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"Tienes que ser muy rapido para mantenerte
en el mismo lugar. Pero si quieres llegar a otra
parte, debes ir dos veces més rapido."

Lewis Carroll.
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Resumen

El presente trabajo trata sobre la extraccion de aceites esenciales de tres plantas anisadas de la flora
salvadorefia: Tagetes filifolia Lag, Piper auritum Kunth y Piper marginatum Jacg. con el método
de extraccion con disolventes organicos. Se realizo el aislamiento de los metabolitos secundarios
mayoritarios de los tres aceites esenciales, utilizando técnicas cromatogréficas, para este proceso
de aislamiento se utilizo la técnica de cromatografia en capa fina preparativa (CCP) pero para
poder identificar el solvente o mezcla de solventes fue necesario realizar previo a CCP, repetidas
cromatografias en capa fina analitica para establecer la fase mdvil mas adecuada con base a la
separacion de los compuestos que se visualizaron en una lampara UV.

Se logré aislar cuatro compuestos para los cuales fue necesario realizar analisis espectroscépicos
como: Infrarrojo (IR) y de Resonancia Magnética Nuclear de Proton *H (RMN *H). El analisis IR
se realiz6 en el laboratorio de Quimica Organica de la Escuela de Quimica de la Facultad de
Ciencias Naturales y Matematica, mientras que los analisis de RMN *H se realizaron en el
Laboratorio de investigacién en Productos Naturales (CIPRONA), Universidad de Costa Rica
(UCR).

El procesamiento y el analisis de los espectros de RMN, se efectuaron apoyandose del software
MestrenovaLITE. Al mismo tiempo, se hizo uso de simuladores: NMR Predict. y Spectra Database
for Organic Compounds. Para la representacion de las moléculas se utilizé el software
ChemBiodraw Ultra 13.0. Ademas de las tablas de RMN y de grupos funcionales para IR que
proporciona la bibliografia.

Como punto final se presenta la evaluacion bioldgica de los aceites esenciales como un
experimento que abre las puertas a mas investigaciones siendo un analisis previo. Los bioensayos
realizados con los aceites esenciales sobre tres especies de insectos: Dendroctonus frontalis,
Sitophilus zeamais y Kalotermes flavicollis; estan orientados en mostrar la actividad bioldgica que

los aceites esenciales de las tres plantas anisadas en estudio, poseen como agentes insecticidas.
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1.0 Introduccidén

El uso de los aceites esenciales extraidos de plantas aromaticas se hace desde la antigiiedad en la
medicina tradicional, y hasta la fecha, se ha expandido con el paso de los afios por su amplio

espectro farmacoldgico.

Es asi que, el estudio de los aceites esenciales, utilizados como materias primas bésicas para la
industria de fragancias y sabores, se ha transformado en una de las areas de investigacion y
desarrollo importante en muchos paises; ya que estas sustancias son consideradas como material
de desecho del metabolismo de las plantas; pero gracias a los estudios sobre ellos se reconoce su
importancia bioldgica.

Los aceites esenciales, son mezclas de sustancias quimicas biosintetizadas por las plantas, son
fracciones liquidas volatiles con aromas caracteristicos, que contienen las sustancias responsables
del aroma de las plantas y que son importantes en las industrias: cosmética (perfumes y
aromatizantes); alimentos (condimentos y saborizantes), farmacéutica, agricultura (insecticidas)
entre otros; y que generalmente son obtenidos por destilacion con arrastre de vapor de agua
(Albarracin Montoya & Gallo Palma, 2003)

En el presente, la investigacion en productos naturales con actividad bioldgica, esta desarrollando
estudios enfocados en la agricultura, es por ello, que el presente trabajo presenta una compilacion
de informacion cientifica y técnica documental, que hace un razonamiento detallado, para conocer
de las investigaciones ejecutadas, sobre los compuestos fitoquimicos que contienen los extractos
vegetales con actividad biologica experimentados contra las enfermedades y plagas, ensayados

con técnicas bioquimicas in vitro e in vivo con resultados sorprendentes. (Soleto, 2016)

La estructura quimica de los aceites esenciales, comprenden una mezcla de hidrocarburos alifaticos
de bajo peso molecular, acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres o éteres. Los componentes
mas activos en estas mezclas son los terpenoides (principalmente monoterpenos y sesquiterpenos,
aunque diterpenos también pueden estar presentes) y fenilpropanoides. (Ortiz, Posada, & Noguera,
2014)



Los principales métodos de extraccion de estos aceites son: métodos directos (compresion,
raspado, lesiones mecanicas de la corteza, destilacion (hidrodestilacion), extraccion (con solventes
volatiles o con fluidos supercriticos), enfleurage (adsorciéon sélido-liquido y/o sélido-gas),

headspace (purga y trampa). (Stashenko, Plantas aromaticas y aceites esenciales., 1995).

En el desarrollo de esta investigacion se empled el método de extraccion por solventes, mediante
macerado con ciclohexano a temperatura ambiente. Una vez obtenido el aceite esencial, se procede
a identificar sus componentes mayoritarios, para establecer su identidad quimica. Para lograr este
objetivo se emplearon diversas técnicas cromatograficas, tales como, cromatografia en capa fina
(TLC, por sus siglas en inglés), preparativa y de exclusion de tamafio; logrando aislar y purificar
cuatro metabolitos mayoritarios, los cuales fueron elucidados mediante espectroscopia infrarrojo
(FT-IR) y de resonancia magnética nuclear de proton (RMN-1H).

Ademas, se evalud la actividad biol6gica de los aceites obtenidos, ya que se ha demostrado el uso
y aplicacion para el control de plagas. (Soleto, 2016). Dicho estudio se realizo, evaluando el efecto
de los aceites esenciales sobre dos especies de gorgojo y una de termita, expresando los resultados

de manera cualitativa.

El presenten trabajo da continuidad a estudios previos realizados en los laboratorios de la Escuela
de Quimica de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica sobre tres plantas anisadas: “hoja
santa” (Piper auritum Kunth) (Kunth, 2016), “Santa Maria” (Piper marginatum Jacg.) (Jacquin,
2016), “anisillo” (Tagetes filifolia Lag). (Lagasca y Segura, 2016), sobre las cuales, hasta la fecha
en El Salvador, no se reportaban estudios fitoquimicos, que confirmen su capacidad de ejercer una

actividad bioldgica como insecticidas naturales.
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2.0 Objetivos

Objetivo General

Extraer los aceites esenciales para realizar analisis fitoquimico de tres plantas anisadas de la flora
salvadorefia, asi como evaluar su actividad insecticida.

Objetivos Especificos

1. Extraer los aceites esenciales de tres plantas medicinales de la flora salvadorefia, por el
método de extraccion con disolventes.

2. Aislar los metabolitos secundarios mayoritarios, de los aceites esenciales de: Piper auritum
Kunth, Piper marginatum Jacq. y Tagetes filifolia Lag. por cromatografia en capa fina.

3. Identificar los metabolitos secundarios mayoritarios de los aceites de: Piper auritum
Kunth, Piper marginatum Jacg. y Tagetes filifolia Lag. por Espectroscopia de Infrarrojo y
Resonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN H).

4. Evaluar la actividad insecticida de los aceites esenciales.
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3.0 Marco Teorico
3.1. Aceites esenciales

Son llamados asi los constituyentes odoriferos o “esencias” de una planta. El termino aceite,
probablemente se origina del hecho, de que el aroma de una planta esta en glandulas o entre
células de forma liquida, el cual, al igual que los aceites grasos son inmiscibles con el agua.
Miembros en diversas familias botanicas son ricas en esencias, como: pinaceas (pino);
laurdceas (canela, laurel, sasafras); apiaceas (apio, comino, perejil, anis); rutaceas (limon,
naranja lima, mandarina); lamiaceas (lavanda, romero, timol); verbenaceas (orégano);

mirtaceas (eucalipto, clavo); piperaceas (pimienta, matico) y asteraceas.

Estas esencias, se encuentran en diferentes partes de la planta; por ejemplo, en coniferas en
todos los tejidos; en rosa en pétalos; en comino en semillas; en clavo de olor en brote o yema;
en lima en corteza del fruto; en menta, en pelos glandulares de ramas y hojas; en Costus, en
raices. Las esencias se producen en glandulas especiales formadas por células secretoras que
forman una bolsa donde se acumula el aceite esencial; el cual es precursor no volatil, con
frecuencia glicdsido, la descomposicion es enzimatica o en medio acido diluido; esto se
observa en almendras amargas, pimienta negra, vainilla. EI rendimiento de esencia obtenido
de una planta varia de milésimas por ciento del peso vegetal, hasta 1-3%. Algunas plantas
tienen aceite esencial que difiere en composicion, por ejemplo, la canela, el aceite esencial

de las hojas contiene eugenol, de la corteza cinamaldehido y de la raiz, alcanfor.

Respecto al papel biolégico desempefiado por las esencias en los vegetales, se ha especulado
mucho; para algunos, actian como hormonas en la polinizacién para atraer insectos; regulan
transpiracion; son productos de desecho metabdlico. Los aceites esenciales se emplean en
perfumeria, alimentos, médica o fuentes de materias primas, v. gr. el citronelal, repelente de
mosquitos; mentol calmante de dolores de muela y de garganta; el 1,8-cineol del eucalipto
expectorante y antiséptico; los de anis, menta y canela carminativos y soporiferas; el de pino
es desinfectante y desodorante; los de valeriana y de lavanda con efectos sedativos. Cada uno
de los componentes aislados puede también tener una aplicacion como el citral obtenido del
zacate limon se ha usado para sintetizar vitamina A; el eugenol de clavo de olor es analgésico

dental y se utiliza ademas en la produccion de vainillina.



Al ser mezclas de compuestos organicos, los aceites esenciales estan constituidos por dos
tipos de familias de compuestos: Terpenos y Compuestos aromaticos. Los compuestos
aromaticos se biosintetizan a traves de la ruta del shikimato, se vera mas adelante; ahora el
centro es describir a los terpenos; que se biosintetizan a partir del isopentil pirofosfato (IPP),
molécula de 5 carbonos C5 (hemiterpenos) y por polimerizacion de esta estructura base, se
producen las cadenas carbonadas que daran origen los diferentes terpenos. Hace més de un
siglo se determino que los hidrocarburos alifaticos que constituyen a los aceites esenciales
tienen unidades Cio, C15 ¥ C20. Normalmente los terpenos Cio tienen formula molecular
C1oH16 (monoterpenos). Los terpenos Cio, Se componen por dos unidades de ISOPRENO
(CsHs). Similarmente los terpenos Cis (sesquiterpenos) y Coo (diterpenos) derivan de tres y
cuatro unidades de isopreno respectivamente. Aquellos terpenos que contiene oxigeno se
Ilama terpenoides.

a

Figura 1. Unidad de Isopreno
3.2 Terpenos

Los terpenos derivan biosintéticamente del equivalente biologico del isopreno: El
Dimetilalilpirofosfato (DMAPP).

—-H*
HCJQ/ Tt
El E1l

allylic cati isoprene
)\/\/_‘ / allylic cation 1soprene
OPP "o
- +
E2 7

allylic cation 2-methyl-3-buten-2-ol

\

El: isoprene synthase
E2: methylbutenol synthase

Figura 2. Biosintesis del 2-metil-3-buten-2-ol
Los terpenos Cio, C15 Yy Cao se clasifican como monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos

respectivamente. Los sesquiterpenos y diterpenos, tienen puntos de ebullicion mas altos que

los monoterenos, usualmente arriba de 250 °C.



Tabla 1. Clasificacién de terpenos

Cio Monoterpenos Mirceno, linalol, geraniol, limoneno, carvona,

Lineales monociclicos biciclicos mentol, alcanfor, tujona, a-pineno.

Sesquiterpenos Farnesenos, acido abcisico, a-vetivona, poligodial,

Cis Lineales monociclicos biciclicos pachulol.

triciclicos.

Diterpenos Fitol, vitamina A, acido abiético, giberelinas,

C20 Lineales monociclicos biciclicos neocembreno.

Triciclicos macrociclicos

. Escualeno, lupeol, bevirimat, B-amirina, acido
Cao Triterpenos  ono, JUpeo, B '
oleandlico, colesterol.

Cuo Tetraterpenos f-caroteno, licopeno, luteina, capsantina.

BUEEE .
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WOH OH OH g&
Geraniol OH

Citronelol
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OH HO
Fenchol Chrysanthenol
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] ° h o
o e
B Tagetona
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Carveol Borneol
/\)\/\)\
o~ _ >
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o Neral
(o)

° ; %i

o
Carvona Piperitona Alcanfor
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b L7 B QA

Fenchona . Acetato de linalilo

1,8-Cineole .
Ascaridol

Timol

Acetato de citronelilo (+) - Mentofurano

Carvacrol

Figura 3. Estructuras quimicas de algunos monoterpenos de aceites esenciales.
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Los monoterepenos y los sesquiterpenos son biosintetizados a partir de DMAPP, mediante
reacciones estereoespecificas de adicion electrofilica, para formar el Pirofosfato de
Geranilo (GPP), precursor de muchos constituyentes de las esencias, tales como geraniol,

citronelol, nerol, acetato de linalilo, etc

electrophilic addition
giving tertiary cation

/I\/\P‘ — L2 , ®
OPP 1 > )\I(\Opp /K/\)?{\OPP

DMAPP allylic cation Hg Hg Hg Hg

stereospecific
£l loss of proton

&
o )\/\)\/\
~ ~ OPP

E1: geranyl diphosphate synthase geranyl PP
(GPP)

n

single bond in LPP
allows rotation

- OPP Copp
. e &
= l — <M= OPP
| | | |
1 PP linalyl PP 1 PP
&GP “iLpp) SN i

resonance-stabilized allylic cation resonance-stabilized allylic cation
(geranyl cation) (neryl cation)

S
El: geraniol synthase |
E2: geraniol dehydrogenase | | |
E3: linalool synthase

E4: myrcene synthase
(GPP is substrate for E1, E3, E4)

OH
OH g = H0 0,0 |
- - -~ —
reduction El | OH E3 |
citronellol geraniol geranyl cation nerol neryl cation linalool
(rose oil) (gemmum oil) (rose oil) (coriander oil)
NADP*' NADP* - HJr E4 ¢ CH;COSCoA

OAc
S | |
reduction tautomerism
via dienol? |

linalyl acetate

citronellal geranial (E-citral ) neral (Z-citral) B-myrcene
(lavender oil)

(citronella oil) (lemon oil) (lemon oil) (hops)

Figura 4.Biosintesis de geraniol, citronelol, nerol, acetato de linalilo a partir del geranil pirofosfato



Asi también, el Pirofosfato de Farnesilo (FPP) es el precursor quimico para la biosintesis

de sesquiterpenos como guayacol, cariofileno y cedrol (Figura 4, 5). (Dewick, 2002), (Mufioz

Acevedo, 2007).

/s

E E-FPP

= S S
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E
=
E
=
@‘/
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H
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.
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~
©

~

Ueran)l PP
N @ f'\)\(\
allylic cation Hp Hg
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®
~ ~ O ~opp

H R HS
l El stereospecific

loss of proton

T S S
OPP
farnesyl PP
(FPP)
El: farnesyl diphosphate synthase
~ ® S
OPP T [ Ny —~—— e o S
E.E-farnesyl cation I
—— e e S —— e R @ >
@)
! nerolidyl cation
OPP
. /

nerolidyl PP

guaiyl cation

H@
e.g. matricin, thapsigargin
@T :

germacryl cation
e.g. parthenolide

T

humulyl cation
eg. humulene

eudesmyl cation
e.g. - santonin

caryophyllyl cation
e.g. caryophyllene

Figura 5. Biosintesis de algunos sesquiterpenos
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Los sesquiterpenos se forman a partir del montaje de tres unidades de isopreno (C15). La
extension de la cadena aumenta el numero de ciclaciones lo que permite una gran variedad
de estructuras. La estructura y funcion de los sesquiterpenos son similares a las de los
monoterpenos. (Nemeth, 2005), (da Silva M. H., 1999), (Sumathykutty M. A., 1999), (Vila
R. S.-R., 2010), (Sabine, 1975), (Buchbauer G. J., 1993), (Yan J. C., 2005), (Golding B. T.,
1982), (Fidyt K. F., 2016), (Demirci B. H., 2003)

Hidrocarburos: Alcoholes:
Camazuleno, -Bisaboleno, (+)-g- Cadineno, B-Bisabolol, cedrol, farnesol, etc.
[B-cariofileno, etc.
Cetonas: Epoxido:
Germacrona, (+) nootkatona, turmerona, etc. | Oxido de Cariofileno, Epoxido 1l de
humuleno, etc.

o1y ) o
H “'H |
Camazuleno ‘
| (+) =1 Cadineno ] 8-Bisabolol
B-Cariofileno
-Bisaboleno
3 o]
WOH N
Farnesol
Cedrol Germacrona
H
(o} : N
+) Nootkatona Tumerona Oxido de Cariofileno
Epoxido Il de
humuleno

Figura 6. Estructuras quimicas de algunos sesquiterpenos de aceites esenciales.
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3.3 Compuestos aromaticos y su roll.

Los aceites esenciales son mezclas naturales complejas y pueden contener unos 20 a 60
compuestos a diferentes concentraciones, con dos o tres componentes principales en
concentraciones bastante altas en comparacion con otros componentes presentes en trazas;

estos componentes principales determinan propiedades bioldgicas de los aceites esenciales.

Asi mismo, la accion de repelencia de algunos compuestos como: eugenol, isoeugenol,
metileugenol, safrol, isosafrol, a-pineno, limoneno, cineol y p-cimeno) sobre ninfas de
Periplaneta americana investigadas por Ngoh et al. (1998). Demostraron que los derivados
del benceno (es decir, eugenol, metil-eugenol, isoeugenol, safrol e isosafrol) son mejores
toxicos y repelentes a los insectos que los monoterpenos (limoneno, cineol y p-cimeno).
(Sendil & and Ebadollahi, 2013).

Chavicol

Cinamaldehido Alcohol cinamico

S O
OH

Anetol
OCH, Safrol
~
Eugenol —_— o
Estragol o S
/O
Apiol

Figura 7. Estructuras quimicas de algunos derivados fenilpropdnicos de aceites esenciales.

Los metabolitos secundarios (m.s.) nitrogenados incluyen: alcaloides, aminoacidos no
proteicos, aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos. Los no nitrogenados se dividen
en terpenoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides. La variedad estructural dentro
de un mismo grupo de m.s. estad dada por modificaciones quimicas a una estructura basica,
originadas por reacciones quimicas, tales como la hidroxilacion, metilacion, epoxidacion,

malonilacion, esterificacion y la glucosilacion (Wink, 1999).
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Esta variabilidad genera perfiles metabolicos diferentes entre especies, entre miembros de
una poblacién y entre diferentes 6rganos de la planta, y es parte de la estrategia de adaptacion
de las plantas. Se sabe que para microrganismos patdgenos o para insectos y vertebrados
herbivoros, es més dificil infectar o alimentarse de plantas que individualmente contienen
mezclas diferentes de metabolitos secundarios, que de una poblacion con una mezcla
homogénea de los mismos (Castellanos & Espinosa Garcia, 1997). Los precursores de la
biosintesis de m.s. se derivan de rutas del metabolismo primario, tales como la glucolisis, el

ciclo de Krebs o la via del shikimato.

Fenilpropanoides: Estos compuestos se caracterizan por tener en su estructura un anillo
aromatico con uno o mas grupos hidroxilos y se sintetizan a partir de un precursor coman, el
acido cinamico, derivado de la fenilalanina por la actividad de la enzima fenilalanina amonio
liasa. (Sepulveda Jiménez, 2003)

E2 elimination
CO,H  of ammonia COH

5 &

L-Phe cinnamic acid
0, i . . .
N ADPH E3 hydroxylation sequence of hydroxylation and methylation reactions
COH COH COH CO.H COZH cozn
NADPH NADPH SAM
—_— —)— —)—
MeO MeO OH MeO
OH
L-Tyr 4-coumaric acid carfelc ru:ld ferulic acid 5-hy droxyferullc sinapic acid
(p-coumaric acid) acid

¢ ¢ f
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Figura 8. Estructuras quimicas de algunos derivados fenilpropdnicos de aceites esenciales.

3.4 Seleccién del material vegetal

La seleccion del material depende del interés y objetivos que persiga el estudio, como se
detalla a continuacion:

a) Por el interés particular: se tiene informacidn etnobotanica de que una especie vegetal

se emplea en el tratamiento de ciertas enfermedades. Se localiza la especie, se comprueba su

clasificacion botanica, se la ubica en la literatura quimica (el nombre de la planta, al género
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al cual pertenece 0 a géneros y especies relacionados). Ello informa sobre los posibles
constituyentes quimicos lo que permitira planificar el fraccionamiento, la purificacion, y las

pruebas bioldgicas tanto de los extractos como de los compuestos puros. (Diaz L. M., 2007)

b) Por el interés dirigido a un tipo de compuesto quimico: por ejemplo, alcaloides con
cierto esqueleto particular. Se localiza una familia botanica, un género o una especie de
acuerdo a la informacion bibliogréfica. Posteriormente se procede a la etapa de extraccion y
purificacion. (Diaz L. M.)

c) Por el interés en una determinada actividad biologica: se buscan familias, géneros o
especies citadas con esa actividad. Se recolectan cantidades pequefias (10-50 g) de material.
Se hacen extractos alcoholicos, hidro-alcohdlicos o acuosos (directamente o provenientes del
extracto alcoholico llevado a sequedad) y se comprueba en ellos esa actividad. (Diaz L. M.)

3.4.1 Recoleccion

La recoleccion se debe realizar con la ayuda de un botanico, quien ademas de identificar el
material, guardard una muestra testigo en el Herbario, para futuras comprobaciones. Para
cada drgano de la especie existe un momento adecuado para recoleccion. Las hierbas son
utilizadas en su totalidad, en el caso de plantas lefiosas se secciona en diferentes partes: flores,
frutos, semillas, hojas, corteza, tallo, raices, etc., lo que permitira programar estrategias de
extraccion. (Diaz L. M., 2007)

3.5 Extraccidn y fraccionamiento de los metabolitos de la fuente vegetal

3.5.1 Destilacién por arrastre de vapor

En la destilacion por arrastre de vapor de agua se lleva a cabo la vaporizacion selectiva del
componente volatil de una mezcla formada por éste y otros "no volatiles". Lo anterior se
logra por inyeccién de vapor de agua directa en el seno de la mezcla, llamandose "vapor de
arrastre”, pero su funcion no es la de "arrastrar” el componente volatil, sino condensarse
formando otra fase inmiscible que cedera su calor latente a la mezcla a destilar para lograr su
evaporacion. En este caso se tendra la presencia de dos fases inmiscibles a lo largo de la

destilacion (orgénica y acuosa), por lo tanto, cada liquido se comportard como si el otro no
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estuviera presente. Es decir, cada uno de ellos ejercera su propia presion de vapor y

correspondera a la del liquido puro a una temperatura de referencia. La condicion mas

importante para que este tipo de destilacion pueda ser aplicado es que tanto el componente

volatil como una impureza sean insolubles en agua, ya que el producto destilado (volatil)

formara dos fases al condensarse, lo cual permitira facilmente la separacion del producto y

el agua. Este es un método sencillo y de bajo costo, su inconveniente son los largos periodos

de tiempo con bajos rendimientos en comparacion con otros métodos. (Peredo Luna, Palou

Garcia, & Lopez Malo, 2009)

3. vapors

tube

flow into steam

2.
conversion
of a liquid =
into vapors <[
and flow

into steam
tube

1.Heding mantie
A source of heat

Heating
mantle

5.Water vapors and volatile molecules
then travel through a cold-water
refrigerated serpentine and condense
themselves into a liquid condense in
condenser

4. The steam naturally captures
the volatile molecules that are
contained in the plant

6. Mixture of
essential oils
and waterin
receiving flask

Figura 9. Esquema de destilacién por arrastre de vapor
Figura tomada de: http://elife-news.blogspot.com/2019/05/steam-distillation-process-and-setting. html

3.5.2 Extraccion con disolventes

En el método de extraccion con disolventes volatiles, la muestra molida y seca o parcialmente

seca se pone en contacto con disolventes organicos como: alcohol y cloroformo, entre otros.

Estos disolventes solubilizan la esencia, y extraen sustancias como grasas y ceras, obteniendo

al final una oleorresina o un extracto impuro. Se usa a escala de laboratorio porque a nivel
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industrial es costoso por el precio de los disolventes, ya que se obtienen esencias
contaminadas con otras sustancias; y el riesgo de explosion e incendio de disolventes

organicos volatiles.

Algunos disolventes utilizados en este método tienen restricciones por los residuos maximos
que pueden dejar cuando los aceites esenciales son la materia prima en industrias de perfumes
o alimentos. Disolventes derivados del petroleo: éter dietilico, ciclohexano, hexano, acetato
de metilo, propanol, etc., son tdxicos al inhalarlos y al contacto con la piel, y dependiendo
del tiempo de exposicion sera la gravedad de los efectos. Extractos obtenidos con este tipo
de disolventes suelen ser mas oscuros, ya que arrastran algunos pigmentos, su solubilidad en
alcohol diluido es menor y se recuperan muchos compuestos de tipo aromatico. El disolvente
con el aceite esencial se filtra y se evapora a presion atmosférica y/o a vacio. Los restos de
disolvente deben separarse a temperatura baja. (Peredo Luna, Palou Garcia, & Lopez Malo,
2009)

En este tipo de procedimientos se obtienen masas viscosas, segun la materia prima, que
contienen el aceite esencial, grandes cantidades de ceras, resinas y pigmentos, que se
eliminan realizando extracciones con alcohol, enfriando a —13°C, filtrando y evaporando el
alcohol. Los métodos mas usados a nivel de laboratorio son extraccion por reflujo con equipo
Soxhlet. (Peredo Luna, Palou Garcia, & L6pez Malo, 2009)

3.5.3 Maceracion o extraccion alcohdlica

Es otro tipo de extraccion por disolventes, usada en laboratorio, en la cual la materia organica
reposa en soluciones de alcohol por periodos de tiempo definidos. Los aceites esenciales se

recuperan evaporando el alcohol o el solvente utilizado, en rotavapores. (Diaz, 2007)

3.5.4 Extraccion por fluidos supercriticos

La extraccion por fluidos supercriticos es una operacion unitaria que explota el poder
disolvente de fluidos supercriticos en condiciones por encima de su temperatura y presion
criticas. Es posible obtener extractos libres de disolvente usando fluidos supercriticos y la
extraccion es mas rapida que con la utilizacion de disolventes organicos convencionales.

Estas ventajas son debidas a la alta volatilidad de los fluidos supercriticos (gases en
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condiciones ambientales normales) y a las propiedades de transporte mejoradas (alta
difusividad y baja viscosidad). Usando dioxido de carbono, en particular, el tratamiento es a
temperatura moderada y es posible lograr una alta selectividad de microcomponentes
valiosos en productos naturales. La selectividad del CO, también es apropiada para la
extraccion de aceites esenciales, pigmentos, carotenoides antioxidantes, antimicrobianos y
sustancias relacionadas, que son usadas como ingredientes para alimentos, medicinas y

productos de perfumeria y que son obtenidas de especias, hierbas y otros materiales

biologicos. (Valle, Mena, & Budinich, 2008).
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Figura 10. Esquema de extraccion con fluidos supercriticos.
Figura tomada de: https://d3i71xaburhd42.cloudfront.net/a4e9f6a47759158470a0314f07884¢e869eab6a35/5-

3.5.5 Extraccion por microondas

El uso de microondas es otra alternativa para la extraccion de aceites esenciales. Esta técnica
puede utilizarse asistiendo un método convencional como la hidro-destilacion o adaptando
un equipo para establecerlo como un método independiente, como la extraccion por
microondas sin disolvente. (Kimbaris, Siatis, Daferera, & Tarantilis). La extraccion por

microondas sin disolvente, solvent free microwave extraction (SFME) por sus siglas en
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inglés, combina calentamiento por microondas y destilacion seca. No se necesita agregar
ningun disolvente o agua si se emplea material fresco.

En caso de que el material esté seco, éste se rehidrata remojandolo en agua y drenando el
exceso antes de la extraccion. Los equipos para llevar a cabo esta técnica se pueden adaptar
modificando un horno de microondas convencional, haciendo un orificio en la parte superior
que conecte un matraz de fondo plano con un aparato de refrigeracion (un condensador
conectado a un tubo de separacion por gravedad, por el que pasa una corriente de agua fria),
sellando la conexion con el horno para evitar la fuga de microondas. (Bayramoglu & Shain).
De igual forma, la hidro-destilacion asistida con microondas adapta un aparato de destilacion
a un horno de microondas.

La extraccion por microondas ofrece beneficios como una reduccion considerable del tiempo
y del consumo de energia. Este método puede realizarse a gran escala con reactores de
microondas, pero se requieren altos niveles de seguridad. (Kimbaris, Siatis, Daferera, &
Taréantilis, 2006) y (Bayramoglu & Shain, 2008)
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Figura 11. Esquema de extraccion con fluidos supercriticos
Figura tomada de: (Golmakani, 2008)



3.6 Medicina ancestral de El Salvador

La medicina natural forma parte de la esencia del hombre mismo, es una forma de curacion
que proporciona la naturaleza para lograr revertir los procesos de una enfermedad, para
acelerar o expulsar toxinas que la provocan. Para ello se ha utilizado el agua, el sol, el aire y
las plantas.

En El Salvador, se ha despertado mucho interés por conocer los métodos naturales de
curacion, mas que todo debido al problemas del creciente aumento de los precios de los
medicamentos, asi como por algunos efectos adversos experimentados por personas con
tratamiento de medicina de patente. Asi a traves de los afios, los conocimientos y las
experiencias han sido transmitidos de generacidén en generacion, permitiendo al hombre
llegar a identificar las plantas segun su utilidad en comestibles, maderables, ornamentales,
industriales, medicinales, cosméticas, toxicas, repelentes, insecticidas, etc.

Para que una planta pueda ser utilizada con fines medicinales (curativos o paliativos), es
preciso que proporcione algin beneficio al organismo; es decir, que posea sustancias con
propiedades curativas de reconocida eficacia, ya sea por el conocimiento empirico o
cientifico; en la mayoria de los casos se agrupan, segun los referidos con mayor frecuencia,
siendo estos: digestivos, antisépticos, diuréticos, antitusivos, antiinflamatorios, laxantes,

entre otros.

Es conveniente sefialar que cada especie suele presentar diversas propiedades, porque suele
albergar varios principios activos (Alonso De La Paz, 1999); (Diaz H. , 2004) establece que
las propiedades y efectos terapéuticos que producen en el organismo dependen de los
principios activos y de la dosis utilizada, por lo que se clasifican como:
» Adelgazantes, con principios activos que favorecen la eliminacion de grasa.
» Analgésicos, alivian o suprimen el dolor, similares a los anestésicos.
» Antibidticos, destruyen y contrarrestan la proliferacion de microorganismos.
» Antidiabéticos, estimulan la funcion del pancreas y la secrecion de insulina, actdan
de manera eficaz contra el exceso de glucosa (azcar) en la sangre.
» Cefalicos, alivian o disminuye el dolor de cabeza de origen nervioso y al mismo
tiempo como sedante y antiespasmaodico.

» Diuréticos, estimulan y excitan la secrecion de orina.
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» Laxantes, actGan en el aparato digestivo regulando suavemente las funciones

intestinales.

» Odontalgicos, alivian el dolor de muelas y dientes.
Cada parte de la planta juega un papel importante en el tratamiento curativo, sean estas:
flores, hojas, tallos, raices, semillas, corteza, cogollos o brotes; también las preparaciones
(jugos, infusiones, polvos, cataplasmas, inhalaciones, extractos, jarabes, aceites, unglentos,

compresas, pastas, entre otros). (Elias Molina & Suérez Palacios, 2007).

3.7 Descripcion general de las plantas analizadas: Piper auritum Kunth,
Piper marginatum Jacq., y Tagetes filifolia Lag.

3.7.1 Generalidades del Género Piper.

Piper, es un género de plantas magnoliopsidas de la familia Piperaceae, que segun el APG
I1 (2003) existen 10 géneros y 3600 especies. Son arbustos o trepadoras, aromaticos. Las
ramas tienen proéfilos caedizos, generalmente adnatos al peciolo. Hojas alternas, pubescentes,
simples, margen entero y limbo con conspicua nerviacion lateral, en general de implantacion
basal o parcialmente pinnada. Flores en inflorescencia espiciforme, mas o menos larga o
incluso sub-globulares, en general opuestas a las hojas y mas raro agrupada en aparentes
umbelas axilares; flores, sésiles que carecen de perianto, mayoria unisexuales dioicas, 0 mas
raro monoicas o bisexuales, con bracteas pequefias peltadas; androceo 2-6 estambres con
anteras biloculares de 2-4 16bulos y gineceo, supero, 2-4 estigmas sésiles o de estilo corto.
Fruto drupa uniseminada obovoide a globosa, sésil o no, frecuente roja o amarilla, con pico

corto y usualmente glabro. (Boza, 1985).

Las especies de Piper, sus metabolitos secundarios han mostrado efectos bioldgicos sobre la
salud humana, ya que son ricas en aceites esenciales en frutos, semillas, hojas, ramas, raices
y tallos. Algunas especies de Piper tienen perfiles quimicos simples, mientras que otras,
como Piper nigrum, Piper betle y Piper auritum, contienen conjuntos muy diversos de
metabolitos secundarios. En la medicina tradicional, las especies de Piper se han utilizado en
todo el mundo para tratar varias enfermedades como: uroldgicos, afecciones de la piel, higado

y estdbmago, para la cicatrizacion de heridas y como agentes antipiréticos y antiinflamatorios.
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(Salehi, Amiruddin Zakaria, Gyawali, & al., 2019). Sus aceites esenciales en particular
inhiben el crecimiento de un amplio grupo de microorganismos que causan infecciones
importantes en hombre, plantas y animales, siendo particularmente Gtiles como antivirales,
antimicoticos y antibacterianos. (Delgado, 2007). Los metabolitos secundarios encontrados
en extractos, de diferentes partes de estas plantas, muestran actividad antifingica,
estimulante, bactericida, citotoxica e insecticida. (Benitez, 2007), (Wadt, 2004), (Delgado,
2007).

3.7.1.1 Actividad insecticida del Género Piper: Fitoquimica

Las especies de Piper producen metabolitos secundarios con diversas actividades
bioldgicas. Los aceites esenciales extraidos de diferentes 6rganos de muchas muestras estan
constituidos por hidrocarburos monoterpenos (Ej., A-pineno, Mirceno, limoneno, a-
terpineno, p- cimeno), monoterpenoides oxigenados (Ej., 1,8-cineol, linalol, terpineno). 4-ol-
borneol, alcanfor), hidrocarburos sesquiterpénicos (Ej., B-cariofileno, a-humuleno,
germacreno D, biciclogermacreno, a-cubebeno), sesquiterpenoides oxigenados (Ej.,
Espatulenol, (E)-nerolidol, o6xido de cariofileno, a-cadinol, epi - o -bisabolol) vy
fenilpropanoides (Ej., safrol, dilapiole, miristicina, elemicina, (Z) -asarona, eugenol).

Segun literatura, algunas especies tropicales de Piper presentan altos rendimientos de aceites
esenciales; los cuales, y sus principales componentes volatiles, puede variar segin region
geografica y factores ambientales, estdn condicionado principalmente a sus diferentes
quimiotipos. (Da Silva, da Trindade, Sabrina Alves, P.L., & S. Maia, 2017).

Su antiguo origen, amplia distribucion y adaptabilidad han hecho que las especies de la
familia Piperaceae sean reconocidas como uno de los grupos de plantas tropicales mas
utilizado tradicionalmente por diversas comunidades como insecticidas, fitomedicamentos y
fuente de especias. Sus importantes y recurrentes usos motivaron el interés de investigadores
en productos naturales, por lo que han sido objeto de multiples investigaciones fitoquimicas
para determinar los principios responsables de las acciones observadas por afios. (Avila
Murillo, 2014)
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En la familia destacan especies de Piper (P. nigrum) con frutos aromaticos y picantes
utilizadas como condimento, y otras como insecticidas y en medicina natural. (Avila,
Delgado, & Cuca, 2018). Los insecticidas naturales a partir de extractos vegetales son una
buena alternativa para control de insectos; y, solo se han evaluado pocas plantas como fuente
natural que ofrece el planeta, por lo que las perspectivas futuras en investigacion, son
mayores. Por la necesidad de encontrar nuevas alternativas naturales para control de insectos
plagas y reemplazar pesticidas sintéticos, aparecen insecticidas botanicos mas seguros para
el ambiente y eficiente opcion agronémica. (Céspedes & J.S. Calderon, 2000).

Especies de Piper contienen diversos tipos de metabolitos: amidas, flavonoides, kavapirona,
lignanos, neolignanos, piperolidos, propenilfenoles y terpenos. (Parmar, y otros, 1997),
comenta “que la activad biocida de Piper (insecticida, fungicida y bactericida) radica en la
toxicidad de los metabolitos secundarios (flavonoides, terpenos, cumarinas, compuestos
fenolicos, saponinas y esteroles); y se atribuye a 22 alcaloides, a las piperamidas”. En este
sentido, (Parra, 2011) “expresa que muchas sustancias obtenidas de especies de Piper, se han
utilizado como insecticidas, especias y fito-medicamentos”. Diversos estudios determinan
que sus propiedades se deben a los constituyentes quimicos (alcaloides, terpenos, fenoles,
entre otros), los cuales permiten que tengan actividad bioldgica insecticida, fungicida y
herbicida (Celis, Mendoza, Pachoén, Delgado, & Cuca, 2008).

Otro factor a considerar sobre el uso de aceites esenciales como controladores de plaga es la
persistencia ambiental. Se ha comprobado que muchos metabolitos secundarios se degradan
rapido bajo la luz solar plena, ejemplo: exposicion de piperina pura a lampara ultravioleta
(UV), ésta se degrad6 rapidamente con una vida media de aproximadamente 40 minutos.
(Scott I. M.-V., 2004)
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Figura 12. Estructura de metabolitos con actividad insecticida obtenidos del género Piper.
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Las especies del género Piper estudiadas en esta investigacion fueron Piper auritum Kunth
y Piper marginatum Jacq; de las cuales a continuacion, se presenta un resumen de sus

caracteristicas.

3.7.1.2 Piper auritum Kunth.

Especie con origen en Mesoamérica y sur de Suramérica. Ramificado de hasta 5 m de altura,
con aroma similar a anis. El sabor es méas fuerte en vastagos y venas jovenes de hojas.
(Aglero Cabrera, 2008) (Flores Licea, 2009). Hojas alternas, aovado-elipticas, base
asimétrica, de hasta 32 cm de largo y 16 cm de ancho. Tallo con nudos engrosados.
Inflorescencia en espiga, algo curvada, opuesta a hoja. Flor color crema, diminuta, sin

periantio. Fruto baya pequefio verde oscuro (Aguero Cabrera, 2008).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Piper auritum Kunth.

Reino: Plantae

Phylum: Magnoliofita

Clase: Magnoliopsida

Orden: Piperales

Familia: Piperaceae

Género: Piper

Especie: auritum

Nombre cientifico: Piper auritum Kunth.

Sinonimias: Artanthe aurita (Kunth) Mig.; Artanthe seemanniana Miq.; Piper alstonii Trel.; P.
auritilaminum Trel.; P. auritilimbum Trel.; P. heraldi Trel.; P. perlongipes Trel.; Schilleria aurita
(KU nth) Kunth. Zomado &: http://tropical_theferns.info/view tropical php?id=Piper+auritum. Consultado 21 de enero de 2021.

Nombres comunes: En El Salvador “hoja santa”, “anisillo”, “hierba santa”, en otras partes del mundo

G 9 LR INY3 LT3

“caisimén de anis”, “pimienta sagrada”, “pimienta espigada”, “planta de la cerveza de raiz”, “acuyo”,

2% ¢ 2 < 2 ¢

“acoyo”, “cordoncillo blanco”, “tlanepa”, “hoja de anis”, “momo”, y “x-mak-ulam” en lengua maya.

Fuente: (Cronquist, 1988)

3.7.1.2.1 Habitat.

Esta planta prefiere lugares sombreados y humedos, aunque puede crecer expuesto al sol;
habita en climas calido semi calido y semi seco desde 0- 2000 m.s.n.m. Cultivada en huertos
familiares, crece a orillas de caminos en vegetacién de bosques tropicales caducifolio,
perennifolio y bosque mixto de pino-encino, y en terreno semi seco. (Hernandez Reyes,
2016).
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Figura 13. Planta de Piper auritum Kunth.
TImagen tomada de: fittp: //caterpillars.myspecies ifo/taxonomy/term/17523

3.7.1.2.2 Usos medicinales.

Las personas que conocen los beneficios de esta planta, la llevan a sus hogares, no requiere
muchos cuidados y crece facil en cualquier patio (Flores Licea, 2009). El aceite esencial
extraido de hojas y tallos tiene olor penetrante y color amarillo claro. (Sanchez, Pino, Correa,
Najarro, & Iglesia, 2009). Utilizado en culinaria y medicina tradicional como: diurético,
fiebre, erisipela, gota y angina; gonorrea y colicos, y cataplasma para heridas; estimulante
repulsivo y digestivo, las hojas se han utilizado en medicina tradicional como sedante; para
aliviar dolor de cabeza y estobmago; hay informe de actividad antiinflamatoria, antibacteriana

y antiflngica. (Monzonte, Garcia, Montalvo, Scull, & Miranda, 2010).

3.7.1.2.3 Fitoquimica y actividad insecticida.

Estudios sobre la composicién quimica de varios aceites esenciales del género Piper, siendo
los principales fenilpropanoides serie (C6C3), monoterpenoides y sesquiterpenoides (8, 9,
15). (Sanchez, Pino, Correa, Najarro, & Iglesia, 2009). Un estudio realizado con varias
especies de Piper, para la evaluar actividad bioldgica, solo el aceite de P. auritum, revelo
mayormente su riqueza estructural con fenilpropanoides en un 88,5%, ademds, mostrd

actividad insecticida frente a Leishmania spp. Gaitero.

Los aceites ricos en fenilpropanoides y sesquiterpenos, mostraron alta actividad insecticida
y acaricida. (Da Silva, da Trindade, Sabrina Alves, P.L., & S. Maia, 2017). En P. auritum se

han identificado como nonanal, miristicina y safrol (de mayor concentracion) con alrededor
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de 90%. (Garcia, 2007). Del género Piper, a nivel mundial se ha investigado como fuente
potencial de compuestos bioactivos susceptibles de ser utilizados en el control de plagas

agricolas con excelentes resultados. (Soleto Rodriguez, 2016)

Figura 14. Hojas de Piper auritum Kunth.

Otras investigaciones manifiestan que P. auritum K., ha sido evaluado con éxito sobre la
polilla “barrenador de la cafia de aztcar” (Diatraea saccharali); por la fitoquimica del género
Piper con diversos compuestos como alcaloides, fenilpropanoides, lignanos, neolignanos,
terpenos, flavononas, entre otros (Parmar, y otros, 1997) muchos de los cuales ayudan a
insecticidas naturales y sintéticos, ejemplo, el fenilpropanoides. (Bernard C. H.-V., 1995),
(Soberdn, 2006).

(Garcia Rios, Leyva, Martinez M, & Stashenko, 2007), mencionan que el género Piper, de
amplia distribucion en el Trépico, reine méas de 1000 especies; género que posee, lignanos,
sesquiterpenos, fenilpropanoides y monoterpenos (borneol, alcanfor, cineol, eugenol, safrol)

y una amplia variedad de componentes bencénicos.

(Garcia 2007) estudié la composicién de la especie auritum, e identific6 componentes
mayoritarios a: Metileugenol, Safrol y Miristicina. Cabe mencionar que investigaciones del
aceite esencial de P. auritum (Gufta & Arias, 1985), (Pineda M., Vizcaino P., Garcia P, &
Gil G, 2012) y (Monzonte 2010), revelan la presencia de safrol como componente principal
(aproximadamente 70%), (64,54 / 56,88%) y (87%) respectivamente.
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Figura 15. Aceite esencial de Piper auritum Kunth.

3.7.1.3 Descripcion de Piper marginatum Jacq.

Arbustos o pequefio arbol de 1,5 a 5 m de altura, ramas glabras. Hojas de 8.5-17 x 6-14 cm,
con peciolo alado, y hoja acorazonada, ambos caracteristica para una rapida identificacion.
laxamente ramificado, todas las partes de la planta poseen fragancia de anis, tallos y ramas
verde palido; entrenudos de 1,5-6 cm de longitud y 1,5-4 mm de didmetro. Especie

neotropical, de amplia distribucién, nativa en Mesoamérica, hasta Brasil.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Piper marginatum Jacq.

Reino: Plantae

Phylum: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Piperales

Familia: Piperaceae

Género: Piper

Especie: marginatum Jacqg.

Nombre cientifico: Piper marginatum Jacq.,

“cordoncillo” e “hinojo”; “cura-dientes”. (Sequeda Castafieda, Célis, Gutiérrez, & Gamboa, 2015).

Nombres comunes: “Santa Maria”, “malvavisco”, “Aniceto”, “anisillo”, “corazén de la Virgen”,

Fuente: Piper marginatum Jacq. https://www.gbif.org/species/3086325
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Figura 16. Piper marginatum Jacq.

3.7.1.3.1 Generalidades de Piper marginatum Jacq.

Especie utilizada por curanderos indigenas en Centro y Surameérica, y las Antillas por
reputadas propiedades medicinales para aliviar dolencias gastrointestinales en decoccion o
infusion por sus efectos tonicos, diuréticos y carminativos. Las propiedades beneficiosas se
atribuyen a la presencia de varios fito-quimicos en estudios centrados en el aceite esencial,
en el que se han identificado monoterpenoides, sesquiterpenoides y fenilpro-panoides de
estructura quimica variada. La investigacion bio-guiada puede producir moléculas

bioldgicamente relevantes utiles en medicina o agricultura. (Glizman, 2016).

3.7.1.3.2 Usos tradicionales

Se conoce con el nombre popular de cura-dientes, ya que presenta una actividad medicinal
contra las caries dentales, el tallo se macera y se aplica topicamente, como una pasta de
dientes contra las caries dentales. La planta se usa comunmente en la medicina popular como
un ténico con accion antiespasmddica, para tratar la inflamacion, las mordeduras de
serpientes, la cicatrizacion de heridas, las patologias relacionadas con la bilis o el higado, y
prevenir las caries dentales. (Sequeda Castafieda, et. al. 2015). EI aceite esencial de esta
especie es alternativa prometedora y poco explorada en muchos paises de Latinoameérica

como fuente antimicrobiana y su futura aplicacion requiere del desarrollo de investigaciones
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béasicas sobre la quimicay la actividad biologica de estos compuestos que permitan establecer
sus potencialidades, especificamente para el control de enfermedades microbianas de interés

agricola.

Figura 17. Aceite esencial de Piper marginatum Jacq.

3.7.1.3.3 Fitoquimica y actividad insecticida de Piper marginatum Jacq.

Estudio de (Sequeda et al. 2015) del aceite esencial de inflorescencia de P. marginatum
presento fuerte actividad contra larvas del mosquito Aedes aegypti y otras especies de Piper
podrian ofrecer componentes botanicos, que pueden contribuir biolégicamente con su
actividad insecticidas ya que dentro del mismo estudio se obtuvo un resultado de mortalidad
efectiva del 34% en Coledpteros a exposicion por inmersion del aceite esencial. Principales
componentes del aceite son anetol, metileugenol, metilisoeugenol, a-pineno y b-pineno. Su
componente predominante es trans-anetol (80.5%). Este compuesto se utiliza como agente
aromatizante en bebidas, dulces, pasteleria, goma para mascar y en dulces.

En busca de productos menos tdxicos, biodegradables y seguros para el medio ambiente, P.
marginatum, puede aportar componentes que contribuyan con la actividad biolégica como
insecticidas botanicos. (Moraes, G. da Silva, da Silva, & Ramos, 2014). El aceite de P.
marginatum esta constituido en un 99,9 % por compuestos oxigenados y se le puede atribuir
la actividad biolégica a componentes fundamentales: el notosmirnol, con dos grupos
alcohdlicos y el fenilpropanoide safrol, al que le atribuyen propiedades antimicrobianas.
(Sanchez, Correa, Abreu, Martinez, & Duarte, 2011).

Segun (Parmar & Subhash C. Jain, 1997) la especie P. marginatum muestra una fitoquimica

distinta con la presencia de metabolitos secundarios especificos, que no se encuentran en
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otras especies de Piper. Por ejemplo, P. marginatum es la Gnica especie de Piper que contiene
anetol, estragol, éter metilico de isoeugenol, los acidos fenilalcanoides 3-farnesil-4-
hidroxibenzoico y 3-farnesil-4-metoxibenzoico y los glucdsidos marginatosido y vitexina
(Parmar et al., 1997). Ninguna otra especie de Piper ha mostrado la presencia de estos
marcadores quimiotaxo-némicos. Investigaciones de (Harada, Andrade, Maia, & Souto,
2012) en P. marginatum identifican fenilpropanoides (safrol, isosafrol, eugenol, isoeugenol
y/o metil-eugenol), entre otros, y demostraron ser toxicos y/o repelentes para especies de
diferentes ordenes de insectos.

Dos clases de compuestos quimicos predominantes: Los fenilpropanoides y sesquiterpenos.
Es relevante desde una perspectiva ecoldgica, considerando que los fenilpropanoides estan

asociados con la reaccion quimica de las plantas inducida por abidticos. (Sequeda et al. 2015).

3.7.2 Generalidades de Tagetes filifolia Lag.

Nativa de Centro y Suramérica, hierba de amplia distribucion en lugares perturbados y
abiertos, 0 en pastizales cuya dispersion va desde México hasta Argentina; en el Perl se
encuentra en Amazonas, Ancash, Cajamarma, Cusco, Huanuco, La Libertad y Lambayeque
(Rodriguez Torres, 2019). Crece entre el zacate, en bajios y laderas. Se encuentra desde junio,
florece a partir de julio. (Dzib Zumarraga & Martinez, 2018).

Tagetes filifolia, de la familia Asteraceae, se han identificado con actividad insecticida y/o
larvicida por su composicion quimica y farmacoldgica. (Mufiéz V. & Stachenco, 2014). Es
originaria de Ameérica y su cultivo se extiende a paises de Africa, Asia y Europa. (Salehi, y
otros, 2018). Durante los Gltimos 20 afios, en esta familia se han identificado algunas especies
del género Tagetes, como fuentes promisorias de compuestos con propiedades plaguicidas.
(Serrato-Cruz & Diaz-Cedillo, 2008), (Serrato, Ortega, & Carrillo R., 2009).

El género Tagetes, es muy rico en especies con aceites esenciales, hierba extendida en
México, valles andinos de Per(, Bolivia, Colombia y Ecuador, entre 3300-3800 m.s.n.m. los
nombres comunes indican similitud entre el sabor de esta planta y de anis. De hecho, las
partes aereas secas de T. filifolia se usa como agente culinario. (De Feo, Della Porta,

Urrunaga Soria, Urrunaga Soria, & Senatore, 1998). Tagetes, incluye especies con

33



propiedades medicinales y sus aceites tienen actividad insecticida, en particular T. filifolia
(Asteraceae). Estudios realizados por (Serrato-Cruz & Diaz-Cedillo, 2008), (Camarillo,
Ortega, & Serrato, 2009) con esta especie muestran resultados satisfactorios del potencial
bioldgico de su actividad insecticida entre diferentes grupos de insectos.

‘I’lgum 1 8 Tagetes fili fo[za [,ag
3.7.2.1 Descripcién botanica de Tagetes filifolia Lag.
Hierba de 10 a 30 cm hasta 50 cm de alto, con fuerte olor a anis (Pimpinella anisum). Hojas
opuestas 0 a veces las superiores alternas, hasta de 3 cm de largo, divididas en segmentos
muy delgados que a su vez pueden estar subdivididos, pueden parecer a agujas de un pino; a

veces con pelillos. Flores amarillas, muy chiquitas, cada una tiene abajo como un casquillo
de bala, verde y delgado; su uso principal es carminativa. (Rodriguez 2019).

Tabla 3. Clasificacion taxonomica de Tagetes filifolia Lag.

Reino: Vegetal

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Tagetes

Especie: filifolia

Nombre cientifico: Tagetes filifolia Lag.

Nombres comunes en espafiol que indican similitud del sabor de esta planta con anis:

. “atin anicillo”, “cirucumin”, “flor de

Santa Marla” “hierba anis perlcon periquillo”, manzamlla” “amslllo” “anis serrano”,
“tuna anis”, “anis de la sierra, “anis camaron”, “supiquehua”, “sacha-anis S

del campo”, “tomillo”. (Bonilla R., Lozano R., Arroyo A., & Beltran S, 2008)

EE 19 9 e 9% <¢ 9% ¢

“pampa anis”, “anis k'ita”, “anis-anis”, “anis silvestre

EEIENT3 LIS RIS

9 ¢ 9 e

allpa anis”, “anis

Fuente: http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/asteraceae/tagetes-filifolia/fichas/ficha.fitm y
https:/fwww.tropicos.org/name/50145628
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3.7.2.2 Usos tradicionales del Anisillo (Tagetes filifolia Lag.)

Conocida por su olor aromético y agradable; se utiliza por lo general en infusiones para el
dolor de estbmago, célicos y empacho. También es muy usado en la sierra peruana para tratar
la diarrea producida por frio, en flatulencias y para el mal aliento mastican las hojas en
ayunas. Las partes aéreas se usan como saborizante alimenticio, y la infusion de sus partes
aereas como diurético, antiespasmodico, antiinflamatorio, antihemorragico. (Dzib
Zumarraga & Martinez, 2018). Para aliviar el dolor de estomago y diarrea con sangre
(disenteria con sangre): se toma el cocimiento de la planta entera; también se da a las personas
que padecen ataques.

El uso de aceites esenciales de plantas aromaticas es opcion para controlar insectos, hongos
y nematodos que dafian cultivos. El aceite esencial de T. filifolia Lag., tiene amplio potencial
contra nematodos e insectos biotransmisores de virus. (Serrato Cruz, Cedillo, & Barajas
Pérez, 2007). Estos aceites con importante potencial como agentes quimicos en los
comportamientos de los insectos. Este estudio destaca la variabilidad quimica de los aceites
esenciales como una fuente de variacion de las propiedades anti-insectos. (Lopez, y otros,
2011).

3.7.2.3 Fitoquimica y actividad insecticida de Tagetes filifolia Lag.

Los aceites esenciales de T. filifolia Lag., con potencial para controlar insectos
biotransmisores de virus en plantas; sus compuestos quimicos anetol y alilanisol, del grupo
fenilpropanoides, son la mayor parte de dicho aceite esencial. Los bajos costos de produccion
de este aceite y su origen organico representan una opcién economicay ecoldgica importante
comparada con productos insecticidas de origen sintético, que ademas de ser fuente de
contaminacion ambiental y de dafio a la salud humana, provocan altos costos de los sistemas

de produccion agricolas. (Serrato-Cruz et, al, 2008), (Camarillo, et, al. 2009).

Segun algunos estudios el aceite esencial de esta planta presenta una composicién muy
sencilla de cinco compuestos principales, el componente mayoritario del aceite se ha
identificado como trans-anetol en un (92.15%). (Figueroa Soliz, Estevez Martini, & Giménez

Turba, 1995). T. filifolia Lag., se caracteriza por los fenilpropanoides reconocidos

35



metilcavicol y trans-anetol como componentes principales a quienes se les adjudica que

ejercen actividad insecticida segun bioensayos topicos. (Lopez, et al., 2011).

El aceite esencial de T. filifolia es una importante fuente natural de anetol y alilanisol, pero
se desconoce la variabilidad en la composicion de su aceite esencial en funcién del origen
geografico. El conocimiento de la composicion del aceite esencial de T. filifolia es
fundamental para poder utilizarlo en la agricultura mexicana, especialmente para su uso en

el control de insectos plaga (Serrato C., 2003)

Figura 19. Aceite esencial de Tagetes[ifoﬁa Lay.

3.8 Generalidades de Cromatografia.

Dependiendo de la naturaleza del compuesto o compuestos a aislar, en numerosas ocasiones
a la extraccién inicial o después de una extraccion liquido-liquido, le sigue una separacion
basada en métodos cromatogréaficos. La cromatografia supone, en esencia, la distribucion de
un compuesto entre una fase movil (disolvente) y una fase estacionaria (soporte). (Rubinson,
2001)

3.8.1 Generalidades de Cromatografia en capa fina analitica y preparativa
(CCF y CCFP).

La Cromatografia es definida como una técnica por la cual los componentes de una mezcla
son separados en un proceso de migracion diferencial dinamico dentro de un sistema, debido

a la influencia de dos efectos contrapuestos los cuales son retencion y desplazamiento.
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Retencion: es el efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una fase estacionaria,
que puede ser un sélido o un liquido anclado a un soporte solido.

Desplazamiento: es el efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una fase movil,
que puede ser un liquido, un gas o un fluido supercritico.

La mezcla a separar, se deposita sobre la fase estacionaria, luego una fase mavil atraviesa el
sistema desplazando a los componentes de la mezcla a distinta velocidad, dependiendo de la
magnitud de sus interacciones relativas con ambas fases. La repeticion sucesiva de las
operaciones elementales de retencion y desplazamiento a lo largo del sistema cromatogréfico,
da lugar a la separacion de la mezcla original. EI fendmeno de migracion de los componentes
de una mezcla a lo largo de la fase estacionaria, impulsados por la fase movil, recibe el

nombre de elusién. (Rubinson, 2001)

3.8.1.1 Cromatografia en capa fina (CCF).

Es una técnica cualitativa que se utiliza con los siguientes fines: Monitoreo de una reaccion,
identificacion de un compuesto, determinacion de los componentes de una mezcla,
comprobacion de la pureza de un compuesto, determinacion del disolvente apropiado para
Ilevar a cabo una separacion mediante cromatografia preparativa y analisis de las fracciones
recogidas en una cromatografia en columna. La fase estacionaria (adsorbente) se encuentra
depositada, formando una capa fina de espesor uniforme (0.1 - 0.2 mm), sobre una placa de

vidrio, plastico, o una lamina metalica. (Rubinson, 2001)
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Figura 20. Esquemas de cromatografia en capa fina
Imagen tomada de: hitps://instrumentationtools.com/thin-layer-chromatography-manual-method/

37


https://instrumentationtools.com/thin-layer-chromatography-manual-method/

3.8.1.2 Cromatografia en capa fina preparativa (CCFP).

Se emplea en la separacidén de componentes de una mezcla con el fin no solo de identificarlos,
sino de cuantificarlos mediante su recuperacion a partir de la placa o cromatofolio. A
diferencia de la cromatografia de capa fina analitica, la cromatografia preparativa se utiliza
para la separacion y aislamiento de los componentes de mezclas en cantidades comprendidas
entre 100 y 200 mg. Este tipo de cromatografia, se lleva a cabo en placas de gel de silice de
1-2 mm de espesor sobre un soporte de vidrio de 20x20 cm.

En ambos casos la mezcla a analizar se deposita a una pequefia distancia del borde inferior
de la placay se introduce en una cubeta que contiene la fase movil (eluyente), la cual asciende
alo largo de la placa por capilaridad, desplazando a los componentes de la mezcla a diferentes
velocidades, lo que provoca su separacion. Cuando el frente del disolvente se encuentra
préximo al extremo superior de la placa, esta se saca de la cubeta, se deja secar y se procede
a la visualizacion de las manchas. Si el compuesto es activo a la luz ultravioleta, se visualiza

bajo una ld&mpara de luz ultravioleta. (Rubinson, 2001).

3.8.2 Cromatografia en columna (CC).

Uno de los métodos més utilizados es la cromatografia en columna (CC), en la que se
introduce en una columna de vidrio un sélido adsorbente (fase estacionaria) normalmente gel
de silice, se afiade la muestra a separar y se deja circular el eluyente (fase movil) que, en la
mayor parte de los casos consiste en una mezcla de dos disolventes de distinta polaridad. Los
componentes se separan segun la distinta retencion en la fase estacionaria, lo que a su vez
viene determinado por la polaridad del compuesto: los méas polares quedan mas retenidos y
seran eludidos mas tarde de la columna, recogiéndose por tanto en las Gltimas fracciones.
(Rubinson, 2001)

3.8.3 Cromatografia de gases.

La cromatografia de gases es una técnica de separacion basada principalmente en fenOmenos
de particion entre una fase movil gaseosa (helio, argon, hidrogeno, nitrégeno) y una fase
estacionaria constituida por un liquido muy viscoso retenido en el interior de una columna

cromatografica. La columna se coloca en un horno con temperatura regulable y programable,

38



lo que nos permite influir de forma decisiva en la separacion de los componentes de la
mezcla. El cromatdgrafo se completa con un sistema de inyeccidn, que nos permite introducir
la muestra en la columna y un detector que muestra las diferentes sustancias a medida que
van saliendo de la columna, una vez separadas. Las columnas cromatograficas utilizadas
actualmente son de tipo capilar: estan constituidas por un tubo de cuarzo flexible de diametro
muy pequefio (normalmente 0.25 mm) y muy largo (15, 25, 60 m, hasta 200 m); proporcionan
alta resolucion y permiten separar las mezclas multicomponentes de sustancias de diversa
polaridad y/o peso molecular (monoterpenos, sesquiterpenos, etc.). Para la identificacion de
los componentes del aceite esencial mediante CG se ha utilizado frecuentemente la
comparacion de sus tiempos de retencion (tiempo transcurrido entre la inyeccion de la
muestra y la aparicion del pico cromatografico) con los de los patrones. Sin embargo, los
tiempos de retencion estan fuertemente influenciados por numerosas variables, como la
técnica de inyeccion, las variaciones de temperatura o flujo de los gases, es disefio de equipo,
etc. Por este motivo ha sido necesario la introduccion de parametros relativos como son los
tiempos de retencion relativos y los indices de retencion. La identificacion de los
componentes del aceite se realiza a través de comparacion de los indices de retencién de las
sustancias patrones en dos fases estacionarias, polar y apolar, con los indices obtenidos para

los componentes del aceite esencial. (Scoog, Holler, & Nieman, 2001)
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Figura 21. Esquema de Cromatografia de gases.
Imagen tomada de: https://www.researchgate.net/figure/Schematic-of-a-GC-MS-system_figl_221927526
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3.8.4 Cromatografia de gases con espectrometria de masas.

Durante las dos ultimas décadas se ha demostrado que uno de los métodos mas eficientes
para el estudio de la composicion de los aceites esenciales es la cromatografia de gases
acoplada a la espectrometria de masas (CG-EM). Es un método muy adecuado para la
identificacion debido a que los componentes del aceite son compuestos voléatiles y de bajo
peso molecular. La esencia se inyecta directamente en el cromatografo, sin ningun
tratamiento previo, lo cual elimina posibles modificaciones en la composicion de la muestra
0 en la estructura de sus constituyentes debidas a pre tratamiento. No se eliminan las
alteraciones debidas a la temperatura de analisis, que puede afectar componentes
termosensibles. En el cromatografo, los componentes de la esencia se separan, tras lo cual
penetran en el espectrometro de masas, que permite registrar el correspondiente espectro de
cada una de las sustancias separadas. Los constituyentes del aceite esencial se identifican
gracias a los diferentes patrones de fragmentacion que se observan en sus espectros de masas.
La CG-EM permite realizar en una sola operacion, para una muestra del orden de 1 pL, un
analisis cualitativo junto con una indicacion de las proporciones en las que se encuentran
componentes. Cuando se dispone de sustancia patron, la calibracion del equipo permite un
analisis cuantitativo exacto de la muestra.

Es posible determinar indices de retencion en el CG-EM, pero estos pueden no ser
comparables con los bibliograficos, que generalmente se han obtenido con cromatdgrafos no

acoplados a un espectrometro. (Scoog, Holler, & Nieman, 2001)
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4.0 Metodologia
4.1 Tipo de Estudio

Con base en los objetivos planteados y luego ejecutados, utilizando técnicas de laboratorio, esta
investigacion se clasifica como experimental, donde el trabajo de campo ha sido involucrado para
la obtencion de los recursos naturales, como objeto clave y primario para llevar a cabo las

metodologias experimentales expuestas.

4.2 Investigacion Bibliografica

Para sustentar la investigacion, fue fundamental la consulta de publicaciones cientificas, sitios web
del &rea, tesis y libros de texto en formato digital y en papel sobre quimica organica, quimica de
productos naturales, espectroscopia y cromatografia.

4.3 Investigacion de Laboratorio

Los procedimientos experimentales, se realizaron en los siguientes laboratorios:
> Laboratorio de investigacion de la Escuela de Quimica, Facultad de Ciencias Naturales y
Matemaética, Universidad de El Salvador.
> Laboratorio de investigacion en Productos Naturales (CIPRONA), Universidad de Costa
Rica (UCR).
> Laboratorio de Parasitologia Vegetal del Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y
Forestal (CENTA).

> Laboratorio del Herbario de la Asociacion Jardin Boténico La Laguna.

4.4 Recoleccion del Material Vegetal

Las partes aéreas de Piper auritum Kunth, fueron recolectada en el Jardin Botanico del Plan de la
Laguna, en febrero de 2017; las partes aéreas Piper marginatum Jacq. Fueron recolectadas en el
bosque del balneario “Los Chorros” en el departamento de La Libertad, en marzo de 2017 y las
partes aéreas de Tagetes filifolia Lag, fueron colectadas en “Quebrada Abajo”, Caserio Valle
Grande, canton Carrizal, Villa de San Simon Departamento de Morazén, en junio de 2017. El
screening fitoquimico, la evaluacion de la actividad insecticida, los analisis cromatograficos y

espectroscopia de IR, se realizaron en el laboratorio de investigacion de la Escuela de Quimica.

42



fidencia
Lour
4 °
olon Parque Los Chorros

San Salvador SN A
Santa Tecla Suchitoto VK ﬁx‘s pegjjm
Noevo Sensuntepeque \,.,f"\[n
Cuscatian llobasco
@ @ Cd Barrios
([ ] San Franci
San Saivador mGof:,ca'SCQ

La Libertad ¢ San Miguel

BUevar Mopgefior Ramen

Santa Tecla
&, 1) n @

Meanguera

Santa Rosa
de Lima

@©
San Alejo
1

|

La Union

Figura 22. Zonas geogrificas de recoleccion del material vegetal.

El material vegetal fue identificado y certificado por el Licenciado Dagoberto Rodriguez Delcid,

Curador-Botéanico de la Asociacion Jardin Botanico La Laguna. (Anexo 1)

4.5 Extraccion de Los Aceites Esenciales

4.5.1 Secado del material vegetal

Las hojas y el tallo de las tres especies se colocaron sobre papel periodico a la sombra durante 24

horas a fin de secarse a temperatura ambiente y posteriormente, se cortaron en trozos para darles

el correspondiente tratamiento a cada una.

Figura 23. Material vegetal de Tagetes filifolia Lag. Colectado.
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4.5.2 Maceracion

El material vegetal fragmentado se pone en contacto con suficiente volumen de disolvente

ciclohexano, en un recipiente cerrado y a temperatura ambiente por una semana O hasta
agotamiento.

Figura 24. Maceracion de material vegetal

4.5.3 Filtracion

Posterior a la maceracion la mezcla es filtrada sobre algodon y sulfato de sodio anhidro, el material

insoluble es lavado con el mismo disolvente y los filtrados se mezclan para concentrar el extracto
a presion reducida.

Figura 25. Filtracion del aceite extraido
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4.5.4 Destilacion a presion reducida

La eliminacion del disolvente organico volatil de la mezcla, se efectla convenientemente usando
un rotaevaporador o rotavapor, que es un sistema de separacion de disolvente con la muestra
extraida, a través de la destilacion del disolvente mediante la aplicacién de calor, agitacion y de
vacio, pasando asi el disolvente a otro dep6sito y dejando solo la muestra en el depdsito inicial.
Operativamente, un matraz que contiene la mezcla de muestra y disolvente se sumerge
parcialmente en un bafio de agua a una temperatura constante entre 60-80 °C, manteniendo

también, agitacion y vacio constante.

Figura 26. Eliminacion del solvente de extraccion a presion reducida

4.5.5 Secado.

La muestra de aceite sin disolvente es nuevamente filtrada a través de sulfato de sodio anhidro con
el fin de eliminar algin remanente de agua, luego se colecta en un vial previamente pesado y se

guarda en refrigeracion.
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Figura 27. Eliminacion de agua del aceite con sulfato de sodio anhidro (Na:S04)

4.6 Separacion y Obtencion de Compuestos de Los Aceites Esenciales, por
Cromatografia en Capa Fina Analitica y Preparativa

4.6.1 Separacion de compuestos por cromatografia en capa fina analitica y su
visualizacién

Se tomo una muestra de aceite esencial seco y se aplico sobre cromatofolios o placas ALUGRAM
Silica gel 60 con indicador fluorescente, de 20 x 20 cm y 0.2 mm de espesor, se eluy6 con mezclas
de disolventes: Ciclohexano-acetato de etilo (85/15%), tolueno-acetona (95/5%) y benceno/
acetona (95.5%), ver tabla N°5. Se visualizaron los compuestos bajo una lampara ultravioleta, y
luego se aplicd revelador de 6leum con atomizador, luego calentamiento de la placa para obtener

manchas coloreadas de los compuestos de interés.

Tabla 4. Separacion de compuestos por cromatografia en capa fina analitica

Aceites esenciales Fase mavil Proporciones | Rf de los compuestos
% separados
Tagetes filifolia Lag. Ciclohexano/AcOEt 85:15 0.7
Piper marginatum Jacq. | Tolueno/ Acetona 95:5 0.45
Piper auritum Kunth
1 0.9
(pa 1) Benceno/ Acetona 95:5
(pa 2) 0.8
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Figura 28. Separacion por cromatografia en capa fina analitica y visualizacion de compuestos

4.6.2 Obtencidn de compuestos por cromatografia en capa fina preparativa

La obtencién o aislamiento de los compuestos, se realizd por cromatografia en capa fina
preparativa, utilizando las mezclas de disolventes ya descritas para cromatografia en capa fina
analitica. El procedimiento seguido es el siguiente: Se aplicé 10 mg de aceite con una pipeta
Pasteur con punta de algodon a lo largo de la linea base de un cromatofolio ALUGRAM Silica gel
60, 20x20 cm, luego se colocd dentro de la camara de vidrio con fase movil y se eluy6 hasta cerca
del borde superior (figura 29, a y b). Se revel6 bajo luz ultravioleta (figura 29, c), observando
bandas coloreadas, correspondientes a los compuestos del aceite. Las bandas coloreadas mejor
resueltas y cuantitativas, se marcaron y se rasparon con espatula, pasando esta silica impregnada,
a un embudo con filtro de arena y vidrio fritado (figura 30, a), se filtrd y se lavo sucesivas veces
con acetato de etilo concentrado, recogiendo los lavados en un balén limpio y tarado (figura 30),
Se obtuvo los rendimientos de aceite esencial y rendimientos de compuestos de los aceites
esenciales respectivamente; Compuesto 1: 10.41% y 0.27%

Compuesto 2: 9.46% y 0.29%

Compuesto 3: 9.46% y 0.22%

Compuesto 4: 8.25% y 0.323%
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a b c
Figura 29. Esquema de cromatografia en capa fina preparativa, elucion con ciclohexano/AcOEt 85:15%).

a b

Figura 30. Obtencion de compuestos de interés por cromatografia en capa fina preparativa.
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Screening fitoquimico e insecticida de los aceites esenciales de tres plantas anisadas de El Salvador

4.7 Esquemas de la Metodologia

4.7.1 Esquema del procedimiento experimental para la planta Tagetes filifolia

Lag.
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Figura 31. Esquema de extraccion del aceite esencial y de obtencién de compuestos por cromatografia en capa fina

preparativa de Tagetes filifolia Lag.
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4.7.2 Esquema del procedimiento experimental para la planta Piper
marginatum Jacq.

-
Eecoleccion e identificacion
del material vegetal: -Pi Secado parcial y fragmentacita 93 Teramos de partes
T—— S de las partes aéreas de la planta aéreas  de  Fiper
marg cq- margination Jacg.
L
h
( - 5 Maceracién en 500 mL
Secado, mediante filtracion Destilacién a presién :
por Sulfito de sodio anhidro. Aceite esencial <ducid de Ciclohexano durante
\ f 2 7 dias

;
Cromatografia 20=20

en placas

7.8872 g aceite seco |—> ATUGRAM Silica gel 60 con indicador

fluorescente, UV 234 v 0.2 mm de espesor
| Preparativa I
Evalvacion  de actividad
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¥

¥
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mediante técnicas
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1
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Figura 32. Esquema de extraccion del aceite esencial y de obtencién de compuesto por cromatografia en capa fina
preparativa de Piper marginatum Jacq.
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4.7.3 Esquema del procedimiento experimental para la planta Piper auritum
Kunth.

Eecoleccion e identificacion Secado parcial ¥ 105 gramos de partes
del material vegetal: - Piper fragmentacién de  las atreas de  Piper
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por Sulfato de sodio anhidro. presion reducida 7 das
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[ 00708 = aceite saco ALUGRAM Silira gel 60, con

LI0 B I *| indicador fluorescente, UV 254
v 0.2 mm de espesor

v
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insecticida del aceite Filtracién v lavado del
esenciales de: Piper auritum compuesto aislado con acetato
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- Termita de madera (Ealotermes L :
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FalREf=09 FalBRf=03
L I

|
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Espectroscopicas.

.

i !
[ Fesonancia magnética ]

nuclear (RMN 'H)

Figura 33. Esquema de extraccion del aceite esencial y de obtencion de compuesto por cromatografia en capa
fina preparativa de Piper auritum Kunth.
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4.8 ldentificacion de Compuestos de Los Aceites Esenciales por Espectroscopia
de Infrarrojo (Ir) y Resonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN !H)

4.8.1 Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Los espectros de infrarrojo (IR) de los compuestos aislados, se realizaron en un equipo Thermo
Scientific Nicolet iS5 y unidad de Reflectancia Total Atenuada (iD7 ATR de ZnSe).

Se realiz6 un barrido de fondo o background, seguidamente se colocé una gota de compuesto puro
sobre el cristal de Seleniuro de Zinc (ZnSe), para cubrir el cristal con el compuesto a analizar y
procurando que queden en estrecho contacto muestra-cristal, luego se obtuvo el espectro y mostro
bandas caracteristicas de grupos funcionales correspondientes a compuestos fenilpropanoides. La
identificacion se efectué mediante la revision de las bandas de IR caracteristicas para los

compuestos obtenidos.

Figura 34. Equipo de Infrarojo Thermo Scientific Nicolet y Unidad de Reflactancia Total Atenuada
(AIR de ZnSe).

4.8.2 Resonancia Magnética Nuclear de Protén (RMN H).

Los espectros de resonancia magnetica nuclear (RMN) fueron realizados en un equipo marca

Varian-Mercury 400 BB, 600MHz con sonda para los nicleos de *H. Los productos se disolvieron

en Cloroformo Deuterado (CDClg3) con estandar interno de tetrametilsilano (TMS). Los valores de

desplazamiento quimico (8) se expresan en ppm a lo largo de la escala y las constantes de
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acoplamiento (J) en Hz. Se examinaron los desplazamientos quimicos, los desdoblamientos de las
sefiales, asi como las constantes de acoplamiento para cada espectro de RMN *H.

El procesamiento y el andlisis de los espectros de RMN, se efectuaron apoyandose del software
MestrenovaLITE. Al mismo tiempo, se hizo uso de simuladores: NMR Predict. y Spectra Database
for Organic Compounds. Para la representacion de las moléculas se utilizo el software
ChemBiodraw Ultra 13.0.

4.9 Actividad Insecticida

Los aceites y sus componentes han sido considerados agentes naturales contra las plagas de
insectos. Los aceites esenciales son renovables, no persistentes en el medio ambiente y

relativamente seguro para organismos no objetivo y humanos. (Sendi & Ebadollahi, 2013)

Aunque la actividad bioldgica de los aceites esenciales ha sido confirmada en muchos estudios,
los datos recogidos en esas investigaciones muestran una gran variabilidad. Las causas de ese
comportamiento parecen ser las diferencias en la composicion del aceite esencial debido a factores
genéticos y ambientales y es por eso que resulta de interés la identificacion de los principales
constituyentes responsables de la actividad del aceite estudiado. (Sanchez, Pino, Correa, Najarro,
& Iglesia, 2009). La eficacia de los aceites esenciales varia de acuerdo con el perfil fitoquimico
del extracto de la planta y el objetivo entomolégico, (Sendi & Ebadollahi, 2013) por ejemplo:
antimicrobiano, pesticida, herbicida, insecticida, bactericida, e. 0., dentro de esta investigacion y
segun referencia bibliografica, para las tres plantas anisadas en estudio, la actividad bioldgica de

interés es insecticida.

4.9.1 Seleccion de insectos para ensayos

Siguiendo los objetivos de este trabajo, se realizo6 la evaluacion de la actividad insecticida de los
aceites esenciales obtenidos, empleando tres especies de insectos con alto impacto en la agricultura
y los recursos forestales de nuestro pais:

1- Gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais).

2- Gorgojo Descortezador del Pino (Dendroctonus frontalis).

3- Termita de madera seca. Kalotermes flavicollis.
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4.9.2 Recoleccion de insectos para ensayos

En junio de 2018 un agro servicio ubicado en el centro de Ciudad Barrios, San Miguel dono una
gran cantidad de semilla de maiz infectado con gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais), los cuales
se almacenaron en las bolsas de maiz, hasta sus ensayos.

En julio de 2017 la ADESCO FVI de la comunidad de Arambala, Morazan, proporcion0 cortezas
de pino infectadas con gorgojos descortezadores del pino (Dendroctonus frontalis), que afectan
las plantaciones de pino en toda lo zona fronteriza entre Morazan y Honduras, para lo cual los
asesores de este trabajo viajaron hasta el lugar a recolectar las cortezas de pino infectadas con
gorgojos descortezadores.

Asi también, en Julio de 2018, el asesor principal del trabajo, recolecto termitas (Kalotermes
flavicollis) en la zona de sitio del Nifio, San Juan Opico.

Todos los insectos se encontraron en estado adulto y fueron trasladados al laboratorio de la Escuela
de Quimica para realizar la actividad insecticida. Otra parte de los insectos se llevo al Laboratorio
de Parasitologia Vegetal del Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal (CENTA),
para su identificacion, clasificacion y extension de la certificacion respectiva. Este servicio fue

gentilmente realizado por el entomologo Dr. Mario Ernesto Parada Jaco (anexo 2).
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Figura 35. Zonas geogrificas de recoleccion de los insectos utilizados en ensayos.
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4.9.3 Ensayos de actividad insecticida de los aceites esenciales

Para llevar a cabo la actividad insecticida se utilizaron tres cajas de Petri de vidrio; colocando diez
insectos de cada especie en su respectiva caja de Petri. A cada insecto se le aplico 0.5 pL de aceite
esencial sobre el pronoto (espalda), con ayuda de una micropipeta de capacidad 0.5 — 10 pL.

La aplicacion topica de los aceites esenciales de Piper auritum Kunth, Piper marginatum Jacq. y
Tagetes filifolia Lag. a las tres especies de insectos, se realizd empleando las metodologias
descritas por (Castillo-Sanchez, Jiménez-Osornio, & Delgado-Herrera, 2012) y (Arias, y otros,

2017) con ligeras modificaciones, dadas las condiciones y recursos disponibles en laboratorio.

Al tener actividad positiva para los tres aceites sobre los insectos evaluados, se disefid un
experimento a diferentes concentraciones, empleando para el experimento diez insectos por

concentracion, el cual se detalla en el siguiente apartado.

Primero se realizé una prueba preliminar para evaluar la capacidad insecticida de cada uno de los
aceites extraidos. Para ello se utilizaron dos cajas de Petri, colocando 3 insectos en cada una. La
primera caja serviria de control y en la otra se realizo la evaluacion, empleado 0.5 uL de aceite
esencial con una concentracion de aproximada de 23.0 mg/ml, en la tabla 6 se resumen la

metodologia empleada para cada insecto.
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Tabla 5. Screening de la actividad insecticida de los aceites esenciales extraidos

Tagetes
filifolia Lag 3 3 2
Piper auritum
Kunth 23.0 3 3 2
\ Piper
- - - marginatum 3 3 2
Sitophilus zeamais Jacq
Tagetes
filifolia Lag 3 3 2
Piper auritum
Kunth 23.0 3 3 2
Piper
L e ' marginatum 3 3 2
Kalotermes flavicollis Jacq
Tagetes
filifolia Lag 3 3 2
Piper auritum
Kunth 23.0 3 3 2
Piper
marginatum 3 3 2
Dendroctonus frontalis Jacq

4.9.4 Preparacion de disoluciones de aceite esencial para evaluar actividad
insecticida.

Las disoluciones de aceites esenciales se prepararon a diferentes concentraciones, a continuacion,
se detalla el procedimiento: El aceite esencial obtenido de Tagetes filifolia se disolvié con etanol,
a continuacion se tomé una alicuota de la disolucion y se colocd al interior de un bal6n volumétrico
de 50 ml (previamente pesado); se dejo evaporar el disolvente a temperatura ambiente hasta
sequedad, a continuacién se pesé obteniéndose un valor de 1.1552 g de aceite esencial; luego, se
disolvio nuevamente en etanol hasta aforar el balon, para dar una concentracién de 0.0231 g/mi
(C1) de aceite esencial. Los pesos se disefiaron de tal manera que, existiera una diferencia en las
concentraciones de 0.05 unidades entre las diluciones, y todos se obtuvieron de la misma forma
que la descrita anteriormente. El proceso se repitid para las otras dos muestras de extracto esencial,
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en la figura 36 se resumen el procedimiento para la preparacion de la disolucién mas concentrada

de cada uno de los aceites empleados en el estudio.

1.155 g de
aceite esencial
T. filifolia

1.216 g de
aceite esencial
Piper auritum

Etanol hasta
aforar el balén

Etanol hasta
aforar el balén

23.1 mg/ml 24.3 mg/ml
o1 /\ /_\ o1

1.176 g de
aceite esencial
P. marginatum

Etanol hasta
aforar el balén

23.5 mg/ml
C1

Figura 36, Preparacion de las disoluciones de aceites esenciales para el ensayo de actividad insecticida.

En la tabla 7 se presentan los pesos utilizados de cada aceite para la preparacion de cinco
concentraciones.

Una vez preparadas las concentraciones se dispuso en diferentes cajas de Petri los insectos a
evaluar, en la figura 37 se muestran el material utilizado en estudio del Sitophilus Zeamais (gorgojo
del maiz), el procedimiento que se disefié fue es el siguiente: Se utilizaron 60 insectos distribuidos

en seis cajas de Petri, identificadas como concentracion (Ci) a la (Cs) y control.

Tabla 6. Concentraciones de las disoluciones de cada aceite esencial.

T. filifolia (g) | mg/ml | P. auritum | mg/ml | P. marginatum | mg/ml
C1 1.1552 23.1 1. 216 24.3 1.17623 23.5
Ca|  1.0974 219 | 1.167 | 233 1.1238 225
Cs 1.0426 20.9 1.109 22.2 1.0724 21.4
Cs 0.9904 19.8 1.054 21.1 1.0221 ¢ 20.4
Cs 0.9409 18.8 1.001 20.0 0. 9699 194
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Figura 37. Evaluacién de actividad insecticida de los aceites esenciales, en Gorgojo del maiz (Sitophilus
zeamats).

Sobre el lomo de cada insecto se aplico un volumen 0.5 pL de aceite esencial de cada una de las
concentraciones a evaluar. Para determinar el efecto del disolvente sobre los insectos, a los
individuos de control se les aplic6 0.5 uL de etanol. El ensayo se desarroll6 por espacio de 24
horas y por triplicado. En la tabla 8, 9 y 10 se resumen el procedimiento empleado con los tres

aceites esenciales aislados, sobre los insectos utilizados.

Tabla 7. Evaluacion de la actividad insecticida de Tagetes filifolia Lag sobre S. zeamais, K, flavicollis y D.
Jfrontalis.

Dosis (mg/ml) Insectos/caja

Ci 23.1 10
(07) 21.9 10
Cs 20.9 10
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Cs 19.8 10
Cs 18.8 10
Control etanol 10
K. flavicollis

Tabla 8. Evaluacion de la actividad insecticida de Piper auritum Kunth sobre S. zeamais, K, flavicollis y D.
frontalis.

Dosis (mg/ml) Insectos/caja

Ci 24.3 10

Cz 23.3 10

Cs 22.2 10

‘ Cs 21.1 10

K. flavicollis Cs 20.0 10
Control etanol 10
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Tabla 9. Evaluacion de la actividad insecticida de Piper marginatum Jacq. Sobre Dendroctonus frontalis S.
zeamais, K, flavicollis y D. frontalis

Dosis (mg/ml) Insectos/caja

Ci 235 10

C. 22.5 10

Cs 21.4 10

Cs 20.4 10

K. flavicollis Cs 194 10
Control etanol 10
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CAPITULO V

15 dimetilbenzaldehido

RESULTADOS Y DISCUSION
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5.0 Resultados y Discusién

Con base, en la metodologia descrita en el Capitulo IV, apartado 4.8, de los tres aceites esenciales
obtenidos, se aislaron e identificaron cuatro compuestos pertenecientes a la serie

fenilpropanoides, cuyo proceso de identificacion, se presenta en este capitulo.

5.1 Aislamiento de compuestos mayoritarios

Con la finalidad de aislar los metabolitos secundarios mayoritarios, presentes en los aceites
esenciales obtenidos, se realizaron repetidos ensayos de separacion por cromatografia en capa fina
analitica formulando varias mezclas de disolventes, logrando determinar que las mezclas o fases
moviles mas efectivas para este fin, son las mezclas de: Ciclohexano-Acetato de etilo (85/15%),

Tolueno-Acetona (95/5%) y Benceno-Acetona (95:5%), obteniéndose un total de 4 compuestos.

5.2 Identificacion de compuestos mayoritarios aislados.

Mediante el estudio minucioso de sus espectros de IR y RMN H, asi como la comparacion de los
datos con los existentes en la bibliografia quimica para esta clase de compuestos, se determind que
sus estructuras corresponden a los compuestos: Trans-anetol, Safrol, metileugenol y 2,5-
dimetilbenzaldehido.

A continuacion, pasamos a describir la determinacion estructural de estos compuestos.

5.2.1 Compuesto 1

El compuesto 1 aislado del aceite esencial de Tagetes filifolia como liquido color amarillo, con un
peso de 29.44 mg, porcentaje de rendimiento de 0.27% y un Rf de 0.7 utilizando la mezcla de
disolventes Ciclohexano/AcOEt (85:15%). Su espectro de infrarrojo presenta las siguientes
bandas. En primer lugar, presenta bandas de caracteristicas de enlaces C-H de tipo sp® y sp? en
torno a 3150-3050 cm™. Entre 2100 y 1700 cm™ se observan sobretonos correspondientes a un
anillo aromatico. El pico a 1500 cm™, es debido a la vibracion C=C; y la banda a 840 cm™ indica
un anillo aromatico p-disustituido. En la region de la huella dactilar a 1250 cm™, se observa la

vibracion C-O-C que corresponde a un éter aromatico. Con base en estos datos y por comparacién
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con los datos encontrados en la bibliografia quimica, (Sicker, 2009), el espectro de infrarrojo del

compuesto 1 se corresponde con el de trans-anetol.
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Figura 38. Espectro infrarrojo de compuesto 1 aislado de Tagetes filifolia Lag.

5.2.2 Compuesto 2 (p.a.1)

El compuesto 2 aislado del aceite esencial de Piper auritum como liquido color verde-amarillo,
con un peso de 28.51 mg, porcentaje de rendimiento de 0.29% y un Rf de 0.9 utilizando la mezcla
de disolventes Benceno-Acetona (95/5%). Su espectro de infrarrojo presenta las siguientes bandas.
El espectro muestra bandas caracteristicas de enlaces C-H de tipo sp®y sp? en torno a 2900-2800
cm™. Para el anillo aromatico, se observan sobretonos entre 1800 y 1638 cm™. Y el pico a 1500
cm?, es debido a la vibracion C=C del anillo; y la banda a 806-774.87 cm™ indica un anillo
aromatico trisustituido, confirmandolo con la sefial a 1735. En la region de 1250-1040 cm™, se
observa un estiramiento de tipo C-O-C caracteristico de grupo metilen-dioxi. La informacion
descrita se confrontd con los datos de la bibliografia quimica, (Kalsi, 2004), (Martinez, 2003), que
indica que el espectro infrarrojo del compuesto 2, corresponde a Safrol. Asi mismo, en (Pino,
Marbot, Fuentes, Payo, & Chao, 2005), (Gufta & Arias, 1985), se determind que el safrol es uno
de los compuestos mayoritarios del aceite esencial de Piper auritum, el cual, a su vez es un

derivado biosintético del metileugenol, segin (Dewick, 2001).
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Figura 39. Espectro infrarrojo de compuesto 2, obtenido de Piper auritum Kunth.

5.2.3 Compuesto 3 (p.a.2)

El compuesto 3 aislado del aceite esencial de Piper auritum, como liquido color verde-amarillo,
con un peso de 22.43 mg, porcentaje de rendimiento de 0.22% y un Rf de 0.8 utilizando la mezcla
de disolventes Benceno-Acetona (95/5%). Su espectro de infrarrojo presenta las siguientes bandas.
Se observan bandas de caracteristicas de enlaces C-H de tipo sp* y sp? en torno a 3130-2900 cm.,
Entre 2100 y 1800 cm™, se observan sobretonos correspondientes a un anillo aromatico. El pico a
1500 cm™, es debido a la vibracién C=C; y la banda a 860-730 cm™ indica un anillo aromatico
trisustituido. En la region de la huella dactilar a 1250 cm™, se observa la vibracién C-O-C que
corresponde a un éter aromatico. Basandonos en esta informacion y los datos consultados en la
bibliografia quimica, (Riyanto, Sastrohamidjojo, & Fariyatun., 2016), (Badertscher, 2009), se
determind que el espectro infrarrojo del compuesto 3, corresponde a metileugenol. Para

confirmarlo pasamos a la descripcién basada en su espectro de RMN *H.
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Figura 40. Espectro infrarrojo de compuesto 3, aislado de Piper auritum Kunth.

El espectro RMN *H del compuesto 3 (Figura 41), en el segmento de & 6.72 a 6.81 ppm, se
observan dos sefiales, ambas correspondientes a un sistema spin de tipo ABX de protones
aromaticos donde la sefial de campo mas bajo (6 6.81 ppm) integra para un protéon y la de campo
mas alto (8 6.72 ppm) integra para dos protones. A continuacion, se observa otro sistema de spin
tipo ABX formado por tres protones de doble enlace terminal, para las sefiales que se encuentran
a: 6 5.96 ppm (dt, J=16.8, 10.0 6.7 Hz, 1H) y 5.07 (ddt, J=10.8, 8.9, 1.8 Hz, 2H). Por otra parte,
a o 3.87 ppm se observa un doblete que integra para seis protones y que, dada su forma y
desplazamiento quimico, corresponde a dos grupos metoxilo. Finalmente, a 6 3.34 ppm se observa
un doblete (J= 6.7 Hz.) que integra para dos protones de un metileno en posicion vecinal a un

proton vinilico.
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Figura 41. Espectro 1H RMN (CDCI3, 600 MHz) de compuesto 3, aislado de Piper auritum Kunth.

Datos de NMR 'H (600 MHz, CDCls), compuesto 3: 6 6.81 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 6.72 (dd, J=
11.3, 5.0 Hz, 2H), 5.96 (ddt, J= 16.8, 10.0, 6.7 Hz, 1H), 5.07 (ddt, J= 10.8, 8.9, 1.8 Hz, 2H), 3.87
(d, J=5.8 Hz, 6H), 3.34 (d, J= 6.7 Hz, 2H).

Con base, en los datos de proton que se han descrito, puede determinarse que la molécula posee;
un sistema de anillo aromatico trisustituido, dos de ellos correspondientes a grupos metoxilo (-
OCHz3) vy el tercero es una cadena insaturada de tipo -CH>-CH=CH. que incluye dos protones
vinilicos terminal, un grupo metileno de cadena alifatica y un proton vinilico vecinal a ambos
grupos de protones. En cuanto a la posicién de los tres sustituyentes, se concluye que el grupo
propileno se encuentra en posicion para respecto a un grupo metoxilo; y en posicion meta respecto
al otro grupo metoxilo. Esto deja a los dos grupos metoxilo en posiciones orto entre si.

Esta informacidn es confirmada al revisar las constantes de acoplamiento de dos protones unidos

al anillo aromatico, que indican que estos se encuentran en posicién orto entre si (J= 11.3 Hz), y
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el tercer protdn se encuentra en posicion meta y para respecto a los protones anteriores (J= 8.0,

5.0 Hz).

~T

Figura 42. Sistemas spin de tipo ABX para protones: (A): protones aromdticos y (B): protones de
vinilo terminal.

La posicion de los tres sustituyentes del metileugenol se fundamenta en la biosintesis de
fenilpropanoides derivados de los fenilpropanoides: acido p-cumarico, &cido caféico y acido
ferulico, todos con un precursor comun que es la L-tirosina. (ver figura 43).

De acuerdo a los datos del espectro de infrarrojo y RMN !H, se confirma la identificacion del
compuesto 2 como metileugenol, del cual ya habia sido identificado del aceite esencial de Piper

auritum Kunth. (Rodriguez, y otros, 2013).

COH

L-Tyr 4—coumanc acid catluc aCld ferulic acid
(p-coumaric acid)

Figura 43. Algunos ejemplos de biosintesis de fenilpropanoides.
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5.2.4 Compuesto 4.

El compuesto 4, aislado del aceite esencial de Piper marginatum como liquido color verde claro,
con un peso de 25.50 mg, porcentaje de rendimiento de rendimiento de 0.32% y un Rf de 0.45
utilizando la mezcla de disolventes Tolueno-Acetona (95/5%). En su espectro de infrarrojo
presenta las siguientes bandas. En primer lugar, el espectro muestra bandas caracteristicas de
enlaces C-H de tipo sp® y sp? en torno a 2900-2848 cm™, la primera puede ser de metilo. Para el
anillo aromético, se observan sobretonos entre 2000 y 1800 cm™. A 1730 cm™ muestra una sefial
intensa, debida a la vibracion del enlace C=0 correspondiente a un carbonilo de aldehido. El pico
a 1457 cm, corresponde a la vibracion C=C de anillo aromatico. La sefial a 1806 cm™ indica la
presencia de un anillo aromatico trisustituido. Para la identificacion completa de la estructura del

compuesto 4, pasaremos a su descripcion basada en el espectro de RMN *H.

’EzW’ ANl ('\ A f’f\w\
%1 N = /‘
w \\\‘\\f’\ (f/ \ W ‘( \ (\ ’_,\\ /U \"ff\\f\w
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Figura 44. Espectro infrarrojo de compuesto 4, obtenido de Piper marginatum Jacq.

El espectro RMN H del compuesto 4 (Figura 45), presenta a 8 11.03 ppm (s, 1H), un singulete, el
cual es caracteristico de un proton de aldehido. A continuacion, en la region de 6 9.13 (d, J = 2.6
Hz, 1H), 6 8.30 (ddd, J= 9.6, 2.6 Hz, 1H) y & 7.96 (d, J= 9.6 Hz, 1H), se observa un sistema spin
de tipo AMX tipico para 3 protones aromaticos, cuyos desplazamiento quimico y dadas sus
constantes de acoplamiento, dos de los protones se encuentran en posicion orto entre si (6 8.30
(ddd, J=9.6, 2.6 Hz, 1H), 6 7.96 (d, J= 9.6 Hz, 1H)); y el tercer protdn de éste sistema, se encuentra
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en posicion meta referente a uno de los dos protones (6 9.13 (d, J= 2.6 Hz, 1H), 8.30 (ddd, J= 9.6,
2.6 Hz, 1H)). Finalmente, a 6 2.18 (s, 3H), 2.09 (s, 3H) se observan dos singuletes que integran
para 3 protones cada uno indicando la presencia de dos grupos metilo.

Datos de NMR 'H (600 MHz, CDClIs), compuesto 4: & 11.03 (s, 1H), 9.13 (d, J= 2.6 Hz, 1H),
8.30 (ddd, J= 9.6, 2.6, 0.6 Hz, 1H), 7.96 (d, J= 9.6 Hz, 1H), 2.18 (s, 3H), 2.09 (s, 3H).
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Figura 45. Figura 45. Espectro 1H RMN (CDCI3 600 MHz) de compuesto 4, aislado de Piper marginatum
Jacq.

Con base, en los datos de protdn que se han descrito, puede determinarse que el compuesto 4 posee
un sistema de anillo aromatico trisustituido, dos de ellos correspondientes a grupos metilo (-CHz)
y el tercero es grupo aldehido. La asignacion de la posicion de los tres sustituyentes del anillo,
queda establecida por las constantes de acoplamiento del sistema spin AMX de los tres protones
aromaticos; en primer lugar, el proton 4 posee dos acoplamientos spin-spin con los protones 3y 6,
por un lado, acoplamiento en orto (J= 9.6) con el proton 3 y luego, acoplamiento meta con el

proton 6. La simulacion con el programa ACDChemketch para un compuesto derivado del
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benzaldehido con dos grupos metilos, uno en posicién 2 y otro en posicion 5, se obtuvo un espectro
de *H RMN simulado, cuyas sefiales coinciden con los desplazamientos quimicos de las sefiales
del espectro experimental del compuesto 4.

Con base en esta informacion y la descrita en la bibliografia quimica (Venkoji, 1984), se identificd

al compuesto 4 como 2,5-dimetilbenzaldehido.

Figura 46. Sistema de spin AMX de protones aromdticos para el compuesto 4.
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5.3 Evaluacioén de la actividad insecticida de los aceites esenciales de las tres
plantas anisadas.

En la literatura se encuentran investigadores como (Mufi6z V. & Stachenco, 2014) y (Arias P, y
otros, 2017), que han desarrollado estudios de bioensayos con aceites esenciales en especies
(insectos) en estado tanto, larvario y adulto; los resultados de evaluacion bioldgica afirman, que
ésta, depende de los componentes mayoritarios presentes. Asi mismo, estos autores sefialan la
necesidad ambiental que representan los aceites esenciales extraidos de plantas pertenecientes a
familias taxondmicas promisorias de diferentes origenes del mundo para realizar ensayos de tipo:
anti-alimentarios, repelente, larvicida e insecticida con insectos en estado adulto en vista de los
pocos analisis reportados. (Andrade Ochoa, Sanchez-Torres, Nevarez-Moorillon, Camacho, &
Nogueda Torres, 2017)

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en los ensayos preliminares de evaluacion
bioldgica de esta investigacion, los datos que revela la actividad insecticida que poseen los aceites
esenciales de las especies de planta en estudio; el procedimiento se sigue tal como se describe en
el apartado 4.9.3. Los resultados obtenidos en la evaluacion preliminar de la actividad insecticida,
dieron informacion que evidencia a los aceites esenciales son “promisores biologicos en el ataque

insecto-plaga” como lo menciona (Lépez Belchi, 2008).

El ensayo preliminar demostro que a una concentracion de 23 mg/ml de cada uno de los extractos
obtenidos, se lograba mortalidad de los tres insectos evaluados, los resultados se presentan en la
tabla 11. Tal como se describe en el apartado 4.9.4, con los resultados positivos del ensayo

preliminar, se procedio a evaluar el efecto de la concertacion sobre los insectos.

En las tablas 12, 13 y 14 se muestran los resultados de los ensayos de Tagetes filifolia Lag, Piper
auritum Kunth y Piper marginatum Jacq respectivamente sobre S. zeamais, K. flavicollis y D.
frontalis. En las tablas se muestran el nimero de insectos muertos en cada repeticion, asi como la

media y desviacion estandar.
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Tabla 11. Resultados de la evaluacion de la actividad insecticida de los aceites esenciales extraidos

Tagetes filifolia Lag +
Piper auritum Kunth 23.0 +
N\
Sitophilus zeamais Piper marginatum Jacq +
” Tagetes filifolia Lag +
. Piper auritum Kunth 23.0 +
Dendroctonus frontalis
Piper marginatum Jacq +
Tagetes filifolia Lag +
Piper auritum Kunth 23.0 +
Kalotermes flavicollis . .
Piper marginatum Jacq +

Tabla 12. Evaluacion de la actividad insecticida de T. filifolia Lag sobre S. zeamais, D. frontalis y K,
Slavicollis.

[mg/ml] Ensayo 1

X1
I+

Ensayo 2 Ensayo 3

Cy 23.1 8 8 7 77406
Cs 21.9 7 6 8 70+ 1.0
e 20.9 7 7 7 7.0+0.0
D. frontal
rontalis - —¢ 10.8 7 6 7 6.7+ 06
Cs 18.8 5 7 5 57+12
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Al evaluar los resultados del aceite esencial de Tagetes filifolia Lag (tabla 12), se observa que es
letal en las cinco concentraciones de estudio sobre las tres especies de insectos evaluadas, en la

figura 47 se grafican los resultados obtenidos.

10.0
9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0o ML B - - B

C1 C2 C3 C4 C5
Dilusiones

N° de Insectos

MS. zeamais LID. frontalis LK. flavicollis

Figura 47. Evaluacion de la actividad insecticida de 1. filifolia Lag sobre S. zeamais, D. frontalis y K,
Sflavicollis.

Por otro lado, los resultados de Piper auritum Kunth (tabla 13), muestran que los tres aceites

esenciales estudiados presentan una excelente actividad insecticida sobre los tres insectos.

Tabla 13. Evaluacion de la actividad insecticida de P. auritum Kunth sobre S. zeamais, K, flavicollis y D.
Jfrontalis.

[mg/ml] Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Xts

Ca 24.3 7 8 7 73406
Cs 233 6 6 5 57406
I c, 222 6 5 7 6.0+ 1.0
D. frontal
rontatlis - ¢, 211 4 4 4 40+00
Cs 20.0 4 4 5 43106
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Sin embargo, hay una disminucion de la mortalidad sobre D. frontalis en la concentracién 21.1

mg/ml (C4), por debajo de la mitad de individuos evaluados, en la figura 48 se aprecia el descenso

IUu

en la actividad insecticida a dicha concentracion.

|

HS. zeamais LID. Frontalis K. flavicollis

N° de Insectos
© = N W b g O N © ©
o o o o o o o o o o
o I

[ SIS [N
c2 c3 c5
Dilusiones

Figura 47. Evaluacion de la actividad insecticida de P. auritum Kunth sobre S. zeamais, D. frontalis y K,
Slavicollis.

Finalmente, el estudio del extracto esencial de P.m se resumen en la tabla 13. En ella se muestran
una excelente actividad sobre los tres insectos. Sin embargo, resalta el efecto sobre la termita (K.
flavicollis), ya que muestra una mayor actividad sobre ella, matando en todas las concentraciones

mas de la mitad de insectos evaluados.

En la figura 49 se puede apreciar el efecto del aceite esencial sobre los tres grupos de insectos.
Destaca que los insectos con recubrimiento en las alas parecen resistir mas el efecto del extracto
esencial de P. marginatum, pero la termita K. flavicollis que carece de dicha defensa, les resulta

letal hasta en la concentracién mas baja.
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Tabla 14. Evaluacién de la actividad insecticida de P. marginatum Jacq sobre S. zeamais, K, flavicollis y .

Jfrontalis.

[mg/ml]

X1
H

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Cy 23.5 7 5 8 6.7+15

C 225 5 5 6 53+06

[ c 21.4 6 5 5 53+06

D. frontalis - —= 20.4 4 3 4 37406
Cs 19.4 4 4 5 43106
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MS. zeamais LID. frontalis K. flavicollis

Figura 48. Evaluacion de la actividad insecticida de P. marginatum Jacq sobre S. zeamais, D. frontalis y K,

Slavicollis.
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5.4 Evaluacion estadistica de la actividad insecticida de los aceites esenciales de
las tres plantas anisadas.

A partir de los datos obtenidos con los bioensayos realizados con los aceites esenciales en los
diferentes grupos de insectos, podemos hacernos ciertas preguntas: ¢existe alguna diferencia
significativa en cuanto a la evaluacion insecticida entre grupos de insectos? ¢existe diferencia
significativa en cuanto a la evaluacion insecticida entre cada aceite esencial con los tres grupos de

insecto? Es decir ¢cual aceite esencial resulta méas efectivo sobre los grupos de insectos?

El analisis ANOVA nos sirve para responder a esas preguntas comparando variables cuantitativas

en funcion de los grupos partiendo de las varianzas obtenidas en los bioensayos.

5.4.1 Estudio del efecto de la concentracion del aceite esencial sobre los insectos
evaluados.

En el siguiente apartado se realiza un estudio estadistico de los resultados obtenido en la evaluacién
de la actividad insecticida de tres aceites esenciales sobre tres especies de insectos. En nuestro
caso, se realiza una comparacion de una variable cuantitativa en mas de dos grupos, por lo cual se

realizd un analisis de varianza.

Al estudiar los datos de las tablas 12, 13 y 14 se observa que el nimero de especimenes muertos
son similares en la mayoria, por lo que a través un estudio ANOVA se determin0 si existen

diferencias estadisticas significativas entre las variables de estudio.
Para el estudio ANOVA se establecid un nivel de significancia de 0.05. Los resultados del
estadistico se resumen en la tabla 15, obtenido empleando la hoja de calculo de Excel y la funcion

Andlisis de varianza de un factor.

A continuacién, se describe el tratamiento estadistico para determinar si hay diferencia

significativa en la actividad insecticida de T. filifolia entre las concentraciones usadas en el estudio
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Tabla 15. Andlisis ANOVA para el efecto insecticida de . filifolia sobre S. zeamais.

Suma de I Muestra F Significancia |  Feriti
cuadrados g cuadratica cal g critico
Intergrupos 6.27 4 1.57 3.4 0.0548 3.5
Intragrupos 4.67 10 0.47
Total 10.93 14

Ya que Fo.os4,10) = 3.5y Fcar = 3.4. Por lo tanto, Fcal < Fo.05(4,10), 0 que indica que no hay diferencia
significativa entre el efecto insecticida y la contraccion de aceite esencial de T. filifolia sobre S.

zeamais. De esta forma se ha realizado el analisis de las demas muestras.

A continuacion, en la tabla 16 se resume el valor de Fca y Feritico resultado del estudio ANOVA de

T. filifolia sobre los insectos evaluados.

Tabla 16. Resumen del estudio ANOVA del efecto de T.f sobre los insectos.

Insecto Fcal | Significancia | Feritico Evaluacion Analisis
S.zeamais | 3.4 0.0548 3.5 Feal < Fo.05(4,10) No hay diferencias
D. frontalis | 2.7 0.0949 3.5 Feal < Fo.054,10) No hay diferencias

K. flavicollis | 9.8 0.0017 3.5 Feal > Fo.054,10) Si hay diferencias

El estadistico ANOVA indica que ninguna de las concentraciones de T. f. utilizadas sobre S. z y
D. f. permite diferenciar su efecto sobre la mortalidad; sin embargo, si hay diferencia para el caso

de Kf en el cual si se aprecia una disminucion del efecto correlacionado con la concentracion.

Una posible explicacion a estos resultados podria estar en la anatomia de S. zeamais y D. frontalis,
ambos coledpteros y por lo tanto poseen élitro (alas endurecidas) que recubren las alas y sirve
como proteccion, dicha caracteristica morfoldgica esta ausente en la termita. Aun asi, del estudio
realizado sobre ambos insectos podemos rescatar que la concentracion de partida para continuar
el estudio del efecto de la concentracion sobre ellos, deberia ser igual o mayor 20 mg/ml desde esa

concentracion de las diluciones.

El estudio ANOVA realizado para P. a, se realiz6 de la misma forma que el caso anterior de T. f,

en la tabla 17 se resumen los valores de F obtenidos.
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Tabla 17. Resumen del estudio ANOVA del efecto de P.a sobre los insectos.

Insecto Fcal | Significancia | Feritico Evaluacion Anélisis
S.zeamais | 2.0 0.1705 3.5 Feal < Fo.05(4,10) No hay diferencias
D. frontalis | 13.5 0.0004 3.5 Feal > Fo.05(4,10) Si hay diferencias

K. flavivollis | 12.5 0.0006 3.5 Feal > Fo.05(4,10) Si hay diferencias

El valor de Fca para el ensayo con S. z, indica que nuevamente las concentraciones en este caso de
P. a. no permite diferenciar su efecto sobre la mortalidad ya que presentan en todos los casos un
comportamiento similar: sin embargo, para Df y K. f si se aprecia una variacion correlacionado con

la concentracion.

En la tabla 18 se recogen los valores de F obtenidos del estudio ANOVA realizado para el ensayo
con P. m, el procedimiento aplicado es el mismo que el caso anterior.

Tabla 18. Resumen del estudio ANOVA del efecto de P.m sobre los insectos.

Insecto Fcal | Significancia | Feritico Evaluacion Analisis
S. zeamais 2.5 0.1048 3.5 Feal < Fo.05(4,10) No hay diferencias
D. frontalis | 5.3 0.0147 3.5 Feal > Fo.05(4,10) Si hay diferencias
K. flavivollis | 10.5 0.0013 3.5 Feal > Fo.05(4,10) Si hay diferencias

Segun los valores de Fca, de nuevo el S.z no presenta diferencias significativas entre sus valores,

pero si lo hay sobre el efecto causado en D.fy K. f.

5.4.2 Evaluacién de la eficiencia insecticida de los aceites esenciales aislados

A continuacion, se realiza un estudio ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo, para
determinar la eficiencia del aceite esencial como agente insecticida ya que no es claro sobre cual
insecto es més letal. Por lo tanto, se evalto si el nimero de insectos muertos por ensayo, se ve
afectada por el tipo de insecto (factor 1), por las concentraciones empleadas (factor 2) o por la
interaccion entre ellas. El analisis estadistico se realiz6 en Excel, empleando la herramienta
Anélisis de datos, analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo y un nivel de
significancia de 5% (o = 0.05).
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Para el caso de T.f, los resultados indica que para el factor 1 (insectos) Fca > Fo.o52,30), €l factor 2
(concentraciones) Feal > Fo.054,30), Y que la interaccidn entre ambos factores su Fea < Fo.05,30), tal

como se muestra en la tabla 19.

Tabla 19. Resumen de andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo para Lf sobre tres
especies de insectos.

Origen de las Suma de Grados de = Eoo
variaciones cuadrados libertad cal P critico
Insectos 10.97 2 10.74 0.000303 3.32
Concentraciones 27.91 4 13.65 1.88x10°® 2.69
Interaccion 3.02 8 0.74 0.6567 2.27
Dentro del grupo 15.33 30
TOTAL 57.23 44

Por lo tanto, el tipo de insecto y la concentracion si influyen en la actividad insecticida, sin
embargo, la interaccion entre ellos no presenta un efecto observable.

Lo anterior nos genera otra pregunta, (Coémo varian estos factores en los resultados?, la respuesta
la obtenemos mediante un analisis de regresion en el caso de T.f. la actividad insecticida aumenta
conforme la concentracidn, habiendo mayor correlacion entre las variables para D.f. ver figura 50,
en la cual se observa el comportamiento de las muestras y su correspondiente ecuacion de linea

recta y su regresion lineal.
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Figura 49. Actividad insecticida de T.f sobre tres insectos.
La pendiente de la ecuacion mide la sensibilidad o efectividad insecticida de los aceites esenciales
sobre cada insecto. En el caso de T.f. resulta mas efectivo en K.f. posiblemente por los aspectos

morfoldgicos ya mencionados.

El mismo tratamiento se realiz6 a los de P.a 'y P. m. y en las tablas 20 y 21, respectivamente se

recogen los resultados.

En el estudio de P.a tenemos que para el factor 1 (insectos) Fea > Foose30), €l factor 2
(concentraciones) Feal > Fo.054,30), ¥ que la interaccion entre ambos factores su Fea > Fo.0s,30), tal

como se muestra en la tabla 20.

Tabla 20. Resumen de andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo para P.a. sobre tres
especies de insectos.

Origen de las Suma de Grados de = Eo
variaciones cuadrados libertad cal P critico
Insectos 36.31 2 37.14 7.66 x 10 3.32
Concentraciones 8.31 4 4.25 0.0076 2.69
Interaccion 30.36 8 71.76 1.35x 10° 2.27
Dentro del 14.67 30
grupo
TOTAL 89.64 44
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Lo que indica que tanto el insecto, la concentracion y la interaccion entre ambos factores tienen
efecto sobre la actividad insecticida; sin embargo, al observar el grafico de regresion lineal, figura
51, podemos observar un comportamiento andémalo en los resultados sobre S. zeamais, los cuales

afectan el estudio comparativo.

Aun asi, lo resultados muestran que nuevamente la actividad insecticida efectiva sobre K.fy D. f.

en este caso, indica mayor efectividad sobre K.f.

2.0
S P
70 e L .

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

y=04x+6.4 y =-0.7667x + 7.7667 Y =-0.5333x + 8.6
1.0 R2=0.6923 R2=0.8113 R2=0.8533

0.0
0 1 2 3 4 5 6

®S. zeamais K. flavicollis D. frontalis

Figura 50. Actividad insecticida de P.a. sobre tres insectos.

En el caso de P.m. los resultados de ANOVA indican que para el factor 1 (insectos) Fca > Fo.05(2,30),
el factor 2 (concentraciones) Fca > Fo.os(4,30), Y que la interaccion entre ambos factores su Fea >

Fo.05(8,30), tal como se muestra en la tabla 21.

Tabla 21. Resumen de andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo para P.m. sobre tres
especies de insectos.

Origen de las Suma de Grados de = Foo
variaciones cuadrados libertad cal P critico
Insectos 32.31 2 18.64 5.47 x 10 3.32
Concentraciones 43.47 4 12.54 4.11x 10 2.69
Interaccion 8.13 8 1.17 0.35 2.27
Dentro del grupo 26 30
TOTAL 109.91 44
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Con los valores de F comparados podemos decir que el tipo de insecto y la concentracién si

influyen en la actividad insecticida de P.m; sin embargo, la interaccion entre ellos no presenta un

efecto observable. En la Figura 52, al comparar las pendientes de las respectivas ecuaciones,

destaca que la efectividad insecticida es mayor para K. f. Pero la correlacion entre las variables es

mejor para D.f.

10.0
9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0

y=-0.6x+ 7.7333 y=-0.6333x+6.9667 y=-0.8x+9.5333

R2=0.7941 R2=0.7714 R2=0.8571
1 2 3 4 5 6
®S. zeamais K. flavicollis D. frontalis

Figura 51. Actividad insecticida de P.m. sobre tres insectos.

La correlacion observada entre las variables, mortalidad de insectos y concentracion son
directamente proporcionales y nos indican que la relacion entre los datos es aceptable.
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CAPITULO VI

2,5 dumetilbenzaldehido

CONCLUSIONES
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6.0 Conclusiones.

1. Se extrajeron los aceites esenciales de tres plantas aromaticas: Tagetes filifolia, Piper auritum
y Piper marginatum. Los rendimientos de aceite respecto al material de partida fueron: 10.41%,

9.46% Yy 8.25% respectivamente.

2. Por el método de cromatografia de capa fina preparativa (PLC) de los aceites esenciales, se
identifico y separ0 cuantitativamente, un total de cuatro compuestos de tipo fenilpropanoides:
Tagetes filifolia, compuesto 1 (peso: 29.44 mg, Rf 0.7), Piper auritum compuesto 2 (peso: 28.51
mg, Rf 0.9); compuesto 3 (peso: 22.43 mg, Rf 0.8) y Piper marginatum, compuesto 4 (peso: 25.5
mg, Rf 0.45).

3. Mediante métodos de espectroscopia de Infrarrojo (IR) y de Resonancia Magnética Nuclear de
Proton (RMN *H), se determiné las estructuras de cuatro compuestos naturales de los aceites
esenciales: Compuesto 1, trans-anetol; compuesto 2, Safrol; compuesto 3, metil-eugenol y
compuesto 4, 2,5-dimetilbenzaldehido. La determinacion estructural se describe en el apartado de

resultados y discusion de resultados.

4. A partir de la evaluacion bioldgica realizada se logro evidenciar que los aceites esenciales de
las tres plantas anisadas presentan actividad insecticida. Esto se refleja en términos cuantitativos;
ya que, segun el andlisis de varianza realizado, se demostro el efecto sobre las tres especies de
insecto evaluados. Dichos resultados son congruentes con los metabolitos secundarios aislados en
este estudio, ya que estos tienen confirmada actividad insecticida. Por otra parte, los datos de
ANOVA confirman el efecto diferenciado segun el aceite esencial empleado y la especie de insecto
evaluada. Siendo en la mayoria de los casos mas efectiva sobre la termita Kalotermes flavicollis,

por carecer de alas protectoras.

5. La regresion lineal de cada aceite esencial confirma la efectividad del aceite esencial es
directamente proporcional a la concentracion ya que, aumenta a medida aumenta la concentracion
observandose ese patron (efectividad insecticida), para los tres aceites esenciales la correlacion es

mas precisa para Dendroctonus frontalis (D.f.).
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7.0 Recomendaciones

Utilizar técnicas de laboratorio verdes en el proceso de extraccion de aceites esenciales de

las partes de material vegetal aéreo.

Dar seguimiento al aislamiento y elucidacion de metabolitos secundarios de las plantas

anisadas que se encuentren en mayor 0 menor proporcion.

Considerar llevar a cabo evaluaciones bioldgicas con compuestos puros y con ello

establecer pardmetros amplios para mayor nimero de bioensayos

Obtener un CL50 que permita establecer la dosis preliminar efectiva a partir de bioensayos

con compuestos aislados

Ampliar el estudio de otras especies de la flora salvadorefia que permitan enriquecer el area
de productos naturales con material vegetal nativo con nuevas moléculas de interés en la

busqueda de propuestas que solventen problemas ambientales y de salud humana.
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CAPITULO IX

ANEXOS
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9.0 Anexos

9.1 Constancia de identificacion de: Tagetes Filifolia Lag., Piper auritum
Kunth y Piper marginatum Jacq.
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9.2 Constancia de identificacion de insectos: Sitophylus zeamais y
Kalotermes flavicollis.
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En 2017, el gobierno de Salvador Sanchez Cerén trajo al pais a un grupo de investigadores
alemanes a dar sus aportes sobre el tema del ataque del gorgojo descortezador del pino
(Dendroctonus frontalis). “Dentro de las actividades realizadas se convoco a técnicos del MARN,
académicos Personal técnico del Ministerio de Agricultura y Ganaderia y del Ministerio de Medio
Ambiente y Recursos Naturales, asi como autoridades de instancias relacionadas con el tema
forestal, participaron en la capacitacion que forma parte de la continuidad de los esfuerzos del
gobierno para contrarrestar el insecto”. Los expertos capacitardn y compartiran sus experiencias
en la lucha contra el gorgojo descortezador de pinos. (Gréfica, 2017), (Ambiente, 2017).

Dentro de la capacitacién se orientd a la identificacion de la especie de gorgojo segun se observe
el dafio (grietas, canales y oviposicidn) en la corteza de pino.

Figura 52. A: Las galerias en forma de 'S" [lenas de aserrin caracterizan los ataques del gorgojo del pino
Dendroctonus frontalis. B: Galerias bajo la corteza de pino en forma de "Y" o "H" que estdn vacias de aserrin
(indican ataques de los gorgojos descortezador.

Imagen tomada de: hitps://www.barkbeetles.org/centralamerica/0605s. html
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