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ABREVIACIONES

°C: Grados Celsius
cm: Centimetro
D. melanogaster: Drosophila melanogaster

FT-IR: Espectroscopia Infrarroja-indice de refraccién

g: Gramos

GC-Ms: Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas
kg: Kilogramo

L. philippiana: Laureliopsis philippiana

L. sempervirens: Laurelia sempervirens

It: Litro

mL: Mililitro

mm: Milimetro

T°: Temperatura

AE: Aceite esencial

AE 1: L. philippiana Chihuain.

AE 2: L. philippiana Valdiviana primera muestra.

AE 3: L. philippiana Valdiviana segunda muestra.

AE 4: Tallos de L. philippiana Valvidiana. (ambas muestras)
AE 5: L. sempervirens primera muestra.

AE 6: Tallos de L. sempervirens.



AE 7: L. sempervirens hojas de arbol joven.
AE 8: L. sempervirens hojas de arbol viejo.
AE 9: L. sempervirens segunda muestra.
AE 10: L. sempervirens tercera muestra.

AE 11: L. sempervirens cuarta muestra.
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1. INTRODUCCION

1.1 Laureliopsis philippiana

Laureliopsis philippiana, conocida comunmente como tepa, es un arbol endémico de la
zona sur de Chile y Argentina. Predominante en las regiones del Maule, Nuble, Biobio, La

Araucania, Los Rios, Los Lagos y Aysén, lugares de humedad caracteristica (1).

Esta planta posee hojas color verde de 5 a 8 centimetros de largo (Figura 1A), las que se
mantienen durante todo el afio. Flores hermafroditas de coloracion rojas y verdes (Figura
1B) de 6 a 8 pétalos uniformes que florecen entre octubre y noviembre, frutos secos de

semilla Unica y corteza delgada de olor desagradable (1).

Figura 1A: Hojas de L. philippiana (2).
Figura 1B: Flores de L. philippiana (3).

De la familia Atherospermataceae, del género Laureliopsis y especie Philippiana, la tepa

puede llegar a medir treinta metros de alto y un metro y medio de diametro (Figura 2). Un



gran numero de estudios coinciden en que este arbol posee actividad antifungica
destacable contra hongos (4) Dicha propiedad es altamente aprovechada en la industria
alimenticia y medicinal. La funcién antifungica de L. philippiana se relaciona al alto

porcentaje de eugenol que contiene su aceite esencial (1).

Figura 2: Arbol L. philippiana (5).

El compuesto eugenol es una sustancia ampliamente empleada en el campo de la
medicina por sus propiedades, entre las que destaca la antiséptica, asi lo demuestra un
estudio realizado por la Revista CENIC en el afio 2016 (6). Es por ello, por lo que el efecto
observado sobre las cepas fungicas que contiene el arbol de la tepa puede ser atribuido a

este componente.

El compuesto safrol se puede obtener de laurdceas tales como el arbol nativo laurel
(Laurelia sempervirens). Bittner et al. (7) en su estudio de aceites esenciales con posible
actividad antifungica, descubrio a través de cromatografia de gases acoplada a detector de

masa, que el aceite esencial de laurel posee altas concentraciones de safrol y presenta una



fuerte actividad antifingica en contra de hongos tales como Rhizoctonia solani Kithn y

Fusarium oxysporum.

En una tesis realizada por Gonzélez (1) se probd la efectividad del aceite esencial de L.
philippiana contra colonias de hongos filamentosos de alta importancia clinica tales como
Fusarium y Aspergillus, de los cuales se utilizaron 4 cepas de Aspergillus y dos cepas de
Fusarium. De esta forma, se pudo comprobar que de las 6 cepas al ser expuestas al aceite
esencial de L. philippiana en una concentracion de 4,5 + 0,8 mg/L, practicamente ninguna
cepa pudo desarrollarse en el agar con la excepcidn de Fusarium solani, donde se puede
observar muy poco crecimiento. Las cepas mencionadas, presentan una fuerte resistencia
a los insecticidas convencionales, por lo que el experimento realizado trae consigo un
importante aporte con respecto a la efectividad antifungica de L. philippiana,

primordialmente atribuido a los compuestos safrol y eugenol.

Sin embargo, y a pesar de los multiples estudios de la capacidad antiflingica de esta planta,
otras propiedades de gran relevancia no han sido cabalmente estudiadas. Entre ellas se

encuentra la capacidad larvicida.

La propiedad de inhibir larvas tiene usos cotidianos ya sea en el dia a dia, controlando
plagas en los hogares o lugares de trabajo, y a gran escala como lo es la industria de
alimentos y la agricultura. Las larvas, que se alimentan de tejido vegetal vivo, causan dafios
serios a muchas frutas comerciales (8). El rol larvicida hoy lo cumplen diversos agentes
sintéticos y dafiinos que se caracterizan por su alta toxicidad. Conocer cudles especies de

la flora son capaces de repeler parasitos implica un avance de impacto medioambiental

(9).

Distintos autores han experimentado con aceites esenciales de diversas plantas,
aplicandolos para el control de variadas plagas de insectos y colonias de hongos,
mayoritariamente en paises europeos. Con respecto a Chile, la evidencia cientifica es

menor, sin embargo, consta de documentos y tesis que evidencian la potencialidad del



efecto larvicida. Por ejemplo, para el extracto de Drimys winteri (Canelo Mapuche), en un
estudio realizado en el 2013, se encontrd que el compuesto con mayor porcentaje de
actividad, la isodrimenina, mostraba actividad larvicida contra Drosophila melanogaster

(10).

En otro estudio del afio 2022, se demostré una eficacia prometedora de la actividad
insecticida del aceite esencial de L. philippiana contra M. domestica, C. quinquefasciatus, y

larvas de S. littoralis (11).

Por ello, en esta investigacién aparece la latente pregunta sobre si los metabolitos
presentes en el aceite esencial de L. philippiana poseen potencial accién larvicida sobre
Drosophila melanogaster, la mosca de la fruta. Bajo este enfoque se realizaran
procedimientos tales como extraccion de aceite esencial por medio de arrastre de vapor
de agua, cromatografia de gases, espectrometria de masas y ensayos bioldgicos, los cuales
permitirdn identificar basandose en la teoria conjunto a los resultados obtenidos, las

propiedades quimicas y bioldgicas de las hojas y tallos de este arbol.

Para la identificacion y caracterizacion de los distintos compuestos del aceite esencial de
tepa, primeramente se hara una destilacidn por arrastre de vapor, que es “una técnica que
permite la separacién de sustancias insolubles en H,0 y ligeramente volatiles de otros
productos no volatiles” (12) luego se utilizara la técnica de cromatografia de gases y la
espectrometria de masas. La cromatografia de gases “es una técnica analitica que permite
separar mezclas de compuestos facilmente volatilizables y térmicamente estables en sus
componentes individuales empleando como fase moévil un gas” (13). Mientras que la
espectrometria de masas permite “obtener informacion de la masa molecular del
compuesto analizado e informacién estructural del mismo, y también permite detectar su

presencia y/o cuantificar su concentracion” (14).

El estudio del aceite esencial de L. philippiana, tiene una gran relevancia en el dmbito de la

investigacién para conseguir utilizar estos productos naturales en diversos ambitos,
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mejorando asi, la calidad de vida y reduciendo el impacto medioambiental de los

insecticidas actualmente utilizados en la industria de la agricultura.

1.2 Laurelia sempervirens

El laurel chileno, conocido cientificamente como Laurelia sempervirens, es un arbol que
puede crecer hasta 50 metros de altura y su tronco puede tener un diametro de hasta 2
metros. Se encuentra comunmente en las regiones de Valdivia y Los Lagos de Chile, asi
como en las provincias argentinas de Neuquén, Rio Negro y Chubut. Crece en bosques
himedos de la zona costera, a menudo en laderas de montafias y valles fluviales. También
se le conoce como "Laurel de Chile" o "Laurelia", y es una especie endémica de

Sudamérica (15).

Figura 3. Arbol L. sempervirens (16).

Es “de hoja perenne, tiene un tronco recto y una copa redondeada y densa. Sus hojas son



ovaladas, de un verde oscuro brillante en la parte superior y mds pdlidas en la parte

inferior. Produce pequeiias flores blancas en primavera y frutos de color negro azulado en

otofo. La corteza del drbol es de color gris y tiene una textura rugosa” (15).

Figura 4A. Hojas L. sempervirens (16).
Figura 4B. Frutos L. sempervirens (17).
Figura 4C. Flores L. sempervirens (18).

Estas distintas estructuras tienen diversos componentes que le otorgan propiedades

aplicables tanto a organismos como a diversas acciones de la cotidianidad. Estos



componentes son denominados metabolitos secundarios, los cuales tienen una gran
cantidad de propiedades. Al igual que en la L. philippiana, “el safrol es un aceite esencial
presente en gran porcentaje en las hojas de esta planta (91%) ... A este se suma otro
grupo de metabolitos secundarios presentes en esta planta, los flavonoides (Carvajal,
2005), los que se caracterizan por poseer propiedades antioxidantes, ya que su estructura
quimica es capaz de transferir electrones y quelar metales (Marcano y Hasegawa, 2002;

Escamilla et al., 2009).” (19).

1.3 Aceite esencial

Para el desarrollo de esta investigacidn, se tuvieron que extraer los aceites esenciales,
puesto que estos eran el método de estudio, ya que se investigara si estos poseen efecto

larvicida.

Es por esto que, a partir de las hojas y tallos de las especies mencionadas, se realiza una
serie de procesos, partiendo por la destilacion por arrastre de vapor. Luego se debe filtrar
la fase organica obtenida como resultado de esta técnica para luego ser procesada por un

rotaevaporador, del que se obtendra el aceite esencial esperado.

Una vez obtenidos estos, se realizan otra serie de procesos con el objetivo de caracterizar
fisica y quimicamente los aceites basandonos en la teoria conjunto a los resultados. Para
esto se utilizaran instrumentos como cromatdgrafo de gases junto a espectrometro de

masas, picnémetro, refractémetro y espectrometro de infrarrojo.



2. OBJETIVOS

2.1 Pregunta investigativa

éiPoseen los aceites esenciales de Laureliopsis philippiana y Laurelia sempervirens

propiedades larvicidas?

2.2 Hipotesis

“Los metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial de L. philippiana y L.

sempervirens poseen una potencial actividad larvicida contra Drosophila melanogaster”

2.3 Objetivo General

Demostrar la efectividad del aceite esencial de Laureliopsis philippiana y Laurelia

sempervirens como efecto larvicida en D. melanogaster.

2.4 Objetivos especificos

2.4.1 Analizar el aceite esencial de Laureliopsis philippiana y Laurelia sempervirens

por cromatografia de gases acoplada a deteccién de masa.

2.4.1l Determinar segun la teoria las propiedades quimicas y bioldgicas de L.

philippiana y L. sempervirens.

2.4.111 Estudiar el efecto larvicida del aceite esencial de L. philippianay L.

sempervirens contra Drosophila melanogaster.



3. VARIABLES

3.1 Tipos y clasificacion de las variables

Tabla 1. Variables utilizadas y sus respectivas clasificaciones.

Variable Tipo Subtipo Dimensionalidad
Ecotipos de tepa y laurel | Cuantitativa Operacional Fisica
Zona de muestreo Cuantitativa Operacional Fisica
Tipo de suelo Cuantitativa Operacional Fisica
Latitud de muestreo Cuantitativa Operacional Fisica




3.2 Operacionalizacidon de variables

Analizar el aceite esencial de L. philippiana y L. sempervirens por cromatografia de gases

con deteccion de masa.

Tabla 2. Operacionalizacién de variable “Analizar el aceite esencial de L. philippiana y L.

sempervirens por cromatografia de gases con deteccion de masa”.

NOMBRE DEFINICION DIMENSION
Aceite esencial Fraccidn liquida que | Sustancia quimica.
de L. philippiana y L. contiene sustancias

sempervirens. asociadas al aroma de la

planta (20)

Variable de tipo

operacional cuantitativa.
NOMBRE DEFINICION DIMENSION
Cromatografia de gases con | Técnica cromatografica | Técnica.
detecciéon de masa. analitica para  separar

compuestos altamente

volatilizables (12)

Variable de tipo

operacional cuantitativa.
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Determinar segun la teoria las propiedades quimicas y bioldgicas de L. philippiana y L.

sempervirens.

Tabla 3. Operacionalizacion de variable “Determinar segun la teoria las propiedades

quimicas y bioldgicas de L. philippiana y L. sempervirens”.

NOMBRE

DEFINICION

DIMENSION

Propiedades quimicas de L.

Composicién quimica de L.

Propiedades quimicas.

philippiana y L. | philippiana y L.
sempervirens. sempervirens.
Variable de tipo
operacional cuantitativa.
NOMBRE DEFINICION DIMENSION

Propiedades bioldgicas de
L. philippiana y L

sempervirens.

Composicién y

caracteristicas  bioldgicas
de L. philippiana y L.
sempervirens.

Variable de tipo

operacional cuantitativa.

Propiedades bioldgicas.
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Estudiar el efecto larvicida del aceite esencial de L. philippiana y L. sempervirens contra

D. melanogaster.

Tabla 4. Operacionalizacién de variable “Estudiar el efecto larvicida del aceite esencial de

L. philippiana y L. sempervirens contra D. melanogaster”.

NOMBRE DEFINICION DIMENSION INDICADORES | SUBINDICADOR
ES
Efectos Variable de tipo | Accién larvicida | Alto Positivo (hay
larvicidas de los | operacional e insecticida actividad)
AE L. | cuantitativa
philippiana y L. Medio
' Negativo  (no
sempervirens.
hay actividad)
Bajo
Sin actividad
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4. METODOLOGIA

4.1 Marco conceptual

Si hablamos de la composicidon quimica de la especie Laurelia, los compuestos principales

son eugenol y safrol, los cuales se describiran brevemente a continuacion:
4.1.1 Eugenol

Derivado fendlico (Figura 5) empleado en el campo de la medicina por sus propiedades,
entre las que destaca la antiséptica, por lo que el efecto observado sobre las cepas
fungicas que contiene el arbol de la tepa puede ser atribuido a este compuesto (1).

Entre las muchas propiedades de este compuesto destacan fundamentalmente sus
propiedades anestésicas, antiagregantes, antiedémicas, antivomitivas, carminativas,
antiacidas, antioxidantes,  gastroprotectoras,  gastroregenerativas, bactericidas,
antifingicas, antisépticas, antivirales, herbicidas, pesticidas, insecticidas, insectifugas,

vermifugas, sedativas, fragantes y aromatizantes (6).

.f"o =

HO

Figura 5. Estructura quimica del compuesto eugenol. 4-Allyl-2-methoxyphenol, CAS 97-53-0
(21)

4.1.11 Safrol

Bittner et al. (7) en su estudio de aceites esenciales extraidos del boldo con posible

actividad antifungica, encontraron a través de cromatografia de gases acoplada a detector
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de masa, que el aceite esencial de laurel posee altas concentraciones de safrol (Figura 6).

Por otra parte, se sabe que tiene propiedades insecticidas y antisépticas (22).

O U\y
O Figura 6. Estructura quimica del compuesto safrol.

5-Allyl-1,3-benzodioxole, CAS 94-59-7 (23).

4.1.111 Actividad larvicida

Los extractos naturales de plantas constituyen una fuente de nuevas y variadas estructuras
bioactivas, denominados metabolitos secundarios (Figura 7), las cuales pueden tener
actividad intrinseca o servir como lideres para el desarrollo de insecticidas mds seguros.
Los metabolitos secundarios, entre los que sobresalen alcaloides, terpenos, cumarinas y

fenoles, se caracterizan por presentar actividad biolégica para controlar insectos vectores

(4).

H

CH,
(IS C
H
Hzc’/ ‘\clz"”’” 2

H

terpenos, molécula de isopreno. 2-Methyl-1,3-butadiene. CAS 78-79-5 (24).

Figura 7. Unidad estructural de los

4.1.1V Actividad antifiingica

Las plantas cuentan con la habilidad de sintetizar sustancias aromaticas de diferentes

grupos funcionales, la mayoria de los cuales son fenoles o sus derivados oxigenados. Los
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metabolitos secundarios son utilizados como mecanismos de defensa de las plantas contra
depredadores: microorganismos, insectos y herbivoros. Algunas plantas, de las que se
explotan su esencia (terpenoides), pigmentos (quinonas y taninos), su sabor (terpenoide
capsaicina del pimentdn dulce), se ha encontrado que poseen propiedades medicinales.
Algunas de las hierbas y especias que se utilizan para dar sazén a los alimentos también

contienen compuestos con usos medicinales (25).

4.1V Drosophila melanogaster

Droshophila melanogaster (Figura 8A) es un insecto diptero, es decir, con dos alas, de color
amarillo-rojo de 3-5 mm de tamafo, generalmente con ojos rojos, también conocido como
mosca del vinagre o de la fruta. Su ciclo de desarrollo es muy rapido, y se ve favorecido por
el acceso a liquidos azucarados. El ciclo vital completo dura entre 9 y 20 dias, y en verano
es de aproximadamente 7 a 8 dias. Las hembras llegan a poner entre 700 y 800 huevos a lo
largo de su vida (Figura 8B). La oviposicidn tiene lugar en frutas heridas, y en liquidos

como zumos, vinagre, vino, cerveza y refrescos (26).

Figura 8A. D. melanogaster adulta (27).

Figura 8B. Huevos de D. melanogaster (28).

Las larvas (Figura 9) son pequefias, de aspecto blanquecino, y se encuentran en el interior
de la fruta dafiada. El principal dafio causado por este insecto se debe a su capacidad para

transmitir enfermedades como la podredumbre agria, reconocible por el fuerte olor a
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vinagre que desprenden los articulos contaminados. La cepa til-til resultd ser una nueva

especie de Drosophila perteneciente al grupo funebris (26).

Figura 9. Larva de D. melanogaster (29).

4.1.VI Cromatadgrafo de gases

Su funcionamiento estd dado por la separacion de los compuestos de forma individual en
sus clasificaciones, dependiendo de las propiedades fisicas y quimicas de cada uno. El
sistema (Figura 10) consta de un gas portador que estd conectado directamente a un
horno o equipo simulado, del que sobresale un detector instalado en un software especial

para la medicidn de la cromatografia (13).

Dentro del equipo, las sustancias que componen la muestra seleccionada interactian
entre si, siempre y cuando sean lo suficientemente volatiles. El margen que se utiliza para
la ebullicion de los componentes no sobrepasa los 300°C, la muestra tampoco deberia

descomponerse por la temperatura (13).

El cromatograma grafica montafias o picos que corresponden a la sustancia detectada en
la muestra que llega al detector del sistema. Los primeros enmarcados en el software
indican los compuestos mas volatiles: mientras mayor sea la altura y drea de cada pico,

implica que hay una mayor concentracion de ese compuesto en la muestra analizada. Las
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sustancias que no pudieron traspasar la columna o por algun motivo, tienen una masa

mas alta, estardn reflejadas en los ultimos picos del cromatograma (13).

Al finalizar el procedimiento, se rescatard el reporte cromatografico que indicara la

concentracion de cada analito y analizard la pureza de los compuestos de la muestra.

[‘ ] L=

Figura 10. Elementos de la cromatografia de gases (13).

4.1.VIl Espectrometria de masas

La espectrometria de masas se define como una técnica analitica que permite estudiar
diversos compuestos de la naturaleza, tanto organicos como inorganicos o bioldgicos, asi

como obtener informacidn cualitativa o cuantitativa (14).

Mediante el andlisis por espectrometria de masas, es posible obtener informacion de la
masa molecular del compuesto analizado e informacién estructural del mismo. No
obstante, también permite detectar su presencia y/o cuantificar su concentracion. El
proceso en si tiene lugar en la fuente de ionizacidn. Los iones generados son acelerados
hacia un analizador y separados en funcidén de su relacidn masa/carga mediante la
aplicacién de campos eléctricos, magnéticos o determinando el tiempo de llegada a un
detector. Cuando los iones llegan a éste, producen una sefial eléctrica que se envia al

ordenador (14).
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El registro que se obtiene se llama espectro de masas y, en general, es una informacién
bidimensional que representa un parametro relacionado con la abundancia de los

diferentes tipos de iones en funcidn de la relacién masa/carga de cada uno de ellos.

De esta forma, un espectrometro de masas (Figura 11) consta de tres elementos: la fuente
de ionizacion, el analizador de masas vy, finalmente, el detector. Una vez se consiguen los
atomos o moléculas de una determinada muestra, se ionizan, separan y detectan en una

fase gaseosa (14).

G

Figura 11. Espectrometro de masas (14).

4.1.VIll Destilacidn por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre de vapor posibilita la purificacion o el aislamiento de
compuestos de punto de ebullicion elevado mediante una destilacion a baja temperatura
(siempre inferior a 100 2C). Es una técnica de destilacion muy util para sustancias de punto
de ebullicion muy superior a 100 2C y que se descomponen antes o al alcanzar la

temperatura de su punto de ebullicién (12).

La destilacion por arrastre de vapor es una técnica de destilacion que permite la
separacion de sustancias insolubles en H,0 y ligeramente volatiles de otros productos no
volatiles. A la mezcla que contiene el producto que se pretende separar, se le adiciona un

exceso de agua, y el conjunto se somete a destilacién. En el matraz de destilacién se
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recuperan los compuestos no volatiles y/o solubles en agua caliente, y en el matraz
colector se obtienen los compuestos volatiles e insolubles en agua. Finalmente, el
aislamiento de los compuestos organicos recogidos en el matraz colector se realiza

mediante una extraccién (12).

4.1.IX Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja (IR) se basa en el hecho de que la mayoria de las moléculas
absorben la luz en la regiéon infrarroja del espectro electromagnético, convirtiéndola en
una vibracion molecular. Esta absorcion es caracteristica de la naturaleza de los enlaces

quimicos presentes en una muestra (30).

Con un espectrometro, esta absorcion se mide como una funcién de longitud de onda
(como numeros de onda, tipicamente de 4000 - 600 cm™). El resultado es un espectro IR
gue sirve como una caracteristica "huella digital molecular" que se puede utilizar para

identificar muestras organicas e inorganicas (30).

4.1.X indice de refracciéon

El indice de refraccién se define como el cociente de la velocidad de la luz cuando pasa a
través de dos medios. Es un nimero adimensional que depende de la temperatura y de la
longitud de onda de la luz. Define la rapidez con la que un haz de luz viaja a través de los
medios, y esta relacién se describe mediante la férmula:

n=c/v

Donde:

n es el indice de refraccion

c es la velocidad de la luz en un vacio (o aire)

v es la velocidad de la luz en los medios (por ejemplo, agua, aceite de oliva, etc.)
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La refractometria es un método analitico que se usa para medir el indice de refraccién de
una muestra a fin de determinar su composicion o pureza. La refractometria es una

técnica cualitativa y no destructiva que se basa en la ley de Snell.

En el método de refractometria, que se usa principalmente en la industria con fines de
control de calidad, se emplea un refractdmetro. Hablaremos de la refractometria y el uso

de refractémetros en los capitulos siguientes (31).

4.1.XI Densidad

La densidad es una magnitud referida a la cantidad de masa contenida en un determinado

volumen, y puede utilizarse en terminos absolutos o relativos.

La densidad absoluta o densidad normal, tambien Ilamada densidad real, expresa la masa
por unidad de volumen. Cuando no se hace ninguna aclaracion al respecto, el termino

«densidad» suele entenderse en el sentido de densidad absoluta.
La férmula de esta densidad es m/v y su unidad de medida es kg/m3.

Pero también existe la densidad relativa o aparente expresa la relacion entre la densidad
de una sustancia y una densidad de referencia, resultando una magnitud adimensional v,

por tanto, sin unidades (32).

4.1.XIl Destilador

Es un aparato (Figura 12) ocupado a nivel industrial y dentro del area cientifica para
separar componentes liquidos de una mezcla mediante el proceso de la destilacion (33)
gue consiste en una separacidon de los componentes en funcién de sus diversos puntos de
ebullicion (33). Por medio del vapor de agua, se separan las moléculas de liquidos de las
moléculas de otros elementos que se encuentran como parte de la mezcla seleccionada;
luego de este procedimiento, el liquido es recolectado en forma de vapor y es llevado a un

condensador, donde este vapor es enfriado y retorna a su fase acuosa, dando como
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resultado elementos en estado puro y limpio. Quimicamente, los componentes mas

volatiles se evaporan primero (33).

Los destiladores pueden ser utilizados para elaborar bebidas alcohdlicas, obtener
refinados de petrdleo, para obtener productos petroquimicos, etc (34). A su vez, pueden

estar hechos de distintos materiales, primando el de acero inoxidable o alambique.
Un destilador se compone, generalmente, de las siguientes partes (33):

e Matraz de destilacidén: donde se coloca el liquido a destilar.

® Generador de vapor: almacena el agua que sera destilada, utiliza el calor
proveniente de una fuente de energia o la producida mediante resistencias
eléctricas de inmersion capaces de transmitir energia térmica hacia el agua
utilizada.

e Tubo de condensacién: conecta el matraz de destilacion con el colector, el vapor es
enfriado mediante un liquido refrigerante que circula a través de él, provocando la

condensacidén del vapor recolectado.

1. Generador _ 7.5alida agua
de vapor A refrigeracion
: | e
2. Nivel de 8. Condensador /
agua gl alambique

_ 9.Filtro carbén
activado

3. Valvula de
control

4, Acometida

hidraulica \

10. Deptsito agua
destilada

5.Agua en
fase fiquida

6. Resistencia de T
inmersion ;

11. Ingreso agua
; refrigeracion

Figura 12. Imagen de un destilador de agua (35).
4.1.XIll Rotaevaporador

Es un equipo de laboratorio (Figura 13) empleado en el proceso de la destilacién y/o

purificacién de liquidos mediante la separacién del solvente de las muestras a eleccién. Es
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utilizado para concentrar muestras y extraer aceites esenciales. Es mucho mas eficiente

que el equipo de destilacion simple (36).
Componentes de un rotavapor (36):

® Motor: capaz de rotar la muestra conectada al matraz de evaporacion.
e Bomba de vacio: reduce la presion del sistema.
e Condensador: enfria el vapor generado, recolectando en un matraz recolector

especial.

Conirol del cabezal giratorio
Condensador ——»

T 4
Matraz — 5 + Bafio calefactor
colector A
/ m Panel de mando
r .

Motor

& Matraz evaporacién

Figura 13. Componentes de un evaporador rotativo (37).
4.1.XIV Balanza

La balanza de laboratorio es un instrumento utilizado para medir la masa de los

compuestos. Puede usarse para saber el pesaje de sélidos, liquidos y materia gaseosa (38).

El tipo mas comun de balanza usada en laboratorio es la de tipo analitica de precisidn
(Figura 14), debido a que es capaz de medir masas sumamente pequenas que incluso,
estan bajo los miligramos y con una sensibilidad aproximada de hasta la diezmilésima de
gramo (0,0001 gramos) (38) Al trabajar con masas tan pequefias, la temperatura e incluso
corrientes de aire pueden variar el resultado total de la medicién, por lo que estan
compuestas por una caja de cristal o vitrina capaz de aislar polvo en suspensién o

cualquier agente externo que pudiese afectar el resultado otorgado por el equipo.
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Figura 14. Balanza analitica de precision (39).
4.1.XV Embudo de filtracion

En conjunto con los productos de filtrado, son instrumentos que se utilizan, en quimica
orgdnica, para recoger compuestos recristalizados porque ayudan a eliminar la humedad

del producto final (40). Los embudos de filtracion mas utilizados son los Buchner y Hirsch.

El material de estos instrumentos es habitualmente el plastico o polietileno de alta

densidad, de metal o, como es utilizado comunmente, de vidrio (Figura 15).

Figura 15. Embudo de filtracion de vidrio (41).
4.1.XVI Papel filtro

Es un papel en forma redonda (Figura 16) y se introduce en un embudo, con el fin de ser
filtro para las impurezas insolubles y permitir el paso de la solucién a través de sus poros

(42).
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Figura 16. Papel filtro (42).
4.1.XVIl Picnémetro

Es utilizado para medir y contrastar las densidades o gravedades particulares de sélidos y
liquidos (43). Los valores extraidos gracias a su uso son procesados y estudiados a través
de la picnometria. Compara un liquido con un fluido escogido, como por ejemplo, agua
destilada, pesando el fluido y a través de la férmula empleada, consiguiendo la densidad

total en base a la masa de la muestra (44).

La formula utilizada es pl = mL / ma * pa (44) donde pl y mL son densidad y masa del

liquido, mientras pa y ma densidad y masa del agua, respectivamente.

Dentro de sus componentes, posee un tapon esmerilado con un capilar (Figura 17) que
permite una medicién exacta de la muestra evitando derrames y burbujas de aire. El tipo
de picnémetro mas usado en laboratorio es el de gas, el cual aplica la gravimetria para

medir las muestras (44).

Picnémetro

Tapén
Capilar

Depésito del picnémetro

Figura 17. Picndmetro de agua de 10 mL (44).
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4.1.XVIll Refractometro

Es un aparato (Figura 18) que se utiliza para poder medir el indice de refraccidon de los
liqguidos y sdlidos que son translucidos, ademas de la concentracion de sdlidos solubles. Se
rige bajo escalas de medicién de porcentajes, como lo son la escala de indice de

refraccion, los grados Brix, Densidad especifica, % sal, entre otros (45).

Emplea la refraccién de la luz a través de un medio (muestra de interés) la cual esta
asociada directamente con la densidad y la totalidad de sélidos en suspension de este, la
cual al pasar por varios prismas nos arroja una escala primaria de medicidn conocida
como: indice de refraccion. Su uso esta asociado a concentracidén de sustancias especificas,
confirmacién de pureza de una sustancia, estandarizacién de productos alimenticios. etc.
Mientras mas densidad tenga el liquido de la muestra a eleccidn, mayor serd su refraccién

(45).

Figura 18. Refractometro de mesa, utilizado habitualmente para el drea quimica y

farmacéutica (46).
4.1.XIX Agua destilada

Corresponde al agua obtenida por el proceso de destilacidn o imitacién del ciclo natural
del agua, que conlleva su evaporacién y condensacion. Su caracteristica mas importante es
la pureza que contiene, ya que, mediante la destilacion, el agua es desprovista de

electrolitos, impurezas y posibles sustancias que pudiesen estar presentes (47).
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Es un agua limpia, inodora, incolora y sin sabor, otra caracteristica es que debido a la falta
de iones metdlicos, se transforma en una sustancia con baja conductividad. En quimica es

utilizada como disolvente y reactivo quimico (47).

S, @

0
H” H

Figura 19. Composicion molecular del agua. Dihydrogen oxide. CAS 7732-18-5 (48).
4.1.XX Cloruro de metileno/diclorometano

El cloruro de metileno es un compuesto altamente volatil, incoloro y no inflamable (49)
utilizado comunmente como disolvente de proceso y medio de extraccion por su alta
solvencia y pureza, ademas de poder destilarse facilmente. Es producido por la reaccién de

metano o cloro metano con cloro gaseoso.
Propiedades fisicas (49):

e Férmula quimica: CH,Cl, (Figura 20).
e Masa molecular: 84,9 g/mol.
e Punto de ebullicién: 40°C.

e Densidad relativa del liquido (agua=1 g/mL): 1,3 g/mL.

Dentro de los peligros a la exposicién de diclorometano, se encuentra la irritacién por
inhalacién, ingestién o absorcion de la piel, especificamente: irritacidn en mucosas,
vomitos, afeccién al sistema nervioso central, intoxicacién por mondxido de carbono,

disminucién del estado de alerta e incluso, la muerte (50).
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Al arder o ante la presencia de altas temperaturas puede descomponerse en humos

corrosivos, aumentando el peligro de explosién y toxicidad (49).

Figura 20. Composicion quimica del diclorometano. Methylene chloride. CAS 75-09-2 (51)
4.1.XXI Sulfato de magnesio anhidro

El sulfato de magnesio anhidro es un compuesto que se utiliza en la quimica a menudo
como agente de secado en sintesis orgdnica debido a su afinidad por el agua y
compatibilidad con la mayoria de los compuestos organicos. Durante el proceso, se trata
una fase organica con una cantidad de sulfato de magnesio anhidro, y luego el sdlido se

elimina mediante filtracion, decantacion o destilacion (52).

o)

.l

Mg 0—S—o0

0

Figura 21. Composicion quimica del sulfato de magnesio anhidro. magnesium;sulfuric acid.

CAS 7487-88-9 (53).
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4.2 Material y método

Este estudio corresponde a uno de tipo experimental prospectivo, donde, después de la
recoleccion directa de L. philippiana y L. sempervirens, se procedido a extraer aceites
esenciales mediante la técnica de destilacidn, para posteriormente analizarlos por medio
de Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (GC-Ms), densitometria, indice de
refraccién y Espectroscopia Infrarroja (FT-IR), para asi aplicarlos sobre una poblacién de D.
melanogaster, evaluando su efecto larvicida en un periodo de tiempo establecido,
contrastando la sobrevida de los insectos ante las propiedades bioldgicas y quimicas de L.

philippiana.

4.3 Recoleccidn e identificacion del material vegetal

Las hojas y tallos de Laureliopsis philippiana fueron recolectadas en el Parque Nacional
Alerce Costero ubicado entre las comunas de Corral y La Unidn, y en la localidad de
Chaihuin, comuna de Corral, Region de Los Rios, Chile. Se almacenaron en sacos de
polipropileno y se trasladaron a la Facultad de Farmacia, Laboratorio de Quimica de

Metabolitos Bioactivos, de la Universidad de Valparaiso.

Las hojas y tallos de Laurelia sempervirens fueron recolectadas desde la localidad de

Valdivia, Regién de Los Rios, Chile.

La identificacion de las plantas fue hecha por Mauricio Cuellar, académico de la

Universidad de Valparaiso.

4.4 Extraccion del aceite esencial

Para el proceso de extraccién de los aceites, se utilizaron hojas frescas y tallos de L.

philippiana y L. sempervirens.



Mediante la técnica de destilacién por arrastre de vapor en un destilador de aceites
esenciales de acero inoxidable, conectado a un embudo decantador, se obtuvieron los

hidrolatos de donde se extrajeron los aceites esenciales.

Posterior a deshojar las ramas, estas se pesaron y se ubicé 1 kg de material vegetal como
masa inicial en la parte superior la rejilla dentro del equipo de destilacién sobre 3,5 L de
agua destilada vertida previamente bajo la rejilla. Se conecté el equipo a una fuente de
corriente para que comenzara el goteo desde el tubo refrigerante al matraz de
decantacion, y se desconecto el sistema una vez recogidos 2 L de muestra (hidrolato). Una
vez obtenido el hidrolato se realizé la separacién de las fases acuosa y organica, para lo
cual, se realizaron extracciones liquido-liquido utilizando un embudo de decantacidn,
agregando 200 mL de hidrolato junto con 40 mL de diclorometano; se agita manualmente
el embudo para combinar las fases, luego se deja reposar abriendo la tapa del embudo
para liberar la presidon y permitir la separacién, y se saca la fase orgdnica que se encuentra
en la parte inferior del embudo; se repite el procedimiento previo dos veces mas,
afiadiendo 40 ml de diclorometano en la segunda y después en la tercera extraccion, para

finalizar combinando las 3 fases organicas obtenidas.

Una vez recolectadas y combinadas las fases orgdnicas, se afiade sulfato de magnesio
anhidro (que cubra el fondo del matraz) y se deja reposar por 15 minutos para después
filtrar en un embudo de gravitacién utilizando papel filtro de pliegue simple. El filtrado de
la fase orgdnica se procede a agregar a un balén previamente masado, para concentrarlo
en el rotavapor. Al concentrar la totalidad de la fase orgdnica, se procede a determinar la

masa final del aceite obtenido y el % de rendimiento.
4.5 Caracterizacion fisica del aceite esencial
4.5.]1 Densitometria

Para cuantificar la densidad de los aceites extraidos, se utilizaron picndmetros de 1 mL, 5
mL y de 10 mL. Se pesd un volumen de muestra (agua destilada) para comparar su masa

con la de los aceites esenciales. Para determinar la masa del picnémetro completo (cuerpo
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y tapa), se llend con agua destilada hasta el borde y se tapd. Se secd el rebalse de aguay

se volvid a masar.

Una vez obtenida la masa del liquido muestra, se vacio el picndmetro, se enjuagd con
acetona y se repitié el mismo procedimiento del agua con cada uno de los AE para obtener

sus masas y se calcularon las densidades.
4.5.11 indice de refraccién
Se utilizé un Refractémetro ABBE y se registré la temperatura ambiental.

En primer lugar se frotaron ambas caras del prisma con un trozo de algoddén humedecido
con acetona. Luego se colocaron unas gotas de aceite esencial de manera de cubrir
totalmente la superficie del prisma inferior del refractdmetro y se cerrd. Posteriormente se
gird el prisma hasta una delineacidn bien definida entre el campo claro y oscuro con la

interseccion de los hilos entrecruzados y se efectud la lectura del indice de refraccién.

Se repitié el mismo procedimiento con cada uno de los aceites obtenidos, limpiando entre

cada uno ambas caras del prisma con acetona.
4.5.1l1 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Se utilizé el equipo Thermo Scientific Nicolet iS5 Ft-ir Spectrometer iD junto al programa

de computaciéon “OMNIC” conectado a la sefial del Espectrémetro Infrarrojo.

Se extrajo 1 gota de AE (0,05 mL) con pipeta Pasteur y se diluyd la muestra con 3 gotas de
diclorometano en un frasco de vidrio. De esta Ultima mezcla, se extrajeron 2 gotas y se

colocaron en una celda de KBr.

Se repitié el mismo procedimiento con cada muestra, limpiando previamente la celda del
espectrémetro con diclorometano para no entrecruzar compuestos entre las diferentes

muestras.
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5. RESULTADOS

5.1 Obtencion del aceite esencial

Tabla 5. Porcentaje de rendimiento por cada procedimiento de obtencién de los AE.

Aceite esencial Masa inicial Masa final % de rendimiento
AE1 1092,25 gr 20,23 gr 1.8%
AE 2 508,3 gr 16,04 gr 3,15%
AE 3 409,8 gr 15,62 gr 3,8%
AE 4 1007,3 gr 2,15 gr 0,21%
AES 1550,4 gr 16,99 gr 1,09%
AE 6 1003,1 gr 6,05 gr 0,6%
AE 7 1000 gr 9,05 gr 0,9%
AE 8 1000,4 gr 11,72 gr 1,1%
AE9 1000 gr 13,49 gr 1,3%
AE 10 1000 gr 13,08 gr 1,3%
AE 11 1000 gr 14,23 gr 1,4%
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5.2 Caracterizacion fisica del aceite esencial
5.2.1 Densitometria

Tabla 6. Densidad en g/mL de los AE.

Aceite esencial Densidad (g/mL)
AE1 0,9282

AE 2 0,9519

AE 3 0,9411

AE 4 1,1039
AES PENDIENTE
AE6 PENDIENTE
AE7 1,1625

AE 8 PENDIENTE
AE9 1,0963

AE 10 1,0444

AE 11 1,010
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5.2.11 indice de refraccién

Tabla 7. indices de refraccién y comportamiento por temperatura de los AE.

Aceite esencial Valor indice de refraccion | T° (°C)
AE1 1472,5 16
AE 2 1484,5 16
AE 3 1486,5 16
AE4 1492,0 16
AES 1525,0 16
AE6 1514,5 16
AE7 1533,5 14
AE 8 1533,5 14
AE9 1532,5 14
AE 10 1521,5 14
AE 11 1488,0 14
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5.3 Caracterizacion del aceite esencial mediante espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Por cada muestra, se pudieron observar los siguientes grupos funcionales, segin su

intervalo de frecuencia:

5.3.1AE1

% Transmittance

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Wavenumbers (cm-1)

Figura 22. Espectro infrarrojo del AE 1.

Tabla 8. Resultados espectroscopicos FT-IR de las principales bandas de absorcion del AE 1

(Hojas de L. philippiana).

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
Funcional cm-1(e) frecuencia vibracién
cm-1(t)
Alcoholes 3419.27 3400-3300 O-H Tensién
Alcanos 2925.65 2950-2800 C-H Tension
1446.92 ~1465 CH;
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Flexion

1376.71 ~1375 CHs
Aminas 1515.01 1640-1500 N-H Flexion
1080.96 1200-1025 C-N Tension
Acidos 2968.20 3400-2400 O-H Tension
carboxilicos
Eteres 1236.28 1300-1000 C-0-C Tension

La figura 22 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 1. Gracias a las

sefales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 8, seglin los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.
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5.3.2 AE2
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Figura 23. Espectro infrarrojo del AE 2.

Tabla 9. Resultados espectroscépicos FT-IR de las principales bandas de absorcion del AE 2

(Hojas de L. philippiana)

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
Funcional cm-1(e) frecuencia vibracién
cm-1(t)
Alcoholes 3436.29 3400-3300 O-H Tensién
Alcanos 2968.20 2950-2800 C-H Tensidn
2925.65
Flexion
1376.71 ~1375 CHs
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carboxilicos

Alquenos 1638.41 1640-1610 Cc=C Tension

Aminas 1517.14 1640-1500 N-H Flexidn
1244.79 1360-1250 C-N Tension

Compuestos 1489.48 ~1600y ~1475 Cc=C Tensién

Aromaticos

Acidos 1442.67 1440-1400 O-H Flexion

La figura 23 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 2. Gracias a las

sefales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 9, segln los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.
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5.3.3AE3
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Figura 24. Espectro infrarrojo del AE 3.

Tabla 10. Resultados espectroscépicos FT-IR de las principales bandas de absorcidn del AE

3 (Hojas de L. philippiana)

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
cm-1(e) frecuencia vibracion
cm-1(t)

Alcoholes 3440.55 3400-3300 O-H Tension
1151.18 1260-1000 c-0

Alquenos 3080.97 3100-3010 =CH Tension
1636.28 1640-1610 c=C
1606.50
995.86 ~990vy ~910 C-H Flexion
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917.13

Alcanos 2923.52 2950-2800 C-H Tension
2849.05
1378.84 ~1375 CHs Flexion

Aldehidos 2780.97 ~2850y ~2750 C-H Tensién
2729.91

Anhidridos 1842.67 1830-1800y C=0 Tension

1775-1740

Cetonas 1717.14 ~1715 C=0 Tension

Aminas 1591.60 1640-1500 N-H Flexion
1519.26

Compuestos 1487.35 ~1600y ~1475 Cc=C Tensién

aromaticos

Acidos 1446.92 1440-1400 O-H Flexion

carboxilicos

Eteres 1246.92 ~1250y ~1120 C-0-C Tensién

La figura 24 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 3. Gracias a las

sefiales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 10, segun los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.
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5.3.4AE4
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Figura 25. Espectro infrarrojo del AE 4.

Tabla 11. Resultados espectroscépicos FT-IR de las principales bandas de absorcion del AE

4 (Tallos de L. philippiana)

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
Funcional cm-1(e) frecuencia vibracién
cm-1(t)
Alcoholes 3429.91 3400-3300 O-H Tension
1155.43 1260-1000 Cc-0
Alguenos 3078.84 3100-3010 =CH Tension
1640.54 1640-1610 Cc=C
Alcanos 2963.95 2950-2800 C-H Tensién
2925.65
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1376.71 ~1375 CHs Flexion
Aldehidos 2729.91 ~2850y ~2750 C-H Tension
Cetonas 1717.14 ~1715 Cc=0 Tension
Amidas 1680.97 1680-1630 Cc=0 Tension
Compuestos 1606.50 ~1600y ~1475 C=C Tensién
aromaticos
1489.48
Aminas 1591.60 1640-1500 N-H Flexion
1515.01
Acidos 1442.67 1440-1400 O-H Flexion
carboxilicos
Esteres 1261.82 1260-1230 C-C(0)-0 Tension
1236.28

La figura 25 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 4. Gracias a las

sefales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 11, segun los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.
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5.3.5AES5
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Figura 26. Espectro infrarrojo del AE 5.

Tabla 12. Resultados espectroscépicos FT-IR de las principales bandas de absorcidn del AE

5 (Hojas de L. sempervirens)

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
Funcional cm-1(e) frecuencia vibracion
cm-1(t)
Alcoholes 3559.70 ~3650 O-H Tension
Compuestos 3076.71 3020-300 C-H Tensién
aromaticos
3006.50
1489.48 ~1600y ~1475 Cc=C
Alcanos 2978.84 2950-2800 C-H Tension
2897.99
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Aldehidos 2776.71 ~2850y ~2750 C-H Tension
Anhidridos 1842.67 1830-1800 Cc=0 Tension
Alquenos 1638.41 1640-1610 Cc=C Tensién
1610.75

Acidos 1442.67 1440-1400 O-H Flexion
carboxilicos

Aminas 1357.56 1360-1250 C-N Tensién
Eteres 1249.05 ~1250y ~1120 C-0-C Tension
Esteres 1185.22 1210-1160 C-C(0)-0 Tensién

La figura 26 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 5. Gracias a las

sefales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 12, segun los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.
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5.3.6 AE6
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Figura 27. Espectro infrarrojo AE 6.

Tabla 13. Resultados espectroscépicos FT-IR de las principales bandas de absorcidn del AE

6 (Tallos de L. sempervirens)

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
Funcional cm-1(e) frecuencia vibracion
cm-1(t)
Alcoholes 1040.54 1260-1000 Cc-O Tension
Alcanos 2959.69 2950-2800 C-H Tension
2902.25

Aldehidos 2776.71 ~2850y ~2750 C-H Tension
Aminas 3517.14 3500-3300 N-H Tension
1638.41 1640-1500 N-H Flexion
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1591.60

1504.37
1359.69 1360-1250 C-N Tension
Alquenos 3078.84 3100-3010 =CH Tensién
1608.62 1640-1610 c=C
Anhidridos 1844.80 1830-1800y C=0 Tension
1775-1740
Cetona 1719.26 ~1715 C=0 Tension
Acidos 1442.67 1440-1400 O-H Flexion
carboxilicos
Eteres 1246.92 ~1250y ~1120 C-0-C Tension
Esteres 1185.22 1210-1160 C-C(0)-0 Tension

La figura 27 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 6. Gracias a las

sefales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 13, segun los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.
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Figura 28. Espectro infrarrojo AE 7.

Tabla 14. Resultados espectroscépicos FT-IR de las principales bandas de absorcidn del AE

7 (Hojas de L. sempervirens)

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
Funcional cm-1(e) frecuencia vibracion
cm-1(t)
Alcoholes 3080.97 3400-3300 O-H Tension
Compuestos 1608.62 ~1600y ~1475 Cc=C Tensién
aromaticos
Alcanos 2974.59 2950-2800 C-H Tensién
2897.99

Aldehidos 2776.71 ~2850y ~2750 C-H Tensién
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Acidos 1442.67 1440-1400 O-H Flexion
carboxilicos
Aminas 1638.41 1640-1500 N-H Flexion
1538.41
1502.24
1355.43 1360-1250 C-N Tension
Eteres 1251.18 ~1250y ~1120 C-0-C Tension
Esteres 1180.96 1210-1160 C-C(0)-0 Tensidn

La figura 28 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 7. Gracias a las

sefales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 14, segun los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.
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5.3.8 AE8
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Figura 29. Espectro infrarrojo AE 8.

Tabla 15. Resultados espectroscépicos FT-IR de las principales bandas de absorcidn del AE

8 (Hojas de L. sempervirens)

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
Funcional cm-1(e) frecuencia vibracion
cm-1(t)
Alcoholes 3074.59 3400-3300 O-H Tension
Alcanos 2976.71 2950-2800 C-H Tension
2897.99
Aldehidos 2772.46 ~2850y ~2750 C-H Tensidn
Anhidridos 1840.54 1830-1800y C=0 Tension
1775-1740
Acidos 2606.50 3400-2400 O-H Tension
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carboxilicos 2361.82

1442.67 1440-1400 O-H Flexion
Aminas 1640.54 1640-1500 N-H Flexion

1504.37

1355.43 1360-1250 C-N Tensién
Eteres 1249.05 ~1250y ~1120 C-0-C Tension
Esteres 1183.09 1210-1160 C-C(0)-0 Tensién

La figura 29 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 8. Gracias a las

sefales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 15, segun los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.
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Figura 30. Espectro infrarrojo AE 9.

Tabla 16. Resultados espectroscépicos FT-IR de las principales bandas de absorcidn del AE

9 (Hojas de L. sempervirens)

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
Funcional cm-1(e) frecuencia vibracion
cm-1(t)
Alcoholes 3078.84 3400-3300 O-H Tension
Alcanos 2983.10 2950-2800 C-H Tension
2887.35
1491.60 ~1465 CH; Flexion
Acidos 1442.67 1440-1400 O-H Flexion
carboxilicos

50




Aminas

1640.54

1640-1500

N-H

Flexion

Esteres

1249.05

1260-1230

C-C(0)-0

Tension

La figura 30 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 9. Gracias a las

sefales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 16, segun los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.
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5.3.10 AE 10
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Figura 31. Espectro infrarrojo AE 10.

Tabla 17. Resultados espectroscépicos FT-IR de las principales bandas de absorcidn del AE

10 (Hojas de L. sempervirens)

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
Funcional cm-1(e) frecuencia vibracion
cm-1(t)

Alcoholes 3559.70 3400-3300 O-H Tension
Compuestos 1489.48 ~1600y ~1475 C=C Tensién
aromaticos
Alcanos 2925.65 2950-2800 C-H Tensién
Aldehidos 2776.71 ~2850y ~2750 C-H Tensién
Anhidridos 1834.16 1830-1800y C=0 Tension
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1775-1740

Alquenos 3076.71 3100-3010 =CH Tensién
1612.88 1640-1610 c=C
Aminas 1642.67 1640-1500 N-H Flexién

La figura 31 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 10. Gracias a las

sefiales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 17, segun los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.

53



5.3.11 AE 11
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Figura 32. Espectro infrarrojo AE 11.

Tabla 18. Resultados espectroscépicos FT-IR de las principales bandas de absorcidn del AE

11 (Hojas de L. sempervirens)

Grupo Frecuencia Intervalo de Enlace Tipo de
Funcional cm-1(e) frecuencia vibracion
cm-1(t)

Alcoholes 3442.67 3400-3300 O-H Tension
1261.02 1260-1000 Cc-0

Compuestos 1489.48 ~1600y ~1475 Cc=C Tensién

aromaticos

Alcanos 2966.08 2950-2800 C-H Tension
2921.40
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1374.58 ~1375 CHs Flexion
Alquenos 3076.71 3100-3010 =CH Tensién
Acidos 1442.67 1440-1400 O-H Flexion
carboxilicos
Cetona 1715.01 ~1715 C=0 Tension
Aminas 1642.67 1640-1500 N-H Flexion

1597.99

1515.01

1032.03 1200-1025 C-N Tension
Eteres 1242.67 ~1250y ~1120 C-0-C Tension
Esteres 1157.56 1210-1160 C-C(0)-0 Tensién

La figura 32 muestra visualmente la espectrometria infrarroja del AE 11. Gracias a las

sefales y bandas graficadas, se puede deducir que el aceite esencial se compone de los

grupos funcionales detallados en la Tabla 18, segun los intervalos y frecuencias a las que se

comportan.
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5.4 Caracterizacion quimica del aceite esencial mediante GC-MS

Para la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se acondicioné el
equipo GC-MS QP2010 Plus, Shimadzu. La inyeccidon de cada muestra se realizd usando
una columna InertCap 5MS (30m x 0.25mm id x 0.25 um df). En primera instancia, se
realizd una corrida cromatografica sélo con temperatura y luego se inyectdé 1 uL de hexano
supra solvente para lavar la columna. Posteriormente se procedid a inyectar las muestras.

Todas las muestras fueron diluidas en hexano supra solvente.

El G.C se operd en modo splitless con 1 uL de muestra, con helio como gas portador a flujo
de 1.50 mL/min, y una temperatura del inyector de 200°C. El horno y la columna se
programaron desde 50°C (5 min de retencién) hasta 270°C a una velocidad de 8°C min (15
min de retencién). Los compuestos de los cromatogramas se identificaron comparando sus

espectros de masas con los de la biblioteca de espectros de masas del NIST/EPA/NIH.

Por motivos externos al estudio, no se pudo analizar los AE 2 y AE 4, por lo que no

aparecen dentro de los resultados.
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Inyeccion cromatografica de muestras:
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Figura 33. Cromatograma muestra AE 1 (15 ppm). Se identifican 5 analitos, enumerados
desde izquierda a derecha.

Tabla 19. Analitos identificados desde la muestra AE 1.

Analito Nombre compuesto Similitud | Libreria Tiempo Area
retencién (%)
(min)

1 2-Hexanone, 3-methyl-4- 78 NIST17-1 10.715 1.31

methylene $$ 4-Ethyl-3-methyl-4-
penten-2-one
2 Linalool 91 NIST17s 12.264 45.85
3 alpha.-Terpineol $$ 3-Cyclohexene- 88 NIST17s 14.163 6.10
1-methanol

4 Safrole $$ 1,3-Benzodioxole, 5-(2- 75 NIST17s 15.979 1.98

propenyl)- $$ Benzene, 4-allyl-1,2-
(methylenedioxy)
5 Methyleugenol $S Benzene 72 NIST17s 17.944 1.80
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5.4.2. AE 2
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Figura 34. Cromatograma muestra AE 2 (15 ppm). Se identifican 60 analitos.

Tabla 20. Los cinco analitos de mayor concentracion identificados desde la muestra AE 2.

Analito Nombre compuesto CASNUMBER Tiempo Area (%)
retencion
(min)
2 Eucalyptol 470-82-6 11.837 5.26
3 Linalool 78-70-6 13.755 9.15
8 L-a-Terpineol 10482-56-1 16.391 6.56
9 Safrole 94-59-7 19.204 35.50
13 Methyleugenol 93-15-2 22.193 18.65
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5.4.3.AE3

1 QLA

Figura 35. Cromatograma muestra AE 3 (15 ppm). Se identifican 5 analitos, enumerados
desde izquierda a derecha.

Tabla 21. Analitos identificados desde la muestra AE 3.

Analito Nombre compuesto Similitud | Libreria Tiempo Area
retencién (%)
(min)
1 5-Hepten-2-one, 6-methyl 82 NIST17-1 10.707 15.25
2 Linalool 91 NIST17s 12.256 48.08
3 alpha.-Terpineol $$ 3-Cyclohexene- 84 NIST17s 14.157 4.41
1-methanol
4 Safrole $$ 1,3-Benzodioxole, 5-(2- 88 NIST17s 15.975 14.39
propenyl)- $S Benzene, 4-allyl-1,2-
(methylenedioxy)
5 Methyleugenol $S Benzene 79 NIST17s 17.938 8.84
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5.4.4. AES

x1 00 000

Figura 36. Cromatograma muestra AE 5 (15 ppm). Se identifica 1 analito.

Tabla 22. Analito identificado desde la muestra AE 5.

propenyl)- $S Benzene, 4-allyl-1,2-
(methylenedioxy)

Analito Nombre compuesto Similitud | Libreria Tiempo Area
retencién (%)
(min)
1 Safrole $$ 1,3-Benzodioxole, 5-(2- 98 NIST17s 15.979 81.75
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5.4.5. AE7
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Figura 37. Cromatograma muestra AE 7 (15 ppm). Se identifican 47 analitos.

Tabla 23. Los cinco analitos de mayor concentracion identificados desde la muestra AE 7.

Analito Nombre compuesto CASNUMBER Tiempo Area (%)
retencion
(min)
11 D-Limonene 5989-27-5 11.715 3.74
12 Eucalyptol 470-82-6 11.830 4.43
17 Linalool 78-70-6 13.701 5.54
22 Safrole 94-59-7 19.139 51.40
9 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 499-75-2 19.408 6.96
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5.4.6. AE8
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Figura 38. Cromatograma muestra AE 8 (15 ppm). Se identifican 32 analitos.

Tabla 24. Los cinco analitos de mayor concentracion identificados desde la muestra AE 8.

Analito Nombre compuesto CASNUMBER Tiempo Area (%)
retencion
(min)
6 3-Carene 13466-78-9 9.181 3.94
14 Eucalyptol 470-82-6 11.800 3.69
18 Linalool 78-70-6 13.680 4.86
22 Safrole 94-59-7 19.143 68.36
26 Methyleugenol 93-15-2 22.135 3.11

62




5.4.7. AE9

Figura 39. Cromatograma muestra AE 9 (15 ppm). Se identifica 1 analito.

Tabla 25. Analito identificado desde la muestra AE 9.

propenyl)- $S Benzene, 4-allyl-1,2-
(methylenedioxy)

Analito Nombre compuesto Similitud | Libreria Tiempo Area
retencion (%)
(min)
1 Safrole $$ 1,3-Benzodioxole, 5-(2- 92 NIST17s 15.982 72.49
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5.4.8. AE 10

0,

Figura 40. Cromatograma muestra AE 10 (15 ppm). Se identifican 2 analitos.

Tabla 26. Analitos identificados desde la muestra AE 10.

Analito Nombre compuesto Similitud | Libreria Tiempo Area
retencién (%)
(min)
1 Methyleugenol $S Benzene 78 NIST17s 15.981 88.34
2 Safrole $S 1,3-Benzodioxole, 5-(2- 93 NIST17s 12.252 4.63
propenyl)- $$ Benzene, 4-allyl-1,2-
(methylenedioxy)
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5.4.9. AE 11

Figura 41. Cromatograma muestra AE 11 (15 ppm). Se identifican 4 analitos.

Tabla 27. Analitos identificados desde la muestra AE 11.

Analito Nombre compuesto Similitud | Libreria Tiempo Area
retencion (%)
(min)
1 Linalool 92 NIST17-1 12.255 44.31
2 alpha.-Terpineol $S 3-Cyclohexene- 85 NIST17s 14.155 4.50
1-methanol
3 Safrole $S 1,3-Benzodioxole, 5-(2- 89 NIST17s 15.975 14.74
propenyl)- $$ Benzene, 4-allyl-1,2-
(methylenedioxy)
4 Methyleugenol S$ Benzene 87 NIST17s 17.940 33.34
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5.5 Ensayos bioldgicos

En primera instancia, se disolvidé en un vaso precipitado 0,01 mg de aceite esencial en 10
ml de etanol. Posteriormente se prepararon las capsulas petri, en las cuales se depositd la
mezcla de la dosis especifica de la disolucién para cada tratamiento (10, 50 y 100 ppm) con
el alimento artificial preparado con distintos materiales. Se dispusieron 3 placas por cada

tratamiento, y se repitio el mismo procedimiento con cada uno de los aceites esenciales.

Una vez que el medio de cultivo obtuvo la consistencia sdélida en la cdpsula, se depositaron
10 larvas de 2do estadio en cada placa para iniciar el experimento. Se realizaron
observaciones a las 24 hrs, 48 hrsy 72 hrs; ademas de una ultima a los 7 dias de comienzo

del experimento, una vez aparecidos los imagos.

Tabla 28. N° de larvas muertas y N° pupas en una poblacion de 30 larvas distribuidas en 3
placas

AE | Concentracid 24 hrs 48 hrs 72 hrs
n (ppm)
N° larvas N° larvas N° pupas N° larvas N° pupas
muertas muertas muertas
AE1 10 0 0 1 2 7
50 0 0 5 1 11
100 1 2 7 3 11
AE 2 10 2 4 11 8 12
50 0 1 16 6 24
100 0 0 16 1 28
AE 3 10 0 0 20 6 24
50 0 1 16 3 26
100 6 6 14 6 22
AES 10 0 2 21 3 21
50 0 1 20 1 26
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100 1 1 14 1 23

AE7 10 0 3 20 4 23
50 0 0 21 2 27
100 6 6 13 6 22
AE 8 10 2 18 11 18 11
50 1 1 19 8 21
100 5 5 13 7 22
AE9 10 3 11 18 12 18
50 0 0 23 4 26
100 4 5 20 6 26
AE 10 10 0 4 24 5 25
50 0 2 25 3 27
100 2 4 22 5 25
AE 11 10 3 5 22 5 25
50 0 0 29 0 30
100 0 0 26 0 30

Al igual que en la GC-MS, no aparecen en tabla los AE 2 y AE 4 ya que por razones externas

al estudio, no se pudo realizar pruebas bioldgicas con ellos.

Los aceites esenciales que presentaron mayor actividad larvicida a las 48 horas de
observacién fueron los AE 8 y AE 9 de L. sempervirens con una concentracién de 10 ppm
(60% y 40% respectivamente). Las concentraciones de 50 y 100 ppm de estos aceites no
tuvieron un gran efecto larvicida, sin embargo se pudo apreciar que con estas
concentraciones mayores de disolucidn, se acorté la etapa de pupaciéon de los individuos
en aproximadamente 1 dia al pupar mas del 50% a las 48 hrs de comienzo del experimento

con las larvas en segundo estadio.
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Respecto a L. philippiana, la mayor letalidad se observé con el AE 2 a 10 ppm a las 72 hrs
(26,6%), seguido del AE 3 a 10 ppm (20%), sin embargo, tomando en cuenta el tiempo que
demord en causar letalidad y la casi nula actividad larvicida del AE 1, se podria concluir
gue el efecto mortifero de L. philippiana en las larvas de D. melanogaster en comparacién
a L. sempervirens es infimo. Similar a que con L. sempervirens, los AE de L. philippiana
también aceleraron el ciclo de vida de los organismos en casi un dia al tener a las 48 hrs
alrededor del 50% de las larvas en estado de pupa. Particularmente, el AE 1 tuvo un casi

nulo efecto insecticida y una casi nula afectacién sobre el ciclo de vida del insecto.

Resumiendo, se observd que a menores concentraciones de AE es mayor el efecto
larvicida, mientras que por el otro lado, las mayores concentraciones del AE tienen un
efecto sobre la duracién del ciclo de vida de D. melanogaster reduciéndolo en cerca de 1
dia, tanto para L. philippiana como para L. sempervirens. Entre ambos, destacan los AE de

L. sempervirens como los compuestos con mayor efecto letal.

A los 7 dias de comenzado el bioensayo se realizé una observacidn de las placas, donde se
dio cuenta de algunas muestras donde las pupas no emergieron, y otras donde ya habian
nacido imagos pero quedaban pupas muertas. Ademads, se dio cuenta de cambios
anatémicos en los organismos, viendo alas atrofiadas en los imagos que habian nacido,
situacidon que se repitié en casi el total de las placas, excepto en una de las placas del AE

11 a 50 ppm, donde casi no se observaron mutaciones en los individuos.
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Figura 42. Placa AE 1 50 ppm con pupas Figura 43. Placa AE 2 10 ppm con pupas y
muertas. larvas muertas.

i

Figura 44. Placa AE 2 100 ppm con pupas Figura 45. Placa AE 3 100 ppm con pupas
y larvas muertas. muertas.

Figura 46. Placa AE 5 10 ppm con pupas Figura 47. Placa AE 50 ppm con pupas
muertas enterradas dentro del alimento. muertas e imagos vivos alrededor.
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Figura 48. Placa AE 5 100 ppm con pupas Figura 49. Placa AE 7 50 ppm con pupas
muertas Yy adultos vivos alrededor. muertas % 1 adulto muerto con alas
atrofiadas.

Figura 50. Placa AE 7 100 ppm con pupas
muertas y 3 adultos muertos con alas
atrofiadas.

Figura 51. Placa AE 9 50 ppm con pupas
muertas y 1 adulto muerto con alas
atrofiadas.

Figura 52. Placa AE 9 100 ppm. Se Figura 53. Placa AE 10 50 ppm. Se
observa 1 adulto con alas atrofiadas. observa 1 adulto con alas atrofiadas.

70



Figura 54. Placa AE 10 100 ppm con
pupas muertas, 1 imago con alas

atrofiadas y 1 imago con alas normales.

Figura 56. Otra placa AE 11 50 ppm con
pupas muertas, e imagos con alas
atrofiadas y normales.

Figura 55. Placa AE 11 50 ppm con pupas
muertas, 1 imago con alas atrofiadas y 1

imago con alas normales.
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6. DISENO DE INVESTIGACION, FUENTES E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE
INFORMACION

e Observacion experimental prospectiva
e Tesis, articulos de revista y articulos de sitios web, experimentos de laboratorio.

e Cuadernos de notas, fotografias digitales, observacidn experimental, datos de otras

investigaciones, analisis quimico.

7. DISCUSION

La presencia de linalool y safrol como los componentes con mayor concentracién en el
aceite esencial de L. philippiana coincide con lo reportado por otro estudio realizado en el
sur de Chile en el 2022 (54), las principales diferencias fueron en la cantidad de
metil-eugenol y eucaliptol, lo que puede deberse a diversos factores como el clima, el

suelo, la edad del arbol, y los métodos de extraccién analitica.

Otra diferencia fue la ausencia de 3-careno, que habia sido informada por Bittner, M. et al.
en 2007 como el compuesto con mayor cantidad (7). Por otro lado, en nuestro estudio se
identificd sulcatona, que habia sido reportada en aceite esencial de albahaca, pero hasta

hoy no se han realizado estudios que la detecten en L. philippiana.

Figura 57. Estructura de Sulcatona (55).
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Linalool, safrol y sulcatona han demostrado actividad insecticida contra S. zeamais (56)
(57) . En el caso de la sulcatona su efecto repelente contra D. melanogaster fue estudiado
en base al aceite esencial de albahaca, siendo este de los primeros ensayos donde se

revela un efecto insecticida utilizando L. philippiana en contra de este insecto (58).

Respecto a L. sempervirens, safrol y metil-eugenol destacaron como los componentes
principales en casi todos los aceites extraidos, lo que guarda simil con lo obtenido por
Ortiz, C. en el 2017 (59), empero, la concentracién de metil-eugenol y el resto de los
componentes también tuvo variaciones en cuanto a cantidad. La presencia de 3-careno en

el aceite esencial habia sido informada por Bittner et al. en 2009 (7).

En nuestro estudio fue identificado Carvacrol, un compuesto que ha evidenciado
genotoxicidad y mutaciones en D. melanogaster (60), lo que sumado a los efectos
mutagénicos descritos de los metabolitos de safrol y metil-eugenol puede dar respuesta a
los cambios anatémicos observados al final del experimento en cuanto a la atrofia de las
alas (61). La capacidad de respuesta de los ensayos SMART a los compuestos
recombinagénicos y los metabolitos de safrol y eugenol como responsables de
genotoxicidad observada en D. melanogaster exhibe una identificacion de peligros
humanos vy riesgos para la salud (62) al ser compuestos localizables en productos de la

industria de alimentos, cosméticos, pesticidas y herbicidas.
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8. CONCLUSION

Este estudio reportd por primera vez la evaluacion de la actividad larvicida de dos aceites

esenciales obtenidos de plantas nativas chilenas sobre Drosophila melanogaster.

Los aceites de Laurelia sempervirens destacaron por su mayor letalidad,
especialmente en concentraciones bajas (10 ppm), siendo AE 8 y AE 9 los mas
efectivos con tasas de mortalidad de 60% y 40% respectivamente a las 48 horas.
Sin embargo, concentraciones mas altas no incrementaron significativamente la
letalidad.

En contraste, los aceites de Laureliopsis philippiana mostraron menor actividad
larvicida, alcanzando su mayor efectividad con AE 2 y AE 3 a 10 ppm con tasas de
26,6% y 20% respectivamente a las 72 horas.

La composicidn quimica de los aceites esenciales reveld durante los analisis que
estdn compuestos por algunas moléculas bioactivas que sustentan su actividad
insecticida. Los hallazgos por estudios previos podrian explicar los efectos
subletales observados en los cambios anatémicos de los insectos, como la atrofia
de las alas en los imagos y fallas en la emergencia de los mismos, lo que resalta el

potencial genotdxico de algunos componentes.

Estos hallazgos no solo confirman la capacidad de los aceites esenciales como agentes de

control bioldgico, sino que también plantean repercusiones importantes para la salud

humana debido a la presencia de estos compuestos en productos cotidianos. A pesar de

los resultados prometedores, deben realizarse estudios adicionales para comprender

mejor los mecanismos de accidn, y evaluar formulaciones estables en ensayos de campo

para considerar su uso practico en programas de manejo de plagas.
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