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RESUMEN

La evaluacién de la actividad insecticida del aceite de clavo de olor (Syzygium
aromaticum) en el control de una poblacién de adultos de Anastrepha obliqua
(Diptera: Tephritidae), una importante plaga en cultivos de mango, fue
estudiado en el presente trabajo. En la obtencion del aceite esencial mediante
técnicas de extraccion adecuadas se seleccionaron procesos convencionales
gue usan como solvente el agua, entre ellos la hidrodestilacion y el arrastre con
vapor de agua; los cuales presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto al rendimiento. De hecho, el proceso por hidrodestilacion
resultdé mas apropiado en la extraccion de aceite de clavo de olor al obtener un
mayor rendimiento con (5,16 + 0,01) %; en contraste con el proceso por
arrastre con vapor de agua, cuyo rendimiento fue de (0,57 + 0,01) %. Por otra
parte, se evalud el potencial de atraccion del aceite hacia una poblacién de
adultos de la especie A. obligua al compararlo con productos atrayentes
comerciales; quedando demostrado que el aceite esencial no posee poder
atrayente hacia la especie en estudio. También, se evaludé la actividad
insecticida del aceite de clavo de olor sobre una poblacién de adultos de la
mencionada especie y se concluyé que el extracto en solucion en solvente
apropiado posee efecto toxico sobre estos insectos. Se realizé el analisis Probit
en la determinacion de la dosis letal que mata al 50% de la poblacion o DLsg
cuyo valor fue 7,87 %v/v en 24 horas. A pesar de la toxicidad de S. aromaticum
sobre las moscas adultas de A. obliqua, es necesario realizar el analisis del
aceite por cromatografia de gases y espectrometria de masas a fin de
determinar la composicién de sus componentes mas importantes y comparar
con los aceites obtenidos por otros procesos de extraccion; asimismo, llevar los
bioensayos en condiciones de campo que permitan recabar mayor informacion
en la definitiva incorporacion de este aceite en programas de Manejo Integrado

de Plagas.

Palabra clave: Clavo de olor, extraccion, hidrodestilacion, arrastre con vapor

hamedo, Mangifera indica.


http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?50069
http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?50069

SUMMARY

The evaluation of the insecticide activity of the oil of clove buds (Syzygium
aromaticum) in the control of an adult population of Anastrepha obliqua
(Diptera: Tephritidae), an important plague in mango cultivation, was studied in
the present work. In the obtaining of the essential oil by techniques of extraction
conventional processes were selected that use like solvent the water, among
them the hidrodistillation and the drag with water steam; which presented
statistically significant differences with respect to the yield. In fact, the process
by hidrodistillation was more appropriate in the extraction from oil of clove buds
when obtaining a greater yield with (5, 16 £ 0, 01) %; in contrast to the process
by drag with water steam, whose yield was of (0, 57 £ 0, 01) %. On the other
hand, the potential of attraction of the oil was evaluated toward an adult
population of the specie A. obligua when comparing it with commercial
attractive products; being demonstrated that the essential oil does not have to
be able attractive towards the specie in study. Also, the insecticide activity was
evaluated of the oil of clove buds on a population of adults of the mentioned
specie and it concluded that the extract in reliable solution in appropriate
solvent has toxic effect on these insects. The Probit analysis was made in the
determination of the lethal dose that it kills 50% of the population or DLso whose
value was 7, 87 %v/v in 24 hours. In spite of the toxicity of S. aromaticum on the
adult flies of A. obliqua, is necessary to make the analysis of the oil by gases
chromatography and spectrometry of masses in order to determine the
composition of its components more important and to compare with oils
obtained by other processes of extraction; also, to take the bioensayos in
conditions of field that allow to obtain greater information in the definitive
incorporation of this oil in programs of Integrated Handling of Plagues.

Key word: clove buds, extraction, hidrodistillation, drag with water steam,

Mangifera indica.
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INTRODUCCION

El presente estudio trata la extraccibn del aceite de clavo de olor (Syzygium
aromaticum) con la condicién de operacion y la evaluacién de la actividad insecticida de
éste sobre la poblacion de adultos de Anastrepha obliqua, como uno de los insectos
plaga mas importante del fruto de mango. Se plantean como objetivos fundamentales el
establecimiento de las variables que afectan al proceso de extraccion del aceite de S.
aromaticum, con la apreciacion de las técnicas experimentales y la seleccion de la mas
apropiada para su extraccion; asi como, la evaluacién del potencial de atraccién y el

efecto insecticida sobre los adultos de la especie A. obliqua.

La extraccion de aceites esenciales a partir de plantas aromaticas se realiza por
medio de métodos difusionales, donde la separacion se alcanza por difusion de uno o
varios componentes, cuando al menos dos fases se ponen en contacto. El método mas
empleado a escala de laboratorio y a nivel industrial es la destilaciébn con agua, cuyo
principio es llevar a estado de ebullicion una fase acuosa en presencia del material
vegetal aromatico, de manera tal que los vapores generados puedan ser condensados y

recolectados.

La metodologia de la investigacion actual se realiza en dos fases experimentales:
la primera, se inicia con la identificacion y seleccion de las variables que afectan al
proceso de extraccion de aceite de clavo de olor, bajo las condiciones de operacion
adecuadas en su obtencion; luego, la seleccion del procedimiento experimental mas
apropiado de las técnicas empleadas, con base en los rendimientos obtenidos y
sustentado en el analisis estadistico. En la segunda fase, se evallan las propiedades
insecticidas del aceite sobre moscas adultas de A .obliqgua, mediante la realizacion de
ensayos de potencial de atraccion y de efecto toxico por aplicacion topica. En éste
altimo ensayo, se realiza un analisis Probit a fin de determinar la dosis que mata al 50%
de la poblacion.

Los capitulos estan en el siguiente orden y se encuentran relacionados a:
Capitulo I: Planteamiento del problema, donde se describe el problema, la situacion
actual, la situacién deseada y las limitaciones existentes en la realizacion de la

investigacién; Capitulo Il: Marco tedrico, que presenta los antecedentes y fundamentos



tedricos relacionados al proceso de extraccidn de aceites esenciales, especificamente
de clavo de olor, asi como de la actividad insecticida sobre A. obliqua como un insecto
plaga del mango y su importancia economica; Capitulo Ill: Marco metodologico, se
relatan las secuencias metodoldgicas en la obtencidon de datos y respuestas confiables,
asimismo de las herramientas estadisticas que aplican en el procesamiento adecuado
de la informacion obtenida. Finalmente, Capitulo IV: Resultados y discusién, donde se
presentan los resultados junto a la discusion de los mismos. Ademas se establecen las
conclusiones mas relevantes y se realizan recomendaciones respecto a los objetivos

establecidos.

En Venezuela la produccién de aceites esenciales es casi inexistente en
comparacion con otros paises, aun cuando se encuentran procesos de extraccion
sujetos a redisefios y optimizaciones ante la existencia y desarrollo de nuevas
tecnologias destinadas a la obtencion de extractos provenientes de especies naturales.
Por otra parte, el Pais es exportador del fruto de mango y sus cultivos son atacados por
la especie A. obliqua, cuyas larvas causan graves dafios al fruto inhabilitandolo para el
consumo y por ende surge la necesidad de enriquecer los métodos en el control de esta
plaga. Por todo lo expuesto, este trabajo aporta conocimientos al &mbito de los
procesos de extraccion de aceites esenciales y contribuye al enriqguecimiento de las
técnicas empleadas en el control de insectos plaga, especificamente la especie A.

obliqua.
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CAPITULO |

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En ésta seccién se dara a conocer el problema en estudio mediante su descripcion
detallada y la formulacion del mismo, asi como la exposicién de la situacion actual, la
situacion deseada y el alcance de ésta; ademas se presentaran las razones que

justifican la investigacion y los aspectos que la limitan.

1.1.- DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Las especias son conocidas desde hace siglos por sus propiedades aromaticas y han
sido empleadas como condimento en alimentos (Marcano y Hasegawa, 1991);
asimismo, los aceites esenciales procedentes de éstas son usados en la fabricacion de
productos farmacéuticos, cosmeéticos, insecticidas, antioxidantes y fungicidas, entre
otros (Della Porta et al., 1998; Philip, 1997; Marcano y Hasegawa, 1991). En Venezuela,
se importa gran parte de los aceites aromaticos, utilizdndose a escala comercial, tales
como: limon (Citrus limonum), naranja (Citrus sinensis), canela (Cinnamomum
zeylanicum), menta (Mentha arvensis y Mentha spicata) y clavo de olor (Syzygium
aromaticum) (Urbaez, 2003; Moyler, 1991).

De las plantas anteriormente nombradas, S. aromaticum produce un aceite con
propiedades antiséptica, anestésica, desinfectante, cicatrizante, antinflamatoria,
aromatizante, antimicrobial, esterilizante, insecticida y antiespasmaodico (Della Porta et
al., 1998; Carrero, 1996; Myint et al., 1996; Metcalf y Flint, 1978). Dicho aceite posee en
sSu composicion un elevado porcentaje de eugenol que oscila entre 60 y 95% (Della
Porta et al., 1998; Marcano y Hasegawa, 1991), otorgandole gran potencial atractivo y
econdémico por la variedad de propiedades que se le atribuye. Este aceite se obtiene

comunmente a partir de las hojas del arbol o de los botones de la flor por
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modalidades de la técnica de destilacién con agua, con un rendimiento en aceite del 10
al 20% en comparacion con otros aceites esenciales (limon, pifia, menta, entre otros)
gue no superan el 1%; (Marin y Ojeda, 2005; Dellacassa et al.,, 2004b; Guillén y
Hernandez, 2003; Marcano y Hasegawa, 1991; Moyler, 1991).

Como ya se mencion0, el aceite de S. aromaticum posee muchas propiedades
gue pueden ser aprovechadas desde el punto de vista econémico, una de las que
podria tener mayor impacto corresponde a la evaluacion de la propiedad insecticida del
aceite, ya que complementaria a las técnicas empleadas en el control de algunas
plagas que afectan a los cultivos agricolas, repercutiendo positivamente en el

rendimiento de los mismos al mejorar las condiciones fitosanitarias del fruto.

Asi, han sido estudiados los atributos toxicos del extracto de clavo de olor y
eugenol puro sobre diversos insectos considerados plaga: Reticulitermes speratus
Kolbe (Iséptera: Rhynotermitidae) (Park y Shin, 2005); Attagenus unicolor japonicus
(Coleoptera: Dermestidae) (Mi-Kyeong et al., 2004); Pediculus capitis (Anoplura:
Pediculidae) (Yang et al., 2003); Periplaneta americana (Orthoptera: Blattidae) (Enan,
2001); Culex pipiens (Diptera: Culicidae) (El Hag et al., 1999). Analogamente, han sido
estudiadas las propiedades atrayentes del metileugenol en otras especies, a saber:
Bactrocera dorsalis (Diptera: Tephritidae) (Hee y Tan, 2006) y Bactrocera papayae
(Diptera: Tephritidae) (Hee y Tan, 2004).

De los insectos mencionados anteriormente, la familia Tephritidae es de gran
importancia desde el punto de vista econdmico, ya que causa graves dafos a cultivos
de gran potencial econdmico, como el mango y otros frutales; siendo el género
Anastrepha uno de los que origina mayores problemas en paises tropicales y
subtropicales (Caraballo, 2001). Venezuela no escapa a esta problematica, puesto que
el fruto de mango es atacado principalmente por Anastrepha obliqua (Macquart)
(Diptera: Tephritidae) (mosca del mango) y Ceratitis capitata (Wiedmann) (Diptera:
Tephritidae) (mosca del mediterraneo); responsables del deterioro fitosanitario de sus
cultivares, debido a la presencia de larvas en los frutos que lo inutilizan, descartandolos

para su posterior consumo (Luque, 2005; Galan, 1999; Varela, 1994).
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Venezuela es uno de los principales paises exportadores del fruto de mango, de
hecho, para el afio 2004 contaba con cultivares de 4.540 hectareas, una produccién de
65.147 toneladas y un rendimiento de 14.350 Kg/hectarea; siendo Aragua y Guarico los
estados de mayor produccion (Direccion de Estadistica del Ministerio de Agricultura y
Tierra, 2004). En atencién a lo expuesto, se requiere de la aplicacion de métodos de
control para evitar la presencia de insectos plaga, como A. obliqua, en cultivos de
mango a fin de obtener productos aptos para el consumo y la exportacion. Si bien los
insecticidas quimicos son una alternativa, estos pueden causar graves dafios desde el
punto de vista de salud publica y ambiental; por ende, se requiere implementar
alternativas mas amigables con el ambiente y que tengan un bajo impacto en la salud
humana (Galan, 1999). De alli la necesidad de desarrollar insecticidas basados en
productos naturales como método alterno, que puedan ejercer un control eficiente sobre
el insecto. El eugenol, uno de los principales componentes del aceite de clavo de olor,
es considerado de riesgo minimo respecto a los insecticidas sintéticos (Russ, 2005;
Aguilar, 2001; Metcalf y Flint, 1978).

El aceite de S. aromaticum posee un elevado porcentaje de eugenol, responsable
de las multiples propiedades del mismo (Della Porta et al., 1998; Marcano y Hasegawa,
1991); de alli que se perfile como candidato para ser utilizado en el control de A.
obligua. Sin embargo, se requiere determinar dos aspectos fundamentales: (a) la
seleccion de la técnica de extraccion mas apropiada en la obtencion de altos
rendimientos del extracto y (b) la evaluacion de su actividad insecticida sobre adultos de

A. obliqua.

1.2.- SITUACION ACTUAL

En Venezuela se importa la mayoria de los aceites aromaticos que se utilizan a escala
comercial, entre ellos el clavo de olor; asimismo, los costos asociados a los procesos de
extraccion elevan el valor comercial de estos aceites y en efecto de los productos que

se elaboran a partir de los mismos.

En otros paises se han realizado investigaciones que sustentan la propiedad

insecticida del aceite esencial de clavo de olor sobre diversos insectos diferentes a la

3
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mosca, asi como de la capacidad de atraccion de sus componentes hacia la familia
Tephritidae. Por otra parte, en Venezuela se han llevado a cabo estudios relacionados
con el efecto téxico de insecticidas sintéticos sobre la mosca del mango; sin embargo,
no existen investigaciones en el pais que caractericen la actividad insecticida del aceite

de S. aromaticum sobre los adultos de A. obliqua.

1.3.- SITUACION DESEADA

Obtener el aceite de clavo de olor mediante la metodologia adecuada con la
determinacién de las condiciones de operacién apropiadas en su extraccion, empleando
procesos convencionales de bajo costo y eficientes; todo ello, en el establecimiento de

la técnica apropiada en la obtencidn del aceite.

Asimismo, evaluar la actividad insecticida de S. aromaticum sobre la poblacién de
adultos de la especie A. obliqua, para obtener un producto natural como alternativa en
las técnicas empleadas en el manejo integrado de ésta plaga, que atacan y causan

graves dafos a los cultivares de mango.

1.4- OBJETIVOS
1.4.1. Objetivo General

Evaluar la actividad insecticida del aceite de S. aromaticum extraido por método
convencional en el control de adultos de A. obliqua, con el fin de introducirlo a las

técnicas empleadas en el manejo integrado de plagas.

1.4.2.- Objetivos Especificos

1. Establecer las variables relevantes que afectan al proceso de extraccion del aceite

de S. aromaticum, a fin de determinar las condiciones de operacion adecuadas.
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2. Evaluar las técnicas experimentales en la extraccion del aceite esencial, para la

seleccién de la apropiada con base en los rendimientos obtenidos.

3. Evaluar el potencial de atraccion del aceite esencial hacia los adultos de A. obliqua,

con el proposito de enriquecer las técnicas de control de la especie.

4. Evaluar el efecto insecticida del aceite esencial sobre una poblacion de adultos de
A. obliqua, con la finalidad de uso como producto natural en el control de la

especie.

1.5.- JUSTIFICACION

En Venezuela, la produccion de especies como fuente de aceites esenciales es casi
inexistente en comparacion con otros paises comerciantes de este rubro, como
Madagascar y las Islas Malucas que producen grandes cantidades de clavo de olor. Por
otra parte, el pais es un importante exportador del fruto de mango y no escapa de los
problemas que acarrean las larvas de la mosca en estos cultivos. Por ello, se precisa la
aplicacion de métodos integrados en el control de plagas que ocasionen un bajo
impacto ambiental, para obtener un producto de excelente calidad y apto para la
exportacion. Por todo lo expuesto, se propone la utilizacion de un insecticida natural a
partir del aceite esencial de clavo de olor, para su posible uso en el control de la

poblacion de adultos de A. obliqua.

En lo que respecta al valor tedrico, el estudio actual aporta conocimientos al
ambito de los procesos de extraccion de aceites esenciales y contribuye asimismo, al
enriguecimiento de las técnicas empleadas en el control de insectos plaga,
especificamente la especie A. obliqua. De modo que sirve de cimiento a estudios
posteriores, tanto en la evaluacion de los factores que intervienen y afectan al proceso
de extraccion del aceite de S. aromaticum empleando técnicas convencionales; asi
como en la evaluacion de la actividad insecticida del aceite como una alternativa en los

meétodos integrados de control de la poblacion de adultos de insectos plaga.

1.6. LIMITACIONES



. L)
CAPITULO I: Planteamiento del Problema jostss

La limitacidn principal que presenta esta investigacion es la falta de equipos y
accesorios de mayor tecnologia, tanto en la realizacién de las extracciones como en la
caracterizacion e identificacion de los componentes del aceite. Se requiere de un
cromatografo de gases y espectrometro de masas para la identificacion y cuantificacion

de los componentes presentes en el aceite.

Otro restrictivo corresponde al levantamiento y mantenimiento de las crias de la
poblacion de moscas de A. obliqua, destinadas a los bioensayos de potencial de
atraccion y de actividad insecticida, relacionadas directamente con la recoleccién de

frutos de mango la cual esta sujeta a la temporada de fructificacion.
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CAPITULO I

. MARCO TEORICO

A continuacién, se hace referencia a trabajos de investigaciéon orientados a la
factibilidad técnica-economica de los procesos de extraccion de los aceites esenciales y
su factibilidad de uso; también estudios que evalian el comportamiento de insectos
adultos ante un compuesto con actividad toxica o atrayente. Asimismo, se muestran los

cimientos tedricos que sustentan el presente trabajo de grado.

2.1- ANTECEDENTES

Recientemente, se realiz0 el estudio de la susceptibilidad de una poblacién adulta de
Anastrepha obliqua (Macquart), Diptera: Tephritidae, a las aplicaciones topicas del
insecticida Malation® (Contreras, 2005); cuyo objetivo principal se cimenté en
caracterizar la susceptibilidad de una poblacion de A. obliqua a las aplicaciones topicas
de éste insecticida, a través de bioensayos de laboratorio en generaciones sucesivas.
Los valores de mortalidad para las dosis letales 50 y 95 para hembras mas machos
fueron de 8,62 ppm y 31,25 ppm, respectivamente; como promedio de resultados de
tres generaciones de insectos. En el presente trabajo se pretende de forma analoga
establecer una colonia de adultos de A. obliqua, utilizando larvas de la especie
procedentes de plantaciones de mango no tratadas con insecticidas. Se pretende
deducir los niveles de concentracién de susceptibilidad al aceite de clavo de olor a
través de bioensayos por aplicacion topica. Cabe destacar, en este antecedente
implicitamente cuantificaron y caracterizaron valores de Knock-Down (KD) a 2 °C para
adultos de A. obliqua existentes en el laboratorio, que en la investigacion actual no se

pretende realizar.



El desarrollo de un bioinsecticida a partir de la azadiractina presente en el aceite
de neem (Azadirachta indica) fue realizado por Montafiez (2005); cuyos objetivos
fundamentales fueron extraer el aceite mediante prensado al frio, determinar su
propiedad insecticida sobre Aedes aegypti y desarrollar un producto repelente bajo una
presentacion en crema. Se concluyd que los extractos aceitosos de A. indica pueden
ser utilizados como componentes activos de productos repelentes e insecticidas,
especificamente sobre adultos de A. aegypti, siendo la formulacibn mas efectiva en
repeler a los insectos aquella con 20% de aceite de neem, 2% de aceite de sésamo
(Sesamum indicum L.), 5% de aceite de jazmin (Jasmine officinale) y 73% de crema
base. La semejanza fundamental con ésta investigacion es la evaluacion de la
propiedad insecticida del aceite esencial obtenido sobre un insecto objeto; en contraste,
en este antecedente se caracterizd y se comprob0 la estabilidad del aceite de neem en
el tiempo, asi como también, se empled la técnica de prensado al frio que difiere del
fundamento de los procesos de destilacion que se estudian en el presente trabajo.

La comparacion de aceites esenciales de botones de clavo extraido con diéxido
de carbono supercritico y otros tres métodos de extraccion tradicionales (Comparison of
essential oils of clove buds extracted with supercritical carbon dioxide and other three
traditional extraction methods) fue realizado por Wengiang, Shufen, Ruixiang, Shaokun
y Can (2005). En este estudio se compararon los aceites esenciales de los botones de
clavo obtenidos por SFE, hidrodestilacion, destilacién al vapor y extraccion por Soxhlet,
basados en los analisis de cromatografia de gases y deteccion por espectrometria de
masas. Los resultados arrojaron que en las diversas técnicas la composicién del aceite
extraido fue similar, mientras que la concentracion de los compuestos identificados fue
diferente; la SFE a la presion de 10 MPa y temperatura de 50 °C, fue considerado como
el proceso 6ptimo entre los cuatro procesos para obtener el aceite de clavo con alta
calidad, donde se obtuvo un rendimiento en aceite esencial de 19,56% con un
contenido maximo de eugenol de 58,77%. Analogamente, en la presente investigacion
se comparan técnicas de destilacion en la obtencion y evaluacion del aceite de clavo de
olor fundamentado en los rendimientos del mismo, aunque se prescinde de las

extracciones con SFE y por Soxhlet.



En cuanto al efecto de los aceites aromaticos sobre insectos, se llevo a cabo un
estudio de la evaluacién del efecto de aceites esenciales de lavanda (Lavandula
officinalis Chaix) y laurel (Laurelia sempervirens) sobre el caro Varroa destructor
Anderson & Truemann (Acari: Varroidae), causante de dafios en abejas meliferas,
(Neira, Heinsohn, Carrillo, Baez y Fuentealba; 2004). Se realizaron cuatro tratamientos:
aceite esencial de lavanda (30%), aceite esencial de laurel (30%), controles con
acetona pura y con agua destilada; aplicada en jaulas con 15 abejas, cada una
parasitada con un acaro. El efecto de los aceites esenciales de lavanda y laurel en la
conducta de V. destructor son de atraccion, repelencia o toxicidad, ya que ambos
aceites esenciales removieron el 100% de los acaros, cifra significativamente mayor al
registrado en los controles con acetona y agua destilada. La afinidad con el presente
estudio es la evaluacion del impacto biocida del aceite esencial obtenido, sobre

organismos de comprobado efecto perjudicial.

La evaluacion del rendimiento de tres procesos de extraccion diferentes para la
obtencion de esencia de pifia (Ananas comosus) (Guillén y Hernandez, 2003); consisti
en evaluar el rendimiento de los procesos por extraccidOn supercritica, solvente y
destilacién por arrastre con vapor, a escala de laboratorio en la obtencion de dicho
aceite. Se obtuvo 0,2465% de rendimiento en el método de extraccion con solvente a
presién reducida, que estuvo por encima del proceso con CO, supercritico con
0,2115%; descartaron la extraccibn por arrastre con vapor en Vvista de la
descomposicion de los compuestos del aroma. La esencia de pifia se mantuvo estable
quimicamente por ambos métodos en estudio y el componente presente en mayor
proporcion en la esencia fue el acetato de etilo. En este antecedente desarrollaron tres
tipos diferentes de productos cosméticos a partir de la esencia de pifia, versionadas
segun tipo de uso y presentacion; el producto pretendido en este estudio posee
caracteristicas insecticidas, del que requiere una metodologia consona en el desarrollo

de un biocida.

Asimismo, la factibilidad técnica para la extraccion de aceite esencial de orégano
empleando CO, como fluido supercritico fue evaluada por Urbaez (2003); su estudio
residio en estimar la factibilidad de producir aceite de orégano en el pais y comparar la

extraccidn supercritica con otro proceso convencional para establecer donde se
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presentan menores costos, sustentado en un mayor rendimiento y calidad del aceite
esencial. Concluyé que la extraccion del aceite de orégano en el pais es
tecnolégicamente factible por SFE, el rendimiento por extraccidn supercritica fue de
0,678% y estuvo por debajo del obtenido mediante destilacion por arrastre con vapor
con 2,575%; sin embargo, el primer método resulté ser mas selectivo en la obtencion de
timol y carvacol. Se tiene en comun con la presente investigacion, la comparaciéon del
proceso de extraccion del aceite esencial con base en el mayor rendimiento, ademas de
desarrollar un producto benéfico a partir de la esencia extraida; la diferencia radica en la
estimacion de la factibilidad de produccion del aceite esencial de orégano en el pais,
gue no es objeto de estudio en la investigacion actual.

En este marco, se realizo el aislamiento del aceite esencial de clavo de olor y anis
estrellado por extraccién con CO, supercritico (Isolation of clove bud and star anise
essential oil by supercritical CO, extraction) (Della Porta, Taddeo, D’ Urso, y
Reverchon; 1998). En este trabajo, el objetivo fue analizar los aceites esenciales de
clavo de olor y anis estrellado aislados por extraccion con CO, supercritico, conectado
a un mecanismo de separacion fraccional; asi como analizar por cromatografia de
gases y espectrometria de masas varias porciones obtenidas, a diferentes condiciones
de extraccion y fraccionamiento, para identificar las mejores condiciones de operacion
en la separaciéon del aceite esencial. Determinaron que entre las variables que afectan
al proceso esta el tiempo de extraccion, que marca una diferencia considerable en la
composicion del aceite volatil. En el caso del aceite de clavo, el porcentaje de eugenol
fue relativamente alto (60%) y de acetato de eugenol menor (15%); reconocidos como
los componentes principales; ademas de indicar algunas ceras con valores inferiores al
5%. En el presente trabajo la extraccion se lleva a cabo con métodos convencionales de
destilacion, a diferencia del antecedente de la que se apoya en la tecnologia SFE y
completando su aislamiento mediante el uso de separadores que funcionan por

presurizacion.

Analogamente, Reverchon y Marrone (1997) evaluaron la extraccion supercritica
del aceite esencial de boton de clavo: aislamiento y modelaje matematico (Supercritical
fluid extraction of clove bud essential oil: isolation and mathematical modeling).

Realizaron la extraccion del aceite esencial de botén de clavo con CO, supercritico e
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identificaron que el mejor modelo para los datos experimentales de la extraccion a
diferentes flujos de CO, y lechos, es la de condicién de equilibrio; modelaje matematico
basado en la integracion diferencial de balance de masa, a 90 bar y 50 °C. Destacan
que el rendimiento mas alto obtenido fue de 20,7 % por peso de material cargado al
extractor, afirmando la ausencia de diferencias distintivas con la destilacién al vapor en
términos de rendimiento de aceite. La analogia con esta investigacion radica en la
extraccion de aceite de boton de clavo de olor y en el andlisis del efecto de un conjunto
de variables sobre el rendimiento del proceso. La diferencia reside principalmente en
gue el antecedente incluye el modelaje de la transferencia de masa en el proceso;
ademas, en las técnicas aplicadas en la obtencion del aceite, pues en la presente se

emplean métodos convencionales.

En lo que respecta a la actividad insecticida, se realizd la evaluacion de extractos
de plantas para el control de Anastrepha obligua (Macquart) Diptera: Tephritidae, en
mango Manglifera indica L., (Lugo, 1996). En esta investigacion se evaluaron los
efectos toxicos y repelentes de trece extractos de hojas y flores frescas de variedad de
especias vegetales diluidos en etanol, usando como controles tratamientos con agua y
etanol; todos aplicados sobre A. obliqua. Se presentd una metodologia para la
evaluacion de la toxicidad y repelencia de los extractos vegetales en el control de la
mosca: se rociaron 12-14 mL de cada extracto en frutos de mango previamente tratados
a (46 = 3) °C durante 60 min.; luego de enfriados y secados se colocaron en jaulas de
experimentacion durante 8 horas con 8 parejas de A. obliqua, que se alimentaron con
azucar y proteina de maiz hidrolizada. Después de un periodo de incubacién de 10 dias
se cuantificé el nimero de larvas por fruto; se determiné el nUmero de moscas muertas
por jaula a las 8h y 24 h. Se determin6 que los extractos con mejores efectos repelentes
fueron Blumea viscosa con un registro de infestacion de 0% en cada uno de los frutos y
Chenopodium ambrosioides con 6%. Ninguno de los extractos probados ejercio efecto
insecticida. Este antecedente presenta similitud con la investigacion actual en la
metodologia empleada en la evaluacién de la toxicidad del aceite en el control de A.
obliqua; mientras que diverge de la presente en que la susceptibilidad al aceite se

pretende realizar por aplicacion topica y no por asperjado.
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2.2.- FUNDAMENTOS TEORICOS
2.2.1.- Aceites esenciales

Son sustancias volatiles de mezclas complejas que poseen componentes terpénicos de
diferentes estructuras que aportan los aromas caracteristicos a los vegetales
(Dellacassa et al., 2004a, Marcano y Hasegawa, 1991). Segun el reglamento técnico
MERCOSUR de aditivos aromatizantes y saborizantes (1993), los aceites esenciales
pueden presentarse aisladamente o mezclados entre si y se obtienen generalmente
mediante procesos fisicos o quimicos de destilacion (Dellacassa et al., 2004a, 2004b;
Moyler, 1991). En su mayoria son insolubles en agua y solubles en solventes organicos;
por lo general, no son oleosos al tacto y se encuentran en células especializadas de las
plantas, por tanto son extraidos de las hojas, semillas, tallos, raices, flores y cortezas de
las plantas (Philip, 2004; Leal, 1997).

Los aceites aromaticos estan formados principalmente por terpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanos, raramente cumarinas y acidos organicos
(Marcano y Hasegawa, 1991); agrupandose en cinco clases dependiendo de su
estructura quimica en: alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas y fenoles. También se les
clasifica de acuerdo a su consistencia, basado en la viscosidad y volatilidad del aceite,
en esencias fluidas, balsamos y oleorresinas; segun su origen en naturales, artificiales y
sintéticas, segun su fuente de obtencion. Conforme a esta clasificacion, el aceite
esencial de clavo de olor es de acuerdo al componente mayoritario un derivado fendlico,

de consistencia fluida y de origen natural.

La industria farmacéutica los emplean para obtener drogas en la prevencion y
cura de diversas afecciones en el aparato digestivo, respiratorio, nervioso y circulatorio;
en la industria alimenticia para conseguir saborizantes y aromatizantes caracteristicos y
en la cosmética se aplican a los perfumes y productos de uso personal: cremas,
acondicionadores, champu, entre otros. En la industria textil y de pinturas se utilizan en
la elaboracion de enmascaradores de olores; en la industria petroquimica y minera se
utilizan esencias derivadas de ellas como vehiculos de flotacion y lubricantes; la
industria agroquimica utiliza aceites esenciales en la elaboracion de bioinsecticidas
(Philip, 2004).
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2.2.2.- Proceso de extraccién de aceites esenciales

La extraccion de aceites esenciales a partir de plantas aromaticas se realiza por medio
de métodos difusionales, donde la separacion se alcanza debido a la transferencia por
difusion de uno o varios componentes cuando dos fases se ponen en contacto. El
método mas empleado a escala de laboratorio y a nivel industrial es la destilacion con
agua, cuyo principio es llevar a estado de ebullicibn una suspension acuosa en
presencia del material vegetal aromatico, de tal manera que los vapores generados
puedan ser condensados y colectados. Los procesos de extraccion se pueden dividir de
acuerdo al solvente utilizado en dos categorias, una es la extraccién con agua: infusion,
hidrodestilacion, destilacion por arrastre con vapor de agua, destilacion agua/vapor; y la
otra es la extraccion con solventes organicos: maceracion, lixiviacion, por Soxhlet y por
fluido supercritico (Dellacassa et al., 2004b). En general, la seleccion del método de
extraccidon esta determinado tanto por la cantidad como por el tipo o caracteristicas del
aceite: punto de ebullicion de los componentes, estabilidad a temperaturas elevadas,

entre otros; asimismo por el 6rgano vegetal del cual se va a extraer.
Las principales técnicas empleadas en la obtencion de aceites esenciales son:

a) Hidrodestilacion: Esta técnica se utiliza cuando los aceites a extraer se alteran
por ebullicién. La materia vegetal molida o triturada se encuentra en contacto directo
con el agua; esta debe estar presente dentro de la camara de destilacion de manera
que sea suficiente y permanente para llevar a cabo todo el proceso, a fin de evitar el
sobrecalentamiento o carbonizacién del material vegetal, y por ende la formacién de
olores desagradables en el producto final (Dellacassa et al., 2004b). Esta técnica
consiste en calentar el material junto con el agua hasta que el material volatil de agua y
aceite esencial se destile, luego se condensa en la camara refrigerante; el aceite, que
es parcialmente miscible en el agua, es posteriormente separado y el tiempo total de
destilacion es funcion de los componentes presentes en él. (Dellacassa et al., 2004b;
Ochoa, 1998; Moyler, 1991).

Con esta técnica algunos componentes como los ésteres son sensibles a la

hidrdlisis, mientras que otros son susceptibles de polimerizacién como los hidrocarburos
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monoterpénicos aciclicos o los aldehidos. Ademas, los compuestos oxigenados tienden
a ser parcialmente solubles en el agua de destilacion, hecho por el cual es imposible la
remocion completa de estos compuestos, tal como sucede con los fenoles. También la
temperatura empleada provoca que algunos compuestos presentes en las plantas se

degraden y se pierdan (Dellacassa et al., 2004b; Ochoa, 1998).

b) Destilacion por arrastre con vapor seco: Esta técnica se emplea cuando los
aceites esenciales contenidos en la materia vegetal, seca o fresca, se alteran por
ebullicion por presentar caracteristicas termolabiles (Moyler, 1991). Es el procedimiento
mas sencillo y seguro, basado en que la mayor parte de las porciones aromaticas
pueden ser arrastradas por el vapor de agua; la esencia asi arrastrada es
posteriormente condensada, recolectada y separada de la fraccion acuosa. El vapor de
agua es inyectado dentro de la camara de destilacion por medio de serpentinas a
presiones mas elevadas que la atmosférica y atraviesa la materia vegetal que se
encuentra sobre una plancha perforada que permite que cualquier agua condensada
drene del equipo (Dellacassa et al., 2004b; Moyler, 1991). Esta técnica se efectia
generalmente a bajas presiones para no deteriorar los constituyentes del aceite esencial
por efecto de la temperatura muy elevada; sin embargo, es necesario para cierto tipo de
esencias como es el caso de vetiver (Vetiveria zizanoides), que operen con presiones
de 1 a 2 bar (Dellacassa et al., 2004b). Con esta técnica se logra un alto rendimiento y

pureza del aceite obtenido, ademas no requiere tecnologia sofisticada.

c) Destilacion por arrastre con vapor de agua (vapor humedo): En este caso el
vapor de agua es generado dentro de la propia camara de destilacion y el material
vegetal se encuentra suspendido sobre una rejilla a cierta distancia del fondo de la
camara, impidiendo el contacto con el agua. Este sistema reduce la capacidad neta de
carga de la materia vegetal dentro del extractor pero mejora la calidad del aceite
obtenido (Dellacassa et al., 2004b). Esta técnica se emplea cuando los aceites

esenciales contenidos en la materia vegetal se alteran por ebullicion.

e) Otras técnicas para la extraccion de aceites esenciales: Se han desarrollado
otras posibilidades tecnoldgicas para la obtencion de aceites esenciales en funcién de

una mejora del rendimiento, la calidad del producto, usos especiales o como
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consecuencia de la busqueda de soluciones tecnolégicas al proceso de extraccion de
diferentes tipos de materiales vegetales. Entre ellos se encuentran: ultrasonidos en el
proceso extractivo de hidrodestilacion, extraccion por solventes organicos, extraccion
por microondas y con fluidos en estado supercritico (Dellacassa et al., 2004b; Moyler,
1991).

Los aceites esenciales obtenidos mediante destilacion con agua normalmente
presentan aromas mas fuertes y un color mas oscuro con respecto a los producidos por
otros métodos; por lo tanto, la calidad del mismo es menor empleando la destilacion,
pero sus propiedades medicinales se conservan (Dellacassa et al., 2004b; Moyler,
1991). Los costos asociados para la fabricaciéon del equipo de destilacion son mas bajos
en comparacion con las tecnologias recientes, dada que su operacion soélo requiere de

servicios de energia eléctrica y de vapor, aire u otros (Dellacassa et al., 2004b).

En general, para la extraccion de aceites esenciales se emplea la fragmentacion
de la materia vegetal mediante un proceso mecanico donde se reducen las sustancias
sélidas a particulas, a objeto de aumentar la superficie de contacto entre el material con
el solvente, facilitando una mayor disolucién de sus principios activos. Con la reduccién
del tamafio de las particulas se exponen muchas moléculas del aceite ante el solvente,
incrementando la tasa de propagacion de vaporizacion y destilacion de los aceites
esenciales (Thomas y Schumann, 1992; citado en FAO, 1995). De esta forma el aceite
esencial varia en rendimiento asi como en composicion, bajo las consideraciones del
lugar geogréfico y variedad genética de la cual proviene la materia vegetal (Marcano y

Hasegawa, 1991).

Los diversos procesos de extraccion predeterminan las caracteristicas del aceite a

extraer; con base en el rendimiento, la calidad y el uso.

2.3.3.- Clavo de olor

El calificativo del clavo de olor (Figura 2.1) procede del latin clavus, ya que el capullo
seco o0 botdon sin abrir recuerda esta forma. Proviene de ambientes tropicales y
maritimos como Madagascar, Islas Molucas, Zanzibar y el Caribe; presentando la

siguiente clasificacion taxondémica: reino Plantae, subreino Tracheobionta,
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superdivision Spermatophyta, divisibon Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, subclase
Rosidae, orden Myrtales, familia Myrtaceae, género Syzygium_, especie S. aromaticum
(L.) Merr. & Perry. Su principal uso esta en el arte culinario como especia y condimento
en platos dulces y salados proporcionando aroma y sabor a los alimentos (Velez, 1982;
Arpide, s.f.).

Figura 2.1. Clavo de olor (S. aromaticum): (a) Flores del arbol, (b) Botones, (c) Clavo
molido. Fuente: Arpide, s.f.; ilustracion original

2.3.4.- Eugenol

El eugenol es un derivado fendlico encontrado en el aceite de clavo denominado en el
sistema IUPAC (Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada) como 2-metoxi-4-(2-
propenil) fenol; alcanzando valores de concentracion en el aceite desde 60 hasta 95 %
(Della Porta et al., 1998; Marcano y Hasegawa, 1991). Asimismo, el aceite presenta
trazas de metileugenol con porcentajes por debajo de 0,01% (Della Porta et al., 1998).
Entre sus propiedades fisicas se encuentran: punto de ebullicion en 253°C, densidad
igual a 1.067 g/cm®, poco soluble en agua y soluble en alcohol. Es de consistencia
liguida y aceitosa, de color amarillo claro, con aroma caracteristico de clavo (Gonzalez,
2002).

Ademas del eugenol, en el aceite de clavo de olor se encuentra acetato de
eugenol y cariofileno, en proporciones significativas, y metileugenol en trazas (Della
Porta et al., 1998); las estructuras quimicas de estos componentes se muestran en la

figura 2.2.
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Figura 2.2. Estructuras quimicas de los componentes presentes en el aceite de S.
aromaticum: (a) Eugenol, (b) Acetato de Eugenol, (c) Cariofileno, (d) Metileugenol.
Fuente: Metcalf y Flint, 1978

2.3.5.- Mosca de la fruta como insecto plaga

Es un insecto perteneciente al orden Diptera de la Familia Tephritidae, de la cual su
género Anastrepha es considerado como el de mayor importancia econdmica, debido a
sus habitos fitéfagos (figura 2.3) y la magnitud del dafio que causan sus larvas en frutos
de plantas cultivadas en los paises tropicales y subtropicales del continente americano
(Caraballo, 2001).

Figura 2.3. Mango con larvas por infestacion de la poblacion silvestre de A. obliqua.
llustracion original

En el pais, segun Caraballo (2001), los frutos hospederos de la especie A. obliqua
son principalmente mango (Mangifera indica) y jobo (Spondias mombin); aunque es
posible que se desarrolle en frutos de ciruela (Prunus salicina), guayaba (Psidium
guajava), semeruco (Malpighia glabra), pomarosa (Syzygium jambos) y pomagas

(Syzygium malaccense).

En la identificacion de un adulto mosca (figura 2.4), descrita por Boscan de
Martinez (1992), se consideran los siguientes caracteres morfoldgicos basicos: Color,
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torax, alas y envoltura del ovipositor. Esta se caracteriza por presentar color amarillento,
tamafio medio, mesonoto color amarillo castafio y vellosidades del térax color marrén
oscuro. En cuanto al ciclo biolégico del género Anastrepha, corresponde cuatro etapas

fundamentales: huevos, larvas, pupas y adultos (Luque, 2005).

T Yorad,
g S ==
ot N T
g = 15~ e B
l"'f,z % R .
& ki VT
(a) e - )
TN e % ()]
PNCTSY U )
.\ '_f.’;
{c)

Figura 2.4. Morfologia general de la hembra adulto de A. obliqua: (a) Térax (mesonoto),
(b) Cabeza, (c) Abdomen. Fuente: Caraballo, 2001

2.3.6.- Ciclo biologico del género Anastrepha

Todas las especies del género Anastrepha presentan un ciclo biolégico muy similar
(Aluja, 1994 citado en Luque, 2005), mostrado en la figura 2.5. Las hembras
fecundadas procuran las frutas mas o menos préximas a la maduracion fisioldgica, en
donde hacen una perforacién con el ovipositor a nivel del epicarpio, depositando sus
huevos en grupo de 3 a 7. En frutos de guayaba y mango la postura se observa en el

mesocarpio superior del fruto asociadas con una mancha oscura.

Las larvas, que emergen pocos dias tras la puesta, se alimentan de la pulpa del
fruto hasta completar tres etapas o instar de desarrollo en la misma y producen galerias
o tuneles (figura 2.3); que facilita la oxidacion y maduracion prematura del fruto
originando pudricién en el mismo, resultando inservible para su consumo (Luque, 2005;

Galan, 1999; Boscan de Martinez, 1992). La maduracion de la larva incita al abandono
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del fruto, ésta se entierra en el suelo a pocos centimetros de profundidad, donde se
transforma en pupa; después de algun tiempo, el adulto emerge movilizandose entre el
sustrato de pupacion. Las moscas recién emergidas buscan un refugio (hojas secas
caidas, troncos, entre otros), donde permanecen estaticas y se secan al extender las
alas. Una vez las moscas secas, se activan y vuelan a la parte superior de algun arbol,
donde buscan alimento en frutos maduros que presenten heridas (incluso que estén
tirados sobre el suelo). Luego de alcanzada su madurez sexual (10-12 dias),

moscas se aparean y el ciclo se repite.

g
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Figura 2.5. Ciclo biologico del género Anastrepha. Fuente: Gonzalez, 1998 citado en
Contreras, 2005

2.3.7.- Importancia econdmica del mango

El mango es uno de los frutos tropicales mas consumidos en el mundo, gracias a su
atractivo color, agradable sabor y aroma; ademas posee un alto contenido de minerales
y vitaminas (Varela, 1994). A partir de este fruto, se elaboran productos de gran

demanda como néctar, mermeladas, productos desecados, helados, jaleas, entre otros.

A nivel mundial, el mango ocupa el tercer lugar en produccion e importacion de

frutos tropicales, so6lo superado por el platano y la pifia; y el quinto respecto de todos los
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frutos (Galan, 1999). En Venezuela existen areas con condiciones agroecolégicas que
se adecuan para la produccion de mango con fines de exportacion, predominando
mangos Haden, Tommy Atkins y Kent (Luque, 2005); de las cuales destacan las
ciudades de San Carlos (Edo. Cojedes), Acarigua y Guanare (Edo. Portuguesa),
Barquisimeto (Edo. Lara) y en forma generalizada los estados Trujillo, Zulia, Mérida,
Aragua y Carabobo. De acuerdo a los reportes del Ministerio de Agricultura y Tierras
(MAT), para el 2004, los estados con mayor produccion de mango fueron Aragua y
Guarico con cultivares de 1.099 y 1.525 hectéareas, respectivamente; mientras que a
nivel nacional la superficie cosechada fue de 4.540 hectareas con una produccién de
65.147 toneladas y un rendimiento de 14.350 kg/hectérea.

Por ultimo, los paises importadores de mango tienen serias exigencias de tipo
fitosanitario para la entrada de frutas procedentes de Venezuela y otros paises, debido
a las resoluciones tomadas desde 1986 por Animal and Plant Health Inspection Service
del United States Departament of Agriculture (APHIS/USDA), esto debido a la existencia
de algunas especies de moscas que atacan a la fruta, tales como A. obliqua y Ceratitis
capitata (Varela, 1994). Estas restricciones fitosanitarias son consideradas para evitar la
entrada del insecto en regiones donde el mismo no se encuentra presente, asi se hace
necesario tomar medidas de control para disminuir las poblaciones de estos insectos en

plantaciones de mango.

2.3.8.- Manejo integrado de las plagas

El Manejo Integrado de Plagas (MIP) se basa en la aplicacion armonica de una serie de
técnicas tomando en cuenta factores de tipo econdmico, ecolégico y social, tendentes a
disminuir las poblaciones de organismos plaga por debajo del nivel de dafio econémico
(Clavijo, 1983). Los métodos de MIP pueden aplicarse bajo la integracion de técnicas de
control cultural, fisico, mecanico, natural, biolégico (clasico), etolégico o quimico con
extractos naturales o sus sintéticos (Labrador y Katiyar, 1977 citado en Aguilar, 2001,
Suquilanda, 2001).

Los productos quimicos sintéticos estan produciendo efectos adversos sobre el

ambiente y es asi, que ha surgido la necesidad de utilizar técnicas amigables con el
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ambiente, dentro de los cuales, el uso de productos naturales tienen la ventaja de ser
biodegradables y de bajo impacto ecoldgico. EI método de control con productos
naturales recurre a los componentes activos presentes en los extractos de
determinadas plantas con propiedades insecticidas, nematicidas, acaricidas Yy/o
fungicidas, que en accion sola o combinada tienen la propiedad de no poseer poderes
residuales prolongados (Suquilanda, 2001).

Las técnicas empleadas en todo programa de MIP se fundamentan en el
muestreo y trampeo, que permite estimar los riesgos y proporcionan la informacion
necesaria para disefar las estrategias de control (Luque, 2005; Aluja, 1993 citado en
Aguilar, 2001). Con el muestreo es posible detectar, ubicar geograficamente y
monitorear las poblaciones del insecto, por medio de la recoleccion de frutos y
materiales; mientras que con el trampeo se detecta la presencia de una plaga y se vigila
su poblacion (Luque, 2005). En este sentido, para las especies del género Anastrepha
el trampeo estd basado Unicamente en la utilizacion de atrayentes alimenticios, ya que
no ha sido posible desarrollar un atrayente sexual de mayor eficacia; siendo el tipo de
trampa Mc Phail, con la proteina hidrolizada como atrayente, el método mas efectivo
para el estudio de poblaciones de este género. Estos atrayentes se han empleado como
sustancias quimicas que sirven para atraer a los insectos por medio del estimulo

olfativo dentro de los que destaca, segun Luque (2005):

a) Atrayentes naturales: Son sustancias muy aromaticas con accion sobre

machos; como los aceites esenciales o sus constituyentes.

b) Cebos téxicos: Son mezclas de una sustancia atrayente con un insecticida,
orientados a controlar insectos adultos.
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CAPITULO 1l

. MARCO METODOLOGICO

De acuerdo a los objetivos establecidos, la estrategia en este trabajo especial de grado
es de tipo experimental y con un nivel de profundidad de tipo evaluativa. La metodologia
a emplear para cumplir con cada objetivo se desarrolla en el presente capitulo, tanto en
el area de la extraccion de aceites esenciales como en la evaluacién de la actividad
atrayente e insecticida del aceite de clavo de olor sobre una poblacién adulta de A.

obliqua.

3.1.- ESTABLECIMIENTO DE LAS VARIABLES RELEVANTES QUE
AFECTAN AL PROCESO DE EXTRACCION DEL ACEITE

3.1.1.- Descripcion del equipo de extraccion de aceite esencial y su

principio de funcionamiento.

La extraccion del aceite esencial de clavo de olor se obtiene a partir de los capullos
secos sin abrir de su flor por medio de métodos difusionales, que es el fundamento de
la destilacibn con agua, empleada en esta investigacion bajo la orientaciéon de las
personas expertas del Laboratorio de Aceites Esenciales ubicado en el Centro de
Investigaciones Quimicas (CIQ). En virtud de seleccionar el proceso de extraccion mas
idéneo en la obtencion de aceite de clavo de olor, se realizé un analisis descriptivo de
los procesos que tradicionalmente son sefialados en la obtencion de S. aromaticum, a
saber en la siguiente tabla comparativa. En general, existen diversas técnicas de
extraccion de aceites esenciales, pero las propiedades y caracteristicas del extracto las

predetermina la técnica empleada. A los fines de este trabajo, se seleccionaron los
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procesos de extraccion que emplean como solvente agua, las razones de la seleccion

se indican en el capitulo IV de la presente investigacion.

Tabla 3.1. Caracteristicas de los procesos de extraccion de aceite de clavo.

PROCESOS | POR ARRASTRE ) POR FLUIDO EN
CON VAPOR HIDRODESTILACION SOLVENTES ESTADO
ASPECTOS DE AGUA CRITICO
Fresca o seca. Fresca 0 seca. | Seca y molida. Cortado en trozos
Materia vegetal | Reducida a Molida, triturada o pequefios, licuado
fragmentos. entera. o molido.
Agua, es de facil | Agua, es de facil | Solventes Liquidos
acceso y bajo | accesoy bajo costo. | organicos: supercriticos:
Uso de costo. Alcohol, Dioxido de
solventes cloroformo, entre | carbono, etileno,
otros.  Solventes | propileno, etano,
de costo elevado. | entre otros.
La materia vegetal | Se introduce en la | La materia vegetal | La materia
en la camara es | camara la materia | se pone en | vegetal se
sometida a una | vegetal junto con el | contacto con los | empaca en la
corriente de vapor | agua y se calienta | solventes que | camara,
de agua | hasta que el | solubilizan y | circulando a
sobrecalentado, la | material volatil | extraen la esencia; | través de ella un
esencia arrastrada | destile; luego, se | también, se | fluido en estado
Fundamento . e
basico del es condensada, cgndensan_ en la obtlenelj otras | critico; las
proceso recolectada y | camara refrigerante. | sustancias (grasas esencias son
separada de la y ceras) que | solubilizadas y
fase acuosa. hacen de la | arrastradas. El
esencia una | solvente se
sustancia impura. | elimina por
descompresion 'y
se obtiene una
esencia pura.
Uso a nivel | Uso a nivel | Uso a escala de | Uso a escala de
industrial debido a | industrial debido a | laboratorio pues a | laboratorio, la
sus altos | sus altos | nivel industrial | tecnologia es
rendimientos, la | rendimientos resulta costoso | costosa para ser
esencia se obtiene | respecto de la | por el valor | aplicada a nivel
en un  estado | destilacion por | comercial de los | industrial. Se
elevado de pureza. | arrastre con vapor | solventes. Su | obtienen altos
No requiere de | de agua. La esencia | rendimiento rendimientos,
, tecnologia se obtiene en un | supera a la de los | respecto otros
Nivel de I
aplicacion soﬂstlcad.a, aunado | estado eIevado_ de procesos de procesos.
a los bajos costos | pureza. No requiere | extraccion que | Requiere de
tanto del solvente | de tecnologia | emplean agua | métodos de
como del equipo. sofisticada, aunado | como solvente. | purificacion.  En
a los bajos costos | Requiere de | ciertos rangos de
tanto del solvente | métodos de | temperatura y

como del equipo.

purificacion de las
esencias.

presion aparecen
ceras y productos
indeseados
(acidos grasos).
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El proceso de extraccién comienza con la etapa de ebullicion, donde se requiere
del suministro de calor al tanque o camara, dentro del cual se coloca la materia vegetal
de interés en presencia del agua en un sistema por carga. Sigue el ajuste de
temperatura, que cuenta con la columna de condensacion permitiendo la destilacion de
los vapores que salen de la camara, al intercambiar el calor con el refrigerante que
circula a lo largo del condensador. Entre estas etapas, se encuentra una trampa de
vapor tipo Clevenger, donde se recolecta el destilado. Seguidamente, se lleva a cabo la
etapa de separacion, que se sustenta en las diferencias de densidades de las
sustancias cuando se decanta la fase organica y descarta la fase acuosa; finalmente, se
cumple con la purificacion del aceite, al desecar la fase de interés con sulfato de sodio
anhidro (Na,S0O,) en la eliminacion de restos del solvente.

El condensador representa el equipo fundamental del proceso de extraccion, a
este se le identifican sus caracteristicas principales segun su posicion, tipo de material y
tipo de relleno. El equipo de extraccion se representa en la figura 3.1, esta integrado
por: plancha de calentamiento, tanque de acero inoxidable, trampa tipo Clevenger,
condensador tipo serpentin colocado verticalmente, y bafio térmico.

Adicionalmente, se cuenta con materiales de vidrio y equipos necesarios en el
manejo y medicion tanto del destilado como del aceite extraido; algunos de ellos:

cilindro graduado, vaso de precipitado, balanza, cronémetro y termémetro de mercurio.

Figura 3.1. Equipo de extraccion de aceites esenciales a escala de laboratorio (CIQ).
llustracién original
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3.1.2.- Identificacion y seleccion de las variables que afectan al

proceso

La identificacién y seleccion de las variables que afectan al proceso de destilacion con
agua se obtiene a partir del analisis del diagrama de Ishikawa, desarrollado en el
capitulo IV de este trabajo; donde se seleccionan aquellas variables que estan sujetas a
manipulacion y por ende se consideran de influencia relevante en el proceso, mientras
gue las variables no escogidas se tratan adecuadamente para reducir el impacto sobre

la respuesta principal de interés o rendimiento.

El clavo de olor procedente de Madagascar se suministra por la distribuidora
Casa del Condimento ubicada en Maracay, Estado Aragua. La materia se somete a una
preparacion previa a la extraccion al fragmentarse en un mortero y tamizarse haciendo
uso de 2 cestas de mallas metélicas, la primera de 43 orificios/cm? (2mm) y la siguiente
de 81 orificios/cm? (1mm); a fin de obtener un rango de tamafio de particula de 1-2 mm
que facilite el contacto entre los cuerpos soluto y solvente, al mismo tiempo que evite el
empalme o la aglomeracién en algunas de las partes del equipo, especialmente de sus

conductos.

Un aspecto importante de las fases experimentales corresponde a la forma en
que se registran los datos y las observaciones del proceso realizado. Para ello, se
disefian y elaboran de forma organizada los instrumentos de recoleccion de datos, de
manera que ofrezcan una clara vision del trabajo y queden sujetas a un procesamiento
adecuado. A esta actividad le continta la extraccion del aceite aromatico, que comienza
con la puesta en marcha del método operatorio descrito en el apéndice A. Es importante
sefialar que al aceite obtenido se le coloca algunos cristales de butilhidroxitolueno
(BHT), a fin de evitar reacciones de oxidacion en presencia del aire y con ello la

alteracion del componente activo del aceite.

Finalmente, con la ejecucion de corridas preliminares y con el analisis del
comportamiento de las variables que afectan al proceso de extraccion, se determinan
las condiciones de operacion adecuadas en la obtencién del aceite esencial de S.

aromaticum.
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3.2.- EVALUACION DE LAS TECNICAS EXPERIMENTALES EN LA
EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

3.2.1.- Extraccién del aceite de clavo de olor

En el proceso de extraccion la materia vegetal es tratada previamente, de modo que se
lleva a un tamafio de particula de 1-2 mm, empelando fragmentado y tamizado;
seguidamente éste material tratado se alimenta al sistema en cantidades de 20g
aproximadamente, para el conjunto de experimentos establecidos con cinco
repeticiones para cada técnica de extraccion. El método operatorio, que se indica en el
apeéndice A, se realiza bajo las condiciones de operacion determinadas en el objetivo
anterior; dicho método esta sustentado en la experiencia propuesta por Pavia y otros
(1982, pp. 140-141) y se lleva a cabo en el montaje del equipo de extraccion mostrado
en la figura 3.1. Cabe destacar que durante el proceso se exime del uso de solventes

quimicos, que alteren o degraden las caracteristicas del aceite extraido.

3.2.2.- Rendimiento del proceso de extraccion de S. aromaticum

La masa de aceite esencial extraido se determina cada media hora durante los 120 min
de extraccion del proceso, para cada una de las técnicas empleadas; a fin de obtener
los datos de la cantidad de aceite obtenido que permita la estimacion del rendimiento
acumulado en dichos intervalos, en el sistema por carga. Luego, se compara el

rendimiento experimental con el bibliografico y se determina la relacion entre ellos.

Posteriormente, se analizan los rendimientos de las técnicas empleadas en la
obtencion de aceite esencial de S. aromaticum, segun las representaciones graficas del
acumulado de la masa de aceite y el rendimiento respecto al tiempo de extraccion.
Finalmente, se identifica la técnica apropiada en la extraccion con base en los
rendimientos obtenidos, seleccionando aquella que aporte mayor cantidad de aceite de

clavo de olor.
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3.3- EVALUACION DEL POTENCIAL DE ATRACCION DEL ACEITE
ESENCIAL HACIA LA POBLACION DE ADULTOS DE A. obliqua

3.3.1.- Fundacion de la colonia de generacion filial Fo de A. obliqua

La evaluacion de las propiedades atrayentes e insecticidas del aceite de S. aromaticum
se realiza en una generacion de moscas adultas de A. obliqua, para ello es necesario el
levantamiento de las colonias sucesivas de la especie, que se denotan en orden
creciente: Fo (origen silvestre), F1 y F, (fundadas en el laboratorio). Esta tarea, se
realiza en el Laboratorio de Bioensayos para Moscas de la Fruta (LAMOFRU) del
Departamento de Quimica de la Universidad Central de Venezuela, bajo la supervision
y orientacion de personal calificado. En lo que respecta a la fase experimental
relacionada a la evaluacion de las propiedades atrayentes e insecticidas de sustancias
en insectos plaga, esta tiene implicita actividades relacionadas a la quimica y
biotecnologia. Por otra parte, este trabajo cuenta con la asistencia de profesionales de

las ciencias basicas e ingenieriles, con experiencia en las areas de estudio.

El levantamiento de las colonias de A. obliqua se inicia con jornadas de muestreo
de frutos infestados por la especie que permitan su ubicacion geogréfica; ademas esta
sujeto a la temporada y variedad de mangos, recolectando suficientes unidades del
fruto. Inclusive, el muestreo se realiza a efectos de establecer y mantener las colonias
fundadas. Cabe destacar, que la colecta se lleva a cabo durante el periodo de
fructificacion en el huerto de mango aledafio al LAMOFRU, seleccionando aquellos
frutos ubicados en el suelo que presenten caracteristicas de maduracion fisiologica
tardia, ausente de laceraciones y que muestren sefiales de infestacion; estas

caracteristicas se cumplen en el levantamiento de la generacion Fo.

La fundacion de las colonias se realiza de acuerdo a la estrategia descrita por
Gonzalez (1995 citado en Contreras, 2005), cuya secuencia metodologica se muestra
en la figura 3.2. De este modo, cada mango recolectado se lava, seca, numera y pesa;
luego se procede a cortar y extraer las larvas de Fo en la estimacion del indice de
infestacion del fruto. Inmediatamente, las larvas se introducen a un envase con sustrato
de vermiculita ligeramente humeda, donde estas se transforman en pupas en un
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periodo de 12 a 14 dias; el recipiente se tapa y se coloca en oscuridad, realizando
inspecciones interdiarias de las condiciones en que se encuentran las pupas en dicho
sustrato, asperjando agua de ser necesario. Culminado ese periodo, se coloca el
envase con el sustrato dentro de la jaula de cria, alli tiene lugar la emergencia o

nacimiento de las moscas adultas al transcurrir de 10 a 12 dias adicionales.

5 6 T

Figura 3.2. Secuencia metodoldgica en la fundacion de la generacion filial Fq: (1)
Huerto de mango; (2) Lavado y numeracion del fruto; (3) Pesada de frutos, (4) Corte del
mango; (5) Extraccion de larvas; (6) Sustrato de Vermiculita himeda; (7) Jaula de cria.
(LAMOFRU). llustraciones originales

3.3.2.- Fundacioén de las colonias de generaciones filiales F; y F, de

A. obliqua

La colecta de frutos en el levantamiento de las generaciones F; y F, se realiza de
manera analoga a la seccidon de fundacion de la colonia Fo, sb6lo que en esta
oportunidad se consideran los mangos verdes o de maduracion temprana, ubicados en

las 2/3 partes de altura de los arboles.

Los frutos colectados se lavan, secan y pesan; seguidamente, segun la
metodologia descrita por Contreras (2005), se someten a tratamiento hidrotérmico
durante 20 min a 46,5 £ 0,5 °C aproximadamente, a fin de eliminar los huevos o larvas
de infestacion natural en el fruto. Finalizada esta actividad, se exponen a temperatura
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ambiente para la disipacion del calor y luego se someten a infestaciéon en forma
inducida o forzada por un periodo de 48 h, colocandolos en las jaulas de crias

contentivas de las moscas adultas de la generacion anterior (figura 3.3).

Al término de la infestacion forzada, se dispone de una cava de anime con aserrin
de 1 a 2 cm de espesor en el fondo y sobre su superficie se coloca una rejilla de
plastico, donde se ubican los mangos infestados para el crecimiento de las larvas; cuyo
tiempo de crecimiento coincide con la maduracion del fruto, al cabo de 12 a 15 dias.
Posterior a este periodo, se tratan de acuerdo a la metodologia sefialada en la figura
3.2. de la fundacién de la colonia Fo a partir de la extraccion de las larvas, para el
levantamiento de las colonias F; y F».

Figura 3.3. Secuencia metodoldgica en la fundacion de las generaciones filiales F; y
F2: (1) Frutos en el arbol; (2) Mangos recolectados; (3) Lavado y numeracion; (4)
Pesada; (5) Bafio térmico con agua a 46,5 °C; (6) Hidrotratamiento por 20 min; (7)
Infestacién forzada; (8) Crecimiento de larvas. (LAMOFRU). llustraciones originales

3.3.3.- Efecto atrayente del aceite esencial hacia moscas adultas de
A. obliqua

En la realizacion del bioensayo de potencial de atraccion hacia la poblacion de adultos
de A. obligua se aplican cuatro tratamientos, bajo la metodologia propuesta por el
personal técnico de LAMOFRU. Es necesario sefialar que en este trabajo el aceite de
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clavo de olor en solucion se denomina Eugrenca; esta se prepara a una concentracion
del 5% y se compara con diversos productos comerciales y semicomerciales de
comprobadas propiedades atrayentes sobre la especie, como son las soluciones de
FAGRO-UCV-10® al 5% y PedGo Plus® al 9%, y el control de agua potable.

La solucién de Eugrenca se prepara al 5 %v/v a partir del aceite obtenido en la
técnica de extracciéon seleccionada, diluyendo con acetona AnalaR® 99,5% de alta
pureza; cuyo solvente posee inocuidad comprobada sobre A. obliqua. Por otra parte, la
preparacion de la solucién de FAGRO-UCV-10® al 5% se obtiene diluyendo Comprosol
(solucion atrayente formulada a partir del zumo de maiz fermentado) en agua.
Analogamente, la formulacién de PedGo Plus® al 9% en agua se dispone con 15 dias
previo al ensayo, para permitir la fermentacion necesaria del producto e inducir a la

propiedad atrayente.

La unidad experimental de la prueba de potencial de atraccién la constituye una
celda rectangular, provista de cuatro microceldas elaboradas con material plastico,
dispuestas en las esquinas, como se indica en la figura 3.4.

(a) | (b)

Figura 3.4. Unidad experimental de la prueba de potencial de atraccion: (a) Celda; (b)
Microcelda. Disefio y construccién: Eutimio Gonzalez (LAMOFRU). llustracién original

En el ensayo se utilizan las cuatro soluciones preparadas, las cuales se disponen
de forma aleatoria, en cumplimiento con el disefilo completamente aleatorizado,

colocando 2 mL de una solucion por microcelda; de este modo se realiza la distribucion
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de los tratamientos en las cuatro réplicas de la unidad experimental. Es asi como se
realiza el bioensayo dentro de un laboratorio a la temperatura de 25 °C, con humedad
relativa de 70% vy fotoperiodo. Cabe destacar que en esta prueba se dispuso de la
generacion F», para un total de 240 insectos distribuidos equitativamente en las cuatro
celdas y en partes iguales respecto al sexo; esto es, 60 insectos por cada unidad, con
30 hembras (H, ¢)y 30 machos (M, &).

3.3.4.- Porcentaje de adultos atraidos hacia las diferentes

formulaciones

Las celdas de potencial de atraccion se inspeccionan transcurridas las 12 y 24 h, con la
finalidad de realizar in situ el conteo de las moscas atraidas hacia las diferentes
formulaciones, en funcién de las categorias de hembras (H), machos (M) y poblacion
total (H+M). Una vez finalizado el ensayo, los resultados se tratan mediante modelos de
analisis completamente al azar; con el propésito de establecer la significancia entre los

tratamientos y comparar entre si las soluciones, segun el efecto atrayente alcanzado.

Asimismo, se estima el porcentaje de atraccion de las moscas por sexo y
poblacion total; luego, con estos datos se elabora una grafica para el analisis del efecto
atrayente hacia A. obliqua, para cada formulacion estudiada. Ademas, se emplea un
programa estadistico, como el Statistix version 8.0 (Copyright 1985-2003, Analytical
Software); con el fin de estimar las posibles discrepancias que resulten entre las

distintas formulaciones.

3.4.- EVALUACION DEL EFECTO INSECTICIDA DEL ACEITE ESENCIAL
SOBRE UNA POBLACION DE ADULTOS DE A. obliqua

3.4.1.- Formulaciones de aceite de clavo de olor

En la evaluacién de la toxicidad de insecticidas generalmente se empelan insectos

como las moscas, esto en razén de su relativa facilidad de crianza en condiciones
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artificiales y la gran variabilidad genética que estas especies poseen (Saume, 1992).
Asimismo, en la estimacion del efecto toxico de sustancias, el método mas empleado es
la aplicacion tépica, donde el componente activo se disuelve en el solvente apropiado y
es colocado en el mesonoto del insecto mediante microinyectadoras, capaces de
suministrar volumenes del orden de microlitros. Es importarte destacar que el mesonoto

es el drgano donde concurren las terminaciones nerviosas del insecto.

La evaluacion de la actividad insecticida comienza con la realizacion de un
conjunto de bioensayos preliminares, segun Saume (1992), donde se aplica el producto
puro a fin de confirmar la propiedad insecticida. Luego, se evalia un amplio rango de
concentraciones en la estimacion y seleccion de los intervalos que produzcan el efecto
deseado; es decir, donde se observen mortalidades insectiles y se ubique la
formulacion que elimine a la mitad de la poblacién, denominada como la dosis letal 50
(DLsp). En este sentido, para los bioensayos preliminares el rango de concentracion
abarca un maximo de 16% v/v (160.000 ppm) y un minimo de 0,5% v/v (5.000 ppm);
con base en estos resultados se preparan las soluciones de Eugrenca definitivas a
distintas concentraciones. Por otra parte, es necesario la utilizacién de un tratamiento
testigo, que en este trabajo es una solucion de acetona 99,5% mas butilhidroxitolueno
(BHT); esto con el fin de que la mortalidad observada no sea adjudicada a ninguno de

estos componentes.

3.4.2.- Prueba de susceptibilidad sobre moscas adultas de A.

obliqua

Se realizan los bioensayos del efecto insecticida por aplicacion tépica en la deduccién
de las tendencias de mortalidad de la poblacion de adultos de A. obliqua en funcion de
la concentracion del aceite esencial de clavo de olor; segun la sistematica indicada por
Contreras (2005). Para ello, se manejan cuatro tratamientos correspondientes a las
soluciones de Eugrenca a diferentes concentraciones y un testigo; ademas, estos se

replican 3 veces.

En la realizacion de los bioensayos, se disponen de moscas adultas de A. obliqua

de la generacion filial F,, que se seleccionan en atencion de 12 a 15 dias de edad;
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estas se distribuyen en cantidades equivalentes respecto del sexo para los 5
tratamientos y sus réplicas, o lo que es lo mismo, la distribucion de 10 Hy 10 M por
jaula. Par ello, los insectos se inmovilizan por hipotermia a 2 °C durante 10 min; y
finalmente realizar la aplicacién topica de la solucion a cada mosca. Detalladamente,
esta aplicacion consiste en colocar 2 pL de la respectiva solucion, haciendo uso de la
micropipeta, sobre el mesonoto de la mosca ubicado en el torax. Una vez que se
aplican las respectivas dosis, los 20 insectos se introducen a sus correspondientes
jaulas de prueba de susceptibilidad; segun la secuencia metodoldgica que se muestra
en la figura 3.5. Transcurridas 24 y 48 horas se realiza el conteo de la mortalidad de las

moscas, en funcion de las categorias de H, M y H+M.

Figura 3.5. Secuencia metodologica de la prueba de susceptibilidad al aceite esencial
por aplicacion tépica: (1) Moscas seleccionadas por sexo; (2) Inmovilizacién por
hipotermia a 2 °C; (3) Medicién de 2 pL de solucion; (4) Aplicacion en el mesonoto del
insecto; (5) Jaula de prueba, (6) Tratamientos replicados del bioensayo. Disefio y
construccion de Jaulas: Eutimio Gonzalez (LAMOFRU). llustracion original

3.4.3.- Niveles de susceptibilidad en las moscas

Se realiza el conteo de las moscas muertas correspondientes a las 24 y 48 horas.

Luego en atencion de estos resultados y junto a las distintas concentraciones de
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Eugrenca, se realiza un analisis Probit; de manera que se obtenga la representacion
grafica de la respuesta de mortalidad de la poblacion insectil en funcién del logaritmo
decimal de las dosis del compuesto toxico, tal que permita identificar graficamente la
dosis letal 50. Cabe destacar que el andlisis Probit es un método importante y muy
utilizado en la evaluacion de la susceptibilidad de insectos ante compuestos toxicos; de
hecho es empleado por la Organizacion Mundial de la Salud (Saume, 1992) en el

estudio del efecto toxico de insecticidas sobre poblaciones de mosquitos.

3.4.4.- Seleccion de la dosis letal de la solucién insecticida

La estimacion de las dosis letales se realiza a partir del analisis Probit, empleando el
programa SPSS versioén 7.5.2S (version estandar, copyright (c) SPSSinc., 1989-1997),
donde el comportamiento de la mortalidad se transforma a Desviacion Equivalente
Normal (DEN) en representacion de las unidades Probit; mientras que las dosis letales
se expresan en logaritmo decimal. De modo que, para estimar la dosis letal 50 (DLso) se
considera el valor del Probit 5 de la poblacién total o lo que es lo mismo a DEN igual a
cero; seguidamente, se intercepta con dicho valor las rectas que relacionan la DEN con
el logaritmo de las concentraciones para los tiempos evaluados. De esta manera, a

partir de dicho intercepto, se estima la DLs.

Finalmente, se analiza el comportamiento de la mortalidad en la poblacion de
adultos de A. obliqua en los tiempos evaluados, ante las distintas soluciones de
Eugrenca. Luego, se selecciona la DLsy de la solucién insecticida, es decir, la dosis que
mata el 50% de la poblacion de adultos; en la propuesta de un producto natural como

alternativa en el control de la especie.
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CAPITULO IV

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion son reflejados en el presente capitulo,
asi como la discusion de cada objetivo establecido, referidos a los procesos de

extraccion del aceite y de las pruebas de potencial atrayente y efecto insecticida.

4.1.- ESTABLECIMIENTO DE LAS VARIABLES RELEVANTES QUE
AFECTAN AL PROCESO DE EXTRACCION DE ACEITE DE S. aromaticum

Uno de los objetivos planteados en este trabajo es determinar las variables relevantes
gue perturban al proceso de extraccion de S. aromaticum, sobre la base de la seleccién
de aquellas técnicas que garanticen un aceite puro; es decir, un aceite libre de restos de
sustancias que lo alteren, degraden o afecten la factibilidad de su uso pretendido en

este trabajo, en la formulacion de productos insecticidas naturales.

Dentro de esta perspectiva, se descartaron las técnicas que emplean solventes
organicos a fin de evitar la presencia de trazas de estos en el aceite; dado que la
inocuidad de los solventes organicos recomendados para la extraccion y purificacion
son de accion desconocida sobre la especie A. obliqua, ain cuando estos solventes
ofrecen una mejor separacion y por ende un mejor rendimiento en los procesos de
extraccion. Una excepcion de las técnicas que emplean solventes de las que el aceite
obtenido es puro, corresponde a la extraccion empleando fluidos supercriticos; el cual
no fue objeto de estudio en este trabajo dado a que la accesibilidad del equipo estuvo
fuera del alcance del investigador, por presentar fallas técnicas o no estar disponible.
Asimismo, Wengiang y otros (2005) afirman que la extraccion de aceite de clavo de olor
por diversos procesos, con solventes organicos y agua, presentan algunos

componentes similares. Es por ello, que en la extraccion de S. aromaticum se utilizaron
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dos métodos de destilacion empleando como solvente agua, a saber: destilacion por

arrastre con vapor de agua (vapor humedo) e hidrodestilacion; que son ampliamente

conocidas y aplicadas en la extraccion de aceites esenciales a nivel industrial (Moyler,

1991). El proceso de extraccién por destilacion con agua presenta como una de sus

ventajas, los bajos costos asociados en la fabricacion y montaje del equipo en

comparacion con tecnologias recientes, es el caso del proceso de extraccion con fluidos

supercriticos (EFS) de costo elevado. Asi en la tabla 4.1., se describen los aspectos

comparativos entre los procesos de extraccion, conducentes a la seleccion de aquellos

procesos que empleen como solvente agua; dado que estos refuerzan la propiedad

anestésica requerida a los fines del producto insecticida.

Tabla 4.1. Comparacion de los procesos comunmente indicados en la obtenciéon de S.

aromaticum.

PROCESOS

ASPECTOS

DESTILACION POR
ARRASTRE CON
VAPOR DE AGUA

HIDRODESTILACION

POR FLUIDOS EN
ESTADO CRITICO

Aceite volatil
extraido

Su aroma es fuerte, su
aceite es medicinal:
antibacterial,
antihongos,
antioxidante.

Su aroma es fuerte, su
aceite es medicinal:
antibacterial, antihongos,
antioxidante.

Su aroma es dulce y
ligeramente floral, su
aceite es perfumado y
poco medicinal.

Alteraciones
guimicas y/o fisicas

Se hidroliza el acetato
de eugenol
transformandose en
eugenol y acido acético.
Algunos de los
compuestos de
fragancia se solubilizan
en agua.

Se hidroliza el acetato de

eugenol

transforméandose en
eugenol y acido acético.
Algunos de los

compuestos de fragancia
se solubilizan en agua.

Ninguna.

Induce a la degradacion

Induce a la degradacion

El CO, supercritico se

Productos térmica de los &cidos | térmica de los acidos | comporta como  un
. fenolcarbénicos. fenolcarbonicos. solvente lipofilico
indeseados .

originando ceras y

grasas.
Relativo costo | Relativo costo | Costo muy elevado de
econdémico: facil | econdémico: facil montaje | adquisicion de los
Costos montaje del sistema. del sistema. equipos y operacionales.

Solvente de facil acceso | Solvente de facil acceso | Uso obligado de
y bajo costo. y bajo costo. separadores.
Sus extractos se | Sus extractos se | Sus extractos estan
: . destinan al desarrollo | destinan al desarrollo de | destinados al desarrollo
Uso industrial . L . o .
de insecticidas, | insecticidas, fungicidas y | de perfumes y
fungicidas, anestésico. anestésico. COSméticos.
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En la destilacion con agua se obtienen extractos oleosos que poseen aromas mas
fuertes y colores mas oscuros, ademas se conservan las propiedades medicinales
respecto a los obtenidos por EFS y Soxhlet (Wengiang et al., 2005; Dellacassa et al.,
2004b; Della Porta et al, 1998). Por otro lado, la destilacibn en comparacion con las
técnicas de extraccion antes citadas aporta aceites de menor calidad que los
producidos por estos métodos (Wengiang et al., 2005; Urbaez, 2003).

Por otra parte, con la intencion de evaluar cualitativamente las variables
incidentes en el rendimiento del proceso de extraccion de aceite de clavo de olor que
empleen las técnicas de destilacion con agua, se aplico el diagrama de Ishikawa o de
causa-efecto, representado en la figura 4.1. Posteriormente las variables fueron

cuantificadas, como mas adelante se muestra en este capitulo.

En la figura 4.1 se evidencia la influencia de multivariables en la extraccion de
aceites esenciales por destilacion con agua, categorizadas segun las 6M, esto es:
mano de obra, método, materiales, mediciones, medio ambiente y maquinaria. En
cuanto a mano de obra las variables tales como calidad de supervision, condiciones de
trabajo e inexperiencia, tuvieron poca o ninguna incidencia en la realizacién de las
extracciones, dadas las condiciones apropiadas de trabajo y de desempefio del
experimentador en todo momento, de modo que se minimizaron los errores en el
proceso. Con esta finalidad se planificd los instrumentos de recoleccién de datos y mas
aun, la ejecucion de cada corrida experimental de las extracciones, inherentes al
método. En este orden de ideas, los factores del medio ambiente escaparon del
dominio del investigador, al quedar con efecto uniforme sobre el proceso; de esta
manera, en la categoria de maquinaria, se encontré el funcionamiento adecuado de

los equipos que evitd perturbaciones en el sistema y por ende, sobre el rendimiento.

En lo que se refiere a variables manipulables, de caracter relevante o influyente
en el proceso, se encuentran las relacionadas con las categorias de materiales y
mediciones del diagrama citado. Dentro de este marco, destacaron las siguientes
variables: contacto con el solvente, contenido de agua, procedencia y tratamiento como
el tamafio de particula, referidas a la materia vegetal en la categoria de materiales.

Mientras que las que pertenecen al sistema, bajo la condicién de mediciones, estan las



CAPITULO IV: Resultados y Discusion &=

Clavo MATERIALES
de olor
Corrida / Tamafio de
Experimental\|a particulg
Quimico

Separacion

MANO DE OBRA METODO

Calidad de

Supervision Ejecucion del
método operatorio

Solvente

Condiciones

de trabajo Planificacion

Recoleccion

Inexperiencia

Materia Vegetal

de datos Fisico Proceso de Extraccion
. . P| de aceites esenciales
Alimentacion - con agua
_ Tiempo de Ventilacion Posicion
| solvente. /" destilacién Paradas
Presion Condensador
ambiente
— Tipo Instrumentos de
Pérdida de calor medicion

flqjo del en el tanque Fallas
de.calor al refrigerante Humedad Tempgratura Calibracian
sistema del area
, de trabajo
Energia
MEDICIONES MEDIO AMBIENTE MAQUINARIA

Figura 4.1. Diagrama de Ishikawa para el proceso de extraccion de aceite esencial de clavo de olor con agua



referentes a energia tal como la velocidad de flujo del refrigerante y el suministro de
calor, asi como las correspondientes a la alimentacién: el volumen de solvente y la

cantidad de materia vegetal.

Dada que la variable tipo de contacto entre la materia vegetal y el solvente,
permitio establecer técnicas de extraccion distintas, hidrodestilacién (contacto directo
con fase liquida) y arrastre con vapor de agua o humedo (sin contacto con fase liquida);
se seleccion6 como la variable de interés en el analisis de la obtencion del aceite
deseado, al realizarse un conjunto de extracciones preliminares variando el contacto
entre el clavo de olor y el agua. Hay que resaltar que las variables manipulables sin
seleccionar, permitieron mediante su operacidbn complementar la caracterizacion y el
analisis de las técnicas de extraccion estudiadas; permitiendo la recoleccion de datos
confiables en los ensayos preliminares para el establecimiento de las condiciones de

operacion adecuadas en la obtencion de S. aromaticum.

En los procesos de extraccion, especificamente las etapas de separacion y
purificacion presentan especial importancia dado que contribuye a altos rendimientos o
bien, a mayores cantidades del aceite deseado; es por ello, que se reconsiderd en la
etapa de separacion el uso de un agente quimico, como el cloruro de sodio (NaCl), con
el fin de romper la emulsion presente en el destilado y con ello facilitar la separacion de
las fases, acuosa y organica. Cabe destacar, que se prefirié6 el NaCl debido a que es
una sal accesible, de bajo costo y de alta solubilidad en medio acuoso que facilita la
separacion de las fases; ademas los posibles restos de este permanecen en la fase

descartada.

En general, los procesos se caracterizaron en funcion de las variables inherentes
al destilado, masa 