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d.i.

et al.
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F2

F3
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Siglas, abreviaturas y acrénimos

Antennal Bindig Protein.

Aceite (s) esencial (es).

Agilent technologies.

Boiling point (punto de ebullicién).
Cymbopogon martinii.
Cymbopogon winterianus.

Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustralizacion de

Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales.
Diametro interno (um).

Et alii (y otros).
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Eficiencia de encapsulamiento.

Fraccion 1

Fraccion 2

Fraccion 3

Fraccion de fondo

Cromatografia de gases.
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tr Tiempo de retencion
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Tribolium castaneum T. castaneum
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Resumen

Titulo: Evaluacion del efecto repelente contra Lasioderma serricorne de aceites esenciales
de Cymbopogon martinii, C. winterianus, Lippia origanoides y sus fracciones*.

Autora: Johanna Catalina Rosero Rosero**

Palabras claves: Lasioderma serricorne, Cymbopogon martinii, C. winterianus, Lippia
origanoides, actividad repelente, aceite esencial, microdestilacién a presién reducida,
cromatografia de gases.

Lasioderma serricorne (Ptnidae) es un insecto que produce serias afectaciones en cultivos
del tabaco y otros productos almacenados. Con el fin de buscar nuevas fuentes de compuestos
que puedan ser utilizados en el control de plagas alimenticias, se estudié el efecto repelente
que pueden producir los aceites esenciales (AE) de Cymbopogon martinii, C. winterianus y
L. origanoides sobre una cepa establecida de este espécimen. EI AE obtenido pon destilacion
por arrastre con vapor se fraccioné en un microdestilador al vacio en donde se obtuvieron
diferentes fracciones enriquecidas con compuestos de tipo monoterpeno oxigenado, terpenos
fendlicos y sesquiterpenos. ElI AE y las fracciones se caracterizaron por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) y se cuantificaron por cromatografia de
gases con un detector de ionizacion en llama (GC/FID). Para la medicion de la actividad
repelente de los AE y de las fracciones se empled el ensayo del area de preferencia con tres
concentraciones posibles (0,02 pL/cm?, 0,2 pL/cm?y 0,04 uL/cm?).

Los compuestos mayoritarios identificados en los AE de C. martinii y C. winterianus fueron
mayoritariamente de tipo monoterpeno oxigenado. Para el AE de L. origanoides
predominaron los terpenos fendlicos. La actividad repelente mostro que los AE y fracciones
en donde se cuantifico la mayor cantidad de monoterpenos oxigenados como citronelal,
geraniol, citronelol tuvieron los mayores porcentajes de repelencia. Dentro de las fracciones,
la fraccion 2 (F2) obtenida del AE de C. winterianus mostré el mayor porcentaje de
repelencia (94%) a una concentracion de 0,4 puL/cm?; la fraccion 3 (F3) del AE de C. martinii
tuvo una alta repelencia (82%).

Por medio de estos resultados se demostré que los AE de las tres especies podrian ser
utilizados en el desarrollo de un repelente comercial natural con efectos repelentes sobre
insectos del orden coledptera.

*Trabajo de investigacion

** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directores: Elena E. Stashenko y Jairo René
Martinez.
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Abstract

Title: Evaluation of the repelent effect against Lasioderma serricorne from Cymbopogon
martinii, C. winterianus, Lippia origanoides essential oil and their fractions*.

Autora: Johanna Catalina Rosero Rosero**

Palabras claves: Lasioderma serricorne, Cymbopogon martinii, C. winterianus, Lippia
origanoides, repellent activity, essential oil, distillation under reduced pressure, gas
chromatography.

Lasioderma serricorne (Ptnidae) is an insect that seriously affects tobacco crops and other
stored products. To search for new sources of compounds that can be used in the control of
food pests, the repellent effect that Cymbopogon martinii, C. winterianus and L. origanoides
essential oils (EOs) can produce on an established strain of this specimen was studied. The
essential oil obtained by steam distillation was fractionated in a vacuum microdistiller where
different fractions enriched with oxygenated monoterpene compounds, phenolic terpenes and
sesquiterpenes were obtained. The essential oil and the fractions were characterized by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS) and quantified by gas
chromatography with a flame ionization detector (GC/FID). To measure the repellent activity
of the EOs and the fractions, the preference area assay was used with three possible
concentrations (0.02 pL/cm?, 0.2 pL/cm? and 0.04 pL/cm?).

The major compounds identified in the EOs of C. martinii and C. winterianus were mainly
of the oxygenated monoterpene type. In the EO of L. origanoides, phenolic terpenes
predominated. The repellent activity showed that the EOs and fractions where the highest
amount of oxygenated monoterpenes such as citronellal, geraniol, and citronellol were
quantified, had the highest percentages of repellency. Within the fractions, the F2 obtained
from the EO of C. winterianus showed the highest percentage of repellency (94%) at a
concentration of 0.4 pL/cm? and the F3 of the EO of C. martinii also showed high repellence
(82%).

Through these results it is highlighted that the EOs of the three species could be used in the
development of a natural commercial repellent with repellent effects on insects of the
coleoptera order.

*Research work

** Science Faculty. Chemistry School. Directors: Elena E. Stashenko and Jairo René Martinez.
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Introduccién

La presencia de plagas en productos alimenticios almacenados como cereales y sus
derivados se constituye en una de las principales fuentes de dafios y pérdidas en la produccion
de alimentos a nivel mundial estimadas en un 10% al afio (Ktys et al., 2017). Insectos como
Lasioderma serricorne es una plaga destructiva del tabaco (Ashworth, 1993) y afecta una
gran variedad de productos almacenados como trigo, harina, frutos secos, hierbas, especias,
arroz, entre otros (Hagstrum, 2013; Edde, 2019). Los dafios causados en el tabaco y otros
productos estan relacionados principalmente con la pérdida en la calidad y la cantidad de las
hojas; sin embargo, uno de los mayores dafios reside en la contaminacion del producto debido
a la presencia de heces, insectos muertos, otros productos de desecho y, adicionalmente, se
forman agujeros en los empaques en los cuales se almacenan estos alimentos (Ashworth,
1993). Las pérdidas que se reportan durante los procesos de postcosecha de productos
almacenados, se encuentran en el rango de 10-40% (Devi et al., 2020) debido a una

disminucion de la cantidad del grano y su calidad.

Los productos quimicos sintéticos permitidos para el control de este tipo de plagas
alimenticias son muy restringidos y, aunque existen sustancias que permiten su control o al
menos aminoran los efectos producidos, muchos de ellos han generado resistencia en estos
insectos, contaminacion en los ecosistemas y efectos tdxicos en las personas y los animales
(Kumar et al., 2011). Compuestos como el bromuro de metilo y la fosfina utilizados en
procesos de fumigacion en el control de plagas de productos almacenados, como
L. serricorne, estan relacionados con dafios de la capa de 0zono y mayores resistencias tras

cada aplicacién (Deb y Kumar 2020, Rajendran y Narasimhan, 1994). El uso de sustancias
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de origen natural como los aceites esenciales (AE), aparece como una alternativa para el
desarrollo de productos repelentes que puedan proteger a los alimentos de diferentes clases

de insectos y su uso no implique un peligro para los consumidores ni para el medio ambiente.

La presencia de diferentes compuestos bioactivos en los AE de origen natural, ha
incrementado el interés por su estudio para remediar este tipo de problemas.
Simultaneamente, la produccion de los AE se ha incrementado alrededor del mundo
alcanzando cifras de produccién de hasta 290600 toneladas para el afio 2021 y de 315600
toneladas para el afio 2023 con un crecimiento del 10% anual (Petruzzi, 2022). Sin embargo,
gran parte de esta produccion estéd enfocada en la elaboracion de fragancias, aromatizantes y
agentes de limpieza y la gran demanda de ellos ha rezagado el desarrollo de productos con
efectos repelentes. Esto debido a mayores costos de su produccion, disponibilidad de insumos
y también la legislacion de medidas regulatorias que aprueben su uso (Isman, 2020b). Pese a
estas desventajas, el uso de los AE para el disefio de biosinsecticidas sigue en camino para
posicionarse como una fuente de control de insectos que no genere los impactos ocasionados
por insecticidas de tipo sintético. A este interés, se le suma la necesidad de miles de personas
de consumir alimentos que estén libres de pesticidas y agricultores que requieren el uso de
productos que incluyan el manejo de plagas en productos almacenados (Isman, 2020a). La
implementacion de procesos de encapsulacion, por ejemplo, se ha sumado a esta iniciativa
con el fin de generar nuevos materiales a escala micro o nano (1-100 nm) que puedan ser
utilizados para mejorar las propiedades fisicoquimicas de los metabolitos presentes en los
AE, mantener sus propiedades bioldgicas y favorecer su biodisponibilidad. Esta ultima
propiedad se relaciona directamente con el aumento en el area superficial de la particula

(Faridi y Jafari, 2016). Teniendo en cuenta estas caracteristicas y en el marco del programa
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Bio-Reto XXI 15:50 "Desarrollo de bio-productos para los sectores salud, agropecuario y
cosmético, como resultado del estudio de la biodiversidad colombiana”, se llevé a cabo el
presente proyecto de investigacion cuyo objetivo principal fue determinar la actividad
repelente de los AE de tres especies que se cultivan en Santader sobre el insecto L. serricorne,
una plaga primaria del tabaco y de otros productos almacenados. Los resultados obtenidos
muestran que el insecto bajo estudio fue suceptible a monoterpenos oxigenados y otros
compuestos fendlicos. EI conocimiento obtenido permitird en una primera instancia, evaluar
la viabilidad de desarrollar un repelente natural en forma de pastilla con los AE encapsulados,
que pueda ser utilizado en lugares donde se almacenan alimentos como arroz, garbanzo o

cebada.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto repelente sobre el insecto Lasioderma serricorne de los aceites
esenciales y fracciones obtenidos a partir de Cymbopogon martinii, C. winterianus y Lippia

origanoides.

1.2 Objetivos especificos

Caracterizar por medio de las técnicas analiticas instrumentales GC/MS y GC/FID
los aceites esenciales y fracciones obtenidos a partir de las especies Cymbopogon martinii,

C. winterianus y Lippia origanoides.

Evaluar la eficiencia del proceso de encapsulamiento de los AE de Cymbopogon

martinii, C. winterianus y Lippia origanoides, usando poli(etilenglicol) (PEG) 6000.

Estudiar la liberacion progresiva de los componentes volatiles presentes en los AE de
Cymbopogon martinii, C. winterianus y L. origanoides y sus encapsulados por medio de la

técnica de micro-extraccion en fase solida (SPME) acoplada a GC/FID.

Determinar el grado de repelencia de los AE y sus fracciones sobre L. serricorne por

medio del ensayo del area de preferencia.
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2. Estado del arte

2.1 Marco tedrico

2.1.1 Generalidades del insecto Lasioderma serricorne

El gorgojo del tabaco, Lasioderma serricorne (Orden: Coleoptera; familia Ptinidae)
(Figura 1) es una plaga cosmopolita que genera dafios severos en el cultivo del tabaco,
cereales y productos almacenados (Reed y Vinzant, 1942). Las hembras se caracterizan por
tener una longitud de 2,6 mm y los machos de 2,1 mm (Bhalodia y Chari, 1976). Se desarrolla
de forma 6ptima a condiciones de temperatura de 29-35 °C y una humedad del 75% (Rayner,
1951). Cabe resaltar que el ciclo de vida del insecto dependerd de las condiciones
ambientales, por ejemplo, se estima un total de 38 dias a una temperatura de 28 °C (Yu,
2008). Los gorgojos adultos pueden vivir entre 14 y 44 dias (Rayner, 1951). Los huevos se
caracterizan por tener una coloracion blanca perlada, pero se tornan de color amarillo antes
de eclosionar. Tienen una longitud promedio de 0,35 mm y su desarrollo tarda cerca de 10
dias a 20 °C (Jones, 1913 y Canzanelli, 1935). Una vez los huevos eclosionan, las larvas
pueden tener entre uno a cuatro estadios de crecimiento; este proceso va a depender
principalmente de la temperatura. Posteriormente, las larvas adultas se transforman en pupas
cuya coloracién blanca cambia progresivamente a color verde. Las pupas tienen un tamafio
promedio de 3,5 mm (Canzanelli, 1935). Los adultos permanecen en la pupa de 2-6 dias antes
de que hayan madurado sexualmente y su coloraciébn marrén esté completamente
desarrollada (Edde, 2019).

Figura 1

Lasioderma serricorne Fuente: Instituto Colombiano Agropecuario, ICA.2022.



30
EFECTO REPELENTE DE ACEITES ESENCIALES Y FRACCIONES

2.1.2 Generalidades de las plantas bajo estudio

2.1.2.1 Cymbopogon martinii. La especie C. martinii pertenece al género
Cymbopogon (Familia Poaceae) conformado por mas de 140 especies distribuidas en
regiones tropicales y subtropicales del mundo y cuyas plantas se caracterizan por ser perennes
con hojas largas y angostas (Nakahara, et al., 2003). La planta se origina en la India,
especificamente, del sur de este pais (Thara Saraswathi et al., 2014). Algunos de los
compuestos de interés que se han identificado en el AE son geraniol y acetato de geranilo
(Lawrence et al., 2012; Rodriguez et al., 2012). EI AE de C. martinii ha sido utilizado para
el tratamiento de patologias asociadas al sistema nervioso central y para la fabricacién de

lociones repelentes contra diferentes especies de insectos hematofagos (Arruda et al., 2012).

Figura 2
Especie bajo estudio Cymbopogon martinii (Familia: Poaceae). Foto tomada por Johanna

Rosero en el CENIVAM (UIS, Bucaramanga). Fecha: 26 de noviembre del 2022.
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2.1.2.2 Cymbopogon winterianus. La especie C. winterianus (Familia Poaceae) es
originaria del sureste de la India y crece en regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Shasany et al., 2000). El AE obtenido de esta especie se usa comiunmente en los repelentes
para insectos y perfumes (Verma et al., 2019). EI AE de C. winterianus posee actividad
repelente, fumigante e insecticida contra una gran variedad de insectos como Tribolium
castaneum (Devi et al., 2019), Callosobruchus maculatus (Gusméo et al., 2013), Sitophillus
zeamais (de Araujo et al., 2019) y otros vectores de enfermedades como el dengue (Tyagi et

al., 1998).

Figura 3
Especie bajo estudio Cymbopogon winterianus (Familia Poaceae). Foto tomada por Johanna

Rosero en el CENIVAM (UIS, Bucaramanga). Fecha: 26 de noviembre del 2022.

2.1.2.3 Lippia origanoides. La especie L. origanoides pertenece a la familia
Verbenaceae. El género Lippia lo conforman alrededor de 250 especies, tipicos en los paises
del centro y sur de América y ciudades tropicales de Africa (Terblanché y Kornelius, 1996;

Pascual et al., 2001; de Oliveira et al., 2014). Los compuestos quimicos de interés
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identificados en el AE de L. origanoides son el a-felandreno y B-felandreno, el limoneno, el
p-cimeno, el timol, el carvacrol y sus éteres y ésteres (Stashenko et al., 2010). El uso del AE
como antiseptico y antimicrobiano ha sido reportado en la medicina tradicional (de Oliveira

et al., 2014; Veras et al., 2017).

Figura 4
Especie bajo estudio Lippia origanoides (Familia Verbenaceae). Foto tomada por Johanna

Rosero en el CENIVAM (UIS, Bucaramanga). Fecha: 25 de febrero del 2022.

2.1.3 Aceites esenciales

Los AE son mezclas multicomponente caracterizadas por ser altamente volatiles y
por tener un olor distintivo. Los componentes de los AE pueden ser sintetizados en diferentes
partes de las plantas (tallos, hojas, flores, semillas, frutos, entre otros) y almacenados en
células secretoras como, por ejemplo, en tricomas glandulares (Bakkali et al., 2008; Bilia et
al., 2018). Mas de 17500 especies de plantas aromaticas pertenecientes a familias Lamiaceae,
Rutaceae, Myrtaceae y Asteraceae son productoras de una gran diversidad de AE (Regnault
et al., 2012). Dentro de las principales funciones de los AE se encuentran las siguientes:

atraer polinizadores o tener efectos benéficos sobre ellos; proteger a la planta, cuando se den
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cambios en el clima y actuar como defensa quimica contra posibles depredadores, entre ellos,

microorganismos Yy pestes (Pavela, 2015).

Dependiendo de la ruta sintética, los componentes de los AE pueden ser de tipo
terpeno, formados por varios unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno) y de tipo
terpenoide los cuales se originan por alguna transformacion bioquimica del terpeno (mediada
por alguna enzima) en donde se ha generado una modificacion en la estructura al adicionar
atomos de oxigeno en ella y remover o adicionar grupos metilo (Burt, 2004). La ruta por la
cual se sintetizan los monotepenoides es de mevalonato que se genera en el citoplasma de la

ceélula; en los plastidios, funciona la ruta del metileritriol fosfato.

Los terpenos pueden clasificarse en: monoterpenos conformados por dos unidades de
isopreno (Cio); sesquiterpenos, constituidos por tres unidades de isopreno (Cis). En los AE
se pueden encontrar también los compuestos aromaticos derivados del fenilpropano, que no
son tan frecuentes como los monoterpenos o sesquiterpenos. En la Figura 5 se muestran

algunos terpenos encontrados en los AE:

Figura 5
Tipo de componentes presentes en los AE: a. Monoterpenos; b. Sesquiterpenos; c.

Fenilpropanoides.
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2.1.4 Efectos bioldgicos de los AE

Los AE juegan un rol muy importante en la proteccion de plantas, ya que actian como
antivirales, antibacteriales, antinfungicos, insecticidas y también pueden disminuir el
“apetito” de algunos herbivoros que se alimentan con estas plantas (Bakkali et al., 2008).
También, se ha reportado que los AE poseen actividad citotoxica (Zapata et al., 2009),
aungue debido a la presencia de multiples componentes no se ha determinado que tengan un
objetivo celular especifico (Carson et al., 2002). Debido a las caracteristicas lipofilicas de los
AE, sus componentes facilmente ingresan a la pared celular y la membrana citoplasmatica
originando alteraciones en las diferentes capas de polisacéridos, acidos grasos y fosfolipidos
(Bakkali et al., 2008). Otras alteraciones estan relacionadas con la coagulacion del citoplasma

(Gustafson et al.,1998) y dafios en proteinas y lipidos (Burt, 2004; Ultee et al., 2000). La
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estructura del componente del AE y la dosis que se suministre, estan directamente

relacionados con el nivel de dafio que puedan producir en la célula.

2.1.4.1 Cambios en los procesos bioquimicos generados por AE. El modo de
accion a nivel molecular por el cual actdan los AE sobre diferentes especies de artrépodos,
aun no ha sido completamente elucidado (Rattan, 2010). Investigaciones muestran que los
AE pueden generar cambios en los procesos biogquimicos de los insectos, por ejemplo,
quebrantar el balance endocrino; actuar como sustancias neurotdxicas o en otros casos, Como
reguladoras del crecimiento, produciendo variaciones en los caracteres morfoldgicos de los
insectos (Pavela y Benelli, 2016). Se ha identificado que limoneno, B-mirceno, a-terpineol,
linalool y pulegol poseen efectos neurotdxicos en artropodos como la mosca domestica y la

cucaracha alemana (Coats et al., 1991).

A continuacién, se mencionan los principales neurosistemas en los insectos sobre los

cuales pueden actuar los AE:

- Sistema colinérgico: inhibicion de la acetilcolinesterasa (Aygun et al., 2002; Singh
y Singh, 2000)

- Sistema GABA (acido y-aminobutirico): blogueo del canal GABA produciendo
hiperexcitacion del estado nervioso central, convulsiones y, posteriormente, la muerte
(Bloomquist et al., 2008).

- Sistema mitocondrial: afectacidn de la fosforilacion de proteinas o algunos sistemas

enzimaticos (Cheng y Fu, 1989).
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- Sistema octopaminérgico: bloqueo de los receptores de la octopamina, una amina
biogénica encargada de procesos neurotransmisores y neuromoduladores dentro del

organismo del insecto (Evans,1981).

2.1.4.2 Efecto repelente. Las sustancias repelentes pueden actuar de tal forma que
impidan que un insecto pueda volar, aterrizar o morder piel humana o animal (Blackwell, et
al., 2003). Aunque el mecanismo por el cual se genera este efecto ain no ha sido
completamente elucidado a nivel molecular, algunos modelos plantean que en el proceso
participan diferentes proteinas especializadas como las proteinas enlazantes de olores (OBP),
las moléculas receptoras de olores (OR) y 6rganos sensoriales especializados como la antena
y la linfa sensiliar en donde, al final del proceso, transforman la sefial quimica en una sefial
eléctrica generando el proceso de atraccion o repulsion dependiendo exclusivamente del olor

percibido por el insecto (Leal, 2013; Portilla et al.,2019).

2.1.4.2.1 Organos olfativos en los insectos. Estos drganos se conforman principalmente
por la antena, que corresponde a un par de apéndices distribuidos en la cabeza del insecto,
que llevan estructuras capilares nerviosas conocidas como sensilia. Esta Ultima se puede
describir como un complejo bipolar rodeado de celdas especializadas ubicadas de forma
concéntrica y que, a su vez, forma elementos cuticulares. Es en este érgano donde residen las
neuronas receptoras olfativas (ORN) (Keil, 1999). La cuticula del insecto actia como un
exoesqueleto que permite proteger los 6rganos internos del insecto y la entrada de moléculas
hacia el interior del sistema olfativo, funcién mediada por la presencia de poros y tabulos
especializados (Andersen, 1979; Steinbrecht, 1997). En el interior del sistema olfativo se

encuentra la linfa sensiliar que es un liquido iénico compuesto por los OBP solubles en agua
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y las dendritas de las neuronas sensoriales (Vogt y Riddiford, 1981; Klein 1987; Pelosi y
Maida 1995). En la Figura 6 se puede observar, de forma general, la estructura de la antena

de L. serricorne y la organizacion de la sensilia.

Figura 6
Estructura de: A. La antena de Lasioderma serricorne y B. La sensilia Fuente: Pest and
diseases image library y https://cronodon.com/BioTech/insect_mechanoreceptors.html.

Fecha de acceso: 9 de febrero del 2023.

Linfa
sensiliar

2.1.4.2.2 Proteinas enlazantes de olores. Los OBP hacen parte de una familia de
proteinas conocidas como lipocainas y tienen como funcion el transporte de moléculas
hidrofobicas en medio acuoso, a través de la linfa sensiliar (Pevsner et al., 1988). Estas

proteinas se caracterizan por tener un patron compuesto por no mas de seis residuos del
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aminoécido cisteina. Se sabe que este patron se conserva en la mayor parte de 6rdenes de

insectos (Pelosi et al., 2006).

Existen diferentes tipos de proteinas asociadas con la recepcion de olores. Su
clasificacion depende de las secuencias de aminoacidos que las conforman y, entre ellas, se
encuentran (Rihani et al., 2021) las siguientes:

Proteinas enlazantes de feromonas (PBP).
Proteinas enlazantes de olores generales (GOBP)

Proteinas de union antenal (ABP)

2.1.4.2.3 Mecanismo para la recepcion de olores. El mecanismo para la recepcion
de olores se muestra en la Figura 7. Las moléculas odoriferas se detectan por la antena del
insecto y migran hacia los poros de la cuticula. En este sitio, los OBP especificos se encargan
de reconocer, disolver y enlazar a las moléculas volatiles hasta atravesar la linfa sensiliar y
llegar hasta los receptores de olores (OR). Estos receptores se encuentran con las dendritas
de las neuronas sensoras de olores (OSN) generando posteriormente una traduccion de esa
sefial quimica que puede producir procesos de permeabilizaciéon de la membrana v,
finalmente, generar el impulso nervioso mediante el cual el insecto iniciara una respuesta

hacia el estimulo (Schymura et al. 2010; Fan et al.,2011; Jacquin-Joly y Merlin, 2014).

Figura7
Modelo de interaccion entre los compuestos volatiles y los OBP presentes en la linfa

sensiliar. Figura tomada de Sun et al. (2018).
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2.1.4.3 Meétodos para medir el efecto biologico de aceites esenciales sobre

insectos. En la Tabla 1 se describen, de forma general, algunas pruebas para medir el efecto

que pueden tener los compuestos volatiles sobre una poblacion de insectos.

Tabla 1

Descripcidn general de algunos métodos para determinar actividad bioldgica sobre insectos.

Tipo de ensayo

Descripcion del método

Fumigante

Se llena completamente un area determinada con
compuestos volatiles y se determina el procentaje
de mortalidad en la poblacion de insectos
adicionada (Khani y Heydariahn, 2014).

Insecticida por contacto

El insecto entra en contacto directo con la sustancia
por evaluar y se determina el porcentaje de
mortalidad (Agrafioti y Athanassiou, 2018).

Tabla 1. Continuacion.

Repelente

Se determina la preferencia del insecto por la region
donde se adiciona una cantidad especifica de
sustancia por evaluar o la sustancia control (Khani
y Heydariahn, 2014).
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2.1.5 Métodos para la obtencion de aceites esenciales

Teniendo en cuenta que la composicion quimica de los AE es variable, se deben
considerar factores cruciales para su destilacion que incluyen la seleccion del método,
variables como tiempo y temperatura, la procedencia de la planta y las condiciones
geoboténicas y agricolas de su cultivo (Stashenko, Jaramillo y Martinez, 2003).
Adicionalmente, en la eleccion de la técnica para obtener estos metabolitos se debe
considerar si los compuestos pueden degradarse en presencia de oxigeno o luz (Rodriguez et
al., 2012). Aunque existen varias técnicas para la obtencion de los AE, solo los métodos que

se describen en la Tabla 2 permiten tal fin (Stashenko, 2009).

Tabla 2

Métodos para la obtencion de aceites esenciales.

Método de obtencion del AE Descripcion del método

Arrastre con vapor El material vegetal se pone en contacto con vapor
seco sobrecalentado (producido por una caldera).

El material vegetal ubicado sobre una malla
encima de una cantidad determinada de agua tiene
contacto directo con el vapor himedo producido
por su ebullicién.

Destilacion con agua vapor

El material vegetal se sumerge al agua que se

Hidrodestilacion calienta hasta ebullicién.

Una vez se efectta el rompimiento de las células y tejidos en donde se encuentran los

componentes volatiles por medio de las moléculas de agua, ya sea en estado liquido o de
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vapor, los componentes se arrastran en una mezcla volatil, la que finalmente se condensa en
un refrigerante y se separa del agua remanente por decantacion (Stashenko, 2009). Las
técnicas mencionadas no requieren el uso, por ejemplo, de disolventes organicos lo que las
hace de especial interés para sectores de la industria farmacéutica y de alimentos

(Bakkali et al., 2008).

2.1.6 Destilacion fraccionada

La destilacion fraccionada es una técnica que permite separar los componentes
volatiles de una mezcla, segun la diferencia de composicion entre un liquido y el vapor en
equilibrio con este. Los componentes mas volatiles son concentrados en la fase vapor
(Robards et al., 2004). Durante el proceso, parte del vapor condensado, el reflujo, regresa al
reservorio encontrando al vapor generado en forma ascendente. Un incremento en la
temperatura del proceso permite la formacion de mdaltiples ciclos de evaporacion y
condensacion, hasta que se obtiene el primer constituyente como destilado que tenga el
menor punto de ebullicién. Factores como la longitud de la columna de fraccionamiento y el
radio de reflujo son cruciales en este proceso, en donde se generan multiples intercambios de
masa-calor. Esta técnica permite la separacion de compuestos que tengan diferencias de
temperaturas de ebullicién hasta de 0,5 °C, valor que puede disminuir hasta 0,05 °C,

dependiendo de la columna de destilacion (longitud, didmetro interno, giro, presion, etc.)

2.1.6.1 Diagramas de temperatura-composiciéon. El proceso de destilacién se
explica con diagramas de fases que relacionan la composicion de las fases que estan en

equilibrio a distintas temperaturas (Atkins y de Paula, 2008). En la Figura 8 se puede
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observar, a grandes rasgos, un diagrama temperatura-composicién para una mezcla binaria.
Se debe tener en cuenta que el compuesto que tenga menor punto de ebullicion predominara
en la fase vapor. El espacio entre las dos lineas (a2-a2”) comprende la regién donde las dos

fases coexisten en el equilibrio (Smith et al., 2008).

Figura 8

Diagrama temperatura-composicién para una mezcla binaria. Tomado de Atkins y de Paula

(2008).
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2.1.6.2 Destilacién fraccionada al vacio. Frecuentemente, los componentes puros
presentes en los AE poseen propiedades farmacoldgicas mayores que las que se reportan en
el AE crudo (Markovic et al., 2017). Es por ello, que se han disefiado técnicas para hacer una
separacion mas eficiente y una concentracion de sus componentes para evaluar estas

propiedades. Operaciones unitarias como la destilacion fraccionada permiten la separacion
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de uno 0 més compuestos presentes en una mezcla teniendo en cuenta diferencias de sus
puntos de ebullicion. El proceso depende de las condiciones de presion, temperatura y las
propiedades fisicoquimicas de sus componentes (Foust et al., 1982). Procesos de degradacion
de los compuestos debido a temperaturas altas, oxidacion y contacto con la luz pueden ser
controlados por medio de esta técnica que permite utilizar presiones altas y un control de la
temperatura por lo cual, componentes que tengan puntos de ebullicién bajos como en el caso
de algunos monoterpenos, puedan ebullir a temperaturas menores, sin correr el riesgo de ser

quimicamente alterados.

2.1.6.3. Destilacion fraccionada al vacio con banda giratoria (Spinning band
distillation). En esta técnica se emplea una banda helicoidal giratoria, que crea un nimero
alto de platos tedricos. Esta banda estd hecha a base de materiales inertes como teflon o
algunos metales (Bin, 2006). En la columna se genera un empuje axial debido a los helicoides
que se forman en la banda espiral. Cuando la banda giratoria rota a altas velocidades y en la
direccion correcta, fuerza al reflujo a correr hacia abajo de las paredes de la columna de una
forma rapida y uniforme lo que permite que no haya problemas de inundamiento de la misma.
Por medio de esta metodologia, se pueden obtener destilados de alta pureza con puntos de
ebullicion cercanos debido al namero de platos teéricos alto. Las caidas de presion desde el
tope hasta el fondo de la columna son minimas comparadas con lo que se obtiene usualmente
con una columna empacada, lo que resulta en una ventaja para aquellos compuestos que se
descomponen cuando se calientan rapidamente. La cantidad de destilado que se pierde

durante el proceso es pequefia (Bin, 2006).
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2.1.7 Caracterizacion quimica de AE por GC/FID y GC/MS

La cromatografia de gases (GC) y, particularmente, cuando se combina con la
espectrometria de masas (GC/MS) permite la cuantificacion y la identificacion de los
componentes presentes en los AE. El proceso de separacion por GC estéa definido por las
diferentes constantes de distribucion, Kp, de los compuestos entre la fase movil (gas inerte)
y la fase estacionaria, unida (bonded) a la pared de una columna capilar hecha de silice
fundida. Los compuestos eluyen de la columna y pasan hacia un detector en donde se registra
una sefial eléctrica, proporcional a la cantidad de sustancia en la muestra. La elucion de los
compuestos esta dada por su afinidad por la fase estacionaria. EIl acople entre la GC y la
espectrometria de masas (MS) se lleva a cabo gracias a la insercion de la columna
cromatografica capilar de forma directa a la camara de ionizacion, donde se aplica un voltaje
de 70 V, que permite la ionizacién con electrones de las moléculas en sus fragmentos
constituyentes, que se aceleran, coliman y se dirigen al analizador de masas. El analizador
separa las especies cargadas, segun su relacion masa: carga (m/z) (Stashenko y Martinez,
2010). Adicionalmente, la técnica GC/MS permite identificar los compuestos presentes
inclusive en los picos cromatograficos no resueltos y asignarles cantidades relativas a cada
uno de ellos, aunque para este caso una resolucion total de los picos permitiria, por supuesto,

hacer su cuantificacion mucho mas precisa (Marriott et al., 2001).

Una técnica utilizada para el analisis de compuestos volatiles acoplada a GC/MS es
la técnica de HS-SPME, la cual se basa en la sorcion de los analitos sobre una fibra recubierta
con un polimero, que permite aislarlos y concentrarlos (Pawliszyn, 1997). Los compuestos

posteriormente se desorben en el inyector del cromatografo. Para hacer SPME, se requiere
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una pequefa cantidad de muestra, no hay uso de solventes, el tiempo de analisis es corto y se

mantiene o mejora la sensibilidad (Stashenko y Martinez, 2007).

La cromatografia de gases acoplada a un detector por ionizacién en llama (GC/FID)
permite determinar los indices de retencion lineales de los componentes volatiles y
cuantificar los componentes de la muestra. La combinacién de la informacion obtenida de
los espectros de masas y de los indices de retencién lineales para cada uno de los compuestos,
comparados con los reportados en diferentes bases de datos (Adams, NIST y Wiley) permite
caracterizar quimicamente los analitos (Baharum et al., 2010; Marriott et al., 2001). Los
indices de retencion propuestos por Kovats empleaban una ecuacion logaritmica para
cromatogramas obtenidos bajo condiciones isotérmicas (Kovats, 1958). Posteriormente, van
den Dool y Kratz (1963) desarrollaron unos cambios en esta ecuacion para aplicarla a
separaciones hechas con temperatura programada. Los indices de retencion lineales
combinan dos parametros cromatograficos fundamentales que son el tiempo de retencion y
el volumen de retencion especifico. De esta forma, el indice de retencion lineal de un
compuesto se calcula teniendo en cuenta su tiempo de retencion relativo con respecto a los
n-alcanos que eluyen inmediatamente antes y despues del compuesto de interés (Babushok

etal., 2011).

En GC usualmente se emplean columnas capilares con longitudes entre 25-50 m,
diametros internos entre 0,20-0,32 mm y fases estacionarias con espesor de pelicula de 0,25
pum. Se debe tener en cuenta que el uso de columnas con diferentes fases estacionarias
permiten separaciones diferentes. El proceso de separacion en las columnas apolares sucede

segun los puntos de ebullicion de componentes de la mezcla, mientras que, en columnas
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polares, la separacion depende de los momentos dipolares de los compuestos. Por ejemplo,
si se emplea una columna apolar para separar compuestos como los terpenos y sus derivados
oxigenados, estos eluirdn con diferencias estrechas en los tiempos retencion ya que poseen
temperaturas de ebullicion cercanas. Para separarlos mejor, es posible hacer un calentamiento
mas lento del horno cromatogréfico, o usar columnas méas largas o mas delgadas
(Can y Buchbauer, 2016). Otra alternativa es utilizar una columna polar donde los terpenos

y los derivados oxigenados se separaran, segun su polaridad.

2.1.8 Encapsulacion de aceites esenciales

Los procesos de encapsulacion han sido utilizados en diferentes sectores de la
industria farmacéutica, cosmeética, en biotecnologia, asi como también en la produccion
quimica y la ingenieria eléctrica (Hack et al., 2012). El uso de los AE en estos sectores esta
enfocado en la fabricacion de perfumes, ingredientes naturales, colorantes, bioinsecticidas;
sin embargo, debido a la facilidad que tienen estas matrices de descomponerse al estar
expuestas a calor, humedad, luz y oxigeno (Scott, 2005), se ha hecho necesario el desarrollo
de métodos que permitan la conservacion de los AE, usualmente expuestos a diferentes
procesos de almacenamiento y manipulacion. Cabe resaltar, que dentro de los procesos de
degradacion estan reacciones de isomerizacion, ciclacion, deshidrogenacion y oxidacion

provocadas por agentes quimicos 0 enzimaticos.

Para que los AE no experimenten procesos tempranos de degradacion, se han
implementado estrategias para crear membranas externas o recubrimientos sobre las matrices
de interés con el fin de preservar los compuestos bioactivos. Existen diversos tipos de

morfologia de las capsulas, que dependen de la disposicidn del material encapsulante. En la
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Figura 9 se observan algunas formas que pueden tomar las capsulas formadas. Las capsulas
con forma monocuclear se caracterizan por tener una capa externa alrededor del nicleo; las
capsulas polinucleares poseen varios nicleos que son atrapados dentro de una capa. Las
capsulas tipo matriz tienen una distribucién uniforme de los compuestos dentro del material
encapsulante. Las formas de las cdpsulas pueden ser irregulares o monocucleares con
multiples capas (Kim et al., 2004). Otras areas como la nanotecnologia también han
estudiado, producido y aplicado estrategias de encapsulacion de biomoléculas a través de
materiales que tengan tamafios menores que los 1000 nm conocidos como nanoparticulas
(10° m) (Bawa et al., 2005; Bagchi et al., 2013). Este proceso conocido como
nanoencapsulacion es un area que no ha sido tan ampliamente estudiada como es el caso de
la microencapsulacion (Quintanilla et al., 2010). De forma general, las nanoparticulas pueden
ser de dos clases: nanoesferas, que son sistemas matriciales donde el agente activo esté fisica
y uniformemente disperso, y nanocapsulas, en las que el agente activo esta confinado en una
cavidad rodeado por una unica membrana de tipo polimérica (Bilia et al., 2018).

Figura 9

Representacion esquematica de diferentes clases de capsulas. A. Monocuclear o simple; B.

Multicapa; C. Polinuclear; D. Matrizy E. Irregular. Fuente: Mohamadi et al. (2017).
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2.1.8.1 Materiales poliméricos para la encapsulacion de aceites esenciales. Los
polimeros son macromoléculas que se originan por la unién de un gran nimero de moléculas
de bajo peso molecular, denominadas mondmeros (Gad, 2014). Estos materiales poliméricos
empleados en los procesos de encapsulacion pueden ser de origen natural (biopolimero) o
sintético; pueden ser biodegradables o no. En la Tabla 3 se muestran algunos ejemplos

comunes de polimeros empleados en encapsulacion.



49
EFECTO REPELENTE DE ACEITES ESENCIALES Y FRACCIONES

Tabla 3

Polimeros empleados en procesos de encapsulacion.

Clase de

polimero Formacion y obtencién Ejemplos

De origen vegetal como pectina, celulosa,
goma ardbica, alginatos

Polisacaridos formados en

la naturaleza a través de De origen microbiano o animal: goma

Biopolimero diferentes ciclos, en plantas, xantan, goma gellan y quitosan

animales, bacterias y

hongos. Proteinas como albumina, gelatina, soya,
proteinas hidrolizadas y caseina (Bilia et al.,
2018).

Poli(etileno), poli(etilenglicol), estireno y el
nylon, entre muchos otros. (Gad, 2014).

Obtenidos industrialmente
por la reaccion entre los
monOmeros constituyentes.

Polimero
sintético

Se ha reportado también el uso del polimero sintético, poli(etilenglicol) (PEG), usado
en los procesos de encapsulamiento de compuestos bioactivos, gracias a sus excelentes
propiedades fisicoquimicas y biologicas, entre las cuales se destacan hidrofilicidad alta,
solubilidad en agua y en solventes organicos y no toxicidad. EI PEG tiene como formula
estructural general H-[-O-CH>-CH>-]»—OH, donde n corresponde al namero promedio de
unidades de etilenglicol (Figura 10) (Parray et al., 2020). EI PEG puede tener pesos
moleculares de lo cual dependera su estado de agregacion asi: estado liquido a temperatura
ambiente (PEG 200-600 Da), semisolidos (PEG 1500 Da), sélidos semicristalinos (PEG
3000-20000 Da) y resinas solidas (> 100000 Da) (Craig, 1993). Debido a estas
caracteristicas, PEG ha sido utilizado para crear una barrera estérica hidratada de
caracteristicas hidrofilicas en la superficie de las nanoparticulas (Herold et al., 1989). Cabe
resaltar la capacidad que posee este polimero para mejorar y facilitar el transporte de

macromoléculas bioactivas a través del intestino y epitelios nasales (Tob1 y Sa, 2000; Vila et
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al., 2002; Prego et al., 2006), lo que permite catalogarlo como una excelente alternativa para

su uso en la industria farmacéutica, de alimentos y en el disefio de nanopesticidas.

Figura 10
Formula estructural del compuesto etilenglicol en su forma monomérica (a) y polimérica (b)

Adaptado de Buzova et al. (2012).

OH -
HO/\/ H o

n

() (b)

2.1.8.2 Métodos para la encapsulacion de aceites esenciales. Existen diferentes
técnicas, ampliamente reportadas ( Specos et al., 2010; Ldpez et al., 2014; Rakmai et al.,
2017; Hadian et al., 2018) para la encapsulacion de los AE como, por ejemplo, secado por
pulverizacidn, coacervacion compleja, formacion de ciclodextrinas, entre otras. Sin embargo,
todas requieren un gasto significativo de tiempo y reactivos para su realizacion. El proceso
de encapsulacién por dispersion del polimero fundido es una técnica de bajo costo,
conveniente y relativamente rapida para llevar a cabo este proposito. El uso de temperaturas
mucho mas bajas en comparacién con metodologias como la de secado por pulverizacion,
resulta favorable para evitar la descomposicidn o evaporacion de componentes que presenten
puntos de ebullicion bajos. El tamafio de particula puede ser controlado por medio de un
ajuste de variables como la velocidad de agitacion, el tipo y la cantidad del agente
dispersante, la viscosidad de las fases organica y acuosa y la temperatura (Tice y Gilley,
1985). Los procesos de encapsulacion pueden estar enfocados en una reduccion del tamafio

de particula de los materiales de partida al impartir una forma especifica al material, asi como
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también en el uso de factores como temperatura, pH, concentracion de los reactivos y la
fuerza i6nica para autoensamblar y auto-organizar las moléculas que haran parte del material
(Augustin y Sanguansri, 2009). Cada metodologia permitir& obtener la morfologia ideal entre

el material encapsulante y los componenente activos (Chau et al., 2007).

2.1.8.3 Factores que afectan la liberacion de los compuestos volatiles.

Los compuestos volatiles presentes en un encapsulado pueden tener una migracion
desde la matriz polimérica al medio externo, en un periodo de tiempo determinado (Saifullah
etal., 2019). Esto se llama “tasa de liberacion”, que puede depender de varios factores como
coeficiente de distribucion del compuesto, procesos de difusion y transferencia de masa, peso
molecular y estructura quimica del compuesto (Yang, 2012; Zuidam y Heinrich, 2012).
Dentro de los principales mecanimos de liberacion de las moléculas desde las capsulas se
encuentra el proceso de difusion, cuando las moléculas se mueven desde un medio de mayor
concentracion hacia uno de menor concentracion (Vishwakarma et al., 2016). En la Figura
11 se puede observar esquematicamente como es el proceso de difusion de algunas moléculas

en un medio encapsulante.

Figura 11
Proceso de difusion en moléculas encapsuladas. Tomado y adaptado de: Vishwakarma et

al. (2016).
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Las moléculas grandes se
difunden lentamente a través de
polimero

Pared del
polimero

Las moléculas pequefias de los
AE se difunden rapido a través
de la pared del polimero

2.2 Marco de antecedentes

Usando la base de datos Scopus se llevé a cabo una busqueda y anélisis de los reportes
bibliograficos que han aparecido en la literatura cientifica en los ultimos veinte afios. Se
usaron las palabras clave: Cymbopogon martinii, C. winterianus, Lippia origanoides y
actividad repelente; se obtuvo un total de 30 registros distribuidos para cada especie de la
siguiente forma: C. martinii (5); C. winterianus (17) y L. origanoides (8) (Figura 12). Las
areas de investigacion, donde se registra un mayor nimero de publicaciones sobre la
evaluacion del efecto repelente de los AE de C. martinii, C. winterianus y L. origanoides
indistintamente del artropodo empleado son las ciencias agricolas y biolégicas y medicina

(Figura 13).

Figura 12

Numero de publicaciones sobre el efecto repelente de C. winterianus, C. martinii y L.

origanoides. Fuente: Scopus (Elseiver). Periodo de observacion: 2003-2023. Fecha de
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consulta: 24 de febrero del 2023. Ecuacion de basqueda: TITLE-ABS-KEY (“Nombre de

cada especie and repellent activity”)

12
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Figura 13

Areas de investigacion donde se ha estudiado el uso de las especies C. winterianus, C.
martinii y L. origanoides para evaluar su actividad repelente. Fuente: Scopus (Elseiver).
Periodo de observacion: 2003-2023. Fecha de consulta: 24 de febrero del 2022. Ecuacion

de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Nombre de cada especie and repellent activity”)
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En una segunda busqueda bibliografica se incluyeron nuevamente las palabras-clave:
Cymbopogon martinii, C. winterianus, Lippia origanoides, actividad repelente y Lasioderma
serricorne. Solo se encontraron tres reportes para la especie C. martinii enmarcadas en las
areas de las ciencias agricolas, biologicas y mediambientales. Para las otras especies bajo
estudio no se encontraron publicaciones con los criterios de busqueda mostrados, en esta base

de datos (Scopus).

Los siguientes son los principales trabajos sobre la actividad repelente de los AE de
C. martinii, C. winterianus y Lippia origanoides, su fraccionamiento y evaluacién de

procesos de encapsulacion.

Ramadan et al. (2020) estudiaron el efecto repelente de algunos terpenoides [R-(+)-
pulegona, carvacrol, geraniol], DEET (N,N-Dietil-3-metilbenzamida) y una mezcla de acidos
grasos de cadena corta (Cs-Cio) sobre L. serricorne y Rhyzopertha dominica. Para la

concentracion mas baja (6,25 pg/cm?), los porcentajes de repelencia mas altos se obtuvieron
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con carvacrol (56x14 %) y la mezcla de &cidos grasos (76+7,4 %) sobre L. serricorne. Para
el caso de R. dominica los mayores porcentajes de repelencia con la concentracion mas baja
aplicada se obtuvieron con carvacrol (88+7,3 %) y el DEET (76£8,1 %). Con geraniol se
obtuvieron porcentajes de repelencia > 70% para ambas especies de insectos, usando la
concentracion de 12,5 pg/cm?. Zhou et al. (2018) determinaron porcentajes de repelencia
similares al exponer adultos de L. serricorne al AE de Artemisia lavandulaefolia (Familia
Compositae) a 2 h (82+15 %) y 4 h (92+6 %). Los compuestos mayoritarios identificados en
el AE fueron camazuleno (40,4%), 1,8-cineol (16,0%), (E)-p-cariofileno (11,5%) y B-
farneseno (5,3%). La medicion del porcentaje de repelencia de los compuestos individuales
mostré una mayor actividad repelente para el 1,8-cineol (4612 %) y el camazuleno (26+21
%) para la concentracion mas baja de 0,13 nL/cm?. El porcentaje de repelencia para (E)-p-
cariofileno fue en general baja (< 60%) para todas las concentraciones aplicadas.

Wau et al. (2015), obtuvieron para los compuestos oxigenados alcanfor (17,6%) y eucaliptol
(15,1%) en el AE de Alpinia kwangsiensis (Familia Zingiberaceae) valores altos de toxicidad
por contacto (11,3 pg/g de adulto 15,6 pg/g de adulto) y fumigante (2,9 y 5,1 pg/L de aire),
respectivamente. Sin embargo, estos resultados no se observaron con los hidrocarburos
monoterpénicos a-pineno (11,2%) y B-pineno (10,5%), también presentes en el aceite

estudiado.

La actividad fumigante y la toxicidad por contacto han sido atribuidas por Wang et
al. (2015) a la presencia de hidrocarburos sesquiterpénicos. En su investigacion, los autores
analizaron por GC/MS la composicion quimica del AE de Zanthoxylum dissitum, en las hojas
identificaron compuestos mayoritarios &-cadinol (12.8%), (E)-p-cariofileno (12.7%), B-

cubebeno (7.9%), 4-terpineol (7.5%), germacren D-4-ol (5.7%), t-muurolol (4.5%), cubenol
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(4,3%) v, en las raices, detectaron, principalmente, el epdxido de humuleno 11 (29.4%), 6xido
de cariofileno (24.0%), cubenol (4.1%), estragol (3,9%) y linalol (3,8%). La actividad
fumigante frente a L. serricorne, para la menor concentracion del AE (2%), fue més alta en
las hojas (10+£10) en comparacién con las raices (0). El ensayo de toxicidad por contacto
presentd los valores mas altos (33,3+15,3, hojas y 100+0, raices) para la concentracion mas

alta (50%) del AE.

Devi et al. (2019) evaluaron el efecto repelente del AE de C. martinii contra T.
castaneum y encontraron un porcentaje de repelencia del 92%, para la concentracion de 1,41
uL/cm?. A su vez, este AE fue evaluado por Devi et al. (2020) contra el artrépodo Sitophilus
oryzae (L.) y, aunque presento el efecto fumigante mas pequefio en comparacion con el del
AE de C. flexuosus y C. winterianus, el ensayo de toxicidad por contacto mostré alta
toxicidad al aplicar una dosis de 2,6 pL/cm?, después de 24 h de exposicion. En ambas
investigaciones, se identificaron por GC/MS componentes mayoritarios en el AE de C.
martinii, geraniol y acetato de geranilo, neral (Devi et al., 2019) y linalool (Devi et al., 2020).
Estos compuestos se identificaron en otra investigacion (Lima et al., 2013) para evaluar el
efecto insecticida de C. martinii sobre termitas (Nasutitermes corniger) y se reporto un valor

significativo de LDso de 1.43 g de aceite/mg de insecto, después de 48 h de exposicion.

Jeyasankar et al. (2016) llevaron a cabo un estudio de repelencia en los AE obtenidos
a partir de Corymbia critriodora, Cymbopogon nardus, Syzygium aromaticum L., Gaultheria
procumbens L. y C. citratus sobre T. castaneum Herbst. Los autores reportaron repelencias
del 63% al trabajar con la concentracion mas alta (20 pL/mL). De igual forma, la actividad

larvicida contra el insecto increment6 a medida que el tiempo de exposicion paso de 24 h a
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96 h. Liciardello et al. (2013) reportaron el uso del AE de citronela para la elaboracién de
empaques para almacenar alimentos con el fin de generar un efecto repelente sobre T.
castaneum. Evidenciaron valores de repelencia significativos en el rango de concentracion
de 0,0005 a 0,02 pL/cm?. Dentro de los compuestos, extraidos por la técnica de head space
SPME-multiple, se encontraron citronelol, geraniol y sus acetatos, citronelal y eugenol. La
actividad repelente también se evidencié en un aceite comercial de citronela, para la
concentracion de 0,2 g/m? sobre tableros de carton cubiertos con latex de arcilla. La
infestacion con T. castaneum se redujo hasta en un 50% y hasta por 16 semanas. Materiales
hechos a base de carton se emplean usualmente para el almacenamiento de cereales, confites
y alimentos para mascotas (Wong et al., 2005). La actividad repelente de L. serricorne, sin
embargo, fue baja en comparacion con la de T. castaneum. Wu et al. (2015) encontraron que,
el AE de Liriope muscari tenia un alto porcentaje de repelencia (84 + 7%) sobre T.
castaneum, para la concentracion mas baja (3,15 nL/cm?). Sin embargo, este resultado solo
alcanzé un porcentaje de repelencia de 18 + 8 %,al usarlo sobre L. serricorne, bajo las mismas
condiciones, mostando que T. castaneum tiene una mayor suceptibilidad al AE que la
segunda especie en estudio. En la concentracion mas baja (0,13 nL/cm?), la actividad
repelente se logré medir solo para T. castaneum (72+8%), ya que para L. serricorne aunque
se reportd un valor pequefio (8£21 %), el error asociado a la medida fue muy alto, por lo que

no se pudo dar una conclusién definitiva sobre el ensayo bajo estas condiciones.

La actividad repelente contra T. castaneum del AE de L. origanoides ha sido
reportada por Caballero et al. (2012). En su investigacion, los autores evaluaron los AE de
las especies C. martinii, C. flexuosus y L. origanoides. Todos los AE evaluados contra el

artropodo fueron mas efectivos como repelentes en comparacion con el repelente comercial
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IR3s35 [etil 3-(N-acetil-N-butilamino) propionato]. Los AE presentaron una baja toxicidad,
mostrando menos del 20% en letalidad a una concentracién maxima probada de 1,2 pL/cm?.
La especie C. martinii (46 £10%, 2 h y 35+ 7%, 4h) exhibi6é un efecto repelente mayor en
comparacion con las especies C. flexuosus (20 £9%, 2 hy 25 +10%, 4h) y L. origanoides (19
+7%, 2 h'y 22 +4%, 4 h), al evaluar la concentracion del AE mas baja (0.00002 pL/cm?). El
estudio reporta que no hubo diferencias estadisticamente significativas al comparar los

tratamientos hechosa2 hy 4 h.

Nerio et al. (2009), determinaron la actividad repelente de los AE de C. citratus,
Eucalyptus citriodora, L. origanoides, L. alba, Cananga odorata, Tagetes lucida,
Rosmarinus officinalis contra los insectos adultos de Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera). EI método empleado para este fin fue el reportado por Tapondjou et al. (2005).
La mayor parte de los AE tuvo actividad repelente excepto el de L. alba. El término RDSsq,
que corresponde a la dosis que repele el 50% de las larvas, fue de 0,031 pL/cm?, el valor més
bajo entre las siete especies estudiadas. L. origanoides fue el aceite con la actividad repelente
maés alta debido a la presencia de timol. El repelente comercial IR3s35 que se empled como

control positivo fue menos efectivo que los AE estudiados en el trabajo mencionado.

El efecto repelente fue evaluado en fracciones de los AE obtenidas por destilacion
fraccionada al vacio, la cual permite enriquecer los compuestos presentes en los AE. Duran
(2015) fraccion6 los AE de C. nardus y L. origanoides y obtuvo dos y cuatro fracciones,
respectivamente, evalud el efecto repelente de los AE y las fracciones obtenidas sobre T.
castaneum. Duran (2015) obtuvo el porcentaje de repelencia de los AE y fracciones mayores

que el repelente comercial IR3s35, @ 2 h 'y 4 h de exposicion, a T. castaneum, a una
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concentracion de 0,2 puL/cm?. El proceso de fraccionamiento se llevd a cabo a una presion de
10 Torr. La rectificacion permitié obtener composiciones quimicas reproducibles, bajo los

diferentes parametros experimentales.

En otras investigaciones realizadas en el CENIVAM, enfocadas en la destilacion
fraccionada al vacio, Padilla y Rincdn (2015) fraccionaron el AE de L. origanoides, paraello,
emplearon una columna de teflon de 30 platos tedricos. Partiendo de 10 g del AE y
empleando una presion de 8 Torr, obtuvieron tres fracciones. Identificaron en las fracciones
1y 2, componentes tipo monoterpeno como p-cimeno, y-terpineno y el B-mirceno con los
puntos de ebullicion més bajos. ElI componente carvacrol se enriquecio en la fraccion de
fondo (62% en peso), obtenida a una presion de 10 Torr. Para el AE, quimiotipo carvacrol,
se enriqueci6 en carvacrol solo la fraccion de fondo y la mayor concentracion fue de 62%

p/p, a una presion de 10 Torr.

Ramirez (2016) reporto la obtencidn de cuatro fracciones del AE de C. martinii, logro
enriquecer la mezcla con geraniol de un 77%, en el AE crudo,a un 98,13%, en la fraccion de
fondo. Cabe resaltar, que previo a este proceso, el autor mediante un proceso de hidrélisis
transformo el acetato de geranilo a geraniol, empleando como catalizador el Ca (OH).. La

presion utilizada en el proceso de fraccionamiento fue de 4 Torr.

La especie C. nardus, también, ha sido parte de estudios de fraccionamiento por
Morales y Solano (2017), quienes obtuvieron dos fracciones de destilado y una fraccion de
fondo. El compuesto citronelal se logré enriquecer un 19,4% a un 40,7%, en la fraccion F1,;
los autores concluyeron que debido a la similitud de composicién en las fracciones F1 y F2,

fue posible homogeneizarlas. Aungue no reportaron diferencias estadisticamente



60
EFECTO REPELENTE DE ACEITES ESENCIALES Y FRACCIONES

significativas para las dos presiones empleadas (6 Torry 10 Torr), para la presion de 10 Torr
se evidencio una mayor temperatura en la fraccion de fondo que podria generar reacciones
de oxidacion y polimerizacién en algunos compuestos presentes en el AE, por lo que

recomendaron emplear la presién de 6 Torr, para el fraccionamiento del AE de esta especie.

Varios autores (Perini et al., 2017; Silvestre et al.,2016) indicaron que no existian
diferencias en hacer una recoleccion en el tope o en el fondo de la torre de destilacién y hacer
recoleccién de fracciones en diferentes etapas, empleando presiones de 10 kPa, en especies
como C. sinensis y C. deliciosa. Los autores no reportaron cambios en la composicion
quimica de partida de los AE crudos por degradacion térmica o debido a la luz. El proceso
de destilacion permitio incrementar hasta 25 veces la concentracion de limoneno presente en
el AE de partida. Por medio de anélisis GC/MS se determiné como componente mayoritario
limoneno, en C. sinensis, y limoneno y y- terpineno, en C. deliciosa. Para este ultimo, las
temperaturas de ebullicion fueron en el rango de 80-90 °C. Los componentes sabineno y o—
pineno se identificaron en el destilado (C. sinensis). La metodologia permitié hacer una
separacion de los componentes volatiles, mayoritariamente de tipo monoterpeno, de los
compuestos presentes en el fondo de la columna, entre ellos, alcoholes, aldehidos y cetonas.
La destilacion fraccionada al vacio también se usé empleando diferentes rangos de
temperatura en el balon de destilacion. Silvestre et al. (2019) describieron el uso de cuatro
temperaturas diferentes (70, 90, 115y 125 °C) para el fraccionamiento del AE de Rosmarinus
officinialis y una presion de 10 kPa; se identificaron como componentes mayoritarios
a-pineno y 1,8-cineol. Los componentes mas volatiles, a-pineno y canfeno, se separaron
rapidamente y en grandes cantidades en el tope de la columna en el primer rango de

temperaturas (75-80 °C). Compuestos oxigenados, menos volatiles, como verbenona,
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borneol, linalol y geraniol permanecieron en la fraccion de fondo. En la destilacion por etapas
realizada en tres lapsos de 30 min cada una, después de 90 min de destilacion se logré obtener
un 90,37% de hidrocarburos monoterpénicos entre los que se encontraron [-pineno,

sabineno, B-mirceno, limoneno y p-cimeno.

A continuacidn se discuten los reportes sobre encapsulamiento de AE. Yeguerman et
al. (2020) obtuvieron inicialmente los AE de menta (Mentha piperita L.), palmarrosa [C.
martinii (Roxb.) Wats], geranio (Geranium maculatum L.), lavanda (Lavandula angustifolia
Mill.) y romero (Rosmarinus officinalis L.). Los AE de menta y palmarrosa tenian los LCso
mas bajos (31.43 y 25.41 ng/ecm?, respectivamente) frente a la cucaracha alemana (Blatella
germanica L.). La encapsulacion de estos dos AE con poli(etilenglicol) permitié que sus
componentes mayoritarios se detectaron despues de tres dias de posformulacion. El
componente mayoritario del AE de menta fue mentol, aunque, después de este tiempo, los a-
y B-pinenos y limoneno no se detectaron. Los compuestos isopulegol y eugenol no se
detectaron, después de los siete dias de posformulacion. Los componentes mayoritarios del
AE de palmarrosa (linalol, B-citronelol, geraniol, acetato de geranilo y cariofileno) se
detectaron a los tres y sietes dias de formulacion. Después del proceso de nanoencapsulacion
con PEG, el efecto repelente generado por el AE de menta se triplicé al pasar de 12 ha 36 h,
mientras que para el AE de palmarrosa este mismo efecto se duplicé al pasar de 36 ha 72 h.
Citronelol y acetato de linalilo, también, se detectaron en los AE nanoencapsulados con PEG,
obtenidos de bergamota (Citrus reticulata) y geranio (Geranium sp.), respectivamente, hasta
después de 48 semanas de almacenamiento (Werdin et al., 2015). Los porcentajes de
mortalidad en insectos adultos de B. germanica fueron significativos para los AE de

bergamota y geranio, en la concentracion de los AE de 0.25 mg/cm?, hasta por 14 dias de
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almacenamiento. Los AE de ambas especies nanoencapsulados de ambas especies tuvieron
porcentajes de mortalidad de hasta el 85%, en el primer estadio de B. germéanica, mientras
que para los insectos adultos este valor fue tan solo del 50%, al completar el afio de

seguimiento.

Werdin et al. (2016) reportaron que la nanoencapsulacion de los AE obtenidos de C.
bergamia y Geranio maculatum, permitié aumentar la repelencia contra hembras adultas de
B. germénica L. en comparacion con los AE sin encapsular. El efecto repelente para el AE
de bergamota nanoencapsulado se extendié hasta 72 h, mientras que el de geranio se mantuvo
hasta el final del ensayo (144 h). En un estudio posterior, Werdin et al. (2017) emplearon
diferentes materiales poliméricos como quitosan y poli(etilenglicol) para encapsular los AE
de C. bergamia y G. maculatum y evaluaron la eficiencia de encapsulacion en cada uno de
ellos. Encontraron una mayor eficiencia en el caso del PEG (68% y 77%) y eficiencias
menores para el quitosan (22 y 38%). Los AE encapsulados presentaron un alto potencial

larvicida contra la especie Culex. pipiens por tener LCso menores de 100 ppm (Pavela, 2015).

El efecto insecticida de C. bergamia y G. maculatum también ha sido evaluado por
Werdin et al. (2014) contra otras especies de artropodos como Rhyzopertha dominica y T.
castaneum. ElI AE de bergamota nanoencapsulado presenté el mayor porcentaje de
mortalidad contra T. castaneum, aunque los LCso fueron menores comparados con los del
AE crudo. En el AE de geranio nanoencapsulado se identificaron citronelol (35,27%),
geraniol (54,99%) y el acetato de linalilo en el AE de bergamota (86,95%), después de 24
semanas de aplicacion. Se tuvieron porcentajes de mortalidad del 100%, después de 24 h de

exposicion, efecto que no se evidencio para los AE nanoencapsulados, incluso después de 72
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h de encapsulacion, lo que confirm6 que este proceso disminuyd la volatilizacion de los
monoterpenoides. Los autores concluyeron que el proceso de nanoencapsulamiento con PEG
permitio incrementar el tiempo con el cual los compuestos presentes en los AE y el polimero
como tal, pueden tener un efecto téxico por contacto con T. castaneum, comparado con los

AE libres, no encapsulados.

Yang et al. (2009) utilizaron el PEG para evaluar el efecto insecticida del AE de ajo
(Allium sativum L.) contra T. castaneum Herbst. La mayor eficiencia de carga del AE fueron
10 mL del AE por cada 100 g de PEG, registrando una eficiencia de carga del 80,46 * 4,94%.
El componente mayoritario del ajo, trisulfuro de dialilo, mantuvo una concentracion
constante, después del proceso de nanoencapsulacion, evaluado al mes cero (39.83+1.24%)
y al mes cinco (37.40 £ 0.59%). Aunque la mortalidad del insecto decrecié con el tiempo de
almacenado del producto alimenticio, el proceso de nanoencapsulamiento permitio prolongar
el efecto insecticida del AE contra T. castaneum en comparacion con el del AE puro, cuya
eficacia disminuyo con el tiempo. Esto muestra como a través del nanoencapsulamiento se
logra una liberacion lenta y persistente de los componentes activos, hasta alcanzar el mes

cinco.

Otros estudios se han encaminado en determinar los posibles dafios que podrian sufrir
las plantas al estar en contacto con AE nanoencapsulados. Campolo et al. (2017) mostraron
que los AE de céscaras de frutos citricos como limén, mandarina o naranja,
nanoencapsulados con PEG, no generaron dafios significativos sobre plantas de tomate tipo
cereza (cv. Shiren), después de 14 dias de aplicacién. Usando GC/MS, se identifico el

limoneno como compuesto mayoritario. Los AE nanoencapsulados permitieron obtener un
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mayor control sobre la plaga en estudio (Tuta absoluta) en donde menos del 50% de los

huevos expuestos al AE naoencapsulado de naranja dulce llegaron a etapa adulta.

Sobre la estabilidad de los AE encapsulados con PEG, Durdn (2015) reporto la
encapsulacion del AE y fracciones de la especie L. origanoides, empleando PEG 6000 como
material encapsulante y, registré una eficiencia de encapsulacion del 60%. La estabilidad con
el tiempo de los compuestos volatiles se monitoreo por la técnica S-HS, acoplada a GC/MS.
El proceso de encapsulacion permitié una liberacién controlada de componentes mayoritarios
como timol, carvacrol, y-terpineno, p-cimeno y cariofileno, por al menos durante 20 dias, a
una temperatura de 40 °C. El AE de L. origanoides sometido a evaporacion a 25 °C y 40 °C,
se monitoreo durante 30 dias. Duran (2015) observé que la volatilizacion de los compuestos
de menor peso molecular se produjo mas rapidamente a temperaturas mayores (40 °C). Sin
embargo, despues del dia 30, el area cromatogréafica total en cuentas de los compuestos
volatiles permanecio constante. En este punto estaban presentes solo los compuestos con
menor volatilidad, lo que afirma la idea de que encapsular los AE puede permitir mantener

por mayor tiempo los componentes volatiles de los AE, con actividad repelente.

SPME ha sido utilizada para el analisis de compuestos volatiles encapsulados.
Baranauskiene et al. (2006) emplearon esta técnica para el andlisis del AE de orégano
encapsulado de (Origanum vulgare L.) y los extractos aromaticos de citronella (Cymbopogon
nardus) y mejorana dulce (Majorana hortensis L.), encapsulados por el método secado por
pulverizacién. Los encapsulados se prepararon con leche desnatada en polvo y concentrado
de proteina de suero. Para la extraccion utilizaron diferentes fibras recubiertas con

poli(dimetilsiloxano) (PDMS, 100 um), poli(dimetilsiloxano)-divinilbenceno (PDMS-DVB,
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65 um) y poli(acrilato) (PA, 85, um). Con la fibra PDMS (de caracteristicas apolares) se
aislaron compuestos volatiles en el AE de orégano, entre ellos a-pineno, o-terpineno,
terpinoleno, y-terpineno. Sin embargo, los compuestos méas polares como timol y el carvacrol
se aislaron mejor con la fibra de PA, de mayor polaridad. La extraccién por SPME de
compuestos volatiles encapsulados con PEG presentes en los AE de las especies bajo estudio

no ha sido reportada aun.
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3. Metodologia

3.1 Reactivos

Para el desarrollo del trabajo de investigacion se utilizaron los siguientes reactivos y
sustancias patron: acetato de geranilo (98%), (E)-p-cariofileno (98,5%), p-cimeno (99%) 1,8-
cineol (99%), citronelal (90%), citronelol (95%), eugenol (99%), (2E,6Z)-farnesol (96%), a-
felandreno (98%), geranial (95%), geraniol (98%), a-humuleno (96%), linalol (97%),
limoneno (97%), 6-Metil-hept-5-en-2-ona (98%), B-mirceno (94%), nerol (97%), (Z)-nerolidol
(96%), 1-oct-en-3-0l (98%), 6xido de cariofileno (95%), a-pineno (98%), a-terpineno (97%),
terpinen-4-ol (95%), obtenidos de Sigma-Aldrich (SA, St. Louis, MO, EE.UU.). Sulfato de
sodio anhidro (>99.1%), adquirido en Mallinckrodt Baker Inc. (J. T Baker. Phillisburg, NJ,
EE. UU.). Diclorometano, grado GC/FID/ECD, obtenido en Supelco (Bellefonte, EE.UU.),
acetona grado reactivo (J.T.Baker). La mezcla de n-alcanos Cs-Css y el n-tetradecano, fueron
adquiridos en AccuStandard, Inc. (New Haven, CT, EE. UU.). Helio, nitrogeno y aire
(99,995%), fueron obtenidos de Messer (Bucaramanga, Colombia). Papel filtro cuantitativo,
se adquirié de Munktell Ahlstrom (Helsinki, Finlandia). Fibora PDMS/DVB 65 pm, fue

adquirida de Supelco (St. Louis, MO, EE.UU.).

3.2 Material vegetal

El material vegetal de Cymbopogon cf winterianus Jowitt ex Bor y C. martinii fue
recolectado en el municipio de Barbosa, Santander, Colombia ( 05° 55' 57 N, 73° 37' 16”
W, 977 m.s.n.m). Para el proceso de destilacidn se utilizaron solo hojas frescas de la especie,
antes de su floracion. La identificacion taxonémica para C. winterianus se llevé a cabo en el

herbario de la Universidad Nacional de Colombia con nlimero de voucher 587116. El
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material vegetal de L. origanoides fue recolectado en el complejo agroindustrial piloto
CENIVAM (UIS, Bucaramanga, Colombia). EI nimero de voucher emitido por el herbario

de la Universidad Industrial de Santander fue 22036.

3.2.1 Destilacién por arrastre con vapor

Para la obtencion de los AE se utilizé un equipo de destilacion por arrastre con vapor,
que consta de un alambique con capacidad de 0,1 m®y un vaso Florentino. El vapor se generd
en una caldera de 6 BHP (Boiler horsepower) con suministro de gas natural (Tecnik LTDA.
® Bogota, D.C., Colombia) a una presion de 5,4 atm y un flujo de vapor de 0,6 L/min. El
equipo fue operado por 1 h 15 min con una densidad de carga de material vegetal de 113

kg/m?. Los AE se secaron con sulfato de sodio anhidro.

3.3 Microdestilacién a presion reducida

El proceso de destilacion fraccionada se realizo en un microdestilador al vacio B/R
instrument (B/R Instrument Corporation, Easton, MD, EE.UU.) que consiste de una columna
de vidrio (20 cm de alto, 7 cm d.i.), provista en su parte interna de una columna de teflén de
50 platos teoricos. La base de la columa se conect6 a un rehervidor de 25 mL, al cual se
adicionaron 15 g del AE. EI calentamiento del sistema se llevd a cabo por medio de una
plancha de calentamiento con capacidad hasta 350 °C. El fraccionamiento se realizd a
diferentes presiones dependiente de la especie. Las temperaturas en el fondo y en el tope de
la columna se midieron por medio de unas termocuplas ubicadas en estos puntos. El bafio de
enfriamiento se mantuvo a una temperatura de 2 °C. La recoleccion de la primera fraccion
comenz6 cuando la temperatura del tope (T2) tuvo una desviacion estandar por debajo del

2,5% con respecto a un total de cuatro temperaturas. Esta se consider6 como la temperatura
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de equilibrio. Cuando la temperatura sobrepasd esta desviacion estandar, se finalizo el
proceso de recoleccidn de la fraccion. Se recolectaron dos fracciones de tope: fraccion 1 (F1),
fraccion 2 (F2) y una fraccion de fondo (FF) para los AE de C. winterianus y L. origanoides.

Una fraccion 3 (F3) fue recolectada en el fraccionamiento del AE de C. martinii

3.4 Anélisis cromatogréficos
3.4.1 Determinacion de figuras analiticas de mérito por GC/FID

Las figuras analiticas de mérito i.e., repetibilidad, linealidad, sensibilidad, el nivel
minimo de deteccion (LOD) y el nivel minimo de cuantificacion (LOQ) se determinaron a

partir de los tiempos de retencion y areas cromatogréaficas de las sustancias de referencia.

3.4.2 Evaluacion de repetibilidad del método, para tiempos de retencion y areas

Para determinar la repetibilidad y la reproducibilidad del método se emplearon las
Ecuaciones 3-5, tomando como referencia los coeficientes de variacion (CV, %) de los

tiempos de retencion (tr) y de las areas cromatograficas de cada compuesto.

n
1
X = —Z Xi Ecuacién 1
=
1 n
S= |—— ZIXi — X|? Ecuacion 2
n—1 4
i=1
S .,
CV,% =-=%x100 Ecuacion 3
X
Donde:

X = Promedio de datos:
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X; = Datos;

n = Ndmero de datos;

S = Desviacion estandar;

Ccv = Coeficiente de variacion.

3.4.3 Determinacion de la linealidad y la sensibilidad del método

La linealidad y la sensibilidad del método GC/FID se determinaron a partir de las
curvas de calibracion de las sustancias de referencia. El coeficiente de determinacion (R?) de
la curva de calibracidn se utilizé como indicador de linealidad. La sensibilidad se determiné
con base en la pendiente de la recta con un nivel de confianza de 95%. La Ecuacién 6
representa una recta ajustada, donde A es la pendiente y B es la ordenada de origen. Los

valores de A y B se determinaron, segin Miller y Miller (2000).

y=Ax+B Ecuacion 4
A=y +Bx Ecuacion 5
B = Qy _ LiZ:(Xi — X)(Xi —-y) Ecuacion 6
Qxx Zirrzll(xi - X)Z
Donde:
X = Concentracion de cada patron;
X = Promedio de concentraciones;
Vi = Respuesta en cada punto;
y = Promedio de respuesta de patrones.

3.4.4 Determinacion de limites de deteccion y cuantificacion
Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) se determinaron, segun Shrisvastava

y Gupta (2015), usando las Ecuaciones 7 y 8, respectivamente.
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LOD = 3% Ecuaciéon 7
Sy/x Ecuacién 8
LOQ = 10?

3.4.5 Identificacién por GC/MS de los compuestos presentes en los AE de C. martinii, C.
winterianus y L. origanoides.

Los AE y sus fracciones se analizaron en un cromatografo de gases GC 6890 Plus
(Agilent Technologies, AT, Palo Alto, CA, EE. UU.), equipado con un detector selectivo de
masas MSD 5973 Network, con ionizacion con electrones (El, 70 eV). Se utilizo helio como
gas de arrastre, con presion de entrada en la cabeza de la columna de 113.5 kPa, y una
velocidad volumétrica de flujo constante de 1 mL/min. EI modo de inyeccion fue split (1:30)

y la temperatura del inyector se mantuvo a 250 °C.

La separacion de componentes se realizd en dos columnas capilares, una con fase
estacionaria (f.e.) polar de poli(etilenglicol), PEG, (DB-WAX, J&W Scientific, Folsom, CA,
EE. UU.) de 60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 pm (dy) y, otra, con una fase estacionaria (f.e.)
apolar de 5%-fenil-poli(metilsiloxano), 5%-Ph-PDMS, (DB-5MS, J&W Scientific, Folsom,
CA, EE. UU.) con dimensiones iguales que la columna apolar. En la columna apolar (DB-
5MS), la temperatura del horno cromatografico se programé desde 45 °C (5 min) a 150 °C
(2 min) a 4 °C/min, luego, hasta 300 °C (10 min), a 5 °C/min. La programacion del horno en
la columna polar (DB-WAX), empez6 desde 50 °C (5 min) hasta 150 °C (7 min), a 4 °C/min,
y luego, hasta 230 °C (50 min), a 4 °C/min. Las temperaturas de la cAmara de ionizacién y
del cuadrupolo fueron de 250 °C y 150 °C, respectivamente. El rango de masas fue de 45-

450 uma, con velocidad de adquisicién de 3.58 scan/s. Los datos se procesaron con el
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software MSDChemStation G1701DA (AT, Palo Alto, CA, EE. UU.). La identificacion
tentativa de los compuestos se realiz6 por comparacion de sus indices de retencion lineales
(IRL) y sus espectros de masas con los reportados en bases de datos (Adams, NIST y Wiley)

y literatura cientifica (Babushok et al.,2011).

Los IRL se calcularon por medio de la siguiente ecuacion:

IRL = 100 * n + 100  {Rx="Rn) Ecuacion 9.

tRN—tRn
Donde:

n= NUmero de atomos de carbono del hidrocarburo lineal, que eluye antes del compuesto de

interés.

N= Numero de atomos de carbono del hidrocarburo lineal, que eluye después del compuesto

de interés.

trx= Tiempo de retencion del compuesto de interés.

trn= Tiempo de retencion hidrocarburo lineal, que eluye después del compuesto de intereés.
trn= Tiempo de retencion hidrocarburo lineal, que eluye después del compuesto de interés.

3.4.6 Cuantificacion por GC/FID de los compuestos identificados en los AE de C.

martinii, C. winterianus y L. origanoides.

Los AE y las fracciones se inyectaron en un puerto de inyeccién de un cromatégrafo
GC 6890 Plus (AT, Palo Alto, CA, EE.UU) equipado con un detector de ionizacion en llama
(FID) en modo split 1:30. La separacion de los compuestos se realizd en una columna capilar

DB-5MS (60 m x 0.25 mm x 0.25 pm) recubierta con 5%-fenil-poli(metilsiloxano). La
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temperatura del horno fue programada desde 45 ° (5 min) hasta 150 °C (2 min) a 4 °C/min,

luego hasta 250 °C (5 min) a 5° C/min y hasta 275 °C (10 °C/min).

La cuantificacion de los compuestos mayoritarios se realizd por medio de la
metodologia de estandarizacion externa. Para ello se emplearon patrones de referencia

certificados.

3.4.7 Analisis de la fraccion por HS-SPME-GC/FID de los AE de C. martinii, C.

winterianus, L. origanoides y sus encapsulados.

Las fracciones volatiles de los AE de C. winterianus, C. martinii, Lippia origanoides
y sus encapsulados fueron monitoreadas por medio de la técnica de microextraccion en fase
solida en espacio de cabeza (HS-SPME) acoplada a un sistema GC/FID. Las mediciones se
realizaron 0, 3, 7, 15, 30, 60 y 90 dias después de su encapsulamiento. La extraccion de los
compuestos volatiles se realizd por HS-SPME siguiendo la metodologia descrita por
Stashenko, et al. (2007) con algunas modificaciones. Para ello, se empled una fibra de
polidimetilsiloxano-divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 um Supelco, EE.UU). De cada AE,
encapsulado y sin encapsular, se pesaron 20 mg en un vial de 4 mL y se equilibro la muestra
por 10 mina 34 °C. La fibra fue expuesta a los compuestos volatiles de las muestras descritas,
por 30 min. Para la cuantificacién se utilizaron 2 mg del estandar interno (n-tetradecano), el
cual se acondiciono bajo las mismas condiciones de la muestra y se expuso a la fibra por un
tiempo de 3 min. Los compuestos se desorbieron en el puerto de inyeccion por 10 min a una

temperatura de 250 °C.
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3.5 Especimenes de L. serricorne

Especimenes de L. serrricorne se colectaron en el Centro de Investigacion
CENIVAM. El cultivo de insectos se mantuvo en el mismo Centro de investigacion y la
identificacion taxdnomica se realizé en el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) (Véase
Apéndice A). Para su cultivo se utilizaron recipientes de vidrio y plastico cubiertos con malla
para su ventilacion, almacenados a temperatura ambiente, 25°C; %h.r. 60-70% Yy expuestos
a fotoperiodos de 10:14 h luz:oscuridad (LU y Liu., 2016). Los insectos de L. serricorne
fueron alimentados con una mezcla de harina y cebada. Se utilizaron insectos adultos con
edad aproximadamente de 7 dias. Cabe resaltar que el proceso de colecta de L. serricorne, el
mantenimiento del cultivo experimental y los ensayos que se describiran a continuacion,
tienen el aval del Comité de Etica de Investigacion Cientifica (CEINCI) (Véase Apéndice

B).

3.5.1 Ensayo del area de preferencia

Los ensayos de repelencia se realizaron segun la metodologia propuesta por
Tapondou;j et al., 2005 con algunas modificaciones. Para ello se utilizaron cajas Petri (d.i. 9
cm). Se prepararon diferentes concentraciones de AE (0.4, 0.2 y 0.02 puL.cm™) disuelto en
acetona utilizada como control, vehiculo. 350 uL de la solucion del AE o de la fraccion se
adicionaron a la mitad de un papel filtro. El otro segmento del papel filtro se trat6 con el
mismo volumen de acetona. Luego, el disolvente se dejo secar por 10 min, se adicionaron 20
insectos adultos en el centro del papel filtro y se sell6 la caja Petri. (90 mm d.i.). Después de
2 h'y 4 h se registro el nimero de insectos presentes en cada mitad del papel filtro. Cada

ensayo se realizd por quintuplicado. El porcentaje de repelencia se reportd6 como el valor
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medio + el error estandar (X £ SD). Por medio del software Statgraphics Centurion XVI se
realiz6 una prueba t para muestras pareadas entre cada concentracion en los dos tiempos de
medicion. Se asumi6 como hip6tesis nula (Ho) que las medias de los porcentajes de repelencia
entre 2 h'y 4 h fuera igual que cero (p> 0,05) y como hipotesis alterna (Hi) que las medias
para estos valores fueran diferentes de cero (p < 0,05). El porcentaje de repelencia se calculd
mediante la Ecuacion 10:

Repelencia % = [(Nc-Nt) / (Nc + Nt)] * 100 Ecuacion 10.
Donde:
Nc: namero de insectos presentes en el control.

Nt: numero de insectos presentes en el area tratada.

Se utilizé como control positivo un repelente comercial cuyo principio activo es
IR3s35 (15% p/p) a una concentracion de 0,8 pul/cm?. Hubo un control negativo donde solo
se adiciono acetona. Adicionalmente se utilizaron los patrones terpénicos geraniol, citronelal,
citronelol, linalol, limoneno, timol y carvacrol para determinar el porcentaje de repelencia
bajo las mismas condiciones. En el Apéndice C. se muestran el cultivo experimental y el

ensayo de repelencia para la FF de C. martinii.

3.6 Encapsulacion de aceites esenciales

La encapsulacién de los AE de C. winterianus, C. martinii y L. origanoides se realizé
teniendo en cuenta la metodologia de Werdin et al. (2014) con algunas modificaciones. 0,2
g de poli(etilenglicol) (PEG 6000) se fundieron a 55 °C y luego se adicionaron, bajo agitacion

constante, 20 mg del AE (10%, p/p). El encapsulado se agit6 por un tiempo de 2 min y
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posteriormente se almaceno en un congelador por 15 min. Las muestras se homogeneizaron,
triturandolas répidamente en el recipiente por medio de una espatula metalica y se
almacenaron a temperatura ambiente. La preparacion de los encapsulados se realizd por

triplicado.

Las fracciones volatiles de los AE de C. winterianus, C. martinii, L. origanoides y
sus encapsulados fueron monitoreadas en diferentes dias de almacenamiento por medio de la
técnica de microextraccion en fase sélida en espacio de cabeza (HS-SPME) acoplada a un
sistema de GC/FID que se describe en la seccion 4.5.3,. De cada AE, encapsulado y sin
encapsular, se pesaron 20 mg y 100 mg respectivamente en un vial de 4 mL y se equilibro
térmicamente la muestra por 10 min a 34 °C. La fibra fue expuesta a los compuestos volatiles
de las muestras descritas, por 30 min. Para la cuantificacion se utilizaron 2 mg del estandar
interno (n-tetradecano), el cual se acondiciono bajo las mismas condiciones de la muestra y
se expuso a la fibra por un tiempo de 3 min. Los compuestos se desorbieron en el puerto de

inyeccion por 10 min a una temperatura de 250 °C.

Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizd el software Statgraphics
Centurion XVI. Se implemento un analisis de varianza multifactorial fijando como factores
exprimentales los dias de almacenamiento del encapsulado y la clasificacion de cada
compuesto por familias. Como variable dependiente se escogié la sumatoria de las areas
relativas Ai/Aists de cada uno de los compuestos presentes en los AE encapsulados. Por medio
de los estadisticos F y p calculados en el andlisis de varianza (Anova) multifactorial, se
determind la incidencia estadistica que tuvé cada factor en el proceso. Para cada factor

significativo se realiz6 una prueba de multiples rangos con el fin de determinar si existen



76
EFECTO REPELENTE DE ACEITES ESENCIALES Y FRACCIONES

diferencias estadisticamente significativas entre los valores medios obtenidos con un nivel
del 95,0% de confianza. EIl procedimiento de diferencia signficativa de Fisher (LSD)
discrimina entre las medias con un riesgo del 5,0% al decir que cada par de medias es

significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.

4. Resultados

4.1 Cuantificacion por GC/FID de algunos compuestos identificados en los AE de C.

winterianus, C. martinii y L. origanoides.

En la Figura 14 se presenta el perfil cromatografico de los 18 compuestos terpénicos
inyectados en un sistema cromatografico GC/FID. Posteriormente se calcularon los tr
promedio y las areas cromatograficas de los compuestos terpénicos con el fin de determinar
la repetibilidad del método cromatografico (Tabla 4). Los parametros utilizados para la

determinacion de las figuras de mérito se muestran en la Tabla 5.

Figura 14
Perfil cromatografico, obtenido por GC/FID, de compuestos terpénicos patron. Columna
DB-5MS (60 m), split 1:30. A. Mezcla 1; B. Mezcla 2. Véase la identificacion de los picos en

la Tabla 4.
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Tabla 4

min

Repetibilidad de tiempos de retencion (tr) y de areas cromatograficas de compuestos

terpenicos patron, analizados por GC/FID. Columna DB-5MS (60 m), split 1:30.

N° NUmero de oV Area+ SD. oy
Fig. Compuesto mezcla tr + SD, min® %’ o
14 o GC/FID /o
1  «-Pineno 190 £ 0.1 0.2 4190 + 67 1.6
3 B-Mirceno 214 = 0.1 0.2 3020 + 47 1.6
5  Limoneno 23.1 =+ 0.1 0.2 4140 + 62 15
6  y-Terpineno Mezcla A 243 = 0.1 0.3 4390 + 64 15
7  Linalol 259 = 0.1 0.3 3540 + 47 1.3
9  Citronelol 30.7 + 0.1 0.3 3290 + 37 1.1
11 Geraniol 31.7 + 0.1 0.4 4200 + 45 1.1
15 (E)-p-Cariofileno 383 + 0.1 0.2 4670 + 42 0.9
18 (2E-,6Z-)-Farnesol 46.4 + 0.1 0.2 4600 + 24 0.5
10  Nerol 308 + 0.1 0.3 4000 + 123 3.1
8  Citronelal 279 + 0.1 0.3 3600 + 116 3.2
2  Sabineno 20.7 £ 0.1 0.3 3200 + 120 3.7
4  p-Cimeno Mezcla B 229 + 0.1 0.3 4000 + 140 3.4
12 Timol 331 + 0.1 0.3 4300 + 125 2.9
13 Carvacrol 336 + 0.1 0.4 4368 + 124 2.8
14  Acetato de geranilo 36.3 + 0.1 0.3 3500 + 109 3.1
16  a-Humuleno 394 + 0.1 0.2 4600 + 134 2.9
17  Oxido de cariofileno 433 + 0.1 0.2 3800 + 102 2.7

Nota: # Promedio + desviacion estandar (n = 3), material de referencia (7800 ppm).
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b CV: Coeficiente de variacion.
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Tabla s

Linealidad y sensibilidad determinadas por GC/FID, para sustancias patron de terpenos

Compuesto” Formula 290 Eciacione R? Se B + tSg° mafkal

mg/kg LOD LOQ
13-260  y = 0.518654905x+0.632455296  0.9992 3 0519 * 0.004

1 a-Pineno CioHis 370-2090 y = 0.660206646x-26.92533756  0.9905 15 066 + 001 10 30
2930-  y=0.692445162x-458.1485111  0.9981 121 0.692 + 0.007
10-450  y = 0.649032603x-6.278687321  0.9923 5 0.65 + 0.01

2 Sabineno CioHis 740-2090 y = 0.642122515x-73.09758601  0.9907 24 064 + 001 45 150
2660-  y=0.526145075x+773.7038723  0.9954 143 0.526 + 0.008
13-260  y=0.480157481x+0.554104515 0.9939 2 0480 * 0.004

3 B-Mirceno CioHis 370-2370 y=0.597484593x-23.34858374  0.9901 16 060 * 001 10 30
2930-  y=0.589764044x-290.267492  0.9978 118 0.590 + 0.007
_ 85-740  y=0,655622219x+11,11241102  0.9839 10 065 * 0.02

4 p-Cimeno CoHuO 930 y=0,785538096x-215,2054402  0.9969 150 0785 + 0009 0 20
10-70  y = 0.615370539x+0.858374656  0.9954 1 061 * 001

5 Limoneno CioHis 260-2090 y = 0.753007012x-19.77841654  0.9934 13 075 + 001 5 20
2930-  y=0.784524381x-469.4518153  0.9984 125 0.784 + 0.007
10-70  y = 0.598137888x+2.102415535 0.9959 0.58 060 * 0.01

6 y-Terpineno CioH16 260-2090 Yy =0.840713494x-18.91392941  0.9938 14 0.84 = 0.01 5 20
2932-  y=0.792688322x+21.56524781  0.9914 297 079 * 001
10-70  y = 0.615370539x+0.858374656  0.9955 0.47 061 * 001

7 Linalol CioHisO  115-2000 y=0.78074139x-14.41113323  0.9963 10 0781 + 0009 5 20
2930-  y=0.843567612x-704.4126175  0.9959 222 0.84 + 001
10-70  y=0.499705611x+1.064814402 0.9930 0.9 050 * 0.01

8 Citronelal CioHisO  260-1510 y = 0.79314596x+7.881737091  0.9965 14 079 + 001 5 20
2660-  y=0.477856886x+499.4219168  0.9940 158 0478 + 0.009
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Tabla 5. Continuacién
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10-70  y=0.568282585x-0.036744263  0.9950 0.4 057 = 0.01

9 Citronelol CioH00  115-2090 y=0.730392651x-17.11242409  0.9955 11 0.730 +* 0.009 5 20
2930-  y=0.808250186x-693.2891933  0.9979 159 0.808 * 0.009
10-100 y=10.666806485x+0.806244335 0.9962 0.6 0.67 = 0.01

10 Nerol CioH1sO  115-1500 y=0.465479523x+25.74637314 0.9958 8 0.465 + 0.008 5 20
2660-  y=0.695106956x+732.4082808 0.9933 243 069 = 0.01
10-70  y=0.585864626x-0.224679838  0.9918 0.7 058 * 0.01

11 Geraniol Ci10H150 115-2090 Yy =0.777610596-22.53942945 0.9955 12 0.78 = 0.01 5 20
2932-  y=10.846099203x-666.8742244  0.9981 156 0.846 * 0.009
10-70  y=0.832488126x+1.615938882 0.9951 0.9 0.83 * 0.02

12 Timol CioH14O  115-1500 y=0.661382643x+30.01676513 0.9965 11 0.66 *= 0.01 5 20
2660-  y=0.831558258x+839.9778723 0.9952 234 0.83 * 0.01
5-115  y=0.897169251x-2.244974869  0.9945 1 090 = 0.01

13 Carvacrol CioH140  260-2090 vy = 0.44089504x-39.42438427 0.9937 23 066 = 0.02 10 30
2660-  y=0.807733875x+785.6481643 0.9938 271 0.81 %= 0.01
30-370  y=0.856256131x-7.703211966  0.9906 4 0.86 + 0.02

14 Acetato de geranilo C1oH200,  740-2660 y = 0.943276819x-148.3315995  0.9937 33 094 £ 0.02 40 120
2930- y = 0.696758679x-12.74081987  0.9945 180 0.70 = 0.01
10-70  y=0.716722792x+1.269032958  0.9931 0.7 072 += 0.01

15 (E)-B-Cariofileno CisHz4 115-2090 y=0.867898976x-10.03138859  0.9965 11 0.868 + 0.009 10 20
2930-  y=10.90013009%-409.6573595 0.9974 196 090 = 0.01
10-70  y=0.87275215x+1.46845365 0.9980 0.6 0.87 += 0.01

16 a-Humuleno CisHz4 115-1500 y=0.625073888x+35.53629045 0.9956 11 047 = 0.01 5 10
2930-  y=0.882285691x+0.348083047  0.9958 218 066 = 0.01
30-260 y=0.870467866x-7.665481939  0.9958 2 0.87 + 0.01

17 Oxido de cariofileno CisH24O  370-2660 y=0.936781157x-99.66879431  0.9952 26 094 = 0.01 20 50
2930- y=0.720992222x-100.1231165 0.9957 164 0.72 = 0.01
10-260  y=0.696193862x-2.658106064  0.9934 1 070 += 0.01

18 (2E-,6Z-)-Farnesol CisHzsO  370-2370 y=0.85072858%-53.58873175 0.9881 23 0.84 = 0.01 20 70
2930-  y=0.881174822x-678.6753725  0.9976 196 0.88 + 0.01
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Nota: *Las sustancias de referencia se pesaron (300 mg) y se disolvieron en diclorometano (1 mL). 2 Curvas de calibracion realizadas por el método de estandar externo. ® B:
Pendiente; t: Coeficiente de Student para un nivel de confianza del 95%. Sg: desviacion estandar de la pendiente.
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4.2 Caracterizacion quimica por GC/MS de los AE de Cymbopogon winterianus, C.

martinii y L. origanoides obtenido por destilacion por arrastre con vapor.

4.1.1 Cymbopogon winterianus

En el AE de Cymbopogon winterianus, cuya composicion quimica se detalla en la
Tabla 6, se identificaron 34 compuestos con areas relativas mayores del 0,05% y que
correspondieron al 97,4% del area cromatogréfica total. Se identificaron monoterpenos
oxigenados (68,2%), sesquiterpenos oxigenados (14,9%), hidrocarburos sesquiterpénicos
(11,8%), terpenos fenolicos (1,81), hidrocarburos monoterpénicos (0,61%) y compuestos
oxigenados no terpenicos (0,07%). Los componentes mayoritarios fueron geraniol (29,9%),
citronelol (19,5%), citronelal (15,4%), Germacren D-4-ol (5,9%), elemol (5,6%) y
germacreno D (4,6%). En las Figuras 15 y 16 se muestran los perfiles cromatograficos del
aceite esencial por GC/MS en columna apolar y polar respectivamente y en la Figura 17 se
muestra el perfil cromatografico obtenido por GC/FID. Estos compuestos se identificaron en
otras investigaciones En la investigacion realizada por Devi et al. (2021) identificaron en el
AE de C. winterianus como compuestos mayoritarios citronelal (42,47%), limoneno
(10,86%), geraniol (9,44%) y citronelol (6,25%). En este mismo estudio reportaron que el
AE de C. winterianus mostro una alta capacidad antifingica sobre una cepa de Sclerotium
oryzae con un valor de 1Cso de 0,413 £ 0,013 comparado con lo obtenido por C. flexuosus
(0,420£0,05) y C. martinii (1,994£0,02) en donde se identificaron como compuestos

mayoritarios citral (22,94%) y geraniol (43,8%) respectivamente.
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Figura 15
Perfil cromatografico obtenido por GC/MS (full scan) del AE de C. winterianus. Columna
DB-5MS (60 m), inyeccion split 1:30, MSD (EI, 70 eV). Véase la identificacion de los picos

en la Tabla 6.
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Figura 16
Perfil cromatogréafico obtenido por GC/MS (full scan) del AE de C. winterianus. Columna
DB-WAX (60 m), inyeccion split 1:30, MSD (EI, 70 eV). Véase la identificacion de los picos

en la Tabla 6.
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Figura 17.
Perfil cromatografico obtenido por GC/FID del AE de C. winterianus. Columna DB-5MS

(60 m), inyeccion split 1:30. Véase la identificacion de los picos en la Tabla 6.
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Tabla 6

Cantidad relativa (%) de los componentes del AE de Cymbopogon winterianus obtenido por destilacién por arrastre con vapor.

INDICES DE RETENCION

) ) Area relativa,
N° de pico  tg, min LINEALES

0,
Fig.15  DB-5Mg Compuesto Tipo  DB-5MS DB-WAX ((3::?0?/?3[)),
Exp. Lit. Exp. Lit. N=3
1 19,36 Limoneno®"® HM 1032 1030[2] 1199 1198[2] 0,61 + 0,004
2 22,24 Linalol &P¢ MO 1101 1099[2] 1546 1543[2] 0,24 + 0,003
3 24,37 Citronelal #>° MO 1155 1153[2] 1482 1475[2] 15,44 + 0,087
4 24,71 Isopulegol ¢ MO 1164 1167[1] 1578 1570[6] 0,08 + 0,001
5 26,40 Decanal *° CO 1208 1205[2] - 1496[2] 0,07 + 0,001
6 27,19 Citronelol 20¢ MO 1230 1228[2] 1764 1764[2] 19,45 + 0,106
7 27,63 Neral MO 1242 1242[2] 1683 1679[2] 0,24 + 0,001
8 28,11 Geraniol #>¢ MO 1255 1255[2] 1849 1839[2] 29,85 + 0,159
9 28,69 Geranial "¢ MO 1271 1270[2] 1731 1725[2] 0,42 + 0,020
10 31,32 p-mentano-1,8-diol &° MO 1344 - 2182 - 0,13 + 0,002
11 31,41 Acetato de citronelilo P MO 1347 1352[2] 1661 1657[2] 2,63 + 0,017
12 31,69 Eugenol ¢ TF 1355 1358[2] 2160 2163[2] 1,81 + 0,009
13 32,44 Acetato de geranilo "¢ MO 1376 1380[2] 1753 1751]2] 2,36 % 0,017
14 33,10 B-Elemeno HS 1394 1390[2] 1596 1591[2] 1,75 + 0,022
15 34,38 (E)-B-Cariofileno "¢ HS 1430 1431[3] 1607 1599[2] 0,24 + 0,002
16 35,68 a-Humuleno ¢ HS 1466 1462[3] 1678 1667[2] 0,28 + 0,004
17 35,89 g)—Muurola—4(14),5—dieno HS 1472 1465[1] 1723 1643[2] 0,18 + 0,012
18 36,18 Dauca 1,8-dieno ®° HS 1480 1471[1] 1666 - 0,10 + 0,003
19 36,27 y-Muroleno ®° HS 1483 1476[2] 1696 1690[2] 0,31 + 0,004
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Tabla 6. Continuacion

20 36,57 Germacreno D #P° HS 1491  1484[1] 1717 1708[2] 4,52 % 0,039
epi-
21 36,95 bliacicloses.quifelandrenoa"b HS 1502  1498[4] - 1633[10] 0,33 = 0,004
22 37,06 a-Muuroleno #° HS 1505 1498[2] 1728 1723[2] 0,63 % 0,005
23 37,58 y-Cadineno 2P HS 1522 1513[2] 1696 . 0,66 + 0,007
24 37,69 5-Cadineno P HS 1525  1523[2] - 1756[2] 2,51 + 0,017
25 38,69 Elemol &P SO 1557 1548[2] 2098 2078[2] 5,56 + 0,076
26 39,63 Germacren D-4-ol &P SO 1587 1578[5] 2054 2057[2] 5,86 + 0,190
27 40,48 Dihidrofarnesal SO 1616 1620[2] - - 0,49 + 0,185
28 41,20 y-Eudesmol #° HS 1643 1651[2] - 2176[2] 0,27 £ 0,007
29 41,45 epi-a-Cadinol P SO 1652 1642[7] 2172 2170[2] 0,47 =+ 0,008
30 41,51 7-Muurolol &P SO 1654 1654[8] 2188 - 0,59 =+ 0,004
31 41,57 3-Cadinol 2° SO 1656 1646[1] 2200 - 0,17 * 0,003
32 41,84 7-Cadinol &P SO 1666 1652[8] 2171 2170[1] 1,36 * 0,009
33 41,90 a-Eudesmol &P SO 1668 1669[9] 2224 2223[2] 0,22 + 0,002
34 43,22 (2E,62)-Farnesol 2° SO 1718 1713[2] 2353 2341[2] 0,17 + 0,004
Hidocarburo
monoterpénico HM 0,61 + 0,004
Monoterpeno oxigenado MO 68,2 £ 0,21
Hidrocarburo
sesquiterpénico HS 11,8 + 0,051
Sesquiterpeno oxigenado SO 149 * 0,28
Compuesto oxigenado no
terpénico CO 0,07 + 0,001
Terpeno fendlico TF 1,81 + 0,009
Total 97,37

Nota: ? Identificacion tentativa basada en los tiempos de retencidn(tr) y los indices de retencion lineales (IRL) en
columna apolar (DB-5MS) y columna polar (DB-WAX).
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b |dentificacion tentativa basada en los espectros de masas (MS; ionizacion electrénica, 70 eV, coincidencia > 90 %,
estudio del patron de fragmentacion y comparacion con los espectros de las bases de datos Adams (2004) [1],
Babushok et al. [2], Baranauskiene et al. (2003) [3], Meccia et al. (2000) [4]; Morteza y Saeedi (2005) [5], Shimoda
et al. (1993) [6], Silva et al. (2010)[7], Mardarowicz et al. (2004)[8], Saroglou et al. (2006) [9]. Galindo et al. (2002)
[10]

¢ Identificacion confirmatoria basada en los compuestos estandar: limoneno (IRLpg-sms=1035 , IRLpg-wax=1203),
linalol (|RLDB.5Ms=1102 , IRL DB-WAX=1552), citronelal (|RL DB-SMS=1155, IRL DB.WAX=1486), iSOpU'GgO' (|RLDB.
5Ms=1155, |RLDB.WA><=1584), citronelol (|RLDB.5Ms=1230, |RLDB.WA)(=1769), geraniol (|RLDB.5Ms=1255, IRL peg-
WAx=1855), geranial (|RLDB.5|\/|S=1271, |RLDB.WA)(=1735), eugenol (|RL pe-sms=1361 , IRL DB-WAX=2167), acetato de
geranilo (|RL DB-5MS=1378, IRL DB-WAX=1759), (E)-B-cariofileno (|RLDB.5Ms=1435, |RLDB.WA)(=1612), o-Humuleno
(96%, IRLpg-sms= 1471, IRLpg-wax= 1684), (2E,62)-Farnesol (|RLDB.5MSZ:|.718, |RLDB.WA)(=2362), comparaci()n de
los espectros de masas (MS; impacto de electrones, 70 eV, > 95% coincidencia) y tiempo de retencion.

Parametros de integracion: Columna apolar, anchura de pico (0,065), initial threshold (15), Componentes
integrados: 34.
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4.1.2 Cymbopogon martinii

En el AE de Cymbopogon martinii, cuya composicion quimica se detalla en la Tabla
7, se identificaron 31 compuestos con areas relativas mayores del 0,04% y que
correspondieron al 100% del area cromatogréfica total. Se identificaron monoterpenos
oxigenados (96,2%), hidrocarburos monoterpénicos (1,55%), hidrocarburos sesquiterpénicos
(1,21%), sesquiterpenos oxigenados (0,69%), compuestos oxigenados no terpénicos (0,04%)
y otros compuestos (0,33%). Los componentes mayoritarios fueron geraniol (78,4%), acetato
de geranilo (12,9%), linalol (2,0%), geranial (1,28%) y (E)-B-ocimeno (1,03%). En las
Figuras 18 y 19 se muestran los perfiles cromatograficos del aceite esencial en columna
apolar y polar respectivamente y en la Figura 20 se muestra el perfil cromatografico obtenido

por GC/FID.

Figura 18
Perfil cromatografico obtenido por GC/MS (full scan) del AE de C. martinii. Columna DB-
5MS (60 m), inyeccion split 1:30, MSD (EI, 70 eV). Véase la identificacion de los picos en

la Tabla 7.
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Abundancia
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Figura 19
Perfil cromatografico obtenido por GC/MS (full scan) del AE de C. martinii. Columna DB-
WAX (60 m), inyeccion split 1:30, MSD (EI, 70 eV). Véase la identificacion de los picos en

la Tabla 7.
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Tabla 7

Cantidad relativa (%) de los componentes del AE de Cymbopogon martinii obtenido por destilacion por arrastre con vapor.

_ tr, INDICES DE RETENCION
N° de picoen  min LINEALES Area relativa
; DB- Compuesto Tipo % GC/FID
Fig. 18 DB-5MS DB-WAX '
g 5MS (Valor £ S) n=3

Exp. Lit. Exp. Lit.

1 17,91 6-Metil-hept-5-en-2-ona*®* CO 986 986[2] 1337 1337[2] 0,04 + 0,0004
2 18,07 P-Mirceno ¢ HM 989 989[2] 1162 1161[2] 0,20 + 0,006
3 19,86 Limoneno ¢ HM 1031 1030[2] 1199 1198[2] 0,09 + 0,002
4 20,06 (Z)-B-Ocimeno®” HM 1036 1038[2] 1234 1235[2] 0,24 + 0,002
5 20,51 (E)-B-Ocimeno®® HM 1047 1048[2] 1251 1250[2] 1,03 + 0,006
6 22,74 Linalol**® MO 1101 1099[2] 1546 1543[2] 2,00 £ 0,007
7 27,59 Nerol®P* MO 1226 1229[2] 1799 1795[2] 0,20 + 0,001
8 28,09 Neral*® MO 1240 1242[2] 1683 1679[2] 0,31 + 0,001
9 28,80 Geraniol®"* MO 1260 1255[2] 1852 1839[2] 78,35 + 0,006
10 29,23 Geranial®® MO 1271 1270[2] 1731 1725[2] 1,28 + 0,03
11 30,18 Formiato de geranilo®” MO 1298 1303[2] 1704 1697[2] 0,09 = 0,001
12 31,46 Compuesto N.I.( Vedse

Apéndice D. 1332 - 1761 - 0,21 + 0,004
13 33,08 Acetato de geranilo®** MO 1377 1380[2] 1755 1751[2] 12,88 + 0,021
14 33,71 p-Elemeno®” HS 1394 1390[2] 1596 1591[2] ND
15 34,99 (E)-B-Cariofileno®** HS 1429 1431[3] 1607 1599[2] 0,80 + 0,002
16 36,27 a-Humuleno®** HS 1466 1462[3] 1678 1667[2] 0,07 + 0,002
17 37,21 a-Selineno*® HS 1492 1498[1] 1700 1703[9] 0,05 + 0,001
18 37,42 p-Selineno*® HS 1498 1489[1] - 1717[2] ND
19 37,49 Valenceno®” HS 1500 1492[2] 1725 1729[2] 0,05 + 0,001

20 38,41 7-epi-a-Selineno® HS 1530 1526[8] 1769 1764[2] ND
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Tabla 7. Continuacion

21 38,74 (Z)-Nerolidol*® SO 1540 1544[2] - 2007[2] ND

22 39,13 Compuesto N.I.( Vease
Apéndice E) 1553 - 1447 1446[2] 0,11 + 0,003

23 39,17 Butanoato de geranilo®” MO 1555 1563[2] 1894 1879[2] 0,19 + 0,002

24 39,41 (E)-Nerolidol®® SO 1562 1561[2] 2039 2036[2] 0,10 + 0,001

25 40,36 Oxido de cariofileno®" HS 1593 1596[3] 1989 1986[2] 0,24 + 0,001

26 40,63 Isovalerato de geranilo®® MO 1602 1599[2] - 1904[2] ND

27 41,16 Epoxido de humuleno 113° SO 1622 1615[4] 2045 2047[2] ND

28 43,67 (2Z,6E)-Farnesol®** SO 1716 1723[2] 2354 2357[2] 0,59 + 0,004

29 44,44 (E)-Hexanoato de geranilo®® MO 1747 1755[5] 2088 2075[6] 0,71 + 0,003

30 46,43 (2Z-6E)-Acetato de farnesilo®® MO 1831 1822[1] 2261 2259[2] 0,09 + 0,004

31 48,85 Caprilato de geranilo*® MO 1943 1953[7] 2287 - 0,08 + 0,002
Hidrocarburo monoterpénico 1,55 = 0,01
Hidrocarburo sesquiterpénico 1,21 = 0,003
Sesquiterpeno oxigenado 0,69 £ 0,004
Compuestos oxigenados no terpénicos 0,04 £ 0,0004
Otros 0,33 = 0,01
Total 100

Nota: ? Identificacion tentativa basada en los tiempos de retencidn(tR) y los indices de retencion lineales (IRL) en
columna apolar (DB-5MS) y columna polar (DB-WAX).
® |dentificacion tentativa basada en los espectros de masas (MS; ionizacion electrénica, 70 eV, coincidencia > 90 %,
estudio del patron de fragmentacién y comparacion con los espectros de las bases de datos Adams (2004) [1],
Babushok et al. (2003) [2], Baranauskiene et al. (2003) [3], Chalchat et al. (2010) [4], Shellie et al. (2005)[5],
Werkhoff et al. (1998) [6], Andriamaharavo (2014) [7], Radulovic et al. (2010) [8], Gancel et al. (2003)[9].
¢ Identificaciéon confirmatoria basada en los compuestos estandar: 6-Metil-hept-5-en-2-ona (IRLpg-sms=985, IRLps-
WAX=1340), B—miceno (|RLDB.5MS=989, |RLDB.W/.\X=1165), limoneno (|RLDB.5MS=1035 , |RLDB.WAX=1203), linalol
(|RLDB_5MS= 1102 , IRL DB—WAX=1552), nerol (|RLDB.5MS=1230, |RLDB.WAX=1806), geraniol (|R|_ DB—5MS=1255, IRL pg-
WAx=1855), geranial (|RLDB.5|\/|5:1271, |RLDB.W/.\X=1735), acetato de geranilo (|RL DB—5MS=1378, IRL DB—WAX=1759),
(E)-B-cariofileno (IRLpg-sms=1435, IRLpg-wax=1612), a-Humuleno (IRL pesus= 1471, IRLpswax= 1684), (2)-
nerolidol (|RLDB.5|\/|s:1534, |RLDB.WAX=2261), 6xido de cariofileno (|RLDB.5MS=1598, |RLDB.WAX=1996), (2E,62)-
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Farnesol (IRLpg-sms=1718, IRLps-wax=2362), comparacion de los espectros de masas (MS; impacto de electrones, 70
eV, > 95% coincidencia) y tiempo de retencion.

Parametros de integracion: Columna apolar, anchura de pico (0,065), initial threshold (15), Componentes
integrados: 31

93
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4.1.3 Lippia origanoides

En el AE de Lippia origanoides, cuya composicion quimica se detalla en la Tabla 8
se identificaron 59 compuestos con areas relativas mayores del 0,05% Yy que correspondieron
al 96% del area cromatografica total. Se identificaron terpenos fendlicos (58,3%),
hidrocarburos monoterpénicos (15,7%), monoterpenos oxigenados (11,1%), hidrocarburos
sesquiterpénicos (9,8%), sesquiterpenos oxigenados (1,4%) y compuestos oxigenados no
terpénicos (0,06%). Los componentes mayoritarios fueron timol (48,1%), carvacrol (10,2%),
p-cimeno (8,8%), (E)-B-cariofileno (4,1%), timol metil éter (2,8%), acetato de timol (2,5%)
y B-mirceno (2,4%). En las Figuras 21 y 22 se muestran los perfiles cromatograficos del
aceite esencial en columna apolar y polar respectivamente y en la Figura 23 se muestra el

perfil cromatogréafico obtenido por GC/FID.

Figura 21

Perfil cromatogréafico obtenido por GC/MS (full scan) del AE de L. origanoides. Columna
DB-5MS (60 m), inyeccion split 1:30, MSD (EI, 70 eV). Véase la identificacion de los picos

en la Tabla 8.
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Figura 22

Perfil cromatogréafico obtenido por GC/MS (full scan) del AE de L. origanoides. Columna
DB-WAX (60 m), inyeccion split 1:30, MSD (EI, 70 eV). Véase la identificacion de los picos

en la Tabla 8.



96
EFECTO REPELENTE DE ACEITES ESENCIALES Y FRACCIONES

Abundancia 25
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Figura 23
Perfil cromatografico obtenido por GC/FID del AE de L. origanoides. Columna DB-5MS (60

m), inyeccién split 1:30. Véase la identificacion de los picos en la Tabla 8.
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Tabla 8

98

Cantidad relativa (%) de los componentes del AE de L. origanoides obtenido por destilacion por arrastre con vapor.

tr, INDICES DE RETENCION
N° de pico r[1)1|i3n_ LINEALES Area relativa, %
Fig. 21 EMS Compuesto Tipo DB-5MS DB-WAX g/i/lgzys) s
Exp. Lit Exp. Lit
1 15,3  a-Tujeno HM 926  928[2] 1025 1027[2] 0,511 * 0,001
2 15,65 a-Pineno®®* HM 934  936[2] 1021 1025[2] 0,232 + 0,001
3 16,41 Canfeno®>® HM 951  950[2] 1065 1069[2] 0,139 + 0,001
4 17,64 p-Pineno®” HM 979  979[2] 1108 1110[2] 0,0913 # 0,0002
5 17,66 1-Oct-en-3-ol*>¢ CO 980  980[2] 1449  1444[2] 0,0649 + 0,0002
6 18,07 PB-Mirceno*" HM 989  989[2] 1162 1161[2] 2,376 * 0,003
7 18,86 a-Felandreno*"* HM 1008  1004[2] - 1168[2] 0,067 + 0,001
8 18,97 &-3-Careno®” HM 1010 1011[2] 1149 1147[2] 0,108 * 0,001
9 19,32 a-Terpineno®®* HM 1019 1017[2] 1179 1178[2] 0,777 + 0,002
10 19,71 p-Cimeno"* HM 1028 1025[2] 1270 1270[2] 8,81 # 0,01
11 19,86 Limoneno*"* HM 1032 1026[2] 1199 1198[2] 0,328 + 0,002
12 20,01 1,8-Cineol®>® MO 1035 1032[2] 1212 1211[2] 0,605 * 0,002
13 20,51 (E)-B-Ocimeno®® HM 1047 1048[2] - 1250[2] 0,0714 + 0,0005
14 21,07 y-Terpineno* HM 1060 1060[2] 1246 1245[2] 1,923 + 0,004
15 21,60 Hidrato de (Z)-sabineno®” MO 1073 1067[2] - 1460[2] 0,188 + 0,002
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Tabla 8. Continuacion.
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

34
35
36

22,21
22,42
22,73
22,89
25,77
25,85
26,07
26,71
27,78
30,16
30,42
31,92
32,22
32,60
33,00
33,25
34,40
35,03
35,18
35,30
35,67

Terpinoleno*®
p-Cimeneno®?

Linalol®>¢

Hidrato de (E)-sabineno®”
endo-borneol®®
Umbelulona®®
Terpinen-4-ol*°
o-Terpineol®?*

Timol metil eter®®

Timol 2P

Carvacrol*®

Acetato de timilo*®
Eugenol®P*

Acetato de carvacrilo®
Acetato de geranilo®®*
a-Copaeno®?
2,5-Dimetoxi-p-cimeno?®
(E)-B-Cariofileno®"*
Cubeneno®”
(E)-a-Bergamoteno °

Aromadendreno®?

HM
HM
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
TF

TF

MO
TF

MO
MO
HS

HM
HS

HS
HS
HS

1088
1093
1100
1104
1178
1180
1186
1202
1232
1297
1304
1345
1353
1363
1374
1381
1413
1430

1435
1438
1449

1087[2]
1099[2]
1098[2]
1177[3]
1171[2]
1177[2]
1190[2]
1234[2]
1290[2]
1300[2]
1349[1]
1358[2]
1370[1]
1380[2]
1376[2]
1424[1]
1431[3]
1435[2]
1441[2]

1284
1437
1546

1794
1646

1700

1593

2177

2205

1849

1871

1500

1607

1591
1655

1282[2]
1543[2]
1549[2]
1642[2]
1601[2]
1694[2]
1587[2]
2164[2]
2211[2]
1867[2]
2163[2]
1880[2]
1751[2]
1491[2]

1599[2]
1576[2]
1620[2]

N.D.
0,217
1,045
0,149
0,127
0,513
0,705
0,176
2,823
48,06

10,155

2,51

0,079
0,3458
0,1027

0,147

4,12

0,0926
0,362

I+

0,001
0,002
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,002
0,01
0,002
0,01
0,003
0,0004
0,0005
0,002

= + + + + + + + H+ H+ H+ H+ I+

I+

N.D.

I+

0,01
+ 0,0003
+ 0,005

N.D.
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Tabla 8. Continuacion.

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

52
53

54
55
56
57

35,85
36,28
36,43
36,84
37,05
37,43
37,56
37,63
37,83
38,13
38,24
38,38
38,83
38,94
39,03

39,09
39,21

39,43
40,38
41,17
41,53

(E)-p-Farneseno®®
o-Humuleno P
9-epi-(E)-Cariofileno*®
y-Muroleno®"*
Hidroxianisol 3-tert-Butilado®”
B-Selineno®®
Valenceno®?
o-Selineno®®
B-Bisaboleno®”
y-Cadineno?®
3-Cadineno®®
(E)-Calameneno®®
(2)-a-Bisaboleno®”
v-Selineno*®
a-Calacoreno®”

Selin-3,7(11)-dieno
3-(tert-butil)-4-metoxifenil
acetato®”

(E)-Nerolidol®®
Oxido de cariofileno**
Epoxido de humuleno 112°

Cubenol??

HS
HS
HS
HS
TF
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS
HS

HS
MO

SO
HS
HS
SO

1454
1466
1470
1482
1488
1498
1502
1505

1511
1521
1524
1529
1543
1547
1550

1552
1556

1563
1594
1622
1635

1456[2]
1462[3]
1476[4]
1476[2]
1488[1]
1489[1]
1503[2]
1493[2]
1508[2]
1513[2]
1523[2]
1528[2]

1544[1]
1541[2]

1561[2]
1596[3]
1608[1]
1637[2]

1678

1696
2481

1727
1770

1773
1737
1741
1837

1917
1714

2039
1989
2045

1664[2] 0,0996

1667[2]

0,926
0,090

1690[2] 0,3034

1717[2]
1740[2]
1725[2]
1728[2]
1763[2]
1823[2]

1921[2]
1783[2]

2036[2]
1986[2]

3,75
0,297
0,102
0,478
0,605
0,162
0,401
0,089
0,304
0,112
0,162

0,099
1,769

0,748
0,735
0,106

2068[2] 0,1119

+= + + + + += + + + + H+ + H+ I+

I+

+ 1+

+ + +

I+

0,0003
0,004
0,001
0,0003
0,01
0,001
0,001
0,002
0,001
0,002
0,002
0,003
0,004
0,004
0,003

0,004
0,003

0,003
0,001
0,002
0,0005

100
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Tabla 8. Continuacién

58 41,68 Di-epi-1,10-cubenol®® SO 1641 1612[2] 2088 2074[2] 0,395 = 0,001

59 42,40 a-Eudesmol®” SO 1667 1652[2] 2225 2223[2] 0,143 + 0,001
Hidocarburo monoterpénico HM 15,65 + 0,02
Monoterpeno oxigenado MO 11,06 + 0,01
Hidrocarburo sesquiterpenico  HS 9,79 £ 0,01
Sesquiterpeno oxigenado SO 1,398 + 0,004
Terpeno fendlico TF 58,30 = 0,01
Compuesto oxigenado no
terpénico CO 0,0649 + 0,0002
Total 96,25

Nota: ® Identificacion tentativa basada en los tiempos de retencidn(tr) y los indices de retencion lineales (IRL) en columna
apolar (DB-5MS) y columna polar (DB-WAX). Identificacion tentativa basada en los espectros de masas (MS, El, 70 eV,
coincidencia > 90%).

b |dentificacion tentativa basada en los espectros de masas (MS; ionizacion electrénica, 70 eV, coincidencia > 90 %, estudio
del patrén de fragmentacion y comparacion con los espectros de las bases de datos Adams (2004) [1], Babushok et al.
(2011)[2], Baranasukiene et al. (2003)[3], Morteza et al. (2004)[4]

¢ Identificacion confirmatoria basada en los compuestos estandar: a-pineno (IRLpg-sms=937, IRLps-wax=1024), camfeno
(|RLDB_5M3=954, |RLDB.WAx=1068), 1-octen-3-ol (|RLDB.5MS= 981, |RLDB.WAX=1068), B—miceno (|RLDB.5MS=989, IRLpg-
wax=1165), a-felandreno (IRLpg-sms=1007, IRLps-wax=1168), a-terpineno (IRLpesms=1020 , IRLps-wax=1184), p-cimeno
(|RLDB_5M3=1028 , |RLDB.WAx=1274), limoneno (|RLDB.5MS=1035 , |RLDB.WAX=1203), 1,8—cineo| (|RLDB.5MS=1034, IRLpg-
WAX=1215), linalol (97%, IRL pesms= 1102 , IRL DB—WAX=1552), terpinen—4—ol (|RLDB.5MS= 1187, |RLDB.WAX=1611), o-
terpineol (|RLDB_5MS=1202, |RLDB.WAX=1704), timol (|RLDB.5MS=1291, |R|_DB.WAX=2185), carvacrol (|RLDB.5MS=1301,
|RLDB_WAx=2214), eugenol (|RLDB.5MS=1360, |RLDB.WAX=2166), acetato de geranilo (|RL DB—5MS=1378, IRL DB—WAX:1759),
(E)—B—cariofileno (98,5%, IRL DB—5MS=1435, IRL DB—WAX:1612), a-Humuleno (96%, IRL pesms= 1471, IRL pewax= 1684),
comparacion de los espectros de masas (MS; impacto de electrones, 70 eV, > 95% coincidencia) y tiempo de retencién.
Parametros de integracion: Columna apolar, anchura de pico (0,065), initial threshold (17), Componentes integrados:
59.
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4.2 Microdestilacion a presion reducida de los AE de C. winterianus, C. martinii y L.

origanoides y cuantificacion por GC/FID.

En el fraccionamiento a presion reducida del AE de C. winterianus y L. origanoides
se obtuvieron tres fracciones: fraccion 1 (F1), fraccion 2 (F2) y fraccion de fondo (FF). Para
el AE de C. martinii se recolect6 adicionalmente la fraccion 3 (F3). En la Tabla 9 se muestra
la presién empleada durante el proceso de fraccionamiento, las temperaturas del tope y del

fondo de la columna en las cuales se recolecté cada fraccion.

Tabla 9

Condiciones de presion y temperatura para el fraccionamiento del aceite esencial de C.

winterianus, C. martinii y L. origanoides.

., o o Presion
Aceite esencial Fraccién T1* (°C) T2°(°C) (Torr)
F1 63-67 122
C. winterianus F2 79-92 124 7
FF - -
F1 55-58 117
C. martinii R 82-81 19 4
F3 93-100 119
FF - -
F1 51-55 109
Lippia origanoides F2 65-71 114 10
FF -

Nota: ‘Temperatura de tope; 2 Temperatura de fondo

En la Tabla 10 se registra el peso de aceite esencial fraccionado, los gramos obtenidos
de cada fraccion y sus respectivos porcentajes en peso. La fraccion de fondo (FF) represento

en los tres AE la mayor proporcion del total fraccionado.
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En el fraccionamiento del AE de C. winterianus, la F1 del destilado, recolectada entre
63-67 °C, se enriquecié de los compuestos con los puntos de ebullicion més bajos de la
mezcla: limoneno (176 °C) y linalol (198 °C). La F2, recolectada entre 79 °C y 92 °C, se
enriquecid principalmente con el monoterpeno oxigenado citronelal con punto de ebullicidn
de 208°C. En FF se identificaron los compuestos de mayor punto de ebullicién: citronelol
(225 °C), geraniol (230 °C), (E)-p-cariofileno (245 °C), a-humuleno (276 °C) y (2E,62)-

farnesol (283 °C).

En el fraccionamiento del AE de C. martinii, la F1 obtenida entre 55 y 58°C, se
enriquecio con los compuestos B-mirceno (167 °C), limoneno (176 °C) y linalol (198 °C).
Los compuestos nerol (224-225 °C), geraniol (224-225 °C) y acetato de geranilo (245 °C)
recolectados también en esta fraccion, no se separaron a pesar de presentar puntos de

ebullicion mayores.

En el fraccionamiento del AE de L. origanoides, la F1 del destilado, recolectada entre
51-55 °C se enriquecio con algunos de los compuestos con los puntos de ebullicion més bajos
de la mezcla: B-mirceno (167 °C) y p-cimeno (176 °C). La F2, recolectada entre 65 °C y 71
°C, se enriquecio con los hidrocarburos monoterpénicos B-mirceno, p-cimeno, limoneno
(175-177 °C) y y-terpineno (182 °C). En la FF se identificaron terpenos fendlicos como timol
(232 °C) y carvacrol (230 °C), hidrocarburos sesquiterpénicos como el (E)-pB-cariofileno (245

°C) y sesquiterpenos oxigenados como el éxido de cariofileno (280 °C).
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Tabla 10
Condiciones de presion y temperatura para el fraccionamiento del aceite esencial de C. winterianus, C. martinii y L. origanoides.

Pérdidas %
0] 0] [0) [0)
Especie W AE,g W Fl,9 % F1 W F2,9 % F2 W F3,9 % F3 W FF,g % FF de AE, g Pérdidas

15,001+0,001 0,556+0,37 3,7+25 1,4+0,3 9,3+25 - - 12,1+0,3 81+17 09+01 6,1+0,9

C. winterianus

C. martinii 3468?1(1)3 * 056+037 37+25  09+07 70%51 23+09 215+106 8118 60 + 13 12+01 8807
Lippia origanoides 3568(1)05 * 023+005 16+04  13+05  7,2+31 123+01  822+094 11404 7,4%24

Nota: W g de aceite esencial y/o fraccion
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Figura 24
Perfil cromatogréfico de las fracciones obtenidas del AE de C. winterianus. A. Fraccion 1;
B. Fraccion 2; C. Fraccién 3. Columna DB-5MS (60 m). Véase la identificacion de los picos

en la Tabla 6.
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Tabla 11

Cuantificacion de los compuestos mayoritarios en el aceite esencial de C. winterianus y las fracciones F1, F2 'y FF.

106

mg/kg mg de compuesto /g de muestra x 10% (%, valor + SD, n=3)
N* de pico, Compuesto Rango, Ecuacion lineal ~ R?
Fig.15 mg/kg LOD LOO AE F1 F2 FF
(63-67 °C) (79-92°C)
1 Limoneno 10-70 y = 0.615x+0.858 0.996 50 20 71 £ 0.1 - - -
260-2090 y=0.753x-19.79  0.993 5 20 84 £ 2
2 Linalol 10-70 y = 0.615x+0.858 0.996 2,7 £ 0,04
115-2090 y =0.781x-14.41 25 = 1
3 Citronelal 260-1510  y=0.793x+7.88  0.997 1420 + 1
2660-22560 y=0.478x+499  0.994 5 20 - 560 + 21 1052 + 61 <LOQ
6 Citronelol 115-2090 y=0.730x-17.11 0.996 5 20 200 £ 1,0 - 239 + 14
8 Geraniol 115-2090 y=0.778-22.54  0.996 5 20 287 £ 2 - 416 + 17
13 Acetato de geranilo 30-370 y = 0.856x-7.70 0.991 40 120 21,2 £+ 0.2 - 26 £ 1
15 (E)-B-Cariofileno  10-70 y=0.717x+1.27  0.993 10 20 <LOQ - <LOQ
16 a-Humuleno 10-70 y =0.873+1.47 0.998 5 10 2,2 £ 0,04 - 2,2 + 0,17
34 (2E,6Z)-Farnesol ~ 10-260 y =0.696x-2.66  0.993 20 70 < LOQ - <LOQ
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Figura 25

107

Perfil cromatografico de las fracciones obtenidas del AE de C. martinii. A. Fraccién 1; B.

Fraccion 2; C. Fraccion 3; D. Fraccion de fondo. Columna DB-5MS (60 m), inyeccion split

1:30, MSD (El, 70 eV). Vease la identificacion de los picos en la Tabla 7.
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Tabla 12

Cuantificacion de los compuestos mayoritarios en el aceite esencial de C. martinii y las fracciones F1, F2, F3y FF.

N° de mg/kg mg de compuesto/g de muestra x 10° (%, valor + SD, n=3)
. Rango . 2
pico, Compuesto Ecuacion R
Fig. 18 mg/kg LO LO AE F1 F2 F3 -
D Q (55-58°C) (82-87°C)  (93-100°C)
2 B-Mirceno 13-260 y = 0.480x+0.554  0.994 10 30 <LOQ 40 = 0,1 - - -
3 Limoneno 10-70 y =0.615x+0.858  0.995 5 20 <LOD 25 + 01 - - -
6 Linalol 10-70 y =0.615x+0.858 0.996 5 20 55 + 0,3 -
115-2090 y=0.781x-14.41  0.996 5 20 21 £ 0,3 275 + 0,2 - -
2930-22560 y =0.844x-704.4  0.996 5 20 432 + 11
9 Geraniol 2932-22560 y=0.846x-666.9  0.998 5 20 780 + 11 416 + 10 793 + 2 825 + 32 807 + 25
13 Acetatode 30-370 y=0856x-770  0.991 40 120 46 + 2
geranilo
740-2660 y=0.943x-1483 0994 40 120 120 + 1 113 £+ 0,1 119 £+ 4 136 = 4
7 Nerol 10-100 y=0.667x+0.806  0.996 5 20 <LOQ 52 £+ 01 44 + 001 29 = 0,2
15 BB 10-70 y=0.717x+127 0993 10 20 7.9 + 0,12 - ; ; <LOQ
Cariofileno
g5 Oxidode 30-260  y=0870x-7.67 0996 20 50  <LOQ ; ; ; <LOD
cariofileno

28 (2E,6Z)-Farnesol 10-260 y = 0.696x-2.66 0993 20 70 < LOQ - - - 128 = 04
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Figura 26

111

Perfil cromatografico de las fracciones obtenidas del AE de L. origanoides. A. Fraccion 1;

B. Fraccion 2 ; C. Fraccion de fondo. Columna DB-5MS (60 m), inyeccion split 1:30, MSD

(El, 70 eV). Véase la identificacion de los picos en la Tabla 8.
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Tabla 13

Cuantificacion de los compuestos mayoritarios en el aceite esencial de L. origanoides y las fracciones F1, F2 y FF.

113

N° de mg/kg mg de compuesto /g de muestra x 10° (%, valor * SD, n=3)
. Rango, - 2
pico, Compuesto ma/kg Ecuacién R LOD LOO AE F1 F2 FF
Fig.21 (51-55 °C) (65-71 °C)
2  o-Pineno 13-260 y =0,519x+0,632 0,999 10 30 57 £ 0.2 <LOD 21,1 + 0,2 -
6  p-Mirceno 370-2370 y =0,597x-23,3 0,990 10 30 - 270 + 30,6 2176 + 2,3 -
10 p-Cimeno 85-740 y =0,656x+11,1 0,984 80 260 <LOD -
2930-22560 y=0,7855x-215,2 0,997 80 260 - 480 + 58,2 9304 + 9,7
11 Limoneno 10-70 y =0,615x+0,858 0,995 5 20 56 £ 0,1 - -
260-2090 y =0,753x-19,8 0,993 5 20 359 £ 0,3
14  y-Terpineno 10-70 y =0,598x+2,10 0,996 5 20 <LOQ - - <LOQ
260-2090 y = 0,841x-18,9 0,994 5 20 373 + 04
18  Linalol 115-2090 y=0,781x-144 0,996 5 20 <LOQ - 176 + 0,2
25 Timol 2660-22560 y=0,8316x+839,9 0,995 5 20 362 £ 7,5 - - 481 + 4,7
26  Carvacrol 260-2090 y = 0,441x-39,4 0,994 10 30 212 + 29 - - 258 + 19
Acetato de
30 geranilo 30-370 y = 0,856x%-7,70 0.991 40 120 < LOD - - < LOD
33 (E)-B-Cariofileno  115-2090 y =0,868x-10,03 0,997 10 20 36,8 + 0,6 - - 465 = 0,3
38 q—HumuIeno 10-70 y = 0,873x+1,47 0,998 5 10 85 + 0,1 - - <LOQ
Oxido de
55 cariofileno 30-260 y = 0,870x-7,67 0,99 20 50 12,3 £ 0,2 - - 138 £+ 0,1
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4.3 Actividad repelente de los aceites esenciales de C. winterianus, C. martinii, L.

origanoides y sus fracciones.

Los mayores porcentajes de repelencia con los patrones terpénicos se obtuvieron con
el citronelal, el geraniol y el citronelol en la concentracion de 0,2 pL/cm?. Al aplicar la pueba
estadistica para datos pareados, solo el limoneno tuvo una disminucion significativa en el

porcentaje de repelencia entre las 2 h'y 4 h de medicién.

Tabla 14

Porcentajes de repelencia sobre L. serricorne después de la exposicion a patrones de

terpenos.
Peso Punto de Log P Concentracion  Repelencia® (%)
Compuesto ebullicién o 2
molecular °C (uL/cm?)
(°C) 2h 4h
X
OH
+ - +
154,25 230 3,56 0,02 20 £ 13 30 = 6
‘ 0,2 70 £ 15 70 x 11
N
Geraniol
0
PN
0,02 20 £+ 5 40 + 22
154,25 200325 0,2 40 + 19 30 + 22

Citronelal
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Tabla 14. Continuacién
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0,02 30 + 12 -70 + 21
156,27 225 3,91 0,2 70 + 13 90 + 11
OH
Citronelol
//// OH
0,02 20 £ 15 -50 + 24
154,25 198 268 0.2 209 32 +15
Linalol
0,02 30+ 9 20 +7
136,23 176 3,22 0,2 30 £+ 6* -20 = 12*
Limoneno
OH
0,02 20 + 14 30 + 21
150,22 238 3,49 0,2 40 + 15 40 + 13
Carvacrol

Tabla 14. Continuacién




116
EFECTO REPELENTE DE ACEITES ESENCIALES Y FRACCIONES

17 42
32 -40

19
29

150,22 233 3,28 0,02 40
OH 02 .40

+ I+

Timol

Nota: * p < 0,05 Se rechaza la hip6tesis nula Ho ** Caballero et al. (2011)

En los ensayos de actividad repelente se obtuvieron diferentes porcentajes de
repelencia en los niveles de concentracion aplicados. En las Tablas 15, 16 y 17 se muestran
los resultados obtenidos para los AE de C. winterianus, C. martinii, L. origanoides y sus
fracciones. En el analisis del AE de C. winterianus y el AE de C. martinii los mayores
porcentajes de repelencia se obtuvieron con las concentraciones mas altas (Tabla 8 y 9). Para
el AE de L. origanoides solo se obtuvieron porcentajes de repelencia positivos para una
concentracion de 0,2 pL/cm? en un tiempo de exposicion de 4 h. Dentro de las fracciones, la
F1 obtenida de C. winterianus tuvo el mayor porcentaje de repelencia, al igual que la F3 en
la especie C. martinii y la F1 en L. origanoides. Al realizar la prueba t para muestras pareadas
se obtuvo una disminucion significativa en el porcentaje de repelencia de la F1. Este resultado
también se evidencio en el analisis del AE de L. origanoides en la concentraicon de 0,2
uL/cm? al observarse un incremento significativo en la variable de estudio en un tiempo de 2

ha4h.
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Tabla 15
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Porcentajes de repelencia sobre L. serricorne después de la exposicién el aceite esencial de

C. winterianus y las fracciones F1, F2 'y FF.

Repelencia, % valor +s, n=5

4h

0,02 uL/cm? 0,2 uL/cm? 0,4 uL/cm? 0,02 pL/cm?

0,2 uL/cm? 0,4 uL/cm?

Muestra 2h
AE CW 30+ 15 40 £ 16 70
F1 14 + 6 60 £ 16 70
F2 50 £+ 15 70 £ 28 90
FF 40 £+ 21 60 £ 28 50
Control positivol 70 + 25

+ + + 1+

22
7*
9

25

30
20
50
-30

+ + + 1+

15
0,0
32
24

30
60
80
80
60

+ + + + +

17
5

22
19
10

80
50
90
70

+ + + 1+

21
11*
15
15

! Concentracion del control positivo = 0.8 pL/cm?
*p < 0,05 Se rechaza la hipotesis nula Ho

Tabla 16

Porcentajes de repelencia sobre L. serricorne después de la exposicion al aceite esencial de

C. martinii y las fracciones F1, F2, F3y FF.

Repelencia, % valor +s, n=5

90
60
80
80
60

+ + + + I+

14
18
12
15
30

Muestra 2h 4 h
0,02 uL/cm? 0,2 pL/cm? 0,4 pl/cm? 0,02 pl/cm? 0,2 pl/cm? 0,4 pl/cm?

AE CM -20 £ 12 50 = 15 80 %= 11 -10 £ 6 60 = 15

F1 -30 £ 19 40 = 19 70 %= 16 -40 £ 34 50 £ 28

F2 30 £ 13 20 = 7 70 £ 13 20 £ 21 50 = 21

F3 20 £ 12 60 £ 16 80 %= 15 50 + 19 40 = 8

FF -40 = 8 60 + 12 40 = 19 |30 £ 12 70 £ 24

Control 50 + 13 60 + 25

positivo

1 Concentracion del control positivo = 0.8 pL/cm?
*p < 0,05 Se rechaza la hipotesis nula Ho
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Tabla 17

Porcentajes de repelencia sobre L. serricorne después de la exposicion del aceite esencial

de L. origanoides y las fracciones F1, F2 y FF.

Repelencia, % valor +s, n=5

Muestra 2h 4h
0,02 uL/cm® 0,2 uL/cm?* 0,4 uL/cm®* 0,02 uL/cm?* 0,2 uL/cm? 0,4 pL/cm?
AE LO -40 + 27 -20 + 10* -40 + 13 -50 = 21 30 £ 13* -40 = 21
F1 30 £ 22 20+ 10 -40 + 28 -40 = 23 40 + 35 50 = 20
F2 30 £ 10 -30 = 8 50 £ 16 -30 + 11 50 £ 34 -40 = 16
FF 4 £ 5 20+ 15 60 + 22 -30 + 26 -30 + 14 -60 = 30
Control positivo! 60 + 10 60 + 14

Nota: ! Concentracion del control positivo = 0.8 pL/cm?
* p < 0,05 Se rechaza la hipétesis nula Ho

El control positivo utilizado mostro porcentajes de repelencia entre el 52 y el 67%.

4.4 Estabilidad de los AE de C. winterianus, C. martinii y L. origanoides y sus

encapsulados hasta el dia 90 de almacenamiento.

Por medio del analisis de varianza (Anova) multifactorial se determind que los factores dia
de almacenamiento y clasificacion por familia de compuestos, tienen un efecto

estadisticamente significativo sobre la cantidad relativa Ai/Aisa Obtenida.

Tabla 18

Andlisis de varianza para las especies C. martinii, C. winterianus y L. origanoides.

Especies bajo estudio

Efectos principales C. martinii C. winterianus L. origanoides
Razén-F  Valor-p Raz6n-F Valor-p  Razén-F  Valor-p
Dia de almacenamiento 29,19 < 0,05 176,22 < 0,05 70,34 < 0,05
Familia de compuestos 1915,85 < 0,05 1162,82 <0,05 6,25 0,001

Interaccion 2265 <0,05 116,92 <0,05 14,02 <0,05
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Al realizar la prueba de multiples rangos en el AE encapsulado de C. martinii se
identificaron tres niveles (dia 7, dia 15 y dia 30) que comparten la misma alineacién de las
X’s lo cual indica que no hubo variacion estadistica en Ai/Aisd durante estos dias de
almacenamiento (Véase el Apéndice F, Tabla F1 y F2). Para el caso del factor familia de
compuestos, no se obtuvieron diferencias entre CO, HM y HS. Los resultados para el AE
encapsulado de C. winterianus mostraron que los dias 3 y 7 no presentaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar la relacion Ai/Aisa. Dentro de la clasificacion por
familias de compuestos, los HS y MO presentaron diferencias estadisticas con respecto a los
otros grupos (Véase el Apéndice F, Tabla F3 y F4). ElI AE encapsulado de L. origanoides
presentd el mayor niumero de niveles (dia 15, 30, 60 y 90) que no tuvieron diferencias
estadisticas significativas en los valores de Ai/Aisq y la familia de los HS corresponde a la
familia de terpenos con mayores diferencias estadisticas comparado con MO, TF y HM

(\Véase el Apéndice F, Tabla F5y F6).
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Figura 27

Gréficos de medias para dia de almacenamiento y familia de compuestos en los AE de A. C. winterianus, B. C. martiniiy C. L.

origanoides.
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4.4.1 Almacenamiento del AE de Cymbopogon winterianus libre y encapsulado

En el seguimiento de la fraccion volatil del AE de C. winterianus, el limoneno solo
se detect0 hasta el dia 3 de almacenamiento (Tabla 19.). La mayor parte de los monoterpenos
oxigenados se detectaron hasta el dia 90 excepto el linalol, que se detectd solo hasta el dia
60. Los hidrocarburos sesquiterpénicos y sequiterpenos oxigenados se detectaron hasta el dia
90. La mayor emision para los compuestos mayoritarios geraniol y citronelol se registro
durante los dias 15 y 60. El citronelal, aunque fue detectado hasta el dia 90, su cantidad
relativa no se mantuvo constante durante el proceso y se observé una mayor volatilizacion
desde el dia 3. En el Apéndice G. se muestran los perfiles cromatogréaficos para el AE de C.
winterianus en los dias 0 y 90 de almacenamiento. En la Figura 28 se observa la variacion
de la cantidad Ai/Aista agrupados en familas de compuestos. Los monoterpenos oxigenados
se mantuvieron en mayor proporcion durante todo el proceso de encapsulacion comparado
con otras familias. La cantidad de hidrocarburos sesquiterpénicos se mantuvo constante
mientras que los hidrocarburos monoterpénicos, representados principalmente por el
limoneno tuvieron su mayor emision el dia 0. En la Figura 29 se muestra la grafica para los

datos normalizados.
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Tabla 19

122

Cantidad (Ai/Aistt) de los compuestos presentes en la fraccion volatil del AE de C. winterianus

medida a diferentes dias de almacenamiento.

Dia de almacenamiento, cantidad Ai/Aisa GC/FID

leig? 3[?6(.30 Compuesto
Dia0 Dia3 Dia7 Dial5 Dia60 Dia90
1 Limoneno 1,15 0,03 - - -
2 Linalol 0,11 0,10 0,06 0,1 0,003
3 Citronelal 9,40 8,05 4,27 3,8 0,066 0,01
5 Decanal 0,03 0,02 0,02 0,0 0,006 -
6 Citronelol 1,70 1,41 1,68 1,9 1,924 1,40
7 Neral 0,11 0,09 0,07 0,1 0,007 0,00
8 Geraniol 1,90 1,56 2,06 2,2 2,495 1,94
9 Geranial 0,01 0,12 0,10 0,1 0,028 0,01
11 Acetato de citronelilo 0,54 0,61 0,41 0,5 0,290 0,13
12 Eugenol 0,17 0,06 0,16 0,2 0,173 0,12
13 Acetato de geranilo 033 035 0,28 0,4 0,273 0,16
14 B-Elemeno 0,64 0,76 0,48 0,6 0,316 0,17
15 (E)-p-Cariofileno 0,04 0,03 0,03 0,0 0,008 0,01
16 o-Humuleno 0,05 0,06 0,03 0,0 0,023 0,01
19 y-Muroleno 0,05 0,04 0,04 0,0 0,032 0,02
20 Germacreno D 0,66 0,80 0,52 0,7 0,385 0,20
22 o-Muroleno 0,08 0,10 0,07 0,1 0,071 0,05
23 y-Cadineno 0,07 0,09 0,06 0,1 0,076 0,06
24 d-Cadineno 0,23 0,29 0,21 0,3 0,252 0,20
25 Elemol 0,01 0,05 0,01 0,0 0,036 0,04
26 Germacren D-4-ol 0,02 0,06 0,02 0,0 0,039 0,04
Figura 28

Variacion de la cantidad Ai/Aistd para las familias de compuestos en el AE de C. winterianus

a0, 3,7, 15,60y 90 dias de almacenamiento.
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m Hidrocarburo monoterpénico

m Hidrocarburo sesquiterpénico

= Monoterpeno oxigenado
Compuestos oxigenado
Sesquiterpeno oxigenado

m Terpeno fendlico

Gréfico normalizado para la variacion de la cantidad Ai/Aiss para las familias de

compuestos en el AE de C. winterianus a 0, 3, 7, 15, 60 y 90 dias de almacenamiento.
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Se realiz6 un seguimiento a los compuestos presentes en la fraccion volatil del AE

encapsulado de C. winterianus durante 90 dias de almacenamiento. Los perfiles
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cromatogréficos respectivos se muestran en la Figura 30. El hidrocarburo monoterpénico
limoneno solo se detecto el dia cero (Tabla 20). Dentro de los monoterpenos oxigenados, los
compuestos citronelal, citronelol, geraniol, geranial y acetato de geranilo fueron detectados
hasta el dia 90 de almacenamiento junto al eugenol, clasificado como terpeno fendlico. El
nerol y el linalol se detectaton hasta el dia 3 y 15 respectivamente. La mayor parte de los
hidrocarburos sesquiterpénicos se detectaron hasta el dia 90 exceptuando al a-humuleno que
solo fue detectado hasta el dia 15. Los sesquiterpenos oxigenados elemol y germacren D-4-
ol fueron detectados hasta el dia 90 de almacenamiento. En el caso de los compuestos
mayoritarios, la mayor emision para el citronelal se dio el dia O mientras que para el citronelol

y el geraniol, la mayor cantidad se midi6 entre los dias 7 y 15.

En el analisis de la fraccion volatil por familias de compuestos (Figura 31), para el
AE encapsulado, se encontrd que la cantidad de hidrocarburos sesquiterpénicos se mantuvo
constante durante los dias 0 y 15. La familia de los sesquiterpenos oxigenados incremento su
emision durante los dias 60 y 90 de almacenamiento. Para la familia de los compuestos
oxigenados Yy terpenos fendlicos, se observéd que sus cantidades se mantuvieron constantes
hasta el altimo dia de medicion. La familia de los monoterpenos oxigenados constituye la
mayor proporcion de compuestos en el encapsulado hasta el final del proceso. En la Figura

32 se muestra la gréafica para los datos normalizados.

Figura 30
Perfil cromatografico obtenido por HS-SPME-GC/FID del AE encapsulado de C.
winterianus a los 0, 3, 7, 15, 60 y 90 dias después de su encapsulamiento. Columna DB-5MS

(60 m), inyeccion split 1:30.
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Tabla 20

Relacion de areas (Ai/Aisd) de los compuestos presentes en la fraccion volétil del AE encapsulado de C. winterianus medida a diferentes

dias de almacenamiento.

N° de pico

AilAistg =S N=3

Fig. 30 Compuesto Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 15 Dia 60 Dia 90

1 Limoneno 0,17 + 0,03 - - - - _

2 Linalol 0,082 + 0,005 0,037 + 0,004 0,029 + 0001 0,010 #* 0,002 - -

3 Citronelal 86 + 0,62 27 + 0,28 1,61 + 0,03 0,29 + 0,04  0,0065 #* 0,0001 0,004 + 0,0003
5 Decanal 0,030 * 0,001 0,0134 * 0,002 0015 * 0,001 0,008 * 0,002 - -

6 Citronelol 1,6 + 0,10 14 + 0,25 1,6 + 0,24 1,6 + 0,25 094 + 0,11 0,009 + 0,001
7 Neral 0,101 + 0,001 0,05 + 0,01 - - ; ;

8 Geraniol 1,69 + 0,10 16 + 028 18 + 0,25 1,8 + 0,2 15 + 0,22 0,87 + 0,12
9 Geranial 0,129 + 0,004 008 + 001 0078 + 0,004 0042 + 0,007 0,005 #* 0,001 0,004 + 0,000
11 Acetato de citronelilo 0,66 + 0,05 0,44 + 0,07 0,49 + 0,04 0,35 + 0,08 0,017 + 0,003 -

12 Eugenol 0,05 + 0,01 0,05 + 001 0,053 + 0,003 0,05 + 0,003 0,05 + 0,01 0,030 + 0,006
13 Acetato de geranilo 0,38 + 0,03 0,30 + 0,05 0,34 + 0,03 0,29 + 0,06 0,05 + 0,01 0,009 + 0,002
14 B-Elemeno 0,83 + 0,07 0,50 + 0,08 0,55 + 0,05 0,39 + 0,09 0,04 + 0,01 0,009 + 0,002
15 (E)-B-Cariofileno 0,053 = 0,0036 003 * 001 0,025 * 0,002 0,012 * 0,003 0,0004 +* 000003 00003 * 0,0001
16 a-Humuleno 0,06 + 0,01 004 + 001 0039 + 0004 0,027 + 0,006 - -

19 y-Muroleno 0,06 + 0,01 0,04 * 001 0,049 * 0,004 0,04 * 0,01 0,00557 * 0,001 0,0037 * 0,0003
20 Germacreno D 0,89 + 0,09 06 + 0,1 0,66 + 0,07 05 + 01 0,03 + 0,01 0,003 + 0,001
22 a-Muroleno 0,11 + 0,01 0,08 + 0,01 0,09 + 0,01 0,08 + 0,02 0,017 + 0,002 0,007 + 0,001
23 y-Cadineno 0,10 + 0,01 0,08 + 0,01 0,09 + 0,01 0,09 + 0,02 0,04 + 0,01 0,032 + 0,002
24 §-Cadineno 0,32 + 0,03 0,25 + 0,04 0,30 + 0,03 0,29 + 0,07 0,10 + 0,01 0,045 + 0,006
25 Elemol 0,04 + 0,01 004 * 0,01 0,04 * 0,01 0,06 * 003 0,08 + 0,01 0,11 + 0,01
26 Germacren D-4-ol 0,04 + 0,01 0,04 * 0,01 0,04 * 0,01 0,05 * 0,02 0,08 + 0,01 0,09 + 0,01
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Figura 31
Variacion de la cantidad Ai/Aista para las familias de compuestos en el AE encapsulado de C.

winterianus a 0, 3, 7, 15, 60 y 90 dias de almacenamiento.
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Figura 32

Gréfico normalizado para la variacion de la cantidad Ai/Aisa para las familias de
compuestos en el AE encapsulado de C. winterianus a 0, 3, 7, 15, 60 y 90 dias de

almacenamiento.
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4.4.2 Almacenamiento del AE de Cymbopogon martinii libre y encapsulado.

Durante el almacenamiento del AE de C. martinii los compuestos 6-metil-5-hepten-
2-ona, limoneno, (Z)-B-ocimeno y (E)-p-ocimeno se detectaron hasta el dia 15 de
almacenamiento. Solo el B-mirceno se detectd hasta el dia 30 (Tabla 21). Dentro de los
monoterpenos oxigenados, el nerol, neral, geraniol, geranial, formiato de geranilo y acetato
de geranilo fueron detectados hasta el dia 90 de almacenamiento, excepto para el linalol el
cual se detecto solo hasta el dia 30. Compuestos de tipo sesquiterpeno como el a-humuleno
y (E)-p-cariofileno solo fueron detectados hasta el dia 15. La mayor emision para los
compuestos mayoritarios geraniol y acetato de geranilo se dio entre los dias 3 y 7
respectivamente. El sesquiterpeno oxigenado oxido de cariofileno se detectd hasta el final
del proceso. En el Anexo H. se muestran los perfiles cromatograficos para el AE de C.

winterianus para los dias 0 y 90 de almacenamiento.

La variacion en la cantidad Ai/Aisa para las familias de compuestos en el AE de C.
martinii durante los dias 0, 3, 7, 15, 60 y 90 de almacenamiento se muestra en la Figura 33.
La mayor emision de volatiles de la familia de los hidrocarburos monoterpénicos y
monoterpenos oxigenados se registrd el dia cero y siete respetivamente. Para la familia de
los hidrocarburos sesquiterpénicos, la mayor emision se registro entre los dias 0 y 3. En la

Figura 34 se muestra la grafica para los datos normalizados.
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Tabla 21

Cantidad (Ai/Aistd) de los compuestos presentes en la fraccion volatil del AE de C. martinii

medida a diferentes dias de almacenamiento.

Dia de almacenamiento, cantidad Ai/Aisqa GC/FID

N° de pico .
Fig. 35 Compuesto D(;a Dia3 Dia7 Dial5s Dia30 Dia60 Dia90
6-Metil-hept-5-en-
1 5-ona 0,04 0,01 - 0,004 - -
2 B-Mirceno 0,14 0,04 0,03 0,03 0,09 0,05 -
3 Limoneno 0,12 0,01 0,005 0,005 - - -
4 (2)-B-Ocimeno 0,18 0,02 0,01 0,01 - - -
5 (E)-B-Ocimeno 0,85 0,09 0,01 0,01 - - -
6 Linalol 0,71 0,93 0,6 0,44 0,07 - -
7 Nerol 0,02 0,03 0,02 0,02 0,05 0,01 0,01
8 Neral 0,27 0,37 0,3 0,35 0,06 0,10 0,10
9 Geraniol 3,79 5,86 4,2 3,71 0,06 0,22 0,15
10 Geranial 0,58 0,92 0,8 1,36 0,06 0,46 0,34
11 Formiato de 012 016 01 010 006 010 0,10
geranilo
13 Acetato de geranilo 1,78 2,54 1,7 1,62 0,05 0,58 0,47
15 (E)-p-Cariofileno 0,20 0,25 0,1 0,08 - - -
16 q-HumuIeno 0,01 0,02 0,01 0,01 - - -
g5~ Oxidode 001l 001 001 001 005 002 0,02
cariofileno
Figura 33

Variacion de la cantidad Ai/Aista para las familias de compuestos en el AE de C. martinii a 0,

3, 7, 15, 60y 90 dias de almacenamiento.
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Figura 34

Gréfico normalizado para la variacion de la cantidad Ai/Aise para las familias de

compuestos en el AE de C. martiniia 0, 3, 7, 15, 60 y 90 dias de almacenamiento.
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En la Figura 35 se muestra el perfil cromatografico del AE encapsulado de C.
martinii después de 90 dias de almacenamiento. Los compuestos 6-metil-hept-5-en-2-ona y

limoneno, se detectectaron solo el dia cero (Tabla 22). Otros compuestos como el (Z)-B-
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ocimeno y (E)-p-ocimeno se detectaron hasta el dia 15 de almacenamiento. Solo el B-
mirceno, perteneciente a la familia de los hidrocarburos monoterpénicos fue detectado hasta
el dia 30. Dentro de la familia de los monoterpenos oxigenados, los compuestos nerol, neral,
geranial, geraniol, formiato de geranilo y acetato de geranilo fueron detectados hasta el dia
90. Para los compuestos mayoritarios, acetato de geranilo y geraniol, la mayor emision se
registro los dias 1 y 30 respectivamente. Compuestos de tipo sesquiterpeno como el a-
humuleno y (E)-B-cariofileno solo fueron detectados hasta el dia 15 de almacenamiento. El

sesquiterpeno oxigenado 6xido de cariofileno fue detectado hasta el final del proceso.

En la Figura 36 se observa que la variacion en la cantidad Ai/Aisw para las familias
de compuestos en el AE encapsulado de C. martinii durante los dias 0,3,7,15,60 y 90 de
almacenamiento. La familia de los monoterpenos oxigenados representd en mayor
proporcion a los compuestos detectados hasta el final del proceso de almacenamiento. Los
sesquiterpenos oxigenados e hidrocarburos monoterpénicos se detectaron hasta el dia 15 del
proceso. En la Figura 37 se muestra el grafico para los datos normalizados con respecto al
dia cero.

Figura 35
Perfil cromatogréafico obtenido por HS-SPME-GC/FID del AE encapsulado de C. martinii a
0, 3,7, 15, 30, 60 y 90 dias después de su encapsulamiento. Columna DB-5MS (60 m),

inyeccion split 1:30.
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Tabla 22

Cantidad (Ai/Aista) de los compuestos presentes en la fraccion volétil del AE encapsulado de C. martinii medida a diferentes dias de

almacenamiento.
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N‘f de Dia de almacenamiento, cantidad Ai/Aista £ n=3

95 Compuesto Dia 0 Dia3 Dia7 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 6 Metil-hept-5-en- 0,01 + 0,01 ) i i i i i

2-0na

2 B-Mirceno 004 + 001 0023 + 0002 0023 + 0,002 0,027 + 0,003 0031 + 0,001 - -
3 Limoneno 002 + 0,01 0,0031 + 00002 0,0028 + 0,0001 0,0030 + 0,0002 - - -
4 (2)-p-Ocimeno 004 + 0,02 00054 + 00004 0,0059 + 0,0002 0,008 + 0,001 - - -
5 (E)-p-Ocimeno 02 + 01 0,009 + 0001 0009 + 0,001 0,0093 + 0,0002 - - -
6 Linalol 033 + 028 039 + 0,03 0,26 + 0,03 013 + 0,03 - - -
7 Nerol 0018 + 0,003 0017 + 0,001 0,014 + 0001 0015 + 0,001 00039 + 0,0003 0,011 + 0,003 0,006 + 0,002
8  Neral 025 + 0,04 018 + 0,01 012 + 0,01 008 + 0,01 0030 + 0,004 0,019 + 0,006 0,010 + 0,003
9  Geraniol 393 + 066 367 + 0,30 323 + 0,2 359 + 0,38 385 + 025 385 + 082 25 + 06
10  Geranial 04 + 02 047 + 0,02 0,36 + 0,02 0,30 + 0,03 015 + 003 010 + 0,03 0059 + 0,018
11 g;fa’?]'l?;o de 010 + 0,01 0076 + 0,003 0054 + 0002 0,042 + 0,003 0,018 + 0,003 0,008 + 0,002 0,003 + 0,001
13 Acetatode geranilo 2,3 + 0,3 194 + 0,12 1,50 + 0,01 1,46 + 0,09 11 + 011 046 + 0,16 0,067 + 0,032
15  (E)-p-Cariofileno 028 + 0,05 0,17 + 0,01 010 + 0,01 0051 + 0,009 - - -
16 a-Humuleno 0,017 + 0,003 00122 + 0,0005 0,0079 + 0,0004 0,0058 + 0,0006 - - -

g5 Oxido de 0016 + 0,001 0016 + 0,003 00121 + 00003 0012 + 0,001 0,019 + 0,002 0,021 + 0,003 0,010 + 0,002

cariofileno
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Figura 36
Variacion de la cantidad Ai/Aistd para las familias de compuestos en el AE encapsulado de

C. martiniia 0, 3, 7, 15, 60 y 90 dias de almacenamiento.
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Figura 37

Gréafico normalizado para la variacion de la cantidad Ai/Aistd para las familias de
compuestos en el AE encapsulado de C. martinii a 0, 3, 7, 15, 60 y 90 dias de

almacenamiento.
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4.4.3 Almacenamiento del AE de L. origanoides libre y encapsulado

En el seguimiento de la fraccion volatil del AE de L. origanoides, la mayor parte de
los hidocarburos monoterpénicos dejaron de detectarse antes del dia 90. Solo el hidrato de
(2)-sabineno logro detectarse hasta el final del proceso (Tabla 23.). El timol y el carvacrol
se detectaron en el AE hasta el dia 90. La mayor emision de estos compuestos se presento
entre los dias 7 y 30. Dentro de los monoterpenos oxigenados el a-terpineol, el linalol y el
acetato de timol se mantuvieron en la matriz oleosa hasta el dia 60 y 90 respectivamente. La
mayor parte de los hidrocarburos sesquiterpénicos se detectaron hasta el dia 90 exceptuando
el a-copaeno, cubebeno, 9-epi-(E)-cariofileno, y-muroleno y B-selineno. En el Apéndice I.
se muestran los perfiles cromatograficos para el AE de L. origanoides en los dias 0 y 90 de
almacenamiento. En la Figura 38 se observa como la cantidad Ai/Aisqd para los terpenos

fendlicos se mantuvo constante durante todo tiempo de almacenamiento. La mayor
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volatilizacion de los hidrocarburos monoterpénicos se registrd el dia 0 y para los

monoterpenos oxigenados se observo una disminucion en su cantidad desde el dia 15. En la

Figura 39 se muestra el grafico para los datos normalizados con respecto al dia cero.

Tabla 23

Cantidad (Ai/Aist) de los compuestos presentes en la fraccion volatil del AE de L. origanoides

medida a diferentes dias de almacenamiento.

N° de pico

Dias de almacenamiento, cantidad Ai/Aistqs GC/FID

Fig. 40 Compuesto Dia0 Dia3 Dia7 Dial5 Dia30 Dia60 Dia90
1 a-Tujeno 1,24 - - - - - -
2 o-Pineno 0,74 - - - - - -
3 Canfeno 0,39 - - - - - -
4 B-Pineno 0,08 - - - - - -
5 1-Octen-3-ol 0,12 - - - - - -
6 B-Mirceno 563 0,02 - - - - -
7 a-Felandreno 0,10 - - - - - -
8 6-3-Careno 0,29 - - - - - -
9 a-Terpineno 1,47 0,01 0,003 - - - -
10 p-Cimeno 18,82 0,50 0,005 - - - -
11 Limoneno 0,73 - - - - - -
12 1,8-Cineol 0,16 - - - - - -
13 (E)-B-Ocimeno 0,07 - - - - - -
14 y-Terpineno 1,44 0,07 0,003 - - - -
15 Hidrato de (2)- 0,03 0,03 0,031 0,03 0,02 0,01 -
sabineno
16 Terpinoleno 0,11 0,01 - - - - -
17 p-Cimeneno 0,11 0,02 - - - - -
18 Linalol 024 024 025 0,22 0,13 0,03 -
22 Terpinen-4-ol 0,09 0,10 0,07 0,08 0,10 0,10 0,05
24 Timol metil éter 1,75 151 1,27 0,78 0,16 - -
25 Timol 574 6,62 6,99 7,46 6,42 5,03 4,24
26 Carvacrol 0,83 0,97 1,02 1,11 1,05 1,00 1,11
27 Acetato de timilo 0,06 007 0,07 0,07 0,08 0,15 0,34
29 Acetato de carvacrilo 0,01 0,01 0,01 0,01 0,005 - -
31 a-Copaeno 0,06 007 0,07 0,05 0,02 - -
33 (E)-B-Cariofileno 084 112 1,14 1,09 0,60 0,14 0,01
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Tabla 23. Continuacion.

34
35
38
39
40
42
44
45
46
47
48

49
50
51
52

Cubenene
(E)-a-Bergamoteno
a-Humuleno
9-epi-(E)-Cariofileno
y-Muroleno
B-Selineno
a-Selineno
B-Bisaboleno
y-Cadineno
d-Cadineno
(E)-Calameneno
(2)-a-Bisaboleno
y-Selineno
a-Calacoreno
Selin-3,7(11)-dieno

0,02
0,06
0,11
0,01
0,03
0,03
0,03
0,02
0,01
0,02
0,005
0,01
0,00
0,01

0,03
0,09
0,17
0,02
0,05
0,05
0,06
0,05
0,02
0,03
0,01
0,01
0,01
0,01

0,03
0,10
0,18
0,02
0,05
0,05
0,07
0,06
0,02
0,04
0,01
0,01
0,01
0,01

0,02
0,10
0,19
0,02
0,01
0,05
0,07
0,06
0,02
0,04
0,01
0,01
0,01
0,02

0,02
0,06
0,13
0,02
0,01
0,04
0,06
0,06
0,02
0,04
0,01
0,01
0,01
0,01
0,003

0,005
0,02
0,07
0,01
0,00

0,05
0,07
0,02
0,04
0,02
0,01
0,01
0,02
0,01

0,005
0,02

0,03
0,06
0,01
0,03
0,02
0,01
0,01
0,01
0,02
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Figura 38
Variacion de la cantidad Ai/Aiswd para las familias de compuestos en el AE de L. origanoides

para 0, 3, 7, 15, 30, 60 y 90 dias de almacenamiento.
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Figura 39

Gréfico normalizado de la cantidad Ai/Aise para las familias de compuestos en el AE de L.

origanoides para 0, 3, 7, 15, 30, 60 y 90 dias de almacenamiento.
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El seguimiento a la fraccion volatil del AE encapsulado de L. origanoides se realizo
hasta el dia 90. En la Figura 41 se muestran los cromatogramas obtenidos para varios dias
de almacenamiento. Los hidrocarburos terpénicos a-tujeno, a-pineno, camfeno, B-pineno, p-
mirceno, a-felandreno, 6-3-careno, limoneno, (E)-B-ocimeno, terpinoleno y p-cimeneno
fueron detectados solo el primer dia de encapsulamiento (Tabla 24). Los compuestos p-
cimeno y a-terpineno se detectaron hasta el dia 3 y 7 respectivamente. Dentro de los
monoterpenos oxigenados, linalol, hidrato de (Z)-sabineno y timol metil éter se detectaron
hasta el dia 15 de almacenamiento. Los compuestos mayoritarios timol y carvacrol y sus
respectivos acetatos, fueron detectados hasta el dia 90. La mayor parte de los hidrocarburos
sesquiterpénicos se detectaron hasta el dia 30 exceptuando el a-copaeno, cubebeno, (E)-a-
bergamoteno, 9-epi-(E)-cariofileno y y-muroleno. Los sesquiterpenos PB-bisaboleno, 6-
cadineno, (E)-calameneno y (Z)-a-bisaboleno se detectaron hasta el dia 60 y el compuesto

selin-3,7(11)-dieno hasta el dia 90 de almacenamiento.
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En la Figura 41 se observa la variacion de la cantidad por familias de compuestos en
los diferentes dias de almacenamiento. Para los hidrocarburos monoterpénicos, la maxima
emision se registrd el dia cero. Las cantidades para la familia de los monoterpenos
oxigenados asi como la de los hidrocarburos sesquiterpénicos disminuyeron desde el dia cero
hasta el dia 60 progresivamente. Sin embargo, la cantidad relativa para los terpenos fendlicos
se mantuvo constante durante el proceso de almacenamiento. En la Figura 42 se muestra el

grafico para los datos normalizados con respecto al dia cero.

Figura 40
Perfil cromatografico obtenido por HS-SPME-GC/FID del AE encapsulado de L.
origanoides a 0, 3, 7, 15, 30, 60 y 90 dias, después de su encapsulamiento. Columna DB-

5MS (60 m), inyeccion split 1:30.
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Tabla 24
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Relacion de areas (Ai/Aiswd) de los compuestos presentes en la fraccion volatil del AE encapsulado de L. origanoides medida a diferentes

dias de almacenamiento.

AilAista S n=3

NF%‘f Po Compuesto Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60 Dia 90

1 a-Tujeno 0,04 = 0,02 - - - - - -

2 a-Pineno 0,02 + 0,01 - - - - - -

3 Camfeno 0,02 + 0,01 - - - - - -

4 B-Pineno 0,04 + 0,01 - - - - - -

6 B-Mircene 0,6 + 0,3 - - - - - -

7 a-Felandreno 0,02 £+ 0,01 - - - - - -

8 6-3-Careno 0,03 + 0,02 - - - - - -

9 a-Terpineno 02 £ 0,1 00034 + 0,0002 0,002 + 0,001 - - - -

10 p-Cimeno 37 £ 15 0,003 + 0,003 - - - - -

11 Limoneno 0,14 + 0,07 - - - - - -

12 1,8-Cineol 0,06 + 0,02 - - - - - -

13 (E)-B-Ocimeno 0,02 + 0,01 - - - - - -

14 y-Terpineno 0,3 + 0,1 0,0027 + 0,0003 - - - - -

15 Hidrato de (2)-sabineno 0,07 + 0,01 0,033 + 0,006 0,008 * 0,004 0,001 + 0,001 - - -

16 Terpinoleno 0,03 + 0,01 - - - - - -

17 p-Cimenene 0,030 + 0,001 - - - - - -

18 Linalol 0,35 £ 0,01 0,25 £+ 0,02 0,11 £+ 0,04 0,03 + 0,01 - - -

22 Terpinen 4-ol 0,19 £ 0,01 0,13 + 0,01 0,06 £ 0,02 0,02 + 0,01 - - -

23 a-Terpineol 0,041 + 0,001 - - - - - -

24 Timol metil eter 1,1 £ 09 08 + 0,1 02 + 01 0,02 + 0,01 - - -

25 Timol 0,45 £+ 0,04 0,40 £ 0,05 0,5 £ 0,05 04 £ 01 058 £+ 0,04 051 £ 0,05 06 £ 01
26 Carvacrol 0,09 £ 0,01 0,08 £ 0,01 0,11 £ 0,01 0,08 £ 0,01 0,12 £+ 0,01 0,11 £ 0,01 0,12 + 0,01
27 Acetato de timilo 0,37 £ 0,01 0,33 £+ 0,01 0,32 + 0,04 0,23 + 0,02 0,13 £+ 0,01 0,03 £ 0,01 0,007 + 0,003
29 Acetato de carvacrilo 0,045 + 0,004 0,026 = 0,002 0,017 + 0,003 0,011 + 0,001 0,005 + 0,001 - -

31 a-Copaeno 0,13 £ 0,02 0,05 £ 0,01 0,008 + 0,005 0,0010 + 0,0005 - - -

33 (E)-p-Cariofileno 23 £ 0.2 1,3 £+ 0.2 05 £ 0.2 0,10 £ 0,06 0,003 + 0,002 - -

34 Cubeneno 0,053 + 0,002 0,035 + 0,004 0,015 *+ 0,005 0,004 = 0,001 - - -
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Tabla 24. Continuacion.
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35
38
39
40
42
44
45
46
47
48
49
50
51

52

(E)-a-Bergamoteno
a-Humuleno
9-epi-(E)-cariofileno
v-Muroleno
B-Selineno
a-Selineno
B-Bisaboleno
v-Cadineno
d-Cadineno
(E)-Calameneno
(2)-a-Bisaboleno
v-Selineno
a-Calacoreno

Selin-3,7(11)-dieno

0,2
0,38
0,045
0,102
0,106
0,15
0,15
0,042
0,093
0,023
0,042
0,026
0,033

0,023

e O N o s

I+

0,015
0,02

0,003
0,005
0,005
0,01

0,01

0,002
0,004
0,001
0,001
0,001
0,001

0,002

0,13

0,18
0,033
0,084
0,083

0,12
0,136
0,038
0,081
0,021
0,039
0,023
0,030

0,022

e o S e O s S 2

I+

0,01

0,15

0,002
0,003
0,004
0,01

0,005
0,001
0,003
0,001
0,001
0,001
0,001

0,003

0,06
0,14
0,018
0,06
0,06
0,08
0,11
0,029
0,07
0,019
0,036
0,019
0,026

0,0262

e R o S e K e s 2

I+

0,02 0,02
0,04 0,05
0,005 0,007
0,01 0,01
0,01 0,03
0,02 0,04
0,02 0,07
0,005 0,017
0,01 0,043
0,002 0,013
0,004 0,025
0,003 0,012
0,003 0,018
0,0004 0,022

H H H H H

I+

0,01
0,02
0,002
0,02
0,01
0,01
0,01
0,002
0,004
0,001
0,001
0,001
0,001

0,002

0,004

0,004
0,008
0,021
0,005
0,014

0,01
0,012
0,004
0,009

0,025

+H+H+ H+ +FH+H+ H+H+ 0 0+

I+

0,002
0,002
0,003
0,006 0,001
0,001
0,003 0,001
0,001 0,0011
0,002 0,002
0,001
0,001
0,003 0,026

O e R o

+

0,001

0,001
0,0004
0,001

0,002

0,0287

+ 0,0027
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Figura 41
Variacion en la relacion de &reas para las familias de compuestos en el AE encapsulado de

L. origanoides a los 0, 3, 7, 15, 60 y 90 dias de almacenamiento.
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Figura 42
Gréafico normalizado para la variacion en la relacion de areas para las familias de
compuestos en el AE encapsulado de L. origanoides a los 0, 3, 7, 15, 60 y 90 dias de

almacenamiento.
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5. Andlisis y discusién de resultados
5.1 Composicion quimica de los AE de C. winterianus, C. martinii y L. origanoides.

En la Tabla 6 se muestra que los monoterpenos oxigenados constituyen el 68,2% del
AE de C. winterianus. Los compuestos mayoritarios geraniol, citronelol y citronelal han sido
identificados en otras investigaciones (Deletre et al., 2015, Silva et al., 2018, Devi et al.,
2021) donde las cantidades relativas de citronelal fueron mayores (34,7%-42,47%)
comparadas con geraniol (9,44%-22,5%) vy citronelol (6,25-%12%). Una composicion
quimica similar a la obtenida en esta investigacion, fue reportada por Pinheiro et al. (2013)
quienes identificaron en el AE de C. winterianus como compuestos mayoritarios geraniol
(28,6%), citronelal (23,6%) y citronelol (17,0%). Los cambios en la composicion quimica
pueden estar relacionados con las condiciones ambientales y los diferentes factores abidticos
a los que esta expuesto el cultivo (luz, agua y suelo) (Perry et al., 1999). EI compuesto

mayoritario geraniol ha sido referenciado en varias investigaciones por tener actividad
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antimicrobiana, repelente y antiinflamatorio (Papachristos et al., 2004, Sato et al., 2007, de

Céssia da Silveira et al., 2013).

La familia de los monoterpenos oxigenados también constituy6 el mayor porcentaje
de area relativa (96,2%) en el AE de C. martinii (Tabla 7). Los compuestos mayoritarios
geraniol, acetato de geranilo y linalol han sido reportados en otras investigaciones (Kumar,
2008; Desouza, 2011 y Rodriguez, et al., 2012), en las cuales la cantidad relativa de geraniol
se encontro entre el 81,4-83,9%, la de acetato de geranilo entre 7,5%-10,1% vy la de linalol
entre 2,3%-3,1%. La investigacion realizada por Joki¢ et al. (2018) en el AE de C. martinii
mostré una composicion quimica similar a la obtenida en este trabajo: geraniol (76,9%),
acetato de geranilo (15,6%) y linalol (2,0%). La presencia de estos compuestos oxigenados
permitié el uso de este AE para proteger alimentos de la infestacion de plagas de roedores e
insectos. Otros autores (Katki, 2011; Kumar, 2021) han mostrado variaciones en la
composicion quimica del AE de C. martinii en los cuales no se ha identificado acetato de

geranilo sino formiato de geranilo y (E)-B-ocimeno dentro de los compuestos mayoritarios.

La especie L. origanoides se constituyd principalmente por compuestos
pertenecientes a la familia de los terpenos fenolicos (58,3%) (Tabla 8). La presencia de timol
(50,6%) y carvacrol (18,4%) como compuestos mayoritarios, ha sido relacionada con la alta
capacidad que tuvo la especie Mosla chinensis Maxim. cv. Jiangxiangru, sobre diferentes
especies de artropodos como Mythimna separate, Myzus persicae, Sitophilus zeamais, Musca

domestica y Tetranychus cinnabarinus (Lu et al., 2020).
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5.2 Microdestilacion a presion reducida de los AE de Cymbopogon winterianus, C.

martinii y L. origanoides.

El proceso de fraccionamiento a presion reducida permite la separacion de los
compuestos presentes en una mezcla teniendo en cuenta las diferencias en los puntos de
ebullicién de sus constituyentes (Silvestre et al., 2019). Se ha evidenciado que a medida que
incrementa el punto de ebullicion de los compuestos, la entalpia de evaporacion se hace mas
alta (citronelal, 44,22 kJ/mol; citronelol, 63,5 kJ/mol; geraniol, 54,61 kJ/mol). Es por ello
que, bajo una presion constante, los compuestos con puntos de ebullicibon méas altos
permanecen en el fondo de la columna mientras que los compuestos mas volatiles se
recolectan en la primera fraccion del destilado. Estos resultados estan acordes con lo obtenido
por Fitri el al. (2022) quienes al fraccionar el aceite de C. winterianus a una presion de 30
mmHg, obtuvieron una fraccion de tope concentrada con citronelal y una fraccion de fondo
enriquecida con citronelol y geraniol. Al igual que en la investigacion realizada por Martinez
(2022), la mayor concentracion de limoneno y linalol en el fraccionamiento del AE de C.
winterianus se obtuvo en la F1 de destilado y el citronelal se enriquecié principalmente en
dos fracciones. Los diagramas liquido-vapor de las mezclas binarias citronelal-geraniol y
citronelal-citronelol obtenidas en esa investigacion, muestran como es posible obtener un
vapor enriquecido con el compuesto mas volatil (citronelal) y obtener el primer condensado
correspondiente a una fraccion (Atkins y de Paula, 2008). Sin embargo, al analizar el mismo
comportamiento en la mezcla binaria citronelol-geraniol, no fue posible separar el vapor
enriquecido con el compuesto mas volatil, esto se debe segun Silva et al. (2022) a una
reduccion en la fase donde estos dos compuestos coexisten en equilibrio entre el punto de

burbuja y el punto de rocio que corresponden a la presion en la cual aparece la primera gota
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de liquido y para el segundo caso la presion en la cual aparece la primera burbuja de gas a

una temperatura dada (EI-Banbi et al., 2007).

Figura 43
Diagrama de composicion fraccion molar Vs temperatura para mezclas binarias de

compuestos terpénicos. Tomado de Martinez (2022).

Citronelal/Geraniol Citronelal/Citronelol Citronelol/Geraniol
3804 380 1 3834 ™
382 -
370 - 370 A ]
381 A
0.0 5 4, 0.0 0.0 0.5 1.0

La similitud entre los puntos de ebullicién del citronelol y geraniol dificultd su
proceso de separacion y condujo a que estos monoterpenos oxigenados fueran concentrados
principalmente en la FF. Rodrigues et al. (2022) tuvieron esta misma conclusion al no poder
separar una mezcla binaria eugenol-cariofileno (con puntos de ebullicion 254 °C y 266 °C

respectivamente) y la formacion de un azeotropo en la mezcla.

La presencia de (E)-B-cariofileno, a-humuleno y (2E,6Z)-farnesol en FF, esta
relacionada con la diferencia de sus altos puntos de ebullicion con respecto a los compuestos
recolectados en las fracciones méas livianas. Diagramas de fase entre mezclas binarias de
linalol-germacreno D y geraniol-germacreno D, muestran que es posible la separacion de
monoterpenos oxigenados e hidrocarburos monoterpénicos en diferentes fracciones

(Martinez, 2022).
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Un andlisis del diagrama de fases para la mezcla binaria linalol-geraniol obtenido por
Silva et al. (2022), mostrd que, a pesar de la diferencia entre los puntos de ebullicion de estos
compuestos, no es posible llevar a cabo su separacion debido a que la composicion de la fase
vapor es muy cercana a la de la fase liquida ( e.g. fase liquida 251 °C y fase vapor 250 °C)
en laregion en las que las dos fases liquido y vapor coexisten en el equilibrio dificultando su

proceso de separacion.

Figura 44

Diagrama liquido vapor mezcla binaria geraniol-linalol. Tomado de Silva et al. (2022).
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El diagrama liquido vapor para la mezcla binaria geraniol-acetato de geranilo,
muestra que el proceso de separacion puede darse en varias fracciones y no en solo una como
en otros compuestos (Martinez, 2022). Sin embargo, los hidrocarburos sesquiterpénicos (E)-
B-cariofileno, 6xido de cariofileno y (2E,62)-farnesol se separaron principalmente en la FF.

Un incremento en la presion utilizada durante el proceso de fraccionamiento (4 Torr) esta
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relacionada con esta baja separacion de los compuestos con puntos de ebullicion mas altos

(Ramirez, 2016).

La presencia de grupos hidroxilo en los monoterpenos oxigenados citronelol-geraniol
en la FF de C. winterianus y linalol-geraniol en todas las fracciones de C. martinii, puede
crear fuerzas intermoleculares como puentes de hidrogeno que dificulten el proceso de
separacion. Otro reporte obtenido por Do, et al. (2021) sobre el fraccionamiento de la especie
Cymbopogon citratus (Poaceae), muestra la separacion de los compuestos mas volatiles en
la fraccion de tope (6-metil-hept-5-en-2-ona y B-mirceno) y el compuesto citral (punto de
ebullicion maés alto) en las fracciones subsiguientes denotadas como F3, F4 y F5 y cuya

concentracion relativa incrementd desde un 42% en F3 hasta un 94% en F5.

Para el fraccionamiento de L. origanoides se evidencié nuevamente que a medida que
incrementa el punto de ebullicién de los compuestos, la entalpia de evaporacion se hace mas
alta (6xido de cariofileno (50,99 kJ/mol); acetato de geranilo (51,54 kJ/mol); (E)-B-
cariofileno (65,5 kJ/mol), carvacrol (68,2 kJ/mol); timol, (70,9 kJ/mol; )) y permite que los
compuestos con puntos de ebullicion méas altos permanezcan en el fondo de la columna
mientras que los compuestos méas volatiles se obtienen en la primera y segunda fraccion de
destilado. Los compuestos a-pineno (156 °C), B-mirceno con los puntos de ebullicion mas
bajos de la mezcla no se separaron en fracciones diferentes. Aunque el B-mirceno se
concentrd principalmente en la F1, diagramas liquido-vapor entre las mezclas binarias o-
pineno-B-mirceno, B-mirceno-limoneno y B-mirceno- y-terpineno (Figura 45), muestran
nuevamente que la temperatura de la fase liquida y la de la fase vapor son cercanas ( e.g. o-

pineno-B-mirceno, fase liquida 327,5 °C y fase vapor 326,5 °C) en la region en las que las
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dos fases liquido y vapor coexisten en el equilibrio, por lo cual se dificulta su proceso de

separacion.

Adicionalmente el mismo diagrama para la mezcla limoneno- y-terpineno, muestra
que no existe una separacion entre el punto burbuja y el punto de rocio, lo cual indica que
estos compuestos no pueden concentrarse en fracciones diferentes (Martinez et al., 2022).
Teniendo en cuenta este antecedente, se puede sustentar la razon por la cual estos compuestos
coeluyen tanto en la F1 como en la F2. Los hidrocarburos monoterpénicos de mayor punto
de ebullicion p-cimeno, limoneno (175-177 °C) y y-terpineno (182 °C) se concentraron en la

F2.

Figura 45

Diagrama de composicion fraccion molar Vs temperatura para mezclas binarias de

compuestos terpénicos. Tomado de Martinez (2022).
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A diferencia de lo obtenido en los fraccionamientos de C. winterianus y C. martinii,
el linalol se concentr6 en la fraccion de fondo y no en las fracciones mas livianas. Esto se

debe a que en este proceso se empled una presién mayor (10 Torr) que la utilizada en las
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especies anteriores 7 y 4 Torr respectivamente por lo que se requiriria una mayor temperatura

para separar al linalol de la mezcla obtenida en la FF.

Los isomeros estructurales timol (232 °C) y carvacrol (230 °C) junto con otros
compuestos de tipo sesquiterpeno como el (E)-B-cariofileno (245 °C) y el éxido de
cariofileno (280 °C) por sus altos puntos de ebullicién, se concentraron en la FF. La
diferencia entre los puntos de ebullicion entre estas familias de compuestos podria permitir
una separacion de los terpenos fendlicos en otra fraccion. Para ellos se requeriria aplicar una

menor presion sobre el sistema e incrementar la temperatura de la manta.

5.3 Actividad repelente de los AE de C. winterianus, C. martinii, L. origanoides y sus

fracciones.
5.3.1 Actividad repelente del AE de C. winterianus y sus fracciones

La tendencia de obtener los porcentajes de repelencia mayores en los niveles mas
altos de concentracion se observoé en la investigacion de Ramadan et al. (2021) en donde se
aplicaron concentraciones del AE de C. winterianus entre 6,25 pug/L y 50 pg/L y se obtuvo
el mayor porcentaje de repelencia con la mayor concentracion. EI AE de C. winterianus tuvo
un porcentaje de repelencia mayor (33%) que el obtenido con el AE de Stellera chamaejasme
para la concentracion de 15,63 nL/cm? (< 20 %) sobre L. serricorne bajo un tiempo de
exposicion de 2 h (Sang et al., 2021). Otro estudio reportado por Wu, et al. (2015), mostro
que el porcentaje de repelencia de Liriopi muscari a la concentracion mas baja aplicada (
Repelencia, %= 86, 78.63 nL/cm?) fue mayor que lo obtenido en esta investigacion. Sin

embargo, el porcentaje de repelencia de la F2 medida a 0,02 pL/cm? fue mayor (Repelencia,
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% 47) comparado con lo obtenido a 3.15 nL/cm? ( Repelencia,% = 18).

Dentro de las fracciones, la F1 enriquecida con los compuestos limoneno (84 mg/g
de muestra) y linalol (25,1 mg/g de muestra) tuvo un porcentaje de repelencia menor que el
del AE sin fraccionar en la concentracion de 0,02 uL/cm?. Aunque reportes previos (Liang
et al., 2021), han mostrado una baja actividad repelente de estos compuestos sobre L.
serricorne en las concentraciones a un tiempo de exposicion de 4 h, se puede observar cdmo
un incremento en la concentracion de estos compuestos en la F1, puede modular el porcentaje
de repelencia hasta superar el valor obtenido por el AE sin fraccionar. Por su parte, en la F2
en la cual se cuantifico la mayor cantidad del monoterpeno oxigenado citronelal (1052 mg/g
de muestra) se obtuvo el mayor porcentaje de repelencia en todas las concentraciones
aplicadas, 50%, 70% y 90% Yy a un tiempo de exposicion de 2 h comparado con lo obtenido
en el AE sin fraccionar y las fracciones F1 y FF. Se observo que los porcentajes de repelencia
incrementaron a un tiempo de exposicion de 4 h pero estos valores se mantuvieron en un 90%
a una concentracion de 0,4 uL/cm?. Lii y Liu (2016) estudiaron la actividad repelente del
citronelal sobre L. serricorne y determinaron que a bajas concentraciones (1:100, v/v) este
compuesto posee efectos atrayentes sobre los insectos y en la concentracion mas alta (1:10,
v/v) obtuvieron un porcentaje de repelencia del 52% a 2 h de exposicion, que disminuyo
(25,1% y 44,4%) a 12 y 24 h de exposicion respectivamente. Estos resultados muestran como
la presencia del monoterpeno oxigenado citronelal en la F2, esta directamente relacionada

con un mayor efecto repelente obtenido sobre L. serricorne.

Aunque se desconoce el mecanismo por el cual actla el citronelal sobre L. serricorne,

el estudio realizado por Wu, et al. (2020) en Anopheles gambiae (Diptera: Culicidae)
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demostré que este compuesto interactla con sitios especificos de los OBP del insecto,
denominadas AgamOBP5, AgamOBP20 y el OR AgamORCY7, proteinas que se caraterizan
por tener residuos de aminoacidos hidrofilicos como serina, tirosina y arginina (Figura 46).
Por medio de analisis de docking molecular, se determiné que el &tomo de oxigeno del grupo
carbonilo en el citronelal es el principal sitio de unién con estos residuos de aminoacidos.
Una cuarta proteina asociada con el proceso de repelencia fue AgamOBP4, la cual contiene
un sitio hidrofébico (residuo de fenilalanina). Segun el estudio, esta proteina se solubiliza en
la linfa del insecto y posteriormente es transportada hacia un OR que finalmente se enlaza
con las neuronas celulares del insecto para continuar con el proceso de transmision de la
sefial. Por medio de datos de secuenciacion de proteinas, se han logrado identificar 14 OBP
presentes en la antena de L. serricorne (Wang et al., 2022). Sin embargo, aun no existen
reportes sobre los sitios de unidn especificos en estas proteinas con los terpenos identificados

en esta investigacion.

Figura 46

Estructura quimica de los aminoacidos: A. Cadena lateral hidrofobica; B. Cadena lateral

cargada eléctricamente; C. Cadena lateral polar sin carga.
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En el andlisis de la fraccion de fondo, en la cual se cuantificd la mayor cantidad de
geraniol (420 + 17 mg/g de muestra) y citronelol (240 + 14 mg/kg de fraccion), se obtuvieron
los porcentajes de repelencia més bajos comparados con lo obtenido en la F2. Investigaciones

sobre la fase vapor de monoterpenoides han mostrado que aldehidos y cetonas poseen una
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mayor actividad fumigante sobre artropodos (Musca domestica y T. castaneum) que la
obtenida por sus alcoholes estructuralmente analogos (Rice y Coats, 1995). Jang et al. (2005)
determinaron que al aplicar citronelal en fase vapor sobre Blatella germanica, la actividad
fumigante es mayor (LCso= 0,28 mg/cm? de aire) comparado con lo obtenido por citronelol
(> 10 mg/cm?), citral (LCso= 0,50 mg/cm? de aire) y geraniol (> 10 mg/cm?). La
concentracion de estos compuestos, significd un incremento en el porcentaje de repelencia
(60+28 %) comparado con el AE sin fraccionar (40+16 %) evaluado a 0,2 uL/cm?. Esta
actividad increment6 a un tiempo de 4 h (8019 %) superando nuevamente lo obtenido con
el AE sin fraccionar, F1 y F2 a la misma concentracion. Estos resultados son acordes con lo
obtenido en el analisis de la actividad repelente de patrones de terpenos (Tabla 14), en donde
se obtuvieron altos porcentajes de repelencia para el citronelol y el geraniol. Un estudio
realizado por Deletre, et al. (2015) logré determinar que los compuestos citronelol, citronelal
y acetato de geranilo estan relacionados con los efectos bioldgicos sobre el artropodo A.
gambiae durante la exposicion de compuestos terpénicos a la antena. Este efecto puede
relacionarse con una interaccion directa del citronelol con OBP especificas del insecto. Segun
el estudio realizado por Brito et al. (2021), en la proteina AaegOBP1 de Aedes aegypti, el
citronelol puede formar puentes de hidrogeno con los residuos de aminoacidos Lys93
(donora) y Arg94 (aceptora) e interacciones hidrofobicas con Leu73, Leu76, Hist77, Leu80,
Ala88, Met91, Lys93, Arg94 y Trpll4. Para el citronelal solo se detectaron interacciones
hidrofobicas con Leu73, Leu76, His77, Leu80, Ala88, Leu89, Met91y Trpl114. La presencia
de grupos polares va a determinar en gran medida la interaccion que puedan tener estos
compuestos con los OBP de los insectos y su medida en la actividad repelente (Brito et al.,

2021).
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El descriptor Log P referenciado para las sustancias patron (Tabla 14) ha sido
utilizado para indicar cuan lipofilica es una sustancia. Entre méas alto sea este valor el
compuesto tendra una mayor capacidad para penetrar las membranas celulares (Dambolena
et al., 2016). Teniendo en cuenta lo anterior se podria afirmar que los compuestos limoneno,
linalol y citronelal al tener menor valor Log P que el geraniol y el citronelol, tienen un menor
caracter lipofilico, lo cual les permitiria interactuar con mayor facilidad con los OBP solubles
presentes en la linfa sensiliar del insecto. Segun la investigacion de Jang et al. (2005),
compuestos terpénicos con altos valores de Log P, debido a su alto caracter lipofilico tienen
una mayor afinidad por la cuticula del insecto, lo que retarda su paso hacia las moléculas
target del sistema olfativo. El citronelol y el geraniol podrian tener este comportamiento.
Estos resultados pueden relacionarse con la mayor actividad repelente obtenida para la F1
del AE de C. winterianus comparado con lo obtenido con la misma fraccién, pero en C.
martinii y L. origanoides en la cual se obtuvo actividad repelente negativa al utilizar la

concentracion mas baja.

La presencia de compuestos en sus formas enantiomericas en el AE de C. winterianus
podria estar relacionada con la mayor actividad repelente de este AE y la F1 en bajas
concentraciones en comparacion con el AE de C. martinii y L. origanoides. En las Figuras
47 y 48 se muestran las formas quirales del linalol, limoneno, citronelal y citronelol. Aunque
no se han reportado estudios sobre la actividad repelente de enantiomeros sobre L. serricorne,
la investigacion realizada por A Fouad et al. (2021) mostro que la formas enantiémericas
(R)-(+)-citronelal, (S)-(-)-limoneno y (S)-(-)-linalol produjeron los mayores porcentajes de

repelencia sobre Sitophilus oryzae, al utilizar la concentracion mas baja (0,06 puL/cm?).
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El uso de insecticidas sintéticos en sus formas enantidmericas permite que haya una
mejoria en la bioactividad y que los diversos enantiomeros formados puedan actuar de forma
diferente sobre las moléculas target en los insectos (Singh, 2008).

Figura 47
Formas enantiomericas de los compuestos A. linalol, B. limoneno.
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Formas enantiomericas de los compuestos A. citronelal y B. citronelol.
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El mecanismo de accidén de los monoterpenoides sobre los insectos aln no esta
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definido. Sin embargo, se conoce que esta clase de compuestos tiene la capacidad de alterar
los niveles de acetilcolinesterasa, produciendo hiperactividad, convulsiones y parélisis
(Grundy vy Still, 1995) y también alterando el sistema octopaminérgico, el cual actia como
neuromodulador en el sistema de los invertebrados (Ryan y Byrne, 1988; Kostyukovsky et

al., 2002).

5.3.2 Actividad repelente del AE de C. martinii y sus fracciones

Los resultados obtenidos con el AE de C. martinii superan el valor reportado por Devi
et al. (2020) en el estudio del AE de la misma especie y su actividad repelente sobre T.
castaneum, el cual tuvo un porcentaje de repelencia del 80 = 3,7 % a una dosis de 0,354
uL/cm? después de 6 h de exposicion. Una comparacion entre la composicion quimica de
estos dos estudios, muestra que en esta investigacion se obtuvo una mayor cantidad relativa
de geraniol (78,3%) que lo obtenido por Devi et al. (2020) (61,4%). Los porcentajes de
repelencia obtenidos fueron mayores que el reportado para los AE de otras especies
pertenecientes a la familia de las poaceas como Cymbopogon flexuosus (60 + 4,4) y C.
winterianus (58 + 2,3) y que poseen cantidades relativas de geraniol de 6,94% y 7,79 %
respectivamente. Otro estudio sobre L. serricorne, mostré como el porcentaje de repelencia
del AE de Citrus aurantiunium fue menor que el valor obtenido en esta investigacion, con

un valor de 66% a una concentracion de 0,4 puL/cm? (Kabiri et al., 2016).

En el analisis de las fracciones, la F1 en la cual se cuantifico la mayor cantidad de
linalol (430 + 11 mg /g de muestra), se obtuvo el mayor porcentaje de repelencia (40 £20 %)
a una concentracion de 0,2 pL/cm?a un tiempo de exposicion de 2 h. Este resultado fue mayor

que el porcentaje de repelencia de la F2 (20+7), en la cual la cantidad de linalol disminuyé
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hasta 30 £ 11 mg/g de muestra. De esta forma se podria determinar que una mayor cantidad
de linalol puede estar relacionada con un mayor efecto repelente sobre L. serricorne. Estos
resultados estan acordes con los obtenidos en otras investigaciones sobre Musca domestica,
Blatella germénica y Sitophilus oryzae, en las que el efecto fumigante del monoterpeno
linalol fue mayor que el de geraniol, el cual requirié una mayor concentracion para causar
dicho efecto (Rice y Coats, 1994; Jang et al., 2005; Abdelgaleil y Mohamed, 2009). Sin
embargo, al analizar la actividad repelente de la F1 a una mayor concentracion (0,4 pL/cm?
), el valor obtenido fue menor que el mostrado en la F2 en la cual la cantidad de geraniol
(790+£2 mg/g de muestra) fue mayor comparada con F1. Este resultado muestra como a
medida que incrementa la cantidad de geraniol en las fracciones, el porcentaje de repelencia
incrementa. La F3, en la cual se cuantificd la mayor cantidad de geraniol (830+32 mg /g de
muestra), obtuvo un porcentaje de repelencia mayor (8015 %) comparado con las fracciones
F1, F2, FF y el AE sin fraccionar en la concentracion mas baja aplicada (0,02 pL/cm?). Al
comparar la actividad repelente de la F3 con la fraccion de fondo se observd que al
incrementar la concentracion hasta 0,4 pL/cm?, el porcentaje de repelencia de la FF fue
menor (40+19) que el de la F3. Este resultado esta relacionado con la ausencia del compuesto

linalol en la FF y una disminucién de la concentracion de geraniol.

Segun los resultados obtenidos para los patrones terpénicos (Tabla 14), se obtuvieron
los porcentajes de repelencia mas altos con el geraniol en la concentracion mas baja aplicada
comparado con lo obtenido con el linalol con el cual se obtuvieron porcentajes de repelencia
negativos. A partir de este resultado se puede verificar que una mayor concentracion de
geraniol en el AE y en las fracciones, esta relacionado con un incremento en la actividad

repelente. La presencia de geraniol y linalol en una fraccién produce un efecto sinérgico y un
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mayor porcentaje de repelencia.

5.3.3 Actividad repelente del AE de L. origanoides y sus fracciones.

En el andlisis de la actividad repelente del AE de L. origanoides, el mayor porcentaje
de repelencia (3013 %) se obtuvo solo para la concentracion de 0,2 pL/cm? en un tiempo
de exposicion de 4 h. Aunque no estan reportados estudios de la actividad repelente de este
AE sobre la especie L. serricorne, la investigacion de Liciardelo et al. (2013) sobre el
artrépodo T. castaneum mostr6 porcentajes de repelencia del AE mayores (< 10 %) de lo que
se obtuvo en esta investigacion, y medido a un tiempo de 2 hy 0,2 pL/cm?. Los componentes
mayoritarios en ese estudio fueron timol, 0xido de cariofileno, t-cadinol y carvacrol. Sin
embargo, los porcentajes de repelencia de las fracciones F1 y FF donde hay un
enriquecimiento de algunos compuestos terpénicos como B-mirceno, timol y carvacrol,
estuvieron por encima de lo que reportaron Liciaderlo et al. (2013) a concentraciones de 0,02

uL/cm?y 0,2 pl/cm?,

Dentro de las fracciones, la F1 enriquecida con los compuestos B-mirceno (275 mg/g
de muestra) y p-cimeno (476 mg/g de muestra), tuvo un porcentaje de repelencia mayor
comparado con el del AE sin fraccionar en la concentracion de 0,2 puL/cm?en un tiempo de
2 hy 4 h. En las concentraciones de 0,02 pL/cm?y 0,4 uL/cm? se obtuvieron porcentajes de
repelencia negativos, los cuales se atribuyen a efectos atractivos de los compuestos
identificados sobre L. serricorne. En el andlisis de la F2, donde se cuantificé la mayor
cantidad de p-cimeno (930 mg/g de muestra), se obtuvieron porcentajes de repelencia
negativos en todas las concentraciones aplicadas a un tiempo de exposicion de 2 hy 4 h.

Estos resultados fueron comparables con lo obtenido por Oliveria et al. (2018), quienes
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estudiaron el efecto repelente de Lippia sidoides y los terpenos fendlicos timol y carvacrol
sobre dos poblaciones de Sitophilus zeamais provenientes de dos regiones de Brasil
(Jacarezinho y Rio Branco). En los resultados, reportaron que el tiempo de residencia de S.
zeamais, fue mayor en el area de papel filtro tratada con p-cimeno comparado con las areas
tratadas con el AE de L. sidoides y el compuesto timol, demostrando de esta forma un efecto
atrayente por parte del hidrocarburo monoterpénico p-cimeno frente a un efecto repelente de

los compuestos identificados en el AE y el monoterpeno oxigenado.

Al comparar el porcentaje de repelencia entre las fracciones F1 y F2, se observo que
en la F1 donde se cuantifico la mayor cantidad de B-mirceno comparado con F2 (218 + 2,3
mg/g de muestra), se obtuvo un mayor porcentaje de repelencia. Este resultado es acorde con
lo obtenido por Caballero et al. (2011), quienes al medir la actividad repelente de algunos
hidrocarburos monoterpénicos sobre T. castaneum, el compuesto B-mirceno tuvo un mayor
porcentaje de repelencia que el compuesto p-cimeno en todas las concentraciones aplicadas.
Un estudio de la actividad larvicida sobre Culex quinquefasciatus, ha demostrado la
existencia de un efecto sinérgico entre la mezcla binaria entre 3-mirceno y p-cimeno (Pavela,
2015). Se puede inferir que una menor concentracién del B—mirceno en F2 esté relacionado
directamente con una disminucion en su efecto sinérgico, resultado que se refleja en una
menor actividad repelente de esta fraccion comparado con la F1. Aungue las propiedades
biofisicas y bioldgicas de un AE se pueden relacionar con la presencia de los compuestos
mayoritarios (Ipek et al., 2005), el efecto dependera de la concentracidén de esos compuestos.
La identificacion de compuestos minoritarios en el AE o en las fracciones podrian ser
responsables de modular la actividad biologica de los compuestos mayoritarios (Franzios et

al., 1997; Santana-Rios et al., 2001; Hoet et al., 2006).
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Para la FF, en la cual se cuantifico la mayor cantidad de timol (481 mg/g de muestra)
y carvacrol (258 mg/g de muestra), se obtuvieron en la concentracion mas baja los
porcentajes de repelencia mas altos comparados con lo obtenido en el AE sin fraccionar y las
fracciones F1 y F2. Esta mayor actividad repelente puede estar asociada con la alta
concentracion del terpeno fendlico, timol, compuesto estudiado en la investigacion de Jang
et al. (2000), quienes determinaron una mayor actividad fumigante de este compuesto al
evaluarse sobre una poblacion establecida de Blatella germanica. Los resultados mostraron
valores de LCso menores (18,76 mg/L de aire) comparado con carvacrol (285,83 mg/L de
aire) e hidrocarburos monoterpénicos como limoneno (341.08 mg/L de aire), B-mirceno
(310.49 mg/L de aire), a-pineno (218.17 mg/L de aire), y-terpineno (206.86 mg/L de aire).
Se ha demostrado que los compuestos timol y carvacrol poseen una alta actividad inihibitoria
frente a la enzima acetilcolinesterasa, la cual cumple un papel fundamental en el sistema
nervioso de los insectos al catalizar la hidrolisis del neurotransmisor acetilcolina (Fourner et
al., 1992; Rodriguez et al., 2022). Otros reportes muestran como el mecanismo de accion del
timol va dirigido hacia el bloqueo del transporte de iones sodio y potasio a través de los
canales celulares (Escobar et al., 2020). La actividad repelente se ve favorecida gracias a la
presencia de los grupos hidroxilo en los terpenos fendlicos. Este hecho se puede evidenciar
en que la asuencia del grupo hidroxilo en el p-cimeno incidi6 directamente en obtener una
baja actividad repelente. Segun Rodriguez et al. (2022), sitios especificos de la enzima
acetilcolinesterasa, con caracteristicas hidrofilicas, pueden activarse en presencia de estos
grupos. Cabe resaltar que esta activacion en la enzima puede favorecerse de igual forma
gracias a la presencia de grupos alquilo. Esta premisa se observa en el estudio sobre

estructura-actividad biolégica que mostrd que la presencia del grupo metilo en el timol esta
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directamente relacionada con la actividad insecticida sobre adultos y ninfas de Pochazia
shantunjensi (Ricaniidae: hemiptera), al obtener una baja actividad insecticida con los
compuestos 2-isopropil fenol, 3-isopropilfenol y 4-isopropilfenol (Figura 49) (Park et al.,

2017).

Figura 49
Estructura molecular de compuestos estructuralmente analogos: A. Carvacrol; B. Timol;

C. 2-isopropilfenol; D. 3- isopropilfenol; E. 4-isopropilfenol; F. o-cresol.
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Al medir de forma individual la actividad repelente de los compuestos timol y
carvacrol se obtuvo un mayor porcentaje de repelencia para el primer compuesto en la
concentracion mas baja aplicada (0,02uL/cm?). Sin embargo, a una mayor concentracion,
solo el carvacrol mostrd un porcentaje de repelencia positivo. A partir de los resultados

obtenidos no se puede dar una aproximacion de cual seria el compuesto que mas contribuye
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con el efecto repelente sobre L. serricorne. Diversos estudios han intentado demostrar si la
concentracion de estos dos compuestos esta relacionada directamente con alguna propiedad
bioldgica. El estudio reportado por Youssefi et al. (2019) muestra que la actividad ovicida y
larvicida ( 3" estadio) hacia el mosquito Culex pipiens es efectiva en una relacion 1:4
(timol:carvacrol) y un incremento de la concentracion de timol, disminuye el sinergismo de

la mezcla.

Aungue no existen reportes sobre cuales son los sitios con los que interatdan estas
moléculas y los OBP de L. serricorne, el estudio de Gopal y Kannabiran (2013) permitio
determinar que el carvacrol puede interactuar por medio de puentes de hidrogeno con el
aminodcido 1le52 en la PBP 1QWA, proteina pertenenciente a Antheraea polyphemus. Esta
misma fuerza intermolecular se ha determinado con la proteina OBP 1QWYV presente en Apis
mellifera, especificamente el aminoacido Ser123. El mecanismo de accién por el que

proceden estas moléculas y generan el proceso de repelencia ain no se ha determinado.

Cabe resaltar que los resultados obtenidos para la fraccién de fondo no superaron el
porcentaje obtenido con la F1 a una concentracion de 0,2 pL/cm?. EI compuesto B-mirceno
identificado en esta fraccidn, al tener una menor masa molar (136,23 g/mol) que el timol
(150,22 g/mol) y el carvacrol (150,217 g/mol) puede volatilizarse mas rapido en el medio

ambiente generando asi una interaccion mas rapida con el insecto (Oliveria et al, 2018).

Con respecto al repelente comercial, fue necesario aplicar una concentracion de 0,8
uL/cm? para observar un porcentaje de repelencia positivo sobre L. serricorne. Los

compuestos mayoritarios terpénicos identificados en esta matriz como acetato de linalilo, a-
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cedreno y el acetato de a-terpinilo (Véase Apéndice J y Apéndice K). Se ha reportado que
el acetato de linalilo presenta una menor actividad fumigante frente a otros compuestos

terpénicos como timol y citronelal (Jang, et al., 2005).

Frente a estos ensayos de repelencia se debe tener en cuenta la capacidad que tenga
el insecto para metabolizar los compuestos terpénicos analizados, influird en el efecto que
esta sustancia tenga sobre el organismo. Estos procesos conocidos como de detoxificacion
permiten que el insecto sea mas resistente a los compuestos utilizados para su control. Dentro
de estos procesos se ven inmersos diferentes tipos de enzimas como esterasas,
monooxigenasas y la enzima glutation S-transferasa (Boyer et al., 2012). Estos factores
deben ser considerados a la hora de analizar la respuesta de L. serricorne hacia los AE y

fracciones en donde se obtuvieron porcentajes de repelencia.

5.4. Estudio de la estabilidad de los AE de C. winterianus, C. martinii y L. origanoides

y sus encapsulados.

La técnica de HS-SPME-GC/FID permitié realizar un seguimiento a los compuestos
presentes en la fraccion volatil de los AE de C. martinii, C. winterianus, L. origanoides y sus
encapsulados. Debido a las caracteristicas medianamente polares de la fiora PDMS/DVB, los
compuestos timol y carvacrol (compuestos polares) en el AE de L. origanoides libre y
encapsulado, fueron extraidos en menor proporcién en comparacion con los monoterpenos
p-cimeno y y-terpineno, compuestos de baja polaridad. Estos resultados se asemejan a lo
obtenido por Lugo et al. (2021) quienes determinaron que la extraccion de timol y carvacrol

en el AE de Thymus vulgaris y su encapsulado, al emplear la fiora PDMS (recubrimeinto
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apolar), fue baja comparada con la fibra de PA (poliacrilato, recubrimiento cristalino con
mayor polaridad). El estudio de Baranauskiene et al. (2003) mostré que el timol y el carvacrol

son mejor extraidos con fibras de mayor polaridad.

La disminucion en la cantidad (Ai/Aistd) de compuestos en los AE de las tres especies
con respecto a sus encapsulados en el primer dia de seguimiento (Dia 0) puede estar
relacionada con pérdidas de los compuestos volatiles durante el proceso de encapsulacién

(Baranasukiene et al., 2003).

5.4.1. AE de C. martinii, C. winterianus y sus encapsulados.

En general, hidrocarburos sesquiterpénicos de alto peso molecular como (E)-B-
cariofileno (MW: 204; Bp: 262 °C) y 6xido de cariofileno (MW: 220; Bp: 279,8 °C), fueron
detectados en el AE libre y encapsulado de C. martinii y C. winterianus hasta el dia 90 de
almacenamiento. Se ha determinado que compuestos con alto peso molecular tienen un
menor grado de difusién sobre la matriz que los contiene y son mas retenidos en el material
encapsulante (Gupta et al., 2016). Este resultado se observo en el estudio realizado por
Voilley (1995), en el cual se encapsulé una mezcla de 16 compuestos (con el fin de simular
el aroma de fresa) en glucosa, maltosa y sélidos provenientes del jarabe de maiz en donde el
compuesto con mayor peso molecular, butirato de isoamilo (MW 158), obtuvo una mayor
tasa de retencién en el encapsulado comparado con el butirato de etilo (MW: 116) vy el

propionato de etilo (MW: 102).

Otro de los factores que influyen en la tasa de retencion de una sustancia en un

encapsulado es su grado de volatilizacion, que hace referencia a la capacidad gue tiene ese
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compuesto para pasar al estado gaseoso desde una fase liquida o sélida (Jafari, Assadpoor,
He, et al., 2008). El grado de volatilizacion puede ser medido a través de la presion de vapor
de un compuesto (punto de ebullicién) y se relaciona con la retencién de forma inversamente
proporcional. Jogersen et al. (2012) determinaron que sustancias con alto peso molecular y
alto punto de ebullicion como el citral (MW: 152,26; Bp: 220-229°C) tuvieron un menor
grado de volatilizacién que los compuestos con menor punto de ebullicién, octanol (MW:
130,26, Bp: 196 °C) y &cido butirico (MW: 88,1; Bp: 162 °C). De esta manera, se puede
inferir que los compuestos con mayor peso molecular (mayor punto de ebullicion)
permaneceran por mas tiempo en el encapsulado. Este resultado se observé en el seguimiento
de los sesquiterpenos oxigenados elemol (MW: 222,37; Bp: 387,7 °C) y germacren D-4-ol
(MW: 222,37; Bp: 307-308 °C) compuestos identificados en el AE de C. winterianus, cuyas
mayores cantidades relativas se detectaron hasta el dia 90 de almacenamiento. Aunque estos
compuestos tienen pesos moleculares similares al del 6xido de cariofileno, la presencia del
grupo —OH produce un incremento en su punto de ebullicidn, lo que resulta en un grado de

volatilizacion menor comparado con otras sustancias.

Monoterpenos oxigenados con cantidades similares (dia 0) al hidrocarburo
sesquiterpénico o0xido de cariofileno, pero con puntos de ebullicion menores como nerol
(MW: 154,25; Bp: 224-225 °C), neral (MW: 152,24; Bp: 225 °C), geraniol (MW: 154.25;
Bp: 230 °C), geranial (MW: 152,24; Bp: 225 °C) y formiato de geranilo (MW: 182,26; Bp:
216 °C) también fueron detectados hasta el final del proceso. Estos resultados muestran que
no solo el punto de ebullicidon afecta la volatilizacion de los compuestos sino también la
presencia de posibles interacciones con el material encapsulante (Re, 1998). La presencia de

grupos donadores de carga como el oxigeno tanto en los MO como en el PEG, pueden generar
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fuerzas intermoleculares como los puentes de hidrégeno que les permitan tener una mayor
residencia en la matriz polimérica. En el AE libre y encapsulado de C. winterianus también
se evidencio este resultado con los compuestos citronelal, citronelol, neral, geranial, acetato
de citronelilo, acetato de geranilo y eugenol con puntos de ebullicion menores que los
sesquiterpenos mencionados y los cuales se detectaron en la matriz polimérica hasta el dia
90 de encapsulamiento. Este tipo de interaccion ha sido estudiada por Le Than et al. (1992)
quienes determinaron que los compuestos 2-propanol, n-hexanol y benzaldehido son
fuertemente adsorbidos en los sustratos glucosa, maltodextrina, almidon y B-ciclodextrina
debido a la formacidn de puentes de hidrogeno. El acetato de etilo no presento este tipo de
interaccion con este sustrato, pero observaron que existe una alta adsorcion de este
compuesto y la acetona al emplear el sustrato caseina. Esto se debe a la presencia de

interacciones de tipo hidrofobico con el material adsorbente.

El seguimiento del compuesto mayoritario geraniol en el AE encapsulado de C.
martinii, a lo largo del tiempo, mostr6 que la cantidad (Ai/Aisd) Se mantuvo constante hasta
el dia 60 (Tabla 22). Al comparar la cantidad de geraniol entre el AE libre y encapsulado, se
evidencio una disminucién de la cantidad de geraniol en el AE libre para el dia 30 (Tabla
21) con respecto a la cantidad de este compuesto en el AE encapsulado. Esta mayor retencion
del compuesto puede estar mediada por la formacion de puentes de hidrogeno entre los
atomos de oxigeno e hidrégeno presentes tanto en el geraniol como en el PEG, permitiendo

de esta forma que haya una liberacién controlada en el tiempo.

La presencia de grupos funcionales especificos también determina el grado de

retencion de un compuesto en una matriz encapsulanete. Al realizar una comparacion entre
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el AE libre y encapsulado de C. winterianus, se observé que el compuesto citronelal se
volatilizo rapidamente entre los dias 0 y 7 comparado con otros monoterpenos oxigenados
como el citronelol o el geraniol (Tabla 19 y 20). Sin embargo, este proceso fue mas marcado
en el encapsulado. Por medio de diversos estudios (Flink and Karel, 1970; Bangs y
Reineccius, 1981; Le Than et al., 1992; Voilley, 1995; Anantha and Milford, 1997) se ha
determinado que la capacidad de retencion de diversos grupos funcionales decrece de la
siguiente forma: alcoholes > cetonas > ésteres > aldehidos > &cidos. La presencia del grupo
aldehido en el citronelal hace que tenga una menor retencion en el encapsulado que aquellos
compuestos que tienen el grupo alcohol dentro de sus estructuras (citronelol y geraniol). El
alcohol terpénico citronelol fue mayormente retenido en el encapsulante hasta el dia 15 y

para el caso del geraniol la cantidad se mantuvo constante hasta el dia 60 de almacenamiento.

En el AE libre y encapsulado de C. martinii y C. winterianus los hidrocarburos
monoterpénicos con puntos de ebullicion menores como 6-metil-hept-5-en-2-ona (173 °C),
(E)-B-ocimeno (174-175 °C), limoneno (176 °C), (Z)-p-ocimeno (177 °C), se volatilizaron

con mayor facilidad tanto en el AE libre como en la matriz polimérica.

Segun el estudio de Werdyn et al. (2014), el polimero PEG ejerce un proceso de
estabilizacion del AE en la matriz polimérica, permitiendo una reduccion de la volatilizacion
de los compuestos. Otros estudios han mostrado que la adicion de un AE a un polimero como
el PEG y su rapido enfriamiento a bajas temperaturas, permite la conformacion de estructuras
amorfas, no cristalinas, que le confieren mayor estabilidad al complejo polimerico (Yang et

al.,2009). Finalmente, el andlisis por HS-SPME-GC/FID del polimero PEG mostrd que no
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hay productos de descomposicion que puedan producir cambios en el AE durante el tiempo

de almacenamiento (Apéndice L).

5.4.2. AE de L. origanoides y su encapsulados.

El anélisis del AE libre y encapsulado mostr6 que los hidrocarburos sesquiterpenicos
con mayor peso molecular en la mezcla, fueron retenidos hasta el dia 90 de almacenamiento.
Aungue se observé un mayor grado de volatilizacion de esta familia de compuestos en el
encapsulado, el compuesto selin-3,7(11) dieno (MW: 204,35; Bp: 269-270 °C) fue detectado
en mayor proporcion con respecto al AE libre. Compuestos con menor peso molecular como
el timol (MW: 150,22 Bp: 232 °C), el carvacrol (MW: 150,22; Bp: 236,8 °C) y el acetato de
timilo (MW: 192,5; Bp: 245 °C) fueron retenidos tanto en el AE libre como en el encapsulado
hasta el dia 90 y su cantidad se mantuvo constante durante el proceso. En este resultado
nuevamente se puede observar que la presencia de grupos oxigenados en las moléculas
permite que haya interacciones intermoleculares como los puentes de hidrdgeno, lo que
resulta en una menor volatilizacion de esos compuestos. La mayor parte de los hidrocarburos
monoterpénicos, por sus bajos puntos de ebullicion tuvieron una menor retencién en la matriz
polimérica y en el AE libre. Sin embargo, el hidrato de (Z)-sabineno se logro detectar hasta
después del dia 7 tanto en el AE libre como en el encapsulado. Otros hidrocarburos
monoterpénicos mayormente retenidos fueron p-cimeno (MW: 134,21, Bp: 177 °C), y-
terpineno (MW: 136,23, Bp: 183 °C) y a-terpineno (MW: 136,23, Bp: 173 °C) los cuales
tienen en comun presentar en su estructura quimica un anillo de seis atomos de carbono. El
compuesto hidrato de (Z)-sabineno, aungque con menor punto de ebullicion que los terpenos

anteriores, tuvo una mayor retencién en comparacion con terpenos como limoneno.
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6. Conclusiones

1. En esta investigacion se reporta por primera vez en Colombia el estudio de la
actividad repelente sobre Lasioderma serricorne de las fracciones obtenidas de los
AE de C. winterianus C. martinii y L. origanoides por la técnica de microdestilaicon
fraccionada a presion reducida. Los resultados obtenidos permitieron determinar
cémo afecta la composicion quimica del aceite esencial en los procesos de repelencia
en insectos que producen dafios en alimentos. Los monoterpenos oxigenados y
terpenos fendlicos identificados en los aceites esenciales tienen interacciones
especificas con los OBP a través de interaccions intermoleculares con los
aminodcidos que las conforman, lo cual les permite ser transportadas y solubilizadas
de una mejor forma en la linfa sensiliar y posteriormente interacturar con los OR para
generar el proceso que definira si el insecto tiene una respuesta de atraccion o de

repelencia hacia el compuesto evaluado.

2. Por medio de la técnica de cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de
masas (GC/MS) se identificaron 31 compuestos en el AE de C. martinii tanto de
forma tentativa como confirmatoria. Dentro de los compuestos mayoritarios se
encuentran el geraniol (780+11 mg compuesto/g muestra), el acetato de geranilo (120
+ 1 mg compuesto/g de muestra) y el linalol (21 £ 3 mg compuesto/g de muestra). En
el AE de C. winterianus se identitificaron 34 compuestos siendo el geraniol (287 + 2
mg compuesto/g de muestra), el citronelol (2001 mg compuesto/g de muestra) y el

citronelal (142+1 mg compuesto/g de muestra) los componentes mayoritarios. Para
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el AE de L. origanoides se identificaron 59 compuestos cuyos compuestos
mayoritarios fueron timol (362+7,5 mg compuesto/g de muestra), carvacrol (212+2,9
mg compuesto/g de muestra). La familia de los monoterpenos oxigenados constituyo
la de mayor abundancia tanto en el AE de C. martinii como en el AE de C. winterianus
mientras que para el AE de L. origanoides los terpenos fendlicos constituyeron la

familia de mayor abundancia.

3. El proceso de microdestilacion a presién reducida permitié hacer una separacion de
los compuestos més volatiles identificados en los AE de Cymbopogon martinii,
C. winterianus y L. origanoides y los compuestos menos volatiles en diferentes
fracciones. De forma general, los monoterpenos oxigenados linalol y citronelal fueron
concentrados en las fracciones mas livianas del AE de C. winterianus; los
hidrocarburos monoterpénicos B-mirceno, p-cimeno y y-terpineno en el AE de L.
origanoides y el geraniol, limoneno y linalol en el AE de C. martinii. Las fracciones
de fondo se enriquecieron con los compuestos de mayor punto de ebullicion:
monoterpenos oxigenados como citronelol, geraniol, acetato de geranilo,
hidrocarburos sesquiterpénicos como (E)-p-cariofileno, oOxido de cariofileno y

humuleno y sesquiterpenos oxigenados como germacren D-4-ol y elemol.

4. El compuesto geraniol identificado en el AE de C. martinii no pudo ser separado en
una fraccion individual como si se obtuvo con los otros AE. Este resultado se debe
especificamente a que la regién donde coexiste este compuesto con el linalol en el
equilibrio liquido-vapor es lo suficiente pequefia para que se pueda llevar a cabo un

proceso de separacion de las dos fases.
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5. El estudio de la actividad repelente sobre Lasioderma serricorne permitié determinar
que la F2, en donde se cuantifico la mayor cantidad de citronelal (1052 + 61 mg
compuestos/g de muestra), obtuvo el mayor porcentaje de repelencia (90%)
comparado con el aceite esencial sin fraccionar y las fracciones F1 y FF. Este
resultado demuestra que la presencia de compuestos tipo aldehido puede generar un
mayor efecto de repelencia sobre insectos asociados con dafios en productos

alimenticios.

6. La presencia de los monoterpenos oxigenados linalol, citronelal, geraniol y citronelol,
esta relacionada con una mayor actividad repelente sobre el insecto L. serricorne.
Esto se evidenci¢ al evaluar la actividad repelente sobre el insecto a la concentracion
de 0,02 pL/cm?, donde solo el AE de C. winterianus y la F1 del mismo aceite
mostraron porcentajes de repelencia positivos. La identificacion de compuestos
bioactivos en los aceites esenciales puede permitir el desarrollo de productos con
efectos repelentes que puedan ser utilizados en el almacenamiento de granos y

productos procesados para asegurar su conservacion.

7. El monoterpeno oxigenado geraniol esta relacionado directamente con los altos
valores de repelencia obtenidos en el AE de C. martinii. Esto se evidencio al medir la
actividad repelente de la F1 en donde la presencia de este compuesto aungue en menor
proporcion que las otras fracciones, permitié obtener porcentajes de repelencia

positivos.
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8.

10.

11.

Aungue no se obtuvieron porcentajes de repelencia altos con los terpenos fenolicos
timol y carvacrol en comparacién con otros compuestos, se evidencié que su
presencia en el AE de L. origanoides esta estrechamente relacionada con su actividad
repelente. Este resultado se verificd con el porcentaje de repelencia obtenido en la FF

con la concentracion mas baja aplicada.

. Se determind que los compuestos que tienen mayor valor de Log P, es decir un mayor

caracter lipofilico, son los que requieren una mayor concentracion en el AE y en la

fraccion para poder generar un porcentaje de repelencia positivo sobre L. serricorne.

La presencia de los monoterpenos oxigenados citronelal, linalol, geraniol y
citronelol, los terpenos fenolicos timol y carvacrol y el hidrocarburo monoterpénico
limoneno estan relacionados estrechamente con los mayores porcentajes de

repelencia obtenidos sobre L. serricorne.

La metodologia de HS-SPME permitio realizar un seguimiento en el tiempo a
los diferentes compuestos terpénicos tanto en los AE libres como en los encapsulados.
Los compuestos de menor grado de volatilizacion (MW y punto e ebullicion altos),
se mantuvieron en la matriz polimérica hasta el dia 90 de almacenamiento. Sin
embargo, compuestos de mayor grado de volatilizacion (MW y punto de ebullicion
menor) como geraniol, citronelol, timol y carvacrol permanecieron en las matrices
durante el mismo periodo de tiempo. Este comportamiento se relaciona con las
fuerzas intermoleculares como los puentesde hidrégeno que se generan entre estos

compuestos oxigenados y el material encapsulante PEG.
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7. Recomendaciones

Se recomienda evaluar el efecto repelente de los encapsulados por medio de un
montaje que incluya cinco cajas Petri conectadas a una caja Petri central por medio de tubos
de vidrio. En las cajas de la periferia se adicionara de forma individual muestras
encapsuladas, controles positivos y negativos. En la caja Petri central se adiciona una
cantidad especifica de insectos que segun su preferencia por los compuestos odoriferos,

atravesaran los diferentes canales hasta interactuar con la sustancia.

8. Financiamiento del proyecto de investigacion

Ministerio de Ciencias, Tecnologia e Innovacion, Ministerio de Educacion Nacional,
Ministerio de Industria, Comercio y Turismo e ICETEX, Convocatoria Ecosistema Cientifico
- Colombia Cientifica y el Fondo Francisco José de Caldas en el marco del programa”Bio-
Reto XXI 15:50. Desarrollo de bioproductos para los sectores salud, agropecuario y
cosmético, como resultados del estudio de la biodiversidad colombiana™, dentro del proyecto
titulado "Extraccién, caracterizacién quirnica de alta resolucién de ingredientes naturales a
partir de la biodiversidad colombiana, disefio de bioproductos funcionales y estudio de su

estabilidad" contrato N" FP44842-21 2-20 | 8.

9. Divulgacion de resultados

- Rosero, J., Martinez, J. y Stashenko, E. Ill Iberoamerican Conference on Mass

Spectrometry. Characterization by GC/MS of Cymbopogon martinii (Poaceae)
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essential oil and evaluation of its repellent activity against Lasioderma serricorne,

Rio de Janeiro, Brasil, 10-15 de diciembre del 2022. Modalidad: péster.

- Monsalve, V., Henriquez, J., Rosero, J., Martinez, J. y Elena E. Stashenko. IlI
Iberoamerican Conference on Mass Spectrometry. GC/MS study of Steiractinia
aspera essential oils obtained from different crops in Santander (Colombia) by steam

distillation, Rio de Janeiro, Brasil, 10-15 de diciembre del 2022. Modalidad: poster.

- Rosero, J., Martinez, J. y Stashenko, E. Caracterizacion quimica por GC/MS del
aceite esencial de Cymbopogn winterianus (Poaceae) y su actividad repelente contra
Lasioderma serricorne. Semana de la Quimica. Bucaramanga, Santander, 26 y 27 de

octubre del 2022. Modalidad: presentacion oral.

- Rosero, J., Martinez, J. y Stashenko, E. Analysis of volatile fraction of the
Cymbopogon winterianus (Poaceae) encapsulated essential oil. 12" International
Mass Spectrometry Conference on Petrochemistry, Environmental and Food
Chemistry (Petromass 2022), Heraklion, Grecia, 16-23 de octubre del 2022.

Modalidad: presentacion oral.

- Rosero, J., Martinez, J. y Stashenko, E. Congreso Latinoamericano de Quimica 2020,

Cartagena-Colombia, 11-15 de octubre del 2021. Modalidad: presentacion oral.

- Rosero, J., Martinez, J. y Stashenko, E. Congreso Latinoamericano de Quimica 2020,

Cartagena-Colombia, 11-15 de octubre del 2021. Modalidad: poster.

- Rosero, J., Martinez, J. y Stashenko, E. 23" International Symposium on Advanced
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in Extraction Technologies. Alicante- Espafia, 30 de junio al 2 de julio del 2021.

Modalidad pdster.

- Rosero, J., Martinez, J. y Stashenko, E. Evaluacion del efecto repelente sobre
Tribolium castaneum Herbst de aceites esenciales de Cymbopogon martinii, C.
nardus, Lippia origanoides y sus fracciones. | Simposio de Quimica-UIS.

Bucaramanga, Santander, 3y 4 de diciembre del 2020. Modalidad: presentacion oral.

Manuscrito en preparacion

Rosero, J., Martinez, J. y Stashenko, E. Composicion quimica del aceite esencial de
Cymbopogon winterianus, microdestilacion a presion reducida y evaluacion del efecto

repelente sobre Lasioderma serricorne (Ptinidae). Molecules
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Apendices

Apéndice A. Certificado de la identificacion taxonomica ICA.

INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO - ICA
LABORATORIO DE DIAGNOSTICO FITOSANITARIO BUCARAMANGA- SANTANDER
REPORTE DE RESULTADOS

ICA™#

Instituto Colombiano Agropecuario

INFORMACION DEL LABORATORIO
N° reporte: R4122M0000022. N° solicitud: S4122M0000014.
Cadigo de la muestra: M4122M0000109. Fecha recepcion de muestra: 2022-01-28.

l:g'cha del analisis (Inicio - Fin): 2022-02-17 a 2022'02'Fecha de emisién del resultado: 2022-02-18.

de insectos adultos sumergidos en alcohol y contenido
en un recipiente de plastico de cierre hermético y
especimenes de insectos inmaduros vivos en un vial
tipo Vacutainer. Los especimenes se encontraron en

Descripcion de la muestra: Se recibieron especlmenes|
S

Dependencia solicitante (ICA): NA.

buenas condiciones para su determinacion taxonémica

I e ——————

RESULTADOS
PROCEDENCIA
CODIGODELA | 1D Cultivo / {Departamento, 1.0
MUESTRA U Municipio, Vereda, RESULTADO especimenes
USUARIO Variedad Finca, ) procesados
Georreferenciacion|
Santander, i . 30 especimenes
Cebada Y Bucaramanga, No L;:; . somﬁt;gnzo adultos
M4122M0000109 | No Indica | Harina/No | Aplica, Cenivam, LN|(Fabricus, 1792)l "2
" g i (Coleoptera:  Ptinidae) 2Spec
Aplica 07°08'25,4", (Anexo 1, Figura 1y 2) inmaduros
073°06'58,3" LW. LEC okl i (arvas).
Total especimenes analizados 35
METODOS
— Insectos adultos: método analitico ICA GSA-MA-LDF-DE-005: Identificacién de coledpteros de granos
almacenados utilizando caracteres morfolégicos, V2.
-__Insectos inmaduros: determinacién taxonémica a través de las claves propuestas por Anderson (1991).

Pagina1de3

FORMA 3-652 V5 2021

212



213
EFECTO REPELENTE DE ACEITES ESENCIALES Y FRACCIONES

| ‘ A’ w INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO - ICA

LABORATORIO DE DIAGNOSTICO FITOSANITARIO BUCARAMANGA- SANTANDER
REPORTE DE RESULTADOS

Instituto Colombiano Agropecuario

I Continuacion: N° reporte: R4122M0000022 N° solicitud: S4122M0000014 —i

[ ALCANCE

MUESTRA OFICIAL (Control oficial y comercio exterior): Este resultado solo aplica a la muestra recibida en el
laboratorio. Este reporte podra ser utilizado por el ICA como soporte probatorio en los procesos sancionatorios o
sanitarios que se adelanten y se podra aplicar a la poblacién de la cual el ICA o el organismo de inspeccién autorizado|
OMO |a MUESEra & MANETA OfICIAl .eveererseerrrirrrrrereeeeeeiirtreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese e e ee e e e e e e eeeeeeeeeeee e e (NA.)
MUESTRA PARTICULAR: Este resultado solo aplica a la muestra recibida en el laboratorio. No puede ser considerado|
icomo un resultado del control oficial del cual el ICA esta encargado. La informacion incluida en este reporte puede ser|

utilizada por el ICA para fines oficiales, técnico cientificos y estadisticos dentro de las actividades de sus programas|
el e T L e SN (X.)

OBSERVACIONES

IConvenciones: NA = No aplica. NI = No informa

La siguiente informacion es suministrada por el cliente: ID Usuario, cultivo / variedad, departamento, municipio, vereda,
finca, georeferenciacion.

La presente muestra fue allegada al laboratorio bajo factura ICA N° 020220062508 emitida por la seccional Santander.

ANEXOS
Anexo 1. Reporte R4122M0000022 de la muestra M41220000109

Figura 1. Lasioderma serricorne. A. Habitus dorsal. B. Habitus lateral. C. Detalle de la cabeza en vista frontal. D
Pagina 2de 3

FORMA 3-652. V5. 2021



214
EFECTO REPELENTE DE ACEITES ESENCIALES Y FRACCIONES

I‘ Av INSTITUTO COLOMBIANO AGROPECUARIO - ICA

LABORATORIO DE DIAGNOSTICO FITOSANITARIO BUCARAMANGA- SANTANDER
REPORTE DE RESULTADOS

Instituto Colombiano Agropecuario

lContinuacién: N° reporte: R4122M0000022 N° solicitud: S4122M0000014

Detalle de la coxa posterior. La flecha indica una excavacion profunda que recibe al fémur posterior.

Figura 2. Lasioderma serricorne. Espécimen de una larva en vista dorsal.
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Apéndice B. Aval del Comité de Etica en Investigacion Cientifica (CEINCI).

22l

Universidad
Industrial de
‘Santander

4110
Bucaramanga, 9 de septiembre de 2022

Estudiante

JOHANNA CATALINA ROSERO ROSERO
Maestria en Quimica

Escuela de Quimica

Facultad de Ciencias

Asunto: Aval Comité de Etica proyecto “Evaluaciéon del efecto repelente contra Lasioderma
serricorne de aceites esenciales de Cymbopogon martinii, C. winterianus, Lippia origanoides y sus
fracciones”.

Cordial Saludo.

El Comité de Etica en Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de Santander (CEINCI)
en reunidn celebrada bajo la modalidad presencial remota el dia 9 de septiembre de 2022, segin
consta en el Acta N° |5 evalué los ajustes realizados al proyecto del asunto y al respecto
conceptua:

En consideracion a que el proyecto cumple con todos los requerimientos, el Comité de Etica
acordé, por consenso, APROBAR el documento digital en su Gltima version.

De igual manera, aplicar segin corresponda a la investigacién, la normatividad del Sistema de
Gestidon  Integral de la  Universidad, que esta disponible en el enlace:
https://www.uis.edu.co/intranet/calidad/calidad.jsp, especialmente lo relacionado con el Manual de
Gestidn Integrado.

Asi mismo, realizar los tramites y/o permisos necesarios para la recoleccién de los microorganismos
o muestras requeridas para la investigacion.
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Finalmente, nos permitimos senalar que, durante el proceso de seguimiento que realiza el CEINCI
se verificara el cumplimiento de las consideraciones éticas.

4110

En nombre del CEINCI-UIS le ofrecemos el apoyo que usted considere necesario, para la
aplicacion y salvaguarda de los asuntos éticos durante la investigacion.

Tabla de trazabilidad de la propuesta de investigacion:

R Ev C Ec R2 Ev2 | C2

19/8/22 | 26/8/22 | P | 30/8/22 2/9/22 | 9/9/22 | A

Convenciones de la tabla de trazabilidad:

R: Remisién de documentos o respuesta del investigador.
Ev: Evaluacion del CEINCL

C: Concepto del CEINCI.

Ec: Entrega de carta del CEINCI al investigador.

P: Pendiente.

A: Aprobado.
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Apéndice C. Cultivo experimental de L. serricorne y ensayo de repelencia.

Cultivo experimental L. serricorne (Ptinidae): Frasco de vidrio (a) y caja Petri (b) con harina y cebada
en granos. c. Insecto adulto. Fotografias tomadas por la autora, Johanna Rosero en el CENIVAM

Area= 34,8 cm?

(UIS, Bucaramanga).

Montaje experimental del ensayo de repelencia con la fraccién FF de C. martinii. Fotografias tomadas

por la autora, Johanna Rosero en el CENIVAM (UIS, Bucaramanga).
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Apéndice D. Espectro de masas del compuesto no identificado con N° de pico 12 (tR=34.46

min, IRL=1332) del AE de C. martinii. Columna DB5-MS
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Apéndice E. Espectro de masas del compuesto no identificado con N° de pico 22 (tR

Scan 9259 (31.456 min): AE-CM.D\data.ms
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Scan 11340 (39.133 min): AE-CM.D\data.ms
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Apéndice F. Pruebas de mualtiples rangos para los AE encapsulados de las especies bajo

estudio.

Tabla F1. Prueba de rangos multiples para Ai/Ais por dia de almacenamiento en el AE

encapsulado de C. martinii

Dia de Casos Media LS Sigma LS Grupos
almacenamiento Homogéneos
90 12 0,666577 0,079509 X

60 12 1,07797 0,079509 X

30 12 1,31558 0,079509 X

7 12 1,42527 0,079509 X

15 12 1,43732 0,079509 X

3 12 1,74386 0,079509 X

0 12 1,98411 0,079509 X

Tabla F2. Prueba de rangos multiples para para Ai/Aiswd por familia de compuestos en el AE

encapsulado de C. martinii

Familia de Casos Media LS Sigma LS Grupos
compuestos Homogéneos
(6{0) 21 0,0018977 0,0601031 X

HM 21 0,08071  0,0601031 X

HS 21 0,107866 0,0601031 X

MO 21 5,3242 0,0601031 X

Tabla F3. Prueba de rangos maltiples para para Ai/Aisa por dia de almacenamiento de

compuestos en el AE encapsulado de C. winterianus.

Dia de Casos Media LS Sigma LS Grupos
encapsulacion Homogéneos
90 18 0,204419 0,0651307 X

60 18 0,486971 0,0651307 X

15 18 0,995091 0,0651307 X

7 18 1,32916 0,0651307 X

3 18 1,3975  0,0651307 X

0 18 2,66388 0,0651307 X
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Tabla F4. Prueba de rangos maltiples para para Ai/Aista por familia de compuestos en el AE

encapsulado de C. winterianus

Familia de Casos Media LS Sigma LS Grupos
compuestos Homogéneos
(6{0) 18 0,0109735 0,0651307 X

HM 18 0,0292771 0,0651307 X

TF 18 0,0462189 0,0651307 X

SO 18 0,117931 0,0651307 X

HS 18 1,27097  0,0651307 X

MO 18 5,60165 0,0651307 X

Tabla F5. Prueba de rangos multiples para para Ai/Aisd por dia de almacenamiento de los

compuestos en el AE encapsulado de L. origanoides.

Dia de Casos Media LS Sigma LS Grupos
almacenamiento Homogéneos
60 12 0,169247 0,126805 X

90 12 0,18408 0,126805 X

30 12 0,239795 0,126805 X

15 12 0,314862 0,126805 XX

7 12 0,644127 0,126805 X

3 12 1,10433 0,126805 X

0 12 3,11233 0,126805 X

Tabla F6. Prueba de rangos multiples para para Ai/Aiswd por familia de compuestos en el AE

encapsulado de L. origanoides.

Familia de Casos Media LS Sigma LS Grupos
compuestos Homogéneos
(6{0) 18 0,0109735 0,0651307 X

HM 18 0,0292771 0,0651307 X

TF 18 0,0462189 0,0651307 X

SO 18 0,117931 0,0651307 X

HS 18 1,27097  0,0651307 X

MO 18 5,60165 0,0651307 X
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Apéndice G. Perfil cromatogréfico obtenido por HS-SPME-GC/MS (full scan) del repelente
comercial utilizado en los ensayos de repelencia. Columna DB-5MS (60 m), inyeccion split
1:30, MSD (ElI, 70 eV). Véase la identificacion de los picos en el Apéndice H.

TIC: [BSB2]RC-IR3535-E1.D\data.ms
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Apéndice H. Cantidad relativa (%) de los componentes del repelente comercial utilizado en

los ensayos de repelencia.

INDICES DE
N° tr, Min RETENCION Area
LINEALES .
Fig. Compuesto relc?/t v,
Apécr;dice DB-5MS DB-5MS G C/"MS
EXxp. Lit.
1 20,22 Limoneno*® 1034 1030 [1] 1,2
2 20,36 Eucaliptol #>¢ 1037 1032 [1] 0,7
3 20,86 (E)-B-Ocimeno®” 1049 1048 [1] 0,2
4 22,54 Terpinoleno*® 1089 1087 [1] 0,3
5 23,04 Linalol®b® 1101 1099 [1] 6,0
6 25,12 Alcanfor®® 1155 1143 [1] 1,6
7 28,71 Acetato de linalilo*® 1251 1255 [1] 10,3
8 29,08 Propanoato de bencilo®® 1261 1257 [1] 5,2
9 29,91 Acetato de (2)-B- terpenilo®” 1284 - 2,7
11 30,13 Acetato de bornilo*® 1290 1284 [1] 0,5
13 31,78 Acetato de 4-tert-butilciclohexilo*® 1334 1339 [2] 14,9
14 32,32 Acetato de a-terpenilo®” 1349 1347 [1] 53
Acetato de 4-tert-butilciclohexilo
15 33,11 isomero®” 1370 - 12,1
16 35,25 a-Cedreno®® 1430 1412 [1] 14,1
17 35,57 B-Cedreno®” 1438 1422 [1] 2,3
18 35,93 (2)-Tujopseno®® 1449 1432 [1] 6,8
19 36,99 Metil y-ionona®” 1479 1478 [3] 0,7
20 40,64 N-Propoxicarbonil butilester I-isoleucina®® 1505 - 13,4

# Identificacion tentativa basada en los espectros de masas (MS, El, 70 eV, coincidencia > 90%).

b |dentificacion tentativa basada en los indices de retencion lineales en columna DB-5MS (Babushok et

al.,(2011); Mondello, L., (2012) [2]; EI-Sakhawy et al.,(1998) [3]

“ldentificacion confirmatoria por MS e IRL usando sustancias de referencia certificadas.
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Apéndice 1.
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Perfiles cromatogréficos obtenidos por HS-SPME-GC/FID del AE sin

encapsular de C. winterianus los dias 0 y 90 de almacenamiento. Columna DB-5MS (60 m),

inyeccion split 1:30.
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Apéndice J. Perfiles cromatograficos obtenidos por HS-SPME-GC/FID del AE sin

encapsular de C. martinii los dias 0 y 90 dias de almacenamiento. Columna DB-5MS (60 m),

inyeccion split 1:30.
pA AE CM Dia 0

1000 -
800 ~
600 -
400
200 -

0

.|1 I 16 25
—

10
pA AE CM Dia 90
1000

600 -
400 -

200

10



224
EFECTO REPELENTE DE ACEITES ESENCIALES Y FRACCIONES

Apéndice K. Perfiles cromatograficos obtenidos por HS-SPME-GC/FID del AE sin
encapsular de L. origanoides los dias 0 y 90 dias de almacenamiento. Columna DB-5MS (60

m), inyeccion split 1:30.
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Apéndice L. Perfiles cromatogréaficos obtenidos por HS-SPME-GC/FID del polimero PEG

los dias 0 y 90 de almacenamiento. Columna DB-5MS (60 m), inyeccion split 1:30.
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