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RESUMEN degradacion del aceite esencial encapsulado en la
microemulsion formulada, y por medio de GC-FID, se

Los pesticidas derivados de las plantas estan et comprobd la presencia dey p tuyonas en este periodo

un nuevo uso como alternativa a los plaguicidassie de tiempo.

convencional, los que hoy en dia resultan perjattisi Palabras Clave:  Acantholippia deserticola,

para el medio ambiente y la salud humana. Un eempl biopesticida, microemulsion, tuyonas.

de este tipo de plantas Asantholippia deserticota, un

arbusto que crece en la zona altoandina del nate d ABSTRACT

Chile, popularmente conocida con el nombre de “rika

rika”. Su aceite esencial posee en su mayaria Pesticides derived from plants are gaining a nesvass
tuyonas, monoterpenos sobre los cuales se haan alternative to the conventional pesticides usddy
comprobado su actividad como pesticidas naturéles.  which are harmful to the environment and humantheal

propoésito del presente estudio fue realizar unie sky an example of such plantsAsantholippia deserticola a
formulaciones como posibles vehiculos para el aceit bush that grows in Andean zone of northern Chile,
esencial deAcantholippia deserticola, el criterio de popularly known as "rika-rika", they essential bés
seleccion de la formulacion definitiva fue por neede mostlya andp thujone, monoterpenes which has proven
estabilidad preliminar y estabilidad centrifuga.dBs its activity as natural pesticides. The purposethi$
sus propiedades se eligi6 una microemulsion como study was to conduct a series of formulations as
vehiculo definitivo para el aceite esencial dedfikka”. potential vehicles foAcantholippia deserticola essential

Se realiz6 la formulacion de una microemulsion tipo oil, the selection criteria for the final design svhay
O/W por medio de un diagrama de fases pseudoternari means of centrifugal stability and preliminary stigb
Pruebas de control de calidad como: transparencia Due to its properties a microemulsion was chosehes
Optica, centrifugacion, pH, estrés térmico y editidu final vehicle forAcantholippia deserticola essential oil.
acelerada, fueron realizadas para determinar la We performed an O/W microemulsion by means of a
estabilidad del vehiculo, y ademas se caracterizé e pseudoternary phase diagram. Quality control wsth
relacion con su comportamiento electroconductivo. as optical transparency, centrifugation, pH, hegss
Estas pruebas demostraron la eficacia de la and accelerated stability were conducted to determi
microemulsion pesticida como un posible vehiculapa the stability of the vehicle, and also charactetinéth

el aceite esencial. Por medio de cromatografiaag@ ¢ regard to its electroconductive behavior. Thesés tes
fina se comprobé que durante 120 dias no se produjo demonstrated the  effectiveness of  pesticide
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microemulsion as a possible vehicle for the esakait. (Phil. ex F. Phil.) Moldenke conocida popularmente
Using thin layer chromatography it was found that f como “rika-rika”, un arbusto que crece en la zona
120 days there was no degradation of the essaitial  altoandina en la regién de Tarapaca. La infusiétage
encapsulated in microemulsion formulated, and by GC partes aéreas de esta planta, se usa en la medicina
FID, as the presence afandf thujone in this period of ~ tradicional para combatir las afecciones y desaslen
time. estomacales, problemas hepéticos, desordenes

Key Words: Acantholippia deserticola, biopesticide
microemulsion, thujones.

INTRODUCCION

Hoy en dia la produccién agricola utiliza pestisidie

cardiovasculares y como afrodisiaco. Mediante ésfud
por cromatografia gaseosa acoplada a masa (GC4S) s
ha determinado la composicién del aceite esendal d
esta planta, identificAndose como mayores compesent
los metabolitos secundarios,y p-tuyona® terpenos a

los cuales se les ha comprobado las propiedades

sintesis quimica para combatir una gran variedad de biopesticidas
plagas: Los seres humanos estan expuestos a los Por otra parte, la eleccion de la formulacién de un

plaguicidas por diferentes vias de exposicion, como
inhalacién, ingestién y contacto con la piel; ed#
como resultado problemas de salud agudos y créhicos
El uso excesivo de plaguicidas sintéticos en lospoes

de cultivo y en el medio ambiente urbano para
deshacerse de las plagas nocivas se ha traducido en

plaguicida esta influenciada por varios factoredest
como las propiedades fisicas, quimicas y biologiehs
modo de aplicacién, el cultivo a tratar, y las ficés
agricolas. Es por esas razones que estos productos se
dividen en un numero de diferentes tipos de
formulaciones® Dentro de ellas, los concentrados

mayor riesgo de resistencia a éstos, el aumento del emulsionables han sido utilizados por un largo piem

resurgimiento de plagas, ademas de las consecsencia sin embargo, éstos

toxicolégicas para la salud humana y el aumenttade
contaminacion del medio ambiente. En Chile, la
situacion no dista de lo contrario, la intoxicac&guda

necesitan grandes cantidades de
disolventes organicos que son perjudiciales para el
hombre y su medio ambiente. Por lo tanto, hay una
demanda de nuevas formulaciones de plaguicidase ba

por plaguicidas corresponde a un problema emergentede agua, que sean limpios, seguros y que tengan un

de salud publica, derivado del uso de éstos y agoci
principalmente a la existencia de falencias en las
medidas de prevencion, asi como al limitado congtrol
fiscalizacion, en especial de los lugares de tcegb&is

impacto minimo sobre el medio ambiente. Entre glios
formulacion en emulsiéon O/W y microemulsion de
plaguicidas ha sido muy popufar?

Dado que los insecticidas de origen vegetal son

por esto, que se estan realizando esfuerzos paraconsiderados como una alternativa al uso de pliaigsic

reemplazar a estos productos quimicos sintéticas po
alternativas derivadas de productos naturales,sgue
mas seguras y no causan efectos toxicolégicos sbbre
medio ambiente. Los biopesticidas son ciertos tipes
plaguicidas derivados de materiales naturales,
principales ventajas del desarrollo de éstos, es qu
afectan soélo a la plaga y a los organismos estneetiz
relacionados, en contraste con los pesticidas
convencionales de amplio espectro, que puedereafect
organismos tan diferentes como aves,
mamiferos.

Teniendo en cuenta que las plantas sintetizan
metabolitos para defenderse del ataque de herisiveeo
ha demostrado que la aplicacion de extractos ytescei
esenciales obtenidos a partir de ellas tienendaaidad

de ocasionar algun efecto inhibitorio sobre unangra
variedad de insectdsLos componentes con actividad
insecticida de los aceites esenciales de muchasapla
son monoterpenos. Los aceites esenciatasstituyen
una alternativa potencial como plaguicidas natsrale
biodegradables, éstos se obtienen de las partessade

la planta, a través de vapor o hidrodestilaidn.

insectos 'y

de origen sintético y debido a quacantholippia
deserticola posee dentro de sus metabolitos secundarios
terpenos que han demostrado su actividad biopastici
en el presente estudio se pretendié encontramhétwie

las més adecuado para el aceite esencial de esta pkmata

ser utilizado como pesticida natural. Al producto
seleccionado se realizaron los estudios de control
calidad pertinentes y se evalué su estabilidacelen
tiempo.

MATERIAL Y METODOS

Materia prima vegetal. Aceite esencial de
Acantholippia deserticola (Phil.ex F.Phil) Moldenke
"rika-rika", la cual fue colectada en la localidde
Colchane, region de Tarapacd, Chile, latitud S3194,
longitud W68°41125', altura 3784 m.s.n.m. |derdifia
por el botanico Dr. Roberto Rodriguez de la Unidaic

de Concepcion, Chile. Numero de voucher CONC
158057.

Reactivos. Aceite de almendras, aceite de coco, aceite
de ricino, aceite de oliva, acido estearico, altoho

En el norte de Chile, una variedad de plantas son cetilico, carbopol 94Y) carboximetilcelulosa, lauril

utilizadas como cura para diferentes afecciones y
enfermedadesgentre éstasAcantholippia deserticola

sulfato de sodio, monooleato de sorbitan (Spaf),80
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polivinilpirrolidona, polisorbato 80 (Tween 8p
parafina liquida, propilenglicol, vaselina liquida.
Solventes. Acetato de etilo, éter de petréleo, etanol,
hexano.

Equipos e instrumentos. Agitador mecanico Daihan
Scientific EZ Stir HS50A, autoclave Vertical Phoeni
AV-50 plus, balanza granataria Sartorius BL500,
balanza analitica Sartorius MS 2105, bafio
termoregulado Julabo SW22, cromatégrafo gaseoso
Varian 3800, centrifuga EBA-20 Hettich,
conductivimetro Benchop Orion 3 star, equipo tipo
Clevenger, estufa BTW Binder, estufa de -cultivo
Memert modelo 600 D06062, manifold de vacio de SPE
Novagen, microscopio Kyoto Optical modelo BL-1100,
placa calefactora Fisatom modelo 735 A, pH-metro
WTN pH 3301/set, termémetro minima — maxima.
Extraccion aceite esencial de Acantholippia
deserticola. Se adquirieron las partes aéreas de
Acantholippia deserticota de la localidad de Colchane,
regién de Tarapaca, Chile. Se realizé la extracdiéin
aceite esencial a través de hidrodestilacion usamdo
aparato tipo Clevenger por 3 horas.

Preformulacién de vehiculos Se realiz6 la formulacion
de una gama de vehiculos: concentrados emulsianable
emulsiones fluidas y microemulsiones. Luego se
determiné entre éstos, aquel que presento las esejor
caracteristicas en cuanto a estabilidad y propesiad
fisicoquimicas.
Se siguié el
preparacion:

« Concentrado emulsionable: en un vaso precipitado se
agregé la fase oleosa (vaselina o parafina) y el
tensioactivo (Tween 800 Span 80), luego se
incorpord la fase acuosa (agua) y se agit6 en un
agitador mecénico, hasta lograr la dilucién del
concentrado emulsionable.

Emulsiones fluidas O/W: en un vaso se pesaron los
componentes correspondientes a la fase oleosa (acid
estedrico, parafina, aceite de coco) y se afiadid Sp

siguiente procedimiento para su

y lauril sulfato de sodio (5:1) como surfactantes,
propilenglicol y etanol (1:1) como cosurfactantesite
esencial de ‘“rika-rika” como fase oleosa y agua
destilada como fase acuosa. El diagrama de fases se
desarroll6 mediante la titulacién de las muestras c
alicuotas de agua en incrementos de 10% en uralder
comprendido entre 10% y 100%.

Seleccion de una formulacion de microemulsién para
un estudio detalladoA partir del diagrama de fases
pseudoternario, se seleccion6 una mezcla de
surfactante/cosurfactante, con una concentracion de
aceite esencial al 5% v/v correspondiente a la
concentracion letal 50 (G§ en la que se observo
mortalidad en la arafiita falsa de la vid, insedég de

la agricultura chilena.

Caracterizacion de una microemulsion O/W con
propiedad biopesticida

Medicion de la conductividad eléctrica de la
microemulsion Se midié la conductividad eléctrica de
la muestra formulada con un conductivimetro a 25°C.
Medicién de pH.El pH de la microemulsién fue medido
por medio de un pH-metro a 25°C. El pH fue medido
durante 16 semanas.

Centrifugacion. Para determinar la estabilidad de la
microemulsién seleccionada como vehiculo finala ést
fue centrifugada a 3000 rpm durante 30 minutos’€25

Estudios de estabilidad

Estrés térmico Se almacené una muestra de 50 mL de
microemulsion, siendo sometida a condiciones de
temperaturas extremas de 5°C + 2 y 40°C + 2, der@nt
ciclos alternados de congelamiento y descongeldmien
por un tiempo de 12 dias.

Estabilidad aceleradaSe almacenaron muestras de 50
mL. Las condiciones de almacenaje fueron: temperatu

80°; en otro vaso se pesé la fase acuosa (agua) y seambiente (25°C + 2), temperatura baja (5°C + 2) y

agregé Tween 80 los vasos se llevaron a un bafio

temperatura elevada (40°C * 2), las muestras fueron

termoregulado hasta alcanzar una temperatura de almacenadas por un tiempo de 120 dias.

70°C. Los vasos fueron retirados y se incorpord
lentamente la fase acuosa sobre la oleosa y sdiéome
a un bafio con agua fria.

Microemulsion O/W: se realizd incorporando en un
vaso precipitado la fase oleosa y Tweefi. @h otro
vaso se incorpor6 el lauril sulfato de sodio ydaef
acuosa.

Preparaciéon de una microemulsiéon con propiedad
biopesticida

Elaboracion diagrama de fases pseudoternari&l
diagrama de fases pseudoternario se elaboré utiliza
un sistema con los siguientes componentes: Twen 80

Los intervalos de andalisis fueron los dias: 0,,3,57 30,

60, 90 y 120, en donde tiempo cero correspondid a 2
horas luego de la formulacién del producto. En cada
tiempo predeterminado las muestras fueron removidas
de las condiciones respectivas para realizar laaeién

de la estabilidad tanto quimica como fisica.

Andlisis cualitativo en el tiempo, del aceite esmhde
Acantholippia deserticola por medio de cromatogeafi
capa fina La identificacion de los componentes
mayoritarios del aceite esencial, se realiz6 pedimde
cromatografia capa fina en placas de silica gél8le 5

cm. El eluyente utilizado fue una mezcla de éter de
petroleo y acetato de etilo (3,5 : 0,5), y las ®ona
separadas fueron reveladas utilizando yodd (Por
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medio de capilares se depositaron las muestragsen |

realizd una rampla de temperatura desde 70°C (se

placas de silica gel, se trazaron tres puntos que mantuvo por 5 min) hasta 220°C a una velocidad de

correspondian a las muestras de aceite esencig| (AE
mezcla (M) de microemulsién y aceite esencial y
microemulsion (ME). El estudio se realiz6 teniemo
cuenta tres temperaturas de almacenamiento:
refrigeracion (5°C * 2), ambiente (25°C + 2) y elds
(40°C = 2), durante un tiempo de 120 dias. El aisitle
cada muestra se realizé en los intervalos de tie@®po
30, 60, 90 y 120 dias.

Estudio de la estabilidad de y g tuyonas en el tiempo

a diferentes temperaturas por cromatografia gaseosa
con deteccion FID Se evalu6 la estabilidad dey f
tuyona en la microemulsioén, sometida a temperatilgas
5, 25 y 40°C en tiempo cero y en un tiempo de 1a6,d
por cromatografia gaseosa (GC) con deteccion FID,
previamente se extrajeron las tuyonas de la
microemulsion por extraccion en fase sélida (SPE).

Extraccion en fase soélida SPELas tuyonas fueron

2°C/min; el detector FID y el inyector (splitlessg
mantuvieron a 250°C y 240°C respectivamente; el gas
carrier utilizado fue helio (He); a una presion stante

55 Kpa, se inyectdé 1 pL de extracto organico con un
tiempo de analisis de 80 minutos.

Control microbiol6gico. La muestra se inocul6 por
medio de estrias en placas de agar Mueller-Hiritas.
placas fueron incubadas a 37°C en una estufa tieocul
por 24, 48, 72 y 96 horas, en donde en cada iritedea
tiempo se evalud si existia algun tipo de crecitoien
bacteriano y/o fangico.

RESULTADOS

Extraccion del aceite esencial deAcantholippia
deserticola. Se pesaron 150 g de partes aéreas de

extraidas de la microemulsién usando SPE, sobre unaAcantholippia deserticola “rika-rika”, de donde se

columna Variant BOND ELUT con 200 mg de C18 y
con una capacidad de 3 mEEl acondicionamiento del
BOND ELUT se realizé con lavados de 1 mL de agua.
Luego, se sembr6 500 pL de la microemulsiéon sometid
a vacio controlado en un manifold de SPE,
posteriormente se someti6 a lavados con 2 mL da agu
grado HPLC y llevado a vacio hasta total sequedad.
Finalmente se eluyeron las tuyonas con 2 mL de kmezc
de éter de petréleo y acetato de etilo (3,5 : ¥\, El

obtuvo un rendimiento de 4 mL de aceite esencial.
Preformulacién de los vehiculos. Se elaboraron
concentrados emulsionables (Tabla 1), los cuahes u
vez disueltos en agua, presentaron separacionsds. fa
Por lo que se procedié a formular diferentes eronés
(Tabla 2), como vehiculos para el aceite esenaal d
“rika-rika”. Para su formulacion se utiliz6 el mémde
inversion de fases y se calcul6 el balance hidrofil
lip6filo (BHL) requerido, las emulsiones formulada

extracto fue sometido hasta sequedad total con unafueron de tipo O/W. En las formulaciones se utibira

corriente de nitrégeno. Luego fue reconstituido560
UL de hexano grado cromatogréafico.

Cromatografia GaseosaEl perfil de laa y B tuyonas

se realiz6 en un cromatégrafo gaseoso Varian 3800GC
con deteccion FID y se utilizéd para su integradign
sistema de datos Star Toolbar. Se utiliz6 una codum
Varian CP SIL 8CB (30 m x 0,25 mm., 1,0 p film)ey s

mezclas de tensioactivos no iénicos (SparTweerf),
también se utilizé lauril sulfato de sodio, un aothnte

del tipo iénico. Pero debido a que las emulsiorms s
inestables desde el punto de vista termodinamieo, s
present6 separacion de fases. Dentro de los pdeso
desestabilizaciéon de las emulsiones, algunas de las
formulaciones presentaron coalescencia, cremado y
floculacién de las gotas.

Tabla 1. Composicién porcentual de concentradosreilsionables.

Porcentajes en la formulacion

Componentes CE1 CE 2 CE 3
Tween 86 20 - 20
Span 86 - 20 -
Parafina 30 30 -
Vaselina - - 30
Agua c.s.p. 100 100 100

CE: concentrado emulsionable
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Tabla 2. Ejemplos de preformulaciones de emulsiosed/W.
Porcentaje en la Formulacion

Componentes PF1 PF 2 PF 3 PF 4 PF5 PF 6
A. Esteéarico 1 - 04 04 - -
Parafina 10 20 20 20 20 -
A. Coco - - - - - 20
LSS 30 30 - - - -
CMC - - 0.1 - - -
Emulgentes - - 30 60 30 30
Agua c.s.p. 100 100 100 100 100 100

LSS: Lauril sulfato de sodio; CMC: Carboximetildelsa; PF: Preformulacion

Posteriormente se procedi6 a la formulacion de Preparacion microemulsion O/W con propiedad
microemulsiones. Para la preformulacion de éstas, s biopesticida
utiliz6 como fase oleosa vaselina y parafina. Azahar
la fase oleosa de estas formulaciones con los Elaboracion de diagrama de fases pseudoternatias
componentes, no se pudo formar una microemulsion y mezclas fueron agitadas y observadas, en casorde se
hubo separacién de fases, por lo que se opt6 fiaaut turbias las mezclas se descartaron; en caso de ser
una concentracion de aceite esencial como fassaleo transparentes fueron consideradas microemulsiones y
Al formularla, ésta se form6 de manera espontéiea, marcadas por medio de puntos en el diagrama ds. fase
transparente y no presenté separacion de fasestaA e Durante la adicion de agua hubo una transiciéniruaet
formulacion se le realiz6 un seguimiento de esthail de sistemas ricos en aceite (microemulsiones V& @y,
preliminar por un tiempo de 15 dias, en donde la sistema rico en agua (microemulsiones O/\&i. la
microemulsiéon no presenté signos de inestabilidad a Figura 1 se observa el diagrama de fases
final del estudio. pseudoternario. La  formacion de  sistemas
microemulsionados, que corresponde al area trazada
puntos, se observ6 a temperatura ambiente.

0% Surfactante/Cosurfactonts

100% Agua

100% SiC ’ NS N N 0% Agua

0% Aceite e;zu:mlr ‘E’i’\[r":nlcene esencial
Figura 1. Diagrama de fases pseudoternario, en doedse presenta trazado con puntos las zonas dondda@nan
microemulsiones. S/C: surfactante/cosurfactante

Seleccion de una formulaciéon de microemulsién para  etanol, como fase oleosa el aceite esencial da-fiita”
estudios detalladosSe seleccion6 del diagrama de a un 5%, y agua como fase acuosa.

fases, una microemulsién tipo O/W la cual corregipn

a un sistema compuesto por surfactantes: laufftsul

de sodio y Tween &0 cosurfactantes: propilenglicol y
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Caracterizaciéon de la microemulsién con propiedad Estudios de estabilidad
biopesticida

Estrés térmico La muestra no present6é alteraciones
Medicion de la conductividad eléctricad partir del durante los 6 ciclos, lo cual demostré que es odymto
10% de agua, el valor de la conductividad eléctrica estable. En cuanto a sus caracteristicas orgaialépt
aument6é considerablemente debido a la transicion de como: color, olor y aspecto, ésta conservd sus
una microemulsién con una fase continua oleosaaa un caracteristicas iniciales sin observarse algin wamb
microemulsion de una fase continua acuosa, llegando perceptible. El pH también fue medido, existieniota
un valor final de 1645 ps/cm cuando se realizéll t variacion de éste, pero dentro de un rango aceptabl
aporte de agua para formar la microemulsién O/W. Una vez cumplidos los 6 ciclos, la muestra fue
Medicion de pH La muestra se encontraba a centrifugada, no observandose separacion de fades d
temperatura ambiente (25°C) y con exposicion aiza | producto.
solar, al realizar la medicién de pH en el tiempe, Estabilidad aceleradaEl aspecto, color y olor de las
observé una disminucién de este pardmetro desde lamuestras de las microemulsiones sometidas a
cuarta semana, en comparacion a la muestra patrén s temperatura ambiente y baja, no demostré alterasion
exposicion a la luz solar. En ésta los valores se perceptibles durante el periodo de estudio de 1a@§.d
mantuvieron a un pH cercano a 6,0 luego de un En cambio, la microemulsién almacenada a temperatur
seguimiento de 16 semandsa disminuciéon de este elevada, sufri6 cambios en su aspecto, color y alor
parametro fisicoquimico en la microemulsién expaiest cumplir el tiempo de almacenamiento. Por otra p&ote
la luz, indica que existen algunos componentesade | valores de pH resultaron en variaciones aparentes a
muestra que tienden a degradarse o ser sensilaldsza temperatura ambiente y temperatura elevada, pero en
solar. mayor magnitud en la temperatura de 4@ cuanto a
Centrifugacion. Las muestras no presentaron signos de las muestras sometidas a temperaturas bajas (55i@) y
separacion de fases, precipitacibn o coalescencia, exposicién a la luz solar, no se observaron vamess
demostrando ser una formulacién estable por lonque  en el pH, manteniéndose un valor promedio en el
se necesitd reformular, esto permitié continuar lozn tiempo. (Tabla 3)
estudios de estabilidad.

Tabla 3. Caracteristicas organolépticas de las mueas almacenadas a diferentes temperaturas, una vemmplido un tiempo

de 120 dias.
Caracteristicas organolépticas
Microemulsion Muestra Aspecto Color Olor
ME 5°C Normal Homogéneo Normal, sin Caracteristico
alteracion
ME 25°C Normal Homogéneo Normal, sin Caracteristico
alteracion
ME 40°C Anormal Homogéneo Alterado Alterado

ME: Microemulsién

Andlisis cualitativo en el tiempo de la presenciald diferentes condiciones de temperatura, se obserleso
aceite esencial por medio de cromatografia capaafin mismos tiempos de retencién que en tiempo cero.

Se utilizé como patrén, el aceite esencial de *rika” Determinacién de tuyonas en el tiempo, sometidas a
obtenido en el Laboratorio de Productos Naturaéetad diferentes temperaturas por medio de GC-FlDuego
Universidad Arturo Prat, debido a su elevado cadten de someter previamente a extraccion por fase skla
de tuyonas® Al comparar el patrén con la muestra de muestras de blanco, microemulsiones en tiempo cero,
microemulsion que contenia aceite esencial de -‘rika microemulsiones a temperatura baja, ambiente ydéev
rika” en tiempo cero, se observé un factor de Efen por 120 dias, se obtuvieron las proporciones: def3

(Rf) de 4 bandas caracteristicas, tanto en la mauesh tuyonas por medio de cromatografia gaseosa con
aceite esencial puro como en la muestra de deteccién FID. En la Tabla 4 se presentan los taetns
microemulsion. Esto asegura la presencia de losiosis de cada muestra analizada.

componentes. En los tiempos 30, 60, 90, 120 y a
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Tabla 4. Porcentajes obtenidos por GC - FID de y  tuyonas a diferentes tiempos y temperaturas.

Muestras* Temperatura Tiempo % a- tuyona % P - tuyona

Microemulsién 25°C 0 dias 22,42 +0,08 77,57 £0,08
Microemulsiéon 5°C 120 dias 64,6 + 0,46 31,48 +0,24
Microemulsién 25°C 120 dias 65,6 +0,78 34,39+0,78
Microemulsién 40°C 120 dias 73,96 + 3,84 20,46 +0,93

*Cada muestra fue realizada por triplicado

Se realizé la inyeccién directa al cromatografoadeite y 38,90 minutos respectivamente. En la microemnlsié
esencial de “rika-rika” utilizado para la formuléwside en tiempo cero, se observd que las sefialea yef

las microemulsiones, en donde aparecieron lasesefial tuyonas aparecieron en los tiempos de retencién
correspondientes a lay B tuyonas en los tiempos de  respectivos, con una proporcion de 22,42% + 0,88 p
retencion caracteristicos para ellos, los cualas3gg39 a-tuyonay 77,57% + 0,08 pafatuyona. (Figura 2).

-

-
T

[ i gy
L

v ,

Figura 2. Perfil cromatografico de una microemul&®n en tiempo cero sometida previamente a SPE. ($gfiala - tuyona (2)
Sefialp- tuyona.

B

nnses

Luego de un tiempo de 120 dias se obtuvieron los las tuyonas. Al analizar la proporcién tanto de B
porcentajes de la proporcion de day B tuyona, tuyonas en cada muestra, luego de un tiempo ddia20
detallados en la Tabla 4 para cada muestra sometida (Figura 3) se encontr6 que ésta cambiaba, lo que se
temperatura baja, ambiente y elevada. En cuanto acomprob6 por la inversion de las sefiales de las tre
estabilidad, se observa que luego de un tiempa268e 1 muestras expuestas a diferentes temperaturas, en
dias, todavia se pueden recuperawlgs tuyonas, por comparacion con la muestra en tiempo cero.

lo que se podria decir que el tiempo y diferentegos

de temperatura no tienen influencia en la estatlide
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i

‘ Microemulsion 40°C

i Microemulsién 25°C

Microemulsién 5°C

=

e

Figura 3. Perfil Cromatogréfico de las microemulsbnes sometidas a temperatura baja, ambiente y eledapor un tiempo de
120 dias. (1) Sefial - tuyona (2) SefiaB- tuyona.

Control microbiolégico. Al observar la muestra
inoculada en las placas petri en cada intervalkiedgo

Preformulacién de vehiculos.

de 24, 48, 72 y 96 horas, se descartd crecimiento Los concentrados emulsionables han sido muy pagsular

bacteriano y fungico.
DISCUSION

Extraccion del aceite esencial

deserticola.

deAcantholippia

Se utilizé Acantholippia deserticola porque se sabe que

por muchos afios y representan el mayor volumen de
todas las formulaciones de pesticitfBn la mayoria de

las formulaciones se utiliza un solvente organicma
keroseno, tolueno, entre otros, los cuales resuftay
irritantes para la piel y tejidos mucosos, por leeq
fueron reemplazados con parafina y vaselina dehido
que son menos toxicos para el ser humano y el medio
ambiente; sin embargo, al realizar formulaciones co

su aceite esencial es una compleja mezcla de unaéstos, se presentd separacion de fases y se Gagesit

variedad de monoterpenos y sesquiterpefos. un
andlisis del aceite esencial de esta planta poronu

agitacion constante para reconstituir el vehicelsta
agitacion hace dificultosa la dispersion por pated

cromatografia gaseosa acoplada a masa (GC/MS) seusuario y ademas no permite una buena mezcla del
encontraron 22 compuestos, los cuales represemtan u principio activo con los demas componentes de la

99,3% del total del aceife Los constituyentes que se
encontraron en mayor cantidad fueramtuyona
(10,5%), p-tuyona (77,9%) y sabineno (4,9%).De
todos los componentes del aceite esencial, lanasyo
constituyen cerca del 88%, lao-tuyona, un
monoterpeno, es la més importante, a la cual $mle
atribuido la propiedad pesticida. Las tuyonas estan
presentes en diversos tipos de plantas en lasegha s
comprobado su actividad insecticida frente a difes®
tipos de plagas. Dado que se ha comprobado ladsaiv
insecticida en diferentes plantas que contieneanias,

es un hecho queAcantholippia deserticola es un
potencial pesticida de origen natural, lo que es
confirmado por la comprobacion de la efectividad, e
términos de mortalidad, del aceite esencial de
Acantholippia deserticola sobre estados ninfales de
Aleurothrixus flocossus (mosquita blanca) con 98% de
mortalidad al 10% v/v y adultos detranychus urticae
(arafiita bimaculada) con 82% de mortalidad al 5%yv/
Brevipalpus chilensis (falsa arafiita de la vid) con 70%
de mortalidad al 5% vhinsectos tipicos de las plagas en
la agricultura chilen&!

formulacién. Por ello, se procedié a la formulacdm
emulsiones de aceite en agua, las cuales estaiere

una atencién considerable debido a que no poseen
disolventes organicos volatilés. Sin embargo, las
emulsiones formuladas presentaron separaciones de
fases con fenémenos de inestabilidad como
coalescencia, por el cual las gotas de una emutgon
unen para formar gotas mayores, proceso que fimdme
da por resultado la separaciéon de las fases olgosa
acuosa, produciendo la ruptura de la emulsién. teas o
formulaciones se presenté cremado, si la densidaasd
gotas en la fase dispersa es mayor que la de éa fas
continua, aquellas se hundiran en la emulsion, tnaign
que si su densidad es menor tenderan a concengrarse
la parte superior de ésta y se formaran zonas mas o
menos concentradas en la emulsidn.Pese a ello, el
fenémeno es reversible ya que una simple agitacion
permiti6  reconstituir  facilmente las emulsiones
formuladas.

En las formulaciones de microemulsiones preparadas
con vaselina y parafina como fase oleosa se presen
separacion de fases, esto se puede deber a que la
parafina y la vaselina poseen una densidad merolagqu
del agua, y la mezcla de cosurfactantes/surfactarde
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permite disminuir la tension interfacial lo suficie para
dispersar la fase oleosa en la acuosa. Al utiékaceite
esencial de “rika- rika” como fase oleosa, en rdanmp
de parafina y vaselina se formé una microemulsién d
manera espontanea y de aspecto transparente. s&sto
debe a la disminucién de la tension interfaciateset
aceite y el agua; al disminuir la tensiéon se oletiém
solubilizacién de todos los componentes y por ande
microemulsion de aspecto transparente.
dentro de las preformulaciones que se realizaros, y
evaluar la estabilidad de los diferentes vehicufes,
eligi6 como formulacion final para el aceite esahdie
“rika-rika,” una microemulsién tipo O/W.

Preparaciéon de una microemulsiéon con propiedad
biopesticida

Elaboracion de un diagrama de fases pseudoternario.
Los resultados obtenidos mostraron que la solatoilin
maxima de aceite esencial para formar microemudsion
tipo O/W se alcanzé cuando la fase oleosa correaon

a un 10%, la mezcla de surfactantes/cosurfactdetes
30% y la de fase acuosa 60%, al igual que el maxieno
agua que puede ser solubilizada es de un 60%. Adema
se confirma que es en este punto del diagramagdsed
puede agregar el méximo de fase acuosa y lo midémo
mezcla de surfactantes/cosurfactantes. Un valoromen

Es asi, que

del sistema vy la de la
microemulsi6r %

Se formulé una microemulsiéon O/W, la cual es mas
ventajosa debido a que el tamafio de gota mucho mas
fina conduce a una mayor penetrabilidad, un area de
contacto mas grande de la sustancia activa a &fgtie
tratada y una distribucion mucho maés equilibrada

durante la aplicacién?

ampliando region

Caracterizaciéon de la microemulsién con propiedad
biopesticida.

A pesar que existi6 una disminucién del pH de la
microemulsion a temperatura ambiente, cabe destacar
que el vehiculo formulado continu6 conservando sus
propiedades fisicas, al no presentar separacidasés
luego de la centrifugacion.

En cuanto a la conductividad eléctrica, se obsgna
cuando no hay adicion de agua la conductividad
eléctrica es igual a cero, pero a medida que se fue
adicionando agua la conductividad eléctrica empez6
aumentar, debido a que esta adicion generé el
movimiento de los cationes y aniones que estaban
presentes en los componentes de la formulacid@ta ha
alcanzar un valor méaximo que confirma que la
microemulsion es de tipo O/W.

al 30% de mezcla de surfactantes/cosurfactantes no Estudios de estabilidad

permite dispersar la fase oleosa en la fase acyaia,
sistemas turbios o bifasicos.

Seleccion de una formulaciéon de microemulsiéon para
estudios detalladod a eleccion de los componentes en
la microemulsion formulada estuvo basada en ques ést
no fueran toxicos y que cumplieran con los
requerimientos de un buen vehiculo para una 6ptima
accion, en este caso como biopesticida. En la
formulacion se utilizé6 una combinacién de surfaan
i6nico y no iénico. Esta combinacién de dos tipes d
surfactantes puede ser muy efectiva para incremehta
area de la region en que se forma la microemuisesi

permitir la solubilizacién del aceite esencial, en

Estrés térmico Este estudio permiti6 comprobar que la
formulacion no sufre alteraciones al ser expuesta a
rangos de temperatura extremos, lo que confirmdajue
microemulsién es un vehiculo estable.

Estabilidad acelerada. La muestra expuesta a
temperatura elevada fue la que presentdé mas camios
relacién a su aspecto fisico y quimico, esto esdded
que la temperatura, ademas de acelerar la degbadaci
de algunos de los componentes en las formulaciones,
también tiene un efecto en la formacion de las
microemulsiones y en el balance hidréfilo/lipéfile los
surfactantes, el cual puede cambiar con la tempergt

comparacion con las microemulsiones preparadas con desestabilizar la interfaz del surfactante, lo cpat

un solo surfactante.Los emulsificantes ademas
contribuyen a disminuir la tension superficial des |

gotas de la dispersion, éstos aumentan el area detemperatura posee una directa

volumen de la dispersién mejorando el contactoeegitr
pesticida y la superficie de la planta. Generalmesat
adicionan cosurfactantes a las microemulsiones, los
cuales poseen diferentes funciones como: dismiauir
viscosidad del sistema, reducir la tension intéafac
aumentar la movilidad de la cola hidrocarbonada del
surfactante y otorgar una mejor penetracion deteaea

consecuencia favorecera la separacion de fases del
producto formuladd-*’Debido a que la elevacion de la
influencia en la
estabilidad de las formulaciones, asi como en el
compuesto activo, las alteraciones del pH en las
formulaciones son esperadas. Estas se pueden aeber
diferentes factores como la proliferacion bacterjada
inestabilidad o incompatibilidad de  algunos
componentes o0 a la degradaciéon en el tiempo del
componente activo, en este Ultimo caso es atribalido

ésta’® Normalmente se afiaden alcoholes de cadena componente de la formulacién.

corta, media y algunos glicoles (etanol y propileg),
proporcionando una reduccién méxima del tamafio de
gota en la fase interna, alterando la hidrofilefilia

Andlisis cualitativo en el tiempo de la presenciald
aceite esencial por medio de cromatografia capaafin
Se demostrd que el aceite esencial de la muester al
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sometida a diferentes temperaturas y tiempos, ept&s presenta actividad bactericida frente a cepas de
los mismos factores de retencién al compararlaslaon  Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Salmonella
muestra patrén y la placa cromatografica en tieoggo. typhymidium y Klebsiella pneumoniae.® Aquello es una

A temperatura elevada, desde los 90 dias se @@gistr ventaja para evitar agregar conservantes a la
colas en las microemulsiones en las placas formulacién que puedan desactivar e interactuar con
cromatogréaficas, atribuidas a posibles productos de algin componente. Dadas las propiedades tanto del
degradacion. Este resultado es de gran importay&ia, compuesto activo como de sus componentes se podria
que demuestra la necesidad de proteger el prodiecto decir que la microemulsién corresponde a una
elevadas temperaturas de almacenamiento. Las formulacién autoconservada.

microemulsiones son capaces de encapsular el aceiteAntes del descubrimiento de los pesticidas sirdstic
esencial, lo que da la posibilidad de retardar la como el DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), los
volatizacién, oxidacion y degradacion de los aeeite biopesticidas derivados de plantas eran de utifimac

esenciales durante el proceso de almacenamiénto. masiva. A pesar de su potencia contra las plagas lo
Determinacion de tuyonas en el tiempo, sometidas a productos de sintesis quimica tienen desventajgsisale
diferentes temperaturas por medio de GC-FIRI a sus altos costos, su residualidad toéxica, la

observar el perfil cromatografico correspondientta a contaminacion de alimentos y la generacion de
muestra en tiempo cero y la tabla con los valores resistencia a las plagas. Estos inconvenientes han

obtenidos, se observa que se obtuvieron las priopes llevado a que se retome el interés por la utilizade
adecuadas paray B-tuyonas y los tiempos de retenciéon pesticidas derivados de plantas, en donde una
caracteristicos de estos terpenos, por lo quetiaceion microemulsion en base a aceite esencial de

en fase soélida podria corresponder a una técnica Acantholippia deserticota seria una buena alternativa, al
adecuada para la extraccion de este tipo de tespgao demostrar ser un vehiculo seguro y estable a donéis
que se obtiene una respuesta de las tuyonas yesermpu  de almacenamiento normales y con proteccion aza lu
observar sus sefiales en el cromatograma. Luegma de u solar.

tiempo de 120 dias, en las muestras sometidas a

temperatura ambiente y elevada, se observa que ésta AGRADECIMIENTOS

permanecen estables a pesar de la disminuciéon de pH

que presentaron en el tiemficEn cuanto a la muestra Al Departamento de Ciencias Quimicas y Farmacéutica
sometida a temperatura elevada (40°C), ésta nio surfr de la Universidad Arturo Prat.

cambio en su proporcién. Un cambio en la tempexatur
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