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Resumen: El objetivo de este trabajo fue determinar la composicion
quimica volatil del aceite esencial de varias especies de Piperaceas
(Piper dilatatum, Piper aduncum, Piper divaricatum, Piper sp,
Piper sanctifelicis) y la actividad repelente de ellos contra el gorgojo
de granos almacenados Tribolium castaneum Herbst. Los aceites
esenciales se obtuvieron por hidrodestilacion, la separacion e
identificacion de los componentes volatiles se realizd por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y para la
evaluacion de la actividad repelente se empled el método de area de
preferencia. Los compuestos mayoritarios encontrados en Piper
dilatatum fueron el apiol 89,0% y trans-cariofileno (3,5%); en Piper

divaricatum, eugenol (37,5%) y metil eugenol (36,3%); Piper sp, O.-
gurjuneno (o guaieno) (24,9%) y elemol (14,2%); Piper
sanctifelicis, 8-3-careno (35,3%) y limoneno (27,1%); Piper
aduncum, dilapiol (48,2%) y 1,8 cineol (11,4%). Los porcentajes de
repelencia de los aceites esenciales a una concentracion de 1 pL/cm?,
a un tiempo de exposicion de 2 horas frente al T. castaneum fueron:
Piper aduncum (99%), Piper sp (96%), Piper dilatatum (82%),
Piper divaricatum (76%), Piper santifelicis (33%).

Palabras clave: Piperaceae, aceite esencial, actividad repelente,
biocida, Tribolium castaneum.

Abstract: Evaluation of repellent activity of essential oils
obtained from Piperacea plants from Choco department,
Colombia. The aim of this work was to study the volatile chemical
composition of essential oil from various species of Piperaceae
(Piper dilatatum, Piper aduncum, Piper divaricatum, sp Piper,
Piper sanctifelicis) and their repellent activity against stored grain
beetle Tribolium castaneum Herbst. Essential oils are obtained by
hydrodistillation, the separation and identification of volatile
components was conducted by gas chromatography and mass
spectrometry for the determination of the repellent activity, the
preferred area method was used. The main compounds found in
Piper dilatatumwere apiole 89,0% and trans-caryophyllene (3,5%);
in Piper divaricatum, eugenol (37,5%) and methyl eugenol (36,3%);
Piper sp, o-gurjunene (or guaiene) (24,9%) and elemol (14,2%);
Piper sanctifelicis, 8-3-carene (35,3%) and limonene (27,1%); Piper
aduncum, dillapiole (48,2%) and 1,8 cineole (11,4%). Percentages
repellency of essential oils at a concentration of 1 puL/cm? at an
exposure time of 2 hours against T. castaneum were: Piper aduncum
(99%), Piper sp (96%), Piper dilatatum (82 %), Piper divaricatum
(76%), Piper santifelicis (33%).

Keywords: Piperaceae, essential oil, repellent activity, biocide,
Tribolium castaneum

Introduccion

En Colombia, uno de los departamentos con mayor biodiversidad a
nivel de flora, es el departamento del Chocd, ubicado entre el océano
Pacifico y la cordillera Occidental. Se estima que posee mas de 8000
especies de plantas superiores [1]. En esta region se encuentra un
nivel alto de especies endémicas y potencialmente utiles,
con importancia cultural y socio-econdmica, ya que estin
directamente relacionadas con el suplemento de las diferentes
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necesidades de su comunidad, tales como alimento, medicina,
vivienda, etc. [2,3]. En la flora Pacifica colombiana, la familia
Piperaceae es el cuarto grupo mejor representado en plantas con
flores, el departamento del Chocd cuenta con 93 de las 183 especies
registradas en el pacifico Colombiano [4,5].

Desde el punto de vista econémico el género mas importante de esta
familia es el Piper. Las plantas de este género son ampliamente
utilizadas en la medicina tradicional [6] por las variadas propiedades
bioldgicas que presentan [7], entre ellas, diuréticas [8], antiparasitarias
[9,10], antimicrobianas [7,11], antioxidantes [11,12],
antiinflamatorias [13], antiviral [14], contra mordidas de serpiente
[15], insecticida [7, 16], etc. Sus aceites esenciales en particular
inhiben el crecimiento de un amplio grupo de microorganismos [17-
19] que causan infecciones importantes en el hombre, las plantas y los
animales, presentando ademas, diversos tipos de actividades como
citotoxica, antifungica, antioxidante, insecticida, larvicida,
antinociceptivo, antiinflamatoria, entre otras [17-22]. Numerosas
investigaciones han mostrado que existe diversidad quimica en la
composicion de los aceites esenciales segun las condiciones
geobotanicas de cultivo, ambiente, etc, los cual influye directamente
en la respuesta a las actividades que se desean evaluar [23, 24]. La
fumigacion juega un importante papel en la eliminacioén de plagas de
insectos en productos almacenados. Actualmente, la fosfina y el
bromuro de metilo (disponible en botellas y latas de metal) son los dos
fumigantes comunes utilizados para proteger los granos almacenados
de las plagas.

La resistencia de los insectos a la fosfina es un problema mundial,
mientras que el bromuro de metilo, un fumigante de amplio espectro,
ha sido declarado una sustancia que agota el ozono y por lo tanto, se
estd eliminando por completo [25,26]. En vista de los problemas con
los fumigantes actuales (es decir, compuestos que actlan sobre
insectos diana en fase gaseosa), hay un interés mundial en estrategias
alternativas, incluyendo el desarrollo de sustitutos quimicos y
productos vegetales. Sobre éstos ultimos, existe una creciente
inclinacion por los aceites esenciales y sus componentes por su accion
fumigante, ya que éstos pueden tener ventaja sobre los convencionales
en términos rapida degradacion, disponibilidad local [27] y baja
toxicidad para los mamiferos (no es cierto en todos los casos), i€,
Llana et al reportaron la ausencia de citotoxicidad de compuestos
azufrados obtenidos del aceite esencial de Allium spp, en células de
adenocarcinoma de colon humano Caco-2 [28].

Numerosas investigaciones han sido realizadas sobre los aceites
esenciales y sus componentes como fumigantes, contra insectos de
productos almacenados. Las pruebas de toxicidad realizadas con
aceites esenciales (principalmente extraidos de plantas pertenecientes
a las familias Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae y Myrtaceae) y sus
componentes  (cianohidrinas, = monoterpenoides, = compuestos
azufrados, tiocianatos, entre otros) se han centrado en gran medida en
las plagas de escarabajos como el Tribolium castaneum [29-31].

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la composicion quimica
volatil del aceite esencial de 5 plantas Piperaceas recolectadas en el
departamento del Chocd: Piper aduncum, Piper sp, Piper dilatatum,
Piper divaricatumy Piper santifelicisy evaluar su actividad repelente
contra el gorgojo de la harina Tribolium Castaneum Herbst.
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Material y métodos
Material vegetal

Las hojas frescas de Piperaceas, fueron recolectadas en el
departamento de Choco, Colombia. La identificacion taxondmica se
llevo a cabo en el Herbario Nacional de Colombia (COL), los pliegos
testigo de cada planta quedaron depositados como muestra
permanente en dicho Herbario. En la Tabla 1 se muestran la
identificacion y nimero de voucher de las especies estudiadas.

Tabla 1. Identificacion taxonémica de |as Piperaceas estudiadas.

Especie No voucher
Piper dilatatum L. Rich COL 519976
Piper divaricatum G. Mey Col 519991

Piper aduncumL. COL 522554
Piper sp COL 519969
Piper sanctifelicis COL 519979

Hidrodestilacion (HD)

Esta fue realizada en un equipo de destilacion tipo Clevenger, segun
los procedimientos descritos por Jaramillo et al., [32,33]. Se usaron
500 g de hojas y tallos frescos, finamente picados, sumergidos en
agua, la duracion de la hidrodestilacion fue de 2 horas. El aceite
esencial se separd del agua por decantacion y se le adiciond NaxSO4
anhidro. Una alicuota del aceite (30 pL) se diluyo en 1 mL de
diclorometano para el analisis cromatografico.

Andlisis Cromatogréfico

El analisis cromatografico de las muestras se realizd en un GC
Hewlett-Packard (HP) 5890A Series 11, equipado con un puerto de
inyeccion split/splitless (250 °C, relacion de split 1:30) y un detector
de ionizacion en llama (FID) (250 °C). Los espectros de masas
fueron obtenidos por impacto de electrones con energia de 70 eV, en
un cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Plus acoplado
a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973,
equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (250 °C, relacion
split de 1:30), un inyector automatico Agilent 7863, un sistema de
datos (HP ChemSation 1.05), incluyendo las bases de datos NBS
75K, WILEY 138K y NIST 98. Se us6 una columna capilar de silice
fundida, HP-5MS de 50 m x 0.25 mm D.I., con fase estacionaria de
5 %-fenil-poli(metilsiloxano) de 0.25 um de grosor. El gas de
arrastre fue helio (99.995 %, Aga Fano, SA.), con una velocidad
lineal de 35 cm.s™!. La temperatura del horno fue programada de 40
°C (15 min) hasta 250 °C (15 min) @ 5 °C min’! [25]. Para la
identificacion de los compuestos se usaron algunos terpenos
estandar, analizados bajo las mismas condiciones instrumentales que
las muestras, espectros de masas e indices de retencion de Kovats de
componentes, que se compararon con los reportados en la literatura
[34,35].

Insectos

Para los experimentos se utilizaron adultos de Tribolium Castaneum
Herbts. (Coledptera: Curculionidae), los cuales se mantuvieron
sobre un sustrato de granos de harina de maiz. Los cultivos de
insectos se mantuvieron en la oscuridad a 25+ 1 °Cy 70 + 5 % de
humedad relativa.

Actividad repelente

Este ensayo se realizd usando la técnica de area de preferencia
[32,36]. Para realizar el ensayo se colocaron un total de 20 insectos
adultos de T. castaneum Herbts en el interior de una caja de Petri
con papel filtro cortado a la mitad, resultando dos areas de trabajo,
una tratada con volimenes iguales de diferentes concentraciones de
aceite esencial disuelto en acetona (0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 y 1,0
pL/cm?), y la otra con acetona tnicamente. Para identificar el area
tratada con el aceite del area no tratada, fue colocado un punto en el
centro de una de las mitades del papel filtro, luego de esto, se
contaron los organismos presentes en cada mitad del papel filtro
después de dos y cuatro horas de exposicion.
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El porcentaje de repelencia (PR) en los diferentes tiempos de
exposicion fue hallado utilizando la formula PR= [(ANT-
AT)/(AT+ANT)*100], donde ANT Y AT corresponden al nimero de
insectos de las areas no tratadas con el aceite y tratadas con el mismo,
respectivamente. Cada concentracion fue evaluada 5 veces y el ensayo
se realizo por duplicado. Durante el ensayo se tuvo en cuenta que el
diametro del papel filtro coincidiera con el tamafo de las cajas de Petri
y hacer las mediciones en oscuridad absoluta con el fin de obtener
resultados veraces.

Andlisis estadistico

Los datos se presentan como la media + error estandar. La
significacion estadistica fue determinada por los test de Duncan y
Tukey. El analisis de varianza determin¢ si los resultados obtenidos

para los ensayos de actividad repelente son estadisticamente
diferentes. La significacion estadistica se fijo en p < 0,05.

Resultados
Composicion quimica volatil

La Tabla 2 muestra los principales componentes hallados en los
aceites esenciales de las Piperaceas trabajadas. Fueron identificados
metabolitos secundarios en concentraciones superiores al 0,1 %. Los
compuestos mayoritarios encontrados en Piper dilatatum fueron el
apiol 89,0% y trans-cariofileno (3,5%), cubebeno (0,8%); en Piper
divaricatum, Eugenol (37,5%), Metil eugenol (36,3%) y B-elemeno
(10,7%); Piper sp, o-gurjuneno (o guaieno) (24,9%), elemol (14,2),
8-3-careno (11,4%);, Piper sanctifelicis 8-3-careno (35,3%),
limoneno (27,1%), B-pineno (6,9%); Piper aduncum, dilapiol
(48,2%), 1,8 cineol (11,4%), cariofileno (8,3%), espatulenol (4,2%).

Actividad repelente

Los resultados de la actividad repelente del aceite esencial de Piper
dilatatum, Piper aduncum, Piper divaricatum, Piper sp, Piper
sanctifelicis son presentados en la Tabla 3. Los valores positivos
representan actividad repelente y los negativos atrayente.

Los aceites esenciales de Piper dilatatum, Piper aduncum, Piper
divericatum y Piper sp presentaron actividad repelente,
respectivamente de 65,6%, 89%, 73% y 96%:; a una concentracion del
aceite esencial de 1uL/cm?.

Discusién

A través del tiempo, especies de la familia Piperaceae, han sido
consideradas de importancia econdémica por su uso condimentario [7].
Ademas, porque han demostrado significativas propiedades

medicinales, etnofarmacologicas [6] y como fuente de insecticidas
naturales [37], lo cual justifica la bioprospeccion de estas especies.

En este trabajo de evalud la composicion quimica volatil de los aceites
esenciales de Piper dilatatum, Piper aduncum, Piper divaricatum,
Piper sp, Piper sanctifelicis, procedentes del departamento del Choco,
Colombia. Estos aceites mostraron variacion cualitativa y cuantitativa
comparada con la encontrada en especies de otras regiones. Por
ejemplo mientras que los compuestos mayoritarios encontrados en el
P dilatatum del Choco fueron apiol (89%) y cariofileno (8,3%), en las
del estado de Ceara, Brasil fueron felandreno (22,5%), A-3-careno
(10,2%), biciclogermacreno (25,0%), cariofileno (10,2%) y E-
nerolidol (6,2%) [38]. En otro estudio, reportado por Andrade et al.,
se recolectaron especimenes de 12 regiones diferentes de Brasil y se
obtuvieron 7 grupos de acuerdo con los compuestos mayoritarios
tenidos de la siguiente manera: grupo A (E-cariofileno, a-cadinol,
germacreno D), Grupo B (espatulenol, biciclogermacreno y (Z)-B-
ocimeno), grupo C (espatulenol, germacreno D y (E)-nerolidol, Grupo
D (germacreno D, limoneno, a-felandreno and biciclogermacrene;
Grupo E (B-elemeno, germacreno D y B-pineno; Grupo F
(curzereno, p-cymeno y a-eudesmol) y Grupo G ((£)-a-bisaboleno,
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Tabla 2. Compuestos mayoritarios encontrados en el aceite esencial de Piper dilatatum, Piper aduncum, Piper divaricatum, Piper sp, Piper sanctifelicis, obtenidos por HD.

Ik Porcentaje de area®, %

No Compuesto HP-5 P. dilatatum P. aduncum P. divaricatum Piper sp P. sanctifelicis
1 o-Pineno 938 0,4 0,5 - 1,1 4.4
2 B-Pineno 982 0,6 - - 1,9 6,9
3 5-3-Careno 1014 - - - 11,4 35,3
4 p-Cimeno 1024 - 0,8 - - 4.9
5 Limoneno 1028 - - - 2,4 27,1
6 1,8-Cineol 1035 - 11,4 - - -
7 Linalool 1096 - - - - 2,3
8 Eugenol 1356 - - 37,5 - -
9 B - Cubebeno 1390 0,8 - 0,8 - -
10 Metileugenol 1401 - - 36,3 - -
11 trans-Cariofileno 1418 8,3 6,0 3,0 -
12 v -Elemen 1433 1,6 - 10,7 7,3 -
13 v -Gurjuneno 1473 - - - 24,9 -
14 B -Selineno 1485 0,4 - 0,5 2,8 -
15 v -Cadineno 1513 1,7 - - 1,9 -
16 Acetato de eugenilo 1524 - - 3,2 - -
17 Isomero Nerolidol 1540 - - - - 58
18 Dilapiol 1622 - 48,2 0,8 - -
19 Apiol 1680 89,0 0,6 1,8 - -
20 Elemol 1549 - - - 14,1 -
21 Elemicina 1556 - - 3,4 - -
22 Espatulenol 1576 42 - - 1,8 -
23 Asarona 1624 - - - - -
24 B -Eudesmol 1632 - - 2,0 5,7 -

Indices de Kovats determinados experimentalmente en Columna HP-5.

®Promedio de tres extracciones + ts/\n (n= 4, 95% confidencia).
HD: hidradestilacion

curzereno y germacreno D) [23].

De otra parte, los compuestos mayoritarios encontrados en los
aceites esenciales de P. divaricatum, P.aduncumy P. sanctifelicis
difieren de los reportados por otros investigadores. De acuerdo con
Barbosa et al., el compuesto principal encontrado en P. divaricatum
fue el safrol en hojas, tallos y frutos (83-98%) [39]. Mientras que
Almeida et al., reportd linalool (23,4-29,7%), B-pineno (19,9—
25,3%) y o-pineno (9,0-18,8%) [40]. Da silva present6 en su
investigacion como compuestos mayoritarios el metileugenol
(63,8%) y el eugenol (23,6%) [41], similares a los encontrados en
éste trabajo. El compuesto mayoritario encontrado en P. aduncum
en Choco, Colombia fue el dilapiol, este también fue reportado como
mayoritario en el AE de plantas recolectadas en areas deforestadas
del amazonas al norte de Brasil [42, 43], en Manaos [44] y Ecuador
[17]. Pero en los aceites esenciales de P. aduncum obtenidos de
plantas de poblaciones Brazlandia y Parque do Guard (Brasil) los
componentes mayoritarios fueron 4-terpineol y piperitona [45].

La toxicidad de los aceites esenciales sobre los insectos de productos
almacenados es influenciada por la composicion quimica del aceite,

lo que a su vez depende de la fuente, la temporada y condiciones
geobotanicas, influencia del medio ambiente, el método y tiempo de
extraccion, parte de la planta utilizada. La variabilidad quimica puede
tener importancia ecolégica y taxonomica en la gestion y la utilizacion
econodmica de la especie [24,45].

La composicion quimica de los aceites esenciales, también determina

la actividad bioldgica que estos ejercen. Por ejemplo, extractos y
aceites esenciales de diferentes especies del género Piper incluyendo
sus metabolitos secundarios han sido usados como preservativos,
bactericidas, antifungicos insecticidas, larvicidas, entre otros [7-22].
P. dilatatum, P divaricatum, P. aduncum y P. sanctifelicis han
mostrado actividad antibacterial y antifungica [40-46]. Los aceites
esenciales de P. aduncumy P. divaricatum hna mostrado actividad
antimicrobial [10], larvicida, insecticida y repelente [43, 47].

Poco se conoce acerca del mecanismo de accion de los repelentes, se
cree que interfieren con los receptores olfatorios de atraccion hacia la
fuente de alimento del insecto. Las propiedades repelentes de los
aceites esenciales parecen estar asociadas a la presencia de
monoterpenos y sesquiterpenos en su composicion quimica volatil.

Tabla 3. Actividad repelente de los aceites esenciales de Piper dilatatum, Piper aduncum, Piper divaricatum, Piper sp, Piper sanctifelicis contra el Tribolium castaneum Herbst.

Porcentaje de repelencia segiin el tiempo de exposicion, %
2 horas de exposicion 4 horas de exposicion

Aceite esencial

0,0001 0,001 0,01 0,1 1,0 0,0001 0,001 0,01 0,1 1,0

uL/cm? uL/cm? uL/cm? uL/cm? uL/cm? uL/cm? uL/cm? uL/cm? uL/cm? uL/cm?
P. sanctifelicis 3849 3548 25+10 1749 3345 3348 3648 22+10 20+9 40+5
P. dilatatum 36+7 45+6 51+4 65+6 82+5 169 43+9 58+5 65+9 82+4
P. aduncum 246 3948 74+6° 89+5° 99+1° 1448 3848 71+6° 866" 100+0°
P. divaricatum 28+14 2948 35+7 73+6 76+4 21+17 36+7 39+11 75+6 75+3%
Piper sp. 21£7 3347 43+10 63£10* 96+2° -2+14 5+15 31+15 70+8° 86+5°
Control 5£9 3149 4444 65£12 85+5 2147 2448 38+13 45+6 48+11

aExiste diferencia significativa entre el aceite esencial y el repelente comercial (P>0,05)
PExiste diferencia significativa entre el aceite esencial y el repelente comercial (P>0,01)
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Algunos monoterpenos tales como a-pineno, cineol, eugenol,
limoneno, terpinoleno, citronelol, citronelal, alcanfor, timol,
dilapiol, entre otros; y sesquiterpenos como el nerolidol, a-
humuleno and p-cariofileno son componentes comunes de un
numero de aceites esenciales descritos en la literatura, con actividad
repelente [36, 47-49].

Los aceites esenciales o sus componentes que muestran actividad
fumigante, generalmente tienen baja toxicidad para los mamiferos.
Por ejemplo, los valores de la DLso oral (mg/kg de peso corporal)
para ratas de algunos aceites esenciales son: calamo (0,78), alcaravea
(3,50), eucalipto (4,44), tomillo (2,84), menta (4,41) y el de los
principales constituyentes son: anetol (2,09), carvacrol (0.81), 1,8-
cineol (2.48), p-cimeno (4,75), limoneno (4,60), linalol (2.79) y
terpineol (4.3) [26, 50]. Al mismo tiempo, debe tenerse en cuenta
que no todos los compuestos que se encuentran en aceites esenciales
de plantas son inocuos. Por ejemplo, los compuestos estragol y (+)-
fenchona presentes en el aceite esencial de Foeniculumvulgare (son
altamente eficaces contra Stophilus oryzae, Callosobruchus
chinensis y Lasioderma serricorne) son conocidos por ser
cancerigenos [51].

Conclusion

Los aceites esenciales de especies del género Piper pueden ser una
alternativa atractiva de origen natural para el control de insectos
como el Tribolium castaneum en productos alimenticios
almacenados (postcosecha).
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