.7)
4 Ko k
B = Sum (wxy) (C.8)
B’ = Sum (wx'y + Nc (Kc - Ko)) ‘ (C.8)
Ko
C = Sum (wy® + Ne (Ke - Ko)) , (C.18)
Ko (1 - Ko) :

Se resuelve el siguiente sistema de ecuaciones para b v

8/(1-Ko):
&b e B8 =B (C.11)
(1-Ko) _
: Bl AYE LS = B G R Sy

it . (1-Ko)
Se calcula .a = ; - x % B . S (0,13
(1-Ko)

R e y se obtiene la ecuacién Y = a + b (x- x) L G4

Se calcula el valor de Chi cuadrado:

Chi® =€ =B b =« B . & CEs15)
(1-Ko)

para determinar si los datos se ajustan al modelo.
La concentracién letal media es:

X50 = x + 5-a (C.18)
b
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Se calcula la matriz inversa (V) de:

A A’
R
La varianza de b es:

BB =101 RWIL (X5E - X)® - 2VAZ x(XS8 - x)-
b2 |Zw :

+ V22 §'=l# (0. 175

La varianza de & es:

528 = V22 (1 - Ko)*? (C.18)

—
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2. Listado del programa de computadora

RS2SRt R eii e aaiiitia ot it Rni st iaviei o ittt i iissl

{1 ‘ i
{1  Frograsa para calcular gl Frobit i
{t i
(*  Autor: Jese Bordille 8
{¥  lenguaje:r Turbo-Pascal -1}
{x  Fecha: garzo 1987 i
{* 1

[EER 225220200000 000 e it inioRititissttosotatoatotieiiteiiiiiitti

PROGRA¥ PRIBIT:

/"
CONST {Numerc saxieo de pruebas pare aplicarle el Probitd
KAY PRUEBAS = 32
{ Definirién de variahles:

- Tablaii3, Tablal¥Z, Takbial¥: 3Seon archives declaradss
tipo texio que alsacenan las tablas de sz transforss-
ciones angulares y los coeficientes de pesos y valores
del probit a ser usados para los ajustes finales

- StatusFile: es un archive declarado tipo Texto al que
se le asigna el STATUS.PRU gque aleacena un valor gue
corresponde  a la siguiente prusha a realizarse con el
probit, Es decir, si ilevamos 28 prusbas hechas, el
archive STATUS.PRU aleacenard *Z1°

=~ ArchZ:  Es declarado tipo textd, se le asigna el noghre
ge 'PROBIT® + Mo. de'prueba + *.DAT®, es el archive

o= donde -se graban las tablas de resultados

- Archdates: es declarado tipo texto; s=e le asignz el

noshre de CPROBIT® + No. de prueba + °*.PEN", es el

= archive en donde se grahan el probit resultante que
ok : carresponds a cada concentracion y el valor del LC-08

= Tabla: Es una tabla que puede tener hasta 30 distintas
concentraciones  (Maxprushas!, .afa subindice  del
arregic es de tipo REE TARLA, el cual es un RECORD con
los siguientes cappos:

- Concentracicn:  tipo real, coptiens el velor de iz
concentracion a la gue se va 2 trabajar

tos: . tipc enters, es el numero de individuos

'S
epiestos 2 tal concentracion
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- Afectadss:  tipo enterp; es el nuserc de individues
afectados 2 tzl concentracion

- Fl: tipn real, contiess e sortasdad total pheer-
vada

- P:  tipo real, contiese la mortandad corregida ($5-
gande en cuenta el control, Ko}

- Probit Eep:  es el datc encontrads en las fahl
probit para un valor de ol dado, estas tablas v
g a2 99

£

85 OE
an gg

d
d

- Y: tipo real, caﬂgggge el valor de prohit esperads,
. es decir; la recta de regresion que sas se acergue a
los puntos de concentracion vrs. probit eepirice

-~ ¥l: contiene los siseos valores de la concentracion
que corresponden al eje ¥ de la grafice

= Yi: es el valor resuitante del probit a cada itera-
cion

- y: es el probit de trabaio que se encuentra buscan-
do en las tablas

- w: es el coeficiente de pesc y se encuentrz en las
tabias ‘ : .

- dif: es la diferencia que exisie entre el pruﬁit
resuitante (Y1} y el probit de trebajoiy)

Sue¥, SusHY, SueH!, SueRYi, SuskYlcuadrado, SueRX¥!,
Suskficuadrado, SusW!Vl, SuekXiVi: son declarados tips
- reales y contienen respectivasente las susatorias de:

-

- Wiconcentracion

- WEXD

- Byl

- Bi{Yi}"Z

Ki{Conc.}*2

Wilpncentraciont!

- RE{31)°2

- Wiconrcentrarioniy|

- REimvi

K: contiene el nuserg de prushas a calrular

SYZ, SiY: contienen las sueatcrias de las
s, del probit eepirico, de los cuadrados
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de cada uno y del producto de asbas
- gl: Ec la pendiente de lz recta de regresion

= nn: Es el nusern de pruebas a calcelar gue mp tengan wn
probit espirico igual 2 cerp (1821 o 81 de eortandad)

- Intl: Es tipo real; contiene el valor del prosedic de ¥
genos 12 pendiente por el prosedic de X

- F#F: Kinleun Working Probit, es un valor encontradso en
la tablz dzi probitoc v utilizade en el calcule de Yi

- Rango: Este dato se chtiene de las tablas y se utiliza
en el caiculo de Wt

- Ysedia, ¥isedia, Yimedia: es la sedia de las concentra-
ciones, las concentraciomes por los pesgs y Y1 por el
peso 1

- Factorl, Factor2, Factor3: Son los faactores de
correccion usados para clacular I3 ecuacion de la recta
de regresion de los pesos y son:

Factor! = Nc ¥ {1 - Ko0}/ko _
Facter? = Nc 1t {Kc - Ko)/ke :
Factord = Rc 1 (Ko - Eo}*2/Ko(! - Ko} 5

- A, Al Ali, B, Bii: son coeficientes calculados a partir
de las susatorias y sedias que ya se tienen. Son usados
coen coeficientes de la gatriz:

e ; Ath Al § B
1 -¥o
_ Altb At B Bl .
S i-Ko

a partir de la cual se encuentra & y ko

- Cr Es usada para calgular el Chi-cuadrade de los resul-
tados

or

- 23, bbr son los coeficienies de la recta de regresion

1
r
a3
M

s la variznza en el punto ¥-32
- 8: pc lz raiz cuadrads de 82}

- LC38; Y38: Son el valor de ¥ y Y correspondientes &l
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punte donde guere la eitad de la poblacien

- laversa: contiene los valeres de iz satriz inversa del
sistesa de ecuaciones &, Al, &1, all # :

- Coefpeso:  es encontrado en las tahlas del probit y se
usa para calcular el peso de cada conrentracicn

- Ncr Es e} nusero de individuos en el grupn de contrinl

- Ti: Es un arreglo de reales que contiens una iinea de
TablalX }

= 12 Es us arreglo de reaies gue contiene una lines de
Tablalz o e

- T3 Es un arreglo de reales que contiene una linea de
Tablaixld

TYPE
REE_TABLA = RECORD
CORCENTRACION : REAL;
EXPUESTOS,
BFECTADOS : INTEGER;
P1,
Fy
PROBIT_ENP,
Y,
¥i,
i,
- . o K dif
' END;

REAL;

VAR 5
= Tablal¥3, TablalX2, TahlalX TEXT;
ks StatusFile, ArchDatos, Arch? TEXT;
© TARLA ARRAY[L..WAX PRUERAS] OF REG_TABLA:
Ko, Kc,Kreal 07 REAL: A
SueBY, Sue, SuskY! SuslY,
SueYiluadradn, SusWfcuadrado,
—. SusHXXl, SuskYicuadradg,
SuzWi¥l, Susaiiv:
R; Teep, Teept
H,i t INTEGER;

- 5X,8Y,517,5Y2, 51y . REAL:
8l,intl KEP ranae : REAL:
iendia, fleedia, Yimedia : REAL:
Factorl, Factor2, Factord : REAL;

REAL;
REAL;

. mw

e
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f,ALRTLRBELE delta : REAL;

a3, bb, §Z, ChiZ, § 1 REAL;

LEsg, yse : REAL;

Inversa : ABRRAY [1..2,1..2] OF REAL:
fraccion LoefFess : REAL;

Ne NE cont : INTESER;

tl 1 arrayli..118,8..18] of resl;
2 : arrayil..B8,1..3] of real;
3 ¢ arrayll..B0,1..15] of real;
seguir,otraves : bhoolean;

ans : char;

list_takblas t ‘boclean;

firchive? : string[12];

signo : stringfl];

iterar ~ 1 thar;

FROCEDURE LV BEGIK LowVideo EN[:
PROCEDURE Nv; BEBIN NoreVides END;

{Obtiene del archivo STATUS.PRU el numero de 1a siguien-
te prueba, y lo aleacena en Cont}
PROCEDURE BET_STATUS;
REEIM
fesigr{StatusFile,"Status.pru'l;
Reset{StatusFile};
Readln{StatusFile,cantl;
Close{StatusFilej;
END:

{Coloca en el archivo STATUS.PRU el nuserc de la si-
s guiente prueha}
T PROCEDURE PutStatus;
: BEGIN
ﬁesrlte[StatusFllel' ¥
x Hriteln{StatusFile,cont};
Pt Ciose{StatusFile};
! < ENY ‘

{Este procedisientn lee desde la pantalla los valores de
¥o; Ko, Ko. de prushas, No, de expaeste: a} control y le

g da oprion al usuarip de guardar en un arrhivc las tatlas
de Ios resulfados. 81 Ko=E, se lp asigna Ko=0.BB381}

PROCE LEER DATOS INICIALES;
VAR
ans @ char;

i 1 integer;




23 to 55

gotoxy{1,5}; write{chr{285)};
Boto¥Y(i,%}; Erite{chr{285)};
BotoX¥(i,12}; kritelchr{2831};
BotoXY(i,26); Krite{chr{Z83));
end;
for i:= 4 tp 8
do hegin
gotory{Z2,i};
Write{chr{iBs}};
Botoxy({59,i); :
Write(chr(185}); af
end;
For i:= 13 to 19
de begin
Botel¥{2Z,i);
Write{chr{179]);
BotoX¥{5%,i};
Write{chr{i7%}};
end;
BotoXY(22,5); Brite{chr(281});
GotoXY{59,5); Write{chr{iB7}};
EotolY(2Z,%); Write{chr{288});
EotoX¥{59,%); Write(chr{i88});
BotoXY{22,12}; Write(chr{Zi3));
BotaX¥{59,12); Brite{chr{1B4});
GotoXY(22,28); Eritelchr{2i2));
BotoXY(59,28); Write{chr{i%8));

BotoXV{38,7];
LV; Writeln{'P .R.0.B.1.T')
GotelY(24,14);
WY; Write{'kle > "N
LV; Readln{kc};
 IF Ko=R THEN Ko:=g.d@80;
- BotoXY{44,14):
NY; Writel’dc =2 '1;
LY; Readlpiict;
» GotoiY{Z4.18);
Rv; Write{'Ns. pruebas -:
Lv; Readln{H};
EotoXY{24,17);
Mv; Write{'No. Expuestos em el control
L¥y ReadiniNcis
REPEAT
GotolY{24,19);

Nv; ®rife{'Deces imprizir las tahlas [&/n]

‘)i

fily

i3
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y Readlr{anc);
BATIL ans in ['5°,'s","¥' '’ 1
If ans in ['s","8'] THEW list_tablasistrue; -
END; : ‘ 3

{Hare una pantaila para pedir los dafos de entradz de
tads pruebal ! : .
PROCEDURE Pantalia_Pruebas;

var
¥ 1 real;
-ma; ¥y 1 integer; o
BEEIK
FOR xx := 18 to 25
DD BEGIN
Botol¥ {L,xx);
ClrEol
EKE;
FOR i 3=23 to 58
. DG BEGIN
BotoX¥(i,12}; Writefchr(2851);
Boto¥(i,14); Briteichr{194)};
BotoXY(i,28); Write{chr(Z285)};
END; :
FOR 1= 13 to 19
B0 ‘BESIN -
GotoY(22,1); Write{chr{179});
GotokY(539,1}; Write{chr{179}};
END; !
BotokY{22,12); Write{chr{213}};
GotakY{59,12); Write{chr(iB4)};
BotoX¥{22,28); Write{chr(212));
_ GotoXY(39,28]; Write{chr{198}];
s Boto)¥(22,14); Write(chr(195));
BotoXY(59,14); Write{chr{1B0}});
Boto¥Y(24,13); - g
NV; :
e Write('Prueba ‘)3 N
' - bBotol¥(Zs,14); :
| i Write{'Coacentracion -} 'J;
BotolY(246,17):
#rite{'Mo, Expuestos =) ')
BotoX¥{Z4,18);
i Write{'No. Afectades -} "3
END:

{Calcula la concentracion como el logeritee comun de la
concentracion y lee los valores de Ho. de  individuos
expuestos y afectados})

PROCEBIRE GetPrusbas;




¥ 3 real;

na,xx : integer;
BEGIN

Bith Taplafil

DT BERIN

LYy

BotolY(33,13): Hrite(’ ar
Botol¥{58,14); Brite(’ ¥
BotoXY(5€,17); Erite!’ ‘i

GotoXY{38,1B); Kritel’ Y
BOtoXY¥(33,13): Writeiil: :
BotoX¥(58,14); Readinix);
iFx=g
THEX tahlalil.conceptracion :=(§-
ELSE tablalil.concentracion := In{
GotoXY(58,17); Readin(expuectos);
Botol¥({5€,18); Readln{afectados);
IF expuestos > &
THEK pl := afectados/expuestos
ELSE pl := &

x] 7 in(iR);

ERD;
EXE;

PROCEBURE ProbitFepirico;
var
_Exito : boolean;
enteros,decisns centesisns 1 real;
op,fi @ integer;
{los valores para P={ no existen, por Io tanto cuando
. esto ocurre Probit Eep=# y no ce busca en la tablal
BEGIN :
IF tabia[i].P =1
THEN tablalil.Probit fep := @
ELSE BEGIN :
enteros 1= trunc{tablalil.p¥188); e
deciecs := trunc(tablafil.p ¥ 1822 - enterosii®);
centesieos 3= round{tablalil.p 1 18292 - enterosdiB - decimostiB);
IF enterps ¥= 98
THEN BEBIK
enteros 1= enterps + gdecisos/i8;
or 1= truncicentesisas)

END

== ELSE op := trunci{decisos);
exits = false; .
fis=i; '

while not exite and (fi ¢ 119} BO
IF eaterss = t1{fij{18]
THEN BEGIN

167
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PROCEDURE Regresioni;

var a,b 1 real;

BEGIN
8 := {nn 1 SYY - SX ¥ 8Y);
b := {nn'% 8XZ - 54 8 BI};

{ writeln (" a "y asiB:iif]y
writeln (* b °, B:1B:18);
writein {a/b:i@:18};
reading} -~
gl 1= alh:

{ &l :=(nn ® SXY - SE§5Y)/ (nn ¥ SE2-SX#SL)

intl = {8Y - sl 1 SX} / np;
ERD;

PROCEBURE Calculo ¥
VAR 1 : INTEGER;
BEGIK
FOR iz=1 TO K )
DE tabialil.Y := tablafij.concentracion 1 el + intl;
END;

PROCEDURE ShowTabls;

VaR ‘ -
FileKase 1 stringi{i2];
stnus 1 stringi2l;
un, de : integer;

BEGIN
CirScr;
BotoX¥(i,2);
WRITELR(" — 1
WRITELK{"| 1log No. Ko Probit b
HRITELN{"|  Conc, I Expupstos | Afectados l Fi l P | Eepirico Y &
BRITELK{" |H
WRITELN(" e
for i := i tondo
begin '

with tablali] DO BERIN

potoxyil i + 4}

writeln{’

gotoxy{3; 1 + &3 write{concentracionif:dl);
gotoxy(17, 1 + &); write{expuestos);
gotoxy{29, 1 + &} write{afectades)y
gotoxy {38, 1 + &) writel(PFi:2:3};
gotoxy(49, i + &}; write{P:2:3);
" gotoxy(&8; 1 + &}; write{Probit Fep:Z:3);

168
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gotoxy{7i; i + &); write{¥:2:2);
END; ;
Bnd;
Briteln;
BRITELNL L 1}
IF 1ist tahlas
THEN BEGIN
Archive? := "PROEIT';
IF cent ¢ 1B *
THER STHiR := chricont+48)
ELSE BERIN
de 1= cont BIV 1@; .
un = cont
stnue = cl
stnug 1= ¢
EKE; e
Archiva? i= ArchivoZ + stnue + ", DAT';
AscignlArohZ Archivell;

Rewrite{frchi};

WRITELN{archZ,’ R
WRITELR{archZ,’ iog Ko. 1 Nc. Praokit >
HEITELE(archZJ‘ Conc. | Expuestos ] Afectados Fi ' P Eepirice ] Y 3
WRITELN{arch?, i
WRITELK{arch2,” : = ___1'),
FORi:=1T0n .
oo

With tablali] DO BEGIN
Hrite(arrhi,'i ',cuntentraciun:S:S,'IT:s,expuestas:Y,'I‘:ﬁ;afectadns:?,'l tohis
ﬁriteiﬂ(arch?,?l:?:S,'i "15,P2:3," :4,Frnbit_£np:2;3,'] b Yi2i2, 5
. ENE;
BRITELN{arch2, "t : i)
EKD; ;
% © END; ;

PROCEDMIRE ShowTahlaZ;
BEGIN G
o £1rScr;
P _ Boto¥{l, 2j; : : _
{ BRITELN(’ : ;
BRITELR{' 1 ! P | ¥ | ¥ | dif
HEITELR{' :

B " T

L S

R I
~« FORi:=1T0n
.

l i . |3

ncentracion:ib:dl;
tteifiZ:3l;




s 1+ 3); ¥rite{difi3:3);
ERD:
Hriteln;

170

KEITELH( L — 1 hg

R:=Susw ¥ Suswxyl - Suewx ¥ Suswyl;

teepl:= Susw ¥ Suewrcuadradc - Suswky It Suswy ;

teep:= Suew ! Sussylruadrado - Suswy! f Suswyl:

teap:= Sgri{tesp! ¥ tesp);

Rei=k/tesp:

Botoxy(18,1418 )

write{ 'Coeficiente de Correlacion ‘JRiBib);

IF list tablas

THER BEGIK _ s
writein{arch?)eriteln{archZijwriteln(arch?);
BRITELN{arch?,” ¥
WRITELM(archZ,’ i ! P I Y [ y bie, B g
WRITELK{archz,’ B H
BRITELN{archZ,’ BH

2
FOR 1 :=1 10 n

B0 With taklalil
. B0 BEGIK
dif 1= abs(Y¥ - yi); .
Hritelﬁiarch?,'l ’,cuntentra:ian:b:S,'[ ':E,P:S:S,',
END;
WRITELN{arch2, "t

17,0:%:2, I ':1G,y1:2:2,‘|’:6,dif:2:3,'|':6};

l'];

writel N{ARCHZ);
writelN{ARCHZ “Coeficiente de Correlacion
ERD:
ERD;

'JRiBib);

»

FUKCTION INTERPOLAR {Vallni,ValFin,KcIni,KcFin,Ke: REAL): REAL;

VaR ¢
Incloef,Incke : reals
Valkc ValCoef : real; ”

BEGIX )
Inckr := abs{Kcini-KcFin}/5;
Incloef ;= (Vallni-Valfin)/5;
. ¥alkc = Kclni - Inckc;

Valloef := Vallniy

Repeat
Valkr 1= Valkc + Jncic;
Valloef := Valloef - Incfpef;

Until Valic = Kc:

nterpelar := Vallfoef;
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HEGIN

Jo= {1/ (bbbl

Inversall,i] := 811 7 {A1All - Al141);

Inversall,2] := AL 7 {Al181 - ARALl);

Inversa[2,1] 1= Iaversal[l,2];

Inversa[2,2] := -& / (Al1a] - A1ALL),;

52 1= j f (1/Sced + Inversall,1] ¥ {LC3@ - fsedia} § (LC3@ - feedia) -
Z 1 Inversa[l,2] 1 flsedia f (LC38 - Yzedia) +
fnversaf2,2] ¥ Xlzedia t laedia);

§ 1= SART{5Z}); i

ChiZ = C -3 1 bb - BL ¥ delta / {1 - Ko};

EHD;

PROCEDURE Bet tablall;
Var fi ! integer; T
pp,cero,una,dos, tres,cuatro,cinco,seis,siete,ocho,nueve § real;
BEGIN .
fii=1;
fieset{tahlalf};
#hile not esof{tahlall} -
o BERIN .
reagla{tablall;op,cern,uno,dos, tres,cuatro,cinco, seis, siete,
ocho,nusvel; :
H{fii3] i= cer
Ri{fijfi] = u
BIDFIM2] := dos
ELEf13[3] 1= tres;
tifili4] :=
tL{fi}[5] := cinco
ti[fii[4] := seisy
tiffiji7] := siste;
t1{fi}{8] 1= ocho;
= ti[fi}{9] := nuave;
™ tI[f13018] := pps;
fis=fi+l;

(=]

.
i

r ¢ CROCEDURE Get_tablaliZ;
var fi 1 integer;
BEGIN
Reset{Tablaif2};
_fist ‘ ,=
dnile Hot Eof{TablaliZ)
20 EEGIN
Readin{Tabiall2, t2{¢i2[1], 420 Fi}{21,t20F1 131}
fie=fitl

D3

(= nal

=
.
END;
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PROCEDURE Bet tablalifl;
Var fi 1 integer;
BESIN
fii=i;
feset{tahlalill;
#hile Not Eof{tablal3) and {fi ¢ 81}
40 BERIM
readln\tabia!XS LAY, E30F1T02], 430 F 133D, 3041 1040, 430 F13{5],
&S SIE IRt ENINAMAIRSRILIM RIS IRICAMAIEINIST IR
ESLFLTEIAL E300E 00027, 301 JE03], 43010140, £30 110157615

PROCEDURE FillFila;
t YAR
; FileMase
stnua
un, de
BEGIN
Fils¥aze := "FRIOE]
iF cont { 18
THEN STHUM := chr{cont+dd)
ELSE BEEIH
de := cont DIV i3;
un 1= cont-dekid;
staug := chride+d8);
5 staus := stous + chr[un+4ﬂf;
END;
FileNaga := FilsNasze + stoua + *,FRH';
Assign{Archiatos,FileNase);
> Rewrite{4rchlatos)s
: FIRi =1 to N
B0 4ritelnlfrchiatos,tablalil.concentracion:18:5,°

stringliZ];
string{2];
integer;

T T

i

I
fahla[L}? +18:5);
o' p ir;tn‘niﬁrrhrath LC5:18:5," ', Y58:18:5," °,Y59:18:5);
@ Ay LlaseiArchbatos)y
& v rcnt.-canf+1'
b 20}
PROCEDURE PrintRasy]tados;
gzgin .
N Fgrﬁcr g
:2[31!1_3.1
drite{" RESULTADGLS )
Sotol¥ (23,81 drite('1-52 "LL58:id:3); \
Entol¥(73,8]; drite{ lesviacion Standard °,5:18:3};
Sotad¥(25.9); drita{'Varianza T 82:18:9)
SotaiY¥{Z3.13); #rite{'Chi cuadrado "L ChiZiiRad)y
SptoxyiZS, 11} write{ Ko “JEosldials
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>
Botoxy(23,12); #ritel ' Deita ‘delta:ifiag;
Gotol¥(18,18); Write(’] *,A:8:3,A1:8:3," i');
SotoXY(18,17); Write('| " L:8:3,411:8:3, ik
dotol¥{48,15}); Hrite{'lnversa "};

BotolY{48,16); Hrite{’ [ ‘yInversafl,1]:18:8," ',Inversa[l;EI:iﬁ:B
B
GotolY{48,17); Hrité1'| “yInversalZ,17:12:8," ",Inversa[2,2]:10:8
. T
] IJ!
GotoXY{3,22); Writel'Oprisa una tecla para continuar’)s
Repeat lntil eyPressad;
End;

{FROGRAMA PRINCIPAL}

REGIN ; P
CirScr;
Gotod¥{Z8,11}; #rite{'83F PROBIT i1’
GotokY(3,24); Write{ espers por favor'});
ASSIGN(Tablall3, probitd,tab’);
ASSIGN(Tablall2, probitZ.tab'};
ASSISN(Tabiall, "probitil.tah');
get_tablaii;
Set_tablail2;
Set_tablalils
Set_status;
ans 1= 's‘;
itarar 1= 'N';
iist_tablas:=false;
REPEAT
LEER DATOS INICIALES;
Fantaila_Prusbas; )
SX:=B; SY:=8; SX2:=8; SY2:=8; SHY:=8; &N:=8;
- FlR i:=110n
e oy DO BESIN
GeiPrushas;
fraccion:=d;
3 tablalil.pr={ta
= tablalil.pi=(t
& 1 * Prabit€apirico;
IF tabla[il.Probit Esp > @
THEN BEGIN
5K £= 5¢ + tabla[il.concentrarion;

alafil.nl - Ko} / (1 - fo);
ablalil.p ¥ 12888.0 - frac{tablalil.p 1 12022.3))/!5882;

= b
8Y &= 8Y + tablafi}.Probit Fap; : T
S¥Z 1= §iZ + tablalil.corcentracion ¥ tablalil.concentraciang
Y2 1= 5YZ -+ tablali].Probit Fap ¥ tabla[i].Probit Eap;
SKY &= SXY + tablafil.concentracion ¥ tablalil.Pr rabit Fap; ;
fpr=antl;
Exidy

CRHH
Close{tabiallly
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v

Regrasioni;
Calcula ¥
ShowTablag
fapeat
Suszd := §;
Susel 1= 8
SualXl :=8;
SuszkYl 1= 8
SuskYicuadrada := 8
Sussicuadrado := &;
Sushill 1= &;
SusBflcuadrads 1= &;
SusdlfL 1= &
Suskil¥l = 8;
FiRi:=170n
= b WITH tablafi]
00 BEGIN
Calculo Xl;
Caiculo ¥i;
W := Cpaffesa 1 eypusstos;
Suzf 1= Susd + ¥
Sumdl := Sus¥X + ¥ ¥ concentracion;
Sualifl := Susdfl + & 1 [1;
Sugh¥l ;= SuzBY! + 4 1 Y14
RRITE; BRITE; #RITE;writejwrite; [
Susficuadrado := SusWYlcuadradg + W 1 {yl & yl};
Suadfcuadrada := Susdicuadrade + § ¥ concentracion
concentraciong
SuzMXIl := SuaWil + & ¥ concentracion 1 xi;
write;
Suedilcuadrado ;= SusWficuadrade + 8 & (x1 1 31);
ol GurdkYl := SuaWiY{ + W 1 concentracion t Yi;
Sus@XIV] :=SusWiivl + W 1 ¢l ¥ y1;
Exll; :
faedia := SusWf/Susi; ’
. fizedia 1= Sumdfl/Susk;
W : Yizedia := Suz¥Yi/Susil;
3 - Factoresforreccion;
‘ Matriz;
Regresion?;
it Calculo 1a nueva ¥ 1}
For t:= 1 to H 20 tahlali].¥ t=aa + b1 \
{tahla[i].concentracion - Isedial; ..
ShowTablaZ; '
Repeat
Sotal¥{13,17}; : ‘
drite{ Ctra iteracion {5/4] ');
Geadin{tra,iterar);
gntil Upcase{iterar) In ['§','N'};
If dpcasefiterar) = '§




1Z7

Then Begis
- Ko 3= Ko + delts; :
For i3= 1 to N DO tabla[il.¥ := Tablafil.yi;
End;
tntil tplase{iterar) = "N';
LE38 1= Ymedia + {5-aa)ibh;
Y38 1= 33 + bb ¥ (LT3 - faedia)y
Fillfile; ,
Calculolnversay
if list_tablas
THEN BEGIN
dritein{arch?);driteln{arch?);

If b ( @
then sigagi="-" ’ ]
else signos="#'3" ~
Writelnfarch?,” Recta de regresion ¥ = ";aa:4:2," ',signo

g pbbrde2,C (X -7 Xeediazé:2,’) ' :2);
Briteln{arch?,’ Desviacion Standard ©,5:18:3);

dritein{arch?,’ Chi cuadrado "SChiZiiBih);
dritein{arch?,’ LC58 T LC3B:18:5);
sriteln{arch2,” L6 S GHEH.AH
#riteln{arch2,”  Delta "ideitazidiB);
writeln{arch2l; writeln(arch?,’ Hatriz Iaversa’};
sritelnfarchijy .

dritelnfarchZ,” | ‘sInversafl,t]:18:8," °,

Inversa{l,21:18:8," I'};
driteln{archZ,” [ “yInversal2,1]:18:8," °,
Inversa[2,2]:18:8," |'h
Close{archil;
EXD;
PrintResultades;
driteln;driteln;
el Urite(® Desea correr =] prograsa de nueve [S/N] ');
READLN{ans);
UNTIL ans in ['n","N'];
PytStatus; e 1T

X1, END.
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APENDICE D

Variacidén de los pardmetros estimados
en el andlisis probit
En las tablas siguientes Ko es la mortandad en 1los
controles (expresada como fréccién); "a, by X son los
parametros en la ecuaciﬁn C.14; Chi® es una estimacién.
de que el modelo se ‘ajuste a los datos experimentales;
LC-58 es el wvalor de la concentracién letal media,
expresada en mg/L; vy R es el coeficiente de correlacién

de la regreéién lineal de los datos.

Tabla D.1

Pardametros para el anédlisis probit de la actividad anti-
larvaria del extracto crudo de raiz de S. auriculata
sobre A. albimanus

Itera .Ko a b X Chi® IC - 5@ R

cidn j (mg/L)

@ 2.0919 4.87 5.89 '2.21 . 10425 171 5 B.9761
1 1.2 E4 4.8 586 2.20 19.184 171+ 5 @.9770
2 -9.42E6 4.8 524 2.21 18.152 171 +5 3.9778 :
3 7.18 E-7 4.85 5.6 2.28 12.119 171 £ 5 @.9774
4 1.08 E-7 4.85 .5.@8 2.20 18.186 | 171 £ 5 | B.9770




-

“ Tabla D.2

Pardmetros para el andlisis probit de la actividad anti-
larvaria del extracto crudo de hoja de S. auriculata
sobre 4. albimanus

Itera Ko a b X .-Chi* IC - 59 R
cidn : - (mg/L)
2 2.0019  4.87 5.35 222 1777 175+ 5 2.9702
1 -2.27E-4 4.99 533 223 9.93 178+5 @.9731
2 1.12E4 4.9 5.33 2.23 9644 176+ 5 g.9737
5 3 + -5.20E-5 4.9 5.3 223 9672 178+5 @.9737
4 240 E-5 4.99 533 223 9658 | 178+ 5 | 9.9737

-




181

~ Tabla D.3

. Parédmetros para el andlisis probit de la actividad anti-
larvaria del extracto crudo de planta entera de S
auriculata sobre A. albimanus

Itera Ko ' a b X Chi® 1€ - 5@ R

cidn SRAGEE ¢ i1

) 8.0010  5.24 2.76 2.24 20.319 144+ 7 0.9412

1 6.21 E-5 5.14 2.70 2.22 19.764 146+ 7 0.9183

2  -346E6 5.14 265 2.21 20.923 145+ 7 ©.9997
: 3 -7.20E-7 512 257 221 28.018 145+ 7 0.9925

4 -840 E-7 512 2.53 2.21 19.351 | 145+ 8 | 2.8991







APENDICE E

Andlisis de varianza y comparaciones a posteriori de la
actividad larvicidad de los extractos crudos ¥y las frac-
ciones de S. auriculata sobre A. albimanus

Tabla E. 1

Andlisis de varianza de la actividad de las fracciones
R-A", R-B°, R-C’, R-D" Y R-E’ de S. suriculats sobre 4.
albimanus (1) '

¥

Fuente de G.L. Suma de Media ~Razén Probab.

variacidn Cuadrados Cuadrada F F
Entre :

Fracciones 5 7%.9453 14,7885 208.04 < oco.
Error 30 _2.1325 o711

Potal. . -35 7. 0748

{1) Andlisis del I de sortandad corregida, al cuarto dia.

Tabla E.2

Prueba ‘a posteriori’ para comparacién de medias (test
de Student-Newman-Keuls) de la actividad de las frac-
ciones R-A°, R-B°, R-C°, R-D"' Y R-E° de S. suriculata
sobre A. albimanus (1)

Media Grupo R-E~ R-D~ R-C~ R-B~ R-A"

3.0 R-E
6.026% R-D-
3.1933 R-C’
4.0133 R-B’
4.0006 R-A

X X X
X X X *

* Diferencia significativa entre dos medias al 395% de
confianza '
{1} Anaiisis de las apdias de % de sortandad corragida al cuarte dia.
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Tabla E.3

Andlisis de varianza de la actividad de las fracciones
H-A", H-B", H-C" Y H-D' de 5. auriculata sobre A. albi-
manus (1)

Fuente de G.L. Suma de Media Razén Probab.
- variacidn Cuadrados Cuadrada F R
Entre '
Fracciones 4 M. 693 17.9113 5354638 ¢ po0O
Error 25 3.83L5 0.0335
Total 29 T2 . 5059
{1} Andlisis del % de sortandad corregida, al cuarts dia.
Tabla E.4

Prueba ‘a posteriori’ para comparacién de medias (test
de Student-Newman-Keuls) de la actividad de las frac-

= ciones H-A", H-B", H-C" Y H-D° de S. auriculata sobre A.
albimanus (1)

s Media Grupo H-C- H-D~ H-B* H-&"
E 3 @.02L7 H-C’
?.2867 H-D’
01447 H-B
4 0000 H-A" * X *

* Diferencia significativa entre dos medias al 95% de':
confianza
{1} Andlisis de las medias de % de mortandad correqida al cuarto dia.
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Tabla E.5

Analisis de varianza de la actividad de las fracciones
RA"-1, RA'-2, RA'-3,4 Y RA'-5,6 de S. auriculata sobre
A. albimanus (1)

Fuente de  G.L. Suma de Media Razén Probab.

variacidn Cuadfados Cuadrada- F F
Entre

Fracciones 3 3.5888 1.18863 211.48 < 10-4
Errer ' 20 @.1131 @.8657
Total 23 T 3.7020

i1} 4ndlisis del 1 de sortandad corregida, al cuarto dia.

Tabla E.B

Prueba ‘a posteriori’ de comparacién de medias (test de

Student-Newman-Keuls) de la actividad de las fracciones

RA"-1, RA'-2, RA'-3,4 Y RA'-5,6 de S. auriculata sobre
5 A. albimanus (1)

= Media.. Grupo . RA'-5,8  RA'-3,4 ."RA"-1 RA -2

.8660 RA"-5,86

.5767 RA"-3,4 *

.UpuBa RA'-1 * * \
1110 RA -2 * * 1

I

¥ Diferencia significativa entre dos medias al 95% de
confianza b
{1j Anilisis de las zedias de 1 de sortandad corregida al cuarts dia.




Tabla E.7

Anélisis de varianza de la actividad de las fracciones
HA"-1, HA'-2, HA'-3, HA'-4 y HA'-5,86 de S. auriculata
sobre A. albimanus (1) ;

Fuente de 13 k. Suma de Media Razén Probab.

variacién Cuadrados  Cuadrada F ¥
Entre

Fracciones 4 5.6293 1.4873 120.83 < 16-4
Error 28 @.2909 9.98118
Total 29 5.9203

(1} #ndlisis del % de sortandad corregida, al cuarto dia.

Tabla E.8

Prueba ‘a posteriori’ de comparacién de medias (test de
Student-Newman-Keuls) de la actividad de las fracciones
HA"-1, HA'-2, HA'-3, HA -4 y HA'-5,8 de S. auriculata
sobre A. albimanus (1) ' ,

Media Grupo HA"-4 HA"-5,6 HA"-3 HA"-1 HA"-2

.@487 HA -4

.B733 HA"-5,6

L2933 HA -3 * X

. 9933 HA -1 * X *
R15151%] HA -2 X * X

e

*

Diferencia significativa entre dos medias al 95% de
confianza (

\
t1) Andlisis de las sedias de 1 de aortandad corregida al cuarto dia.
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Tabla E.S

Andlisis de varianza de la actividad de las fracciones
RA-1, RA-2 vy RA-3,4 de Salvinia auriculata sobre A.
albimanus (1)

Fuente de G.L. Suma de : Media Razén Probab.
variacidn Cuadrados Cuadrada F- F
Entre .
Fracciones 2 1.3499 #.8750 1446.3 < 16-4
Error 4 A.8198 @ .0005
Total B 1.3518

(1} Andlisis del % de mortandad corregida, al cuarto dia.

Tabla E.18

Prueba ‘a posteriori"de comparacidén de medias (test de
Student-Newman-Keuls) de la actividad de las fracciones
RA-1, RA-2 y RA-3,4 de S. auriculata sobre A. albimanus (1)

Media  Grupo RA-3,4 RA-1 RA-2
@.6200 RA-3,4

@.9867 RA-1 *

1.0008 RA-2 *

"

¥ Diferencia significativa entre dos medias al 95% de
confianza
(t} Andlisis de las sedias de I de sortandad corregida al cuarto dia. \



Tabla E.11

Andlisis de varianza de la actividad de las fracciones
HA-1.1, HA-1.2, HA-1.3 y HA-1.4 de S. auriculata sobre
A. albimanus (1)

Fuente de G.LE: Suma de Media Razén Probab.
variacidn Chadrados Cuadrada BERG F
Entre
Fracciones 3 2.1461 B3.7154 137.77 < 18-4
Error 17 ?.8883 A.0052
Total 20 2.2343
(1) Andlisis del % de sertandad corregida, al cuarte dia.
Tabla E.12

Prueba ‘a posteriori” de comparacién de medias (test de
Student-Newman-Keuls) de la actividad de las fracciones
HA-1 .3, HA-1.2, HA-1.3 v HA-1.4 de 5. auriculata sobre
A. albimanus (1)

Media Grupo HA-1.2 HA-1.3 HA-1.4 HA-1.1

B.2267 HA-1.2

@.8667 HA-1.3 *

@.3800 HA-1.4 * *
1.0000 HA-1 .1 X *

¥ Diferencia significativa entre dos medias al 95% de:
confianza
(1) Ardlisis de las medias de % de mortandad corregida al cuarto dia.
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Tabla E.13

Analisis de varianza de la actividad de las fracciones
HA-A.4-1, HA-1.4-2 y HA-1.4-3 de S. auriculata sobre A.
albimanus (1)

Fuente de G.L. Suma de Media -Razén Probab,

variacidn Cuadrados Cuadrada F F
Entre j | i

Fracciones 2 1.3454 @.68727 20.555 0.0804
Error 9 @.2945 0.8327
Total 11 1.68399

{1} Andlisis del % de sortandad turrégida, al cuarto dia.

Tabla E.14

Prueba ’“a posteriori’ de comparacién de medias (test de
Student-Newman-Keuls) de la actividad de las fracciones
HA-A.4-1, HA-1.4-2 y HA-1.4-3. (1)

Media Grupo  HA-1.4-3 HA-1.4-1 HA-1.4-2

@.0667
@.2300
@

A-
&
.9333 A-

fou e e o

4=
.4-
.4-

e
N W

*x X

>

confianza
(1) Andlisis de las medias de % de mortandad correqida al cuarto dia.

Diferencia significativa entre dos medias al 95% de
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Tabla leS:A
Andlisis gk varianza de las actividades de los extractoé cru -
dos de raiz, de hoja y de planta entera de . anficulats so -
bre A. albimanus, F, L : LESAE e

Fuente de  G.L. Suma de  Media nazén Probab.
variacidn : Cuadpados  Cuadrada ~ P F
,“; Entre _ - : O PR : -
Fracciones 2 0.0972 0.0486  2.4204 O. 1227
- Error 15 0,3015 . ' -.0.020%
Total 1/ 0.5986

e




APENDICE F

Placas de cromatografia en capa fina
Se presentan fotocopias de los cromatogramas de capa
fina, revelados con el reactivo de vainillina. Se usd
cromatofolios Al de silica gel 68 F-254 (Merck), en
capas de @.2 mm de espesor, y en cada caso se especifica
el solvente utilizgdo.l Se wutilizé un tubo capilar

/‘
(#.4 mm i.d.) para puntear la solucidn a analizar.



Figura F.1

Placa de cromatografia en capa fina de las
subfracciones preliminares HA'-1 a HA' -8 de
S.auriculata; y de las subfracciones preli-
minares RA'-1 a RA"-6 de S. auriculata. Se
usé cloroformo como eluyente (se punteé dos
veces, una a la par de la otra).

TR e

o

MR AT W3 RN MRS wA-f RN RR2 RR-5 wA-4 RASL,  RA-6
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Figura F.2

E

i S o )
RAA RAZ RA-3
b - i L ST = e SR

Placa de cromatografia en capa fina de las
subfracciones RA-1 a RA-3 de 5. aguriculata.
Se usd hexano-acetato de etilo 8:2 (v:v)

como eluyente (se punted dos veces, una a la
par de la otra).
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Figura F.4

Placa de cromatografia en capa fina de
subfracciones HA-1.4-1 a HA-1.4-3 de 5.
auriculata. Se usd hexano—-acetato de etilo
F:1 (viv) como eluyente (se punteod
veces, una a la par de la otra).
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Figura F.5
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Placa de cromatografia en capa fina de las
subfracciones HA-1.1, HA-1.4-1 y HA-1.4-2 de
S. auriculata. Se usé hexano-acetatao de’
etilo 9:1 (v:v) como eluyente (se punted dos:
veces, una a la par de la otra).
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