Blacpma

© 2016
Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas 15 (4): 249 - 257
ISSN 0717 7917

www.blacpma.usach.cl

Avrticulo Original | Original Article

Bioactividad del aceite esencial de Croton trinitatis Millsp Colombiano

[Bioactivities of essential oil from Colombian Croton trinitatis Millsp]

Beatriz Jaramillo-Colorado?, Edisson Duarte-Restrepo® & Luisauris Jaimes?

1Grupo de Investigaciones Agroguimicas, Programa de Quimica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Cartagena,
Campus Zaragocilla. Cartagena, Colombia
2Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile, Santiago, Chile
Contactos | Contacts: Beatriz JARAMILLO-COLORADO - E-mail address: bjaramilloc@unicartagena.edu.co
Contactos | Contacts: Luisauris JAIMES - E-mail address: luisasjf@gmail.com

Abstract: Essential oils are being studied because bioactive properties, which vary according to their chemical composition. The objectives
of this work were to study the volatile chemical composition of essential oil (EO) from Croton trinitatis Millsp (Euphorbiaceae), obtained
from plants collected in Maria la Baja (Bolivar). Also, evaluate their antioxidant and repellent properties. EOs were isolated by
hydrodistillation technique and identified by gas chromatography coupled to a mass spectrometric detector (GC-MS). The major compounds
found in C. trinitatis were sesquiterpens: Caryophyllene (15,3%), dihydrocurcumene (14,5%), cis and trans calamenene (4.0 y 13.7.0%,
respectively), y-cadina-1,4-diene (7.4%), alaskene /6.4%), gerrmacrene A (5.8%), bicyclogermacrene (5.3%); and monoterpens as fenchone
(4.4%) and eucalyptol (1,8-cineol) (2.4%). The antioxidant activity of the EOs were determined using the method of DPPH radical. The
percentage of inhibition of DPPH from C. trinitatis was 92.2% compared with ascorbic acid (96,4%). The EO from Turbaco had the highest
repellent activity against Tribolium castaneum, at a concentration of 0.2 uL/cm?at 2 and 4 hours of exposure (86.0 and 92.0%, respectively).

Keywords: essential oil, antioxidant activity, repellent, aromatic plants, Croton trinitatis Millsp, Euphorbiaceae.

Resumen: Los aceites esenciales son motivo de estudio debido a propiedades bioactivas, las cuales varian de acuerdo con su composicién
quimica. Los objetivos de este trabajo fueron el estudio de la composicion quimica volatil del aceite esencial (AE) de Croton trinitatis
Millsp (Euphorbiaceae) obtenido de plantas colectadas en el municipios Maria La Baja (Bolivar). Ademas, evaluar sus propiedades
antioxidante y repelente. AEs fueron aislados mediante la técnica de hidrodestilacion e identificados por cromatografia de gases acoplada a
un detector de espectrometria de masas (GC-MS). Los compuestos mayoritarios encontrados en C. trinitatis fueron sesquiterpenos:
cariofileno (15,3%), dihidrocurcumeno (14,5%), cis y trans calameneno (4.0 y 13.7.0%, respectivamente), y-cadina-1,4-dieno (7.4%),
alaskeno (6.4%), gerrmacreno A (5.8%), biciclogermacreno (5.3%); y monoterpenos como fenchona (4.4%) y eucaliptol (1,8-cineol)
(2.4%). La actividad antioxidante de los AEs se determiné por el método del radical DPPH. El porcentaje de inhibicién de DPPH del aceite
esencial de C. trinitatis fue del 92.2% comparado con la del &cido ascdrbico (96.4%). El AE present6 la mayor actividad repelente frente al
gorgojo Tribolium castaneum, a una concentracion de 0.1 pL/cm? a 2 y 4 horas de exposicion (86.0 y 92.0%, respectivamente).
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INTRODUCCION

La familia Euphorbiaceae es muy variable
morfolégicamente, comprende 4arboles, arbustos,
lianas 'y hierbas; tiene una  distribucion
principalmente tropical y la mayoria de taxones crece
en zonas bajas, aungque unas pocas especies pueden
alcanzar los 4000 m de altitud. Esta familia cuenta
con cerca de 8000 especies agrupadas en 317
géneros. En colombia se han encontrado 78 géneros,
390 especies, 12 subespecies y 9 variedades (Murillo,
2004). Croton es el segundo género mas numeroso y
diverso de las Euphorbiaceae, con cerca de 800
especies de distribucion pantropical, las cuales
incluyen desde hierbas a arboles, con muy variadas
formas de hojas, exudado generalmente coloreado,
indumento de pelos estrellados o lepidotas en toda la
planta, generalmente con glandulas en la base de la
lamina y/o sobre el peciolo. Murillo (1999) registro
en Colombia 83 especies de Croton, distribuidas en
19 secciones. En comparacién con algunos paises
vecinos, Colombia posee la mayor diversidad de
especies (10.5% del total) después de Brasil, seguida
por Venezuela (8.4%) (Murillo, 1999). El analisis
fitoquimico de extractos y aceites esenciales de
diversas especies de Croton ha demostrado que
muchos de sus metabolitos secundarios presentan una
variedad de actividades bioldgicas; entre ellas
antimicrobial (Croton campestris, Croton
heterocalyx, Croton hieronymi, Croton cajucara) (De
Heluania et al., 2005; EI Babili et al., 2009; Moreno
et al., 2009; Azevedo et al., 2012); insecticida
(Croton grewioides) (Silva et al., 2008), acaricida y
repelente (Croton malambo H. Karst) (Jaramillo-
Colorado et al., 2014); larvicida (Croton funckianus)
(Vegas et al., 2011); antiparasitaria (Croton
pallidulus, Croton ericoides, and Croton isabelli)
(Vunda et al., 2012); antimalarica (Bantie et al.,
2014); citotoxica 'y  antioxidante  (Croton
argyrophyllus kunth, Croton malambo) (Jaramillo et
al., 2010; Araujo et al., 2014; Mufioz-Acevedo et al.,
2014); antiinflamatoria, antitumoral, entre otras
(Ichihara et al., 1992; Bighetti et al., 1999; Nardi et
al., 2003; Suarez et al., 2003; Blanco et al., 2006;
Kuo et al., 2007; Rocha et al., 2008; Okokon et al.,
2010; Premprasert et al., 2013). Investigaciones
reportan que las plantas de C. trinitatis juegan un
papel preponderante en la regulacién de las
poblaciones de insectos dentro del agroecosistema de
la palma de aceite (Calvache-Guerrero, 2001;
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Rodriguez-Gonzélez et al., 2012); han sido
reportadas también propiedades antivirales y
antimicrobiales (Meza, 1999).

Sin  embargo, se encuentran  escasas
referencias bibliograficas respecto a la bioactividad
del Croton trinitatis Millsp. Este trabajo contribuye a
la evaluacion de la composicién quimica volatil y
actividad repelente y antioxidante de los aceites
esenciales de Croton trinitatis Millsp. de plantas
recolectadas en el municipio de Maria la Baja,
Bolivar, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las hojas frescas de Croton trinitatis Millsp, fueron
recolectadas en el municipio de Maria la Baja,
Bolivar, Colombia. La identificacion taxondmica se
llev a cabo en el Instituto de Biologia de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales, de la Universidad de
Antioquia, los pliegos testigo de cada planta
guedaron depositados como muestra permanente en
el Herbario de la Universidad de Antioquia (HUA):
Croton trinitatis Millsp HUA 171944, La
clasificacién de las plantas fue realizada por el
bidlogo Dr. Francisco J. Roldan Palacios.

Extraccion de los aceites esenciales

La técnica de hidrodestilacion fue usada para la
obtencién de los aceites esenciales. Se pesaron 500 g
de material vegetal y fueron finamente picados, se
adicionaron en un bal6n de 3 L y se afladié 1 L de
agua y se sometio a ebullicion usando un equipo tipo
Clevenger. EIl tiempo de extraccién fue de 2 horas.
El aceite esencial (AE) se separd del agua por
decantacién y se le adicion6 Na,SO, anhidro. Se
tomé una alicuota de 30 uL y se diluy6 en 1 mL de
diclorometano para el posterior analisis por
cromatografia de gases (Jaramillo-Colorado et al.,
2012).

Andlisis Cromatografico (GC-FID-MSD)

Este se realizd6 en un GC Hewlett-Packard (HP)
5890A Series Il, 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 cromatdgrafo
de gases Agilent Technologies 6890 Plus acoplado a
un detector selectivo de masas Agilent Technologies
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MSD 5973, equipado con un puerto de inyeccién
split/splitless (250° C, relacion split de 1:30), un
inyector automético Agilent 7863, un sistema de
datos (HP ChemStation 1.05), incluyendo las bases
de datos NBS 75K, WILEY 138Ky NIST 98. Se uso
una columna capilar de silice fundida, HP-5MS de 50
m x 0.25 mm DI, con fase estacionaria de 5 %-fenil-
poli(metilsiloxano) de 0.25 pm de grosor; y columna
ZB-WAX (30m x 0.53 mm DI x 0,50 um de grosor),
con fase estacionaria de polietilenglicol. 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) a 5° C min®. 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
(Davies, 1990; Adams, 1995).
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Actividad repelente
La metodologia usada se baso en la técnica del area
de preferencia, de acuerdo con Tapondjou et al.
(2005). Para los bioensayos se utilizaron adultos de
Tribolium castaneum Herbst, los cuales se
mantuvieron sobre un sustrato harina de maiz. Los
cultivos de insectos se conservaron en la oscuridad a
25 £ 1° Cy 70 £ 5% de humedad relativa. 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 éareas de trabajo, una tratada con
volimenes iguales de diferentes concentraciones de
AE disuelto en acetona (0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01
y 0.1 pg/cm?), y la otra con acetona Unicamente. Para
identificar el area tratada con el aceite del &rea 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.

El porcentaje de repelencia (%PR) en los
diferentes tiempos de exposicion fue hallado
utilizando la férmula:

%PR= [(ANT-AT)/(AT+ANT)*100]

Donde ANT Y AT corresponden al numero de insectos de las &reas no tratadas con el aceite y tratadas con el
mismo, respectivamente. Cada concentracion fue evaluada 5 veces y el ensayo se realizd por duplicado.

Analisis estadistico. Los datos se presentan como la
media + error estandar. La significacion estadistica
fue determinada por los test de Duncan y Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p < 0,05.

Evaluacién de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalu6 como una medida
de la capacidad de eliminar los radicales (Scherer et
al., 2008), mediante reaccion del radical DPPH- (1,1-
difenil-2-picrilhidracilo)  (Sigma, USA), con

%1 DPPH = |

Absp—Absy
Abszgy

antioxidantes potenciales (aceite esencial) y acido
ascorbico (sustancia patron) (Merck, Alemania). De
acuerdo con la metodologia descrita por Jaramillo et
al. (2012). La actividad antioxidante se expresdé como
porcentaje de inhibicion del radical DPPH-, que
corresponde a la cantidad del radical DPPH:
neutralizado por los aceites esenciales y/o patrén de
referencia antioxidante, de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

]xiﬂﬂ

Ddnde: Abs es la absorbancia del blanco (solucion metanélica de DPPH®)
y Abs; es la absorbancia de la muestra
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Tabla 1
Composicion quimica volatil del AE de C. trinitatis ]
Area
No Compuestos 1k?2 relativa,%o
HP-5 HP-5 Wax Wax
Experim. Teodrico Experim. Tedrico
1 «-Pineno 937 939 1014 1036 0,4
2 1-Octen-3-ol 982 978 1418 1430 0,1
3 B-Pineno 986 980 1118 1120 0,2
4 Limoneno 1032 1031 1195 1187 0,3
5 1,8-Cineol (eucaliptol) 1044 1033 1211 1223 2,4
6 Fenchona 1080 1087 1236 1410 4.4
7 a-Terpinoleno 1084 1088 1268 1279 0,4
8 Alcanfor 1135 1143 1497 1518 0,2
9 4- Caranol 1145 - 1510 - 0,3
10 B- Oxido de pineno 1148 1156 1350 1364 0,2
11 cis- Butirato hexenilo 1176 1186 1442 1456 0,1
12 trans- Butirate de hexenilo 1183 1193 1448 - 0,4
13 Bicicloelemeno* 1328 1316 1466 1482 0,2
14 o- Copaeno 1370 1376 1474 1493 1,0
15 Hexanoate hexilo 1378 1383 1579 1599 0,2
16 B-Bourboneno* 1384 1384 1538 1546 0.2
17 B-Elemeno 1388 1391 1578 1591 14
18 «- Cedreno 1395 1409 1580 1600 0,6
19 Cariofileno 1420 1418 1586 1618 15,3
20 Dihidro-curcumeno* 1445 1430 1688 1696 145
21 y-Curcumeno* 1470 1480 1690 1690 0,4
22 Germacreno D* 1478 1480 1699 1712 0,7
23 Ar-Curcumeno 1480 1483 1773 1777 0,2
24 B-Selineno* 1480 1485 1730 1727 4.2
25 a-Selineno 1494 1494 1725 1729 0,6
26 Biciclogermacreno 1496 1494 1732 1734 5,3
27 o- Zingebereno 1502 1495 1736 1728 0,4
28 Germacreno A* 1506 1503 1740 1747 58
29 a- Farneseno 1512 1508 1736 1744 0,3
30 Alaskeno* 1516 1513 1752 1763 6,4
cis- Calameneno (Cadina-
31 1,3,5-trieno) 1520 1521 1830 1834 4,0
32 trans-Calameneno (Cadina-
1,3,5-trieno) 1524 1532 1818 1823 13,7
33 a- Cadideno 1530 1538 1759 1769 0,2
34 Germacreno B 1542 1556 1820 1823 0,1
35 trans-Nerolidol 1550 1564 2005 2007 0,3
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36 vy-cadina-1,4-dieno 1564 1570** 1762 1770 7,4
37 Espatulenol 1572 1576 2088 2126 1,9
38 Oxido de cariofileno 1578 1581 2010 1986 2,5
39 Guaiol 1585 1595 2090 2088 15
40 Epi-a- Cadinol 1620 1640 2169 1,1

?Indices de Kovats determinados experimentalmente usando columna HP-5
®Promedio de 4 extracciones
CI=xX+ts/\'n (n =5, 95% de confianza)
*comparado con la base de datos: http://webbook.nist.gov

La actividad antioxidante del aceite esencial
de C. trinitatis se midi6 empleando diferentes
concentraciones: 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, y 2,5 ug /mL.

RESULTADOS

El rendimiento del aceite esencial de C. trinitatis fue
de 0.45%. En los andlisis realizados por
cromatografia  de gases con detector de
espectrometria de masas, fueron hallados 58
compuestos de los cuales 40 pudieron ser
identificados (ver Tabla 1). Los analitos mayoritarios
encontrados en el AE fueron sesquiterpenos:
cariofileno (15,3%), dihidrocurcumeno (14,5%), cis y
trans calameneno (4.0 y 13.7.0%, respectivamente),
y-cadina-1,4-dieno  (7.4%), alaskeno  (6.4%),
gerrmacreno A (5.8%), biciclogermacreno (5.3%) y

100 4

80

60

DPPH Inhibicién, %

40 4

20 4

los monoterpenos fenchona (4.4%) y eucaliptol
(2.4%).

Evaluacion de la actividad captadora de radicales
libres de los aceites esenciales

La actividad antioxidante del aceite esencial de C.
trinitatis se evalué por su capacidad para inhibir el
radical DPPH" (cantidad de DPPH" neutralizado); la
medida de la actividad captadora de radicales libres
se realizé por triplicado. La Figura 1 muestra que el
aceite esencial de C. trinitatis procedente de Maria
La Baja presentd un porcentaje de inhibicion del
DPPH de 92.2% a una concentracion de 2.0 ug/mL,
ligeramente inferior, comparado con el del &cido
ascorbico (96.4%) a la misma concentracion, éste
ultimo es comunmente usado como una sustancia de
referencia antioxidante.

—a— C. trinitatis
— Acido ascorbico

0.1 0.5

1.5 2 2,5

mg/mL, AE

Figural
Actividad captora de radicales DPPH- de los aceites esenciales de C. trinitatis obtenidos
en Maria La Baja Bolivar
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Actividad repelente del AE de Croton trinitatis

Los resultados de la actividad repelente del AE de
C. trinitatis son presentados en la Tabla 2. Este
presentd la mejor actividad repelente contra T.
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castaneum a una concentracion de 0.2 uL/cm? a2
y 4 horas de exposicion (86 y 92%,
respectivamente).

Tabla 2

Actividad repelente de los aceites esenciales de C. trinitatis contra el Tribolium castaneum Herbst

Concentracién

% Repelencia seguin tiempo de exposicion

Aceite Esencial (uL/cm?) 2 horas 4 horas
0.00002 -8+£17 5118
0.0002 45+ 17 32+18
C. trinitatis 0.002 46 £ 15 5713
0.02 715 716
0.2 865 92+3
0.00002 4+2 6+4
Repelglrtl)tet_cliomf_?cial 0.0002 16+ 9 18+ 6
Agrlfitr:opL:rcl);i%en;to) 0.002 40+ 11 54+12
0.02 50+5 60 £ 13
0.2 76+ 9 785

DISCUSION

La composicion quimica volatil del aceite esencial de
C. trinitatis colombiano mostr6 el predominio de
compuestos  sesquiterpenoides, principalmente
cariofileno, dihidrocurcumeno, calameneno vy vy-
cadina-1,4-dieno. Hay pocos informes sobre la
guimica de los aceites esenciales de C. trinitatis, pero
Maia & Andrade, (2009) reportaron diferentes tipos
de compuestos en el AE de C. trinitatis de plantas
recolectadas en la amazonia brasilera, se encontraron
dos tipos de quimiotipos, para el quimiotipo A los
componentes mayoritarios hallados fueron:
cariofileno (18.3%), biciclogermacreno (20.4%),
espathulenol (14.3%). Para el quimiotipo B fueron
germacreno (14.3%), cariofileno (22.8%) y o-
selineno (9.3%).

Monoterpenos encontrados en el AE de C.
trinitratis han sido reportados que poseen
propiedades repelentes y/o insecticidas, tal es el caso
del 1,8-cineol, limoneno y a-pineno (Lahlou 2004;
Batish et al., 2008). El 1,8-cineol ha demostrado
toxicidad contra piojos (Pediculus humanus var.
capitis) mayor a la presentada por el pediculicidad de
uso comercial &-fenotrin y pyrethrum (Yang et al.,
2004). Stamopoulos et al. (2007) evaluaron la
actividad fumigante de 5 monoterpenoides (terpinen-
4-ol, 1,8-cineol, linalool, R-(+)-limoneno y geraniol)
contra el Tribolium confusum (insecto que se

alimenta de granos almacenados). Ellos encontraron
que terpinen - 4 - ol, (R) - (+) - limoneno y 1,8-
cineol fueron los méas tdxicos para todas las etapas
post-embrionarias del T. confusum, seguido del
linalol, mientras que el monoterpenoide menos toxico
fue el geraniol. También encontraron que los cinco
monoterpenoides probados revelaron propiedades
como reguladores del crecimiento de insectos (IGR),
cuando se aplicaron a las pupas de 3 dias de edad,
produjeron adultoides y adultos deformes, asumiendo
un efecto directo sobre el sistema hormonal del
insecto (Semple et al., 1992; Stamopoulos et al.,
2007). De otro lado, Licciardelo et al. (2013) evalu6
la efectividad de un nuevo repelente a base de aceites
esenciales contra el escarabajo rojo de la harina
(Tribolium castaneum) en empaques de productos
alimenticios. Los empaques, representan un paso
fundamental en la preservacién de la calidad
alimentaria y la mejor defensa contra las plagas de
insectos. Los ensayos fueron realizados con
empaques recubiertos que contenian sémola de trigo
con aceites esenciales individuales de citronela,
oregano y romero. Los empaques que contenian
citronela y romero mostraron resultados de repelencia
que fueron desde 53 hasta 87% respectivamente
(Licciardello et al., 2013).

Las Propiedades antioxidantes de los aceites
esenciales de muchas plantas también han sido de
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gran interés para la industria de procesamiento de
alimentos, ya que su posible uso como aditivos
naturales ha surgido de una creciente tendencia a
reemplazar los antioxidantes de origen sintético por
naturales. Investigaciones también sugieren que los
aceites esenciales pueden usarse como aromatizantes
con propiedades funcionales en alimentos o
productos cosméticos, con especial relevancia para
los suplementos en los que los radicales libres estan
estrechamente implicados (Guimardes et al., 2010).
Compuestos de tipo fendlico y terpenoides presentes
en los aceites esenciales han mostrado marcada
actividad antioxidante por su capacidad de atrapar
radicales (GraBmann, 2005; Wang et al., 2008;
Wojtunik et al., 2014). La actividad antioxidante del
aceite esencial de C. trinitatis fue evaluada usando el
método del radical DPPH, este es usado por su
facilidad, velocidad y sensibilidad. El radical DPPH
se atrapado por los compuestos antioxidantes a través
de la donacion de hidrégeno, que forma el compuesto
reducido, DPPH-H. Los cambios de color de plrpura
a amarillo después de la reduccion, que puede ser
cuantificar por una disminucion en la absorbancia a
517 nm. La presencia de un antioxidante conduce a
la desaparicion de estos cromdégenos radicales.
Woijtunik et al. (2014) demostraron que el bloqueo de
los dobles enlaces conjugados conduce a una
disminucion de la actividad antioxidante de los
monoterpenos.

Sin embargo, la bioactividad de los aceites
esenciales depende del tipo y naturaleza de los
constituyentes y su concentracion individual. Esta
varia aln mas con las especies, la temporada, la
ubicacién, clima, tipo de suelo, edad de las hojas,
régimen de fertilidad, método de secado de las
plantas, método de extraccion (Bandoni, 2002;
Brooker & Kleinig, 2006).

CONCLUSION

El aceite esencial de C. trinitatis puede ser usado
como fuente potencial vegetal en el control de
insectos pre y postcosecha y antioxidante y la
efectividad de su aceite esencial estd directamente
relacionada con su composicién quimica.
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