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Resumen

Se obtuvieron extractos totales de salvia amarga (Austroeupatorium inulifolium) por diferentes
técnicas de extraccion incluidas extraccion con agua subcritica, maceracion con soluciones
metabdlicas y arrastre con vapor para preparar emulsiones o soluciones que pudieran tener
actividad insecticida. Se acondiciond un recipiente para trabajo a presioén con un control automatico
de temperatura y un suministro de gas inerte para generar un estado inicial de alta presion sin
depender del aumento de la temperatura para realizar extracciones de tipo SWE. A los extractos
totales obtenidos se les sometié a procesos de purificacion y se recuperaron los solventes e
hidrolatos mediante destilacion al vacio realizada por lotes. Se compar6 el rendimiento de los
extractos totales y aceite obtenidos de la salvia amarga por diferentes métodos y a diferentes
condiciones encontrandose que a mayor presion y tiempo de extraccion en el proceso SWE se logro
el mayor rendimiento de extracto (30.86% a 30 bares y 3 horas) mientras que la maceracion con
etanol al 96% dio el menor rendimiento en extracto (10.28%). el rendimiento en aceite esencial fue
de 0.135%. Los resultados de rendimiento obtenido con el método SWE muestran diferencias de
hasta un 300% comparado con la extraccion realizada usando etanol. Las emulsiones preparadas
con los extractos insolubles en agua presentaron alta estabilidad a concentraciones de extracto total
similares a productos comerciales. Los productos obtenidos y las emulsiones preparadas se
lograron a temperaturas bajas, 1o que permite suponer un alto contenido de compuestos como
metabolitos secundarios que no hayan sufrido degradaciones y que pudieran presentar actividad

bioldgica.

Palabras clave: Austroeupatorium inulifolium, emulsion, extractos bioactivos, SWE.
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Abstract

Total extracts of bitter sage (Austroeupatorium inulifolium) were obtained by different extraction
techniques including subcritical water extraction, maceration with metabolic solutions, and steam
stripping to prepare emulsions or solutions that might have insecticidal activity. A pressure vessel
with automatic temperature control and inert gas supply was fitted to generate an initial high-
pressure state without relying on temperature rise to perform SWE-type extractions. The total
extracts obtained were subjected to purification processes and the solvents and hydrolates were
recovered by vacuum distillation carried out in batches. The yield of the total extracts and oil
obtained from bitter sage by different methods and under different conditions was compared,
finding that the higher the pressure and extraction time in the SWE process, the higher extract yield
was achieved (30.86% at 30 bars and 3 hours) while maceration with 96% ethanol gave the lowest
extract yield (10.28%). the essential oil yield was 0.135%. The yield results obtained with the SWE
method show differences of up to 300% compared to the extraction carried out using ethanol. The
emulsions prepared with the water-insoluble extracts presented high stability at total extract
concentrations similar to commercial products. The products obtained and the emulsions prepared
were obtained at low temperatures, which allows us to assume a high content of compounds such
as secondary metabolites that have not undergone degradation and that could present biological
activity.

Keywords: Austroeupatorium inulifolium, emulsion, bioactive extracts, SWE
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Introduccion

Las bacterias, hongos, virus, e insectos son los causantes de grandes pérdidas en las
cosechas ya que provocan una disminucion en la calidad y/o cantidad de los productos que se
obtienen de las plantas bajo especificaciones comerciales. La solucidn a este tipo de problemas se
ha dado a partir del uso de insecticidas sintéticos los cuales utilizan compuestos quimicos que
frecuentemente contaminan el agua al filtrarse a través del suelo (Badii, M. H., & Varela, S., 2008),
y también pueden contaminar suelos y aire al difundirse en dichos medios durante la aspersion y
las lluvias. Los restos de estos plaguicidas se dispersan en el ambiente y se convierten en
contaminantes para los sistemas bidtico (animales y plantas principalmente) y abidético (suelo, aire
y agua) amenazando su estabilidad y representando un peligro de salud publica (Del Puerto
Rodriguez, A. M., 2014) a lo largo del tiempo tardando mucho en inactivarse y promoviendo la
aparicion de organismos resistentes por un uso inadecuado de los productos (Celis, C. R., Flores,
V. T., 2014).

Es por ello que se busca un método alternativo para el control de plagas y enfermedades
basado en extractos y aceites esenciales de diferentes plantas que actlan como agentes de control
de bacterias, hongos o insectos (Vargas, R., & Ubillo, A. 2001) que ademas suelen evitar el
problema de la resistencia de los organismos dada gran variedad de compuestos quimicos que lo
componen. Cada vez los extractos vegetales para el control de plagas toman mas fuerza ya que se
ha encontrado que son econémicamente viables y el impacto al medio ambiente es menor que los

insecticidas sintéticos o incluso inexistente.

La calidad y la produccion agricola se ve afectada por diferentes insectos que lo atacan, el
Monalonion (Monalonium dissimulatum), también conocido como coclillo, chinche del cacao,
chupador o grajo amarillo o chupador del fruto, es uno de ellos; el Monalonion es del orden
Hemiptera, familia Maridae (capside), se alimenta directamente de la mazorca del cacao (Huaycho,

2017) convirtiéndose ademas en un vector importante para el hongo Moniliophthora roreri que se
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alimenta de los frutos y dispersa millones de esporas que forman hifas infectivas que se encargan
de penetrar el fruto y desarrollar necrosis en la parte interna de la mazorca (Restrepo, 2012).

Con este proyecto se pretende desarrollar un prototipo de un bioinsecticida con extractos
totales de la salvia amarga, los cuales se obtienen a partir de procesos de extraccién con agua
subcritica y bioetanol; también se espera obtener aceite esencial de la planta mediante la técnica de

arrastre con vapor.
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1 Planteamiento del problema

El cacao (Theobroma cacao L) colombiano se destaca pen el mundo por sus caracteristicas
organolépticas especiales y su gran calidad. Los principales departamentos productores son:
Antioquia, Arauca, Huila, Santander y Tolima con un 72 % de la produccién nacional. Entre el
2021y el 2022 se obtuvo la mayor produccion del grano en la historia en Colombia.

La exportacion de nacional de cacao esta regida por altos indices de calidad del producto, sin
embargo puede presentarse el problema de baja calidad y productividad agricola por la
proliferacion de diferentes insectos que atacan al fruto; uno de ellos es el insecto Monalonion
(Monalonium dissimulatum) el cual también es conocido como coclillo, chinche del cacao,
chupador o grajo amarillo o chupador del fruto. EI Monalonion es del orden Hemiptera, familia
Maridae (capside), se alimenta directamente de la mazorca del cacao (Huaycho, 2017)
convirtiéndose ademas en un vector importante para la proliferacion del hongo Moniliophthora
roreri que se alimenta de los frutos y dispersa millones de esporas que forman hifas infectivas que
se encargan de penetrar el fruto y desarrollar necrosis en la parte interna de la mazorca (Restrepo,
2012).

Algunos productos fabricados a partir de componentes bioactivos de origen vegetal podrian
ser un método alternativo para el control de plagas y enfermedades de diferentes plantas que actdan
como agentes de control de bacterias, hongos o insectos (Vargas, R., & Ubillo, A. 2001); dichos
productos ademas suelen caracterizarse por evitar el problema de la resistencia de los organismos
dado que los extractos totales estan compuestos por una gran variedad de compuestos quimicos.
Estas son razones por las cuales cada vez los extractos vegetales para el control de plagas toman
mas fuerza e interés por el mercado ya que se ha encontrado que son econémicamente viables y el
impacto al medio ambiente y a la salud humana es menor que los insecticidas sintéticos; incluso

Ilegan a ser inexistentes los impactos negativos de dichos productos.
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Con el desarrollo de este proyecto se pretende desarrollar un prototipo de bioinsecticida con
extractos totales de la salvia amarga, los cuales se obtienen a partir de procesos de extraccion con
agua subcritica y bioetanol; también se espera obtener aceite esencial de la planta mediante la
técnica de arrastre con vapor para incorporarlo en un prototipo. Con dichos metabolitos se busca
formular productos o emulsiones que pudieran ser Gtiles como insecticidas para el control del
Monalonion, una plaga que afecta de manera frecuente a los cultivos de cacao, café y aguacate.
Dentro de los impactos que se persiguen se encuentran: menor afectacion para el medio ambiente
por no usar insecticidas sintéticos, mayor selectividad en el control del insecto y menor carga
residual en la tierra y en los frutos para potenciar un aumento en la calidad del producto y la
posibilidad de exportacion. Adicionalmente se espera fortalecer la formacion de un estudiante de
pregrado en ingenieria quimica, adatar la tecnologia de extraccion con agua subcritica y mejorar
las capacidades cientificas y tecnoldgicas del departamento en técnicas de extraccién y purificacion

de sustancias bioactivas de origen vegetal.

1.1 Pregunta de investigacion

¢Pueden obtenerse componentes bioactivos de la salvia amarga a partir de métodos de extraccion
como agua subcritica, maceracion con bioetanol y arrastre con vapor para preparar con los extractos
totales y aceites esenciales, emulsiones y soluciones que pudieran ser usadas para el control de

Monalonion en un cultivo de cacao?
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2 Objetivos
2.1 Objetivo general
Obtener un prototipo de insecticida bioldgico a partir de compuestos bioactivos de la Salvia
amarga (Austroeupatorium inulifolium) utilizando métodos de extraccion con agua subcritica,
maceracion con bioetanol y arrastre con vapor.

2.2 Objetivos especificos

Determinar el rendimiento de extractos totales y aceite esencial obtenidos mediante

maceracion con bioetanol, extraccion con agua subcritica y arrastre con vapor.

Adecuacion y puesta a punto de un equipo a presion para realizar extracciones con agua
sobre material vegetal a condiciones subcriticas de hasta 30 bares y 150°C

Preparacién de emulsiones con alta estabilidad a partir de extractos bioactivos obtenidos de
Salvia amarga, Austroepatorium inulifolium, con composiciones similares a productos
comerciales.
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3 Marco teorico

La Austroeupatorium inulifolium conocido popularmente como salvia amarga es una
especie que pertenece a la familia Asteraceae que crece en Sudameérica, desde Panama hasta la
Argentina. Se desarrolla en sabanas, pantanos y borde de bosques entre los 100 a 2100 metros de
altura (Lucena, 2020) prefiriendo condiciones humedas, incluso suele crecer incluso a mayores
alturas. En algunos lugares se conoce como mariposera blanca por la capacidad de atraer
particularmente mariposas que se alimentan de su néctar. Es un arbusto trepador ramificado que
puede alcanzar los 5 metros de altura, posee tallos cuadrangulares con médula corchosa cubierto
de pelos cortos. Sus hojas son simples, opuestas, eliptico-lanceoladas dentadas, asperas al tacto de
7 a 18 cm de largo y de 2.5 a 8 cm de ancho. Presentan cabezas florales de 2 a 3 mm de diametro
y de 5 a 6 mm de largo dispuestas en capitulos densos en corimbos compuestos terminales o
subterminales, con flores pequefias, blancas y fragantes (Tsai-Wen Hsu, 2006) y en algunos lugares
y casos es considerada una maleza (Alzate, 2013). En la ilustracion 1 se muestran algunos

especimenes.

lHustracion 1
Especimenes de Salvia amarga (Austroeupatorium inulifolium (Kunth) R.M.King & H.Rob.)
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La actividad bioldgica de la familia asterécea, ha sido registrada por autores desde hace
mas de 150 afios en América y Europa como lo documenta (Schleier and Peterson ,2011). Para
especies como la Tagetes minuta (asteracea), se ha determinado actividad nematicida y larvicida
(Amel and Mehlhorn, 2006). Para el crisantemo (asteracea), se ha determinado también su actividad
insecticida (Schleier and Peterson 2011). Para el Clibadium surinamense (asteracea), se ha
determinado su actividad insecticida sobre el Monalonidn en plantaciones de cacao en PerG (Serna,
E.V.,2019). Del mismo modo se hace referencia a una gran variedad de especies con actividad
bioldgica insecticida (Bilal ,2022). La actividad biol6gica que poseen estas plantas, cuyos extractos
actlan como nematicidas, larvicidas e insecticidas, se debe a la presencia de compuestos de tipo
terpenos, fenoles y alcaloides (Serna, E.V., 2019; Kose, 2000). Los compuestos para los cuales se
ha evidenciado una mayor actividad bioldgica son: a-pineno, B-caryophyllene, limoneno, D-
germacreno, Espatunelol, a-caryophylene, caryophylene oxide, p-pineno entre otros similares
mencionados por (Grande-tovar,2016; Perez, 2006; Lancelle 2009). Compuestos que hacen parte
de aceites esenciales que se obtienen por medio del método de arrastre con vapor (Lucena 2019;
Grande-Tovar, 2016).

La maceracion es una técnica de extraccion solido-liquido en el que una cantidad de
muestra, generalmente en polvo con tamafio de particula especifico, es puesta en contacto con un
solvente 0 mezclas de solventes, a determinadas condiciones de tiempo, temperatura, relacion
solido-solvente, con o sin agitacion; hasta que los compuestos bioactivos de interés se solubilicen
plenamente en o los solventes empleados. Las principales desventajas de este método, son los
largos periodos de extraccién que incluso comprenden hasta méas de 24 horas. Dichos periodos de
extraccion no se ven reflejados en los rendimientos, puesto que son relativamente bajos.
(Valdiviezo Marcelo, J. 2021).

Los extractos etanolicos se obtienen del material vegetal procesado de diversas formas,
algunas se citan a continuacion: la primera es tomar las cantidades de material vegetal macerado
someterlo a una proporcion de 9:1 (etanol al 96%: material vegetal) a temperatura ambiente por 72

horas; para esta extraccion se presentan compuestos como lactonas sesquiterpénicas, cumarinas,
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esteroides y flavonoides, descritos como alelopaticos (Machiaro-Martinez, 2017; Serna ,2017). La
segunda es la extraccion de las hojas secas pulverizadas colocadas en un embudo Soxhlet en una
relacién de 300 ml de etanol al 96% para 10 g de material vegetal (relacion 30:1) hasta agotar la
muestra, esto es, hasta que no se observa cambio de coloracion en el extracto. De esta extraccion
se realizaran pruebas fitoquimicas, para determinar flavonoides, terpenos, cumarinas y saponinas.
(Torres-Pelayo, 2018). La tercera es una técnica en la cual se secan las plantas al aire y a la sombra
y se pulverizan en un molino para luego ponerlas en un equipo Soxhlet en una relacion de 600 ml
de etanol para 150 g (relacién 4:1) por un periodo de 12 horas. Los ensayos fitoquimicos presentan
los compuestos mencionados en las dos anteriores y actividad bioldgica, en este caso sobre acaros.
(Tello-Mercado, 2017). La cuarta técnica consiste en macerar el material y someterlo a extraccion
soxhlet a 50°C hasta agotar la muestra, con una relacién etanol al 96% a material vegetal de 4:1.
Del mismo modo fueron detectados en la muestra metabolitos secundarios como flavonoides,

terpenoides, alcaloides y cumarinas, los cuales presentan actividad biologica. (Avila et al., 2006).

La extraccion con agua subcritica SEW 6 SCW es un proceso que se viene
implementando de forma documentada aproximadamente desde el afio 1994 como se muestra en
(Saldana, M. D., & Valdivieso-Ramirez, C. S. 2015). Las aplicaciones de este proceso que consiste
en poner agua en un recipiente a presion y llevarlo a las condiciones criticas del agua entre los 100
y 374°C y al alrededor de los 30bar y de este modo, aprovechar la variacién de la constante
dieléctrica que tiene importantes efectos sobre la variacion de la polaridad de esta. Al mismo
tiempo que mejora su afinidad por compuestos presentes en los materiales de origen vegetal que
normalmente presentarian mayor afinidad por solventes de naturaleza no polar como el hexano.

La alta presion, relativamente alta temperatura y la presencia de un gas inerte que permite
dar un inicio desde una presion inicial superior a la atmosférica, propician las condiciones para que
el agua se mantenga en estado liquido, la polaridad se desplace hacia valores menores y por efecto
de la presion se aumente la penetracion del solvente sobre los intersticios del material vegetal
ablandando las paredes de celulosa o hemicelulosa. (Cvetanovi¢, A.,2017)

Los aceites esenciales son mezclas de compuestos que se encuentran contenidos en

vesiculas secretoras de hojas, flores, corteza, semillas y frutos de muchas especies. (Mendoza-Pico,
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V. 2020). Y sus aplicaciones como un producto vegetal con actividad antimicrobiana estan
registrados desde antes de los afios 70 del siglo pasado. (Dabbah, R., Edwards, V. M., & Moats,
W. A. (1970). La obtencion de este tipo de compuestos se realiza por excelencia, por medio del
método conocido como destilacion por arrastre con vapor. El cual consiste en poner el material en
contacto con un flujo de vapor de agua, el cual de encarga de abrir y extraer pequefias cantidades
de aceite contenidas en las vesiculas secretoras para luego hacerlo pasar por un condensador que
devuelve el agua a su estado liquido y recogerlo en un matraz o beaker en el cual se da la separacion
por diferencia de fases. El rendimiento de este proceso es muy bajo, de porcentajes de menos del
1% de aceite respecto al material vegetal por lo que en ocasiones resulta econémicamente muy
costoso. (Sanchez, Arébalo. 2021).

Las emulsiones son el producto de una mezcla de dos fases liquidas inmiscibles la cual una
se dispersa en la otra. De forma general, una emulsion consiste en una fase continua que se conoce
como fase externa, donde se dispersan las gotas y una fase dispersa se puede definir como fase
interna o discontinua (Montoya Ruiz, A. 2019). Las emulsiones requieren una fuerza mecénica
para dispersar una fase en la otra, ademas la adicion de un material con actividad de superficie que
proporcione estabilidad, de otro modo las mezcla se separaria en capas como funcién de sus
diferencias de densidad. (Nour, A. H. 2018). Las emulsiones pueden ser (W/Q) agua en aceite,
(O/W) aceite en agua 6 emulsiones de tipo complejo (W/O/W). En este caso particularmente la
fase dispersa es el aceite por lo cual la emulsion es de tipo (O/W).

3 Metodologia

La metodologia que se empled se muestra a continuacion:

Revision critica del estado del arte

Se realiza una revision critica y analisis de referencias bibliograficas para determinar cuéles
experimentos pueden realizarse para cumplir mejor con el cumplimiento de los objetivos trazados;
también para determinar la mejor manera de encontrar la actividad insecticida del extracto
formulado como emulsion sobre el Monalonion Dissimulatum que ataca el cacao. Se reviso la

bibliografia con relacion las técnicas de extraccion por maceracién, SWE vy arrastre con vapor. Se
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buscaron los productos comerciales similares para determinar sus propiedades generales. Se

estudiaron referencias relacionadas con la preparacion de emulsiones con componentes bioactivos.

Adecuacion de sistema SWE
Se realiza la adecuacion del sistema que se compone por un recipiente para trabajo a alta presion,
control de temperatura, adaptacion de sensores, adaptacion de suministro de gas inerte a alta

presion.

Pruebas de extraccion con bioetanol

Se recolectard y preparara el material vegetal (recoleccidn, limpieza, secado, reduccién de tamafio)
y se realizaran extracciones por maceracion con bioetanol sobre el material vegetal preparado
haciendo una seleccidn de las mejores relaciones material vegetal: solvente segln los reportes

mencionadas en la literatura para especies similares.

Pruebas de extraccion mediante agua a condiciones subcriticas (SCWE o SWE)
Se recolectard y preparara el material vegetal (recoleccion, limpieza, secado, reduccion de tamafio)
y se realizara la extraccion sobre el material vegetal, usando como solvente agua a condiciones

subcriticas. Se determinaran las condiciones para los cuales se da el mejor rendimiento de extractos.

Extraccion de aceite esencial por arrastre con vapor
Se recolectard y preparara el material vegetal (recoleccion, limpieza, secado, reduccion de tamafio)
y se extraera con el método de arrastre con vapor buscando obtener aceites esenciales que

contengan compuestos tipo terpenos o terpenoides de interés segln lo mencionado en la literatura.

Determinacion de solubilidades
Se medira experimentalmente la solubilidad de cada uno de los extractos obtenidos en diferentes

solventes: agua, aceite mineral y glicerina
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Formulacion de productos
La formulacién de los productos se realiza con la mezcla del extracto, agua como base y un

emulsionante-adherente que permita funcionalidad al producto.

Preparacion del informe final
Durante todo el transcurso del proyecto se recolectard, procesard y analizaré informacion sobre las
pruebas experimentales y ensayos en campo para la preparacion del informe final y su socializacion

a la comunidad universitaria.
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4 Resultados
4.1 Adecuacion y puesta a punto del sistema SWE
Las siguientes ilustraciones corresponden al proceso de extraccion SWE, en estas puede verse el
equipo desde su etapa inicial previo a la adecuacion (ilustracion 2) y su posterior adecuacion donde
se adicionan todos los elementos mecanicos, de control y de suministro de gas inerte, ilustracion

3. Ademés del sistema de ventilacion adaptado para el enfriamiento.

En la ilustracion 2 puede apreciarse el soporte del equipo y la mesa donde va ubicado el gabinete

de control antes de su restauracion y adecuacion.

lustracion 2
Estado del sistema previo a la adecuacion.

_— =

En la ilustracion 3 se muestra la adecuacion inicial del sistema de control de temperatura que consta
de la conexion de la termocupla, instalacion del suministro de energia eléctrica, gabinete de control

y pintura en general.
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llustracion 3

Adecuacién del sistema de control de temperatura

En la ilustracion 4 se observa hojas tallos y flores seleccionadas y puestas en la estufa para su

secado

llustracién 4

Secado y espécimen de la planta Salvia Amarga
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En lailustracion 5 se muestra la seleccion del material vegetal y puesto en las estufas para el secado
previo al proceso de molienda.

llustraciéon 5

Preparacion previa del material vegetal

4.2 Extraccion con agua subcritica SWE (Subcritical Water Extraction)

En la tabla 10 se observa el planteamiento del numero de experimentos realizados para el sistema
SWE, para los cuales se vario la presion y el tiempo manteniendo una temperatura fija para todos
los ensayos.

Tabla 1

Matriz de experimentos para cuatro ensayos con condiciones distintas

Matriz de experimentos
Ensayo = -
Temperatura (°C) Presion (bar) Tiempo (h)
SwW1 30 1
SW2 150 30 3
SW3 20 1
Sw4 20 3
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En la ilustracion 6 se muestra el equipo destapado donde posteriormente se ingresara la canastilla

que contiene el material vegetal

llustracién 6

Equipo destapado que incluye tapa, bridas y material vegetal

En la ilustracién 7 se muestra el sistema de extraccion completo, conexiones eléctricas, suministro

de gas inerte, sistema de control de temperatura y valvula de alivio de presion manual.
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llustracién 7

De izquierda a derecha: Cilindro de alta presion del gas inerte (nitrégeno), sistema de control y
tanque con instrumentacion cerrado en operacion

En la ilustracion 8 se muestra el sistema de filtracion al vacio después del proceso de extraccion
donde se recupera una mayor cantidad de solvente que contiene el extracto para mejorar el
rendimiento

llustracién 8

Extraccion al vacio del material vegetal (Torta): Vista lateral y desde arriba.
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En la ilustracion 9 se observa el volumen y apariencia obtenido y su posterior almacenamiento en
envase ambar

llustraciéon 9

Apariencia del extracto obtenido y almacenamiento protegido de la luz

En la ilustracion 10 observa el prototipo de canastilla para contener el material vegetal dentro del

recipiente a presion. Este esta fabricado en malla de acero inoxidable.
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llustracién 10

Masa vegetal de la que se obtuvo el extracto y canastilla y malla en inoxidable para ingresar al
tanque de extraccion

En la ilustracion 11 se observa la canastilla sumergida en el solvente; etapa en la cual se humecta
el material vegetal antes de bridar el recipiente para realizar el ensayo. Se observa también unos

minutos después como la temperatura va aumentando hasta llegar a que se estabilice el proceso.

llustracién 11

Canastilla cerrada dentro del tanque de extraccion y condiciones

En la ilustracion 12 se observa la apertura del equipo después del proceso de extraccion y

enfriamiento, evidenciandose material fino de la molienda contenida dentro de la canastilla y el
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cambio de color de la canastilla por efecto de la temperatura y la exposiciéon a los compuestos
vegetales.

llustracién 12

Obtencion del extracto y canastilla al finalizar el tiempo de operacion.

En la ilustracion 13 se observa el proceso de drenado del extracto del recipiente a presion por medio

de una valvula ubicada en la parte inferior del equipo.

llustracién 13

Operacion de drenado del extracto.
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En la ilustracién 14 puede observarse un equipo para destilacion al vacio, compuesto por un
calentador de bafio, un rehervidor, conexiones de manguera de alta presion-vacio revestida y
estructurada en malla de acero inoxidable, un condensador de tubos y coraza, un banco de hielo un

recipiente con tapa tipo clamp y una bomba de vacio refrigerada por un ventilador axial.

llustracién 14

Equipo de laboratorio fabricado en acero inoxidable para destilacion al vacio.

U S,

En la ilustracion 15 se observa la resina obtenida de la evaporacién del solvente, en este caso el

agua de forma posterior al proceso de destilacion al vacio.

llustracién 15

Resina que queda después de la extraccion.
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En la ilustracién 16 se puede apreciar la resina puesta en un contenedor plastico en el cual se
procede a su pesaje para el calculo del rendimiento respecto al material vegetal y el almacenamiento

para la posterior preparacion de las emulsiones.

llustracion 16
Resina dispuesta en un contenedor pléstico con tapa.

En la ilustracion 17 puede observarse el procedimiento de pesaje que se llevo a cabo con cada una

de las muestras de resina obtenidas a partir de los extractos SEW y etanolicos.

llustracién 17

Pesaje de muestras.
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4.2.1 Ensayo 1. SWE (Subcritical Water Extraction)
La Tabla 2 corresponde a las condiciones de operacion del ensayo 1 con el método de extraccion
SWE.

Tabla 2
Condiciones de operacion ensayo SWE 1

Condiciones de operacién

T(°C) 150
Presion(bar) 30
Tiempo(h) 1
Cantidad vegetal(g) 100
Volumen agua(L) 1

Set point (°C) 110
Fecha 20/02/2023

En latabla 3 y figuras 1y 2 se muestran los resultados que se obtuvieron de las curvas de
calentamiento- enfriamiento en tres ensayos con condiciones distintas de operacidn. Esto con el fin

de determinar las condiciones Optimas de operacion y la estabilidad del equipo de extraccion

Tabla 3
Calentamiento del equipo ensayo 1

Calentamiento del equipo

Hora Tiempo(min) Temperatura(°C) Presion(bar)
11:55 0 22.8 14
12:15 20 48 15
12:25 25 71.3 16
12:34 34 99.2 17
12:37 37 111 18
12:43 43 127 20
12:46 46 134 21
12:48 48 138 22
12:51 51 145 23
12:53 53 150 24
12:56 56 156 25

13:00 60 161.3 26
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Temperatura(°C)

180
160
140
120
100
80
60
40
20

20

Temperatura vs Tiempo

40 60 80

Tiempo(min)

100 120

Temperatura vs Tiempo

34



OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES DE SALVIA AMARGA (AUSTROEUPATORIUM
INULIFOLIUM) CON POSIBLE APLICACION INSECTICIDA

35

Figura 2

Curva de presion vs tiempo para el ensayo 1
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4.2.2 Ensayo 2. SWE (Subcritical Water Extraction)

Las condiciones de operacién para el ensayo 2 se muestran a en la tabla 3

Tabla 4
Condiciones de operacion ensayo 2

Condiciones de operacion

T(°C) 150
Presién(bar) 20
Tiempo(h) 1
Cantidad vegetal(g) 100
Volumen agua(L) 1

Set point(°C) 90
Fecha 22/02/2023

Los datos de calentamiento, estabilidad y enfriamiento del equipo de extraccion para el ensayo 2
se muestran en la tabla 5 y figuras 3 y 4.
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Tabla5

Calentamiento del equipo-Estabilidad del equipo-enfriamiento ensayo 2

36

Etapa Hora Tiempo(min) Temperatura(°C) Presion(bar)
10:32 0 22.8 10
11:06 34 48 11
11:14 42 71.3 12
Calentamiento 11:20 48 99.2 13
11:30 58 111 14
11:40 68 127 14
12:05 93 134 16
Inicio ensayo 12:09 97 138 20
12:23 111 145 21
12:34 122 150 22
12:50 138 156 22
12:51 139 161.3 21
Ensayo 13:08 156 167.6 20
buscando 13:28 176 167.7 20
estabilidad 13:31 179 166.7 21
13:43 191 163.5 21
13:46 194 159.5 21
13:51 199 155.4 21
13:59 208 152.5 21
14:52 262 117.2 20
Fin del ensayo 15:02 272 110 15
se suministra 15:16 286 100.9 15
ventilacion para  15:28 298 03.7 14
enfriar 15:38 308 87.7 13
15:51 321 80.6 13
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Figura 3

Curva de temperatura vs tiempo para el ensayo 2
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Figura 4

Curva de presion vs tiempo para el ensayo 2
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4.2.3 Ensayo 3. SWE (Subcritical Water Extraction)
Las condiciones de operacion del ensayo 3 se muestran en la tabla 6:

Tabla 6
Condiciones de operacion ensayo 3

Condiciones de operacién

T(°C) 150
Presion(bar) 20
Tiempo(h) 3
Cantidad vegetal(g) 100
Volumen agua(L) 1

Set point(°C) 90
Fecha 13/03/2023

Los datos de calentamiento, estabilidad y enfriamiento del equipo de extraccién para el ensayo 3
se muestran en la tabla 7 y figuras 5 y 6.

Tabla 7
Calentamiento del equipo-Estabilidad del equipo-enfriamiento ensayo 3

Etapa Hora Tiempo(min) Temperatura(°C) Presion(bar)
9:32 0 20.7 10
9:39 7 30.5 11
9:41 9 35.5 11
9:45 13 45.8 11
9:47 16 50.3 11
9:51 19 60 11
9:54 21 70 12
Calentamiento 9:57 24 80 12
9:59 26 90 12
10:02 29 100 13
10:06 33 110.4 13
10:11 38 120 14
10:23 50 130 15
10:38 65 135 16

10:43 70 145 17
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Inicio ensayo 10:50 77 152 20
11:07 91 158.6 21
11:52 136 149.7 22
12:02 146 146.5 22
bE;‘s:r{go 12:08 152 145.8 22
estabilidad 12:18 162 1475 22
12:45 189 148 22
12:55 199 149 22
14:20 224 150 23
14:45 249 140 22
14:50 254 137.9 22
Fin del ensayo 14:59 263 132 20
se suministra 15:57 321 93.4 15
ventilacion para  16:05 329 88.4 15
enfriar 16:11 335 84 15
16:19 343 80.1 14
16:41 365 70 13

Figura 5

Curva de temperatura vs tiempo para el ensayo 3
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Figura 6

Curva de presion vs tiempo para el ensayo 3
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4.2.4 Ensayo 4. SWE (Subcritical Water Extraction)
Las condiciones de operacion del ensayo 4 se muestran en la tabla 8.

Tabla 8

Condiciones de operacion ensayo 4

Condiciones de operacion

T(°C) 150
Presién(bar) 30
Tiempo(h) 3
Cantidad vegetal(g) 100
Volumen agua(L) 1

Set point(°C) 90
Fecha 15/03/2023

Los datos de calentamiento, estabilidad y enfriamiento del equipo de extraccion para el ensayo 4
se muestran en la tabla 9 y figuras 7 y 8.
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Tabla 9

Calentamiento del equipo-Estabilidad del equipo-enfriamiento ensayo 4

Etapa Hora Tiempo(min) Temperatura(°C) Presion(bar)
9:40 0 20.9 10
9:45 5 30.7 12
9:50 10 35.8 15
9:55 15 45.9 16
10:00 20 50.5 16
10:05 25 62 16
10:10 30 72 17
Calentamiento 10:15 35 82 19
10:20 40 92 21
10:25 45 100.1 22
10:30 50 110.8 22
10:35 55 120.4 23
10:40 60 130.2 24
10:45 65 132 25
10:50 70 145 27
Inicio ensayo 10:55 75 153 30
11:00 80 158.9 30
11:05 85 149.8 31
11:10 90 146.4 29
bﬁggg‘%’go 11:15 95 145.8 31
estabilidad 11:20 100 146.2 30
11:25 105 148.2 30
11:30 110 148.9 30
11:35 115 150 30
11:40 120 140 29
11:45 125 138.5 27
Fin del ensayo 11:50 130 135 26
se suministra 11:55 135 99.4 25
ventilacién para  12:00 140 88.2 25
enfriar 12:05 145 84.5 24
12:10 150 80.2 23
12:15 155 71 20

41
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Figura 7

Curva de temperatura vs tiempo para el ensayo 4
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Figura 8
Curva de presion vs tiempo para el ensayo 3
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4.3 Extraccién por maceracion con bioetanol
Las siguientes ilustraciones corresponden a la extraccion por maceracion con bioetanol. Se aprecia
en la figura el material vegetal se posteriormente pesado y puesto en maceracion. Se observa de
manera posterior el extracto puesto en el sistema de destilacion al vacio y la posterior obtencion de
la resina.
En la ilustracidn 18 se observa el proceso de la introduccion del material vegetal en los recipientes

ambar para ajustar el volumen con solvente segln las caracteristicas definidas

llustracién 18

Maceracion de las plantas y extraccion em proceso.

En la ilustracion 19 se observan las preparaciones en los recipientes ambar con las diferentes
concentraciones de etanol y agua propuestas. Composiciones etanol agua que se variaron con el
objetivo de lograr la obtencién de resinas con diferente polaridad y composicion.
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llustracién 19

Preparacion de los extractos con diferentes concentraciones de bioetanol

En la ilustracion 20 se observa el enfriamiento del rehervidor del sistema de destilacion al vacio y

aun lado la resina libre de solvente, al finalizar el proceso.

llustracién 20

Rehervidor del sistema de destilacion y resina libre de solvente

En la ilustracion 21 se observa el proceso de envasado de la resina obtenido de la extraccion con
etanol y el extracto medido previo a la carga en el sistema de destilacion.
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llustracion 21
Resina libre de solvente y extraccién de una etapa de destilacion.

En la tabla 10 se muestra la relacion material vegetal-solvente para la realizacion de las

extracciones

Tabla 10
Relacion y condiciones de cada extracto.
. Relacion
Especie Material (EtOH/mat VO'U”.",e” Etanol,
Extracto vegetal seco solucién
vegetal @ Vegetal) (ml) %
g (ml/g)
1 300 10 3000 96
2 SALVIA 300 10 3000 60
3 300 10 3000 30

En la tabla 11 se listan los volimenes de solvente utilizados segln cada uno de los ensayos
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Tabla 11
Volumenes de etanol y agua segun el extracto.
p(g/ml) Volumen
Extracto EtOH EtOH Peso EtOH 96%, g Agua, ml (9)
(96%) 96% ml
1 3000 2391 0
2 0.797 1875 1494.375 1125
3 937.5 747.1875 2062.5

En la tabla 12 se describe las condiciones de presion, temperatura, volumen de filtracién, y tiempo

de cada uno de los extractos.

Tabla 12
Condiciones de operacion y método de extraccion.

. . Tiempo  Volumen  Presién
Métodos  Temperatura Presion, . . Temperatura
Extracto ) o proceso filtrado Vacio, ~ o
extraccion maceracion °C  barg de bafio °C
(h) (ml) (mmHQg)
Maceracion .
1 (96%) Ambiente 0 136 2500 55
Maceracion .
2 (60%) Ambiente 0 160 2500 55
Maceracion .
3 (30%) Ambiente 0 184 2300 55
4 W1 1 1 2
S 50 30 820 575 60
5 SwW2 150 20 1 815 60
6 SW3 150 20 3 825 60
7 SW4 150 30 3 821 60
8 Destilacion Saturacion 1-15 4 3500 --
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4.4 Obtencidn de aceites esenciales mediante arrastre con vapor

En la ilustracion 22 se muestra el equipo utilizado para realizar el proceso de arrastre con vapor,
compuesto de un generador de vapor, mangueras, un contenedor para realizar la extraccion del
material vegetal y el recipiente para recibir la mezcla aceite-hidrolato para su posterior separacion.
También se puede observar el aceite separado del vapor utilizado en la destilacion.

llustracién 22

Recipiente para realizar la extraccion de arrastre con vapor y probeta con el producto.

En la ilustracion 23 se observan los inyectores del sistema de arrastre con vapor los cuales estan
distribuidos geométricamente de manera homogénea, para que al colmar el recipiente con material

vegetal se dé una extraccion con mejor rendimiento.
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llustracién 23

Inyectores de vapor para arrastre.

En la ilustracion 24 puede observarse la malla que se posiciona sobre los inyectores de vapor con
el objetivo de evitar el acanalamiento del flujo y mejorar la distribucion del vapor. Al lado vemos
una cantidad de material vegetal iniciando la carga del recipiente para iniciar el proceso de

extraccion.

llustracién 24

Malla cobertura inyectores de vapor y inicio de carga material para extraccion.

N

En la tabla 13 se muestra los porcentajes de rendimiento en masa de la resina obtenido con cada
método de extraccion a partir del material vegetal.
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Tabla 13
Condiciones y relacion de rendimiento masa vegetal/extracto

% Rendimiento

Extracto Masa extracto(g) (Wextracto/Wmaterialvegetal)x100

1 30.8420 10.2807
2 36.3442 12.1147
3 44,3516 14.7839
4 25.3236 25.3236
5 21.3732 21.3732
6 29.3714 29.3714
7 30.8600 30.8600
8 0.6 0.135

4.5 Preparacion de emulsiones
A continuacion se muestran los materiales, equipos y algunas operaciones realizadas para
la preparacion de las soluciones y emulsiones, ademas de los resultados finales, que posteriormente
pueden ser a su vez dispersas en agua con ayuda de un adherente agricola para su aspersion y en la
ejecucion de los ensayos sobre insectos.
Los resultados cualitativos de las pruebas de solubilidad realizados con los extractos con tres

solventes diferentes, se muestran en la tabla 14.
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Tabla 14
Ensayo de solubilidad extractos para preparacion de emulsiones
Extracto Solubilidad
Agua Aceite Glicerina

Etanol 30% Si No Si
Etanol 60% Si No Si
Etanol 96% No Si No
Sw1 Si No No
SW2 Si No No

En las ilustraciones siguientes, se muestran las pruebas de solubilidad realizadas a los extractos
previamente al proceso de preparacion de las emulsiones, solubilidad en agua, solubilidad en etanol
y solubilidad en glicerina. Y de este modo caracterizar el camino a seguir segun sea el tipo de fase

a dispersar.

En la ilustracion 25 se observa el resultado de la prueba de solubilidad de los dos extractos iniciales

obtenidos con el proceso de agua subcritica.

4.5.1 Pruebas de solubilidad

llustracion 25
Pruebas de solubilidad de glicerina con los extractos del ensayo 1y 2 (SW) respectivamente.
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En la ilustracion 26 se observan los resultados de solubilidad para alcohol al 96% que presentd
insolubilidad y para etanol al 60% que presento solubilidad.

lustracion 26
Pruebas de solubilidad de extractos etandlicos obtenidos a partir de etanol 96% y 60%

respectivamente con glicerina.

En la ilustracién 27 se observan los resultados del ensayo de solubilidad para el extracto al 30% en
glicerina y aceite para los cuales se presenta solubilidad en glicerina e insolubilidad en aceite
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llustracion 27
Pruebas de solubilidad de extractos obtenidos a partir de etanol al 30% en glicerina y aceite
vegetal.

En la ilustracion 28 se observa el ensayo de solubilidad del extracto de etanol al 60% en aceite el
cual se presento insoluble y el ensayo del extracto de etanol al 96% en aceite el cual presentd alta
solubilidad

llustracién 28

Pruebas de solubilidad de extractos obtenidos a partir de etanol al 60% y 30% en aceite.
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En la ilustracion 29 se observa se observa el equipo para agitacion, una plancha para calentamiento
con agitacion, balanza analitica para el pesaje de los compuestos, surfactantes y conservantes

ademas de los recipientes a utilizar para almacenar las emulsiones.

lustracion 29
Materiales y equipos para la preparacion de las emulsiones

En lailustracion 30 se observa la agitacion de las emulsiones previa adicion de los compuestos con

actividad de superficie para aumentar la dispersion del aceite en la fase acuosa

lustraciéon 30

Agitacidn del extracto en aceite emulsificado y preparacidn extracto acuoso.
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En la ilustracién 31 se observa la adicion del compuesto con actividad de superficie sobre el aceite

y ademas se adiciona la resina que presenta solubilidad en la fase organica.

lHustracion 31
Etapa inicial de agitacion y emulsificacion del extracto organico.

En la ilustracion 32 se observa la apariencia de la emulsién final obtenido y del extracto acuoso a
partir de los cuales se pretenden preparar con la adicién de un adherente agricola las mezclas para

aspersion en los ensayos de campo 6 sobre los denominados modelos estandar.

llustracién 32

Apariencia final de la preparacion del extracto: soluble en agua y soluble en aceite emulsificado
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5 Analisis

El material vegetal utilizado en los ensayos fue secado y reducido de tamafio previamente
para aumentar el area superficial y aumentar el rendimiento en el proceso de extraccion. (Huynh,
L. H., Kasim, N. S., & Ju, Y. H. 2010).

Las curvas de calentamiento, enfriamiento y dindmica de la presion fueron realizadas para

describir el comportamiento del equipo en el proceso de extraccién y conocer cuales eran los
tiempos necesarios para realizar los ensayos. Las curvas se realizaron inicialmente con agua, sin
ningun otro material dentro del recipiente y de este modo se pudo planificar el tiempo y la estrategia
para la realizacion de los ensayos tomando el material vegetal para el proceso de maceracion.
Los ensayos iniciales de presurizacion del equipo a partir del suministro de gas inerte utilizando
un regulador de alta presion, permitieron evaluar las condiciones de estanqueidad de todos los
elementos roscados sujetos a la tapa que constituian el sistema elementos de medicidn, control de
temperatura y suministro de gas inerte.

La canastilla de cuerpo cilindrico elaborada en acero inoxidable, se hizo necesaria para
eliminar el contacto directo del material vegetal con las paredes del recipiente las cuales se
encontraban a una mayor temperatura debido al mecanismo de transferencia de calor, que se daba
por conduccion desde una resistencia de camisa y asi disminuir el riesgo respecto a la
desnaturalizacion de los compuestos de interés por una exposicion al calor que aumentase la
temperatura por encima del limite admisible, ya que no se implementé en el recipiente un sistema
de agitacion por la complejidad del requerimiento para el sello mecanico como se menciona en
(Ledn Ruiz, M. A. 2018) a alta presion.

El experimento SWE se dimension6 para obtener cantidades de resina recuperadas del
extracto superiores a las mencionadas en la literatura, donde los volimenes de los reactores son
inferiores a 100 ml como se menciona en (Cvetanovic, A., (2017) y Vergara-Salinas, J. R (2012)
de modo que pudiesen prepararse mezclas o emulsiones con las cuales se puedan, como una
siguiente etapa de este proyecto, realizar ensayos de toxicidad en campo o sobre colonias de
insectos como los denominados modelos estandar.

Los extractos se obtenidos presentaban coloraciones que variaban levemente su tonalidad

de marron, dependiendo de la presion a la cual se obtenian, lo que puede ser un indicador de las
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variaciones en la composicion de la mezcla. La torta obtenida posterior al proceso de extraccion,
presentaba una absorcion muy alta cerca de un 45% del extracto se quedaba absorbida en esta lo
que suponia un proceso complementario de filtracion al vacio, con el cual se recuperaba cerca de
un 22% mas, lo que permitié aumentar los valores de rendimiento de la resina obtenida respecto al
material vegetal. Ademas la extraccion SWE favorece el rendimiento, con respecto a las
extracciones a base de solventes organicos como se menciona en (Huynh, L. H., Kasim, N. S., &
Ju, Y. H. 2010).

Las emulsiones preparadas se plantearon con base en composiciones de productos
comerciales. Asumiendo que la concentracion del principio activo a utilizar cuenta con la presencia
de los compuestos bioactivos que le confieren la actividad insecticida y asi, las demas
caracteristicas de estabilidad, adherencia, humectacion entre otras, se pudieron proporcionar, con
una mezcla de surfactantes de diferente naturaleza polar y un aceite mineral. (Montoya Ruiz, A.
2019)

Los rendimientos obtenidos para los procesos de extraccion realizados pueden clasificarse
de mayor a menor como se muestra en la tabla 10 y a partir de esto puede decirse que los mayores
valores se obtuvieron para el proceso de extraccion SEW, dentro de este grupo especificamente los
mayores valores de resina obtenida, se lograron a partir de una presion de 30Bar y 3h. Los
rendimientos logrados para las extracciones con etanol presentaron los mayores valores para la
extraccion con etanol al 96% y como se menciona en la literatura el valor de rendimiento obtenido

a partir de la extraccion con arrastre por vapor, fue la menor.
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6 Conclusiones

El dimensionamiento del equipo SWE con base en las caracteristicas de productos
comerciales permitio establecer las condiciones para escalar el proceso sugerido en la literatura
(Huynh, L. H., Kasim, N. S., & Ju, Y. H. 2010) hasta poder obtener la menor cantidad de principio
activo como resina, necesario para realizar ensayos con un alcance que permita recopilar

informacidn concluyente sobre la actividad alelopética de este tipo de extractos en artropodos.

El rendimiento comparativo de las extracciones realizadas es representativamente mayor
utilizando la técnica SWE respecto a las extracciones realizadas con etanol y por arrastre con vapor.

Confirmando la informacién documentada en la literatura. (Singh, P. P., & Saldafia, M. D. 2011).

Los rendimientos obtenidos de resina a partir del material vegetal, para los extractos
etandlicos el rendimiento més alto para la extraccion con etanol al 96% y un porcentaje de resina
respecto al material vegetal del 14.78%, en segundo lugar se encuentra la extraccion con una
proporcion de etanol al 60%, para la cual se obtuvo un rendimiento del 12.11% y para la extraccién
con el extracto de etanol al 30% se obtuvo un rendimiento del 10.28%. Puede verse claramente que
el rendimiento disminuye en funcion de la concentracion de etanol.

Las cantidades de resina obtenidas en las extracciones SWE realizados todos a la misma
temperatura (150°) respecto a las cantidades de material vegetal fueron las mas altas, en el ensayo
1realizado a 30bar, 1h, present6 un rendimiento del 25%; Para el ensayo 2, realizado a 20bar,1h,
se presentd un rendimiento del 21.37%, para el ensayo 3 realizado a 20bar, 3h, se presentd un
rendimiento del 29% y para el ensayo 4 realizado a30bar, 3h, se present6 un rendimiento del 30%.
Para lo cual puede decirse que el rendimiento se favorece mas por el efecto de la presion que por
la temperatura.

Los valores de rendimiento obtenidos en la extraccion con arrastre por vapor fueron los mas
bajos 0.135% respecto a la cantidad de material vegetal.

El efecto de la presion sobre el material vegetal ademas del desplazamiento de la constante

dieléctrica que evidencia el cambio de polaridad del agua aumentando su espectro de solubilidad
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favorecido por la alta temperatura, son los factores que caracterizan al proceso de extraccion SWE
como el de mejores resultandos y eficiencia en términos de tiempo para la obtencion de extractos

a partir de material vegetal. (Cvetanovié, A., (2017)

Las emulsiones preparadas presentaron alta estabilidad, esto pudo evidenciarse con su
homogeneidad al paso del tiempo en dos condiciones que se evaluaron, una fue su exposicién a
una temperatura de 40°C por un tiempo de 48 horas en una estufa y la otra fue la exposicién en
reposo a las condiciones de iluminacion del ambiente durante una semana. Para lo cual, en ninguna
de las dos circunstancias se presentd un cambio aparente de emulsificacion o formacion de varias
fases. Del mismo modo para las soluciones, no se presentd formacion de turbiedades ni precipitados
al paso de una semana, expuesto a las condiciones de reposo y de refrigeracion en una nevera a
4°C (Montoya Ruiz, A. 2019).

Los resultados obtenidos en términos de cantidad de resina, material vegetal y cantidad de
solvente muestran una disminucion representativa de los costos de obtencion de los extractos en
términos de tiempo de operacion, cantidad de material vegetal necesario y cantidad de solvente a
separar, ademas de constituirse en un proceso altamente amigable para el medio ambiente por la
no aplicacién de solventes organicos de origen sintético (Saldana, M. D., & Valdivieso-Ramirez,
C. S. (2015).

El equipo para realizare extracciones SWE relne las condiciones en su estructura y
mecanismo de operacion para procesar cualquier tipo de material vegetal aparte de hojas flores y
tallos, podrian también procesarse hongos, granos entre otros materiales.
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7 Recomendaciones

Se recomienda continuar con el desarrollo y automatizacion de todas las operaciones
aplicadas en el sistema de extraccion (SWE) adaptado para obtener los extractos. Ya que se
configura en un equipo con una amplia versatilidad para hacer parte de otros procesos como etapa
intermedia 0 como Unica etapa para la extraccion de material vegetal o como material para el

desarrollo de practicas de laboratorio.

Se recomienda realizar una identificacion y evaluacion de los metabolitos para determinar la
presencia de compuestos con actividad bioldgica que puedan ser similares a los mencionados en la

literatura.

Adicionalmente es bastante deseado realizar los ensayos de toxicidad para diferentes
composiciones de cada uno de los extractos sobre modelos estandar y sobre objetivos de campo
previamente establecidos, del orden hemiptera o similares.
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