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INTRODUCCION

OBJETIVO DEL MANUAL

El manual para la ejecucidn de analisis fisicos, quimicos y microbioldgicos para el de-
sarrollo de plaguicidas botanicos, se encuentra enmarcado dentro del proyecto de
investigacion titulado “Evaluacidn del efecto fungicida de extractos naturales para el
control de Botrytis cinerea, Phytophtora cactorum y Verticillium alboatrum en cul-
tivos de municipio de Sibaté, Cundinamarca” cuya finalidad es realizar un control
significativo a dichas plagas que afectan la economia local y mitigar los impactos
provocados por el uso de productos quimicos en el proceso de siembra y obtencion
del fruto. El desarrollo e implementaciéon del mismo en el campo, abre |la posibilidad
a pequenos y grandes cultivadores en mercados verdes y dar respuesta a la Politica
Nacional de Produccidon y Consumo Sostenible, decretada por el gobierno colombia-
no.

En ese sentido, se contd con la participacion de aprendices pertenecientes a los
programas tecnologicos en Control Ambiental y Quimica Aplicada a la Industria del
Centro de Gestidon Industrial — SENA, quienes realizaron la validacidon en bases de
datos y revision en fuentes bibliograficas para su estructuracion, como también, la
proyeccion de acuerdo con los equipos, materiales y reactivos que posee el cen-
tro de formacion en los laboratorios de ambiental y quimica. Por ende, su finalidad
es brindar una herramienta metodoldgica que permita la ejecucion de los analisis
contemplados en actividades de los proyectos de investigacion y formacidon segun
apligue.

Definir variables de operacion para el desarrollo de analisis fisicos, quimi-
cos y microbioldgicos para el desarrollo de plaguicidas botanicos, segun
lineamientos definidos por los autores de las bases de datos consultadas y
teniendo en cuenta la capacidad instalada con la que cuenta el Centro de
Gestion Industrial.
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Establecer el procedimiento segun las variables adecuadas para la recoleccidn, alistamiento y
extraccidon de muestras de material vegetal con contenido de Timol y Carvacrol.

Identificar el paso a paso correspondiente a la preparacion de las muestras de material vegetal
segun las medidas de recoleccidén, alistamiento y extraccion de los distintos componentes del
aceite esencial especificamente de Timol y Carvacrol para su uso como compuestos antimicro-
bianos y desinfectantes.

Carvacrol: es un compuesto fendlico natural, considerado como posible antioxidante, agente
antifungico y antibacterial, presente en cantidades significativas en los AEs del género Thymus,
Origanum, Satureja, Thymbra vy Lippia, especies ampliamente utilizadas como especias y tés her-
barios. (Munoz Acevedo, Castafieda, Blanco, Cardenas, & Reyes, 2007)

Cromatografia: es una técnica de separacién en la que los componentes de una muestra se
separan en dos fases: una fase estacionaria de gran area superficial, y una fase movil. (TP Labo-
ratorio Quimico, s.f.)

Fase movil: es |a fase que se mueve en una direccidn definida. Puede ser un liquido (cromato-
grafia de liquidos o CEC) o un gas (cromatografia de gases) o un fluido supercritico (cromatogra-
fia de fluidos supercriticos).

Fase estacionaria: es una de las dos fases que forman un sistema cromatografico. Puede ser
un soélido, un gel, o un liguido. Si es un liquido, puede estar adherido sobre un sélido. Este sélido
puede o no contribuir al proceso de separacion. El liquido también se puede unir quimicamente
al sélido (fase unida quimicamente) o inmovilizarse sobre él (fase inmovilizada).

HPLC: la cromatografia liquida de alta resolucidon (HPLC, por sus siglas en inglés) se utiliza fre-
cuentemente en bioquimica y quimica analitica para separar los componentes de una mezcla
basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias a analizar. (Dr. Zal-
divar (UNAM), s.f.)

Monoterpenos: los terpenos son compuestos organicos aromaticos y volatiles que estan cons-
tituidos por la unién de unidades de un hidrocarburo de 5 dtomos de carbono, llamado isopre-
no. Los compuestos mas pequeios y volatiles son los Monoterpenos, se evaporan rapidamente
durante el proceso de secado de la planta. (Fundacion CANNA, s.f.)

Origanum vulgare: el género Origanum comprende méas de dos docenas de diferentes espe-
cies de plantas, con flores y hojas que presentan un olor caracteristico a “especioso”. Las hojas
secas del Origanum vulgare, nativo de Europa y del Lippia graveolens, planta nativa de México
son de uso culinario comun.

Timol: es un Monoterpenos que se encuentra como compuesto principal de varios aceites esen-
ciales, como el de orégano y tomillo. Hay numerosos estudios que muestran el buen desempeiio
“in vitro” de este compuesto como antimicrobiano y desinfectante. (Bodgan, Deya, Romagnoli,
2015)

El método por HPLC es una técnica muy precisa para cuantificar los componentes volatiles y no
volatiles de una planta, logrando una buena separacién y una rapida determinaciéon del conte-
nido de timol y carvacrol en el aceite esencial de orégano. Este método de determinacién por
HPLC se realiza con el detector de Fluorescencia de timol y carvacrol en muestras de Origanum
vulgare, bajo las condiciones adecuadas, utilizando la linealidad, limites de deteccidn y cuantifi-
cacion, selectividad y precision.

Las técnicas de cromatografia de HPLC estan siendo ampliamente usadas para la separacién
identificacion y cuantificacion de compuestos monoterpenos, terpenos y fendlicos, por su ver-
satilidad, precision y costo relativamente bajo. Con mayor frecuencia, el método que se emplea
es la cromatografia de reparto en fase reversa, pues permite una considerable separacion de las
diferentes clases de compuestos monoterpenos y fendlicos, pues esta compuesta de una fase
estacionaria la cual es no polar y una fase mavil la cual es relativamente polar. (Monzén, 2017)



La determinacidon de timol y carvacrol en muestras de orégano y otras plantas, ha sido realiza-
do por muchos autores utilizando métodos de cromatografia HPLC. (Hajimehdipoor, Shekarchi,
Khanavi, Adib, & Amri., 2010) El método por HPLC es una técnica muy precisa para cuantificar los

componentes volatiles y no volatiles de una planta, logrando una buena separacion (Guoliang et 1.6.]. Recoleccién del Material Veqgetdl
al., 2011). -
Los compuestos principales en el aceite esencial, el timol y carvacrol se informd que tienen el IN ICIO
mas alto antioxidante (Hamzeh, 2012; Kucukbay 2014). Adicionalmente, el timol y el carvacrol
exhiben diferentes actividades bioldgicas. Mientras que el timol tiene un antiséptico efecto, el
carvacrol tiene caracteristicas antifungicas (Tepe 2011). i
Realizar un muestreo aleatorio de Nota: rechazar todo material vegetal
hojas, flores y tallo del material » que presente deterioro por plagas o
vegetal, segun corresponda asociado a una enfermedad.

!

Cortar el material vegetal y
almacenar en bolsas
rotuladas y selladas

Ver anexo A. Etiqueta y rétulo

Y

Materiales Reactivos
Beakers de 50, 100, 250 mL Agua tipo 1 l
Bureta de 25 mL Na.SO.
Erlenmeyer de 150, 250 y 500mL Hexano o cloroformo
Pipetas de 0.5, 1y 2 mL Equipos Transportar en una nevera
Probetas de 50, 100 y 1000 mL portatil a temperatura ambiente.
Viales de 1 mL
Bureta 25 mL Micropipetas 10 yL, 100 pyL y 1000 pL
Matraz aforado de 10, 25, 100, 500 mL | Termobalanza
Recipiente ambar Horno de secado
Embudo de vidrio Sistema de extraccion arrastre por vapor
Papel filtro

Elementos de proteccién personal FI N

Bata
Gafas de seguridad
Guantes de nitrilo Recomendaciones:
Tapabocas
Zapato de tipo cerrado

e La recoleccion es preferible hacerla en fase de floracion forma manual y en las horas de la
mafiana para evitar la transpiracién y/o pérdida de los compuestos del material vegetal.

e Mantener la muestra en un lugar oscuro para evitar la descomposicién y pérdida de los com-
puestos del material vegetal.

e Realizar una identificacidén de la especie con un laboratorio y/o instituto acreditado para tal
fin.



1.6.2. Extraccién del Aceite Esencial

INICIO

Secar material vegetal a temperatura

ambiente y en la oscuridad

Triturar el material vegetal seco

Y

para aumentar el area de contacto.

Realizar extraccién arrastre por
vapor durante 2 horas (por cada

Y

500 g del material vegetal agregar
500 mL de agua tipo 1)

Realizar la concentracion del aceite
esencial usando sulfato de

Y

sodio anhidro.

Almacenar aceite esencial en un frasco

Y

ambar a 4°C. Rotulado y etiquetado.

FIN

Fuente: (Tellez, 2017, Téllez et al., 2014)

Y

Nota: para secar el material vegetal
evite usar hornos o exponerlo a la
luz solar ya que se podria generar

pérdida de los compuestos

Tamafio del material vegetal
0,5cm-1cm

El material vegetal no debe tener
contacto con el agua caliente ya que
puede provocar pérdida de
los compuestos

Ver procedimiento de concentracion
usando sulfato de sodio anhidro

Ver anexo B. Etiqueta y
rotulo aceite esencial

1.6.3. Concentracién del Aceite Esencia

INICIO
v

Secar 30 g de sulfato de sodio (Na,SOa)

En caso de contar con sulfato de sodio

en la termo balanza, usando el programa
de secado hasta lograr peso constante

v

Colocar papel filtro en el

anhidro (Na,SQO4), no secar el reactivo

Ver anexo C. Procedimiento para

embudo de vidrio

v

Humedecer papel filtro con hexano o
cloroformo, para adherirlo a las
paredes del embudo

v

Agregar sulfato de sodio seco o
sulfato de sodio anhidro al embudo,
sin que supere la altura del papel filtro

Realizar montaje de filtracion
acompafiado de un Erlenmeyer

"~ doblar papel filtro en forma de cono

En caso de no contar con Erlenmeyer
> ambar, cubrirlo el material con

ambar para el almacenamiento
temporal del aceite.

v

Filtrar aceite esencial

v

Transferir aceite esencial filtrado a
un frasco dmbar

v

Realizar lavado de las paredes
del Erlenmeyer con el solvente
usado, para asegurar la
transferencia total del aceite

v

1

17
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v

Llevar frasco ambar con aceite esencial
mas solvente al horno de secado a 50°C
durante 2 horas con el fin de eliminar
el solvente

v

Dejar enfriar a temperatura
ambiente.

v

Tapar, sellar y rotular el frasco ambar

v

Refrigerar a 4°C

v
FIN

Ver anexo B. Etiqueta y

Y

rotulo aceite esencial

El rendimiento del aceite esencial fue calculado dividiendo la cantidad de aceite obtenido de la
muestra vegetal entre el peso de masa seca de la misma muestra, como se muestra en la siguien-

te ecuacion:

% Rendimiento =

Fuente: (Tellez, 2017)

g del extracto

x 100

g de material vegetal
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19. ANEXOS

Anexo C. Procedimiento para doblar papel filtro en forma de cono
Anexo A. Etiquetas y rétulos muestreo

X ( Doblar

N Volver a Doblar
SEMILLERO SIGMA e — —

Cod. RE-ERMV —<

Version 1 -~ ~—

Actualizacion

Responsable : )

Nombre de la muestra

Lugar de muestreo

Fecha de recoleccion

Composicion

Descripcion fisica %
Archivo de desacrga

siGMA (¢ SIGMA (© SIGMA (& SIGMA (0 SIGMA (0 SIGMA ( SIGMA

Abrir para formar un cono

Anexo B. Etiqueta y Rotulo Aceite

L
SE MO

/A

SEMILLERO SIGMA

Cod. RE-ERA
Version 1
Actualizacién 1

Responsable

Nombre de la muestra

Fecha de extraccion

Condiciones de Archivo de descarga
almacenamiento

SIGMA (¢ SIGMA (© SIGMA & SIGMA (0 SIGMA (¢ SIGMA ( SIGMA

20 21


http://https://drive.google.com/file/d/13VT3UNmMXq0hOCTxp6ijOPPun7uAUBG1/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/13VT3UNmMXq0hOCTxp6ijOPPun7uAUBG1/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1ZZqnYghTTtKbjA6YoGb4HvvsD15Ksw0-/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1ZZqnYghTTtKbjA6YoGb4HvvsD15Ksw0-/view?usp=sharing

GUIA PRACTICA PARA
DETERMINAR LAS
VARIABLES DE
EXTRACCION POR
ARRASTRE DE VAPOR

Version 01

2.1. OBJETIVO

Reconocer las variables que inciden en la extraccion de hidrolatos y aceites esenciales en la téc-
nica de arrastre por vapor del material vegetal.

2.2. ALCANCE

Establecer el procedimiento para llevar a cabo la extraccién por arrastre de vapor, seifalando
variables necesarias para el desarrollo conforme a las caracteristicas del material. Con el fin de
obtener un porcentaje de rendimiento dptimo y acorde a las necesidades del proyecto.

2.3. MARCO TEORICO

La destilacidon por arrastre de vapor es una técnica utilizada para lograr la separacion de com-
puestos volatiles de otros relativamente no volatiles, principalmente cuando aquellos que son
volatiles tienen un punto de ebullicién muy alto o es inmiscible en agua. Esta técnica consiste en
la inyeccién de vapor de agua (previamente calentado), directamente en la muestra del material
vegetal, produciendo la evaporacion de los compuestos volatiles, seguido a esto, dichos vapores
son transportados por el condensador de manera que se transforman en un liquido formado por
dos fases inmiscibles: fase orgdnica (aceite esencial), y fase acuosa. (Camacho & Mario Grau Rios,
2013).




2.4. MATERIALES Y/O REACTIVOS

Materiales Reactivos
Vasos precipitados Etanol 96%
Frasco Schott Agua destilada tipo 1 o tipo 2
Frasco ambar Sulfato de sodio anhidro
Tela
Equipos
Condensador
Planta de hidrodestilacion
Elementos de proteccion personal
Bata
Gafas de seguridad
Guantes de nitrilo
Guantes de carnaza
Tapabocas
Zapato de tipo cerrado

24

2.5. PROCEDIMIENTO

2.5.1. Procedimiento Adecuacién del Sistema

INICIO
|

Purgar tanques y valvulas para eliminar
residuos de extracciones anteriores

{

Usar churrusco para limpiar
valvulas y evitar blogueos
en las mismas.

|

Cerrar las valvulas de purga

¢Las valvulas de

alivio y de bypass

se encuentran
cerradas?

)

Abrir los indicadores de nivel
(valvula de alivio del florentino, de
succion, de descarga de labomba, ¢
de admision de agua al condensador
y descarga del condensador)

NO

» Cerrar vdlvulas de alivio y de bypass

¢El nivel de agua
del tanque de

Llenar el tanque hasta llegar al

Y

refrigeracion es de nivel de 1m?3
1m3?
(Ver anexo A)
Energizar cajas eléctricas y
confirmarlo mediante el > Ver anexo E

testigo (bombillo)

|
FIN

25



2.5.2. Procedimiento de Carga del Sistema

Soltar las abrazaderas que fijan el cuello

tipo retorta al hidrodestilador ¢
y al condensador vy retirarlo.

2.5.3. Procedimiento de Operacién

Fijar temperatura de operacion
Desconectar termocupla

empleando el controlador

!

Retirar la tapa del hidrodestilador Encender resistencia desde el
soltando la abrazadera que la sella

>

tablero de control

|

Retirar la tapa del hidrodestilador

soltando la abrazadera que la sella
NO .
> Colocar el material vegetal

sobre la cesta

¢El tamafio de
las muestra
vegetal es menor
que la malla de
la canasta?

Y

Esperar calentamiento del sistema

Envolver material en un medio Y
filtrante (tela) evitando que los
sélidos ingresen a las valvulas

Monitorear la acumulacion en

el florentino abriendo la valvula V-09,
Llenar hidrodestilador de

para retirar parte del hidrolatoy,
acuerdo al método seleccionado | € permitir la acumulacion del aceite.
Encender la electrovalvula en modo l

automatico permitiendo el ingreso

Abrir valvula del florentino y
del agua al hidrodestilador

recolectar aceite en un frasco ambar

Revisar que el empaque se encuentre
Ubicar la tapa sobre el tanque > en el lugar que corresponde, antes
de ajustar la abrazadera.

Ubicar el cuello tipo retorta sobre el Lavar el sistema de extraccion de
hidrodestilador y el condensador

acuerdo a indicaciones del fabricante.

empleando las abrazaderas

Conectar la termocupla del

hidrodestilador

v
FIN

Asegura sus dos extremos l
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>

Ver recomendacion nimero 3

Validar que el bombillo testigo se
encienda. Ver anexo E

Ver anexo D



2.5.4. Lavado del Florentino

INICIO
v

Vaciar florentino a través de las
valvulas V-09 y V-10

v

Desacoplar florentino
del condensador

|

Lavar florentino con el churrusco y
solvente para remover residuos

!

Dejar secar el florentino

!
FIN
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2.5.5. Lavado del Hidrodestilador

INICIO
|

Ubicar un recipiente debajo de la
vélvula de purga

v

Abrir valvula de purga para
vaciar el tanque.

!

Abrir la valvula disponible para remover
el material residual presente

|

Soltar las abrazaderas que fijan el cuello
tipo retorta al hidrodestilador

y al condensador. Retirarlo

|

Desconectar termocupla y retirar la
tapa del hidrodestilador

Y

soltando la abrazadera que lo sella

!

De ser necesario soltar el tornillo que
fija el tanque en posicién
vertical y pivotarlo hacia adelante
para facilitar la descarga

|

Limpiar canastilla con un cepillo

|

Retirar sélidos con un soplador
de viento

|

Cerrar valvulas de purga y verificar que
la vélvula de alimentacién al
tanque se encuentre abierta

|

Activar la electrovalvula en modo manual
para llenar el hidrodestilador

v

Y

Usar guantes de carnaza para
manipular el equipo debido
al aumento de temperatura.

Usar guantes de carnaza para
manipular el equipo debido al
aumento de temperatura.



¢El hidrodestilador
alcanzo el nivel

de agua deseado?

Desactivar electrovalvula
en modo manual para detener el
llenado del hidrodestilador

v

Ubicar un recipiente a la salida del
condensador para recuperar
el condensado generado durante
la limpieza

|

élavalvula de
alivio esta cerrada

y existe flujo en el
condensador?

Fijar la temperatura de operacion

empleando el controlador

|

Encender las resistencias

desde el tablero de control

|

Mantener ebulliciéon durante 30
minutos para la limpiar las lineas

|

Detener el equipo una vez
culmine la limpieza

|
FIN
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Esperar hasta completar el
nivel de llenado de agua deseado

Cerrar valvula de alivio y validar
funcionamiento del condensador

Se recomienda fija una temperatura
de 5°C por encima de la temperatura

N
" de ebullicidon del agua, garantizando el

funcionamiento de las resistencias

Comprobar cuando se enciende el

bombillo testigo

2.6. RECOMENDACIONES

1. Es recomendable mantener una concentracion de 5ppm de hipoclorito de sodio en el tanque
para evitar formacién de algas o malos olores.

2. Se recomienda mantener la operacion de la electrovalvula en modo automatico dentro del
proceso para asegurar que las resistencias estén cubiertas de agua durante toda la prueba.

3. Se recomienda fijar una temperatura 5 grados por encima de la temperatura de ebullicién del
agua para garantizar que las resistencias se mantengan encendidas durante el proceso.
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2.8. ANEXOS

Ne NOMBRE
Anexo D. Tabla identificacion de partes del sistema 1 | Interruptor principal
2 Bombillo testigo encendido del sistema
SERIE IDENTIFICACION 3 Encendido bomba
V-03; V-04 y V-05 | Valvulas de purga tanque hidrodestilador 4 Bombillo testigo bomba
V-09 Yy V-010 Valvulas de purga florentino 5 Encendido resistencia
V-08 Va’llvula de alivio del florentino - 7 Encendido electro valvula
V-12y V-13 Valvulas de purga del tanque de enfriamiento : : .
. —— 8 Bombillo testigo electro valvula
L1-02 Nivel de agua del tanque de enfriamiento . : : :
9 Bombillo testigo nivel baja
Anexo E. Tablero de control y sus partes 10 | Bombillo testigo nivel alta
11 | Display temperatura
12 | Boton parada de emergencia

Fuente: Manual de operacidn planta de hidrodestilacion.

Fuente: Manual de operacion planta de hidrodestilacion
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GUIA PRACTICA PARA
DETERMINAR LAS
VARIABLES DE
EXTRACCION DEL
HIDRODESTILADOR
ASISTIDO POR
MICROONDAS

Version 01

3.1. OBJETIVO

Determinar las variables adecuadas para la extraccién de hidrolatos y aceite esencial de un ma-
terial vegetal para ser analizados.

3.2. ALCANCE

Esta guia practica establece el procedimiento para determinar las variables que permitiran la ex-
traccion de aceites esenciales de forma eficiente, teniendo en cuenta los factores de incidencia
en el proceso como lo es el estado del clima y caracteristicas fisicas del material a utilizar.

3.3. MARCO TEORICO

La hidrodestilacidn asistida por microondas es una técnica utilizada para la extraccion de aceite
esencial con un bajo costo de produccidn. Se utilizan los mismos equipos empleados en la téc-
nica de arrastre por vapor, solo que este utiliza un microondas convencional, en el cual el aceite
esencial que se encuentra generalmente en bolsas (gldndulas secretoras) compuestas por dife-
rentes cantidades de agua, son irradiadas por ondas que interactian selectivamente con aguay
causan calentamiento localizado. (Torrenegra et al., 2015)

La hidrodestilacidn asistida por microondas para la extraccion de aceites esenciales e hidrolatos
ha demostrado ser ambientalmente eficiente, ya que, al emplearse agua como vehiculo de ex-
traccion, se elimina el uso de solventes téxicos y dafiinos para el ambiente, asi como la degrada-
cién térmica ocasionada por el uso de vapor de agua. (Dario & Barajas, 2015)




3.4. MATERIALES Y/O REACTIVOS

Materiales

Reactivos

Baldn de calentamiento de 2000 mL
Frascos schott 500 mL

Embudo de decantacion 250 mL
Embudo de plastico (grande)
Probeta plastica de 1000 mL
Embudo de vidrio de 5 mL

Vasos de precipitado de 1000 mL
Agitador de vidrio

Tubos tapa rosca 15 mL

Aros metalicos

Frascos lavadores

Espatula

Pipeta Pasteur

Mangueras de conexién para el Chiller

Etanol 96%
Agua destilada tipo 1 o tipo 2
Sulfato de sodio anhidro

Equipos

Destilador asistido por microondas
Balanza analitica

Chiller

Elementos de proteccion personal

Bata

Gafas de seguridad
Guantes de nitrilo
Tapabocas

Zapato de tipo cerrado
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INICIO
v

Lavar hidrodestilador asistido por
microondas, que permita eliminar
trazas o posibles residuos

v

Lavar material volumétrico

v

Secar material volumétrico

v

Pesar vaso de precipitado vacio

v

¢El material vegetal

3.5. PROCEDIMIENTO

Y

NO

Y

es retamo espinoso
o liso?

SI¢

Separar la vaina de la semilla

<_

Cortar hojas y/o flores en trozos de
2 mm aproximadamente

<«

Pesar vaso de precipitado con
material vegetal

(_

Pesar probeta vacia de 1000 mL

(_

Adicionar 1000 mL de agua tipo en la
probeta plastica

€

Y

Realizar con tres (3) corridas de
partes igual de agua y etanol al
96% v/V.

Ver anexo F. Diligenciar
columna nombrada como
vaso de precipitado vacio

¢El material
vegetal es NO
cotoneaster?

Y

FIN

S|

Y

Y

Ver anexo F. Diligenciar columna
nombrada como vaso de
precipitado lleno

Ver anexo F. Diligenciar columna
nombrada como probeta
plasticas vacia
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1
Pesar probeta llena de 1000 mL
de agua tipo 1

v

Pesar balon de calentamiento vacio

v

Adicionar material vegetal al balén de
calentamiento mediante un
embudo plastico

v

Adicionar 1000 mL de agua tipo 1
contenida en la probeta plastica

v

Pesar baldn de calentamiento lleno

v

Llevar balén de calentamiento al
hidrodestilador

l¢

Ver anexo F. Diligenciar columna

Y

nombrada como probeta
plasticas llena

Ver anexo F. Diligenciar columna
nombrada como balén de

Y

calentamiento vacio

Ver anexo F. Diligenciar columna
nombrada como balén de
calentamiento lleno. Nota: este

Y

dato permite identificar el
rendimiento de perdida

Y

¢Los soportes y
uniones se encuentran

NO

Ajustar uniones y soportes

alineados?

SI¢

Validar cantidad de agua
presente en el Chiller

v

Pesar frasco schott vacio

v

Pesar tubo tapa rosca vacio

v

\4

dejando alineado el sistema
de hidrodestilacién

El nivel de agua debe sobre pase

Y

la altura de la resistencia

Ver anexo F. Diligenciar columna

Y

nombrada como frasco schott vacio

Ver anexo F. Diligenciar columna
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\4

nombrada como frasco schott vacio

2

v

Establecer un ciclo con nivel de potencia
de 70, duracién 1 hora y 30 minutos

v

Realizar seguimiento al proceso de

condensacién que se genera en el

hidrodestilador, y anotar el tiempo
que lleva la obtencién de la
primera gota de hidrolato.

v

Almacenar temporalmente hidrolato mas
aceite en un embudo de decantacion

v

Esperar separacion de fase acuosa
de la fase aceitosa

v

Almacenar fase acuosa en frasco schott

v

Almacenar fase aceitosa en tubo tapa rosca

v

Pesar fase acuosa contenida en el
frasco schott

v

Sacar balén de calentamiento del
compartimiento del microondas y
dejar enfriar a temperatura ambiente

v

Pesar baldon de calentamiento con
material vegetal

v

. Ver anexo F. Diligenciar columna nombrada
>

como tiempo primera gota de hidrolato

A medida que se llene el embudo de

Y

decantaciéon almacenar fase acuosa en
frasco schott.

Nota: rotular con contenido y tipo de

Y

especie vegetal usado.

Nota: rotular con contenido y tipo de

Y

especie vegetal usado.

Ver anexo F. Diligenciar columna nombrada
como frasco schott lleno. Nota: la diferencia
entre el valor del frasco lleno entre

Y

el frasco vacio
corresponde a la masa del hidrolato.

Nota: colocar baldn sobre un trapo
himedo con el fin de evitar un

Y

choque térmico

Ver anexo F. Diligenciar columna nombrada
como baldn de calentamiento lleno. Nota: la
diferencia entre el valor del baldn

Y

lleno entre el balén vacio corresponde
al rendimiento de pérdida.
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3

v

Extraer hidrolato contenido
en el balén de calentamiento en
un frasco schott.

v

Pesar fase acuosa contenida
en el frasco schott

v

Lavar hidrodestilador asistido por Realizar con tres (3) corridas de

microondas, que permita ) .
- »que p . > partes igual de agua y etanol al 96% v/v.
eliminar trazas o posibles residuos

v
FIN

Nota: rotular con contenido
y tipo de especie vegetal usado.

Y

Ver anexo F. Diligenciar columna nombrada
como frasco schott lleno. Nota: la diferencia
> entre el valor del frasco lleno entre el
frasco vacio corresponde a la masa

del hidrolato.
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3.7. ANEXOS

Anexo F.
. ? a = Cédigo GP-DVEHAM
AN Aeteeieaion i

N Balén de Balén de Masade |Probeta plastica| Probeta plastica Balén de Balon de
umero | precipitado precipitado P Masa del agua
clpia CIPIadO | muestra vegetal|  vacia lena

Tiempo primera | Frascoschott | FrascoSchott | Masadel  [Tubo tapa rosca|Tubo tapa rosca| Masa del aceite
gota de hidrolato vacio lleno hidrolato vacio lleno esencial

vacio lleno

Archivo de descarga

41
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GUIA PRACTICA PARA
CARACTERIZACION
DEL ACEITE ESENCIAL

Version 01

41. OBJETIVO

Definir el procedimiento para la caracterizacién quimica del aceite esencial.

492. ALCANCE

Establecer el paso a paso para la caracterizacion quimica del aceite esencial, teniendo en cuenta
los grupos funcionales de interés (fenoles, alcaloides, terpenos y flavonoides) y las condiciones
cromatograficas para configurar en el equipo descritas en la bibliografia.

4.3. MARCO TEORICO

Con el fin de identificar los compuestos presentes en el material vegetal, se plantea realizar su
caracterizacion mediante un cromatdgrafo de gases acoplado al detector de masas el que tiene
como finalidad la separacién, deteccidén, identificacidon y cuantificacidon por porcentaje de abun-
dancia de cada molécula presente mediante la comparacidn con la base de datos que este equi-
po posee o por medio de una de calibracién con estandares certificados.

Segun la Universidad de Burgos, (2020) la espectrometria de masas se define como:

(...) técnica instrumental de analisis, de alta sensibilidad, basada en la ionizacién de las mo-
léculas y en la separacion y registro de los iones producidos segun su relacion masa/carga
(m/z) en un sistema a vacio. Los iones que llegan al detector producen una sefial eléctrica
que es ampliada, procesada y registrada en un ordenador, dando lugar al correspondiente
espectro de masas que no es mas que una representacion grafica de la abundancia de los
iones detectados en funcion de su relacién m/z.

Por otra parte, la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) se define “un método croma-
tografico que se utiliza para separar una mezcla de compuestos en quimica analitica y bioquimi-
ca para identificar, cuantificar o purificar los componentes individuales de la mezcla” (Thomas,
2013). A su vez, se ha determinado que:

(...) tiene la capacidad de separar e identificar compuestos que estan presentes en cual-
quier muestra que se puede disolver en un liquido en concentraciones minimas de partes
por billén. Debido a esta versatilidad, la HPLC se utiliza en una variedad de aplicaciones
industriales y cientificas, como productos farmacéuticos, ambientales, forenses y quimi-
cos (Linde, n.d.)




4.4, MATERIALES Y/O REACTIVOS

4.5. PROCEDIMIENTO

4.5.1. Opcidn 1: Procedimiento Dilucién Aceite Esencial

Materiales

Reactivos

Frascos lavador

Micropipeta 100 — 1000 pyL
Micropipeta 10 — 100 yL

Micropipeta 0,5 — 10 uL

Punta para Micropipeta 100-1000 uL
Punta para Micropipeta 10 — 100 uL
Punta para Micropipeta 0,5 - 10 uL
Viales para inyeccion HPLC

Sistema de filtracion al vacio
Columna DB-5 (30 m x 0,25 mm x
0,25 um)

Filtro de membrana nitrato de celulosa
0,45 uym

Na.SO.
n-Hexano grado HPLC
Helio

Equipos

Cromatoégrafo de gases acoplado a un detector de
masas (CG-MS)
Sistema de filtracion al vacio

Elementos de protecciéon personal

Bata

Gafas de seguridad
Guantes de nitrilo
Tapabocas

Zapato de tipo cerrado

Punta para Micropipeta 0,5 - 10 uL
Viales para inyeccién HPLC
Sistema de filtracion al vacio

pm)

Filtro de membrana nitrato de celulosa 0,45 uym

Materiales Reactivos
Frascos lavador
Micropipeta 100 — 1000 uL Na.SO:
Micropipeta 10 — 100 pL Acetonitrilo grado HPLC
Micropipeta 0,5 — 10 yL Agua tipo 1
Punta para Micropipeta 100-1000 uL -
Punta para Micropipeta 10 — 100 yL Equipos

Cromatografo liquido de alta resolucion

Columna Poroshell 120 EC-C18 (4.6 x 100 mm, 4 | (HPLC)

Sistema de filtracion al vacio

Elementos de proteccién personal

Bata

Gafas de seguridad
Guantes de nitrilo
Tapabocas

Zapato de tipo cerrado
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INICIO
v

Filtrar el aceite esencial por
Na,SO4 anhidro

v

Almacenar a 4°C en frasco ambar

|

Filtrar n-hexano en membrana de
nitrato de celulosa de 0,45 um
por filtracién al vacio

|

Realizar dilucidn el aceite esencial en
n-hexano en una proporcion (1-100)

|

Pasar dilucion por filtro de
membrana de nylon

!

A

Llevar la dilucién a un vial ambar

!

Programar las condiciones
cromatograficas en el equipo

!

Ubicar vial la bandeja para inyeccién.

!
FIN

Fuente. (da Camara et al., 2015)
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>

Rotular vial con el tipo muestra



4.5.2. Opcién 2: Procedimiento Alistamiento de la Muestra y Preparacién
de Estdndares

INICIO
v

Filtrar el aceite esencial por
Na,SO4 anhidro

Condiciones Cromatogrdficas

Tipo de cromatografia CG-MS L

Gas portador Helio (1mL/min) Almacenar a 4°C en frasco émbar
Columna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) !
Programa de temperatura | 50 °C - 250°C (3°C/min) e e o e Oag
Temperatura del detector | 250°C por filtracion al vacio
Temperatura del inyector | 250°C l

Modo Split (1:30) menibans 86 st dacellos
Volumen de inyecciéon | 1uL Disolucion (1/100 en n-hexano) de 0 um p‘”j‘““‘é”a'““"’

Fuente. (da Camara et al., 2015) Realizar dilucién el aceite

esencial en agua:acetonitrilo (20:80)
en una proporcion (1-10)

!

Pasar dilucién por filtro de
membrana de nylon

|

Llevar la dilucién a un vial dmbar

|

Preparar soluciones estandar en
agua:acetonitrilo (20:80), con una
curva de calibracién entre
0,6 pg/L- 18 pg/L

|

Llevar estandares a viales ambar Rotula{r vial con el nombr.e’ del
l estandar y concentracién

Rotular vial con el tipo muestra

Y

Y

Programar las condiciones
cromatograficas en el equipo

Ubicar viales en la bandeja
para inyeccion.

|
FIN

Fuente. (Téllez et al., 2014)
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Condiciones Cromatogrdficas

Tipo de cromatografia HPLC
Fase movil Acetonitrilo: Agua (50:50)
Flujo 1 mL/min
Columna Poroshell 120 EC-C18 (4.6 x 100 mm, 4
Columna

pm)

Programa de
acondicionamiento

30 min - agua:acetonitrilo (50:50) - flujo 1 mL/min

Tiempo de corrida 15 minutos
Limite de presion 73,1 bar
Volumen de inyeccion 2L

Programa de lavado

5 min - 100% agua - flujo 1 mL/min

5,1 min - agua:acetonitrilo (50:50) - flujo 1mL/min
10 min - agua:acetonitrilo (50:50) - flujo 2 mL/min
30 - 60 min - agua:acetonitrilo (50:50) - flujo 1
mL/min

60,1 - 90 min - agua:acetonitrilo(30:70) - flujo 1
mL/min:

+ Valores modificados conforme a especificaciones de la columna disponible

Fuente. (Téllez et al., 2014)
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GUIA PRACTICA PARA LA
EXTRACCION DE
RESIDUOS DE
PLAGUICIDAS EN FRESA

Version 01

5.1. OBJETIVO

Definir el procedimiento para la extraccion de residuos de plaguicidas en fresa fragaria.

5.2. ALCANCE

Establecer el paso a paso para la extraccion de residuos de plaguicidas en fresa fragaria con el fin
de realizar la cuantificacién de la misma, teniendo en cuenta la resoluciéon 2906 de 2007, por la
cual se establecen los limites maximos permisibles de residuos de plaguicidas, LMR, en alimen-
tos para consumo humano y piensos o forrajes.

5.3. MARCO TEORICO

La presencia de los residuos de plaguicidas en matrices tales como agua, suelo, fruto y hojas se
atribuye a la sobre dosificacion de insumos quimicos y aplicacién inadecuada en los medios de
cultivo. Adicionalmente, el mayor impacto es generado hacia la salud humanay en el ecosistema
donde se desarrollan este tipo de actividades agroindustriales (Guerrero, 2016). Por tal moti-
vo, para la identificacidon de la misma y la cuantificacién de los componentes activos de dichos
insumos se establece el método QUECHERS para potenciar la extraccion de los analitos en las
muestras anteriormente mencionadas.

El método QUEChERS consiste bdsicamente en tres pasos. La primera parte es una extraccidon
liguido-liquido con ACN que incluye simultdneamente un proceso de salting out de la muestra
en medio acuoso. En segundo lugar, se realiza un procedimiento d-EFS equivalente a una extrac-
cion sélido-liquido haciendo uso de diversos adsorbentes para remover la mayoria de compo-
nentes coextraidos con los analitos y por ultimo, se realiza el andlisis instrumental empleando
espectrometria de masas en la deteccidén. Adicionalmente, se han estipulado dos normas tales
como la AOAC 2007.01 y UE preEN-15662 (CEN) estipuladas por instituciones de estandarizacion
de métodos las cuales se diferencia basicamente por la cantidad de muestra adiciona y reactivos
de extraccién y7o limpieza.




5.4. MATERIALES Y/O REACTIVOS

Materiales

Reactivos

Frascos lavador
Microespatula

Vidrios de reloj

Espatula

Micropipeta 100 — 1000 pL
Micropipeta 10 — 100 uL
Micropipeta 0,5 — 10 uL
Punta para Micropipeta 100—
1000 pL

Punta para Micropipeta 10 —
100 pL

Punta para Micropipeta 0,5 — 10
ML

Tubos centrifuga 25 mL
Viales para inyeccion HPLC
Tamiz 1,4 mm

Acetronitrilo grado HPLC

Kit de QUECHERS (4 g MgS0O4, 1 gNaCl, 1g
Citrato Sdédico tribasico dihidrato, 0,5¢g Citrato
Sddico dibasico sexquihidrato)

Kit de QUECHERS (150 mg MgS0O4, 50 mg
PSA, 50 mg GCB)

Equipos

Centrifuga 25 mL
Licuadora
Termobalanza

Elementos de proteccién personal

Bata

Gafas de seguridad
Guantes de nitrilo
Tapabocas

Zapato de tipo cerrado
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5.5. PROCEDIMIENTO

INICIO
v

Pesar 10 g de fresa previamente triturada

v

Agregar 10 mL de Acetonitrilo

v

Agitar vigorosamente durante 1 minuto

v

Afiadir 4 g MgS04, 1 g NaCl, 1 g de
Citrato sédico tribasicoy 0,5 g
citrato sodico dibasico sexquihidratado.

v

Agitar vigorosamente durante 1 minuto

v

Llevar a centrifuga durante 3 min a
3300 rpm

Tomar 4 mL del sobrenadante y
llevar a un nuevo tubo

Agregar fase dispersiva 50 mg PSA,

5 mg GCB y 300 mg MgS04

Agitar vigorosamente durante 30 segundos

v

Llevar a centrifuga durante 3 min
23300 rpm

Tomar una alicuota de 1 mL del
sobrenadante

Transferir a un vial

v

Evaporar a sequedad empleando
corriente de nitrégeno

v

Disolver con el solvente descrito en la
técnica de cromatografia

v
FIN

Fuente. (AOAC, 2007; Lopez et al., 2010)

Relacién por cada 2 mL extraidos se agregan
50 mg PSA, 50 mg GCB, 150 mg
MgSOa. AOAC 2007.01
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5.7. ANEXOS

N

] Encargado
S ERLS, |Cod. RE-ERPF
Version 1

Actualizacion

1

Peso (g) de la [ mL obtenidos de la fase de| mL obtenidos de la fase mL obtenidos para
Numero Nombre de la muestra L. . . . L.
muestra extraccion dispersiva o Clean Up inyeccion
i 1 Archivo de descarga
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GUIA PRACTICA PARA
LA IDENTIFICACION
DE BOTRYTIS CINEREA

Version 02

6.1. OBJETIVO

Realizar la identificacion del hongo Botrytis cinerea aislado de los frutos del cultivo de fresa fra-
garia.

6.2. ALCANCE

La guia practica para la identificacion de Botrytis cinerea busca comprobar por microscopia la
identidad del aislamiento realizado a partir de frutos de fresa.

6.3. DEFINICIONES

ARTRICO: conidio que se forma por fragmentacion y desarticulacion de la hifa conidiégena fértil.
(Castano & Gutiérrez, s.f.)

ASCOMICETO: hongo que puede vivir en numerosos sustratos, incluso bajo tierra y es causal de
gran cantidad de plagas. (Gonzdlez, 2013)

BASIPETA: referente a una estructura donde los conidios en cadena son producidos sucesiva-
mente y el elemento basal es el mas joven. (Gonzalez, 2013)

BLASTICO: conidio en el cual hay un desarrollo inicial marcado antes de que este sea delimitado
por un septo. (Gonzalez, 2013)

BOTRIOSO: arreglo de los conidios en racimo sobre un ensanchamiento del conidiéforo, como
en el género Botrytis. (Gonzalez, 2013)

CONIDIOFORO: hifa especializada, simple o ramificada en la cual se forman los conidios. (Casta-
o & Gutiérrez, s.f.)

CONIDIOGENICA: célula que origina un conidio. (Castafio & Gutiérrez, s.f.)
CONIDIOMAS: estructuras multi hifales en donde se producen los conidios. (Gonzdlez, 2013)

CONIDOS: mitosporas asexuales, externos que se forman a partir de una célula conidiégena o
hifa fértil. (Gonzalez, 2013)




ESCLEROCIOS: masa compacta de micelio endurecido que almacena nutrientes de reserva, se
separa del hongo y permanece latente hasta que el medio sea favorable para su crecimiento y
reproduccion de esporas.

ESPORODOQUIO: estroma en forma de cojin cubierto por conidioforos donde se forman los
conidios.

ESTROMA: estructura somatica compacta, formada por hifas entrelazadas en la cual se forma
algun tipo de fructificacion. (Castafo & Gutiérrez, s.f.)

HOSPEDERO: organismo vivo que aloja un parasito. (Gonzalez, 2013)
MICELIO: conjunto de hifas que constituyen el cuerpo de un hongo. (Castafio & Gutiérrez, s.f.)
NECROSIS: cambio en el tejido producido por células que han muerto. (Castaiio & Gutiérrez, s.f.)

NECROTROFO: hongos que matan las células y extrae los nutrientes de su hospedero. (Gonzdlez,
2013)

PERIDIO: pared que cubre o encierra un cuerpo fructifero macroscépico o microscdpico. (Gon-
zdlez, 2013)

Picnidio: conidiomas en forma de botella, delimitada por un peridio y recubierta interiormente
por conididforos. (Gonzdlez, 2013)

SINEMA: conidiomas formado por grupos de conidiéforos que se rednen y forman una estructu-
ra alargada. (Castafio & Gutiérrez, s.f.)

6.4. MARCO TEORICO

El género Botrytis comprende especies patdgenas necrografas de plantas. La especie Botrytis
cinerea tiene un rango amplio de hospederos, afecta frutos en postcosecha y plantas ornamen-
tales, puede sobrevivir en el suelo dado que produce esclerocios.

En fitopatologia, es esencial la identificacidon del agente causante de la enfermedad para encon-
trar tratamientos adecuados. La identificacién de hongos se lleva a cabo a partir de la descrip-
cion de sus caracteristicas macroscépicas y microscopicas.

Ciclo de infeccidn. Las esporas de B. cinerea pueden ser producidas sobre cualquier material
vegetal y transportadas grandes distancias por corrientes de aire. Una vez que la espora ha al-
canzado la superficie del huésped se inicia el ciclo de infeccion que, para facilitar su descripcion
y estudio, puede considerarse dividido en varias fases:
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1. La adhesidon y germinacidn de las esporas sobre la superficie del huésped;

2. Su penetracién en el tejido vegetal, bien a través de heridas o de aberturas naturales, bien
directamente mediante la participacidon de distintas actividades enzimaticas o mediante la
participacion de diversos procesos mecdnicos (incluyendo la diferenciacidon de estructuras de
penetracidn en algunos sistemas)

3. El establecimiento del patdgeno en la zona de penetracion, determinando la muerte de las
células adyacentes al punto de penetracién y dando lugar a la formacion de una lesidon prima-
ria como consecuencia de la expresion de los mecanismos de defensa de la planta

4. En muchos casos se inicia entonces una fase de latencia durante la cual los mecanismos de
defensa de la planta parecen controlar al patégeno que permanece localizado en el area de
necrosis correspondientes a las lesiones primarias

5. Transcurrido un tiempo, en algunas lesiones primarias el patdgeno es capaz de vencer las ba-
rreras defensivas de la planta e inicia la diseminacidn de la misma en el tejido vegetal circun-
dante a partir de aquéllas, determinando la colonizacidn y la maceracion del tejido infectado
en un breve periodo de tiempo. Sobre el tejido infectado el patdgeno produce una nueva ge-
neracion de esporas que pueden iniciar un nuevo ciclo de infeccion. (Ernesto P. Benito, 2017).

El hongo Botrytis cinerea se caracteriza por tener colonias que crecen rapidamente y se tor-
nan de gris a marrdén oscuro con la madurez. El micelio vegetativo es septado, hialino a oscuro
y ancho (Cepero et al, 2012).

Las células que producen las estructuras de reproduccidon se caracterizan por ser ramificados
frecuentemente y presentar en la zona apical ensanchamientos que producen conidios en arre-
glo botrioso. Los conidios son unicelulares normalmente, globosos, ovalados o elipsoides con
paredes lisas (Cepero et al, 2012).

En esta guia se describe el procedimiento para realizar una observacidon microscépica e identifi-
cacion de Botrytis cinerea en frutos de cultivos de fresa.
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6.5. MATERIALES Y/O REACTIVOS

Materiales Reactivos

Asa microbiologica Azul de lactofenol
Laminas Agua destilada
Cubreobjetos
Microscopio
Cinta adhesiva
Mechero

Elementos de proteccioén personal

Bata

Gafas de seguridad
Guantes de nitrilo
Tapabocas

Zapato de tipo cerrado
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6.6. PROCEDIMIENTO

INICIO
v

Desinfectar las superficies donde se va a
realizar el procedimiento con alcohol
al 70% v/v

v

Generar un ambiente estéril
encendiendo los mecheros cerca
al lugar donde se realizara la
identificacion del hongo

v

Filtrar agua tipo 1 en membrana de
nitrato de celulosa de 0,45 um
por filtracién al vacio

'

Colocar una gota de
azul de metileno en el portaobjetos

v

Tomar una muestra del hongo
haciendo uso de una cinta
transparente

v

Ubicar el portaobjetos en el
microscopio e iniciar la visualizacion
desde el objetivo 4 X hasta el 100 X

v

Observar estructuras de reproduccion

y el micelio vegetativo del
hongo en el microscopio

v

Desmontar portaobjetos
del microscopio

'

Limpiar con papel de arroz los
lentes de los objetivos

Sellar medio de cultivo del hongo

'

Desinfectar superficies

v

Cerrar mecheros y salida de gas

v
FIN

6l

Mantener la puerta cerrada y exigir el
uso de los elementos de
proteccidn personal

Para ello usar la cara adhesiva de
la cinta, para tomar la muestra

Al iniciar la visualizacion es

w fundamental identificar caracteristicas

asociadas a la Botrytis cinerea
(ver clave taxonémica)

Anotar caracteristicas
observadas. (Ver anexo A)



6.6.l. Clave Taxonémica

© N O U &

. Micelio regularmente aceptado. Conidios presentes en conidiomas o conidiéforos que nacen

directamente del micelio.

. Conidios no originados en pignidios, pero si en conidiéforos, esporodoquios, sinemas o direc-

tamente de la hifa.

Conidios no originados en sucesion basipeta, pero si, acropeta; o por fragmentacion de hifas
fértiles o solitario o botriosos.

Colonias no anaranjadas que no cubren la caja de Petri en pocos dias.

Conidios tanto articos como blasticos o solamente blasticos.

Conidios no formados en cuartetos por divisiéon de una hifa fértil cilindrica.

Estructuras conidio génicas consistentes, solo conidios blasticos.

Conidios blasticos originados simultaneamente en hifas o de células hinchadas o en ramifica-
ciones (todos del mismo tamafio).

Conidios originados en arreglo botrioso sobre denticulos, en células conidio génicas hincha-
das terminalmente. Conidiéforos erectos apicalmente ramificados (como arbol). Colonias
pardo-grisaceas, algodonosas.

6.7. RECOMENDACIONES

Se puede tomar una parte del cultivo para observacién microscdpica con una cinta adherente
en lugar de usar el asa microbioldgica con el fin de conservar intactas las estructuras que se
deben observar.

Desinfectar todo el material que se requiere usar para la identificacién del hongo con alcohol
al 70% v/v. Para el caso de las asas es necesario flamearlas hasta presente una coloracion roja
y dejar enfriar a temperatura ambiente cerca al mechero.

Todo el material de vidrio usado para el desarrollo de la practica debe estar previamente
esteéril.

Para la visualizacion del hongo en un objetivo a 100X se debe agregar una gota del aceite de
inmersioén al portaobjetos.
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6.9. ANEXOS

Encargado

Céd.

RE-IBC

Version

Actualizaciéon

Fecha

Caracteristicas macroscopicas

Imagen

Tipo de
objetivo

Caracteristicas microscopicas

Imagen

% Archivo de descarga
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