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RESUMEN EJECUTIVO

“TEXTILES FUNCIONALES DE REPELENCIA CONTRA Aedes aegypti A PARTIR DE
LA MICROENCAPSULACION DE ACEITES ESENCIALES(®

(a)Departamento de Ingenieria Textil y Papelera, Escuela Politécnica Superior de Alcoy. Universitat Politecnica de Valéncia, Espaiia.

Palabras Clave: Aedes aegypti, funcionalizacidn de textiles, aceites esenciales, repelencia, micro-
encapsulacion, polimerizacion interfacial.

Keywords: Aedes aegypti, textiles functionalization, essential oils, repellency, microencapsulation,
interfacial polymerization.

La funcionalizacién de sustratos textiles con propiedades de repelencia contra mosquitos cobra
especial relevancia en la medida responde a una necesidad en regiones constantemente
afectadas a picaduras de mosquitos transmisores de graves enfermedades, a tal punto de
convertirse en alertas epidemiolégicas y problemas de sanidad publica. Tal es el caso de los
mosquitos del género Aedes (aegypti y albopictus), transmisores del dengue cldsico, dengue
hemorrdgico y fiebre chikungunya, las cuales afectan severamente a comunidades ubicadas
geograficamente en el trépico.

A lo largo de este estudio, se busca proponer una alternativa factible de funcionalizacién de
textiles considerando variables fundamentales tales como: la composicion y estructura del
sustrato textil, la incorporacion de aceites esenciales con una actividad de repelencia en su
estructura quimica, la técnica de micro-encapsulacion por polimerizacion interfacial a través de
la cual se incorpora dicho principio activo, la caracterizacion de las microcdpsulas y estudio del
tamaino y morfologia de las particulas, asi como la efectividad de su potencial repelente. La
efectividad del fendmeno de repelencia serd medida a través de los ensayos de repelencia o
excito-repelencia propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS-2013) y ensayos de
durabilidad ante la abrasién de ciclos de lavado y evaluacion de la presencia de la estructura
guimica en el principio activo mediante cromatografia y su respectiva caracterizacidn fisica
mediante microscopia y analisis estadistico de los resultados de repelencia y tiempos de
proteccién.

La incorporacion de principios activos provenientes de extractos naturales de aceites esenciales
surge como alternativa a principios activos de origen sintéticos ampliamente usados a nivel
mundial, tales como el DEET e IR3535 que segln un amplio nimero de estudios han demostrado



un potente y duradero efecto repelente, pero cuya exposicion prolongada podria generar efectos
secundarios al estar contacto directo con la piel. Es por ello, que este estudio se une a una linea
global de busqueda de alternativas naturales, especificamente evaluando el efecto individual de
los aceites individuales seleccionados, asi como también el efecto sinérgico de estos y su
interaccidon con el solvente y la emulsién que los contiene.

El presente estudio lleva a la aplicacion en sustratos textiles estudios que previamente fueron
realizados sobre aplicacion directa en la piel y cuyos resultados fueron comparables e incluso
llegando a superar bajo determinadas condiciones de aplicacidn a los principios activos sintéticos
(Amer y Mehlhorn, 2006).

Por tanto, el presente trabajo de fin de master buscara proponer una técnica efectiva y de una
durabilidad aceptable y de una forma eco-amigable a través de la incorporacién de extractos
naturales de aceites esenciales con propiedades repelentes, sin que esto afecte la confortabilidad
ni genere riesgo de toxicidad y que cumpla con los requerimientos minimos de funcionalidad
como producto textil que es: confeccionable, vestible, resistencia a la abrasién por lavado,
friccion, roce, sudoracion, humedad, luz y temperaturas ambientales.

Por ello en el presente estudio se preparan microcdpsulas obtenidas a partir de polimerizacion
interfacial conteniendo como principios activos aceites esenciales de Melaleuca leucadendron y
Litsea cubeba, las cuales son posteriormente aplicadas al tejido de algoddn por impregnacién
para conferir al textil la funcionalizacidén de repulsidon de mosquitos. Se realiza un analisis por
cromatografia para determinar la composicidn quimica de los aceites esenciales.

La actividad de repelencia fue evaluada en un laboratorio certificado siguiendo un protocolo bajo
la normativa de la directiva europea en el que se miden las propiedades de repelencia directa e
indirecta contra el vector Aedes aegypti, habiendo alcanzado niveles de repelencia intrinseca
superiores al 90% durante 60 minutos de exposicion continua, lo cual da lugar a inferir que su
efecto podria prolongarse mas alld de este periodo con niveles elevados de efectividad. M3as alla
de atribuirle las propiedades repelentes antimosquitos a la planta de la cual han sido extraidos
los aceites esenciales, es importante prestar la atencién a los constituyentes 1,8 Cineol, Limoneno,
Citral (Geranial y Neral) y a-Terpineol cuya presencia en la composicién quimica de los extractos
de la mezcla Melaleuca leucadendron y Litsea cubeba es la mayoritaria.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

11 ANTECEDENTES

Los mosquitos son insectos de interés publico para las instituciones gubernamentales de muchos
estados a nivel mundial ya que son vectores causantes de la transmisién de diversas
enfermedades, entre las cuales cobra especial atencidn la fiebre del dengue y fiebre chikungunya
(nombrada simplemente chik de ahora en adelante) que es transmitida por los vectores del
género Aedes, especificamente los Aedes aegypti y Aedes albopictus.

El dengue es considerada de las infecciones mayormente esparcidas por el mundo ocasionadas
por el virus transmitido por artrépodos, afectando enormemente amplias regiones geograficas
tropicales en todas las latitudes, principalmente en Asia, Centro y Sudamérica, en las que las
condiciones climdticas y actividades antropogénicas ejercen una combinacién favorable para la
llegada y rapida propagacion del vector transmisor, principalmente en la estacién lluviosa a pesar
de los esfuerzos por parte de las autoridades en enfrentar las epidemias.

Solo en América, hacia el final de 2014 se tenian 11176,529 casos de dengue, de los cuales 16,238
representaban el tipo hemorragico cuya tasa de fatalidad es elevada, fueron registradas 761
muertes a causa de esta enfermedad, lo cual se traduce en 194 casos por cada 100 mil habitantes.
Para 2015 vy al cierre de la semana epidemiolégica 25, un total de 11206,172 casos habian sido
registrados ya en el continente americano, lo cual excede el total de los registros del afio anterior;
sin embargo, el nUmero de casos que representan la enfermedad en fase de riesgo mortal ha sido
2,824 y 459 muertes, lo cual aun esta por debajo de los casos registrados en 2014 [34].

La fiebre chik ha sido histéricamente una enfermedad que ha afectado a regiones de Asia y Africa.
Desde el afio 2004, esta se ha ido expandiendo en su distribucion geografica generando
epidemias sin precedentes en paises como Filipinas, India y Tailandia y registrando casos en
nuevos territorios del Océano Indico e Italia. En diciembre de 2013 fue confirmado el primer caso
de esta enfermedad en territorio americano, en la isla San Martin y para finales de enero 2014,
se habia expandido a otras de las Antillas menores como Guadalupe, Islas Virgenes Britanicas,
Martinica, San Bartolomé y San Martin por lo que despierta alarmas en el caribe y los territorios
continentales en América.

Ademas del riesgo y complicaciones graves que puedan contribuir a la muerte de los afectados,
el avance de estas enfermedades llega a convertirse en una epidemia de grandes proporciones
llegando a convertirse en problemas de salud publica y llega a afectar la normalidad de las
actividades productivas del pais. A manera de ejemplo y solamente para dimensionar el impacto



epidemioldgico de estas enfermedades, desde el primer caso en Junio de 2014 y hasta Diciembre
del mismo afio, el Ministerio de Salud de El Salvador en América Central [28] habia confirmado
168,472 casos sospechosos de fiebre chik y 53,381 casos sospechosos de dengue y registrado 12
fallecimientos por causa de estas enfermedades (6 por causa de fiebre chik y 6 por causa de
dengue), lo cual representd para el Instituto Salvadoreiio de Seguro Social (ISSS) un desembolso
de $1.1 millones en concepto de incapacidades y para el Ministerio de Salud Pudblica y Asistencia
Social (MINSAL) la asignacion de $40 millones en jornadas de combate y/o control de las
enfermedades, por lo que el 2014 pasé a ser un afio con niveles de epidemia por causa de estos
vectores transmisores sin precedentes, superando las cifras histdricas de dengue clasico y
hemorragico en el invierno de 2010 [29].

A lo largo de las ultimas décadas han sido ampliamente exploradas las propiedades repelentes
antimosquitos que poseen una diversidad de aceites esenciales y ha cobrado especial atencién
debido a su naturaleza biodegradable y por su procesamiento amigable con el medio ambiente.
Asi lo demuestra una serie de estudios realizados y presentados en el capitulo 2 en los que mas
de 100 aceites esenciales han sido objeto de estudios como alternativa a por lo menos una
decena de repelentes sintéticos utilizados hoy en dia.

El reto consiste en conseguir que estos aceites esenciales puedan convertirse en alternativas
factibles a los repelentes sintéticos como el DEET, el mas ampliamente utilizado hasta la fecha.
Por ello, se exploran las propiedades de repelencia que poseen tres aceites esenciales: melaleuca
leucadendron, cinnamomum camphora y litsea cubeba, cuyos nombres comunes son cajeput,
alcanfor y litsea respectivamente.

La incorporacién de estos aceites esenciales a sustratos textiles se convierten en una opcion que
amérita ser explorado, valiéndose de mecanismos de funcionalizacion tales como Ia
microencapsulacidn, que permite extender y regular la forma de liberacién de la esencia alojada
en el nucleo protegido por una pared de polimero que se ird rompiendo en la medida se vea
expuesta gradualmente a la agresion del tejido, por lo que la microencapsulacién puede
convertirse en un mecanismo de incorporacion a través de procesos de acabados a sustratos
textiles.

Previamente ha sido posible la funcionalizacidn de textiles por microencapsulacion de aceites
esenciales comercialmente conocidos como la citronela, e incluso el mismo DEET por
mecanismos de coacervacion o incrustacién en ciclodextrinas [18]; sin embargo, aca se busca
explorar tres esencias cuyos efectos al ser aplicados directamente sobre la piel son elevados y
ademads explorar efectos sinérgicos entre los componentes que nivel de su composicién quimica
le confieren estas posibles propiedades bioldgicas.
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Por tanto, este trabajo de fin de maestria pretende estudiar el efecto repelente (tanto individual
como sinérgico) de los tres aceites esenciales incorporados a sustratos textiles de algoddn
mediante su microencapsulacidon por polimerizacidén interfacial y evaluar sus propiedades de
repelencia siguiendo un protocolo certificado con mosquitos hembra de Aedes aegypti aplicado
a textiles tratados y sin tratar.

1.2 DEFINICION Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Las acciones orientadas a enfrentar las epidemias del dengue o fiebre chik tienen diferentes
componentes cuyo éxito esta fuertemente condicionado por el nivel de control territorial por
parte de las autoridades y organismos encargados del control de epidemias como estas. Asi por
ejemplo, las acciones que invierno tras invierno se realizan para mitigar en alguna medida el
impacto de los contagios son las siguientes:

a) Control fisico. Comprende la eliminacién, modificacién, depuracion y reduccion de
potenciales criaderos de mosquitos y consiste en eliminar todo tipo de huecos,
asentamientos en jardines, utensilios de hogar, depdsitos naturales o artificiales de agua
en arboles, plantas, rocas, reducir a su minima expresidn la exposicion innecesaria de
objetos y depdsitos a la lluvia. También comprende la colocacién de mallas en puertas y
ventanas como mecanismo de barrera del interior de una vivienda y el exterior.

b) Control biolégico. Consiste en valerse de especies animales encargadas de alimentarse del
vector transmisor en su fase larvaria y adultez.

c) Control quimico. 1) Consiste en aplicar larvicidas granulados, bolsas matalarvas en
depdsitos utiles, inservibles o naturales. 2) Fumigacion de un aerosol insecticida casero
en areas especificas en cualquier momento se observe la presencia de zancudos (se acude
a este mecanismo en interiores de viviendas). 3) Fumigacion masiva que pretende un alto
alcance tanto en dreas de interior como exterior propagado por un vehiculo que se
desplaza por las zonas a primeras horas de la mafiana o inicios de la noche. La fumigacién
es por tierra y en casos de alertas mdximas por medio aéreo.

d) Fase educativa. Las autoridades sanitarias despliegan un plan de capacitacion y educacién
de la poblacidn en torno a tareas caseras necesarias para prevenir el brote dentro del
radio de responsabilidad aplicando las medidas expuestas anteriormente.

e) Uso tdpico de repelentes. La aplicacién de repelentes directamente sobre la piel no
constituye una medida ampliamente practicada por la poblacién debido a que la
exposicién a los mosquitos es permanente y por un periodo extenso en el afio, por lo que
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el uso de repelentes por tiempos prolongado es inviable entre la poblacidn y Unicamente
se practica ante exposiciones especificas de y por tiempo limitado: actividades en la playa,
laguna, trabajo en estanques, etc.

f) Uso de tecnologia repelente. No es una medida comun, debido al limitado poder
adquisitivo de la poblacion no es facil poder acceder a lamparas repelentes, espirales,
emisiones de baja frecuencia, etc.

g) Evitar la exposicion de la piel llevando vestuario que cubra las extremidades. Esta medida
al igual que la medida E, se realiza en situaciones muy especificos pues las temperaturas
en las regiones afectadas son superiores a los 30 grados Celsius con elevados niveles de
humedad ambiental (es temporada lluviosa y se prolonga por 6 meses), por lo que llevar
camisas manga larga no garantiza confort.

De las medidas expuestas anteriormente, A, C y D son las principales apuestas por parte de la
politica oficial de prevencidn y control de la epidemia [26]. La medida D es fomentar culturay no
arroja resultados efectivos en si misma, al menos en una fase en el que aun no existe una plena
consciencia del abordaje de la enfermedad; por lo que debe ir de la mano de otras medidas
técnicas, tales como Ay C, las cuales son muy efectivas si y solo si existe un control territorial por
parte de las autoridades sobre las comunidades para facilitar el control quimico que contenga el
brote de la mano de una funcién auditora e inspeccidén para garantizar que la poblacién siga y
acate las normas; si no hay un control de territorio por parte de la autoridad, las medidas pierden
efectividad, debido a que el riesgo es permanente y la velocidad de desarrollo larvario de la cepa
y muy rapido.

Por ello, es necesario pensar en medidas que complementen las ya existentes, sobretodo en areas
de interior y que no requieran un mantenimiento tan continuo por parte de las personas para
gue sea efectivo y desde esta perspectiva, pensar en textiles con propiedades duraderas de
repelencia son una opcién viable; aunque también debera ir acompanada de un componente de
educacion a la poblacion.

Aunque en el presente trabajo de fin de maestria se explora una pequefia parte, la posibilidad de
explorar diferentes concentraciones, formulaciones, tipos de tejido, formas de incorporacién y
tipos de aceites esenciales es muy amplia.

Segln el andlisis de estado del arte presentado en el capitulo 2, se refleja que la mayor parte de
los aceites esenciales estudiados hasta la fecha han sido incorporados en formulaciones para
aplicacién directa a la piel en cremas o lociones por lo que su durabilidad es de corta duracién;
por ello en este estudio se busca primero explorar las propiedades fisicoquimicas de tres aceites
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esenciales, estudiar su factibilidad por ser microencapsulados y finalmente incorporarlos a un
sustrato textil que tenga capacidad de repeler mosquitos.

Con ello, se pretende proponer un producto que asegure la efectividad de repelencia sin llegar a
afectar ni paralizar la normalidad en el desempeiio de las actividades cotidianas de las personas.

1.3 OBIJETIVOS

En el presente trabajo de fin de maestria, se plantea un objetivo general y tres objetivos
especificos, siendo estos ultimos los medios para alcanzar el primero:

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un textil funcional con actividad de repelencia contra mosquito Aedes aegypti
mediante la microencapsulacién de aceites esenciales determinados.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conseguir la microencapsulacidon de aceites esenciales con propiedades de repelencia
como principios activos a partir del estudio de sus propiedades fisicoquimicas.

e Estudiar la actividad de repelencia a partir de posibles efectos sinérgicos entre la
composicidon quimica de dos o mas aceites esenciales.

e Evaluar la eficacia de la actividad repelente mediante la realizacidn de ensayos siguiendo
protocolos acorde a normativa vigente europea.

e Utilizar diferentes técnicas instrumentales asi como sus respectivos protocolos de ensayos
para la correcta determinacidn de propiedades en los materiales.

13



CAPITULO 2: ESTUDIO DE ESTADO DEL ARTE

La etapa de busqueda de la revisién bibliografica es fundamental para realizar un estudio del
estado del arte completo, veraz, actualizado y preciso. Para ello se requiere tener claridad en el
alcance de la busqueda y valerse de plataformas potentes que se convertirdn en fuentes
consultadas que garanticen la mayor calidad y diversidad posible de articulos cientificos en torno
al tema que se pretende desarrollar. A continuacion se presentan los criterios utilizados para la
blsqueda:

2.1 MECANISMO DE BUSQUEDA

Las fuentes consultadas han sido principalmente plataformas virtuales conocidas por aglutinar
una amplia cantidad de articulos cientificos de importantes instituciones de investigacion y
desarrollo a nivel global. Estas son: web of science, espacenet, science direct, scopus, elsevier; asi
como también plataformas institucionales de organismos multilaterales tales como Ia
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), su dependencia regional Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS) y The royal association of tropical medicine and hygiene.

2.1.2 Palabras clave

Las palabras claves seleccionadas para llevar a cabo la busqueda tienen la siguiente ldgica de
forma general: el estimulo, el sustrato a funcionalizar y la respuesta deseada con tal
funcionalizacidn. Bajo esta ldgica, el planteamiento de las palabras clave se ilustra a continuacién,
siendo /a respuesta la mayormente acotada.

EL ESTIMULO RESPUESTA
— — — — — — — — — _>
N
7

Aceites Esenciales SUSTRATOY Actividad Repelencia
FUNCIONALIZACION .
Aedes albopictus

Sustrato Textil Aedes aegypti
Actividad biocida-insecticida

2.1.3 Criterios de busqueda y seleccion por relevancia

Resulté fundamental acotar en mayor manera la variable respuesta, debido a que con esto se
responde a “¢éEl qué?”; la variable sustrato y funcionalizacion que responde a “éCémo?” se limitd
mas a una sola palabra cuyo cumplimiento es mandatorio y es aca donde se pretende identificar
potenciales brechas en las lineas de investigacidén actuales y desde esta perspectiva plantear una
propuesta innovadora, por tanto es donde mas flexibilidad de busqueda se pretende. La variable
estimulo esta limitada a aceites esenciales, pero interesa una interaccidon directa de busqueda
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tanto con la variable sustrato y funcionalizacion como con la variable respuesta, tal como se
representa en el esquema.

Una vez definidas las palabras claves y la interaccion entre las variables, entonces resulta mas
claro establecer filtros, por tanto seran de utilidad los articulos cientificos, revistas, patentes y
normativas que necesariamente respondan a las siguientes interacciones:

a) <<aceites esenciales and textiles and (Aedes albopictus or/and Aedes aegypti) and/or
actividad repelencia and/or actividad biocida>>, es decir, necesariamente debe contener
dos de los siguientes elementos: repelencia-biocida-insecticida vs. Aedes aegypti-Aedes
albopictus siendo mandatorio al menos uno del género de mosquito en cuestién siendo
estos ultimos suficientes y necesarios y los primeros necesarios mas no suficientes.

b) <<aceites esenciales and repelencia-Aedes-biocida>>.

c) <<aceites esenciales and textiles>>.

d) <<textiles and repelencia-Aedes-biocida>>.

La interacciéon a es la mdas acotada posible, la b resulta interesante porque abre la posibilidad de
desarrollar completamente una funcionalizaciéon en sustratos textiles a partir de experiencias
aceptables mediante otras aplicaciones, la interaccion ¢ también es de interés porque si bien no
vincula la variable respuesta arroja informaciéon de potenciales técnicas de incorporacién y
funcionalizacidon de aceites esenciales a sustratos textiles y finalmente la interaccién d arroja
informacién interesante para conocer no solo la experiencia de funcionalizaciéon a través de
aceites esenciales, sino también abre la busqueda a principios activos de origen sintéticos a través
de lo que es posible establecer pardmetros de comparacion cuando la variable estimulo responde
a lo tradicionalmente conocido y existente y la innovacién a proponer y ademadas arroja
informacién de la normativa de ensayos estandar realizados para evaluar la conformidad de la
variable respuesta. Todas las busquedas han sido realizadas en inglés.

Un tercer criterio ha sido definir la relevancia de los articulos encontrados, el cual ha consistido
en revisar el nimero de veces en las que ha sido citado posterior a su publicacién, asi como las
citas utilizadas en retrospectiva. Este criterio junto a los afios de publicacién han definido el
criterio relevancia en la busqueda de informacidn en las plataformas, interesan publicaciones
desde 1981, afio en que la OMS propone tipos protocolos de evaluacién y ensayos especificos
para medir la capacidad repelente-insecticida de principios activos, aunque 1996 marca
nuevamente un punto de inflexién, ya que la OMS propone versiones revisadas y mecanismos
mas completos de caracterizacidén y ensayos de evaluacion de la capacidad repelente de principios
activos y lo comienza a relacionar a los tipos de superficie sobre los cuales son aplicados.
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2.2 RESULTADOS DE LA BUSQUEDA

Partiendo de lo general a lo especifico, abajo se presentan los resultados de la busqueda en las
diferentes plataformas al introducir las palabras claves siguiendo las 4 interacciones de interés

descritas en la seccion 2.3.

Plataforma de busqueda Palabras clave (interaccion a) Resultados
Espacenet L . 0
; <<essential oil, textiles, aedes
Web of science albopictus, aedes aegypti 2
Science direct P ’ S AeEYPH, 2
repellency, biocidal,
Scopus . . 2
- insecticidal>>
Elsevier 0
Total 6
Plataforma de busqueda Palabras clave (interaccion b) Resultados
Espacenet — tial oil. aed 0
Science direct b ’ >S ACEYPH, 46
repellency, biocidal,
Scopus . . 335
- insecticidal>>
Elsevier 3
Total 518
Plataforma de busqueda Palabras clave (interaccion c) Resultados
Espacenet 2
Web of science 25
Science direct <<essential oil, textiles>> 20
Scopus 91
Elsevier 20
Total 158
Plataforma de bisqueda Palabras clave (interaccion d) Resultados
Espacenet 0
Web of science << textiles, aedes albopictus, 1
Science direct aedes aegypti, repellency, 2
Scopus biocidal, insecticidal>> 16
Elsevier 0
Total 19

La interaccion entre las variables estimulo-respuesta concentra el 73,8% de los hallazgos, las
variables estimulo-sustrato el 22,5%, la interaccidn sustrato-respuesta el 2,7% y la interaccidn
mas acotada estimulo-sustrato-respuesta se limita a un 0,9%. Luego, se procedid a seleccionar un
grupo de articulos cientificos en funcion de su contenido, resultados y nimero de veces que han
sido citados. Este conjunto de articulos serd el insumo para construir el estado del arte y poder
identificar la situacion actual, las lineas de estudio, analizar los recursos en términos de reactivos,
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equipos y materiales utilizados, estudiar la robustez de la técnica y los resultados en términos de
protocolos implementados, identificar brechas y proponer elementos que complementen el
conocimiento generado y que tenga la viabilidad de incluirse en el Trabajo de Fin de Maestria.

22,5%

Essential Oil Textiles

Imagen 2.1 Interaccion de las variables en plataformas de busqueda

La tabla 2.1 muestra el directorio de 24 publicaciones relevantes, de las que 6 (las sombreadas)
son consideradas referentes para cada tipo de interaccién de busqueda realizada, en funcién de
su contenido y numero de veces que han sido citados. La imagen 2.2 es una gréafica que compara
el numero de citas utilizadas y las que han surgido posteriormente [16] [5] [10] [9] [6] [15]:

200
180
160 i Veces que ha sido
citado
140
W Citas utilizadas

120
100

80

6

4

2 /

18AR2010 6GE2006 12AR2007 11TH2007 7IN2006 17GE2010

o o

o O

Imagen 2.2 Citas utilizadas y generadas de las 5 publicaciones mds relevantes (Fuente: Web of science)
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ETAPA

. ANO TIPO DE GENERO DE MOSQUITO TIPO DE - .
NOMBRE DE LA INVESTIGACION AUTOR (et al. 2 DESARROLLO METODOLOGIA/NORMATIVA MECANISMO DE INCORPORACION
0 0 (et PUBL INVESTIGACION ESTUDIADO 0 ENSAYO 0 e sMo ORPO 0
DEL MOSQUITO
1UK2001 United Applicati f mi lation in textiles [1] N. Gordon 2001 Overview Not Applicable Not Applicable Not Not Applicable Microencapsulation
Kingdom pplication of microencapsulation in textiles . pp pp Applicable pp p
REPELLENCY OF AROMATIC MEDICINAL PLANT H ki
2K02004 Korea EXTRACTS AND A STEAM DISTILLATE TO AEDES Y. Yang 2004 Experimental A. aegypti Adult un’;::ts "™ | Frances et al. (1996) Modified Solubilized and direct application
AEGYPTI [2]
Composition and larvicidal activity of leaves and A
3IN2005 India stem essential oils of Chloroxylon swietenia DC S. Ravi 2005 | Experimental | A.aegypti/A. stephensi Larvae br:zgi‘f WHO (1981) Solubilized
against Aedes aegypti and Anopheles stephensi [3] 8
L . Mice skin test
Repellent effect of plant essential oils against Aedes i
4CH2005 China P P . g P. Yang 2005 Experimental A. albopictus Adult {proboscis / Human skin Own/ France_? ?t al. (1996) Solubilized and direct application
albopictus [4] amputated) test Modified
Germany- Larvicidal effects of various essential oils against A. aegypti / A. stephensi AQUOUS
5GE2006 Lvbia ¥ Aedes, A. Amer 2006 Experimental ‘/C gyfin uéfascli:)atus Larvae br:edin Mohtar et al. (1999) Modified Solubilized
¥ Anopheles, and Culex larvae (Diptera, Culicidae) -quing &
Repellency effect of forty-one essential oils against A £ / A. stephensi H ki Human-Bait. Schreck and
6GE2006 | Germany Aedes, A. Amer 2006 Experimental : aegyp' S ep enst Adult uman skin McGovern (1989); WHO Solubilized and direct application
. / C. quinquefasciatus test
Anopheles, and Culex mosquitoes [5] (1996)
Microencapsulation of Zanthoxylum limonella oil
: (zL0) . : : . Not . . .
7IN2006 India in glutaraldehyde crosslinked gelatin for mosquito T. Maji 2006 Experimental Not Applicable Not Applicable e Not Applicable Microencapsulation
repellent application [6]
REPELLENCY OF ESSENTIAL OILS EXTRACTED FROM
PLANTS IN THAILAND AGAINST FOUR MOSQUITO A ti / A. albopict Adult (Air H ki
. . aegyp . albopictus uman skin . .
Thailand- VECTORS . . ) repellency and Human-Bait. Tawatsin et al. . . .
8TH2006 USA (DIPTERA: CULICIDAE) AND OVIPOSITION DETERRENT A. Tawatsin 2006 Experimental /'A. dlzcus / C. eggs-laid test;c / A(?uous (2001) / Own Solubilized and direct application
EFFECTS AGAINST AEDES AEGYPTI (DIPTERA: quinquetasciatus deterrent effect) reeding
CULICIDAE) [7]
A ic plant-deri ial oil: An al i A
9TH2007 | Thailand romatic plant-derived essential oil: An alternative | .+ | 5007 | Experimental A. dirus / A. aegypti Larvae quous WHO (1981) Solubilized
larvicide for mosquito control breeding
France- Various dipteria Not
10FR2007 Biological effects of essential oils — A review [8] F. Bakkali 2007 Overview organisms: A. aegypti / Adult . Not Applicable Not Applicable
Morocco . Applicable
A. albopictus
Repellent activity of selected essential oils against i -Bait.
11TH2007 | Thailand g i . & W. Choochote | 2007 Experimental A. aegypti Adult RIS Human-Bait WHO Solubilized and direct application
Aedes aegypti [9] test (1996)
Mosquito repellent activity of essential oils of H ki H -Bait. WHO
12AR2007 | Argentina b . : . y . Y. Gillij 2007 Experimental A. Aegypti Adult uman skin uman-ga Solubilized and direct application
aromatic plants growing in Argentina [10] test (1996)
] Estudio comparativo del acabado antimosquitos por . . Arm In-cage Modification Of Human-Bait ) )
13SP2008 Spain . L, R. Cortes 2008 Experimental Not specified Adult test: textile set up-Confined cage. Microencapsulation
microencapsulacién [11]
surface WHO (1996)
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NOMBRE DE LA INVESTIGACION

AUTOR (et al.)

-\ o)
PUBL

TIPO DE
INVESTIGACION

GENERO DE MOSQUITO
ESTUDIADO

ETAPA
DESARROLLO
DEL MOSQUITO

TIPO DE
ENSAYO

METODOLOGIA/NORMATIVA

MECANISMO DE INCORPORACION

Characterization and mosquito repellent activity of Human skin Human-Bait. WHO
14TH2008 | Thailand U. Sakulk 2008 Experimental A. aegypti Adult . Solubilized and direct application
| citronella oil nanoemulsion (NR) [12] e xper evp ! test (1996); Tawatsin et al. (2001) Hoie I PPl
Various dipteria Mice skin test
15C02009 | Colombia Repellent activity of essential oils: A review [13] L. Nerio 2009 Overview organisms: A. aegypti / Adult / Human skin Yang (2005) / WHO (1996) Solubilized and direct application
A. albopictus test
ndi Field trials on the efficacy of DEET-impregnated « C. qumhg:efasc.l?t:s/c. Outdoor own Method (Outd
16IN2009 ndia- anklets, wristbands, shoulder and pocket strips ' | 2009 | Experimental whitmoret /2. Adult textile surface wn Method (Outdoor Solubilized and Direct application to textile
Ethiopia . . . Karunamoorthi subalbatus / A. subpictus Exposure)
against mosquito vectors of disease [14] . . i test
/ C. gelidus / C. vishnui
Arm in-cage
.. . . test for e .
Insecticidal, acaricidal and repellent effects i Modification of Human-Bait
of DEET- and IR3535-impregnated bed nets . . . repefiency set up-Confined cage. WHO .
17GE2010 | Germany using a novel long-lasting polymer-coating technique M. Faulde 2010 Experimental A. aegypti / I. ricinus Adult and c;)ne test (2005). Adapted by A. Masetti Polymer coating
or
[15] insecticidal: (2006) and Lagakos (2008).
textile surface
. Microencapsulated citronella oil for mosquito o, . . A in-ca.ge Modification Of B . .
18AR2010 | Argentina . . M. Miré 2010 Experimental A. aegypti Adult test: textile set up-Confined cage. Microencapsulation
repellent finishing of cotton textiles [16]
surface WHO (1996)
. . . . Excito-
Effects of Irritant Chemicals on Aedes aegypti Resting '
19US2011 USA Behavior: Is There a Simple Shift to Untreated “Safe H. Manda 2011 | Experimental A. aegypti Adult t(;(sef'eSuer?;Ze Chareonviriyaphap (2002). Solubilized and Direct application to textile
H ) °
Sites”? (NR) [17] textiles
Development of Longer-Lasting Insect Repellence WHO 2001, Modifiction by N.
20EG2011 Egypt A. Fara 2011 Experimental A. aegypti Adult Cone Test ’ Ciclodextrin
&yp Cellulosic Based Curtain Fabrics [18] 8 P gYp Kapoor (2003)
G Microencapsulation of citronella oil for mosquito- Not
21GE2011 EiLr:;ar;Z- repellent application: B. Solomon 2011 Experimental Not Applicable Not Applicable A Ii(zable Not Applicable Microencapsulation
P Formulation and in vitro permeation studies [19] PP
New textiles of biocidal activity by introduce Ansari (1998), WHO 2001, Ciclodextrin/GMA by Elect b
22EG2013 Egypt insecticide in cotton-poly (GMA) copolymer A. Hebeish 2013 Experimental Not specified Adult Cone Test Modifiction by N. Kapoor iclodextrin raf—ti: ectron beam
containing -Cd (NR) [20] (2003) & &
Comparative Behavioral Responses of Pyrethroid—  (lab Excito- b | )
23TH2014 | Thailand | Susceptible and -Resistant Aedes aegypti (Diptera: > 2014 imental A|\‘ aegyexh . Ora'toﬁrym Adul repellency nggegscit ot VrYHO Solubilized and Di licati
T Thailan Culicidae) Populations to Citronella and Eucalyptus Sathantriphop Experimenta colony) / A. aegypti (fie ult test: Surface ; Chareonviriyaphap olubilized and Direct application to paper
. colony) (2004)
Oils [21] Paper
- . . Various dipteria
Germany- Insect repellent finishes for textiles: An overview. L. Van . . . Not . .
24GE201 201 CA.
4GE2015 Belgium [27] Langehnove 015 Overview organisms: A. aegypti / Adult Applicable Not Applicable Not Applicable

A. albopictus

Tabla 2.1 Directorio de bibliografia mas relevante obtenida a partir de las cuatro interacciones de busqueda.
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2.3 CONCLUSIONES DE LA BUSQUEDA

El mayor numero de publicaciones ha ocurrido posterior a 2010, de las cuales la gran mayoria estan
orientadas en las variables estimulo-respuesta (anteriormente definida) y muy pocas en estimulo-textil-
respuesta. Para esta Ultima interaccidn, la investigacién que es referente en todas las plataformas de
busqueda es la investigacidén argentina de M. Mird Specos et al y para estimulo-respuesta el principal
referente es la investigacion libia-alemana de Abdelkrim Amer et al.

Durante esta fase, se ha identificado que si bien hay una amplia gama de aceites esenciales que han sido
objeto de estudio en cuanto a su capacidad de repelencia contra mosquitos de diferente género, aun
existe una brecha en cuanto a la exploracién de mecanismos que favorezcan durabilidad de su efecto con
el tiempo. Efectividad y durabilidad son dos variables fundamentales a explorar para que un principio
activo de origen natural pueda convertirse en una alternativa viable a los componentes quimicos
utilizados hoy en dia. Por tanto, se toma como insumo importante los resultados de aquellos aceites
esenciales que han sido evaluados previamente por investigaciones que han utilizado metodologias de
gran rigor y se buscara saldar las adaptaciones que deban realizarse para llevar explorar la durabilidad de
estos principios activos a través de la microencapsulacion y respectiva incorporacion al sustrato textil, lo
cual se resume en la tabla 2.2 con 8 posibles principios activos a estudiar.

Prioridad

Sugerida Aceite Esencial Indicadores y Observaciones

1 Catnip (Nepeta cataria) 8.2%R y PP 480 min indi'\llidual — 100%R y PP 480 min junto a Litsea, Cajeput y

Violeta contra A. aegypti-.
. . 75%R y PP 480 min individual - 100%R y PP 480 min junto a Catnip, Cajeput
2 Litsea (Litsea cubeba) Violet!contra A. aegypti' y PP 372 min c\c/mtra A. aIboinctusz. PR
3 Cajeput (Melaleuca 78%R y PP 350 min individual - 100%R y PP 480 min junto a Litsea, Catnip y
leucadendron) Violeta contra A. aegypti®.

4 Violeta (Viola odorata) 70%R y PP 370 min individual - 100%R y PP 480 min junto a Litsea, Catnip y
Cajeput contra A. aegyptil.

5 Cinnamomum camphora | 94%R y PP>60 min contra A. aegypti®.

6 Cinnamomum cassia 91%R y PP=60 min contra A. aegypti®.

7 Piper Nigrum PP 480 min contra A. albopictus y 170 min contra A. aegypti®.

8 Cltronellra:a(rc(;/:;)bopogon 95%R por 21 dias (microcapsulas)*, 87%R° y PP 168 min® contra A. aegypti.

Tabla 2.2 Aceites Esenciales sugeridos para microencapsulacién fase experimental. (°A. Amer et al., 2006 ’A.
Tawatsin et al., 2006 Y. Yang et al., 2004 *2U. Sakulku et al., 2008 M. Miré et al., 2010 2'S. Sathantriphop et al., 2014).

La tabla 2.3 reune todas las publicaciones en funcidn de los principios activos estudiados, totalizando
pruebas con 102 aceites esenciales y 13 sintéticos incluyendo controles positivos, blancos negativos y
fijadores, sombreando en gris oscuro los que mejor resultado en actividad de repelencia y/o insecticida
arrojaron segun las conclusiones en cada investigacién. De esta manera ha sido posible establecer
diferencias y similitudes en estas investigaciones y se ha procedido a crear un directorio maestro en el
gue se confrontan los elementos considerados de rigor con miras a identificar metodologias de analisis y
ensayos usadas, protocolos sistemas de medicidn y criterios de pasa-falla (tabla 2.4), recursos utilizados
(tabla 2.5), resultados obtenidos (tabla 2.6), y finalmente evaluar las adaptaciones realizables para
proponer y justificar un trabajo propio.
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ORIGEN DEL ACEITE ESENCIAL

2K02004

3IN2005

4CH2005

6GE2006

7IN2006

8TH2006

9TH2007

11TH2007

12AR2007

13SP2008

14TH2008

16IN2009

17GE2010

18AR2010

19US2011

20EG2011

22EG2013

Angelica dahurica

Acorus calamus var. angustdtus

Acorus gramineus

Artemisia princeps var. orientalis

Inula helenium

Dioscorea batatas

Gleditsia horrida

Glycyrrhiza glabra

Agastache rugosa

Schizonepetatenuifoli a

Cinnamomum camphora

Cinnamomum cassia

Magnolia obovata

Eugenia caryophyllata

Paeonia suffruticosa

Piper nigrum

Rheum coreanum

Lysimachia davurica

Chaenomeles sinensis

Evodia mtaecarpa

Solanum melongena

Stemona japonica

Aquilaria agallocha

Nardostachys chinensis

Chloroxylon swietenia

Ajania tenuifolia

Citrus sinensis

Mentha piperita

Mentha spicata

Cymbopogon citrates

Eucalyptus globulus

Citronella (Cymbopogon winterianus)

Rosewood (Aniba rosaeodora)

Lavender (Lavandula angustifolia)

Catnip (Nepeta cataria)

Geranium (Pelargonium graveolens)

Thyme (Thymus serpyllum)

Jasmine (Jasminum grandiflorum)

Broad-leaved eucalyptus (Eucalyptus dives)

Lemonscented eucalyptus (Eucalyptus citriodora)

Fichtennadel (Picea excelsa)

Amyris (Amyris balsamifera)
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Lemon (Citrus limon)

Narrow-leaved eucalyptus (Eucalyptus radiata)

Carotin oil (Glycina soja)

Cedorwood (Juniperus virginiana)

Frankincense (Boswellia carteri)

Dill (Anethum graveolens)

Myrtle (Myrtus communis)

Chamomile (Anthemis nobilis)

Cinnamon (Cinnamomum zeylanicum)

Juiper (Juniperus communis)

Sage (Salvia sclarea)

Basil (Ocimum basilicum)

Cajeput (Melaleuca leucadendron)

Soya bean (Glycina max)

Rosemary (Rosmarinus officinalis)

Niaouli (Melaleuca quinquenervia)

Olive (Olea europaea)

Verbena (Lippia citriodora)

Tagetes (Tagetes minuta)

Violet (Viola odorata)

Helichrysum (Helichrysum italicum)

Litsea (Litsea cubeba)

Sandalwood (Santalum album)

Galbanum (Ferula galbaniflua)

Chamomile, Roman (Chamaemelum nobile)

Zanthoxylum limonella

Houttuynia cordata

Alpinia galanga

Myristica fragrans

Melaleuca cajuputi

Piper betle

Manglietia garrettii

Eleutherococcus trifoliatus

Murraya paniculata

Schefflera leucantha

-l

Aglaia odorata

Ocimum sanctum

Vitex trifolia

Psidium guajava

Zingiber officinale

Curcuma longa

Hedychium coronarium

Carum carvi
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Curcuma zedoaria (zedoary)

Apium graveolens (celery)

Foeniculum vulgare (fennel)

Kaempferia galanga

Amomum xanthioides

Piper longum

Zanthoxylum piperitum

Achyrocline satureioides

Tagetes pusilla

Hyptis mutabilis

Aloysia citriodora

Anemia tomentosa

Chenopodium ambrosioides

Acantholippia seriphioides

Baccharis spartioides

Eucalyptus saligna

Minthostachys mollis

REPELENTE SINTETICO

2K02004

3IN2005

4CH2005 6GE2006 7IN2006 8TH2006 9TH2007 11TH2007 12AR2007 13SP2008 14TH2008 16IN2009

17GE2010

18AR2010

19US2011

20EG2011

22EG2013

N,N-diethyl-m-toluamide (DEET)-Active compound

N,N-diethyl-m-toluamide (DEET)-Positive blank

IR 3535-Positive Blank

IR 3535-Active compound

Permetrina-Positive blank

Alphacypermethrin

Dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT)

Permethrin-Active compound

Bio-Allethrin-Active compound

Malathion-Positive blank

Vanillin-Fixation

Synthetic pyrethroids-Active compounds

1-piperidinecarboxylic acid, 2-(2-
hydroxyethyl)-1-methylpropylester (BAYREPEL)-
Positive Blank

Tabla 2.3 Principios activos (aceites esenciales y sintéticos) con propiedades repelentes estudiadas por la bibliografia mas relevante.
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ASSESSMENT REMARKS 1UK2001 2K02004 3IN2005 ACH2005 5GE2006 6GE2006 7IN2006 8TH2006 9TH2007 10FR2007 11TH2007 | 12AR2007 | 135P2008 14TH2008 | 15C02009 | 16IN2009 | 17GE2010 | 18AR2010 | 19US2011 | 20EG2011 | 21GE2011 | 22EG2013 | 23TH2014
Susceptibility
N test (using
I Excito- ~
Modification Repellenoy | Repellenc: | Repellen Cone Test Cone Test. | perythroids)
Frances et al. Schreck and _ of Human- _ n o R & P o Method. WHO Ansari [1998), and
Frances etal. {1096) McGovern Human-Bait. Human-Bait. | Human-Bait. | Baitsetup- | - man-Bait Field Protocol| |7 C2ES arm | In-cagearm | test WHO 2001 WHO 2001, | Insecticide
Protocol (1996 WHO (1981 Tawatsin et | WHO (1981 ’ i Tawatsin et (WHO 2005). | (WHO 2005). 2005 ’ !
' ! _ _] ! ! Modified- (1988); WHO ) ! ! WHO (1986) | WHO (1996) Confined ) (Own) ! o | ! I Modifiction Modifiction | test. Roberts
Modified R . al. (2001) al. (2001) Insecticidal: | Release by | modification. .
mice (1996) cage. Cone Test s Chareonviriva by N. Kapoor by N. Kapoor | et al. (1997);
WHO (1996) ) v (2003) (2003) WHO 1998;
phap (2002) -
Charecnviriya
phap (2004)
Cage size {cmxcmuxcm) 3030m30 40x3030 48.5x4030 3030m30 124 ¢m2 30m30n30 302222 3030030 A0wA0na0 MNA A0wE0n30 SMS0neS0 3030030
10 (dat
Exposure time (min) 5 1440 2 3 1440 3 5 2 3 Permanent 5 1 ! ;mafl :]VE“’ 60 &0
intervai time (min) 30 g0 30 30 30 30 20 5 5
Ne. Replicates 3 5 3 3 3 3 3 3 0 10 3 5 No details 4
25 per set are shown
Quantity of mosquitoes 300 Larvae 300 250 {100) 250 50 30 250 400 200 10 15 25
Mosguitoes age (days-oid) GtoB Larvae 4105 4105 Larvae 5t07 3to 10 3t05 5to 20 5to7 3to5
lab [/ field
Type of mosguito colony: lab-field lab colony lab colony lab colony lab colony lab colony lab colony lab colony lab colony lab colony field calony lab colony lab colony | field colony aco.lol:il
44 days [arm
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Tabla 2.4 Informacidn acerca de caracteristicas de la evaluacién realizada por las investigaciones referenciadas.
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Tabla 2.5 Insumos utilizados por los estudios referenciados en formulaciones para retener los aceites esenciales
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Tabla 2.6 Resultados obtenidos por los estudios referenciados.
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La tabla 2.2 muestra en orden de prioridad de los aceites esenciales que podrian ser utilizados
para la incorporacion a sustratos textiles a través de micro-capsulas después de confrontar versus
los lineamientos establecidos en los protocolos de la Organizacién Mundial de la Salud y que
igualan o superan los niveles de efectividad del blanco positivo utilizado (DEET) a través de una
formula para aplicacién directa en la piel y al combinarse, incluso en bajas concentraciones, se
consiguen efectos sinérgicos superiores al blanco positivo usado contra el mosquito A. aegypti
prolongando el efecto de repelencia y periodo de proteccion hasta 8h y %R de 100% en el mismo
periodo de andlisis con Nepeta cataria, Litsea cubeba, Melaleuca leucadendron y Viola odorata

[5].

Aunque no fue evaluado su efecto contra A. albopictus se parte del hecho que puede ser efectivo
en vista que este Ultimo es mas susceptible que A. aegypti (como se explica en el capitulo 4) otros
estudios con A. albopictus coinciden con A. Amer et al., 2006 al conseguir con extractos de Litsea
cubeba un periodo de proteccidon de aproximadamente 6h [7] levemente menor capacidad de
repelencia que el DEET e IR3535, asimismo demuestra que el periodo de proteccién contra A.
albopictus puede ser hasta 8h con extractos de Piper Nigrum.
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CAPITULO 3: INNOVACION DEL ESTUDIO

Es sabido que el tema de funcionalizacion de textiles con propiedades repelentes de mosquitos
ha sido estudiado en los Ultimos afios y no cabe duda que existen algunos extractos naturales de
aceites esenciales con capacidad de repeler mosquitos.

Lo que aun resulta retador es la exploracion de mecanismos que permitan prolongar
consistentemente el efecto repelente en un nivel lo suficientemente aceptable como para
considerarse una opcion viable de uso masivo entre los grupos poblacionales expuestos al ataque
de tales vectores transmisores, lo cual pasa por explorar los efectos sinérgicos de un principio
activo compuesto por una mezcla de aceites esenciales con propiedades superiores en contraste
a componentes individuales, siendo este ultimo el caso mayormente estudiado en las
investigaciones referenciadas.

Después de hacer un analisis en el estado del arte, no es posible encontrar equivalencias entre
los resultados de los diferentes estudios, debido a que se no se ha seguido una aplicaciéon
estandar de los protocolos, mecanismo de evaluacién y medicion de las variables relacionadas
con la respuesta del vector ante el estimulo. Por lo que este estudio representa en si mismo ya el
consumo de conocimiento generado y la aportacién de nuevas lineas de conocimiento.

El fendmeno estudiado ha demostrado que el efecto es una realidad, ahora es necesario entrar a
un estudio detallado de los elementos que incidiran directamente en la retencion y longevidad
de la capacidad repelente: una emulsidon de gran estabilidad y que potencie las propiedades
repelentes del principio activo, una pared de microcapsulas con espesor y composicion éptima,
un sustrato textil con alta capacidad de anclaje y un principio activo con una capacidad igual o
superior a los componentes sintéticos producto del efecto sinérgico por la mezcla de aceites

esenciales.

La capacidad repelente de un aceite esencial proveniente de un extracto natural no siempre es
relacionada con la composicion quimica, es decir, ain hay una oportunidad de ligar las
propiedades repelentes antimosquitos al estudio de su estructura quimica y no necesariamente
a la planta de la cual proviene. A continuacién se enumeran los frentes desde los cuales este
estudio pretende aportar conocimiento, y por tanto, pretende convertirse en novedoso:

e Los aceites esenciales objetos de estudio seran tres: Melaleuca leucadendron (cajeput),
Cinnamomum camphora (alcdnfor) y Litsea cubeba (litsea).
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e Estos aceites esenciales han sido estudiados en formulaciones para aplicacidn directa en
la piel en forma de lociones o cremas. Aca se busca explorar la factibilidad de ser
microencapsulados por lo que se reduciria el riesgo de sensibilidad y representaria un
mecanismo para una liberacion gradual y prolongada de su actividad repelente.

e Por polimerizacion interfacial se explorard la factibilidad de las esencias a formar
emulsiones capaces de ser encapsuladas por polimerizacion interfacial.

e Se explora el potencial efecto sinérgico al funcionalizar el textil con una mezcla de
microcapsulas proveniente de estos principios activos.

e La capacidad repelente que se obtenga podra ser directamente vinculada a la propiedad
bioldégica que le confieren su composicidon quimica analizada mediante cromatografia de
gases en la que sera posible determinar la presencia de terpenos.

e Mediante un ensayo en un laboratorio certificado y bajo un procedimiento reconocido
por la normativa europea, se medira la eficacia no sélo en términos de repelencia directa
sobre el textil sino también la repelencia indirecta como una forma aproximada de medir
el radio de incidencia de la actividad repelente.

e Incorporacion de técnicas de caracterizacién de microcapsulas como metodologias para
explicar la funcionalizacién conferida al textil.

Resulta necesario establecer alcances en funcién de la disponibilidad de tiempo y recursos. Por
ello y aunque la oportunidad de recorrido es larga, en el capitulo 8 se presenta la ruta de trabajo
trazada.

De ser los anteriores apartados una realidad, este estudio podria significar un aporte en tres
grandes areas:

1. Efecto sinérgico entre dos o mas aceites esenciales producto de mezclas en sus
formulaciones.

2. Microencapsulacion como mecanismo capaz de procesar aceites esenciales con
propiedades fisicoquimicas muy heterogéneas entre si y su factibilidad de funcionalizar

textiles.

3. Vincularlaactividad repelente a la composicion de terpenos mas que a la planta de origen.
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CAPITULO 4: EL VIRUS DEL DENGUE Y CHIKUNGUNYA.
CONCEPTOS Y GENERALIDADES

4.1 VECTOR TRANSMISOR: MOSQUITOS Aedes aegypti y Aedes albopictus.

Son dos los mosquitos del género Aedes los transmisores de estos virus siendo A. aegypti el
vector mds comun y el mas adaptado a las actividades antropogénicas, razén por la cual se
desarrolla, cria y reproduce en ambientes artificiales y de interior en viviendas.

A. aegypti (también conocido como el mosquito de la fiebre amarilla) tiene mayor presencia en
regiones tropicales y subtropicales su propagacion esta limitada por el hecho que no sobrevive a
bajas temperaturas, A. albopictus tiene mayor presencia en zonas templadas, e incluso
templadas-frias y puede prosperar en una mayor gama de habitats y acumulaciones de agua que
A. aegypti tales como charcos, vainas, huecos, cascaras hojas, etc. Razén por la cual tiene mucha
presencia en zonas rurales y de campo. De ambas especies, A. aegypti estd distribuida
naturalmente en la regidn centroamericana mientras que A. albopictus ha sido introducida en los
ultimos afios, su habitat natural es Asia.

Ambos mosquitos transmiten el virus del chikungunya, aunque el mosquito A. aegypti es el
principal vector que transmite el virus causante del dengue. El virus se transmite hacia las
personas a través de las picaduras de un mosquito hembra infectada, la cual a su vez lo ha
adquirido al succionar sangre de una persona portadora del virus, siendo A. albopictus un vector
secundario.

Las picaduras son mas frecuentes a primera hora de la mafana y al caer la tarde, observandose
por la noche una menor actividad y al ser A. aegypti una especie que ha se ha adaptado a las
actividades del hombre, ha desarrollado una alta resistencia algunos insecticidas y vive
principalmente en areas interiores ya que implica un habitat mas estable ante las variaciones
climaticas lo cual incrementa su longevidad. A. albopictus tiene mayor capacidad de adaptacion
a climas de diferentes latitudes, pero al tener mas presencia en zonas rurales es aun susceptible
a los efectos de repelencia e insecticidas [33].
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Imagen 4.1 Mosquito Aedes aegypti (izquierda) y Aedes albopictus (derecha) 33

Los estudios demuestran que las hembras de A. aegypti pasan su ciclo de vida dentro o en los
alrededores de los lugares donde emergieron hasta alcanzar su adultez, volando un promedio de
400 metros; lo cual significa que el virus serd mas rapidamente propagado por las personas que
por los mosquitos entre las comunidades vecinas.

También se ha identificado otros mosquitos del género Aedes que transmiten este virus, tales
como Aedes polynesiensis y Aedes scutellaris; sin embargo estas especies pertenecen a
ecosistemas y distribucion geografica muy reducidos.

Por otro lado, Aedes albopictus (comunmente llamado mosquito tigre) es una especie
originaria de los bosques tropicales asiaticos que se ha venido adaptando a entornos rurales,
suburbanos y urbanos y su presencia se ha propagado de Asia a Africa y mds tarde hacia
América y el sur de Europa facilitadas por el comercio exterior a través de la importacidn de
mercancias usadas en el que se transportan los mosquitos adultos o sus huevos depositados,
los cuales dicho sea de paso, pueden soportar las inclemencias de un entorno en ausencia
absoluta de agua y permanecer vivos por meses, y en Europa han llegado a limitar su
desarrollo durante el invierno, sin que esto implique que lleguen a morir mostrando cada vez
mas adaptabilidad a climas frios.

El hecho que A. albopictus sea la mayoria de veces un vector secundario en la transmisién del
virus del dengue es que a diferencia de A. aegypti, este tiene mucha afinidad no solo por el
hombre sino también por otros mamiferos y otros vertebrados salvajes, los cuales no son
portadores del virus [33].

4.2 LOS VIRUS DEL DENGUE Y CHIKUNGUNYA
4.2.1 Virus del dengue.

El dengue es una enfermedad causada por el virus del dengue (DENV). Este pertenece al género
flavivirus de la familia flaviviridae, |a cual a su vez pertenece al grupo conocido como los arbovirus
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(del inglés arthropod-borne viruses — virus transmitidos por artrépodos). Existen 4 serotipos
llamados DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4. El contagio de un serotipo produce una inmunidad
permanente ante una nueva infeccion del mismo serotipo; sin embargo contraer un segundo
serotipo de forma sucesiva podria representar el riesgo de desarrollar la enfermedad de forma
severa.

Todos los serotipos circulan simultdneamente por América, lo cual representa un riesgo elevado
de salud publica al convertirse en una epidemia.

Después que el mosquito ha succionado sangre con el virus del dengue de una persona portadora,
este incubard en el mosquito por un periodo de 8 a 12 dias, después de este tiempo el mosquito
comienza a ser portador y transmite el virus a otros. Por su parte, la persona infectada puede
tener sintomas después de 5 a 7 dias de haber sido picada. Ademas se ha detectado una via
inmediata de transmision, la cual tiene lugar cuando un mosquito interrumpe subitamente la
ingestidon de sangre con el virus e inmediatamente pica a un nuevo individuo, esta via no requiere
de incubacién del virus pues el contagio ocurre instantdneamente.

Sus sintomas son fiebre alta (llegando a ser incapacitante) con fuerte dolor de cabeza, dolor en
los ojos, musculos y articulaciones asi como brotes en la piel. No hay una vacuna o tratamiento
especifico para tratar el dengue; en su cuadro dengue cldsico (el cual no representa riesgo de
mortalidad), se trata con reposo, paracetamol y la ingesta de abundante liquido después de haber
sido confirmado por examenes de laboratorio.

El dengue hemorrdgico es caracterizado por fiebre, dolor abdominal, vomito persistente,
sangramiento y dificultad para respirar y es potencialmente mortal.

4.2.2 Virus del chikungunya.

La palabra chikungunya proviene del idioma makonde que significa “"doblarse” en alusién a que
los enfermos se doblan o encorvan por el intenso dolor en las articulaciones. La enfermedad
aparece de 3 a 7 dias después de la picadura del mosquito infectado y puede durar el mismo
tiempo en fase aguda, es una enfermedad dificilmente mortal. Aunque sus sintomas llegan a ser
muy similares a los del dengue le diferencian los intensos dolores en las articulaciones, los cuales
permanecen por meses después de haber superado el cuadro de la enfermedad y una vez se ha
padecido la enfermedad se es inmune a contraerla nuevamente.

4.2.3 La estrategia de los mosquitos.

Un estudio realizado por el Instituto Tecnolégico de California y publicado en la revista cientifica
Current Biology [32] demuestra la estrategia utilizada por los mosquitos al seleccionar sus
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posibles victimas; la cual se basa en el uso de tres de sus sentidos a partir de estimulos sensoriales
por parte de su entorno a través del olfato, vista y deteccién del calor corporal.

A una distancia superior a los 10 metros, son capaces de percibir el olor mediante la exhalacion
continua de diéxido de carbono en la respiracién, este es el primero de los sentidos por los cuales
se dejan llevar y conforme se van acercando (entre 5 y 10 metros) es a través de la vision que
identifican altos contrastes principalmente cuando la superficie es oscura, al tiempo que se ven
continuamente atraidos por el olfato. En la medida se acercan mds son capaces de identificar el
calor corporal y otros olores como la humedad, etc.

El estimulo olfativo y visual esta relacionado, probablemente al identificar el diéxido de carbono
se incrementa la probabilidad de verse atraidos por superficies oscuras; sin embargo estos no
guardan ninguna relacién con su sensibilidad ante el calor corporal. Aunque se sabe que a largas
distancias serian incapaces de detectar calor corporal, razén por la cual se considera que primero
se dejan guiar por el olfato y la vista y finalmente por la deteccidn térmica, como se muestra en
la imagen 4.2 que es una adaptacién de la publicada en la revista arriba mencionada.

UBICACION ESTIMULD ACCION
Imiciz la bdsqueds
=10m @ Detects presencia de 00y ———————p= .
- . Afina blsqueda hasta detectar fuente de OO0y nuevaments
y Dejad birel COzent ct :
by E'_IE. e percibir el COz en trayeill  — (vuelo en zigzag)
510m ¢ Percibe nuevamente CO, =% 5= ve straido por el contraste visusl
d MNodetectafuente de calor (piedra) —# Retoma el trayecto hacia fuente de C0;
001-1m g |dentficafuentede calorcorparsl 5 poies 13 fuente de czlor, humeadad corporal
20em | Encuentralafuente calor corporal  ——3= 2o e ziraido y 58 acerc
Fuente de OO, contrazte wisual,
~3CM § Fuents de calor corporal —3= Es momento de aterrizar

[Es la wictima que buscaba) en |a superfice y atacar

Imagen 4.2 Estrategia de ataque del mosquito. Adaptacidn de Current Biology Magazine (321
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La informacién anterior ha sido tomada muy en cuenta al momento de someter el textil al ensayo
gue evaluaria la efectividad de repelencia, para poder determinar un nivel de repelencia directo
e indirecto, el primero garantizaria que el mosquito no aterrizaria directamente sobre el sustrato
textil y el segundo permitird determinar hacia qué perimetro de accion se extiende el efecto (Ver
capitulo 8, seccién 8.7).

4.3  ESTADISTICAS Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La fiebre chikungunya ha sido histéricamente una enfermedad que ha afectado a regiones de Asia
y Africa. Desde el afio 2004, esta se ha ido expandiendo en su distribucién geografica generando
epidemias sin precedentes en paises como Filipinas, India y Tailandia y registrando casos en
nuevos territorios del Océano Indico e Italia. En diciembre de 2013 fue confirmado el primer caso
de esta enfermedad en América, especificamente en la isla San Martin y para finales de Enero
2014, se habia expandido a otras de las Antillas menores como Guadalupe, Islas Virgenes
Britanicas, Martinica, San Bartolomé y San Martin por lo que despierta alarmas en el caribe, para
mediados de 2014 el virus se habia propagado ya por Centroamérica.

La imagen 4.3 es un mapa que muestra las areas afectadas por el chikungunya, este representa
Unicamente los casos autdctonos (es decir, no importados) de esta enfermedad hasta Marzo de
2015 [35]. En la parte inferior del mapa principal se ha anexado la situacién del chikungunya antes
de haberse registrado el primer caso autéctono en el caribe en 2013 [38], lo cual refleja las
caracteristicas invasivas del vector y la rdpida expansién en pocos meses.

Imagen 4.3 Distribucidn geografica del virus chikungunya a Marzo 2015 (verde)!3°]
y 2013 (azul)38!
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En Agosto de 2015, Espafia (no reflejado en el mapa) registraba el primer caso autdctono de
chikungunya dentro de su territorio, esto puede explicarse a partir del ciclo de contagio (seccién
4.1) por lo que el mapa anterior da lugar a otro que refleja el riesgo de expansion hacia otros
territorios por el flujo comercial y de pasajeros, lo cual se representa en la imagen 4.4, que es un
ejercicio estadistico que estima la probabilidad que tienen los paises de estar recibiendo al menos
1 persona portadora del virus, siendo Madrid, Paris y Londres los centros con mayor riesgo de
importar la enfermedad dentro de Europa (Maxima probabilidad en la escala de 0 a 1) [36].

Madrid
Average probability: 1.00 (Range: 1.00 to 1.00)

probability
| .0 BRI .00

Imagen 4.4 Potencial de riesgo de expansién a Junio de 2015[3°],

La imagen 4.5 son las cifras de casos sospechosos y confirmados de chikungunya en América, la
expansion ha sido rdpida desde diciembre de 2013 en miles de personas segun los datos del

Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (Center for Desease Control and Prevention
CDC) [36].
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El dengue por tanto, ha sido un virus presente permanentemente en América tropical y
subtropical como lo muestra la imagen 4.6 [38], esto debido a que el vector principal es el Aedes

aegypti y cuya presencia en Europa es reducida debido a que no se adapta a las bajas

temperaturas. Afio con afio, los casos de dengue son una amenaza en una regidon en la que

circulan los 4 serotipos existentes de esta enfermedad en sus formas como dengue cldsico y

dengue hemorrdgico, siendo este ultimo mortal. En la tabla 4.1 las cifras del calendario

epidemioldgico 2014 con el 2015 en curso [34].

N

Imagen 4.6 Distribucidn geografica del virus del dengue 38!

Dengue Clasico Dengue Hemorragico Muertes

Sub-region

Center;t;Zrica 287,480 131,622 11,753 2,135 109 16
Region Andina 235,269 139,182 3,322 932 209 86
Cono Sur 603,696 1,358,289 694 1,097 415 602
Caribe Hispano 17,250 3,924 426 40 62 40
Caribe Anglosajon 16,596 2,105 43 0 3 0
TOTAL 1,160,291 1,635,122 16,238 4,244 798 744

Tabla 4.1 Casos de dengue en América 2014-2015. Adaptacion de Portal Organizacidon Panamericana de

la Salud 34

A continuacion de muestra claramente la marcada diferencia entre la distribucién geografica de

la presencia de los dos vectores transmisores de estas enfermedades en Europa. El mosquito
Aedes albopictus plenamente establecido en las costas del mediterraneo, a diferencia del Aedes

35



aegypti cuya presencia establecida se ha identificado en algunos territorios de Europa Oriental
en torno al mar negro. Los sectores marcados en rojo indican el establecimiento de estos
mosquitos, en verde regiones en las que se han realizado estudios y no se ha identificado
presencia del vector, en amarillo que se ha identificado que el mosquito ha sido introducido mas
no establecido y en gris zonas aun no estudiadas segun las imagenes 4.7 y 4.8 actualizadas hasta
Julio de 2015.

Estos mapas han sido publicados por el Centro Europeo para el Control y Prevencién de
Enfermedades (CEDC) y forma parte del proyecto VectorNet basado en el estudio regional de la
presencia de mosquitos invasivos de acuerdo a estudios realizados por expertos en cada uno de
los paises miembros [37].
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Imagen 4.7 Distribucion geografica del mosquito Aedes aegypti en Europa (Hasta Julio 2015)  Imagen 4.8 Distribucidn geografica del mosquito Aedes albopictus en Europa (Hasta Julio 2015)
Gris No hay informacién disponible.
Verde Ausencia del vector invasivo.
Amarillo Introducido, se ha identificado presencia en por lo menos una ocasién en los ultimos 5 afios mds no establecidos.
Rojo Establecimiento permanente (no estacional) en al menos una de las municipalidades de los territorios administrativos en los Ultimos 5 afios.
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CAPITULO 5: ACEITES ESENCIALES. CONCEPTOS Y
GENERALIDADES

5.1 ACTIVIDAD QUIMICA: LOS TERPENOS.

Los aceites esenciales (AE) son mezclas naturales de elevada complejidad caracterizados por su
aroma fuerte llegando a ser penetrante en algunos casos, el cual es generado por metabolitos
secundarios caracteristicos de algunas plantas aromaticas. Su estructura quimica estd compuesta
por constituyentes de diferente naturaleza: terpenos, sesquiterpenos, alcoholes, esteres, éteres,
aldehidos, cetonas y estructuras fendlicas. Pueden llegar a contener entre 20 y 60 constituyentes
guimicos, de los cuales generalmente son dos, tres o cuatro los que se encuentran siempre en
mayores proporciones representando entre el 20 y 70% de la composicidn total, quedando los
componentes restantes relegados a bajas concentraciones llegando incluso a estar presentes en
trazas, por lo que los constituyentes mayoritarios determinan la actividad biolégica de estos
aceites esenciales, siendo generalmente los terpenos estos componentes mayoritarios [8] [13].

La ciencia conoce cerca de 3,000 aceites esenciales, de los cuales un 10% son considerados de
elevada importancia comercial para la industria cosmética, farmacéutica y alimentaria y cuyos
componentes estan reconocidos por la FAO como seguros de ser aplicados [13], su composicion
guimica no solo estd determinada por la naturaleza de la planta de la cual provienen sino también
de las zonas geograficas donde estas han sido cultivadas, por lo que no es extrafio encontrar una
misma variedad de planta con extractos de aceites esenciales de diferente composiciéon quimica.

Los terpenos constituyen cerca del 90% de la estructura quimica de un aceite esencial y son
compuestos organicos aromaticos y volatiles que pueden llegar a ser estructural y funcionalmente
de diferentes clases, siendo su unidad quimica una cadena formada por 5 dtomos de carbono la
cual es llamada isopreno.

Los compuestos mds pequefios y mas volatiles son los monoterpenos, los cuales estan
biosintetizados por la unién de dos moléculas de isopreno (10 dtomos de carbono), mientras que
los compuestos mas grandes y menos volatiles estdn biosintetizados por la unién de tres o mas
moléculas de isopreno; por ejemplo, los sesquiterpenos son los siguientes en orden creciente y
estan formados por la unién de tres moléculas de isopreno [8]. Si bien, los monoterpenos y
sesquiterpenos son los mas abundantes, existen también los hemiterpenos, diterpenos,
triterpenos y tetraterpenos existen con 5, 20, 30 y 40 atomos de carbono respectivamente.

La biosintesis de los terpenos ocurre a partir del isopentenil difosfato (IPP) como precursor,
adiciones repetitivas de IPPs forman el prenildifosfato, el cual a su vez se convierte en precursor
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de muchas otras clases de terpenos que por una serie de modificaciones enzimaticas secundarias
de tipo REDOX terminan confiriéndole las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas propias de
algunas plantas en su interaccidn con el entorno, en el que estos cumplen con la funcién de
disuadir a sus depredadores, atraer algunos insectos o parasitos como parte de su ciclo de
supervivencia.

Entre los efectos bioldgicos que los aceites esenciales y sus constituyentes pueden llegar a ejercer
sobre el metabolismo de otras especies esta la citotoxicidad, fototoxicidad, mutagenicidad [8].

Imagen 5.1 Estructura del isopreno,
unidad quimica de terpenos.

5.2 EFECTO INDIVIDUAL Y SINERGICO.

Ahora que ya se sabe que los aceites esenciales son una mezcla compleja de numerosos
componentes, cabe la pregunta si los efectos bioldgicos son el resultado sinérgico de todos sus
componentes; o si queda condicionado Unicamente por los que se encuentran en mayor
proporcidn segun el andlisis de cromatografia que permitira su caracterizacion cualitativa y
cuantitativa.

Por definicidn, un agente repelente es una sustancia que actua localmente o a cierta distancia
ejerciendo un efecto disuasivo en mosquitos ya sea para volar, posar o picar sobre la piel de un
ser humano, animal o cualquier otra superficie [9]. Entre estos, los aceites esenciales han sido
objeto de estudio para comprobar sus propiedades y evaluar su efectividad con miras a
convertirse en alternativas a los sintéticos o bien, para ser utilizados junto a estos para ofrecer un
mejor resultado.

Los aceites esenciales con capacidad de repelencia o biocida pueden llegar a ejercer una
citotoxicidad sobre el metabolismo de algunos insectos y microorganismos, especificamente los
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componentes fendlicos, aldehidos y alcohdlicos, los cuales actian sobre la pared celular y la
membrana citoplasmatica, que al ser lipofilicos irrumpen en la estructura de diferentes capas de
polisacdridos, acidos grasos y fosfolipidos dafiando la membrana celular.

En una célula eucaridtica, los aceites esenciales causan una despolarizaciéon de las membranas
mitocondriales afectando el ciclo de equilibrio de formacién de Ca%* y otros cationes, genera una
caida de pH afectando el ATP, altera la fluidez de las membranas resultando en una fuga de
radicales, citrocoma, cationes y proteinas, lo cual lleva a una muerte celular por apoptosis y
necrosis [8].

En la revision bibliografica algunos constituyentes mayoritarios de aceites esenciales tales como
el terpineol, eugenol, timol, carvacrol, geraniol, linalool, citronelol, nerol, eucaliptol, limoneno,
cinnamaldehido representaron casi en su totalidad las caracteristicas biolégicas y biofisicas de los
aceites esenciales de los cuales fueron extraidos [8], y se ha demostrado que una vez aislados los
efectos estaran mayormente condicionados por la concentracién de los mismos.

Sin embargo, el efecto sinérgico puede provenir no Unicamente de la composicion quimica
intrinseca a un aceite esencial, sino también puede provenir de la mezcla de dos aceites
esenciales diferentes y generar esa interaccion entre sus constituyentes, como lo demuestran
algunos estudios [5], en el que después de analizar las propiedades repelentes de algunos aceites
esenciales de forma individual, los mejores efectos de repelencia, disuasién de picaduras y
tiempo de proteccion fueron conseguidos al combinar varios de estos aceites esenciales
obteniendo resultados superiores a sus efectos individuales llegando incluso a ser comparables
con principios activos sintéticos como el DEET y Bayrepel.

En adicién, estudios que han aislado los componentes presentes en mayor proporcidén en la
estructura de un aceite esencial demuestran que sus efectos son menores que cuando esta junto
a los menores constituyentes [13], demostrando que aun los menores constituyentes contribuyen
al efecto repelente de un aceite esencial, ya que estando en menor concentracion podrian llegar
a tener incidencia en propiedades como la estabilidad de la fragancia, densidad, color, entre otras
caracteristicas secundarias.

Sumado al efecto sinérgico, estudios demuestran que incorporando compuestos que actuan
como agentes fijadores pueden llegar a prolongar los tiempos de proteccion utilizando vanillin [4]
[5] [9]. A pesar que los aceites esenciales son muy efectivos, usualmente se disipan rapidamente,
gue en el caso de repelencia antimosquitos actian en su fase vapor lo cual podria llegar a actuar
por periodos cortos, por lo que la incorporacidn de agentes fijadores va mas orientados a
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controlar propiedades como la presién de vapor para controlar su volatilidad por periodos
prolongados.

El principal reto es desarrollar una férmula que dptima que permita la liberacién gradual de la
actividad repelente y que la alta volatilidad de estos constituyentes no impida una aplicaciéon
repelente de larga duracidén incorporada a un sustrato textil.

5.3 REPELENTES SINTETICOS.

Hay compuestos quimicos de naturaleza sintética con propiedades de repelencia e insecticida que
estan siendo utilizados ampliamente a nivel global, estos son el DEET, IR3535 y Permetrina, esta
ultima con caracteristicas insecticidas mas que de repelencia. El DEET (N,N-dietil-meta-
toluamida) es un aceite amarillento y es el principal componente en una amplia gama de
productos repelentes disponibles comercialmente en forma de liquidos, cosmética, rociadores o
lociones y al ser aplicados directamente sobre la piel puede llegar a repeler por un periodo entre
3-8 horas dependiendo de la concentracion en la que se encuentre y se ha demostrado que actua
como un auténtico repelente en mosquitos que rechazan el olor cuando ciertas neuronas
reaccionan ante el estimulo olfativo en mosquitos con antena sensilla, efecto que es atenuado
cuando entra en contacto con olores corporales.

En los ultimos afos ha cobrado auge la busqueda de alternativas pues su uso y efecto se vuelve
limitado al no poderse aplicar por tiempos prolongados, en uso continuo y altas concentraciones
para disminuir riesgo de alergias; la permetrina en cambio debe evitarse entrar en contacto
directo en la piel. Sin embargo, el DEET ha sido ensayado como blancos positivos en las fases
experimentales de la mayoria de estudios revisados siendo el efecto de referencia para evaluar la
efectividad de nuevos componentes (ver tablas del capitulo 2).

Con este propodsito, se ha intentado encontrar puntos comunes entre las investigaciones
presentadas en el Estado del Arte (capitulo 2) para determinar con consistencia el
comportamiento de los repelentes sintéticos respecto a los aceites esenciales, sean los primeros
principios activos o blancos positivos; sin embargo, las pruebas experimentales siguen diferentes
metodologias y por tanto, una gran diferencia en los criterios utilizados para clasificar la
efectividad repelente; variables determinantes en el resultado son el tamafio de la colonia
utilizada, las cuales van desde 10 mosquitos hasta 400, tiempos de exposicion continua de un
evento que van desde 2 hasta 5 minutos, numero de réplicas, tamafo de la cabina que oscila
entre 30x20x20 cm3y 50x50x50 cm?3 sin que necesariamente guarde proporcion con el numero
de mosquitos confinados en el ensayo, /a hora en la que se realiza la prueba algunos a primera
hora de la mafiana, otros durante el dia e incluso la noche y el hecho que algunas investigaciones
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hayan tomado diferentes sustancias como blancos positivos (otras que no usaron) son solo
algunas de las consideraciones a tener en cuenta, pues seria un error intentar extrapolar
resultados mas alla de las condiciones bajo las cuales fueron aplicadas.

Lo anterior no permite comparar resultados entre dichos estudios, asi obtener un nivel de
repelencia (%R) de 98% bajo condiciones menos estrictas que otro estudio que haya aplicado el
protocolo sin adaptaciones de ningun tipo y haber obtenido un 85% son un ejemplo y que deben
analizarse junto a otros indicadores de resultados, un %R 94% para un periodo de proteccién (PP)
de 30 min en una cabina de 30 cm x 30 cm x 30 cm con 300 mosquitos no es comparable con un
%R 98% y un periodo de proteccion de 480 min en una cabina de 48.5 cm x 40 cm x 30 cm con
250 mosquitos, por citar otro ejemplo. Otros estudios, han concentrado su analisis en evaluar la
mortalidad y aletargamiento de los mosquitos en contacto con superficies activadas y para ello
aplican otro tipo de protocolos.

La tabla 2.4 muestra algunas variables de ensayo en cada investigacién; por lo tanto, para
proponer aceites esenciales que potencialmente representan una actividad repelente importante
comparable a los sintéticos, deben evaluarse los protocolos aplicados por cada estudio e
identificar cuales aplicaron el protocolo sin haber realizado adaptaciones de ningun tipo (o
adaptaciones que impidieran algin sesgo en el disefio de experimentos).

Aceites esenciales provenientes del género Cinnamomum camphora y Cinnamomum cassia
también han presentado %R arriba de 90% resultados comparables a su blanco positivo DEET; sin
embargo el tiempo de los ensayos se limité a 60 minutos contra el vector A. aegypti [2]. Por otra
parte, aceites esenciales de citronella provenientes de Cymbopogon nardus han sido ensayados
en varios estudios, demostrando que tiene propiedades importantes de repelencia, efecto
conseguido en concentraciones superiores dentro de la formula [12] [16], identificando que
puede llegar a ser alternativa para colonias de A. aegypti resistentes a la permetrina [21].
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CAPITULO 6: TEXTIL COMO SUSTRATO A FUNCIONALIZAR

6.1 FUNCIONALIZACION. CONCEPTOS Y GENERALIDADES

El sector textil estd en permanente esfuerzo por desarrollar técnicas de manufactura innovadoras
de la mano con mecanismos amigables con el medio ambiente. Mas alla del esquema tradicional
de textiles para indumentaria, ahora los textiles deben cumplir con diversas funciones como el
confort, sensorizacion y la de proteccién de peligros del entorno.

Los requerimientos mas importantes para que cumplan con la funcidn de proteccién es que los
textiles sean una barrera efectiva a la vez que aseguren el confort térmico y fisiolégico al usuario.
Acabados quimicos son usualmente utilizados para transformar un material textil en un textil
técnico con propiedades funcionales. En la industria textil los procesos de acabados se realizan
en la parte final del proceso de manufactura, producto de lo cual estos adquieren caracteristicas
funcionales.

¢Qué es funcionalizacion de textiles?

Parafraseando conceptos de la catedra de funcionalizacion de textiles curso de maestria 2014-
2015 de la EPSA, debe entenderse por funcionalizacion como las propiedades que un material
después de recibir tratamientos no convencionales (o de altas prestaciones) con el propdsito de
cumplir funciones mas alla de las tradicionalmente esperadas.

Orientando este concepto a los materiales textiles, funcionalizacion de textiles seran todas
aquellas propiedades que algun material textil adquirird y que se haran efectivas conforme al uso
del material a lo largo de su vida util sin que este interfiera de manera negativa al usuario. Estas
propiedades requeriran de un estimulo y ofreceran una respuesta ante esta, que consistird en una
alta prestacién para la cual fue desarrollado durante los procesos de disefio y manufactura.

Por tanto, hablar de funcionalizacién de textiles va estrechamente vinculado con el término
requerimiento técnico, ya que los nuevos materiales deberan garantizar la respuesta efectiva de
esa funcionalizacidn a lo largo de la vida Util y que este no vaya en detrimento con las funciones
convencionales, asi como el confort y la seguridad de este y el material mismo. Para ello, una
funcionalizacién de textiles implicara siempre una fase de cumplimiento de requisitos técnicos
orientados a evaluar el principio, el estimulo, el deterioro (o el uso) y la respuesta.

Los acabados innovadores confieren alto valor agregado a los textiles que van teniendo cada vez
mayor aceptaciéon en el mercado, entre los cuales estan: tratamientos proteccién UV,
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hidrofébicos, antimanchas, suavizantes, retardantes a la llama, enzimas, microencapsulados,
nanorecubrimientos, entre muchos otros.

6.2 CARACTERISTICAS DEL TEXTIL COMO SUSTRATO A FUNCIONALIZAR

En el capitulo 4 se explicaba la estrategia del mosquito para identificar, perseguir y atacar a sus
victimas, ahora resulta importante identificar mecanismos que minimicen o rompan con esa
secuencia sensorial que lleva al mosquito a consumar su picadura.

Se sabe que el cuerpo humano libera a través de la piel diferentes componentes, muchos de los
cuales son detectables mediante la exhalacidn, siendo el diéxido de carbono, acido lactico,
temperatura y humedad corporal los principales atrayentes de los mosquitos.

Aunque aun no se conoce con total certeza el modo de accidon que los repelentes ejercen sobre
el mosquito, se sabe que en general actla en dos vias: la olfativa y su sentido tdctil. La accién del
repelente en el sentido del olfato se le conoce como repelencia por transpiracion, el cual tiene
efecto al mantener a los mosquitos alejados y evitar que tengan contacto con la superficie tratada
de donde proviene el olor.

Como se explicod en el capitulo 4, los mosquitos también se dejan llevar por la temperatura y
humedad corporal para acercarse en direccién de la persona al percibir la presencia de diéxido
de carbono en el aire circundante [32]; las moléculas del agente repelente son capaces de
bloquear las cavidades sensoriales de humedad de los mosquitos, lo cual hace que
eventualmente no sean capaces de detectar la humedad corporal.

Por otro lado, la accion que el repelente ejerce sobre el sentido tactil del mosquito se conoce
como repelencia por contacto directo y hace que el mosquito abandone al entrar en contacto con
la superficie tratada antes de consumar la picadura. Se cree que la sustancia repelente ejerce un
efecto sobre el sistema nervioso periférico del mosquito de manera que al tener contacto con la
superficie tratada genera un estado colateral de confusién cuando las dosis son inferiores a las
consideradas letales para el mosquito [27].

Ahora que se conoce el modo de accion de los agentes repelentes sobre los mosquitos, interesa
conferir estas propiedades a un sustrato textil que permita un anclaje efectivo mediante técnicas
gue aseguren la durabilidad del efecto al preparar formulaciones capaces de sustituir los efectos
de los repelentes sintéticos ampliamente utilizados hasta hoy en dia.
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CAPITULO 7: MICROENCAPSULACION COMO TECNICA DE
FUNCIONALIZACION

7.1 CONCEPTOS Y GENERALIDADES

Construir microcapsulas es construir microsistemas en el que se pretende confinar una materia
activa (sélida, liquida o gaseosa) aislandole del exterior a través de una barrera que es otro tipo
de material diferente al que estd en su interior, esta otra fase es también llamada membrana,
envoltura, soporte o pared. Para que las microcapsulas sean consideradas como tal en sentido
estricto deben tener dos fases, es decir, debe tener claramente delimitado un nucleo con una
composicion diferente a su envoltura.

Sin embargo, interesa que este microsistema eventualmente entre en interaccidn con el exterior,
pero se desea que este sea de forma gradual con el propdsito que la materia activa ejerza un
efecto determinado causado por una reaccién con su entorno ya sea a través de un estimulo
guimico, térmico, biodegradacién, etc. La imagen 7.1 muestra una microfotografia de
microcapsulas obtenidas en el laboratorio de ingenieria textil de la Escuela Politécnica Superior
de Alcoy (EPSA).

Imagen 7.1 Microfotografia de microcapsulas en emulsién

Las microcapsulas deben tener caracteristicas muy precisas, tanto de la carga que lleva en su
interior como de la barrera (pared, soporte, envoltura o membrana) que le aloja. Algunas de las
caracteristicas mas importantes de las microcapsulas:

a) Espesor de la pared.

b) Tamano y morfologia de las microcapsulas.

c¢) Composicion de la emulsién en el nucleo.
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a) Espesor de la pared: La obtencidn de mayor nimero de microcapsulas esta condicionado por

una serie de factores, principalmente por la cantidad de polimero utilizado en la emulsién y su
relaciéon respecto al principio activo a confinar, asi como la solubilidad de este ultimo.
Entendiendo la eficiencia de microencapsulacién como la cantidad de principio activo envuelto
respecto a la cantidad de microcapsulas obtenidas entonces se debe encontrar ese punto de
inflexion en el que la eficiencia sea alta (o total) y evitar el exceso de polimero que ird destinado
a engrosar el espesor de las microcapsulas lo cual causard que la cinética de la liberacion del
principio activo caiga [6] [31].

Estudios recientes aluden la importancia del quitosano como material encapsulante,
principalmente por el peso molecular como su grado de desacetilacidon son caracteristicas que
influyen notablemente en el tamafio, morfologia y estabilidad de las microcdpsulas y podrian
ofrecer una buena eficiencia de encapsulacién una cinética de liberacion del componente activo
estable, ademads de su insolubilidad en agua [24].

Lo contrario ocurre cuando el contenido del principio activo estd en mayor proporcién que el
polimero, se obtendran microcdpsulas con pared de bajo espesor, seran muy susceptibles a la
difusidn y consigo la cinética de liberacidon del principio activo serd mayor; por ello, debe
encontrarse las composiciones éptimas en la formulacidn. La composicién de la pared estara
condicionada por la técnica de microencapsulacién utilizada, su espesor puede oscilar entre 0.5
—150 um [23].

b) Tamafo y morfologia de las microcapsulas: Las microcapsulas obtenidas en los acabados

textiles que provienen de una emulsién tienen un amplio rango de tamano, de manera que siguen
una distribucién de tamafio cuyo rango varia dependiendo de la técnica utilizada e incluso de los
porcentajes de cada componente en la formulacidn y al envolver un componente en fase liquida
esta deberia adoptar una forma esférica.

Se sabe que cuando esta proporcidn no es éptima, puede dar lugar a formacidn de microcdpsulas
deformes, irregulares y aglomeradas [25], cuando por el contrario se obtienen microcdpsulas
esféricas, de superficie regular e individuales es porque se ha alcanzado una proporcion aceptable
de polimero-tensoactivo-agente activo [6] y debe procurarse un tamafo adecuado que permita
permanecer anclados a las fibras después de sucesivas pruebas de lavado, aquellas de mayor
tamanio tenderian a desprenderse con mayor facilidad.

Algunos estudios que han obtenido microcdpsulas por la técnica que se utilizard en este trabajo
reportan tamanos entre 1y 12 um de diametro [11] [23].
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c) Composicion de la formulacion en el nucleo: En los apartados a y b se ha mencionado la

importancia de guardar una relaciéon éptima de todos los componentes de la formulacién.
Ademas, dependiendo de la naturaleza de los componentes de la emulsidn en el que permanezca
el principio activo, también esto podria influir en la capacidad de retencién y difusién gradual del
nucleo y por tanto en la durabilidad del principio activo.

Por ejemplo, un aceite esencial dentro de un nucleo conformado por la fase acuosa, glicerol y
surfactante en proporciones éptimas puede conceder un nivel de estabilidad y retencién al nucleo
en el que a cantidad de glicerol constante y surfactante variable, la retencion es mayor (cinética
menor) cuando el porcentaje de este ultimo en la emulsidn incrementa; mismo resultado se
obtiene cuando a cantidad de surfactante constante y el glicerol en mayores proporciones; lo cual
estd intimamente relacionado a la viscosidad del nucleo, a mayor viscosidad menor cinética de
liberacién del principio activo debido a que la difusidn se ve afectada [12].

Encontrar estos puntos de equilibrio incidirdn directamente en la durabilidad de las microcapsulas
y en la capacidad de repelencia del textil funcional, algunos estudios han explorado incluso la
aplicabilidad de nanoemulsiones con estas caracteristicas incorporada al nicleo de microcapsulas
gue envuelven un principio activo extracto natural de aceites esenciales; otros han conseguido
reforzar la retencién de principios activos incorporando GMA al sustrato celuldsico [20]. El
solvente puede ser una mezcla de diferentes componentes como genapol, polietilenglicol, etanol
y agua, el cual dio un resultado satisfactorio como se mostré en latabla 2.2 [5]. La tabla 2.4 mostré
algunos de los reactivos utilizados en diferentes estudios como solventes o emulsiones para
retener los aceites esenciales.

7.2  MICROENCAPSULACION POR POLIMERIZACION INTERFACIAL

Existen diferentes técnicas para la obtencion de microcapsulas, desde procesos estrictamente
guimicos, fisicos o fisicoquimicos [23]. Asi:

Métodos Quimicos. Polimerizacidn interfacial, incorporacion quimica de principio activo por
ciclodextrinas.

Métodos Fisicos. Goteo, extrusion, lecho fluidizado, pulverizado-secado, secado por enfriamiento.

Métodos Fisico-Quimicos. Coacervacion y atrapamiento por liposomas.
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La obtencién de microcdpsulas para funcionalizacién de los textiles de este trabajo de fin de
maestria tuvo lugar utilizando el equipo del laboratorio de la EPSA a partir de polimerizacion
interfacial.

La misma reaccién de polimerizacion por policondensacion para producir fibras sintéticas y
peliculas de poliéster, poliamidas y poliuretanos puede utilizarse como proceso de encapsulacion.
Se trata de formar las membranas de las microcdpsulas mediante unos de estos polimeros.

La formacién de las membranas se realiza por el proceso de polimerizacién interfacial.
Comprende la disolucion de los dos reactivos (mondmeros) en disolventes diferentes
generalmente inmiscibles, y se agitan a alta velocidad, formandose gotitas de la emulsion. La
reaccion soélo ocurre en la interfase, que es la superficie de las gotas entre la fase organica y la
acuosa.

La poliurea es un polimero que se forma por la reaccidn in situ de isocianatos y aminas, las
poliureas son materiales segmentados con una fase dura dentro de una matriz flexible y presenta
alta dureza debido a la formacién de puentes de hidrégeno intermoleculares. Entre las
aplicaciones de la poliurea esta la microencapsulacion en areas como la industria farmacéutica,
cosmética, alimentaria, agroquimica y ahora también forma parte de los acabados innovadores
en la rama textil para incrementar la persistencia de los principios activos. La membrana insoluble
facilita la conservaciéon del nucleo ante factores externos como los lavados sucesivos, por
ejemplo.

La polimerizacién interfacial es una técnica econdmica, sencilla, con altos rendimientos de
obtencién de microcapsulas muy versatil en cuanto a condiciones de operacién y relativamente
poco contaminante. En este proceso, se produce la polimerizacién de un mondmero en la
interfase de dos sustancias inmiscibles, formando una membrana que sera la pared de las
microcapsulas. Por detras de este proceso existe una interaccién quimica que tiene las siguientes
etapas:

e Equilibrio iénico para el mondmero en la fase acuosa;

e Transporte del mondémero de la fase acuosa y/o fase organica al sitio de reaccion;

e Lareaccidn entre las dos especies mondmero-diisocianato; y

e Laseparacion de fases de las especies oligoméricas formadas y la formacién de la pelicula.

Aca se propone la microencapsulacion de aceites esenciales practicamente insolubles en agua
(Ver capitulo 8), la sintesis de la pared de poliurea se obtiene a partir de hexametilendiamina
como el mondmero vy el 2,4 diisocianato de tolueno aportador del grupo CO y como tensoactivo
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el span tween 80. La imagen 7.2 muestra el mecanismo general de reaccién entre los dos
mondmeros descritos anteriormente.

Como puede observarse, la formula quimica es (NH2),, dos grupos amino (-NHz) unidos por un
grupo funcional carbonilo (C=0). En la poliurea las unidades monoméricas alternantes de
isocianato y amina reaccionan entre si para formar enlaces propios de la estructura urea.
Teniendo el 2,4 diisocianato de tolueno CH3CeH3(NCO), vy el hexametilendiamina, también
llamado 1,6 diaminohexano HaN(CH,)sNH, y representando como R el anillo bencénico y R" la cadena
alifatica en los productos:

CH; O ,'—6‘\
no T HQN\Q/\}/NH2 > R¢ AL R
G N" N7 NDN
H \H H H/
~NCo .
2,4 diisocianato de tolueno 1,6 diaminohexano poliurea

Imagen 7.2 Obtencién de poliurea por polimerizacién interfacial a partir de los dos monémeros.

7.3 MICROENCAPSULACION COMO FUNCIONALIZACION DE TEXTILES

Fue hasta inicios de la década de 1990 que algunas aplicaciones comerciales y otros en etapa de
investigacidn y desarrollo comenzaban a explorar la aplicabilidad de la microencapsulacién como
una opcidn viable para funcionalizar los sustratos textiles. Ya en el siglo XXI, las aplicaciones
contindan creciendo, principalmente en el mundo desarrollado en el que se estdn creando
textiles con nuevas propiedades y valor agregado mediante esta técnica; asi por ejemplo, textiles
médicos a los cuales les confieren caracteristicas de ennoblecimiento mediante acabados vy
aprestos que dificilmente pudiesen incorporarse por otros procesos y conservar la competitividad
en términos de costo beneficio.

En la actualidad la microencapsulacién de fragancias, suavizantes, cicatrizantes, vitaminas,
colorantes, agentes antisépticos, hormonas, hidratantes, retardantes a la llama, antibidticos,
materiales susceptibles al cambio de fase para la regulacion térmica para el confort, asi como
agentes repelentes de insectos son solo algunas de una amplia gama de aplicaciones que ha
suscitado especial interés en la funcionalizacion de sustratos textiles [27]

Las microcdpsulas pueden ser incorporadas al sustrato a través de acabados convencionales:
impregnacidon, agotamiento, como recubrimientos de ennoblecimiento, laminados,
acompafados de etapas de secado o termofijacidon cuando generalmente ya han pasado la etapa
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de procesamiento del tejido por lo que son considerados procesos finales; o bien, pueden
incorporarse de forma intrinseca dentro de la seccion transversal de las fibras en los procesos de
hilatura principalmente cuando estas son de origen sintética.

Las vias mediante las cuales las microcdpsulas ejerceran su accidn van desde la biodegradacién
de la membrana que aloja el principio activo (en aplicaciones de industria alimentaria,
farmacéutica o cosmética) hasta por el simple hecho de rompimiento de la membrana por efectos
de la abrasion (intencionada o no intencionada) ejercida sobre superficies a las cuales estadn
ancladas, siendo esta uUltima la via mas utilizada en su aplicacién textil; a menos que sean
materiales de cambios de fase por ejemplo en el que ni siquiera interesa que el principio alojado
sea liberado al exterior.
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CAPITULO 8: MATERIALES, METODOS Y TECNICAS
INSTRUMENTALES EMPLEADAS

8.1 ACEITES ESENCIALES SELECCIONADOS. DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA
POR CROMATOGRAFIA DE GASES

En principio, la cromatografia es en un sentido bdsico y estricto una técnica de separacion y ha
sido su alta capacidad para resolver muestras de gran complejidad la que le ha conducido a ser
utilizada cada vez mds como una técnica analitica. Es precisamente esta utilizacién la que ha
permitido un amplio desarrollo de instrumentacion.

Entre las técnicas cromatograficas utilizadas con fines analiticos, la cromatografia de gases es
probablemente la técnica mayormente utilizada; se considera que ninguna técnica analitica
puede ofrecer su capacidad de separacidon o sensibilidad a la hora de analizar compuestos
volatiles. Ademas, el hecho que con esta técnica las mezclas sean separadas en fase gaseosa,
establece los limites de utilizacién, los cuales estardn condicionados principalmente por la
estabilidad térmica de los analitos (o compuestos) a separar; por ello, suele emplearse para la
separacion de estructuras moleculares con un peso molecular menor a 1000 y no excede los
400°C, dentro de estos limites la Unica limitante es la estabilidad de la muestra.

Para realizar la separacidn por esta técnica, se inyecta una pequefia cantidad de la muestra a
separar en una corriente de gas inerte a elevada temperatura; esta corriente de gas, atraviesa una
columna cromatografica que separard los componentes de la mezcla a través de un mecanismo
de particion para el caso en que sea gas-liquido. Los componentes separados, emergeran de la
columna a intervalos discretos y pasaran a través de algun sistema de deteccidon adecuado o ser
direccionados hacia un dispositivo de recogida de muestras. De forma general, los componentes
fundamentales de un cromatdégrafo de gases son: a) fuente de gas, b) sistema de inyeccion, c)
horno y columna cromatogrdfica, d) sistema de deteccion y e) sistema de registro/tratamiento de
datos (Imagen 8.1).

Electrodo
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colector r 2
Jeringa g
Trampa de Jud 11
S ~ Gases de
'. \ B Inyector llama

Vélvulas de
regulacion Cotumna

"RRR

| \
@_'y_\/‘\(j_ Tratamiento de datos

P Gas de apoyo

Homo

Imagen 8.1 Esquema mecanismo de un cromatdgrafo de gases
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La determinacion de la composicion quimica de los aceites esenciales se hizo mediante
cromatografia de gases (GC) por la casa suplidora. Se utilizé el equipo CPG 5890, columna HP
Innowax polarizada con dimensiones de 60 m x 0.25 mm x 0.5 um, detector de ionizacién a la
llama (FID) y CPG 5890/MS 5970, columna HP Innowax polarizada con dimensiones de 60 m x
0.25 mm x 0.5 um; una rampa de temperatura partiendo de 60°C durante 6 minutos, a una tasa
incremental de 2°C/minuto se alcanzan 80°C, luego se lleva hasta 120°C incrementando en un
gradiente de 1°C/minuto y en la Ultima etapa se incrementa hasta alcanzar 250°C a una tasa
incremental de 4°C/minuto.

El gas de arrastre fue Helio a 30 psi (FID) y 23 psi (MS) en modo de inyeccién Split. El analito ha
sido 1 pL de solucién al 5% de disolucidon en hexano. La composiciéon quimica de los aceites
esenciales es identificada a través de la busqueda combinada de espectros de masa (libreria NIST
75 KL y una libreria personalizada) y los tiempos de retencion.

Los porcentajes (%) se calculan a partir de las areas obtenidas por GC/FID y sin la utilizacién de
factores de correccién. Las tablas 8.1, 8.2 y 8.3 reunen la composicién quimica de los aceites
esenciales estudiados, asi como el pais de donde proviene la planta de la cual fueron extraidos:

Cinnamomum camphora (Alcdanfor)
ORIGEN: MADAGASCAR

Andlisis por cromatografia de gases
Constituyente %

alfa-PINENO 14.95
Canfeno 1.31
beta-pineno 2.44
Sabineno 4.28
alfa-felandreno 3.01
beta-myrceno 3.08
LIMONENO 22.34
alfa-terpineno 1.35
1,8 CINEOLE 35.95
gama-terpineno 2.99
para-CIMENO 7.88
Canfor 0.13
Geranilgeraniadieno 0.17
Constituyentes mayoritarios 81.12%

Tabla 8.1 Composicién quimica del alcdnfor por GC.
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Litsea cubeba (Litsea)
ORIGEN: CHINA

Andlisis por cromatografia de gases
Constituyente %
alfa-pineno 0.95
Canfeno 0.17
beta-pineno 0.78
Sabineno 0.72
beta-myrceno 1.49
alfa-felandreno 0.03
alfa-terpineno 0.06
LIMONENO 7.36
1,8-cineole 0.64
gama-terpineno 0.29
Terpinoleno 0.08
para-cimeno 0.08
6-metil-5-hepten-2-ona 1.45
Citronelal 2.75
Canfor 0.10
Linalol 1.66
Apifotrocitral A 0.62
Apifotrocitral B 1.60
beta-elemeno 0.03
Terpineno-4-ol 0.96
beta-cariofileno 0.12
alfa-humuleno 0.12
NERAL 32.00
alfa-terpineol 0.35
Borneol 0.06
Germacreno D 0.03
GERANIAL 41.86
Biciclogermacreno 0.03
Carvone 0.03
Acetato de geranilo 0.05
Citronelol 0.31
Nerol 0.54
Geraniol 1.16
Oxido de cariofileno 0.08
Acido geranico 0.14
Constituyentes mayoritarios 81.22%

Tabla 8.2 Composicion quimica del litsea por GC.



Melaleuca leucadendron (Cajeput)

ORIGEN: VIETNAM

Andlisis por cromatografia de gases

Constituyente %
Nonano 0.06
Etanol 0.81
Benceno 0.10
alfa-pineno 1.49
alfa-thujeno 0.16
Tolueno 0.45
beta-pineno 1.05
Pinadieno 0.10
para-mentha-2-eno 0.11
orto-xileno 0.26
beta-mirceno 1.50
alfa-felandreno 0.16
y-limoneno 0.06
alfa-terpineno 0.47
meta-xileno 0.16
LIMONENO 4.65
1,8-CINEOLE 50.50
Metil etil benceno isémero 0.05
Metil etil benceno isémero 0.11
gama-terpineno 1.47
para-cimeno 0.51
Terpinoleno 1.21
Trimetil benceno 0.05
alfa,para-dimetilestireno 0.06
Ylangeno 0.37
alfa-copaeno 0.12
benzaldehido 0.16
LINALOL 4.72
e-cadineno 0.08
beta-elemeno 0.07
alfa-guaieno 0.08
Terpineno-4-ol 1.88
beta-cariofileno 1.67

beta-guaieno 0.11
epi-zonareno 0.18
alfa-humuleno 0.95
gama-selineno 0.18
Neral 0.07
alfa-terpineol + gama-muuroleno | 15.25
Calareno 0.22
Gurjuneno isémero 0.05
Cadina isdmero + germacreno A 0.15
delta-terpineol 0.50
Gurjuneno 0.08
Eremofileno 0.06
Germacrene D 0.31
alfa-muuroleno + bet-selineno 0.76
alfa-selineno 0.77
Acetato de geraniol 0.09
delta-cadineno 0.09
delta-selineno 0.06
Selina-3,7-dieno 0.22
Nerol 0.10
Geraniol 0.55
para-cimeno-8-ol 0.10
Oxido de cariofileno 0.05
Guaiol 0.73
Sesquiterpenol 0.05
Selinadienol isomero 0.08
Maaliol isémero 0.07
Eugenol 0.07
gama-eudesmol 0.24
guaiol isémero 0.14
alfa-muurolol + hinesol 0.09
Bulnesol 0.17
alfa-eudesmol 0.45
beta-eudesmol 0.48
Eudesma-7-en-4-ol 0.06
Mayores Constituyentes 75.12%

Tabla 8.3 Composicion quimica del cajeput por GC.

54



8.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS ACEITES ESENCIALES SELECCIONADOS

La posibilidad de microencapsular aceites esenciales como principios activos, pasa por la
factibilidad de estos en formar emulsién como parte del mecanismo de reaccién de Ia
polimerizacién interfacial, cuya férmula de preparacién estara condicionada por algunas de las
propiedades fisicoquimicas mds importantes en funcidon de su composicién quimica. Cabe
destacar que los aceites esenciales fueron adquiridos en la Casa Esencias Lozano, Murcia, Espafia.

A través de cromatografia fueron identificados los principales constituyentes de los aceites
esenciales, los cuales le conferiran las propiedades fisicoquimicas mas representativas. De hecho,
la naturaleza de los aceites esenciales seleccionados son muy diferentes, esto al consultar la
libreria nacional de medicina del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de América
[39] vy el Manual de solubilidades acuosas de sustancias quimicas [40]. Las propiedades
fisicoquimicas que condicionan el comportamiento de estos aceites esenciales y su disponibilidad
por formar emulsiéon son:

e Lasolubilidad en agua.

e Ladensidad.

e Latension superficial.

e Laviscosidad.

e Elindice de refraccién.

A continuacion las tablas 8.4, 8.5 y 8.6 como comparativo entre las propiedades fisicoquimicas
arriba listadas de los 3 constituyentes mayoritarios para los aceites esenciales estudiados, lo cual
permite inferir las propiedades de los aceites esenciales como el conjunto de una amplia gama
de componentes organicos principalmente moléculas de terpenos, que le confieren las
propiedades aromaticas, actividad biolégica y su potencial actividad repelente, considerando que
el resto de componentes se reparten en bajas concentraciones, tal cual lo confirma el andlisis de
cromatografia en la seccién anterior.

A partir del contenido de las tablas 8.4, 8.5 y 8.6 se observa la marcada diferencia entre los valores
de solubilidad en agua de los diferentes constituyentes de los aceites esenciales, siendo el cajeput
el aceite mads soluble y el alcanfor el mas insoluble en funcién de los valores del peso que cada
uno de sus constituyentes aporta en su composicidon quimica.

Cerca del 70% de la composicién quimica del cajeput (incluyendo el linalol) tiene una solubilidad
entre 1.6 y 7.1 gramos de aceite por cada litro de agua; en contraste con el alcanfor, cuyo 45% de
su composicion quimica (incluyendo el p-cimeno) presenta una solubilidad por debajo de 23
miligramos de aceite por cada litro de agua, es decir, cerca del 50% de su composicidon quimica es
al menos 70 veces menos soluble que el 70% de la composicion quimica del cajeput. Por su parte,
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el 74% de la composicion quimica de litsea constituida por los isdmeros neral y geranial presenta
una solubilidad de 590 miligramos de aceite en 1 litro de agua (0.59 gramos), lo cual le confiere
al menos una solubilidad 2.7 veces inferior a cajeput y 25 veces superior al 50% de la composicién
del alcanfor.

Los valores del indice de refraccion son un indicador del nivel de pureza de los aceites adquiridos,
los valores de la hoja de producto correspondiente al lote utilizado han sido confrontados contra
valores bibliograficos de dichas sustancias puras, observandose que los valores del producto
estdn dentro del rango establecidos por la bibliografia para sustancias de elevada pureza, lo cual
permite utilizar el resto de informacién bibliografica con gran nivel de confianza.

Lo anterior se ve reflejado en que la tensién superficial para el cajeput es ligeramente superior al
alcanfor vy litsea, siendo estos ultimos mas hidrofobos (menor a 30 dinas/cm) que el primero
(superior a 30 dinas/cm).

A pesar de las inferencias realizadas anteriormente, cabe mencionar que los tres aceites entran
en el rango de sustancias insolubles en agua, no obstante su insolubilidad, la diferencia entre los
tres aceites es tan significativa que permite establecer una marcada diferencia entre las mismas,
las cuales condicionardn su tendencia a formar emulsiones estables y por tanto microcapsulas
para ser luego incorporadas al sustrato textil. Las estructuras quimicas de los constituyentes
mayoritarios se muestran en la imagen 8.2.

8.3 CARACTERISTICAS DEL SUSTRATO TEXTIL

Definir las caracteristicas del sustrato textil a utilizar para este estudio es fundamental, al ser la
base a funcionalizar deberd garantizar ademds de confort, que la incorporacién del principio
activo resulte viable y duradero a través del tiempo y exposicion a las condiciones externas de
uso. El vector Aedes aegypti se caracteriza por ser atraido por superficies oscuras para posar en
estas [17] independientemente la composicidn y el acabado repelente del textil, el vector se ve
atraido por una superficie oscura al compararse con una superficie clara incrementando la
probabilidad de posar por estimulo del color; similar reaccidn ocurre ante un estimulo visual por
colores como el amarillo, anaranjado y rojo [30]. Por tanto, se propone que para el presente
estudio se utilice un textil blanco.

El textil debera ser preferiblemente ligero y de ligamento fuerte y resistente y se sugiere que esté
compuesta por fibras celuldsicas [18]: sea algoddn 100% o una mezclas con lo que se pretende
una alta capacidad de retencion de las microcapsulas al elevar la rigidez del tejido y resistencia al
estiramiento, ademas de ser fibras confortables. La capacidad de absorcion de microcdpsulas fue
superior en sustratos textiles de algoddn 100% al compararse con mezclas de algoddn vy fibras
sintéticas como el poliéster [11]. Sin embargo, los mosquitos tienden a verse atraidos a superficies
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de tejido celuldsico respecto a sintéticas no tratadas debido a que acumulan humedad vy

representan mejores caracteristicas tactiles para posar en estas superficies respecto a las fibras

lisas [17]; comportamiento que debera compensarse con concentraciones efectivas de principio

activo. Por tanto, se trabaja con un sustrato textil cuyo ligamento es un raso de algoddn Jacquard

100%, gramaje entre 200-210 g/m?blanqueado industrialmente y sin ningln tipo de proceso de

tefiido.
Constituyentes
% (Segtin GO) Solubilidad Densidad a ?OC Tensnf)r.m Indice f:lle Presion de
(En Agua) (0.874 s/suplidor) | Superficial | Refraccion Vapor
1,8 Cineole 35.95% 3,500 mg/L 0.9267 g/mL 32.5 dinas/cm 1.4586 1.90 mmHg
Limoneno 22.34% 13.8 mg/L 0.8411 g/mL 26 dinas/cm 1.4743 1.98 mmHg
alfa-pineno 14.95% 2.49 mg/L 0.8592 g/mL 25.9 dinas/cm 1.4680 4.75 mmHg

Viscosidad (cP)

13.3 cP @6.7% relacién de fondo

indice de refraccion del
aceite esencial (Como
indicador de pureza)

1.467 segun hoja de producto versus 1.475 segun bibliografia

Tabla 8.4 Propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de Alcanfor3°].

Litsea cubeba (Litsea)

Constituyentes - — - — — =
% (Segun Solubilidad Densidad a 20C Tension Indice de Presion de
GC) (En Agua) (0.87 s/suplidor) Superficial | Refraccién Vapor
Limoneno 7.36% 13.8 mg/L 0.8411 mg/mL 26 dinas/cm 1.4743 1.98 mmHg
Geranial (Trans-Citral .869 - 2
eranial (Trans-Citral) 41.86% 590 mg/L 0.8900 mg/L 27.1 dinas/cm 1.4860 9.13x10
Neral (Cis-Citral) 32.00% 1.4500 mmHg

Viscosidad (cP)

17.2 cP @8.5% relacion de fondo

indice de refraccion del
aceite esencial (Como
indicador de pureza)

1.482 segun hoja de producto versus 1.4750-1.4850 y 1.483-1.489 segun bibliografia. Neral y
Geranial forman un solo terpeno llamado Citral, forman una mezcla de is6meros
geométricos.

Tabla 8.5 Propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de Litseal3?.

Constituyentes

Melaleuca leucadendron (Cajeput)

% (Segtin GC) Solubilidad Densidad a 20C Tension fndice de Presion de
ol>e8 (En Agua) (0.915 s/suplidor) | Superficial | Refraccidn Vapor
1,8 Cineole 50.50% 3,500 mg/L 0.9267 g/mL 32.5 dinas/cm 1.4586 1.90 mmHg
.423x107?
alfa-Terpineol 15.25% 7,100 mg/L 0.9350 g/mL 33.2 dinas/cm 1.4820 0 fmi)}(_'go
Limoneno 4.65% 13.8 mg/L 0.8411 g/mL 26.0 dinas/cm 1.4743 1.98 mmHg

Viscosidad (cP)

20.8 cP @9.8% relacién de fondo

indice de refraccion del
aceite esencial

1.469 segln hoja de producto versus 1.463 - 1.472 segun bibliografia

Tabla 8.6 Propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de Cajeput!39).
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Imagen 8.2 Estructura quimica de los constituyentes mayoritarios de los aceites esenciales [3°

8.4  MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es un instrumento capaz de ofrecer un amplio rango
de informacién procedente de la superficie de una muestra. Su principio de funcionamiento est3
basado en el barrido de un haz de electrones sobre un area cuyo tamafio estd definido por la
magnificacion a explorar.

Se ha utilizado el detector de electrones secundarios (SE), el cual ofrece la caracteristica imagen
en blanco y negro de la topografia de la superficie examinada. Se considera la sefial mas adecuada
para la observacion de la muestra por ser la de mayor resolucién; no obstante, existen otros tipos
de detectores, tales como: detector de electrones retrodispersados (BSE), detector de rayos X
(EDS), detector de rayos X (WDS) y detector de electrones retrodispersados difractados (BSED).

La preparacioén de las muestras pasa por ser sometidas a un recubrimiento de una capa de metal
altamente conductor, esta superficies sera barrida con electrones enviados desde un cafidn, el
detector medird la cantidad de electrones enviados que arroja la intensidad del area de Ia
muestra, siendo capaz de formar figuras en tres dimensiones y proyectadas en una pantalla. Es
necesario acelerar los electrones en un campo eléctrico, con ello podrd aprovecharse su
comportamiento ondulatorio, lo cual se lleva a cabo en el cainén del microscopio, donde se
aceleran por una diferencia de potencial de 1,000 a 30,000 voltios.

Los electrones acelerados por un voltaje bajo son empleados para muestras muy sensibles o
aislantes. Los voltajes elevados suelen emplearse para muestras metdlicas. Los electrones
acelerados salen del caiién, y son enfocados por las lentes condensadora y objetiva, cuya funcién
es reducir la imagen del filamento, de manera que incida en la muestra un haz de electrones lo
mas pequefio posible (para asi tener una mejor resolucion). Con las bobinas deflectoras se barre
este fino haz electrones sobre la muestra, punto por punto y linea por linea.

Para dicha caracterizacidn, se acudié al Servicio de Microscopia Electrdnica en el campus de Vera
de la Universidad Politécnica de Valencia, donde se utilizé el equipo Jeol JSM-6300 (Jeol USA Inc.,
Peabody; USA), las muestras a analizar tenian dimensiones de 4 cm x 4 cm, las cuales fueron
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recubiertas por una delgada capa de oro y paladio. Las imagenes 8.3 y 8.4 muestran el equipo de
microscopia utilizado asi como la disposicion de las muestras recubiertas en el portamuestras
respectivamente.

Imagen 8.3 Equipo SEM Jeol JSM-6300 Imagen 8.4 Colocacién en portamuestras

8.5 DETERMINACION DEL TAMANO DE LAS MICROCAPSULAS

El contador de particulas es un equipo disefiado para el conteo de células sanguineas; sin
embargo, puede emplearse para el conteo de microparticulas en suspension tales como las
microcapsulas.

El principio de funcionamiento esta basado en la deteccién y medicién de los cambios en la
resistencia eléctrica producidos por las particulas suspendidas en un liquido conductor (solucién
salina, electrolito) atravesando una pequefia abertura [41].

Al estar las microparticulas suspendidas en el electrolito estas actuan discretamente como
aislantes; cuando esta suspensién es recogida a través de una pequefia abertura cilindrica, el paso
de cada una de las microparticulas condiciona momentaneamente la impedancia del flujo
eléctrico entre dos electrodos sumergidos y posicionados entre los dos lados de |la abertura.

La imagen 8.5 ilustra el principio de funcionamiento a través del cual la microparticula atraviesa
la abertura generando un pulso eléctrico adecuado para el conteo y caracterizacién de tamaiio.
De manera que el nimero de pulsos indicara el nimero de microparticulas y la amplitud del pulso
eléctrico dependera de su volumen, ya que la presencia de microparticulas en el umbral de la
abertura causard que la resistencia se incremente disminuyendo la capacidad conductora del
electrolito en la que se ha formado la suspensidén en una proporcién equivalente al volumen de
la microparticula.
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Los estudios han demostrado que el comportamiento de la microparticula en la abertura
condiciona la altura del pulso eléctrico, lo cual exhibe con gran precisidn el volumen de electrdlito
gue ha desplazado y ha pasado a ser ocupado por esta. El método permite el conteo selectivo de
microparticulas a pesar que su distribucion de tamafio esté dentro de un rango muy estrecho.

Si la cantidad de microparticulas es elevada, podria resultar complejo el conteo de las mismas,
por lo que serd necesario incurrir en diluciones de muestra y luego extrapolar el resultado en la
concentracién original. El equipo utilizado es counter serie Z1 de beckman coulter integrado a su
plataforma de software.

—

Diferencia de Presidn negativa
potencial ‘ [Vacio)

sensorizacign Electrodo Interno

circuito hidréU|iV

Electrodo

Externo 5
\/

Abertura de paso —_—

A

Recorrido a traves
de la abertura

Vaso portamuestra

Tubo
perforado

y Microparticulas en
SUSPENSIOn

Imagen 8.5 Mecanismo de conteo y determinacion de tamafio. Adaptaciéon de Manual de Usuario!Y.

8.6 DURABILIDAD DE LAS MICROCAPSULAS

La evaluacion de la durabilidad de las microcapsulas incorporadas al sustrato textil se realiza a
través de algunos de los ensayos destinados a la determinacién de solideces del color que
consisten en someter las probetas tratadas a ensayos de diferentes naturaleza que pretenden
replicar la agresividad del uso al que el textil estard expuesto:

a) Comportamiento ante el frote.
b) Comportamiento ante lavado sucesivo.
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La realizacion de estos ensayos tiene por objetivo, evaluar la apariencia de las microcapsulas
posterior a las pruebas de durabilidad mediante microscopia y evaluar cualitativamente
propiedades organolépticas tales como el aroma liberado para percibir la intensidad del olor y Ia
durabilidad de este.

8.6.1 Comportamiento ante el frote.

El ensayo estd dictado por la Norma Espafiola ISO 105-X12:2001 [42] y el principio del método
consiste en frotar muestras del textil con un tejido testigo seco y hiumedo, considerando el
nuimero de ciclos, la superficie sometida a la prueba, el peso y la velocidad del frote.

El equipo estad formado por una clavija frotadora que sostiene el tejido testigo (o frotador), una
base rigida, firme y rugosa sobre la cual se coloca el textil a evaluar, un soporte para delimitar y
fijar la superficie objetivo y una manivela con la que se realizara el movimiento en vaivén en
ambos sentidos sobre la superficie expuesta en un periodo de tiempo especifico, realizdndolo con
el tejido testigo seco y repetirlo mojado.

Se froté a una velocidad de un ciclo por segundo con un movimiento en linea recta 20 veces (10
veces en cada sentido ida-regreso, sobre la probeta seca a lo largo de una longitud de 104 mm
+/- 3mm y ejerciendo una fuerza de 9N que es el peso natural del brazo de apoyo del que pende
la clavija, tanto la base que sujeta la probeta como la pinza que sostiene el tejido frotador a la
clavija deben estar perfectamente sujetados para evitar que se forme arrugas, que afloje o impida
la realizacion consistente de la prueba. El ensayo se repite con el tejido testigo mojado con una
impregnacion minima de agua de 95%.

Luego de realizar 10 ciclos, se tomaron nuevas probetas y fueron ensayadas a 15 y 30 ciclos (30 y
60 veces respectivamente), con el propdsito de evaluar si habian cambios en la intensidad de la
liberacidn del principio activo producto del nimero de frotes al que se ve sometido. La evaluacidn
fue meramente cualitativa con el propédsito de identificar cambios organolépticos importantes;
por su parte algunas probetas sometidas a 10 ciclos fueron observadas al microscopio. El aparato
utilizado fue el AATCC crockmeter atlas electric devices and co como se observa en la imagen 8.6.
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Imagen 8.6 Crockmeter para ensayo de frote sobre sustratos textiles.

8.6.2 Comportamiento ante el lavado.

El ensayo realizado sigue la Norma UNE-EN ISO 105-C10 [43]: solidez al lavado con jabdn. Las
probetas del textil a evaluar se ponen en contacto con dos tejidos testigos especificados por la
norma y se agitan mecanicamente por un tiempo, temperatura, tipo y cantidad de solucién
jabonosa determinada, posteriormente es enjuagado y secado para posterior evaluacion en este
caso, microscopia SEM.

Se utiliza un equipo LiniTest (imagen 8.7) que contiene un motor fijado a un eje central que sujeta
radialmente diferentes recipientes de acero inoxidable, dentro de los cuales se coloca la solucidn
de lavado junto a la probeta y los tejidos testigo. La temperatura se asegura mediante un
mecanismo automatico que calienta el baio de poli etilenglicol e indirectamente se calientan los
depdsitos metalicos.

Al ser las probetas de algoddn, la norma establece que los testigos deben ser textiles de algodén
y lana en contacto con cada uno de los lados respectivamente, los cuales deben ser sujetados
cociéndose de dos extremos cortos opuestos, formando un ensamblaje a 3 capas (imagen 8.8).
Se prepara una soluciéon de jabdn cuya concentracion es 5 g/L con detergente en polvo para ropa
de color, la relacidon de bafio de la solucién jabonosa para cada conjunto de probeta-testigo
(espécimen) es de 50:1, es decir, 50 mL de solucion por cada gramo de espécimen.

Las condiciones del ensayo utilizadas corresponden a un lavado ligero, 40 °C +/- 2 °C, 1 ciclo de
lavado con una duracién de 30 minutos y sin utilizar baleros de acero ni carbonato sddico, es
decir, No. De ensayo A (1) de la Norma Espafiola.

Las dimensiones de los especimenes (probeta-testigo) deben ser 100 mm x 40 mm vy al finalizar
el ciclo de lavado debe ser enjuagado, descoserse de uno de los extremos y colgarlos en una
parrilla de los dos tejidos testigo que permita que la probeta quede suelta al aire y sin tener
contacto con ninguna superficie.
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Imagen 8.7 Dispositivo mecanico de lavado Linitestytontenedores de acero inoxidable

Imagen 8.8 Ensamblaje triple lana-probeta-algodén

8.7 ENSAYO EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE LA CAPACIDAD DE REPELENCIA

Los ensayos a realizar para evaluar la capacidad repelente de una superficie estan determinados
por la naturaleza de dicha superficie tratada y la propiedad a medir, las cuales estan consideradas
en una serie de protocolos sugeridos por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS); algunos
estudios a lo largo de los afios han ido proponiendo algunas adaptaciones. No obstante, la
efectividad de un principio activo con propiedades de repelencia puede medirse de diferente
manera y cuyos conceptos es fundamental entenderlos para identificar la variable mas ad-hoc al
tipo de funcionalizacién conferida al textil:
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a) Periodo de proteccion (PP).

b) Capacidad de repelencia (%R).

c) Porcentaje de mosquitos posados (%L).
d) Porcentaje de mosquitos que pican (%B).
e) Capacidad de aletargamiento (%K).

f) Capacidad de fatalidad (%M).

Periodo de proteccion (PP): Del inglés Protection Period, es el tiempo transcurrido desde el inicio

de la exposicidn de la superficie tratada a los mosquitos y el momento en que este Ultimo posa y
pica la superficie expuesta. El periodo de proteccidn es el tiempo en el que dos picaduras han
sido consumadas sea en un mismo periodo de exposicién; o bien, en periodos consecutivos. Suele
expresarse en minutos y es un indicador determinante ya que al ocurrir este evento, el ensayo se
da por concluido.

Capacidad de repelencia (%R): Del inglés Repellency percent, representa un indicador que

relaciona el nimero de mosquitos que posan y/o pican la superficie expuesta en una muestra
control (C)-negativo o positivo-con el nimero de mosquitos que posan y/o pican la superficie
expuesta que si ha sido tratada con el principio activo a explorar (T). El control negativo es una
superficie que no haya sido tratado y un control positivo suele ser una superficie con un
tratamiento alternativo al principio activo que se estd desarrollando para establecer
comparaciones, de manera que %R debe estar referenciado a una muestra control, sea este
control negativo o positivo. Los controles positivos suelen ser los repelentes/insecticidas
sintéticos al cual se le busca sustituir con componentes alternativos como los aceites esenciales,
su calculo es el siguiente:

(C—=T)x100

%R =
% C

Porcentaje de mosquitos posados (%L): Del inglés Landing mosquitoes percent, es un indicador

gue relaciona el numero de aterrizajes sobre la superficie (L) expuesta (tratada o no) hasta
consumar el criterio de picaduras del PP con el total de mosquitos utilizados en el ensayo para un
periodo de exposicidon determinado hasta acabar el ensayo. Aunque la formula en si misma no
relaciona el control con la superficie explorada, debe calcularse por separado y compararse entre

si. Se calcula de la siguiente manera:
Lx 100
%L =

" n total de mosquitos

Porcentaje de mosquitos que pican (%B): Del inglés Biting mosquitoes percent, es el nimero de

mosquitos que consuman la (s) picadura (s) en la superficie expuesta, tratada o no durante el
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tiempo de duracién del ensayo en diferentes tiempos de exposicion, o hasta completar el PP, con
el total de mosquitos utilizados en el ensayo para el mismo periodo de exposicidon. Aunque la
formula en si misma no relaciona el control con la superficie explorada, debe calcularse por

separado y compararse entre si. Se calcula de la siguiente manera:
Bx 100
%B =

" n total de mosquitos

Capacidad de aletargamiento (%KD): Del inglés Knockdown mosquitoes percent, es el nUmero de

mosquitos que después de haber permanecido expuestos a la superficie tratada (habiendo
conseguido contacto o no con esta) y durante un tiempo establecido de exposicion del ensayo se
observe incapaz de desplazarse volando o caminando de forma coordinada (KD) observandose
gue no puede sostenerse en pie mostrando signos de estar moribundo en los 60 minutos
siguientes al finalizar el ensayo respecto al total de mosquitos que se vieron expuestos a las
mismas condiciones.

KD x 100

%KD = ,
n total de mosquitos

Capacidad de fatalidad (%M): Del inglés Mortality rate, es el nGmero de mosquitos que después

de haber permanecido expuestos a la superficie tratada (habiendo conseguido contacto o no con
esta) y durante un tiempo establecido de exposicidén del ensayo se observe inmdvil tendido en la
cabina de ensayos (M) en las 24 horas siguientes al fin de la rutina del ensayo respecto al total de

mosquitos que se vieron expuestos a las mismas condiciones.
Mx 100
%M =

" n total de mosquitos

Con estos indicadores se pretende evaluar la efectividad de un principio activo por repeler,
aletargar o matar los mosquitos. En cuanto a superficies textiles funcionalizadas, aplicarian los
indicadores %R, %L, %KD y %M siendo ensayados siguiendo dos protocolos diferentes, claro esta
que deberia ser procedente ensayar %KD y %M cuando los niveles de %R y %L de un aceite
esencial como principio activo sea superior al de un componente sintético como control positivo
y cuando se busca evaluar si el aceite esencial tiene propiedades no solo de repelencia sino
también biocida/insecticida.

El protocolo para evaluar la efectividad del tejido desarrollado en este trabajo de graduacién ha
sido realizado por el laboratorio certificado T.E.C. Lab con sede en Francia, el cual sigue una
metodologia propia para representar los resultados en forma equivalente a %R, con la
peculiaridad, que evalta dos tipos de repelencia: la directa y la indirecta.
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La capacidad de repelencia directa serd el resultado de comparar el nimero de mosquitos que
posan directamente sobre el textil tratado versus el resultado obtenido sobre el textil no tratado,
de manera que siempre estara referido a un control negativo.

La capacidad de repelencia indirecta serd el resultado de hacer las mismas observaciones pero ya
no directamente en la superficie tratada sino en un radio de accién de 5 centimetros alejado de
esta y con la presencia de un roedor cuya piel expuesta es un objetivo de picaduras.

Para ambos casos, el tiempo de exposicion es fijo y no estd condicionado por el tiempo en el que
ocurre determinado nimero de aterrizajes y/o picaduras de mosquitos. Por ello, se trata de una
metodologia propia que estd oficialmente reconocida por la directiva europea 91/414 CE a través
del Ministerio de Agricultura de Francia. En la tabla 8.7 las caracteristicas del protocolo y la
imagen 8.9 muestra la cabina en la que se realiza el bioensayo.

Los ensayos a realizar para evaluar la capacidad repelente van en dos direcciones:
a) Brazo dentro de la cabina de ensayo.
b) Ensayos de tunel y de cono.

Brazo dentro de la cabina de ensayo: Del inglés Arm in-cage es un ensayo inicialmente

desarrollado para evaluar la capacidad repelente de componentes que son aplicados
directamente en la piel del brazo cuya superficie se expone directamente a una poblacién de
mosquitos especifica. Pero la OMS también propone una adaptacidn para brazos recubiertos con
el textil tratado antes y después de unos protocolos de lavado también establecidos por el
organismo. Con este ensayo se pretende calcular %R y %L. El ensayo establece el tamafio de la
poblacidén, condiciones de temperatura y humedad, nimero de réplicas, tiempos de exposicién y
tiempo total de duracién de la rutina de ensayos.

Ensayos de tunel y cono: Pretende evaluar la respuesta del mosquito mas alla de la repelencia 'y

busca medir la capacidad de aletargamiento que ejerce el textil tratado después de 60 minutos
de haber concluido el ensayo asi como la capacidad de fatalidad después de 24 horas de haber
concluido la rutina de ensayos; por tanto va orientado a calcular %KD y %M [22].

Por tanto, El ensayo realizado es una adaptacion del método A sugerido por la Organizacion
Mundial de la Salud, no es el objetivo de este proyecto evaluar propiedades biocidas de los aceites
esenciales.
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Informacidn General del Ensayo

Laboratorio certificado

Instalaciones de T.E.C. Lab de Francia

Protocolo

Acorde a procedimientos oficialmente reconocidos por la directiva europea
91/414/CE Ministerio de Agricultura de Francia

Tamafiio de la Cabina

50cm x50 cm x 50 cm

Tiempo de Exposicion

60 minutos

Numero de réplicas

3

Caracteristicas de los mosquitos

Tipo de mosquito Aedes aegypti
Cantidad de mosquitos 50 +/-5
Edad de los mosquitos 2 a4 dias

Tipo de colonia

Colonia de laboratorio bora-bora cultivada por y bajo estandares de protocolo de
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) Instituto de Investigacién para el Desarrollo
Francia (ORSTOM) Office de la recherche scientifique et technique outre-mer

Condiciones de los
mosquitos

Prototipo expuesto

Mosquitos hembra con 24 horas sin ser alimentadas

Caracteristicas del Prototipo

Raton, piel sin vello expuesta

Condiciones del
prototipo

Ratdon completamente inmovilizado con los ojos cubiertos

Ubicacion del prototipo

Funcionalizacion
conferida

Al centro de la cabina de exposicion
Caracteristicas del Sustrato y Estimulo

Microcapsulas con principio activo de aceites esenciales de Melaleuca leucadendron
y Litsea cubeba

Tamafio de las probetas

10cm x 10 cm

Estimulo

Frote del tejido durante 10 segundos previo a la prueba

Tipo de probeta

Tejido de Algoddn funcionalizado por microencapsulacién de aceites esenciales
selectos

Control Negativo

Tejido de Algoddn no tratado

Ubicacion de la probeta

Hdmedad relativa (HR)

Debajo del ratén
Condiciones Ambientales

70 +/-5%

Temperatura (Celsius)

24 +/- 2 grados Celsius

[luminacién

Ldmpara 800 Lux

Ventilacidn

Repelencia Directa (%)

Sin ventilacion

Medicion del Resultado

Mosquitos que aterrizan directamente sobre el tejido tratado

Repelencia Indirecta (%)

Mosquitos que aterrizan sobre el roedor y/o que lo piquen (a un perimetro de 5cm
de la posicidon del tejido)

Tabla 8.7 Caracteristicas del protocolo eficacia de repelencia superficies textiles.
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Imagen 8.9 Cabina de realizacidn del bioensayo.

8.8 MECANISMO DE INCORPORACION AL TEXTIL

La etapa de incorporacién de las microcdpsulas al textil comienza desde el momento que se
preparan los bafios, posterior a la obtencion de las mismas.

Partiendo de los 3 principios activos encapsulados, se prepararon bafios con microcdpsulas de un
solo tipo de aceite como también se prepararon algunas mezclas para evaluar posibles
propiedades sinérgicas; sin embargo se buscd siempre preparar bafios con un contenido de 60
g/L de microcdpsulas obtenidas, 15 g/L de resina acrilica center STK/100 para acabados en 1.5 L
de bafio en agua desmineralizada, para el caso de las mezclas la concentracién total de
microcdpsulas se mantuvo, cambiando Unicamente las proporciones dentro de la concentracion
neta 60 g/L.

Cabe destacar que cuando se habla de preparar mezclas para evaluar potencial efecto sinérgico,
se refiere a preparar bafios compuestos por microcdpsulas de diferentes aceites esenciales y no
de diferentes principios activos mezclados en la formulas durante la polimerizacidn interfacial
para obtener microcapsulas con nucleos compuestos.

Después de agregar las diferentes proporciones de microcapsulas y resina, se agitaba levemente
por 20 minutos en un agitador magnético hasta lograr homogenizar parcialmente la dispersién.
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La tabla 8.8 muestra las diferentes proporciones de microcapsulas preparadas en los diferentes
bafios utilizados para funcionalizar el tejido.

MUESTRA PRINCIPIO ACTIVO % m/m

100Ca Cajeput 100
100Li3 Litsea PYA3 100
100Li4 Litsea PYA4 100
100Al Alcanfor 100
75Li25Ca Litsea PYA3 75
(3:1) Cajeput 25
75Li25Al Litsea PYA3 75
(3:1) Alcanfor 25
Litsea PYA3 60

60Li(§(:)1c:i§0A| Cajeput -
Alcanfor 20

60Cad0Al Cajeput 60
(1.5:1) Alcanfor 40
75Ca25Li Cajeput 75
2l Litsea PYA3 25

Tabla 8.8 Diferentes bafios utilizados en la incorporaciéon

La incorporacién se realizd mediante impregnaciéon por fulardado, utilizando un equipo foulard
de laboratorio tipo horizontal TEPA 2608, velocidad de paso lineal de 1 m/min, mecanismo de
presion neumdatico de rodillos fijada en aproximadamente 1.5-2 kg/cm? y una cubeta que
contiene los 1,500 mL de bafio (imagen 8.10). Todas las aplicaciones se realizaron con 3 pasadas
por el foulard, cuidando de usar un tejido acompanador diferente para cada bafio y evitar asi
posibles contaminaciones, el ancho de los sustratos textiles era 30 cm, equivalente al ancho de
los rodillos.
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Imagen 8.10 Mecanismo de impregnacién Foulard horizontal TEPA2608

Posterior a la impregnacién, los tejidos fueron secados a través de un rame a temperatura en
torno a 99-102 °C y velocidad de 0.50 m/min hasta alcanzar el secado después de 5 o 6 pasadas
por este, dependiendo el nivel de pick-up alcanzado. El equipo utilizado es un secador de la gama
textildry SPE TD-20, que consiste de una banda transportadora en fibra de vidrio con refuerzos
laterales y el mecanismo basado en proyeccion intermitente de radiacidn infrarroja, tanto la
velocidad como la temperatura es programable (imagen 8.11).

Imagen 8.11 Secador textildry SPE TD-20
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CAPITULO 9: RESULTADOS

9.1 DATOS OBTENIDOS

En esta seccidn se presenta informacién obtenida en la fase experimental, pero que no es parte
medular del resultado final del trabajo de fin de maestria proyectados en los objetivos, pero que
resulta importante presentarla, ya que ofrecen posibles explicaciones a las conclusiones sobre los
resultados finales. En esta seccidn Unicamente se describen y presentan los datos, su respectiva
discusidn se realizara en la seccién 9.3.

9.1.1 IMPREGNACION

Los valores de impregnacién son representados como % pick-up y son muy importantes debido a
gue es una forma indirecta de estimar lo que ha podido transferirse al tejido, ya que las
microcapsulas no presentan afinidad por el tejido inicialmente, estas deben valerse de un agente
ligante para garantizar que queden incorporadas al sustrato correctamente, ya que por principio
el bafio tendera siempre a estar enriquecido por las microcédpsulas.

Se realizaron 9 impregnaciones en total, en la tabla 9.1 se presentan los valores de pick-up para
cada tejido, todos se realizaron con las mismas concentraciones de aceite esencial y resina (como
se explica en el capitulo 8) y se puede observar que la relaciéon volumen de bafio versus peso de
tejido ha sido entre 5y 7.5 L por kilogramo de tejido. Los valores de pick-up oscilan entre 70 y
90% bajo esta férmula, siendo Ws peso final (tejido humedo) y W, peso inicial (tejido seco):

(Wf—Wo) x100
Wo

Y%pick —up =

Y para 60 g/L de microcapsulas, 15 g/L de resina acrilica y 1.5 L de bafio se obtuvieron los
siguientes datos:

.. . Peso tejido q
woestia - PICO oty
100Ca Cajeput 100 210.49 377.27 79.2
100Li3 Litsea PYA3 100 306.20 578.00 88.8
100Li4 Litsea PYA4 100 203.10 377.30 85.8
100Al Alcanfor 100 201.90 363.10 79.8
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. Litsea PYA3 75
75(L3|-215)Ca 199.19 372.60 87.1
5 Cajeput 25
. Litsea PYA3 75
75|;.215AI 204.00 371.30 82.0
(3:1) Alcanfor 25
Litsea PYA3 60
60Li20Ca20Al Cajeput 20 202.30 366.80 81.3
(3:1:2)
Alcanfor 20
Cajeput 60
60CaZIIOA| 210.60 364.30 73.0
(1.5:1) Alcanfor 40
; Cajeput 75
75Ca25Li 209.40 356.20 70.1
(3:1) Litsea PYA3 25

Tabla 9.1 Comportamiento de la impregnacién en las diferentes muestras

9.1.2 LIBERACION DEL PRINCIPIO ACTIVO

Ademas de realizar la caracterizacion por SEM, se considerd oportuno realizar una prueba
cualitativa de tipo organoléptica posterior al ensayo de frote, esto para verificar la intensidad del
olor liberado, cual predominaba en el caso de las mezclas, la permanencia de este en el tiempo y
cudles de estos guardaban una relacién con el nimero de ciclos de frote al cual eran sometidos.
Estos resultados junto a la evaluacion por SEM permitirian tomar una decisidn definitiva acerca
de la muestra que seria sometida al test de repelencia.

Se pretendia asignarle una descripcién al olor liberado, asi como describir los cambios en la
intensidad que se percibian respecto al tejido sin ser frotado, como también respecto al nUmero
de ciclos de frote anteriores para identificar cudndo el cambio dejaba de ser significativo. Esto se
realizd mas alla de los 10 (20 frotes) ciclos establecidos por la Norma, y se continué hasta 15y 30
ciclos (30 y 60 frotes respectivamente).

Ademas se asignd una escala para describir los cambios: significativo, moderado y leve para
describir los cambios en la intensidad percibida instantaneamente conforme se sometian las
microcapsulas a la abrasion del frote (en seco) y como alta o baja para describir el nivel d
eintensidad que predominaba después de 10 minutos de haber cesado la abrasion (20 frotes para
este caso). Los datos se presentan en la tabla 9.2:
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MUESTRA

PRINCIPIO
ACTIVO

Cambios después
de 20 frotes**

Cambios después
de 30 frotes*

Cambios después
de 60 frotes*

Intensidad después
de 10 minutos

Caracteristica del Aroma
predominante

Fresco, mentolado,

100Ca Cajeput 100 | SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO ALTA !
canela-picante
100Li3 LitseaPYA3 | 100 | SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO LEVE BAJA Fresco y citrico
100Li4 LitseaPYA4 | 100 | SIGNIFICATIVO MODERADO LEVE BAJA Fresco y citrico
100Al Alcanfor 100 MODERADO MODERADO LEVE BAJA Fresco y mentolado
75Li25Ca Litsea PYA3 75
_ SIGNIFICATIVO |  SIGNIFICATIVO LEVE BAJA Fresco y citrico
(3:1) Cajeput 25
' MODERADO MODERADO LEVE BAJA Fresco y citrico
(3:1) Alcanfor 25
Litsea PYA3 60
GOLE(_)lc.aSOA' Cajeput 20 SIGNIFICATIVO MODERADO LEVE BAJA Fresco y citrico
Alcanfor 20
Cajeput 60
60Ca40Al SIGNIFICATIVO MODERADO MODERADO ALTA Fresco, mentolado,
(1.5:1) Alcinfor 40 canela-picante
i Cajeput 75
75Ca25li SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO ALTA AIGEE AR
(3:1) Litsea PYA3 25 canela-picante

* Comparacion respecto a la intensidad del aroma percibido en el ciclo de frote anterior (es decir 30 vs 20 y 60 vs 30).

Tabla 9.2 Evaluacion cualitativa de la liberacién del principio activo ante la abrasion mediante frote.

** Comparacion respecto al tejido tratado antes de ser frotado (es decir 20 vs 0)
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9.2 RESULTADOS

La presentacidn de los resultados de este trabajo de fin de maestria son muy puntuales y se resumen a
la evaluacion por SEM de las diferentes muestras antes y después de ser sometidas a ensayos de
durabilidad, la determinacién de tamafno de las microcapsulas y lo mas importante la efectividad de la
capacidad de repelencia del textil funcional. A lo largo de esta seccidén se ird comentando brevemente a
manera de descripcion, dejando la discusion de los mismos para la seccién 9.3.

9.2.1 ANALISIS DE SUPERFICIE POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

A continuacidn se presenta una serie de microfotografias en las que se podra ir apreciando la presencia
de las microcdpsulas, tamafio y morfologia de las mismas antes y una vez incorporadas al tejido. Las
imagenes 9.1, 9.2 y 9.3 muestran las microcapsulas de los tres aceites aceites esenciales antes de ser
incorporadas al textil a 4000X. En esta seccidon Unicamente se presentan microfotografias de superficies
no sometidas a abrasién alguna.

JUN 05 2015 8:46 |
CAJEPUT 01 PYA

Imagen 9.1 Microcapsulas de cajeput en dispersion.
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Topm
Imagen 9.2 Microcapsulas de litsea en dispersion. Imagen 9.3 Microcdpsulas de alcanfor en dispersién.

A partir de la imagen 9.4 se muestran microfotografias del tejido funcional mediante la incorporacion de
las diferentes microcdpsulas tanto principios activos como mezclados. Las imagenes 9.4, 9.5 y 9.6
muestran las microcdpsulas de los tres aceites esenciales incorporadas al textil a 4000X.

. 100pm :

Imagen 9.4 Microcéapsulas de cajeput incorporadas a tejido (4000X).
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G0pm 10pm

Imagen 9.5 Microcapsulas de litsea incorporadas Imagen 9.6 Microcdpsulas de alcanfor incorporadas
a tejido (4000X). a tejido (4000X).

Para tener una perspectiva mas amplia de la distribucién de las microcapsulas en el tejido, a continuacién
las microfotografias a 2000X para los tres aceites esenciales. Con esta magnificacién podra ponerse en
perspectiva la riqueza de microcapsulas en el tejido (Imagenes 9.7, 9.8 y 9.9).

30pm
Imagen 9.7 Microcédpsulas de cajeput
incorporadas a textil (2000X).
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30um 30pm

Imagen 9.8 Microcapsulas de litsea incorporadas  Imagen 9.9 Microcapsulas de alcanfor incorporadas
a tejido (2000X). a tejido (2000X).

Antes de iniciar con la impregnacion de tejidos, fueron analizadas las microfotografias de las
microcapsulas en dispersion, ahi se identificd que ameritaba hacer mezclas en las que tanto cajeput como
litsea estuvieran en mayor proporcidn debido a las siguientes 3 razones:

1) Segun el andlisis del estado del arte, litsea cubeba y melaleuca leucadendron (cajeput)
presentaban mayor efectividad como componentes individuales y mezclados (Tabla 2.2) [5].

2) Se observd que el rendimiento en la formacién de microcdpsulas era menor en el alcanfor
respecto a los otros dos aceites.

3) Alcénfor y Cajeput comparten 2 de sus 3 constituyentes mayoritarios (Tabla 8.1 y 8.3).

Ahora, se presentan las microfotografias de tejidos funcionales con mezclas de microcdpsulas, cuya
nomenclatura es 75Li25Ca, 75Li25Al, 60Li20Ca20Al, 60Ca40Al y 75Ca25Li.

30pm ! ! 30pm !

Imagen 9.10 Microcapsulas de 75Li25Ca (2000X).  Imagen 9.11 Microcapsulas de 75Li25Al (2000X).
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i 100pm . ! 30pm :

Imagen 9.12 Microcapsulas de 60Li20Ca20Al (2000X). Imagen 9.13 Microcapsulas de 60Ca40AlI (2000X).

Toprm

Imagen 9.14 Microcapsulas de 75Ca25Li (2000X).

9.2.2 DURABILIDAD: SOLIDEZ AL LAVADO Y FROTE

A continuacidn se presenta una serie de microfotografias en las que se vera la presencia de las
microcapsulas, tamafio y morfologia de las mismas después de someter el tejido a la abrasion de
lavado y frote. Las imagenes 9.15, 9.16 y 9.17 son las microfotografias correspondientes a
microcapsulas compuestas Unicamente por un principio activo, después de un ciclo de lavado
bajo el protocolo descrito en el capitulo 8.
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10pm
Imagen 9.15 Microcapsulas de cajeput posterior a 1 ciclo de lavado
(4000X)

10pm ! : 10pm

Imagen 9.16 Microcapsulas de litsea posteriora  Imagen 9.17 Microcdpsulas de alcanfor posterior a
1 ciclo de lavado (4000X). 1 ciclo de lavado (4000X).

A continuacién las mezclas 75Li25Ca, 75Li25Al, 60Li20Ca20Al y 60Ca40Al, posterior a 1 ciclo de lavado a
4000X.
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f GOpm 1 ' 10prn
Imagen 9.18 Microcdpsulas de 75Li25Ca posterior a Imagen 9.19 Microcdpsulas de 75Li25Al posterior a
1 ciclo de lavado (4000X). 1 ciclo de lavado (4000X).

! A0pm ! ! 100um !
Imagen 9.20 Microcapsulas de 60Ca40Al posterior Imagen 9.21 Microcapsulas 60Li20Ca20Al posterior
a 1 ciclo de lavado (4000X). a 1 ciclo de lavado (4000X).

Las imdagenes 9.22, 9.23 y 9.24 son microfotografias de las microcapsulas de cajeput 100%, posterior al
ensayo de frote en seco sentido urdimbre 10 ciclos (20 frotes) a 4000X, 2000X y 1000X.
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10pm

Imagen 9.22 Microcapsulas de cajeput sometidas a 20 frotes en seco (4000X).

30pm

Imagen 9.23 Microcapsulas de cajeput sometidas a 20 frotes en seco (2000X).
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G0pm
Imagen 9.24 Microcapsulas de cajeput sometidas a 20 frotes en seco (1000X).

9.2.3 EFECTIVIDAD DE LA CAPACIDAD DE REPELENCIA

El resultado que se reporta a continuacion es la efectividad de la repelencia del textil funcional y estd
representada como % Repelencia, esta a su vez fue medida como un % Repelencia Directa (%Ra) y %
Repelencia Indirecta (%R;) o en inglés % Intrinsec Repellency y % Surrounding Repellency, cuyo resultado
final es producto del valor acumulado de proveniente de las mediciones en 3 réplicas.

Ademas, es importante mencionar que la zona objetivo (o target) evaluada para reportar cada indicador
es el textil funcional para %Ry la piel del ratdn que esta colocado sobre una superficie del textil funcional
para %R; en ambos casos se compara respecto a un blanco negativo que es una superficie de textil no
tratada. La formula es la siguiente, siendo C las observaciones con el textil no tratado (control negativo)
y T las observaciones con el textil tratado (ver detalles del protocolo en seccién 8.7).

(C—T)x 100

%R = C

La probeta que fue sometida al ensayo de repelencia fue 75Ca25Li (sin haber sido previamente lavado) y
las tablas 9.3 y 9.4 presentan los resultados para %Rd y %Ri respectivamente:
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MUESTRA Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

No Tratada 52 48 46 146
Tratada
75Ca25Li 4 3 2 9
Resultado Final %Rd 93.8%

Tabla 9.3 Actividad Repelencia Directa %Ry en textil funcional 75Ca25Li.

MUESTRA Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
No Tratada 105 117 109 331
Tratada
75Ca25Li 62 48 53 163
Resultado Final %Rj 50.8%

Tabla 9.4 Actividad Repelencia Indirecta %R; en textil funcional 75Ca25Li.

A partir de los resultados anteriores, es posible calcular el % de aterrizajes (%L) sobre las superficies
estudiadas. La diferencia entre %R y %L es que el primero hace la comparacion entre los aterrizajes que
tienen contacto con las superficies tratada y no tratada sin relacionarlo directamente con el tamafio de
la colonia; el segundo en cambio relaciona el nimero de aterrizajes sobre una superficie versus el tamafio
de la colonia dentro de la cabina. Siendo L el nimero de aterrizajes, por tanto:

Lx100

%L

tamaio de la colonia

MUESTRA Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
Tamafio de 50+/-5 50+/-5 50 +/- 5 150 +/- 15
la colonia
Tratada
75Ca25Li 4 3 2 9
Resultado Final %Lg 6 +/- 0.65%

Tabla 9.5 Aterrizajes directos %Lg sobre textil funcional 75Ca25Li.
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Acid, es fundamental aclarar que lo que %L relaciona no son nimero de mosquitos que aterrizan sino mas
bien niumero de aterrizajes, lo cual lo convierte en nimero de eventos; ya que la probabilidad que los 50
+/- 5 mosquitos dentro de la cabina aterricen en la superficie es indeterminada (o n veces). Por ejemplo;
para la réplica 1 conviene decir que hubo 4 aterrizajes y no decir que fueron 4 los mosquitos que
aterrizaron, asegurar esta Ultima aseveracidn es estadisticamente incorrecta debido a que asi como
pudieron ser 4 mosquitos diferentes los que aterrizaron una vez cada uno también pudo ser 1 solo
mosquito el que aterrizd 4 veces y generando que el numerador en la férmula permaneciera en 4; en
cambio, la primera aseveracion equivale a decir que una cantidad desconocida de mosquitos aterrizaron
en la superficie generando 4 aterrizajes en total, lo cual es estadisticamente correcto.

Una vez hecha esta aclaracion, ahora conviene calcular el valor de %L; para ello hay que considerar que
el tamafio de la colonia para cada réplica fue de 50 +/- 5 mosquitos dentro de la cabina, se conoce el
rango probable pero no el nimero real de mosquitos dentro de ese rango que entraron a la cabina; el
numero de aterrizajes (4, 3 y 2) en cambio ya tiene implicita esa incertidumbre. Por tanto, al calcular %L
debe aplicarse esa incertidumbre expresada como un intervalo de confianza, dicho resultado se refleja
la tabla 9.5, lo cual indica que para un tamafio de colonia de 50 +/- 5 mosquitos introducidos en la cabina

se obtuvo un porcentaje de aterrizajes (%Lq) equivalente a 6% +/- 0.65%, es decir, [5.45%, 6.65%] como

rango probable.

9.2.4 DETERMINACION DE TAMANO DE MICROCAPSULAS

La determinacion de tamafio de las microcdpsulas de una manera estadistica se hace a través de la
metodologia planteada en la seccién 8.5. Las microcapsulas en dispersion de los aceites de cajeput y
litsea después de realizar sus respectivas diluciones se analizan.

En las microfotografias 9.22 y 9.23 también puede verse de manera muy general los tamafios en los que
oscilan las microcapsulas caracterizadas, al menos para tener una idea muy general y como medida
complementaria al contador de particulas pues en SEM se puede ver la uniformidad de tamafio y su
distribucién. De acuerdo a esto, se puede observar que la gran mayoria de microcdpsulas tienen tamafios
inferiores a 10 um, incluso por debajo de 5 um, como se muestra en las siguientes microfotografias en
las que la escala permite determinar su tamaiio.
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JUN 05 2015 8:50 S 8000x JUL 15 2015 9:24
CAJEPUT 01 PYA LITSEA 04 PYA

10um

Imagen 9.25 Microcapsulas cajeput tamano <5 um Imagen 9.26 Microcapsulas litsea tamafio <5 um

9.3  DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla 9.1 se puede observar los diferentes niveles de impregnacidn obtenidos; existe una diferencia
entre los pick up alcanzados entre los bafios de litsea y cajeput por ejemplo, siendo el primero un nivel
de impregnacion superior al segundo; comportamiento que se confirma cuando se trabaja con sus
respectivas mezclas, cuando litsea esta en mayor proporcién se tiene mayor pick-up que cuando es
cajeput el que participa en mayor proporcidn. Si se pone esto en perspectiva, se puede explicar a partir
del hecho que utilizando misma cantidad de resina, la cantidad de aceite que no formdé parte de la
emulsién quedd Unicamente en dispersion y siendo litsea mas insoluble en agua que el cajeput, el bafio
tenderd siempre a estar mas enriquecido con cajeput que con litsea, lo cual facilitaria a este ultimo el ser
arrastrado con mayor facilidad hacia el tejido que el primero; lo mismo se puede inferir en las
impregnaciones de sus mezclas.

La diferencia en el pick up obtenido en la mezcla 75Ca25Li se puede explicar a partir del hecho que se
utilizé una menor cantidad de resina: 11 g/L en vez de 15 g/L; lo cual se hizo con el objetivo de preparar
una segunda muestra para enviar al laboratorio certificado y que la resina no fuera impedimento para el
rdpido rompimiento de las microcdpsulas por frote. Esto a su vez pone de manifiesto la marcada
diferencia en las solubilidades de las esencias y en vista que cajeput es el que mejor rendimiento tuvo
para la formacion de microcapsulas su insolubilidad sera significativamente mayor que las demas
dispersiones.
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A partir de la tabla 9.2 se puede observar como el aroma de cajeput con alcanfor son muy similares con
la diferencia que en cajeput se percibe una ligera sensacion picante, lo cual no esta presente en el
alcanfor que en cambio se percibe una ligera sensacién mentolada. Litsea es un aroma completamente
diferente a las otras dos esencias, su olor es fresco y citrico.

Después de someter las muestras de tejido a 20 frotes de acuerdo a la norma de solideces, se percibe
que el olor liberado para el litsea es muy intenso llegando a percibirse como penetrante, en cambio
cajeput es de menor intensidad, siendo alcdnfor el aroma mds suave. Sin embargo, diferenciar la
intensidad de olores entre las tres esencias no indica que pasen desapercibidas. Las tres esencias
liberadas después de la primera prueba de frote marcan una clara diferencia respecto a sus respectivos
tejidos antes de ser frotados, lo cual es un indicador cualitativo que el rompimiento de microcdpsulas
tuvo lugar.

Por otra parte, se continué la prueba de frote hasta 15 y 30 ciclos respectivamente, y aca se observé que
Unicamente el Cajeput continué liberandose de forma gradual y proporcional al tipo de abrasién recibida;
litsea y alcanfor experimentaban cambios de menor intensidad conforme se incrementaba el nimero de
frotes, lo cual es un indicador que la liberacidn estaria cesando, y por lo tanto una menor presencia de
microcapsulas.

Ademas, se evalud la intensidad de los aromas de esencias liberadas al acabar los 20 frotes y 10 minutos
después de la prueba, acd se identificé que el aroma de Cajeput permanecia aun después del tiempo
transcurrido, en cambio Litsea era una intensidad muy inferior si se comparaba con la evaluacién recién
frotada.

Por tanto, es Cajeput el que permanece en el tiempo a pesar que la intensidad de su aroma no es la
mayor; Litsea en cambio, es una intensidad elevada al inicio pero cae con el paso del tiempo a mayor tasa
que el Cajeput; el Alcanfor es baja intensidad de aroma y muy efimero ya que después de los 10 minutos
su aroma era practicamente imperceptible.

A partir de las microfotografias 9.1, 9.2 y 9.3 se puede observar una clara diferencia en el rendimiento
en el proceso de encapsulacion; se ha conseguido una formacion de microcapsulas de cajeput en mayor
cantidad y calidad, litsea en una segunda posicién y el alcanfor el que menor rendimiento tuvo. La
dificultad del proceso de encapsulacion fue debido a la disparidad de sus solubilidades, la formulacién
utilizada en el proceso para el cajeput no podia replicarse para litsea y menos para el alcanfor.

No obstante, se observa una gran diferencia entre las microcdpsulas de litsea impregnadas al tejido (9.5,
9.8) que al ser analizadas después de secarse y evaporar la fase liquida de la dispersién (imagen 9.2). Las

microcapsulas de litsea incorporadas al tejido son de mejores caracteristicas que al estar sueltas (o en
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polvo), es posible que durante el proceso de secado se continte formando polimero. Las microcapsulas
de alcdnfor tiene menores caracteristicas tanto en polvo como incorporadas al tejido.

Valiéndose Unicamente de las microfotografias, puede observarse una homogeneidad en torno al
tamafio de las microcdpsulas obtenidas. Para los 3 casos individuales asi como sus respectivas mezclas,
presentan tamanos inferiores a 5 um. En las imagenes 9.10, 9.11, 9.12 y 9.13 correspondientes a las
mezclas se confirma esta aseveracion, no se observan diferencias grandes entre los tamafnos de las
mismas. Similar resultado reportan estudios previos utilizando la técnica de polimerizacién interfacial
para la encapsulacién [11] [23] u otros por coacervacion [16].

Las microcapsulas tienen una apariencia suave en su pared exterior, lo cual es un indicador que la capa
de polimero formada ha sido continua. También se observa que las microcapsulas de litsea incorporadas
a la fibra forman aglomerados con mayor facilidad que las de cajeput, que parecen estar mas sueltas y
distribuidas.

La pared de las microcapsulas tiene una elevada fijeza, ya que no se observa que una vez incorporadas al
tejido estas cambien su morfologia respecto a la observada antes de ser aplicadas. De igual manera no
se observan indicios que la presién durante el proceso de impregnacion y las temperaturas de secado del
tejido impregnado pudieran haber alterado la integridad de las microcapsulas, ya que no hay diferencias
importantes entre las microfotografias anterior y posterior al tratamiento.

La cantidad de microcapsulas de litsea incorporadas al tejido es elevada, en las imagenes 9.8 y 9.15 se
puede confirmar que los elevados niveles de pick up superiores al 85% se vieron reflejados en mayor
cantidad de microcdpsulas transferidas al tejido, lo cual no puede asegurarse con el cajeput en las
imagenes 9.7 y 9.14 (Ver posible explicacidon en conclusiones).

Se observa que las microcapsulas después de 1 ciclo de lavado conservan su integridad, estas contindan
alojadas y ancladas a la fibra y la cantidad sigue siendo similar a lo observado previo a ser sometido al
protocolo de lavado. Se considera entonces que la cantidad de resina utilizada es dptima, le confiere
fijeza a las microcdpsulas y estas a su vez insolubles en agua favorecen que soporte la abrasidon de un
lavado suave.

Las imdgenes 9.19, 9.20 y 9.21 correspondientes al ensayo de frote, pone de manifiesto que el
rompimiento de la membrana es mds susceptible a la abrasién por friccion que al lavado sucesivo;
después de someterse a esta prueba la membrana de algunas microcapsulas se han roto; sin embargo
aun se observan algunas otras cuya integridad se conserva; esto explica porqué el Cajeput continua
liberando su aroma y percibiéndose igualmente intenso mas alla de los 20 frotes.
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No se observa en las microfotografias excesos de ligante, los tejidos no cambian su textura posterior a la
impregnacion ni al fijado.

Se puede inferir que el Cajeput es mas duradero que los demas no necesariamente porque su olor sea
intenso por naturaleza, sino mas bien, porque ha formado mayor cantidad de microcapsulas y por tanto
deja una mayor concentraciéon que termina enriqueciendo su fase vapor una vez se libera. Esto es asi,
debido a que con el alcanfor se observa todo lo contrario, a pesar que comparte 2 de los mayores
constituyentes en su composiciéon quimica con el cajeput, su efecto es menor y efimero, debido a que
tiene pocas microcapsuas y el poco principio activo que pudo alojarse no tiene las propiedades
aromaticas lo suficientemente potentes para que este sea duradero y estable en su fase vapor. Por tanto
lo que explica las elevadas caracteristicas del cajeput es la concentracién que este gana en su fase vapor
producto de un buen rendimiento en la encapsulacion e incluso podria tener algunos constituyentes
menores en su composicién quimica que favorezcan su estabilidad.

El tejido funcional desarrollado es util, sus caracteristicas de repelencia son elevadas (R4 = 93.8%) en un

periodo de 60 minutos y su efecto potencialmente se prolongaria mas alld de este periodo de exposicion
(el cual es estandar y dictado por el protocolo) si se toma en cuenta que termina su exposicidon con un
nivel superior a 90% lo cual es considerado elevado.

La actividad repelente superior a 90% cobra especial relevancia si se considera que el ensayo ha
consistido en concentrar 50 mosquitos en un espacio de 0.125 m3y evaluar la actividad repelente de una
superficie de textil de 10 cm x 10 cm, las cuales son condiciones muy estrictas pues lo convierte en un
escenario disenado para elevar la probabilidad de aterrizajes; pues concentra una alta poblacidon de
mosquitos, en un espacio reducido, durante un tiempo prolongado y una superficie de tejido pequeiia.

Bastaron solo algunos frotes manuales de menor intensidad sobre el tejido durante 10 segundos previos
al ensayo para activar la liberacién de los principios activos.

No se observé comportamiento de aletargamiento en los mosquitos sometidos a la exposicién posterior
al ensayo, lo cual indica que la mezcla de aceites esenciales estudiada no tiene propiedades biocidas.

Observar que en algunas ocasiones el nUmero de aterrizajes es superior a la cantidad de mosquitos, lo

cual representa que lo que la aleatoriedad del ensayo evalla es el nUmero de veces que un evento
determinado ocurre y no la cantidad de mosquitos implicados en el evento.

88



CAPITULO 10: CONCLUSIONES Y LINEAS FUTURAS DE TRABAJO

10.1 CONCLUSIONES

Al desarrollar el presente estudio, se pueden establecer las siguientes conclusiones:

e Las esencias de aceites esenciales de Melaleuca leucadendron (cajeput), Litsea cubeba (litsea) y
Cinnamomum camphora (Alcdnfor) pueden ser encapsulados a través de polimerizacion
interfacial; a los cuales debe darse un tratamiento muy diferente al desarrollar las formulaciones
y proporciones aceite esencial, tensoactivo y mondémeros.

e La membrana formada por poliurea mediante polimerizacién interfacial constituye una barrera
adecuada para el alojamiento y liberacion gradual del principio acitvo, segun lo establece los
resutados por frote y la durabilidad del efecto repelente a la exposicion prolongada (ver seccion
9.2.3).

e La persistencia del principio activo liberado por rompimiento de membrana esta muy relacionado
con el contenido de aceite esencial que ha sido encapsulado y con el rendimiento conseguido en
el proceso de encapsulacién. Asi, el cajeput cuyo aroma no es por naturaleza el mas intenso de
los 3 estudiados presentaba una mayor persistencia en el tiempo que litsea, cuya intensidad inicial
era alta, pero su persistencia baja.

e Una elevada presencia de microcdpsulas en dispersidon no garantiza necesariamente una elevada
transferencia de estas al tejido durante el proceso de impregnacidn. Para ello, resulta necesario
usar la cantidad éptima de ligante que asegure que el enriquecimiento de microcapsulas en el
bafio sea transferido en igual proporcidon hacia el sustrato. Asi, un elevado contenido de
microcapsulas de cajeput en dispersidon no representaba necesariamente elevados niveles de
impregnacion (pick up) si no va acompanado de una cantidad importante de resina que permita
compense la tendencia de las microcapsulas a permanecer en dispersion.

e Podriainferirse que una parte de las microcdpsulas formadas para litsea, tenian un bajo contenido
de principio activo respecto al polimero de la membrana; esto debido a que a pesar de haber
formado microcédpsulas, se observa que su persistencia es menor y podria ser una de las razones
por las que aun se observaban gotas de aceite esencial flotando en la dispersién. Esto puede verse
reforzado por el hecho que al ser mas insoluble que el cajeput, el aceite no encapsulado pudiese
ser arrastrado por el tejido con mayor facilidad obteniendo elevados niveles de impregnacion
para el principio activo y sus mezclas cuando este estaba en mayor proporcion.
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Los bajos rendimientos en la encapsulacién de alcdnfor puede deberse a una baja carga de aceite
esencial respecto a la cantidad de polimero; que es lo mismo a tener este Ultimo en exceso. Al ser
el alcanfor el aceite mas insoluble de los 3 empleados y teniendo en cuenta que la reaccion de
polimerizacién tiene lugar en la interfase, deberia facilitar la encapsulacién, lo cual no ocurrié.
Esta conjetura se ve reforzada por el hecho que en las microfotografias se observa un exceso de
polimero.

A diferencia del alcanfor, la encapsulaciéon de litsea tuvo medianos rendimientos (al ver las
microfotografias) a pesar de ser mds soluble; en este caso la mejora del rendimiento podria verse
favorecida por una éptima proporcion de surfactante (o tensoactivo), ya que aln se observaban
agregados como una de las fases del coloide que era aceite sin encapsular; lo cual no se observd
en Cajeput que era mas soluble que los otros dos aceites en estudio.

La temperatura de 99 — 102 °C utilizadas en el rame para secar el tejido posterior a la
impregnacion no afecté la integridad de las microcapsulas.

La abrasidn por frote es mas agresiva que la abrasidn el lavado sucesivo; sin embargo, la fijeza de
las microcdpsulas por efecto del ligante asi como también la correcta formacion de la membrana
de poliurea son variables que permiten que a pesar de la abrasidn, aun queden microcapsulas sin
verse alteradas como pudo comprobarse a través de la prueba de lavado; lo cual se ve favorecido
por el hecho que las microcapsulas obtenidas son de menores tamafios.

La metodologia presentada a lo largo del estudio para obtener textiles funcionales con actividad
repelente podria constituir una opcidn viable, de bajo costo, facilmente reproducible,
relativamente poca inversién con miras a ser implementado en paises en vias de desarrollo.

Una elevada actividad repelente realizada con el vector Aedes aegypti, permitiria inferir que
también seria efectiva ante el Aedes albopictus debido a que estudios indican que este ultimo es
una especie mas susceptible a los efectos repelentes que el primero [21].

La investigacién previa de las propiedades fisicoquimicas de los principios activos a ser
encapsulados es fundamental, ya que ha quedado demostrado que dentro del espectro de
insolubilidad acuosa hay todavia diferencias importantes entre las sustancias que deben ser
tomadas en cuenta, pues limitan la aplicabilidad de la técnica de polimerizacién interfacial
condicionando su rendimiento en la obtencién de microcdpsulas.
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El efecto repelente de los principios activos sobre su alrededor (un perimetro de 5 cm) es
mejorable en la medida que el rendimiento alcanzado en el proceso de obtencién de
microcapsulas se maximice, lo cual segun las microfotografias todavia es posible. La incorporacion
de agentes fijadores en la formula también podrian estabilizar la liberacién del principio activo
alojado asi como incrementar la concentracién de las esencias en el nucleo.

Alcanzar un nivel de repelencia superior al 90% en 60 minutos es un indicador que la actividad
repelente de las esencias cajeput vy litsea ha sido estable, es decir, el cambio o tasa de caida de su
actividad repelente respecto al tiempo ha sido muy baja (menor a 7%), asumiendo que
estadisticamente se parte de un valor de repelencia absoluta en el tiempo cero. Lo cual equivale
a decir, que la mezcla de principios activos ha sido estable.

Los aceites esenciales en estudio constituirian una potencial alternativa con propiedades
comparables a principios activos sintéticos como ha sido reportado otros estudios [11] [15] [18]
[20] en cuanto a su actividad de repelencia, no asi para fines biocidas.

Estos hallazgos constituyen un aporte a la ya ampliamente estudiada linea de investigacién que
explora principios activos de origen natural y su factibilidad para funcionalizacion de materiales.

Las colonias de mosquitos de campo podrian tener como respuesta diferentes niveles de
susceptibilidades a los observados cuando se evalla la respuesta de colonias de laboratorio. Es
un factor determinante a considerar en vista que estos mosquitos estan continuamente
adoptandose a los cambios del entorno en las diferentes latitudes. Por tanto, los hallazgos de este
estudio son orientativos y la confirmacidn para efectos clinicos deberd estar dada por la ejecucién
de un ensayo en campo.

La actividad repelente no debe explicarse Unicamente a partir de la planta de la cual los aceites
han sido extraidos, sino mas bien de los constituyentes mayoritarios presentes en su composicion
quimica, ya que son estos los que le confieren al extracto su actividad bioldgica. Por tanto, 1,8
Cineol, Limoneno, Citral (neral y geranial) y a-Terpineol son los terpenos responsables de las
propiedades de repulsion que presentan los extractos de Melaleuca leucadendron y Litsea cubeba
como mezcla.
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10.2

POSIBLES LINEAS FUTURAS DE TRABAJO

El presente estudio abre la posibilidad de otros en un futuro, sean nuevos o complementarios de este;

entre los que podrian mencionarse:

Al margen del presente estudio quedd la determinacion de la cantidad neta de aceite esencial
incorporada al sustrato, lo cual debe ponerse en perspectiva en términos de cumplimiento y
normativa. Por lo que resultaria importante cuantificar mediante técnicas instrumentales Ia
cantidad de aceite esencial por unidad de superficie que ha sido incorporada y verificar si esta
dentro de los limites de toxicidad considerados aceptables por la Organizacién Mundial de la
Salud para las sustancias persistentes a los que las personas pueden verse expuestas
directamente.

Buscar aceites esenciales cuyas propiedades fisicoquimicas permitan ser encapsulados como una
sola mezcla en fase liquida y estudiar el efecto sinérgico desde esta perspectiva tanto para
actividad repelente como actividad biocida, incorporadas a sustratos textiles. Esto en contraste
con lo realizado en este estudio cuya mezcla ocurrié en fase vapor cuando los distintos principios
eran liberados de forma individual.

Explorar métodos alternativos de incorporacidn de microcapsulas a textiles, como la
incorporacién de estas directamente a las fibras durante el proceso de hilatura para conseguir
hilos funcionales que puedan dar lugar a tejidos con un enriquecimiento mayor a la impregnacion
por foulard como proceso de acabado.

Comparar a través de un ensayo real la actividad repelente de estos aceites esenciales con la de
otros principios activos sintéticos encapsulados y determinar la viabilidad que lo primeros se
puedan convertirse en opcidn viable y poder ser considerados como posibles sustitutos.

Estudiar la actividad repelente de los extractos de Melaleuca leucadendron y Litsea cubeba ante
otros vectores invasivos tales como el Anopheles stephensi, Culex quinquefasciatus, Anopheles
dirus, Armigeres subalbatus o Annopheles subpictus.

Conseguir la encapsulacién de estos aceites esenciales mediante otras técnicas como Ia
coacervacion, como alternativas para obtener microcapsulas en un mayor rendimiento, durables
y nucleos de elevadas concentraciones.

Evaluar la efectividad de la actividad repelente mediante otros protocolos sugeridos por la
Organizacién Mundial de la Salud, tales como el Arm-in cage, Tunel test o de Cono (seccién 8.7).
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Evaluar la efectividad de la actividad repelente del sustrato posterior a los lavados sucesivos y
determinar su durabilidad ante este tipo de efectos abrasivos.

Explorar otras formas de aplicacién como la incorporacidon de principios activos mediante
recubrimientos, plastificantes o tintas que alarguen la durabilidad e incrementen la incorporacion
de principio activo, esto con el objetivo de ampliar la funcionalizacién de materiales a mallas,
textil hogar, carpas, tapiceria, u otros sustratos expuestos a condiciones exteriores.

Explorar la factibilidad de incorporar microcapsulas de aceites esenciales a sustratos como
peliculas flexibles, plastico rigido o semirigido como una alternativa para contrarrestar otras
plagas. Los cuales ofrecen la versatilidad de tener procesos de manufactura en gran volumen y
bajo costo.
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ANEXOS

ANEXO A: INFORMACION GENERAL ACERCA DE PLANTA Melaleuca leucadendron (Cajeput)

Comunmente conocida con el nombre de paper-back tree es una planta originaria de Australia aunque
también distribuida por regiones de Asia como Hong Kong, Taiwdn, Indonesia, China, Papua Nueva
Guinea, Vietnam, Gabon (Africa), Costa Rica y Belice en América Central, California y Florida en
Norteamérica.

Es un drbol cuyo tronco tiene la peculiaridad que su corteza esta compuesta por capas multiples,
delgadas y que se desmorona facilmente al ser suaves y esponjosas, de ahi su nombre comun paper-bark
tree (drbol con corteza de papel). Tiene una flor aromatica, con hebras largas, finas y puntiagudas que lo
asemejan a un cepillo; sus hojas son delgadas, alargadas y ovaladas de textura muy suave y rugosa de 5
a 12 cm. de largo y permanecen verdes todo el tiempo. Basta con frotar dos hojas entre si para percibir
el aroma, el aceite es de aspecto transparente e incoloro [45].

Las multiples capas del tronco representan la longevidad del arbol, y sus capas mas internas no inflaman
por lo que al haber un incendio forestal, estos arboles impiden la propagacién del incendio. De las hojas
es posible extraer la esencia aromatica comunmente conocida como Cajeput del indonesio kaju putih
que significa madera blanca y presenta una buena adaptabilidad a climas hiumedos y secos. Puede llegar
a alcanzar una altura de 25 metros, sus ramas son de textura suave y sedosa [44].

L y e
Arbol y corteza de Melaleuca leucadendront* 143
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Hoja y flor de Melaleuca leucadendron*”
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ANEXO B: INFORMACION GENERAL ACERCA DE PLANTA Litsea cubeba (Litsea)

Litsea Cubeba es el nombre botdnico para May Chang, Mountain Pepeer, Exotic Verbena o Chinese
Pepper es un arbol perteneciente a la familia Lauraceae. Es originario del sur de China y esta distribuido
por otras regiones como Java, Indonesia, Malasia, Sumatra y otras areas del sur de Asia, asi como Taiwdn
y Japon lo cultivan con fines comerciales. Las flores son de color ligeramente amarillento con fragancia
citrica y cuyo fruto se asemeja a chiles (o pimientos), de donde precisamente viene el término “cubeb”.

Es considerado un arbusto que alcanza unos 5-10 metros de altura. El tronco es cilindrico con diametro
entre 6 y 20 cm. La corteza de 1 mm de espesor, muy dura y resistente, verde por fuera y amarilla en su
interior de textura suave, olor a limdn y sabor picante, sus ramas muy delgadas y las hojas aromaticas,
con tallo entre 8-18 mm de largo, delgado y sus bordes afilados y con pelusa. Las hojas marrén verdosas
cuando estd joven y color verde vivo, liso y brillante al madurar por encima y verde azuloso por debajo.
Su aceite esencial es extraido de frutos maduros y secos del arbol, y su aspecto es amarillento traslucido
[46].

a ) ’
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Arbol y fruto de Litsea cubeba de donde se extrae el aceite esencial [47]
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ANEXO C: INFORMACION GENERAL ACERCA DE PLANTA Cinnamomum camphora (Alcdnfor)

Comunmente llamado Alcanfor o Laurel de alcanfor es un arbol de gran tamafio perteneciente a
la familia Lauraceae (de la familia del laurel) que es originario del este de China distribuido por
Asia en Taiwan, Japon, India y globalmente distribuido en regiones tropicales como América
Central; ha sido introducido a Estados Unidos y es actualmente cultivado en el sur como en
Florida, Mississippi, Alabama, Georgia, Carolina del Norte, Carolina del Sur y California. De este
arbol se deriva el aceite esencial usado ampliamente por sus propiedades antisépticas y
anestésicas asi como para aliviar problemas respiratorios.

El arbol es frondoso, puede alcanzar una altura de hasta 30 metros y un tronco de 3 metros de
diametro. Sus hojas son rugosas, manchadas atravesada por venas que le dan aspecto de piel,
delgadas, alargadas y ovaladas de 6 a 12 cm de largo. Su flor es muy pequeiia, incluso de menor
tamarfio que sus hojas, su fruto es parecido a cerezo diminuto, redondo y carnoso, que al madurar
adopta un color morado oscuro. Todo el arbol desprende un olor fuerte y penetrante generado
por la esencia del camphor, un terpenoide que es posible extraerse de la corteza del tronco, las
ramas o las hojas, cuyo aspecto liquido transparente e incoloro.

La composicidn quimica de sus extractos esta fuertemente condicionados por la ubicacién
geografica donde se cultiva; asi por ejemplo, el proveniente del sur de Asia sera rico en linalool,
mientras que el extraido del cultivado en Madagascar sera rico en 1,8 cineol [48].

Tronco, hoja y fruto de Cinnamomum camphora *8!
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