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RESUMEN

En la actualidad a nivel global, se presentan grandes dificultades en el control de plagas
durante el almacenamiento de granos y cereales, el método utilizado mas frecuente es el
uso de insecticidas sintéticos que se expenden en el mercado, esta practica contamina al

medio ambiente y causa problemas a la salud de los consumidores.

El trabajo de investigacion titulado “Evaluacion de la actividad biocida del aceite de
esencial de hojas de mufia (Minthostachys mollis) en el gorgojo de maiz (Sitophilus
zeamais)”, determina y compara la dosis letal media (DLsp) del aceite esencial de mufia
contra un insecticida comercial (malation) en el gorgojo de maiz. Para este estudio
primero se caracterizé fisica y quimicamente al aceite esencial de hojas mufia extraida
por destilacion de arrastre de vapor, el cual tuvo un rendimiento de 1,23 %; el andlisis
quimico efectuado con ayuda de un espectrofotdmetro Infrarrojo (FT-IR) identifico
cualitativamente 43 compuestos quimicos presentes en este aceite esencial, entre los
principales compuestos que han sido identificados resaltan la pulegona, el timol y la

mentona.

Se realizaron pruebas de evaluacién a diferentes concentraciones del aceite esencial de
mufia para determinar la dosis letal media de este compuesto en una poblacion de
gorgojos del maiz. Obteniéndose una dosis letal media (DLso) de 4,15 ug / ug, De la
misma forma se realizé la determinacién de la dosis letal media para el insecticida
comercial malation encontrandose una dosis letal media (DLso) de 7,08 ug / ug; estos
resultados hallados indican que el aceite esencial de hojas de mufia obtenida por arrastre
de vapor es més efectivo que el insecticida comercial de nombre malation, sobre los
gorgojos de maiz.

Finalmente al efectuarse una evaluacidn sensorial con pruebas afectivas del grano de
maiz tratado con aceite esencial de hojas de mufia, se encontrd que no existe rechazo

por parte de los evaluadores.

Palabras clave: Minthostachys mollis, Sitophilus zeamais, biocida, efectividad,

insecticida, dosis letal media.
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ABSTRACT

At present globally, there are great difficulties in the control of pests during the storage
of grains and cereals, the most common method used is the use of synthetic insecticides
that are sold in the market, this practice contaminates the environment and causes

problems to the health of consumers.

The research work entitled "Evaluation of the biocidal activity of the essential oil of
mufia leaves (Minthostachys mollis) in the corn weevil (Sitophilus zeamais)",
determines and compares the average lethal dose (LD50) of the essential oil of mufia
against a commercial insecticide (malation) in the corn weevil. For this study, the
essential oil of mufia leaves was first characterized physically and chemically extracted
by steam distillation, which had a yield of 1,23 %; the efficient chemical analysis with
the help of an infrared spectrophotometer (FT-IR) qualitatively identified 43 chemical
compounds present in this essential oil, among the main compounds that have been

identified highlight pulegone, thymol and menthone.

Evaluation tests were performed at different concentrations of the essential oil of mufia
to determine the average lethal dose of this compound in a population of maize weevils.
Obtaining a mean lethal dose (LD50) of 4,15 ug / ug. In the same way, the
determination of the average lethal dose for the commercial insecticide malathion was
carried out, finding an average lethal dose (LD50) of 7,08 ug / ug; these results indicate
that the essential oil of mufia leaves obtained by steam drag is more effective than the
commercial insecticide called malathion, on maize weevils.

Finally, when a sensory evaluation was carried out with affective tests of the maize
grain treated with essential oil from mufa leaves, it was found that there was no

rejection by the evaluators.

Key words: Minthostachys mollis, Sitophilus zeamais, biocide, effectiveness,

insecticide, medium lethal dose.
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INTRODUCCION

Los productos naturales constituyen una fuente inagotable de compuestos
quimicos bioldgicamente activos. Varias investigaciones estan encaminadas a la
busqueda de principios activos con actividad bioldgica que puedan ser extraidos
de fuentes naturales, principalmente en plantas las que forman parte de la flora del
Peru, estas ofrecen inagotables posibilidades para realizar investigaciones (Garcia
et al., 2009).

Actualmente se emplean plantas medicinales para combatir ciertas enfermedades,
plagas, microorganismos, etc., como es el caso de la “mufia” (Minthostachys
mollis), planta oriunda de la sierra del Peru, su uso ampliamente difundido en
diversas regiones del pais, se debe a que posee diversas propiedades, que se
encuentran entre sus componentes, se destaca que el aceite esencial de esta planta
puede ser usado como un agente bactericida y plaguicida, este componente actla
dependiendo del tipo de microorganismo, atacando principalmente la estructura
de la pared celular y la membrana externa de los mismos (Cano, 2007), ademas
que interferirian en la fase de metabolismo intermedio inactivando las enzimas de

reaccion (Kakrani, 1982).

Por otro lado debe mencionarse que en América Latina, entre el 30 y 40 % de la
produccion de maiz se pierde durante el almacenamiento (Lagunes, 1994). De las
plagas asociadas a los granos almacenados, el Sitophilus zeamais es considerado

como el que mas dafio puede provocar (Arienilmar et al., 2005).

Las plagas que atacan a los granos que son almacenados en bodegas, es un
problema frecuente que se halla a nivel nacional para productores como para
comerciantes. La presencia del gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) es por causa
del mal acondicionamiento al momento de almacenar, ineficiente desinfeccion de
los lugares de almacenamiento y mezcla de granos infestados con granos que

estan sanos (Tapia, 2013).
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Actualmente para el control de estos insectos se usa productos quimicos como la
fosfamina que combate a los gorgojos, con el que se comercializa los granos sin
prever el grado de contaminacion con este insecticida sintético ni el dafio a la
salud que este puede producir a los consumidores. Por tal razon en los Gltimos
afios se estd buscando nuevas alternativas organicas basadas en la utilizacion de
plantas aromaticas que podrian tener propiedades plaguicidas para la repelencia,
muerte y control de plagas de granos almacenados. Estas nuevas alternativas
buscan remplazar a los insecticidas sintéticos minimizando la cantidad de residuos
toxicos en las semillas para disminuir los efectos causados en la salud por el
consumo de granos que hayan sido tratados con productos quimicos muy téxicos
como es el caso de la fosfamina que es un insecticida organofosforado que
pertenece a la clasificacion “la”, su categoria toxicoldgica lo clasifica como
extremadamente toxico ya que tiene banda de color rojo, su formulacion liquida
DLso ( Dosis letal media) a 24 horas aguda oral es de < 20 y dermal de < 20 y la
formulacion solida DLso (Dosis letal media) a 24 horas aguda oral es de <5y
dermal de < 10 (Tapia, 2013).

La presente investigacion busca evaluar una alternativa de control orgénico de
esta plaga (Sitophilus zeamais) a base de los componentes derivados de la planta
de mufia (Minthostachys mollis) y busca aprovechar los recursos naturales de la
region para poder encontrar y generar alternativas que permitan prevenir y
manejar la infestacion de los granos almacenados, con bajo impacto en la salud y
en su comercializacion, evitando contaminar el medio ambiente y mejorar los
ingresos econdmicos de los agricultores y comercializadores de granos. Por lo

tanto los objetivos del proyecto de investigacion son:

1.1.  Objetivo General

= Evaluar la actividad biocida del aceite esencial de mufa

(Minthostachys mollis) en gorgojos de maiz (Sitophilus zeamais).
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1.2.  Objetivos Especificos

Determinar las caracteristicas fisico — quimicas del aceite esencial

extraido de hojas de mufia (Minthostachys mollis).

= Caracterizar por espectrofotometria infrarrojo el aceite esencial

extraido de hojas de mufa (Minthostachys mollis).

= Evaluar el tiempo adecuado de contacto del aceite esencial de
mufia (Minthostachys mollis) en el gorgojo de maiz (Sitophilus

zeamais), para conocer la dosis letal media.

=  Determinar la dosis letal media a diferentes concentraciones del
aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) tratados en los

gorgojos de maiz (Sitophilus zeamais).

» Evaluar la calidad del grano de maiz en funcion del olor
(caracteristica organoléptica) de la muestra tratada mediante una

cartilla de respuesta.
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1. MARCO TEORICO

2.1.  MUNA (Minthostachys Mollis)
2.1.1. DESCRIPCION GENERAL

Se denomina en la lengua Quechua “mufa”, y en la Aymara tiene 2 nombres:
“Coa” y “Huaycha”. Debido a sus caracteristicas semejantes al pdleo y orégano,
los espafioles la denominaban poleo silvestre. Otros nombres vulgares con los que

se le conoce a esta planta son: "Mufia negra”, "Polco silvestre”, "coz", "mufa-

mufa", "arash mufia”, "kon" "Orcco-mufia™ (Bardales et al., 1999; Sotta, 2000).

La mufia crece entre los 500 a 4000 m.s.n.m., por toda Sudamérica, desde
Argentina (Cordoba) hasta Venezuela (Monagas y Sucre) (Schmidt-Lebuhn,
2009; Aquino, 2007), particularmente en Per(, Bolivia, Ecuador y Argentina,

tomando distintos nombres en cada pais.

La mufia, habita entre los diferentes pisos ecologicos de la serrania peruana,
comportandose como tal; existe en gran abundancia. Asi como es una planta
hemicriptéfila que durante la época mas fria del invierno y seco desaparecen sus
Organos aéreos para brotar nuevamente con las primeras lluvias de la primavera.
Alcanza una altura de 0,80 a 1,50 m., desarrollandose en forma difusa y muy
ramificada, crece en lugares cercanos a acequias, manantiales sin tener grandes

requerimientos de agua (Morales, 1973).

Se desarrolla en suelos arenosos, ricos en materia organica, bien drenados, con
buena retencion de humedad, con un pH entre 5-8 y un clima con elevada
luminosidad, florece en época de lluvia, se multiplica por semilla y por codo
(Morales, 1973).
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2.1.2. CLASIFICACION SISTEMATICA

La mufa tiene la siguiente clasificacion (Sotta, 2000):

Reino : Vegetal
Sub reino : Embryophyta
Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Sub clase : Methachlamydeae
Orden  : Tubiflorae
Familia : Lamiaceae (Labiatae)
Género : Minthostachys
Especie : Minthostachysmollis (Spach) Griseb
Nombre vulgar: “Muia”

Férmula floral: K(5) C(2-3) A(2-2) G(2)
(13)

2.1.3. CARACTERISTICAS BOTANICAS

Es una planta arbustiva (Yapuchura, 2010), lefiosa, que alcanza de 0,80 m y
1,50 m, frondosa en la parte superior, de aspecto general glauco, erecto y
pubescente, su tallo es ramificado desde la base. Jaroslav (1970) menciona que la
hoja es el elemento vegetativo simple ligeramente aserrado, carece de estipulas,
cortamente pedunculares de filotaxia opuesta. Su peciolo mide entre 4 y 6 mm de
largo, pubescente acanalada en la parte superior y convexo en la parte inferior, es

aqui donde se deposita la mayor cantidad de aceite, que al estrujarlos dejan sentir
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su aroma caracteristico. Posee pelos en la cara inferior de las hojas y en los

peciolos (Pezon que sostiene la hoja) (Seguil, 1990).

El limbo es pubescente tanto en el haz como en el en vez, debido a lo cual la hoja
presenta una coloracién verde péalida; sus nervaduras secundarias son muy

desarrolladas y ligeramente reticuladas (Jaroslav, 1970).

De largo, dividida en 2 labios: 2 I6bulos o labio superior y 3 lobulos o labio
inferior. Los pelos de las partes aéreas, o sea de las hojas y tallos, parece que
forman una especie de manto protector contra los cambios bruscos de temperatura
y al mismo tiempo son los lugares en donde se deposita el aceite esencial, de aqui
que al estrujarlos dejen sentir su aroma o el sabor picante que da una impresion de
frio que es caracteristico. Las flores son pequefias y hermafroditas, reunidas en
cortos racimos, situados en la parte superior de las ramas con pedunculos cortos
(Jaroslav, 1970; Yapuchura, 2010).

Pertenece a un género de interés botanico, farmacéutico y econémico debido a los
aceites aromaticos encontrados en las glandulas celulares de las hojas y tallos
(Schmidt-Lebuhn, 2009).

2.1.4. TIPOS DE MUNA

Se indica un total de 12 especies, cuya distribucion abarca desde Argentina hasta
Venezuela; y en el Perl encontraron 6 especies distribuidas desde el norte
(Cajamarca) hasta el sur (Cuzco), con una mayor distribucion en la region central,

cuyas especies son (Weberbauer, 1945; Jaroslav, 1970):

 Minthostachys glabrescens
« Minthostachys salicifolia
* Minthostachys cetosa

 Minthostachys spicata
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* Minthostachys tomentosa
 Minthostachys mollis (HKB) griseb

2.1.5. COMPOSICION QUIMICA DE MUNA (Minthostachys

mollis)

En 100 g. de mufa que es de parte comestible se tiene (Azafa, 2010):

Componentes mayores:
Agua: 16 ug.

Proteinas: 3,20 ug.
Grasas: 2,80 ug.
Carbohidratos: 66,30 ug.
Fibras: 9,40 ug.
Cenizas: 11,70 ug.

AN N NN R

Minerales:
Calcio: 2,24 ug.
Fosforo: 269 ug.
Hierro: 22,40 ug.

ANEERNEERN

Vitaminas

Retinol: 306 ug.
Tiamina: 0,35 ug.
Riboflavina: 1,81 ug.
Niacina: 6,85 ug.

Ac. Ascorbico: 21,10 ug.

A N N N

Otros componentes
Acidos débiles: 2,54 ug.
Esteres: 14,02 ug.

AN NI

Taninos: Positivo
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Resinas: Positivo
Fenoles: Positivo
Alcoholes: Positivo
Aldehidos: Positivo
Cetonas: Positivo
Carbonilo: 22,06 ug.
Mentol: 40,42 ug.

SR N N N N SR

2.1.6. PROPIEDADES Y USOS

La mufa es reconocida tradicionalmente por sus propiedades digestivas contra
colicos, flatulencia (carminativo), vomitos, diarreas; antitusigenas, antiasmatico
(Fuertes et al., 2001; Sotta, 2000) expectorante, antiespasmaodicas, antiseptica,
analgésico, antiinflamatorio, febrifugas, en tratamiento de tumores y mezclandola
con chilca se empleaba en fracturas. Es excelente contra la halitosis y para
combatir jaquecas y soroche. Ademas es utilizada como condimento para preparar

platos tipicos (Fuertes et al., 2001).

En el campo agricola se emplea para la preservacién de algunos productos como

la papa, del ataque de insectos (Bardales, 1999).

A manera de fumigante orgéanico vegetal contra el gorgojo de los andes y como
antimoho (Oblitas, 1998).

En el campo pecuario es utilizado para controlar los ectoparasitos y endoparasitos
de los animales domesticos, ademas para curar sarna en equinos y camélidos. En
otras zonas de Latinoamérica, principalmente en Argentina, se le emplea para

aromatizar y fabricar licores y bebidas (Primo V. et al., 2001).
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2.2. GENERALIDADES DEL ACEITE ESENCIAL

2.2.1. DEFINICION

Internacionalmente se define a los aceites esenciales como un producto obtenido
por hidrodestilacion, destilacion por arrastre de vapor, destilacion seca o algin
otro proceso mecanico sin calor, de toda o alguna parte de la planta (Graca, 2010).
Por su parte Camacho et al. (2011) Dice que un aceite esencial es una mezcla de
componentes terpénicos volatiles producto del metabolismo secundario de las
plantas en cuya composicion interviene una proporcion de hidrocarburos de la
serie polimetilénica del grupo de los terpenos que responden a la formula
(C5H8)n, junto con otros compuestos casi siempre oxigenados (Sean estos
alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y compuestos fendlicos) que son los que
transmiten a los aceites el aroma que los caracteriza. Los méas olorosos se

encuentran en zonas tropicales, donde la energia solar es grande.

Por otro lado Augusto W. (1975) define a los aceites esenciales como aquellas
sustancias caracterizadas por su volatilidad, formadas por agrupaciones de un gran
nimero de compuestos quimicos aromaticos. Existen en las diferentes partes de

las plantas, siendo estas sustancias no miscibles en agua.

Zekaria (2007) menciona que tras la biosintesis de la planta, éstos compuestos se
almacenan en distintos 6rganos de la misma. El aceite esencial es guardado como
microgotas en las glandulas, aquellos necesitan difundirse hacia el exterior. Para
esto el aceite esencial atraviesa las paredes de las glandulas y las microgotas

Ilegan a la superficie, se evaporan y llenan el aire con su perfume.

2.2.2. COMPOSICION

Se considera que los aceites esenciales son quimicamente una mezcla compleja y
muy variables de hidrocarburos aliciclicos, denominados terpenos y sus derivados

oxigenados llamados alcanfores (Marques, 1997).
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La composicion de los aceites esenciales es diversa. Estdn principalmente
constituidos por hidrocarburos de formula C10 His. En la actualidad se refieren a
un gran numero de hidrocarburos que aparecen en la naturaleza con formula
(CsHs), sus derivados y compuestos aromaticos (Ugaz, 1988; Duraffourd et al.,
1983).

Los terpenos por su composicion, pueden derivar de la condensacion de dos
moléculas de Isopreno CsHs. En los mismos aceites esenciales, y en otros
productos naturales, aparecen compuestos derivados analogamente del Isopreno,
de modo que la calificacion de terpeno se extiende a todos aquellos, dividiéndolos
en hemiterpenos CsHs, terpenos propiamente dichos, sesquiterpenos CisHza,
diterpenos C2oHs2 y politerpenos (CsHsg)n, siendo un numero elevado (Ugaz, 1988;

Diccionario boténico, 1979).

Los productos derivados de los terpenos que tienen oxigeno reciben el nombre de
alcanfores, como ejemplo: en los hidrocarburos terpénicos figuran los limonenos,
el mirceno, el pineno. Entre los alcoholes terpénicos mas importantes, el geraniol
(de las esencias de las rosas), citronelo, etc (Ugaz, 1988; Diccionario botanico,
1979).

a. Propiedades Fisicas (Agapito et al., 2003)

* Liquidos a temperatura ambiente (a diferencia de los aceites “fijos”).
* Muy raramente son coloreados.

* En general, su densidad es inferior a la del agua.

* Poseen un indice de refraccion elevado.

* Desvian la luz polarizada.

* Son liposolubles y solubles en los disolventes organicos habituales.
* Arrastrables en vapor de agua (muy poco solubles en ella).

* Punto de ebullicion es superior a los 100 °C.
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b. Composicion Quimica

Estan constituidos por muchas clases de compuestos quimicos, algunos por
un solo componente en un alto porcentaje y otros por mezclas complejas de
compuestos ciclicos aromaticos, aliciclicos, heterociclicos y derivados
oxigenados (Goldsmith, 1967).

Los constituyentes principales de los aceites esenciales son (Goldsmith,
1967):

» Hidrocarburos: Mirceno, cinemo, pineno, canfeno, felandreno,
bineno, limoneno, cariofileno, geranioleno, santaleno.

= Alcoholes: Isoamilico, geraniol, linalol, citronelol, nerodinol,
farsenol, terpinol, mentol, borneol, bencilico, fenil-etilico.

= Fenoles: Timol, carbacrol, eugenol, vainillina.

» Aldehidos:  Citral, citronelal, anisaldehido, benzaldehido,
cinamadehido.

= Cetonas: Alcanfor, carvona, mentona, piperitona, acetato fenona.

= Eteres: Anetol, metilchavicol, eucaliptol, ascarodol.

= Esteres: Salicilato de amilo, benzoato de metilo, acetato de terpinilo,

acetato de geranilo.

2.2.3. LOCALIZACION DE ACEITES ESENCIALES EN LAS
PLANTAS

Segun Miller (1967) 2000 especies de plantas producen aceites esenciales. Las
especies que proporcionan mayor cantidad de aceites esenciales pertenecen a las
Familias Labiadas, Umbeliferas, Compuestas, Mirtaceas, Laureaceas, Rutaceas y
Pinaceas. Los aceites esenciales se hallan en regiones circunscritas a la planta; son
segregadas por estructuras especializadas como los pelos glandulares, cavidades

esquizdgenas, etc.
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2.2.4. FUNCION DE LOS ACEITES ESENCIALES EN LA
PLANTA

Probablemente deben considerarse como productos del metabolismo y que tengan
un papel ecoldgico. Sin embargo; otros estudios han demostrado que los aceites
esenciales regulan la transpiracion, especialmente al alterar o modificar la
actividad calorifica y la presion osmatica, manifiesta que los aceites esenciales
son secreciones patologicas como la resina, el balsamo, etc., sirviendo a la planta
como sustancias protectoras contra las enfermedades de los dérganos dafiados
(Guenter, 1960).

» Influencia de los factores externos en la produccion de aceites
esenciales

Diversas investigaciones estudiaron el tipo de influencia de los factores

externos y su relacion con los aceites esenciales, concluyendo que la luz, el

suelo, el clima, la velocidad del viento, etc. determinan su produccion

(Ricse, 1962; Chobanu, 1976).

2.2.5. EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

Para obtener la fraccion cromatica del material vegetal, a lo largo de los afios, se
usaron diferentes procesos. Motle (1977) en su estudio consideraba los siguientes
métodos:
a) Extraccidn por expresion
b) Extraccion por solucion

Con grasas solidas y frias

Con grasas liquidas y calientes

Con solventes volatiles
c¢) Extraccion por destilacion

Extraccion por destilacion con agua caliente

Extraccion por arrastre de vapor
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1) Extraccion por destilacion por arrastre de vapor

Esta técnica resulta una de las mas simples y econdémicas para obtener el aceite
esencial de este tipo de planta y en general para cualquier otro. Las ventajas de
este método son su simplicidad, bajo costo y el hecho de poder maniobrar grandes

volumenes de materia prima (Alzamora et al., 2001).

Este método se fundamenta en que los aceites esenciales son arrastrados por la
corriente de vapor de agua que se genera en la fuente de vapor, luego esta mezcla
(vapor de agua y aceite) es condensada mediante su paso por un refrigerante de
vidrio, para luego separar el aceite del agua por simple diferencia de densidades.
La destilacion es una operacion farmacéutica que tiene por finalidad separar los
principios volatiles (contenidos en una mezcla compleja) de los que no lo son. El
equipo de destilacion esta compuesto por un sistema de destilacion de doble
balén, en el cual solo uno de los balones que contiene agua, es sometido al calor
directo; mientras que el segundo baldén que contiene la planta licuada recibe los
vapores de agua, para luego liberar el vapor mixto (agua-aceite esencial) hacia el

condensador. EI método involucra los siguientes pasos (Alzamora et al., 2001):

a. Seleccion de las hojas, talluelos y flores en buen estado.

Las hojas se pesan y lictan, para lo cual se utiliza una pequefia cantidad de
agua destilada, este luego se deposita en el segundo balon de destilacion.

c. Se activo el sistema al someter a calor directo (mechero de bunsen) el
balén de agua destilada.

d. El destilado se recibi6é en un depdsito estéril y cerrado, aqui se observa un
estado difasico entre agua y aceite esencial, debido a la diferencia de
densidades. Esto permitio separar el aceite esencial mediante el uso de
pipeta Pasteur a viales estériles.

e. Los aceites esenciales obtenidos luego son esterilizados por filtracion con
membrana de Millipore de 0,22 u; almacenado a temperatura ambiente y

en oscuridad hasta su utilizacion.
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2.2.6. METODOS DE ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES

Luego de obtener un aceite esencial se deben hacer determinaciones fisicas tales
como: densidad, indice de refraccion, la polaridad, etc. Se pueden realizar también
determinaciones quimicas tales como determinacién de aldehidos y cetonas,
indice de acetilo, indice de acidez (nimero de mg de KOH necesarios para
neutralizar los &cidos libres contenidos en 1 g de aceite esencial), indice de éster,
contenido de fenoles, etc.

También se tiene en cuenta el analisis por espectrofotometria infrarrojo o
cromatografia de gases del aceite esencial para conocer de los componentes

quimicos que esta constituido la mezcla (Camacho et al., 2011).

A. Analisis Fisico-Quimicos

Para el control analitico de aceites esenciales se utilizan entre otras las siguientes

determinaciones: Densidad, indice de refraccion, etc.

=  Determinacion de la Densidad

El principio en que se basa es la determinacién de la masa, de la unidad de
volumen expresada en g/mL, a una temperatura dada (20 °C). La densidad se
representa por "d". La temperatura se ha de controlar exactamente ya que la
densidad de estas materias varia aproximadamente 0,00068 unidades por grado
(ISO 279, 1981).

Para determinar la densidad absoluta de un aceite esencial a 20 °C, se entiende el
cociente de la masa de un cierto volumen de éste aceite esencial por su volumen, a
ésta temperatura. Esta magnitud se expresa en g/cm, y su simbolo es p 20 °C. En
cambio para determinar una densidad relativa de un aceite esencial a 20 °C se
entiende el cociente entre las densidades absolutas del aceite esencial y del agua,
ambas a 20 °C. Esta magnitud no tiene dimensiones y su simbolo es p 20, o bien
d 20 (Albaladejo, 1999).
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v' Meétodo picnométrico: Se utiliza un picnémetro normal, o con el
termémetro acoplado. El picndmetro ha de estar a la temperatura
ambiente. Se llena el picnémetro hasta el borde superior del tubo capilar y
se introduce el termometro, se pesa y se anota la T° de la determinacion.
Asi se calcula la densidad expresada en g/mL y referida a una T° de 20 °C
(Albaladejo, 1999).

Densidad = [(P"-P)/(P'-P)] x D (g/mL)

P = peso en g del picnémetro vacio.

P' = peso en g del picnémetro lleno con agua a 20 °C.
P" = peso en g del picndmetro lleno con aceite a 20 °C.
D = densidad del agua a 20 °C.

El valor de la densidad calculado anteriormente puede corregirse del efecto

del empuje del aire por la formula:

Densidad corregida = d+0,0012 x (1-d)

Donde:

La temperatura de la determinacién y la T° de referencia se relacionan en
la siguiente forma:

d = densidad sin corregir.

d'= d+(t-t') x 0,00068 si t > t'

d’= d+(t'-t) x 0,00068 si t < t'

d = densidad a la temperatura de la determinacion t.

d'= densidad a la temperatura de referencia t'.

= Determinacion del indice de Refraccion

El indice de refraccion de una sustancia dada es la relacion entre la velocidad de
un rayo de luz en el vacio y la velocidad de la luz a traves de la sustancia. Por

conveniencia préactica se refiere a la relacion aire - sustancia. Es igualmente la
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relacion del seno del angulo de incidencia al seno del &ngulo de refraccion (1ISO
280, 1976).

Este parametro, varia con la longitud de onda del rayo de luz refractado y con la
temperatura. Salvo indicacion contraria el indice de refraccidn viene referido a la
longitud de onda correspondiente a la linea D 589,3 nm de la luz del sodio. El
indice de refraccion se indica con la notacion n' para °T (°C) y longitud de onda
de la linea D del sodio. Para otra radiacion de distinta longitud de onda a °T (°C),

la rotacién serd n'A.

Con los refractémetros usuales la observacién se hace en luz difusa, provistos de
un dispositivo de acromatismo de la radiacion D de la luz de sodio. Se utiliza un
refractometro de precision, que permite apreciar las diezmilésimas, con prismas
calentados por circulacién de liquido termostatado + 0,1 °C (Albaladejo, 1999)

Puede usarse luz blanca si el refractdbmetro utilizado posee un dispositivo de
compensacion cromatica. Se llena con una gota del aceite esencial el espacio
comprendido entre los dos prismas, y se lee después de cinco minutos, al menos,
de contacto. La T° de lectura es de 20 °C, no debe sobrepasar en + 2 °C la

temperatura de referencia (Albaladejo, 1999).

B. Caracterizacion espectral por Infrarrojo

El espectro infrarrojo permite detectar la presencia de grupos hidroxilo, carbonilo,
anillos aromaticos, enlaces dobles C=C cis y trans, etc. Para determinar el
espectro basta con colocar una gota del componente en una celda de NaCl e
introducirla en el espectrofotometro y se obtiene el espectro infrarrojo en un
intervalo de longitudes de onda comprendido entre 4 000 y 626 cm™ utilizando

una celda dptica de cloruro de sodio de 0,025 mm de espesor. (Varo et al., 1970).
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2.2.7. ACEITE ESENCIAL DE MUNA

El olor aromatico de la mufa se debe al contenido de aceite esencial que posee la
planta (Kumoro et al., 2010) el cual se encuentra principalmente en las hojas y
tallos a 98 %; es un liquido medio amarillento y de sabor picante, obtenido por

destilacion.

2.2.7.1. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL
ACEITE ESENCIAL DE “MUNA” (M. mollis)

Se muestra las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de mufia como
(Augusto, 1975; Morales, 1973):

= Aspecto: Liquida, clara, transparente
= Olor: Caracteristico a menta

= Sabor: Picante

» Densidad relativa: 0,92

= indice de refraccion: 1,4699

= Solubilidad en alcohol al 70 %: 5

= Indice de mentona: 33,88 %

= [ndice de menta: 22 %

= indice de acidez: 1,683

= Indice de esteres: 5,819

» Rotacion especifica:-2° 45

= Indice de éter: 16,80 %

= Contenido de mentol total: 4,042 %
= Solubilidad en etanol: 95 %
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2.2.7.2. COMPONENTES QUIMICOS PRESENTES EN
EL ACEITE ESENCIAL DE MURNA
(Minthostachys mollis)

Cerruti y Neumayer (2004) Con respecto a los constituyentes quimicos del aceite
esencial de mufia (M. mollis) dicen que existen alrededor de 100 componentes, los
cuales pueden ser agruparlos en compuestos alifaticos de bajo peso molecular
(alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos), monoterpenos,

sesquiterpenos, fenilpropanos, entre otros.

Castafieda (2008) clasifica a estos componentes quimicos de una manera distinta:
Esencias hidrocarbonadas: monoterpenos (limoneno) y sesquiterpenos; Esencias
oxigenadas: ésteres, por ejemplo éster de metilo; aldehidos terpénicos y aldehidos
aromaticos (vainillina); cetonas; alcoholes monoterpénicos y diterpénicos (timol,
terpineol, mentol, linalol, geraniol, citronelol); fenoles (carvacrol); cetonas (d-
carvona); oOxidos; compuestos azufrados; compuestos nitrogenados; 4acidos;

cumarinas; éteres (eugenol, anetol).

Entre los componentes méas destacados en este aceite se cuenta con:

= Pulegona: Es uno de los componentes terpénicos mas importantes de
muchos aceites del Minthostachys, es altamente tdxico en grandes
cantidades, incluso induce al aborto. Su toxicidad explica probablemente
el efecto del aceite contra pestes y parasitos. Esta sustancia es usada en
perfumeria y como saborizante (Castro, 2012; Huari, 2014). Su estructura

se muestra en la Figura 1.

0
CH
HaC =

CHa

Figura 1. Estructura quimica de la pulegona.

Fuente: Merck (2012)
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Mentona: Es una cetona, de sabor dspero y amargo, mas o menos soluble
en agua. Se origina por oxidacion de alcohol secundario y reduccion de
metionina. Existe una relacion con el mentol. A mas mentol, menos
Mentona y viceversa junto a la Pulegona conforman el 75 % de
componentes terpénicos. Es mejor conocido como constituyente de la
Menta piperita (Castro, 2012).

Tiene un aroma muy agradable sabor a menta muy caracteristico y se usa
en perfumeria, pero también tiene propiedades digestivas (Gibaja, 1960).
En la Figura 2 se muestra su estructura ciclica y su radical cetona.

CH,

Sy
0O

H; C CH

Figura 2. Estructura quimica de la mentona.

Fuente: Merck (2012)

Mentol: Se encuentra en pequefias cantidades. Posee un radical alcohol
que da al aceite el sabor y olor (Castro, 2012; Huari, 2014). Es estado
puro se presenta en forma de cristal hexagonal, incoloro y brillante. Es un
alcohol terpénico monociclico y saturado, posee tres atomos de carbono
asimétricos. Existe en dos formas L-mentol y D-mentol, siendo de mayor
interés el primero pues su olor es 3,3 a 3,5 veces mayor que el segundo. Es

usado como refrescante y contra el dolor de garganta (Castro, 2012).

Carvacrol: Se han encontrado para ser componentes dominantes en una
menor proporcion de los estudios de los aceites de Minthostachys mollis.

Carvacrol también se encuentra en varias hierbas conocidos como el
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orégano (Origanum vulgare), la ajedrea de verano (Satureja hortensis) o
tomillo (Thymus serpyllum). ElI mas importante de los terpenos de baja

proporcién (Castro, 2012).

= Carvona: Como su nombre lo sugiere, esta sustancia es conocida como un
producto de semillas de alcaravea (Carum carvi), un Apiaceae. Tiene

propiedades digestivas y se utiliza para dar sabor (Gibaja, 1960).

= Linalol: Empleado como condimento y como insecticida, linalol es mas
conocido de cilantro (Coriandrum sativum) de la familia Apiaceae. A
menudo es uno de los componentes menores del aceite de mufia
(Minthostachys mollis) (Gibaja, 1960).

= Timol: Como su nombre lo sugiere, esta sustancia es bien conocida de los
aceites de distintas especies de tomillo. Actla como antiséptico y contra el
dolor de gargantay tos. A veces se encuentra como un componente menor

en el aceite de mufia (Minthostachys mollis) (Huari, 2014).

2.3. LAS PLAGAS DE GRANOS Y PRODUCTOS

ALMACENADOS

Hernandez y Carballo (2014) mencionan que durante el almacenamiento uno de
los principales factores que influyen en el deterioro de granos y semillas son los
insectos, los cuales dafian los granos por la alimentacion directa en el
endospermo, causando pérdidas en peso y calidad de los mismos, otras especies
de plaga se alimentan del embridn, lo que causa una disminucion de la viabilidad.

Casini y Santajuliana (2008) estiman que el 5 a 10 % de la produccion mundial de
granos se pierde a causa de los insectos, lo que equivale a la cantidad de granos
necesaria para alimentar a 130 millones de personas anualmente. Segin Lagunes
(1994) en América Latina, entre 30 y 40 % de la produccion de maiz se pierde

durante su almacenamiento. De las plagas asociadas a los granos almacenados,
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Sitophilus zeamais motschulsky se considera la que mas dafio puede provocar
(Arienilmar et al., 2005).

Garcia et al. (2007) menciona que las plagas de maiz almacenado varian de

acuerdo con la regidn, la estacion del afio y el sistema de almacenamiento.

Villegas (1989) cita que 11 especies de las que atacan al maiz almacenado causan
pérdidas considerables principalmente en zonas rurales, con agricultura
tradicional, ya que no se utilizan métodos de control adecuado debido a la
carencia de recursos econémicos; dichas especies son: gorgojo del maiz Sitophilus
zeamais, gorgojo de los graneros Sitophilus granarius, barrenador menor de los
granos Rhyzopertha dominica, barrenador mayor de los granos Prostephanus
truncatus, palomilla dorada Sitotroga cerealella, gorgojo castafio de la harina
Tribolium castaneum, gorgojo confuso de la harina Tribolium confusum, gorgojo
aserrado Oryzaephilus surinamensis, gorgojo plano de los granos Criptolestes
pusillus, palomilla bandeada Plodia interpunctella, y palomilla del mediterraneo

Anagasta kuehniella.

Las plagas de maiz almacenado que representan la mayor amenaza a nivel
mundial, son las especies de Sitophilus spp., y en menor grado Sitotroga
cerealella, en tanto que, en zonas secas y tropicales, las especies que causan
mayor dafo son Rhyzopertha dominica y Tribolium castaneum.

2.3.1. ORIGEN DE LAS INFESTACIONES DE GRANOS

Los insectos tienen diferentes formas de desplazarse y hay especies que tienen una
gran capacidad de vuelo, otras las hacen caminando y por altimo, hay algunas que
son mas sedentarias. La mayoria de las veces la infestacion ocurre en el campo, al
ser atacado el grano antes de la cosecha (Ramirez, 1966).En otras ocasiones los
insectos son capaces de volar ciertas distancias desde el campo hasta el almacén

de grano y viceversa (Williams et al., 1970)
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Gutiérrez (1992), menciona que algunas especies son capaces de sobrevivir por
largos periodos de tiempo cuando no disponen de suficiente alimento o las
condiciones del medio no son desfavorables; cuando las condiciones mejoran o
con el advenimiento de nuevas cosechas, dejan su estado de reposo para
multiplicarse activamente creando focos de infeccidén, que a su vez, pueden
ingresar al almacen en los granos infectados. El origen de las infestaciones de
Sitophilus spp. En los almacenes, se inicia en el campo antes de la cosecha, y esta
relacionada con factores climaticos, de los cuales el mas importante es el

porcentaje de humedad del medio.

Gonzaéles et al. (1986) determinaron que cuando la precipitacion disminuye, la
infestacion por Sitophilus zeamais aumenta en condiciones de campo. Otra causa
de infestacion por los insectos es cuando permanecen en el almacén remanentes
de semillas o harina de temporadas pasadas, por lo que la presencia de

infestaciones se da facilmente (Pérez, 1988).

2.3.2. CLASIFICACION Y DISTRIBUCION DE LAS PLAGAS

Los insectos que se alimentan de granos por lo general son clasificados en tres
categorias (Ramirez, 1990) que son:

e Plagas primarias: Son insectos que tienen la capacidad de romper la
cubierta externa de los granos y penetrarlos o también pueden ovipositar
sobre el grano y al emerger la larva ésta perfora y se alimenta de la semilla
como son; Sitophilus zeamais Motschulsky (L), Sitophilus orizae (L),
Sitophilus granarius (L), Acanthoscelides obtectus (Say), Zabrotes
subfasciatus (Bohemian), Prostephanus truncatus (Horn), Rhyzopertha
dominica (F), Plodia interpunctella (Hubber) (Gutiérrez, 1992).

e Plagas secundarias: Son insectos que se desarrollan después de existir el

dafo en el grano por plagas primarias, normalmente se alimentan de harina
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y granos rotos y/o perforados por plagas primarias como son; Tribolium
castaneum (Herbst), Tribolium confusum (Duval), Orizaephillus

surinamensis (L), Cryptolestes pusillus (Schonherr) (Gutiérrez, 1992).

e Plagas terciarias: Se desarrollan después de gque los insectos primarios y
secundarios han efectuado su dafo, se alimentan de impurezas, granos
quebrados, residuos dejados por los otros insectos y algunos se alimentan
de los hongos desarrollados en el grano que se ha deteriorado.

Por lo tanto se considera a Sitophilus zeamais como una plaga primaria
(Ramirez, 1990).

2.3.2.1. DESCRIPCION GENERAL DEL GORGOJO
DEL MAIZ (sitophilus zeamais)

El gorgojo del maiz, S. zeamais durante mucho tiempo se consider6 como una
raza o “linea grande” del gorgojo del arroz, siendo ahora reconocido como una
especie distinta. Es ligeramente méas grande (arriba de 2 mm de longitud) y méas
oscuro que el gorgojo adulto del arroz; el grado de variacion dentro de cada
especie hace dificil la separacidén de estos. El térax del gorgojo del maiz esta

densa y uniformemente punteado, con hoyos redondeados (Bacopulos, 2003).

Figura 3. Imagen del gorgojo de maiz.

Fuente: Meikle et al. (1999)
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a) Descripcion del gorgojo de maiz (Sitophilus zeamais)

Los nombres comunes de este insecto son; gorgojo y/o picudo del grano de maiz.
Su nombre cientifico es Sitophilus zeamais Motschulsky (L.) (Coleoptera:
Curculionidae). Esta especie de insectos se considera de las mas destructiva y
comun de todas las especies que atacan los granos almacenados como, sorgo,
maiz, arroz en céscara y cereales menores. Esta especie tiene las antenas en forma
de codo, peculiar de los curculionidos. Los adultos miden de 2,5 — 4 mm de largo
y son de color café a negruzco (café rojizo cuando estan recién eclosionados)
(Matute y Trabanino, 1999).

El pronoto es casi tan largo como los élitros, los élitros tienen ranuras
longitudinales. El adulto de S. zeamais presenta cuatro manchas amarillentas o
rojizas en los élitros y sélo pueden diferenciarse por sus genitales de S. oryzae.
(Matute y Trabanino, 1999).

b) Origeny distribucion

Existe confusién en cuanto al origen de este insecto, se cree que es originario de la
India, lugar del cual se fue distribuyendo en todo el mundo convirtiéndose en

insecto cosmopolita (Metcalf y Flint, 1976).

En cuanto a su distribucién, se ha registrado su presencia en Asia Oriental,
Peninsula Arabica, en las zonas productoras de maiz de Africa, Argentina, en los
estados del sur de Estados Unidos. En Australia fue reportado por Champ y Cribb
(1965), en Japdn fue reportado por Kiritani (1965).

En México Garcia (1992) reporta la presencia de S. zeamais en los estados de
Aguascalientes, Campeche, Coahuila, Edo de México, Guerrero, Michoacan,
Morelos, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz, Yucatan, por lo que
reviste de gran importancia, debido a que se encuentra diseminado en los estados

de mayor produccién de maiz.
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Garcia (1992) reporta que en términos generales Sitophilus zeamais, Sitotroga
cerealella y Tribolium castaneum son actualmente las tres plagas mas importantes

de los granos y productos almacenados.

c) Clasificacion taxonémica

El gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) se clasifica como a continuacion se
describe (Borror etal., 1981):

Reino : Animal
Phylum : Artropoda.
Clase - Insecta.
Subclase : Pterigota.
Orden : Coledptero.
Suborden : Pollyphaga.

Super familia : Curculionoidea.
Familia : Curculionidae.
Subfamilia  : Rhynchophorinae.
Género : Sitophilus.

Especie  : zeamais

d) Descripcién morfoldgica

El gorgojo del maiz (S. zeamais) es de metamorfosis completa, su ciclo de vida
comprende cuatro etapas de desarrollo que van desde huevecillo, larva, pupa hasta

llegar a adulto.

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



v Huevo: El huevecillo rara vez se observa ya que se desarrolla en el interior
del grano infestado donde se alimenta, es en forma de pera u ovoide de un
color blanco opaco, ensanchado de la parte media hacia abajo y con todo
redondeado, mide aproximadamente 0,7 mm de largo y 0,3 mm de ancho
(Ramirez, 1990). También indica que la incubacion de huevecillos dura
aproximadamente dos semanas (Lagunes y Villanueva, 1995).

v Larva: La larva es un gusano pequefio de 2,5 a 2,75 mm de largo, blanco
aperlado; de cuerpo grueso y apodo, con cabeza pequefia de color café
claro, més larga que ancha y cuneiforme; centralmente casi recta y
dorsalmente muy convexa. Pasa por cuatro estadios larvales, el estadio

larvario dura aproximadamente cinco semanas (Ramirez, 1990).

v Pupa: La pupa es de color blanco palido al inicio hasta tornarse a color
café claro al final, mide de 2,75 mm a 3 mm, presenta proboscis larga
dirigida hacia la parte anterior y las patas dobladas hacia la parte anterior y

las patas dobladas hacia el cuerpo (Ramirez, 1990).

v Adulto: El adulto mide de 2,5 mm a 4,5 mm de longitud, es de color café
oscuro, cuerpo cilindrico y alargado, cabeza prolongada en un pico o
proboscis curva y delgada, antenas acodadas y de 8 segmentos, alas
funcionales, el protérax densamente marcado con punturas del pronoto son
mas de 20 a lo largo de la linea media del cuello al escutelum (Pérez,
1988; Ramirez, 1990; Garcia, 1992).

El adulto es muy semejante en forma al gorgojo de los graneros pero
difieren en color y marcas, ademas de que este tiene bien desarrolladas el

segundo para de alas (Ramirez, 1990).

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU
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Figura 4. Ciclo de vida del gorgojo de maiz.

Fuente: Meikle et al. (1999); Garcia et al. (2007)

e) Biologiay Habitos

La hembra perfora el grano con su aparato bucal y oviposita individualmente los
huevecillos dentro del grano y posteriormente lo cubre con una sustancia
gelatinosa, una hembra oviposita de 200 a 500 huevecillos durante todo su
periodo de vida, dependiendo de la temperatura los huevecillos eclosionan. A
temperaturas de 18 - 20 °C eclosionan entre los 3 y 5 dias y cuando la temperatura
es mayor a 20 - 30 °C eclosionan de 2 a 3 dias, luego emergen y completan su
desarrollo, la larva pasa por cuatro estadios utiliza mezcla de desechos y
secreciones para construir la celda pupal, donde se tarda de 3 a 6 dias dependiendo
del medio ambiente, al emerger el adulto es sexualmente maduro al término de
ocho a diez dias permanece dentro del grano varios dias antes de dejarlo (Pérez,
1988; Garcia, 1992).

Bajo condiciones de laboratorio la temperatura es uno de los factores que afecta el
desarrollo de este insecto el rango de temperatura para su desarrollo es entre 26 a
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30 °C su ciclo de vida dura de 30 a 42 dias bajo condiciones favorables (Sedlacek
etal., 1991).

Appert J. (1993) menciona que las larvas que viven en el interior de la semilla,
producen dafios invisibles. Los orificios de salida de los adultos son agujeros
irregulares de un milimetro y medio de didmetro que van del exterior de la semilla
con sus perforaciones que es lo que causa realmente el dafio. El gorgojo del maiz
representa un destructor de primera para los cereales almacenados, sobre los que
provoca altas peérdidas, deterioro de la calidad y permite la instalacion de
infestaciones de hongos y/o bacterias.

Pérez (1988) sefiala que con un promedio de 2 insectos por grano ocasionan un
18,3 % de pérdidas en 48 dias.

2.3.3. METODOS DE CONTROL

Existen varios métodos para combatir las plagas de almacén entre ellos se pueden

mencionar los siguientes:
e Control cultural

Dentro de las acciones de control cultural se hace el uso de varios métodos
tradicionales como las que a continuacion se mencionan (Matute y Trabanino,
1999):

v" Asoleo periddico del grano, humo y mezcla del grano con materiales como
ceniza, arena, tierra de diatomea y aceites.

v" Evitar dafios en el campo por gusanos eloteros y pajaros, ya que retarda la
entrada del picudo.

v Las cosechas tempranas disminuyen el tiempo de exposicién al ataque de
S. zeamais en zonas de alta incidencia.

v Limpiar los lugares de almacenamiento, los que deben estar libres de
gorgojos y derrame de granos antes de almacenar el producto.

v Evite colocar los sacos con grano directamente en el piso; use tarimas.

v’ Evite almacenar en sacos viejos y rotos.
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e Control biologico

Brower et al. (1996) mencionan una amplia gama de depredadores que atacan a
las plagas de granos almacenados. Las familias mas importantes son coledpteros
depredadores: Carabidae, Staphylinidae e Histeridae pero los depredadores mas
comunes encontrados son las chinches de la familia Anthocoridae y
especificamente Xylocoris flaviceps.

Existen parasitoides que atacan al género Sitophilus entre ellos se encuentran
algunas especies pertenecientes a la familia Pteromalidae (Orden: Hymenoptera)
como son: Anisopteromalus calandrae Howard, Chaetespila elegans Westwood y
Lariphagus distinquendus Foerster. Sin embargo no son agentes de control
bioldgico efectivo ya que su ciclo de vida es mas corto que el de sus hospedantes

y tienen baja capacidad reproductiva.

e Control genético

El uso de variedades genéticamente en nuestro pais, se busca que el maiz sea
resistente al ataque de plagas. Se descubrid tres nuevos tipos de plantas resistentes
al gorgojo del maiz (S. zeamais), donde se ha encontrado que el acido fenolito
endurece las capas externas del ndcleo, haciendo menos apetecible para el gorgojo
del maiz, ya que estas sustancias atacan a los carbohidratos de la membrana
celular con otros, consolidando el tejido fino y proporcionando asi una primera

capa de defensa (Garcia et al., 2007).

e Control fitogenético

Las variedades de maiz con hojas largas y fuertes son mas resistentes al ataque en
el campo, mientras que las variedades de maiz y sorgo con endospermo suave son
mas susceptibles al ataque de gorgojo en almacenaje. Estas son alternativas de
control, a pesar de no ser debidamente explotada, es una posibilidad viable para

reducir el ataque de estos insectos (Salas, 1984).
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e Control Fisico — mecanico

Almacenar en recipientes cerrados como barriles o silos metalicos evita la entrada
de adultos y en ocasiones muere por falta de aire dentro del recipiente. (Matute y
Trabanino, 1999).

Moreno (1996) menciona que la mayoria de los insectos que destruyen los granos
almacenados no pueden desarrollarse en productos agricolas cuyos contenidos de
humedad estén en equilibrio con humedades relativas inferiores a 40 %.

Antes de almacenar el grano, se debe secar a menos del 12 % de humedad, ya que
ésta reduce la tasa de ovoposicion y el desarrollo posterior del insecto. También
puede asolearse el grano para que alcance mas de 40 °C, lo cual favorecera la
emigracion de los adultos, este método generalmente no acaba con los huevecillos
ni con las larvas y no debe utilizarse como préctica Unica. ElI mezclar cal y/o
ceniza utilizando el 20 % del peso del grano, funciona como abrasivo al raspar la
cuticula de los insectos, que mueren por pérdida de humedad. También inhibe la
penetracion de adultos por que la mezcla ocupa los espacios entre granos. Su uso
se recomienda cuando no se tiene un quimico disponible ni apropiado (Matute y
Trabanino, 1999).

e Control autocida

Brown et al. (1972) realizaron estudios con radiacion gamma sobre pupas de S.
zeamais con una dosis de 5 a 10 krad, esterilizando completamente a los adultos

que emergieron de ellas.

e Fumigantes

Stadler et al. (1990) mencionan dentro del grupo de fumigantes utilizados para el

control de plagas de almacén a la fosfina y al bromuro de metilo.
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e Control quimico

La idea de combatir a los insectos plaga con productos quimicos no es del todo
nueva; por ejemplo, el azufre se utilizd desde el afio 1000 a. C.; y Plinio, en el
afio 79 d. C. sefialaba el uso de arsénico como insecticida; y en el siglo XVI, los
chinos ya aplicaban compuestos de arsénico con este propdsito.

En la actualidad el uso de productos quimicos para controlar plagas de granos
almacenados ha progresado desde el uso de productos inorganicos de principio de
siglo a la aparicion y uso de un gran nimero de compuestos organicos altamente
efectivos (Bond, 1973).

En 1958 en los EE.UU. por primera vez es utilizado el malation para controlar
plagas de productos almacenados inicidndose asi una era de combate efectivo
contra estas plagas y ain en nuestros dias el malation es uno de los productos méas
utilizados (Haliscak et al., 1983).

2.4.  INSECTICIDAS

2.4.1. RESISTENCIA A INSECTICIDAS

En términos generales, la resistencia es una disminucion de la mortalidad
observada en una poblacion sometida a un tratamiento constante. En el caso
particular de insecticidas se aplica a una poblacion susceptible que después de
haber sido controlada con un insecticida con dosis “normales” estas dejan de ser
efectivas para su control, por lo que la resistencia es el desarrollo de un caracter,
por la alta presion de seleccion de una poblacion normalmente susceptible a un

insecticida en particular.

El desarrollo de la resistencia de alguna especie o dentro de ellas, puede ser
rapida, lenta 0 no presentarse en ciertas circunstancias. Este desarrollo esta
directamente relacionado con la presion de seleccion aplicada a una poblacion de

una especie dada (Moorefield, 1959).
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a) Tipos de resistencia

La resistencia puede ser de dos tipos: por comportamiento y fisioldgica, dentro de
esta Ultima existen tres tipos de resistencia que son: disminucion en la
penetracién, incremento en la detoxificacion (metabdlica) y cambios en el sitio de
accion (no metabolica). La disminucion en la penetracion, llamada por algunos
investigadores resistencia morfologica, se refiere a las barreras externas o
integumentos de los insectos, que ocasiona una disminucion en la velocidad de
penetracion del toxico y permiten que algunos individuos no sean eliminados por
el insecticida y la descendencia de estos herede esas caracteristicas (Moorefield,
1959).

Se conocen cuatro tipos principales de mecanismos que incrementan la
detoxificacion o resistencia metabolica, estos son: incremento en la funcion
oxidativa mixta (FOM), incremento en actividad de la glutation S-transferasa
(GHS), actividad alterada de las ali-esterasas, y Dicloro difenil tricloroetano
(DDT) de hidroclorinasa (Herrera, 1958).

Existen tres clases importantes de resistencia no metabdlica a insecticidas son:
alteracion de la acetilcolinesterasa 6 ACE-insensible, en organofosforados y
carbamatos (resistencia al derribo) en los organoclorados y piretroides, y el gen de

resistencia a ciclodienos.

Las Enzimas detoxificadoras son (Herrera, 1958):

= FOM
Las diferentes reacciones que afectan el metabolismo primario de los
insecticidas y otros compuestos extrafios son producidas por oxidaciones,
las cuales juegan un papel muy importante en la actividad biologica o
toxicidad que tiene un material.
Muchos insecticidas piretroides y organofosforados son metabolizados por

FOM; en organofosforados los resultados son complejos y dificiles de
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predecir debido a que la reaccion puede aumentar ¢ disminuir la toxicidad
dependiendo del insecticida en cuestion (Herrera, 1958).

= [Esterasas
El principal mecanismo de resistencia de lo organofosforados consiste en
la desintoxicacion por las enzimas que hidrolizan al insecticida, estas
enzimas pueden ser hidrolizadas, fosforotriesterasas que pueden romper la
cadena esterdifosfato, y que dando como resultado la formacién de
fosfuros, que contienen metabolitos, que se ionizan a un pH neutro y
pierden la habilidad de inhibir a la acetilcolinesterasa. En el caso particular
de resistencia al malation, ésta se caracteriza por tener un incremento en el
nivel de carboxiesterasas, las cuales atacan el grupo carboxietil de este

insecticida, con lo cual disminuye su actividad toxica (Herrera, 1958).

b) Factores que afectan el desarrollo de resistencia

La rapidez en el desarrollo de la resistencia de los insectos a uno o varios
insecticidas depende de muchos factores. Parkin (1965) menciona dos factores
principales, la naturaleza de la especie y las técnicas utilizadas para el control
quimico.

Con respecto a la naturaleza de la especie se puede citar: el potencial genético de
la poblacién de insectos, el tiempo que tarda el ciclo de vida, ya que los insectos
de ciclos cortos son los que presentan un desarrollo de resistencia mas rapido, otro
aspecto importante son los estados de desarrollo a los que se dirige el tratamiento,
debido a que es mas acelerado cuando mas de un estadio es sujeto a presion de

seleccién y cuando no existe inmigracion de individuos susceptibles.

En el caso de granos almacenados existen varios factores, que probablemente
contribuyen al retraso en la aparicion de resistencia entre las poblaciones de
campo e insectos de granos almacenados. En primer lugar la mayoria de estos

insectos tienen pocas generaciones al afo, a diferencia, por ejemplo de los
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mosquitos; las aplicaciones de insecticidas de contacto son superficiales y con
frecuencia incompletas, por lo que no hay una alta presion de seleccion. Los
tratamientos rara vez cubren todas las bodegas en una localidad por lo que hay
una dilucion de la poblacion que desarrolla resistencia, con las poblaciones
susceptibles cercanas, ademas existe un gran movimiento dentro y fuera de las
bodegas, por lo que grandes volimenes de producto tratado, junto con su fauna,
son mas frecuentemente remplazados con nuevos insectos susceptibles (Parkin,
1965).

c) Meétodos de deteccidn de la resistencia

La deteccion de la resistencia a insecticidas se logra mediante pruebas de
susceptibilidad a insectos también llamados bioensayos. Los bioensayos se basan
en pruebas de dosis o concentracion-mortalidad, lo que usualmente se realizan en
laboratorios. Sin embargo, estos tienen serias limitaciones, ya que requieren un
gran ndmero de insectos, de muestras a procesar y los resultados se pueden

obtener mucho tiempo después (Bacopulos, 2003).

e Métodos directos: Hay gran diversidad de tipos dependiendo del insecto,

insecticida a evaluar y el objetivo del mismo; consiste en la aplicacion de
una dosis Unica a un animal o en el incremento del estimulo en un periodo
de tiempo, generalmente buscando una respuesta fisiol6gica. Nos permite
detectar el nivel de la resistencia y de la homogeneidad genética de la
poblacidn en su respuesta al toxico, lo cual se observa en los valores de la
posicion de la linea y de la pendiente de la recta de regresion, obtenida
mediante el procedimiento Probit; asi a mayor pendiente mayor
homogeneidad de la poblacion, es decir, que poseen los mismos genes de

resistencia y en la misma proporcién entre individuos (Bacopulos, 2003).

e Métodos _indirectos: Principalmente bioquimicos. Estos métodos

consisten en la aplicacion de una dosis a una muestra representativa, de

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



manera que los resultados se atribuyen al total de la poblacion;
correlacionan un alto nivel de una enzima a una relacion enzimaética
especifica, la resistencia comprobada en cierta colonia de insectos pueden
ser cualitativos o cuantitativos, generalistas o especificos, segun la

metodologia utilizada (Lagunes y Villanueva, 1995).

2.4.2. TOXICIDAD

Gamez y Ramirez (2008), indica que la toxicidad es la capacidad de una sustancia

de causar algun efecto nocivo sobre organismos vivos, depende de:

= Cantidad administrada o absorbida

= Viade ingreso al organismo

= Distribucion a lo largo del tiempo después de su administracion.
= Naturaleza y severidad del dafio producido.

= Tiempo necesario para producir el efecto.

a. Categorias y clasificacion de la toxicidad

Las categorias de toxicidad se refieren a una calificacion arbitraria de las dosis o
niveles de exposicion que causan efectos toxicos. Se habla asi de “sumamente
toxico”, “muy toxico” y “moderadamente toxico”. Lo mas frecuente es que estas
expresiones se apliquen a la toxicidad aguda. La clasificacion de la toxicidad se
refiere a la agrupacion de las sustancias quimicas en categorias generales
conforme a su efecto toxico principal. Se habla asi de sustancias alergénicas,
neurotoxicas y carcindgenas. Los toxicos son definidos por la OHSAS
(Administracion para la seguridad y salud ocupacional) como un producto

qguimico (Gamez y Ramirez, 2008).

b. Relacién dosis - efecto

Es la relacion entre la dosis y el efecto a nivel individual. Un incremento de la

dosis puede incrementar la intensidad de un efecto o su gravedad. Puede obtenerse
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una curva de dosis - efecto a nivel de todo el organismo, de la célula o de la
molécula (Gamez y Ramirez, 2008).

c. Relacion dosis - respuesta

Es la relacion entre la dosis y el porcentaje de individuos que presentan un
determinado efecto. Al incrementarse la dosis lo normal es que aumente el
namero de individuos afectados en la poblacién expuesta. Pueden establecerse
varias curvas de dosis-respuesta respecto de una misma sustancia quimica (una
curva para cada tipo de efecto). En la mayoria de los efectos toxicos, cuando se
estudian en poblaciones grandes, la curva de dosis-respuesta tiene una forma
sigmoidea. La curva de dosis-respuesta refleja las variaciones entre individuos de
una misma poblacion. La pendiente de la curva varia segun la sustancia quimica
de que se trate y también entre los diferentes tipos de efectos, estd representado
por una region NOEC (Sin concentracion de efecto observado) que representa la
dosis 0 concentracion mas alta a la cual no se observa ningun efecto y la region
LOEC (Concentracion de efecto mas baja observada) que representa la
concentracion minima donde aln se observa efecto de mortalidad (Gamez y
Ramirez, 2008).

2.4.3. TOXICIDAD CONTRA LOS INSECTOS

Para que un insecticida cause la muerte de un insecto debe afectar un sistema vital
de su organismo. Asi por ejemplo, las piretrinas, la nicotina, los insecticidas
organicos sintéticos fosforados, carbamatos y piretroides afectan el sistema
nervioso; los tiocianatos afectan el aparato respiratorio; los arsenicales destruyen
la pared intestinal; y los insecticidas clorados organicos afectan procesos
nerviosos axonicos. Otros insecticidas modernos afectan los procesos de muda o

de quitinizacion del integumento (Beingolea, 1958).
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a. Expresion de la toxicidad: Dosis Letal Media

El grado de toxicidad de un insecticida contra una poblacion de insectos se
expresa como Dosis Letal Media (DLso); esto es la cantidad de insecticida
requerida para causar la muerte del 50 % de un grupo representativo de insectos.
La dosis letal media puede expresarse en cantidad de insecticida por individuo,
digamos microgramos por larva o por insecto adulto; o en forma mas precisa, en
cantidad de insecticida por unidad de peso del insecto. Asi por ejemplo, se dice
que la DLso del paration para la cucaracha americana es de 1,2 microgramos por
gramo de peso vivo del insecto adulto. Para calcular la dosis letal media de un
producto debe determinarse primero la Curva de toxicidad o Curva de regresion
dosis-mortalidad (Figura 5), es decir aquella linea que relaciona las dosis que se

ensayan con las mortalidades que se obtienen.

Para lograr una linea de regresion recta, las dosificaciones se expresan en
logaritmos y los porcentajes de mortalidad en unidades probit. Con la linea de
regresion dosis - mortalidad no solamente se puede determinar la dosis que causa
la mortalidad del 50 % de la poblacién (DLso), sino también las que corresponden
a otros porcentajes de mortalidad. Las lineas de regresion dosis mortalidad
facilitan las comparaciones entre los grados de toxicidad de diversos productos
insecticidas y permiten detectar los cambios que pueden producirse en el grado de
susceptibilidad de los insectos con el tiempo o con el lugar (Melgar, 1978).
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Figura 5. Expresiones graficas de la relacion dosis - mortalidad de un
insecticida sobre una poblacion de insectos. A) Curva sigmoidea asimétrica
obtenida originalmente. B) Curva sigmoidea simétrica al expresar la dosis en
escala logaritmica. C) Curva dosis - mortalidad convertida en una linea recta

al expresar la mortalidad en unidades probits y la dosis en escala logaritmica.

Fuente: Melgar (1978)

b. Evaluacion del téxico

La toxicidad de los insecticidas se expresa usualmente en términos de DLso (dosis
letal cincuenta); ésta representa la cantidad de toxico por unidad de peso que mata
el cincuenta por ciento de los animales empleados en la prueba, en los casos en los
que solo se sabe cudl es la cantidad de insecticida que rodea al organismo
(Bacopulos, 2003).

c. Introduccioén a la interpolacion cuadratica

Un problema que se presenta con frecuencia en las ciencias experimentales y en
ingenieria es tratar de construir una funcion (denominada “funcion interpolante™)
de la que se conoce una serie de datos (denominados “datos de interpolacion”).

Estos datos pueden ser fruto de las observaciones realizadas en un determinado
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experimento en el que se relacionan dos o mas variables e involucran valores de
una funcién y/o de sus derivadas. El objetivo sera determinar una funciéon que
verifique estos datos y que ademas sea facil de construir y manipular. Por su
sencillez y operatividad los polinomios se usan frecuentemente como funciones

interpolantes (Poveda, 2016).

Generalidades

Un problema de interpolacion en general puede enunciarse de la siguiente forma:

Dado un conjunto de datos, generalmente valores de una funcion y/o sus
derivadas en determinados puntos xi, i = 0, 1, - - -, n, que llamaremos nodos,
nuestro objetivo es construir otra funcidn que coincida con la funcion dada en los

datos de interpolacion (Poveda, 2016).

Segun el tipo de los datos de interpolacion, podemos considerar los siguientes
tipos de interpolacion (Poveda, 2016):

» Interpolacién de Lagrange: Conocemos los valores de la funcién f (xi) en
n+1 puntos distintos x;,i=0,1,---,n
= Interpolacién de Taylor: Los datos son el valor de la funcion y sus
derivadas sucesivas en un punto Xq hasta el orden n.
fl(x0),i=0,1,---,n.
» Interpolacién de Hermite: Disponemos de los valores de una funcion y de
algunas de sus derivadas sucesivas en determinados puntos. Por ejemplo, f

(xi) y ' (i) en n + 1 puntos distintos, xi, i =0, 1, - - -, n

En general, las funciones interpolantes forman un espacio vectorial de dimension
finita, es decir son del tipo:

¥ (x) =ao Yo (X) +a1 W1 (X) + - - - +an ¥n (X),
Donde Wo(x), W1(X), - - -, ¥n(X), son funciones dadas que forman base del espacio

vectorial correspondiente y aj, i =0, 1, - - -, n nimeros reales a determinar.
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Dependiendo del tipo de funciones que utilicemos como funciones interpolantes,
la interpolacion se Ilamard polindmica, racional, trigonométrica, spline
polinomial. Entre las diferentes funciones interpolantes, por su sencillez y
facilidad para operar, los polinomios son los utilizados con mayor frecuencia en
problemas de interpolacion, en este caso las funciones de base son Wi (x) = X', i =
0, 1, - - -, n. Sin embargo, no siempre dan una respuesta satisfactoria,
especialmente si la solucion del problema requiere el uso de polinomios de alto
grado o, por ejemplo, si se observa un comportamiento periodico en los datos de
interpolacion. Por simplicidad, nos centraremos en este Tema en el estudio del
caso particular de la interpolacion polinémica de Langrange (Poveda, 2016).

d. Bioensayo

El bioensayo se emplea para determinar la toxicidad de las sustancias quimicas
con supuestas propiedades toxicas. Sus objetivos son: determinar la eficiencia de
varios toxicos contra una poblacion de insectos; la susceptibilidad de diferentes
razas o especies de artropodos a un toxico y la determinaron de la cantidad de un
toxico en un sustrato. El bioensayo tiene 2 componentes: el estimulo y la

respuesta (Lagunes y Villanueva, 1995).

El estimulo (quimico, fisico o eléctrico), es el agente que produce una respuesta y
la respuesta (la muerte, un nivel enzimético, la temperatura, etc.) es el efecto o
manifestacion que produce la aplicacion del estimulo (Lagunes y Villanueva,
1995).

= Criterios para un buen Bioensayo

v Que la dosis sea precisa (cantidad aplicada).
v’ Seguridad en la determinacion de la respuesta (vivo o muerto).
v" Que el medio donde se realiza el bioensayo tenga condiciones estables

durante el desarrollo del estudio.
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v Que el método permita diferenciar al cambiar la dosis.
v Que el método sea reproducible.
v Uso de la formula de Abbott (1925) para corregir la mortalidad natural

en caso de muerte en el testigo.

MC = [(X -Y ) /(100 - Y )](100)

Donde:

MC: Mortalidad corregida (%)

X: Mortalidad en el tratamiento (%)
Y: Mortalidad en el testigo (%)

En general cuando se obtiene mas del 15 % de mortalidad en el testigo,

los resultados deben desecharse o repetirse.

= Tipo de Bioensayo

v' Método de Aplicacion Residual

Aplicacion residual es donde el tdxico se aplica al ambiente donde se
encuentra el organismo de prueba. El de exposicidn residual es otra forma
de dejar el insecto expuesto al insecticida, pues el insecticida diluido en un
solvente se aplica sobre una superficie y después se ponen en contacto con
los insectos, el solvente se evapora y solo queda el insecticida impregnado
a la dosificacion deseada (Lagunes, 1994).

Efecto residual de insecticidas formulados sobre distintas superficies. Se
impregnan superficies de vidrio o papel con la dilucién del formulado
insecticida tal que la concentracion de principio activo sobre la superficie

sea la recomendada para el control en campo (Lagunes, 1994).
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2.4.4. GRUPOS QUIMICOS DE INSECTICIDAS

244.1. INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Las reacciones del alcohol con el &cido fosforico se estudiaron por primera vez
por Lassaigne en 1820, hasta este afio se remonta la Quimica Organica del
fosforo. El desarrollo de esta clase de insecticidas fue realizado en Alemania por
el investigador Shrader, quien produjo los gases nerviosos altamente activos como
el tabun y el sarin. Dentro de este grupo estd el malation, el pirifos metilico,
diclorvos (Dosis Diaria Vital Promedio: DDVP) este Gltimo es para control de
plagas de granos, A este mismo grupo pertenece el fenitrotion utilizado para

tratamiento de estructuras y pisos (Cremlyn, 1995).

Los primeros insecticidas fosforicos pertenecian a esteres sencillos del &cido
fosforico, por ejemplo el Tetraetil Pirofosfato (TEPP), HETP a los que se afiadid

posteriormente el parathion (Barbera, 1996).

La mayoria de los organofosforados, actian como insecticidas de contacto,
fumigantes y de accién estomacal, pero también se encuentran materiales
sistémicos, que cuando se aplican al suelo y las plantas son absorbidos por hojas,
tallos, corteza y raices, circulan en la savia haciéndola toxica para los insectos que

se alimentan al succionarla (Ponce y Cantd, 2006).

a) Modo de accion de los insecticidas organofosforados

Los compuestos insecticidas organofosforados inhiben aparentemente la accion de
varias enzimas; pero la actividad mas importante es contra la enzima
acetilcolinesterasa. Esta enzima verifica la hidrolisis de la acetilcolina que se
genera en las uniones nerviosas, en la ausencia de acetilcolinesterasa efectiva la
acetilcolina liberada se acumula e impide la transmision continua de impulsos
nerviosos a través del espacio sinaptico nervioso. Esto ocasiona la perdida de

coordinacion muscular, convulsiones y finalmente la muerte (Cremlyn, 1995).
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Malation: Es un insecticida y acaricida de contacto muy importante y
ampliamente usado para el control de varios insectos plaga en una amplia
variedad de cultivos. Fue importante en la historia del desarrollo de los
insecticidas organofosforados, ya que se trata del primer miembro de este

grupo que mostro un buen espectro de accion insecticida (Cremlyn, 1995).

v Modo de accion: Es un Ester del &cido fosférico de efecto
fumigante que inhibe enzima acetil colinesterasa en la sinopsis
nerviosa de efecto irreversible.

v" Recomendaciones de uso: En polvo seco se usa en locales para
espolvorear paredes, techos, pisos, (Quiroz, 2005).

v" Dosis Letal Media (DLso): 1,375 — 2,800 mg/kg.

HaC-0 .

.

| P-S-CH2-CO0C2HS

o
.-r.
H,C-0 |
CH2.-COOC2HSE

Formula molecular: C10H20PSOs
Peso molecular: 299
Donde: C=10;H=1;P=31;S=32;0=16

Figura 6. Estructura quimica del malation.
Fuente: Quiroz (2005)

Cipermetrina: Es un insecticida acaricida piretroide, presenta un uso
agricola, urbano, industrial pecuario y domestico es un producto
ligeramente persistente (1 a 4 semanas), del tipo toxicologico I, este
compuesto es eliminado rapidamente del ambiente, presenta un potencial
de moderado a alto de bioacumulacion, en condiciones de uso moderado
no representa un peligro para el ambiente debido a su rapida

descomposicion (Ponce y cantd, 2006).
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v' Recomendaciones de uso: Es importante realizar una buena
aplicacion y ver que el producto entre en contacto con el insecto,
con el objeto de obtener asi un maximo de eficacia en el
tratamiento (Quiroz, 2005).

v Dosis Letal Media (DLso): 2,97 mg/kg.

o}

ﬂltn‘ﬂr[—gﬂﬂﬂﬂ” (W]
CHy 4H, ::: \©

Formula molecular: C22H1903Cl2
Peso molecular: 416
Donde: C=12; H=16; N=14; Cl =355

Figura 7. Estructura quimica del cipermetrina

Fuente: Quiroz (2005)

Clorpirifosetil: El clorpirifos viene como concentrado emulsionable, por
lo que se debe diluir de acuerdo a la dosis recomendada para el tratamiento
de granos y semillas de almacén (Zamora, 2003).

El clorpirifos presenta actividad de amplio espectro, por contacto,
ingestion o accion de los vapores y ademas es un insecticida no sistémico.
Este insecticida retiene su actividad en el suelo de 2 a 4 meses y es valioso
contra larvas de mosquitos y de la mosca comdn, es moderablemente

persistente (Cremlyn, 1995).

Organoclorados: Este grupo se caracteriza por presentar en su molécula
atomos de carbono, hidrdgeno, cloro y ocasionalmente oxigeno, asi mismo
contienen anillos ciclicos y heterociclicos de carbono, son sustancias
apolares y lipofilicos que conllevan poca reactividad quimica (Ponce y
canta, 2006).
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Los compuestos organoclorados son altamente estables, caracteristica que
los hace valiosos por su actividad residual contra insectos y a la vez
peligrosos debido a su prolongado almacenamiento en la grasa de
mamiferos (Ponce y cantu, 2006).

Uno de los principales efectos del toxico sobre el sistema nervioso es
interferir el flujo de iones, especificamente del cloro, que es regulado por
el acido gamma aminobutirico lo que aumenta la irritabilidad del tejido

nervioso (Llanes y Gomez, 2006).

Endosulfan: Es el pesticida organoclorado méas utilizado por los paises
industrializados. A diferencia de otros organoclorados su uso es frecuente
y su empleo en areas de agricultura intensiva es una practica habitual.
(Llanes y Gomez, 2006).

Por su constitucion quimica, el endosulfan pertenece a la serie de los
insecticidas derivados del bicloroheptano junto con el telodrin, ciclodan y

bromadéan (Ponce y Cantd, 2006).

Piretroides: Son insecticidas de contacto y se obtienen a partir de las
cabezas florales de Crysantenum cineraria folium. Los ingredientes
activamente mas altas se producen en las variedades que crecen en los

altiplanos de Kenia (Cremlyn, 1995).

Tipicamente los insecticidas piretroides son ésteres del acido crisantémico
que tienen un alto grado de lipofilia (solubilidad en grasas).

Los investigadores Staudinger y Rusicka en 1924, fueron los que aclararon
la constitucion de los piretroides. Las piretrinas | y Il, cinerinas 1 'y 1l y la
jasmolina Il fueron descubiertas por estos autores. A partir de estos
principios condujeron al estudio para desarrollar piretrinas sintéticas que

junto con las naturales constituyen los piretroides (Barbera, 1996).
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v Modo de accion de Piretroides: Las piretrinas y piretroides
aumentan su actividad insecticida a bajas temperaturas, esto
significa que presentan un coeficiente negativo de temperatura,
estos afectan tanto al sistema nervioso central como al periférico de
los insectos. Los piretroides estimulan inicialmente las células
nerviosas produciendo repetidas descargas y eventualmente casos
de pardlisis. Estos efectos son causados por accion en los canales
de sodio, a través de los poros por donde se permite la entrada a los
axones para causar la excitacion. Estos efectos son producidos en el
cordén nervioso de los insectos, los cuales presentan ganglios y

sinapsis.

El efecto de los piretroides es méas pronunciado que el dicloro
difenil tricloroetano (DDT). El sitio exacto de accion de los
piretroides en la sinapsis no es conocido, pero es probable que la
accion toxica de los piretroides es bloquear el axén nervioso. En
esencia, los piretroides son moduladores en los canales de sodio.
Donde el veneno interfiere en los canales de sodio del sistema
nervioso central y periférico, provocando repetidas descargas

nerviosas, provocando paralisis y la muerte (Ponce y Canta, 2006).

= Deltametrina: Es un insecticida del grupo de los piretroides, la cual tiene
un uso agricola, urbano, industrial pecuario y doméstico, la deltametrina se
degrada facilmente en el ambiente, generando compuestos menos toxicos,
es ligeramente toxico y no causa dafios a las aves, su cociente de
peligrosidad es bajo (indicador de mortalidad en el campo) debido en parte
a su accion repelente sobre varias especies de insectos. Algunas plagas

pueden generar resistencia a este compuesto (Ponce y Cantl, 2006).

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



I11.  PARTE EXPERIMENTAL

3.1. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El presente proyecto de investigacion se desarrollo en la Universidad Nacional
Micaela Bastidas de Apurimac - Facultad de Ingenieria — Escuela Académica
Profesional de Ingenieria Agroindustrial en la provincia de Abancay del
departamento de Apurimac. La planificacion y la organizacion para la utilizacion
de los equipos, materiales y otros fueron en los Laboratorios de Biotecnologia

Agroindustrial y Quimica de dicha institucion.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. MATERIALES

a. Materiales, insumos y reactivos

e Hojas de mufia secas

e Maiz amarrillo

e Malation en polvo (insecticida comercial)
e Pipetas de vidrio (1,5y 10 mL)

e Embudo de vidrio

e Embudo de plastico

e Perade decantacion de vidrio (125 mL)
e Vasos de precipitado de vidrio (30, 250, 500 mL)
e Frascos de vidrio &mbar (30 mL)

e Placas petri de vidrio

e Frascos de vidriocap. 1 L

e Probetas de 10 mL

e Picnometro 10 mL

e Micropipeta de 10 — 100 uL
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Varilla de vidrio

Soporte universal

Jeringas delgadas 10 mL
Mascarillas

1 paquete de papel filtro Whatman n°01
Alcohol liquido a 96 %
Limpiador liquido

Franela

Tela de color blanco

Paquete de guantes de polietileno
Marcador color negro

Papel toalla

b. Equipos e instrumentos

Termohidrémetro marca API.

Equipo de destilacion con arrastre de vapor

Espectréfotometro  infrarrojo  modelo  Nicolet 1S10 - TERMO
SCIENTIFIC y software OMNIC Suite, para espectroscopia FT-IR
Plancha de calentamiento eléctrica marca CAT.

Balanza Analitica marca OHAUS — TRAVELER con cap. 300 g.
Refractometro Abbe marca ATAGO.

Balanza analitica de precision marca SARTORIUS con 0,0001 g de

precision.

3.2.2. POBLACION Y MUESTRA

Poblacion: Se tuvo una poblacion de Sitophilus zeamais almacenado de 3
kg maiz traidos del mercado de las américas de la provincia de Abancay.
Muestra: Se trabajo con 10 gorgojos en cada una de las concentraciones

por triplicado tomandose al azar y del mismo tamafio, para las pruebas en
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el aceite esencial de hojas de mufia como para el insecticida comercial

(malation).

3.2.3. METODOS

3.2.3.1.  Extraccién y caracterizacion del aceite esencial de
hojas mufa.

La extraccion del aceite esencial se realizd6 mediante el método por arrastre con

vapor de agua. Por el cual se siguio el siguiente procedimiento:

A. Recoleccion de la especie de mufia

La especie de mufia fueron recolectadas del Santuario Nacional del Ampay cerca
de la localidad de Kerapata — distrito de Tamburco — provincia de Abancay —

departamento de Apurimac, se reviso que la planta esté frondosa, verde y fresca.

B. Secado y deshojado de la especie de muiia

Después de la recoleccion de la especie de mufa fueron trasladadas a un
ambiente fresco con temperatura 21 °C (en sombra), y extendiéndolas sobre un
plastico por un periodo de 96 horas, cuando ya se encontraban secas se separé las

hojas de sus tallos de forma manual.

C. Seleccién y pesado de las hojas de mufia

Se selecciond las hojas secas de tallos pequefios que quedaron después del
deshojado y se pes6 en una balanza analitica de precision 0,001 g., luego se tomd

la anotacion de la cantidad para realizar la extraccion.

D. Extraccion del aceite esencial de hojas de mufia

Se realiz6 mediante un destilador por arrastre de vapor de agua como se muestra

en la Figura 8, que consta de un balon de destilacion de capacidad de 2 L, una
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cocina eléctrica, un condensador o refrigerante, una pera de decantacién con
capacidad 125 mL.

En este equipo se trabajo con una relacion de 1:10 lo que quiere decir que por
cada gramo de hojas secas de mufia se utiliz6 10 mL de agua en el balon de
destilacién donde es calentado por una plancha de calentamiento a una
temperatura de 80 °C y un tiempo de 2 horas, el vapor de agua con el aceite que
sale de este equipo se traslada hacia el refrigerante donde se enfria y finalmente el
aceite extraido pasa hacia la pera de decantacidn, es ahi donde se separa las dos

fases entre el agua y el aceite.

Refriperante

h“: Aceite esencial

M Apua

Balon de destilacion
ey Materia vegetal ¥y agua

Calentadar o cocina

Figura 8. Equipo de destilacion por arrastre de vapor.

Fuente: Ouadi et al. (2014)

E. Decantacién del aceite esencial

Se decanto la solucién que sale después del proceso de extraccion (aceite esencial
de mufia y agua) mediante una pera de decantacion, para esto se deja reposar por
10 minutos y luego se procede a decantar la mezcla (agua y aceite); primero se
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retira el agua que no es tan denso a un vaso de precipitado de 250 mL y el aceite
se queda en la pera de decantacion de 125 mL, este aceite fue traspasado a un
frasco de vidrio ambar para que no se volatilice el aceite ni se degrade por

reacciones fotosensibles.

El aceite obtenido para que sea deshidratado se le puso en contacto con nitrégeno

gaseoso Y a este se le realizo todas las pruebas de caracterizacion.

F. Andlisis y caracterizacién del aceite esencial

Al aceite deshidratado que se obtuvo en la operacion anterior, se procedi6 a hacer
un andlisis fisico determinando su rendimiento, densidad y el indice de refraccion;
también se realizd la caracterizacion sensorial: olor, color, sabor y aspecto del

aceite esencial de hojas de mufia.

En el andlisis quimico se realizd la caracterizacion del aceite esencial a
temperatura ambiente, mediante el equipo espectrofotometro infrarrojo FT-IR
modelo Nicolet 1IS10 — TERMO SCIENTIFIC (realiza el barrido espectral en FT-
IR: Espectro Infrarrojo con Transformada de Fourier, la cual lee espectros de
compuestos en funcion de la absorbancia en el rango mediano de 400 a 4000 cm
de longitud de onda) este barrido espectrofotométrico identifica los componentes
con un porcentaje de coincidencia que presenta la muestra, luego el aceite restante

se guardo en el mismo envase de vidrio &mbar en refrigeracion a 4 °C.

Como se muestra en la Figura 9 el proceso de destilacion por arrastre de vapor, de

acuerdo al método de Camacho et al. (2011) con modificaciones:
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MUNA
v
RECOLECCION

v

SECADO Y DESHOJADO

v
SELECCION Y PESADO |—> Materia extrafia

v

Mufia : Agua —3 EXTRACCION T=80°C
) t =2 horas
1:10 ‘1’
DECANTACION > Agua
ANALISIS Y
CARACTERIZACION

ACEITE ESENCIAL DE MUNA

Figura 9. Diagrama de flujo de extraccion de aceite esencial de mufa.

Fuente: Camacho et al. (2011) con modificaciones.

Para el analisis se realizaron las siguientes determinaciones:

= Caracterizacion sensorial del aceite esencial de hojas de mufia:

Para el analisis sensorial del aceite esencial de hojas mufia extraida se utilizé
el método adaptado de Dixit (2006) la cual consistio en agregar en un vaso de
precipitado pequefio de capacidad de 30 mL el aceite que se encuentra en el
frasco ambar para la inspeccidn visual en cuanto al color y aspecto. Para el
caso del olor se colocd una pequefia tira de papel filtro de 2 cm de largo por
1 cm de ancho; se realizé la impresion llevando al olfato la tira de papel. El
proceso para el sabor fue similar pero en este caso se llevo el papel al paladar
para identificar de qué aspecto presentaba.
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Caracterizacion fisica del aceite esencial de hojas de mufa:

v" Determinacion del rendimiento

Procedimiento: para la determinacion del rendimiento se realizé la
relacion entre la cantidad de materia prima de hojas de mufia seca que se
pesd con anterioridad y el volumen del aceite esencial de hojas de mufia
después del proceso de extraccion. EI  rendimiento (Rae) del aceite
esencial de hojas de mufa se determind en base seca por el método
gravimétrico — volumétrico tomando en cuenta la siguiente expresion
(Juérez et al., 2010):

% Ra_e = [VOI.ae (mL) / Pm_s (g)] x 100

Donde:

Rae : Rendimiento del aceite esencial

Volae : Volumen del aceite esencial obtenido en mL.
Pm.s: Peso de la muestra en base seca a destilar en g.

v" Determinacion de la Densidad Relativa.

Procedimiento: para determinar la densidad del aceite, primero se peso en
una balanza analitica el picnémetro vacio y cerrado el envase; luego se
Ilend el picnémetro con aceite esencial de hojas de mufia y se lleva a
pesarlo a la balanza analitica, ademas se toma en cuenta cantidad de aceite
que se encontraba en el picnémetro. Esta determinacién se llevd a cabo
empleando la Norma Técnica Peruana: NTP 319.081 (1974). La densidad
relativa es la relacion entre la masa del aceite esencial y su propio

volumen. La cual se determind por la siguiente expresion:

Densidad = [(P"- P)/(V)] (g/mL)
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Donde:
P: peso en g del picnémetro vacio.
P": peso en g del picnémetro lleno con aceite a 20 °C.

V: volumen del aceite a 20 °C.

v Determinacion del Indice de Refraccion.

Procedimiento: Previamente se limpié con alcohol al 96 % el
refractdbmetro marca ATAGO y se calibr6 con agua destilada; luego se
tomo aproximadamente 0,3 mL del aceite esencial y se coloco encima de
la lamina del refractdmetro se procedio a leer el indice de refraccion del
aceite. Esta determinacion se realiz6 empleando la Norma Técnica
Peruana: NTP 319.075 (1974). La cual el indice de Refraccion de un aceite
esencial es la relacion del seno del angulo de incidencia al del angulo de
refraccion, de un rayo luminoso de longitud de onda determinada, que pasa

del aire al aceite esencial, manteniendo una temperatura constante.

3.2.3.2.  Crianzay seleccion de gorgojos de maiz

El proceso de crianza de los gorgojos en el laboratorio de Biotecnologia
Agroindustrial duro 9 semanas desde que son huevos hasta llegar a ser adulto. Se

realizd de la siguiente manera:

A. Recepcién de los granos de maiz

Se recepciond 3 kilos de maiz amarrillo seco, que fueron comprados del mercado
las Ameéricas - provincia de Abancay — departamento de Apurimac, se revisé que

estas se encuentren sanas y enteras.

A. Crianzay reproduccion de gorgojos en los granos de maiz

Seguidamente a envases de vidrio (frascos) de capacidad 1 L se agregd los granos
de maiz que se recepcion0 con anterioridad y en esta misma se agrego tres granos

infestados por estos insectos (gorgojos de maiz) y cada uno de ellos fueron
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tapados con una tela que contenia pequefios orificios para que los gorgojos puedan
respirar, desarrollarse y reproducirse mas rapido, siempre a temperatura ambiente
(21 °C). Se dejo en el envase durante 9 semanas hasta llegar a ser adultos para

realizar las pruebas.
B. Seleccion de gorgojos

Mediante una tela blanca que se extendid en la mesa se disperso el contenido del
frasco donde se encontraban los gorgojos de donde se seleccionaron los gorgojos
adultos, luego los gorgojos fueron dispuestos en un sobre de papel, se colocé 10
gorgojos vivos y de tamafio uniforme por cada sobre, con la finalidad de hacer las
pruebas de mortalidad del aceite esencial de mufa.

GRANOS DE MAIZ

%
RECEPCION
v

CRIANZA Y °T=21°C
REPRODUCCION

v

SELECCION —> Gorgojos no viables
“, para el experimento

GORGOJOS ADULTOS

Figura 10. Diagrama de flujo para obtencion de gorgojos de maiz.

3.2.3.3.Dosificacion del aceite esencial de mufia y el
insecticida (Malation) en el gorgojo de maiz

A. Recepcidon del aceite esencial de mufa y el malation (insecticida
comercial)
Se recepciono el aceite esencial de mufia que con anterioridad se extrajo, el cual

se encontraba en un frasco de vidrio &mbar; también se recepciond el Malation
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que estaba contenido en una bolsa de polipropileno, este malation es un
insecticida comercial que se encuentra en forma de polvo y con él se comparo el

efecto insecticida del aceite de muia.

B. Dosificacion
Para este procedimiento se tomaron placas Petri de vidrio donde fueron colocadas
cortes de papel filtro de 1,3 x 1,3 cm y con ayuda de una micropipeta se le agrego
volimenes de aceite esencial de mufia, estos volimenes adicionados corresponden
a concentraciones que fueron calculadas de acuerdo a corridas preliminares y
corresponden a rangos que van desde 1 hasta 7 ug de peso de aceite esencial / ug
de peso corporal de gorgojo como se detalla en la Tabla 20 del Anexo C.

Seguidamente por cada placa se agregd 10 gorgojos Vivos.

Luego para realizar un estudio de comparacion del efecto biocida del aceite
esencial frente a un insecticida comercial (muestra patrén), se prepar6 las mismas
concentraciones para el insecticida (Malation) de acuerdo a la dosificacion que se

indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Volumenes y pesos empleados para la experimentacion.

Nombre cientifico Nombre comudn Volimenes o pesos

Minthostachys mollis Aceite esencial de mufia 10 uL, 20 uL, 30 uL,
40 uL y 50 uL

Muestra Dietil succinato Malation en polvo al 0,016 g; 0,048 g; 0,08 g

patrén 4 % de pureza lo que representa (10

(dimetoxifosfinotioiltio)
uL, 30 uL y 50 uL)

Con ayuda de esta tabla se procedio a realizar la comparacion del efecto del aceite
esencial de hojas de muiia frente a un insecticida comercial, lo que determinara la

efectividad biocida del aceite esencial.
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A. Evaluacion

Tasa de mortalidad: Para esta evaluacion se dispusieron todas las placas que
contienen aceite e insectos, sobre una superficie blanca y se controlo el tiempo en
el que mueren los gorgojos hasta llegar al 100 % de letalidad, tanto en aquellas
placas que contiene el aceite esencial de mufia como para el control que era el
malation, se probaron 5 concentraciones de aceite esencial y de malation (Tabla
1), por triplicado, también se controlé la temperatura en la que se estd

desarrollando el experimento.

Dosis letal media (DLso) : Una vez que se cuenta con las tasas de mortalidad a
cinco concentraciones distintas, se selecciono el tiempo en el que se llega al 50 %
de letalidad en todas las concentraciones, de tal manera que se pueda interpolar
resultados; para esto se tomo el tiempo promedio de letalidad del 50 % de la
poblacion y se evalud este tiempo que es fijo a 5 diferentes concentraciones, de
esos resultados que fueron ploteados, se despeja la dosis letal media haciendo uso
de la ecuacidn de la recta resultante. (Adaptado de Galvao et al., 2015; Bibi et al.,
2008).
ACEITE ESENNCIAL DE
MUNA
4

RECEPCION

v

GOrgojos = DOSIFICACION
Vivos v
EVALUACION

v

GORGOJOS MUERTOS

Figura 11. Diagrama de flujo de dosificacion para evaluacién del DLso.
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3.2.3.4.  Determinacion de la caracteristica sensorial (olor)

del grano de maiz

Para determinar la caracteristica organoléptica — olor, primero se conocio la dosis
letal media del aceite esencial de mufia y con ello un volumen lo que representa en
microlitros, a esta cantidad se le agrego al maiz; con ello recién se realiza la
calificacion. Esta variable fue calificada mediante pruebas afectivas con grupo de

panelistas, donde se uso una cartilla de evaluacion (Ver anexo B).

Tabla 2. Descripcion de la calificacion para la determinacion de la
caracteristica organoléptica olor en el control organico del gorgojo del maiz

(Sitophilus zeamais), con aceite esencial de muia (Minthostachys mollis).

CARACTERISTICA DESCRIPCION

Agradable El grano de maiz amarrillo presenta un olor a mufa

casi imperceptible y de buen aroma.

Desagradable El grano de maiz amarrillo presenta un olor extrafio

a mufia, no es similar al de un grano normal.

Indiferente El grano de maiz amarrillo no presenta un olor al

aceite de muiia ni tampoco al olor del grano normal.
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IV. RESULTADOSY DISCUSIONES

4.1. CARACTERISTICAS FISICO - QUIMICAS DEL ACEITE
ESENCIAL DE MUNA

4.1.1. Andlisis de caracteristicas fisicas del aceite esencial de

hojas de mufia

Las principales caracteristicas fisicas que presenta el aceite esencial de hojas

mufa extraido, se muestra a continuacion:

a. Caracteristicas organolépticas del aceite esencial de hojas de mufa

Las caracteristicas organolépticas que se determino del aceite esencial obtenido de
hojas de mufia se muestran en el Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas organolépticas del aceite esencial de mufa.

Caracteristica Aceite esencial de hojas de muia
Color Ligeramente amarillo

Olor menta muy fuerte

Sabor Astringente

Aspecto Liquido medio viscoso

Como se observa en el Tabla 3, el color, olor, sabor y aspecto general fueron
evaluados para el aceite esencial de hojas de mufia que fue obtenido por
hidrodestilacion o arrastre de vapor, estas hojas provinieron del Santuario
Nacional del Ampay - provincia de Abancay; los resultados muestran
coincidencias con algunos investigadores, asi;  Beltran (1983) reporta
caracteristicas organolépticas para aceite esencial de hojas de muifia, obtenida por
arrastre de vapor, e indica que el color del aceite esencial es amarillento, el olor

semejante al mentol, de sabor picante y con aspecto liquido viscoso.
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Del mismo modo Aquino (2007) en un estudio de extraccion de aceite esencial de
mufa por arrastre de vapor Yy Fuertes y Munguia (2001) que comparan aceites
esenciales de mufia de diversos pisos ecologicos en Perd, sefialan el color del
aceite presenta una tonalidad amarillenta, olor a mentol, y que es un liquido de
viscosidad media.

El olor a menta encontrado puede ser resultado a la presencia de mentona en el
aceite esencial, estudios de caracterizacion estructural de este aceite efectuado por
(Cano, 2007) menciona que este principio activo se encuentra dentro de la
composicion del aceite esencial de hojas de mufia; y el sabor astringente se
deberia a la fuerte presencia de terpenos en este aceite esencial como la pulegona,

timol, mentol, entro otros.

b. Rendimiento del aceite esencial de mufia (Rae)

En el presente trabajo de investigacion se ha encontrado un rendimiento de 1,23 %,
para el aceite esencial de hojas de mufia en muestra seca, este rendimiento fue

calculado por el método gravimétrico-volumétrico
% Rae=1,23%

Respecto a este resultado algunos autores han encontrado valores de rendimiento
en el siguiente orden, Morales (1973): 2,13 % para hojas de mufia, mientras que
segun Aquino (2007), el rendimiento para el aceite esencial de mufia que reporto
es de 2 — 2,5 %, Arauco et al. (2010) encontrd un rendimiento de 0,6 % con la
salvedad que este autor utilizo otro método de extraccion que no es el arrastre por
vapor, si no utilizo el método por extraccion soxhlet y es probable que en el

proceso de purificacion del solvente usado haya perdido muestra.

Por otro lado Camacho et al. (2011) reporta un rendimiento del aceite esencial de
hojas de mufa por arrastre de vapor de 0,1 a 1 % del peso seco. Las variaciones
encontradas por los diversos autores y en esta investigacion, puede deberse a que
se usaron mufias de diferentes eco tipos y de distintas regiones, ademas de

diferentes estaciones del afio y sobre todo al grado de humedad de la muestra
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inicial, sin embargo, todos los resultados coinciden con datos bibliograficos que
indican que el aceite esencial en un vegetal no sobrepasa el 3 % en la composicién

de ese vegetal.

c. Indice de refraccion y densidad del aceite esencial de hojas de mufia

Las caracteristicas de indice de refraccion y densidad del aceite esencial de mufia
se muestran en el Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de hojas de mufia.

Caracteristica Valor
indice de refraccion (18,7 °C) 1,4905 + 0,00035
Densidad Relativa (20,0 °C) 0,9165 g/mL £ 0,0001

De la Tabla 4, se observa que la densidad relativa del aceite esencial de hojas
mufa es de 0,9165 g/mL y que el indice de refraccion es de 1,4905. Estos datos
concuerdan con Seguil (1990), quien reporta que la densidad relativa del aceite
extraido de hojas de mufia fue de 0,9295 g/mL, y que el indice de refraccidon que
encontrd este autor fue de 1,5689 a temperatura ambiente.

Otros autores también reportan datos de caracterizacion de aceite esencial de hojas
de mufa. Por ejemplo Fuertes y Munguia (2001) reporta valores para el aceite

esencial de hojas de mufia desde 1,4725 hasta 1,4746 de indice de refraccion.

Menciona la bibliografia que a mayor indice de refraccién el aceite contendré
mayor cantidad de terpenos bencénicos hidrolizados, y a la inversa si el indice de
refraccidn del aceite esencial de mufia es menor se debe a la mayor presencia de

compuestos monoterpénicos (Beltran, 1983).

Estas caracteristicas fisicoquimicas encontradas en el aceite esencial de mufia
extraida, posiblemente indicarian que el aceite esencial que se obtuvo, poseen
mayores compuestos terpénicos oxigenados para ambos resultados, lo cual sera

verificado por el espectro infrarrojo de esta muestra.
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4.1.2. Andlisis de caracteristicas quimicas del aceite esencial de hojas de mufia

a. Caracterizacion por espectrofotometria infrarroja FT-IR del aceite esencial de hojas mufia

A continuacion se presenta el espectro infrarrojo con transformada de Fourier, para el aceite esencial de mufia.
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Figura 12. Compuestos terpenicos identificados con FT-IR del aceite esencial de hojas de muiia.
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La Figura 12 muestra el analisis realizado del aceite esencial de hojas de mufia por
espectrofotometria infrarroja con trasformada de Fourier (FT-IR) leida en un rango de
analisis medio que abarca el espectro desde 400 a 4000 cm™ de longitud de onda, la
cual ha permitido identificar 43 compuestos dentro del aceite esencial analizado, en
este trabajo de investigacion se presentan 20 de estos compuestos, los que poseen grado
de coincidencia superiores a 80 %, estos compuestos identificados estén listados en la
Tabla 5; en esta se observa que la pulegona es uno de los principales compuestos del
aceite esencial de mufia con un 98 % de coincidencia de identificacion; Gibaja (1960)
en su investigacion quimica del aceite esencial de mufia (M. mollis), menciona que este
compuesto terpénico es uno de los méas importantes y causante del efecto plaguicida e
insecticida que se le atribuye a este aceite esencial.

Tabla 5. Componentes quimicos identificados con FT-IR del aceite esencial de
mufa.

item Compuestos

1 (S)-(-)-Pulegona

2 (R)-(+)-Pulegona

3 Timol

4 (-)-Mentona

5 6- Nitroveratraldehido

6 Acido benzoico

7 Etil 4-Hidroxi-3-metoxicinamato

8 1,3-Dihidro-5- metoxi-1,3,3-trimetil-6-nitropiro
9 (+)-(4,6-O-bencilideno) metil-alfa-D-glucopiranos
10 2,4,6- trimetoxiacetofenona

11 Alcohol 4-benciloxi-3- metoxibencilico
12 2-cloro-7-nitrofluoreno

13 Acido metanilico

14 2-amino-3-cloro-7-nitro-9-fluorenona
15 Vainilla de metilo

16 3-acetilfenaltreno

17 4-benciloxi-2-nitroanilina

18 5-cloro-2-nitrodifenilamina

19 2,4-dihidroxi-3-metilhexanofenona

20 3-sulfamoil-l-alanina
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De la Tabla 5 se puede identificar compuestos terpénicos y monoterpénicos como la
pulegona, timol, mentona, carvona, 2-cloro-7-nitrofluoreno, entre otros, estos
compuestos por su composicion quimica serian los encargados de brindar las

caracteristicas organolépticas de sabor, olor y aspecto del aceite esencial de mufia.

Siendo la pulegona uno de los principales componentes del aceite esencial de mufia y
que segun la bibliografia este compuesto es el responsable del efecto biocida, se realizo
un andlisis del espectro FT-IR de la pulegona, con el fin de conocer los tipos de enlaces
que este espectro presenta, asi se identificaron dobles enlaces de carbono, enlaces
carbono hidrégeno y dobles enlaces de carbono oxigeno; corroborandose que en su

estructura quimica tiene esos enlaces, este espectro se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Enlaces quimicos identificados para la pulegona por FT-IR del aceite esencial de hojas de mufia.
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Del andlisis de espectro FT-IR que se realizo para la pulegona se han identificado
tres enlaces quimicos, estas son el enlace C=C, C=0 y C-H; las que se encuentran
en las regiones de 1708,62; 1679,21 y 946,88 cm™ de longitud de onda. Estos
enlaces identificados por espectroscopia infrarroja coinciden con la estructura
quimica de la pulegona, esto confirma la presencia de este compuesto quimico
como constituyente del aceite esencial de mufia que se obtuvo en la presente

investigacion.

Castro (2012) Realiza un estudio del aceite esencial de mufia por andlisis de
cromatografia de gases con detector de masa GC-MS, en este estudio este autor
confirma y cuantifica la presencia del contenido de varios compuesto, entre ellos
destacan la presencia de mentona con un 24,8 %, pulegona con 52,3 %, y otros

compuestos menores 22,9 %.

Asi mismo Camacho (2011) realiz6 una evaluacion del aceite esencial de mufia
por Cromatografia de Gases — con detector de espectrometria de masas infrarroja,
y encontrd también como elementos mayoritarios a la pulegona con 29,21 %,
P-mentona con 24,13 %, el 6xido de piperitona con 11,97 % y otros compuestos
gue también se encuentran como DL-Limoneno, Linalool, entre otros.

Asi se puede afirmar que los resultados encontrados del espectro infrarrojo FT-IR,
estaria siendo apoyados por los autores citados que mencionan la presencia de

pulegona como componente principal en el aceite esencial de hojas de mufia.

4.2. CALCULO DE LA DOSIS LETAL MEDIA (DLso)

4.2.1. INDICE DE MORTALIDAD DE LOS GORGOJOS DE
MAIZ (Sitophilus zeamais) DEL ACEITE ESENCIAL DE
MUNA

Para el calculo del indice de mortalidad de los gorgojos del maiz, por accion del
aceite esencial de hojas de mufa, se evalua la dosis de mortalidad, esta evaluacion

puede observarse en las Tablas 6, 7, 8, 9 y 10; donde se muestran el porcentaje de
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gorgojos muertos en relacion al tiempo y a las concentraciones de aceite esencial

de mufia.

Tabla 6. Tasa de mortalidad de Sitophilus zeamais expuestos a un volumen de

10 uL de aceite esencial de mufa.

PROMEDIO ¢ DESVIACION
Tasa de mortalidad  Tiempo (horas) ESTANDAR

(%)

0 0 + 0

10 1,18 + 0,1414

20 2,11 * 0,1273

30 2,34 * 0,1979

40 2,81 * 0,0354

50 3,08 + 0

60 3,52 + 0,0495

70 4,31 * 0,7637

80 4,48 * 0,5303

90 4,78 + 0,6718
100 6,03 + 0,1414

(*) El tiempo promedio ha salido de las tres repeticiones que se puso a prueba.

Luego de seguir el procedimiento por triplicado para una concentracion de 10 uL,
se controlo y verifico el tiempo en el que morian los gorgojos (tasa de
mortalidad), con esta tasa se determind el tiempo promedio como se observa en la
Tabla 6, encontrandose que para matar al 10 % de la poblacién de gorgojos se
requiere un tiempo de 1,18 horas + 0,1414; asi mismo Se requiere un tiempo de
3,08 horas para llegar a la muerte del 50 % de la poblacidn de gorgojos en estudio.
Ploteando los datos de tasa de mortalidad y tiempo, muestra una correlacién con

un R?=0,9681 lo que indica la homogeneidad de los datos; esto demuestra que el
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aceite esencial de mufia a esta concentracion tiene un efecto toxico en los

gorgojos de maiz, como se puede observar en la Figura 14:

120

100 y = 0,5478x2 + 15,566x - 5,9014 *
—_ R2=0,9681
S 2
[a 80 *
3 /
= 60 *
E /
o
s 40
a *
b 20 *
< /
-

0
1 2 3 4 5 6 7
-20

TIEMPO (h)

Figura 14. Curva de regresion de dosis - mortalidad para gorgojos en
funcion al tiempo (para una concentracion de 10 uL de volumen de aceite

esencial de mufia).

Tabla 7. Tasa de mortalidad de Sitophilus zeamais expuestos a un volumen de

20 uL de aceite esencial de munfa.

PROMEDIO®™ DESVIACION
Tasa de mortalidad Tiempo (horas) ESTANDAR

(%)
0 0 + 0

10 0,58 + 0,1061
20 0,97 + 0,0495
30 1,92 + 0,5657
40 3,79 + 1,2587
50 4,23 * 1,0607
60 4,72 * 1,6476

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



70 5,33 * 2,0506
80 5,99 + 2,3193
90 5,87 + 2,2839
100 6,32 * 2,2415

(*) El tiempo promedio ha salido de las tres repeticiones que se puso a prueba.

Luego de seguir el procedimiento por triplicado para una concentracién de 20 uL,
se controld y verifico el tiempo en el que morian los gorgojos (tasa de
mortalidad), con esta tasa se determind el tiempo promedio como se observa en la
Tabla 7, encontrdndose que para matar al 10 % de la poblacién de gorgojos se
requiere un tiempo de 0,58 horas £+ 0,1061; asi mismo se requiere un tiempo de
4,23 horas para llegar a la muerte del 50 % de la poblacion de gorgojos en estudio.
Ploteando los datos de tasa de mortalidad y tiempo, muestra una correlacion con
un R?=0,9747 lo que indica la homogeneidad de los datos; esto demuestra que el
aceite esencial de mufia a esta concentracion tiene un efecto toxico en los

gorgojos de maiz, como se puede observar en la Figura 15:
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Figura 15. Curva de regresion de dosis - mortalidad para gorgojos en
funcion al tiempo (para una concentracion de 20 uL de volumen de aceite

esencial de mufia).
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Tabla 8. Tasa de mortalidad de Sitophilus zeamais expuestos a un volumen de

30 uL de aceite esencial de mufia.

PROMEDIO ® DESVIACION

Tasa de mortalidad Tiempo (horas) ESTANDAR
(%)
0 0 * 0
10 0,82 + 0,0919
20 1,03 + 0,1344
30 1,15 + 0,0212
40 1,48 + 0,1768
50 1,95 + 0,4525
60 2,64 + 0,7990
70 2,75 + 0,9617
80 2,96 + 0,9051
90 3,45 + 0,9617
100 4,15 + 0,1202

(*) El tiempo promedio ha salido de las tres repeticiones que se puso a prueba.

Luego de seguir el procedimiento por triplicado para una concentracion de 30 uL,
se controlo y verifico el tiempo en el que morian los gorgojos (tasa de
mortalidad), con esta tasa se determind el tiempo promedio como se observa en la
Tabla 8, encontrandose que para matar al 10 % de la poblacion de gorgojos se
requiere un tiempo de 0,82 horas £+ 0,0919; asi mismo se requiere un tiempo de
1,95 horas para llegar a la muerte del 50 % de la poblacion de gorgojos en estudio.
Ploteando los datos de tasa de mortalidad y tiempo, muestra una correlacion con
un R?=0,9798 lo que indica la homogeneidad de los datos; esto demuestra que el
aceite esencial de mufia a esta concentracion tiene un efecto toxico en los

gorgojos de maiz, como se puede observar en la Figura 16:
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Figura 16. Curva de regresion de dosis - mortalidad para gorgojos en

funcion al tiempo (para una concentracion de 30 uL de volumen de aceite

esencial de muia).

Tabla 9. Tasa de mortalidad de Sitophilus zeamais expuestos a un volumen de

40 uL de aceite esencial de muiia.

PROMEDIO ®) DESVIACION
Tasa de mortalidad Tiempo (horas) ESTANDAR
(%)
0 0 + 0

10 0,07 + 0,0529
20 0,49 + 0,4400
30 0,52 + 0,4650
40 0,62 + 0,5331
50 0,88 + 0,4613
60 1,33 + 0,6447
70 1,82 + 0,7991
80 1,93 + 0,6513
90 2,00 + 0,7622
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100 2,50 * 0,4941

(*) El tiempo promedio ha salido de las tres repeticiones que se puso a prueba.

Luego de seguir el procedimiento por triplicado para una concentracion de 40 uL,
se controld y verifico el tiempo en el que morian los gorgojos (tasa de
mortalidad), con esta tasa se determind el tiempo promedio como se observa en la
Tabla 9, encontrandose que para matar al 10 % de la poblacién de gorgojos se
requiere un tiempo de 0,07 horas £ 0,0529; asi mismo se requiere un tiempo de
0,88 horas para llegar a la muerte del 50 % de la poblacion de gorgojos en estudio.
Ploteando los datos de tasa de mortalidad y tiempo, muestra una correlacion con
un R?=0,9743 lo que indica la homogeneidad de los datos; esto demuestra que el
aceite esencial de mufia a esta concentracion tiene un efecto toxico en los

gorgojos de maiz, como se puede observar en la Figura 17:

120
y =-5,1021x? + 50,423x + 3,8885

X
X 100 R*=0,9743 /
2 L
a 80
= /
e 60
(]
s L
w40 *
g /
g 20 / 4

0o

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

TIEMPO (h)

Figura 17. Curva de regresion de dosis - mortalidad para gorgojos en
funcion al tiempo (para una concentracion de 40 uL de volumen de aceite

esencial de mufia).
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Tabla 10. Tasa de mortalidad de Sitophilus zeamais expuestos a un volumen

de 50 uL de aceite esencial de muia.

PROMEDIO ® DESVIACION

Tasa de mortalidad Tiempo (horas) ESTANDAR
(%)
0 0 + 0

10 0,04 + 0,0141
20 0,30 + 0,3818
30 0,62 + 0,1414
40 0,74 + 0,1909
50 0,87 + 0,0778
60 1,00 + 0,0707
70 1,29 + 0,2263
80 1,65 + 0,3323
90 1,95 + 0,2475
100 2,14 + 0,2333

(*) El tiempo promedio ha salido de las tres repeticiones que se puso a prueba.

Luego de seguir el procedimiento por triplicado para una concentracion de 50 uL,
se controlo y verifico el tiempo en el que morian los gorgojos (tasa de
mortalidad), con esta tasa se determind el tiempo promedio como se observa en la
Tabla 10, encontrandose que para matar al 10 % de la poblacién de gorgojos se
requiere un tiempo de 0,04 horas + 0,0141; asi mismo se requiere un tiempo de
0,87 horas para llegar a la muerte del 50 % de la poblacidn de gorgojos en estudio.
Ploteando los datos de tasa de mortalidad y tiempo, muestra una correlacion con
un R?=0,9885 lo que indica la homogeneidad de los datos; esto demuestra que el
aceite esencial de mufia a esta concentracion tiene un efecto toxico en los

gorgojos de maiz, como se puede observar en la Figura 18:

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



120

y =-6,3082x? + 58,25x + 2,8479

& 100 R?=0,9885
2
a 80
—
= /
-4
60 .
s
w40
< .
2 2
-

IS

0
0 0,5 1 1,5 2 2,5

TIEMPO (h)

Figura 18. Curva de regresion de dosis - mortalidad para gorgojos en
funcion al tiempo (para una concentracion de 50 uL de volumen de aceite

esencial de mufia).

De las Figuras 14, 15, 16, 17 y 18 se desprende que a mayor concentracion de
aceite esencial de mufia empleada, se obtiene menor tiempo de mortalidad del 50
% de la poblacion en estudio, siendo el tratamiento méas efectivo la prueba que
utiliz6 50 uL de aceite esencial la cual representa una concentracion de 6,64 ug
de peso de aceite esencial de mufia / ug de peso corporal del gorgojo; esta
concentracion necesito un tiempo de 0,87 horas para llegar al 50 % de mortalidad

de la poblacidon, a comparacion de los deméas concentraciones evaluadas.

4.2.2. CALCULO DE LA DOSIS LETAL MEDIA DEL ACEITE
ESENCIAL DE MUNA

La Tabla 11 muestra el consolidado de los tiempos de cada concentracion en
funcién a la tasa de mortalidad para gorgojos de maiz, estos datos son importantes
para comparar los distintos grados de toxicidad de las diferentes concentraciones,
usadas del aceite esencial de mufia, y ver para cada concentracion los tiempos de
distintos porcentajes de mortalidad. Por ejemplo para una concentracion de 50 uL

de volumen de aceite esencial de mufia se requiere 0,87 horas para llegar al 50 %
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de la mortalidad de la poblacion, 0,04 horas para matar al 10 % de la poblacion y
1,65 horas para matar al 80 % de la poblacion.

Tabla 11. Tiempo de mortalidad de Sitophilus zeamais a cinco

concentraciones de aceite esencial de mufa.

Concentraciones Tasa de mortalidad Tiempo (horas)
(ug/ug) (%)
10 1,18
20 2,11
30 2,34
40 2,81
50 3,08
Cl=10uL 60 3,52
(1,33 ug/ug) 70 4,31
80 4,48
90 4,78
100 6,03
10 0,58
20 0,97
30 1,92
40 3,79
C2=20uL 50 4,23
(2,66 ug/ug) 60 4,72
70 5,33
80 5,59
90 5,87
100 6,32
10 0,82
20 1,03
30 1,15
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40 1,48

50 1,95
C3=30uL 60 2,64
(3,98 ug/ug) 70 2,75
80 2,96
90 3,45
100 4,15
10 0,07
20 0,49
30 0,52
C4=40uL 40 0,62
(5,31 ug/ug) 50 0,88
60 1,33
70 1,82
80 1,93
90 2,00
100 2,50
10 0,04
20 0,30
30 0,62
40 0,74
50 0,87
C5=50uL 60 1,00
(6,64 ug/ug) 70 1,29
80 1,65
90 1,95
100 2,14

Para calcular la Dosis letal media y realizando un analisis de la Tabla 11, se toma
un tiempo de 1,8 horas (que es el tiempo en el que las 5 concentraciones en

estudio se sobrepasa el 50 % de la mortalidad de gorgojos).
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A esta hora (1,8), se probaron las 5 concentraciones del aceite esencial de mufia, y
por intermedio de la técnica de tratamiento de datos de ecuaciones polinomiales
que es la interpolacion se obtiene el porcentaje de tasa de mortalidad de los

gorgojos, siendo los resultados lo siguiente:

Tabla 12. Porcentaje de mortalidad de Sitophilus zeamais a cinco

concentraciones de aceite esencial de mufa.

Tiempo 1,8 horas
Concentraciones C1 C2 C3 C4 C5
(ug/ug)
Tasa de mortalidad 16,67 28,74 46,81 69,59 85
(%)

Donde:
Cl=10uL (1,33 ug/ug); C2 =20 uL (2,66 ug/ug); C3 =30 uL (3,98 ug/ug);
C4 =40 uL (5,31 ug/ug); C5=50uL (6,64 ug/ug)

Mediante la ecuacion de la curva de la Figura 19 se obtiene la dosis letal media

del aceite esencial de mufia, para el gorgojo de maiz.

100
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Figura 19. Dosis letal media en el Sitophilus zeamais del aceite esencial de

mufa.
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Para el célculo de la dosis letal media del aceite esencial de hojas de mufia, se
toma en cuenta la ecuacion de la recta de la Figura 19, en esta ecuacion, la
coordenada “Y” es remplazada por el valor de 50 % de la tasa de mortalidad de
los gorgojos y se calcula el valor de la coordenada “X” que es la concentracién

de aceite esencial a la cual se llega al DLso:

Y =0,4558 x? + 9,7434 x + 1,7041
50 = 0,4558 x? + 9,7434 x + 1,7041
0,4558 x? + 9,7434 x - 48,2959 = 0

19,7434 +,/9,74342 — 4(0,4558)(—48,2959)
B 2(0,4558)

x=4,15

X

La dosis letal media (DLso) del aceite esencial de mufia aplicado en los gorgojos
de maiz es de 4,15 ug de peso aceite esencial de mufia / ug de peso corporal del
gorgojo, lo que en volumen del aceite esencial de mufia es de 31 uL, esto puede
observarse en detalle en la Tabla 21 (ver anexo C).

En este trabajo de investigacion se observd que el aceite esencial de hojas de
mufia, posee efectividad en la letalidad de los gorgojos de maiz, como se muestran
en las figuras de curva de regresion de dosis - mortalidad (Figura 14, 15, 16, 17 y
18) , esta accion demostrada es por su composicién quimica, y que entre varias
sustancias quimicas se encuentra la pulegona con un porcentaje de coincidencia al
98 % identificada cualitativamente por el espectrofotometro infrarrojo FT - IR;
esto concuerda con estudios similares, como por ejemplo Solis (1979) quien
reporta en el estudio toxicoldgico realizado del aceite esencial de mufia, concluye
qgue este compuesto tiene actividad insecticida y que su accién toxicologica
retarda la respiracion y el insecto al que se le pone en contacto con este aceite
sufre asfixia por falta de oxigeno. De la misma forma Ruigt (1985) menciona que
los insecticidas neurotoxicos (como es el caso de la pulegona) producen una serie

de efectos sobre el sistema nervioso central y periférico del insecto, que se

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



manifiestan a través de sintomas como la hiperactividad, descoordinacion,
postracion y muerte. Los modos de accion fisioldgicas de los aceites esenciales
estd relacionado con la inhibicién de la acetilcolinesterasa (enzima que se
encuentra en la hemolinfa de los insectos) y acciones de los neurotransmisores del
sistema nervioso en los insectos (Lopez et al., 2010; keane et al., 1999). Asi
mismo al igual que el componente quimico que es la pulegona tiene efecto toxico
en el gorgojo de maiz, Gonzales et al. (2015) en un estudio realizado sobre los
aceites esenciales de clavo de olor y canela en el gorgojo del maiz (Sitophilus
zeamais) menciona que la poblacion de estos insectos aumentaron la movilidad y
suceptibilidad en las superficies donde fueron tratadas con ambos tipos de estos
aceites, por la accion de sus componentes quimicos como eugenol y el
sesquiterpeno f-cariofileno que contienen estos aceites porque tienen la accién de
repelencia e inducen el comportamiento de evitacion en insectos. (Rongsriyam et
al., 2005; Chaieb et al., 2007; Deletre et al., 2013).

Con las curvas de regresion de dosis - mortalidad realizada en este estudio, se
determind la ecuacion de la Figura 19, es asi que se calcul6 la dosis letal media
del aceite esencial de mufia para el gorgojo de maiz, teniendo lo siguiente
DLso = 4,15 ug de peso de aceite esencial de mufia / ug de peso corporal del
gorgojo, con este resultado se puede indicar que el aceite esencial de mufia es
altamente eficaz para causar la letalidad de estos insectos y puede ser considerado
como un biocontrolador organico, como mencionan los autores; Prieto et al.
(2010) reportan que los constituyentes quimicos de los aceites esencial de hojas
de las especies colombianas (O. macrophylla y O. longifolia). El aceite esencial
de O. longifolia mostré actividad fumigante e insecticida contra el Sitophilus
zeamais (CLso = 280,5 pL/L aire).

Figueroa et al. (1995) quienes indican que los aceites de S. boliviana y M. mollis
presentan un DLso de 0,9 ppm y 1,8 ppm respectivamente contra Artemia salina, y
que las propiedades antibacterianas de estos aceites tienen efecto por que penetran

las membranas celulares y producen toxicidad de contacto o neurotoxicidad.
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De igual forma Oviedo (1979) hace referencia sobre la extraccion del aceite
esencial de Minthostachys glabrescens (un eco tipo de mufa) por el método de
arrastre de vapor de agua, donde determina su efecto toxicologico del aceite en
forma pura sobre el gorgojo del maiz para ambientes herméticamente cerrados, y
para un tiempo de 24 horas con una dosis de 240 mg/L control6 el 100 % de
gorgojos y para la DLsg es de 7 mg/L.

Asi mismo Barbosa (2007) indica que el aceite esencial extraido de la soya a una
dosis de 300 y 400 ppm mataron un 100 % de gorgojos del maiz (Sitophilus
zeamais) en 7 dias. De la misma forma Galvao et al. (2015) reportan la toxicidad
y la repelencia de aceites esenciales de diferentes genotipos de Lippia alba y sus
principales monoterpenos carvona y citral, en S. zeamais y T. castaneum la cual
realizaron bioensayos de toxicidad por exposicion de los insectos en papel de
filtro tratado, siendo la carvona el compuesto mas toxico para ambas especies con
valores para S. zeamais CLso = 15,2 uL/mLy CLso = 16,7 uL/mL en un TLso =6
horas; para T. castaneum valores CLso = 28,7 uL/mL y CLso = 19,7 uL/mL en un
TLso= 7,3 horas.

Al igual que el aceite esencial de hojas de mufia, el aceite de soya y el de la
Lippia alba que se mencionan, presentan una efectividad en los gorgojos de maiz,
pero en un mayor tiempo de lo encontrado, se puede sefialar que el aceite esencial
de mufia tiene mayor efectividad para eliminar gorgojos de maiz, ya que a la dosis

encontrada solamente se requiere 1,8 horas de tratamiento.

4.2.3. MORTALIDAD DE LOS GORGOJOS DE MAIZ
(Sitophilus zeamais) CON INSECTICIDA (MALATION)

Para hacer un estudio de comparacién de la efectividad biocida del aceite esencial
de hojas de mufia, se ha comparado con la accion de in insecticida comercial, el
malation, es asi que en las Tablas 13, 14 y 15 se muestran las tasas de mortalidad
de gorgojos de maiz, en funcién del tiempo, a tres distintas concentraciones las

que representan pesos de 0,016 g; 0,048 g y 0,08 g, estos pesos son equivalentes a
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concentraciones de 2,32; 6,96 y 11,59 ug de malation en polvo / ug de peso

corporal del gorgojo (ver anexo C).

Tabla 13. Tasa de mortalidad de Sitophilus zeamais expuestos a 0,016 g del
insecticida comercial malation en polvo.
PROMEDIO ® DESVIACION

Tasa de mortalidad Tiempo (horas) ESTANDAR
(%)
0 0 + 0

10 2,07 + 0,3323
20 3,06 + 0,5798
30 4,48 + 0,7000
40 5,51 + 0,3889
50 6,28 + 0,1484
60 14,62 + 0,4949
70 17,59 + 1,7112
80 18,90 + 0,7425
90 20,91 + 1,2869
100 22,28 + 0,1768

(*) El tiempo promedio ha salido de las tres repeticiones que se puso a prueba.

Luego de seguir el procedimiento por triplicado para una concentracion de
0,016 g de peso, se controld y verificd el tiempo en el que morian los gorgojos
(tasa de mortalidad), con esta tasa se determind el tiempo promedio como se
observa en la Tabla 13, encontrandose que para matar al 10 % de la poblacion de
gorgojos se requiere un tiempo de 2,07 horas + 0,3323; asi mismo se requiere un
tiempo de 6,28 horas para llegar a la muerte del 50 % de la poblacion de gorgojos
en estudio. Ploteando los datos de tasa de mortalidad y tiempo, muestra una
correlacion con un R2 = 0,9491 lo que indica la homogeneidad de los datos; esto
demuestra que el insecticida comercial (malation), a esta concentracion tiene un
efecto tdxico en los gorgojos de maiz aun tiempo mas largo, como se puede

observar en la Figura 20:
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Figura 20. Curva de regresion de dosis - mortalidad para gorgojos en funcion
al tiempo (para una concentracion de 0,016 g del insecticida comercial malation
en polvo).

Tabla 14. Tasa de mortalidad de Sitophilus zeamais expuestos a 0,048 g del

insecticida comercial malation en polvo.

PROMEDIO (*) DESVIACION
Tasa de mortalidad Tiempo (horas) ESTANDAR

(%)

0 0 + 0

10 1,12 + 0,1528

20 1,98 + 0,6855

30 3,08 + 0,4291

40 4,36 + 0,2136

50 6,05 + 0,6103

60 11,87 + 4,0848

70 15,38 + 1,1951

80 18,44 + 0,3147

90 20,10 + 0,2627
100 21,09 + 0,1250

(*) El tiempo promedio ha salido de las tres repeticiones que se puso a prueba.
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Luego de seguir el procedimiento por triplicado para una concentracion de
0,048 g de peso, se controld y verifico el tiempo en el que morian los gorgojos
(tasa de mortalidad), con esta tasa se determind el tiempo promedio como se
observa en la Tabla 14, encontrandose que para matar al 10 % de la poblacion de
gorgojos se requiere un tiempo de 1,12 horas + 0,1528; asi mismo se requiere un
tiempo de 6,05 horas para llegar a la muerte del 50 % de la poblacion de gorgojos
en estudio. Ploteando los datos de tasa de mortalidad y tiempo, muestra una
correlacion con un R = 0,9601 lo que indica la homogeneidad de los datos; esto
demuestra que el insecticida comercial (malation), a esta concentracion tiene un
efecto toxico en los gorgojos de maiz aun tiempo mas largo, como se puede

observar en la Figura 21.:

120
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Figura 21. Curva de regresion de dosis - mortalidad para gorgojos en
funcion al tiempo (para una concentracion de 0,048 g del insecticida

comercial malation en polvo).

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



Tabla 15. Tasa de mortalidad de Sitophilus zeamais expuestos a 0,08 g del

insecticida comercial malation en polvo.

PROMEDIO ) DESVIACION
Tasa de mortalidad  Tiempo (horas) ESTANDAR

(%)
0 0 * 0

10 1,16 * 0,2676
20 2,02 * 0,4309
30 2,68 * 0,1379
40 3,04 * 0,1353
50 4,26 * 0,2884
60 5,24 * 0,5308
70 6,08 * 2,0198
80 7,02 * 0,5369
90 17,08 * 2,8688
100 18,97 * 0,3109

(*) El tiempo promedio ha salido de las tres repeticiones que se puso a prueba.

Luego de seguir el procedimiento por triplicado para una concentracion de 0,08 g
de peso, se controlé y verifico el tiempo en el que morian los gorgojos (tasa de
mortalidad), con esta tasa se determind el tiempo promedio como se observa en la
Tabla 15, encontrandose que para matar al 10 % de la poblacién de gorgojos se
requiere un tiempo de 1,16 horas £ 0,2676; asi mismo se requiere un tiempo de
4,26 horas para llegar a la muerte del 50 % de la poblacidn de gorgojos en estudio.
Ploteando los datos de tasa de mortalidad y tiempo, muestra una correlacion con
un R?=0,9690 lo que indica la homogeneidad de los datos; esto demuestra que el
insecticida comercial (malation), a esta concentracion tiene un efecto toxico en los

gorgojos de maiz aun tiempo mas largo, como se puede observar en la Figura 22:
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Figura 22. Curva de regresion de dosis - mortalidad para gorgojos en
funcion al tiempo (para una concentracion de 0,08 g del insecticida comercial

malation en polvo).

424. CALCULO DE LA DOSIS LETAL MEDIA DEL
INSECTICIDA COMERCIAL EN POLVO (MALATION)

La Tabla 16 muestra el consolidado de los tiempos de cada concentracidon en
funcion a la tasa de mortalidad para los gorgojos de maiz, en el insecticida
comercial malation, el cual ha de servir para comparar la efectividad del aceite
esencial de mufia, estos datos son importantes para comparar los distintos grados
de toxicidad de las diferentes concentraciones ademas que permite ver las tasas de

mortalidad.
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Tabla 16. Tiempo de mortalidad de Sitophilus zeamais a tres concentraciones
del insecticida comercial (malation).

Concentraciones Tasa de mortalidad Tiempo
(ug/ug) (%) (horas)

10 2,07

20 3,06

30 4,48

40 5,51

C1=0,016¢ 50 6,28
(2,32 ug/ug) 60 14,62
70 17,59

80 18,9

90 20,91

100 22,28

10 1,12

20 1,98

30 3,08

40 4,36

C2=0,048¢ 50 6,05
(6,96 ug/ug) 60 11,87
70 15,38

80 18,44

90 20,1

100 21,09

10 1,16

20 2,02

30 2,68

40 3,04

C3=0,08¢ 50 4,26
(11,59 ug/ug) 60 5,24
70 6,08

80 7,02

90 17,08

100 18,97
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Para calcular la Dosis letal media y realizando un analisis de la Tabla 16, se toma
un tiempo de 6 horas (que es el tiempo en el que a las 3 concentraciones en

estudio se sobrepasa el 50 % de la mortalidad de gorgojos).

A 6 horas de las tres concentraciones de insecticida comercial, por intermedio de
una interpolacién se obtiene el porcentaje de tasa de mortalidad de los gorgojos,

siendo los resultados lo siguiente:

Tabla 17. Porcentaje de mortalidad de Sitophilus zeamais a tres

concentraciones de insecticida comercial en polvo (malation).

Tiempo 6 horas
Concentraciones (ug/ug) C1 C2 C3
Tasa de mortalidad (%0) 46,36 49,70 69,05

Donde:
C1=0,016 g (2,32 ug/ug); C2=0,048 g (6,96 ug/ug); C3=0,08 g (11,59 ug/ug)

Mediante la ecuacion de la curva obtenida de la Figura 23 se calcula la dosis letal

media del insecticida malation, para el gorgojo de maiz.

80

y =0,3732x2 - 2,7433x + 50,716

70 R2 =1 /
%50= 7,08 ug/ug

2]
o

w1
o

w
o

N
o

TASA DE MORTALIDAD (%)
I
o

—
o

o

0 2 4 6 8 10 12 14
CONCENTRACIONES (ug/ug)

Figura 23. Dosis letal media en el Sitophilus zeamais del insecticida comercial
en polvo (malation).
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Para el calculo de la dosis letal media del insecticida comercial en polvo
(malation) se toma en cuenta la ecuaciéon de la recta de la Figura 23, en esta
ecuacion, la coordenada “Y” es remplazada por el valor de 50 % de la tasa de
mortalidad de los gorgojos y se calcula el valor de la coordenada “X” que es la

concentracion del insecticida comercial a la cual se llega al DLso:

Y =0,3732 x2- 2,7433 x + 50,716
50 = 0,3732 x*- 2,7433 x + 50,716
0,3732 x*- 2,7433 x + 0,716=0

| —2,7433 +/(—2,7433)% — 4(0,3732 )(0,716)
x= 2(0,3732)

x=7,08

La dosis letal media (DLso) del insecticida comercial en polvo (malation) aplicado
en los gorgojos de maiz es de 7,08 ug de peso en polvo del malation / ug de peso
corporal del gorgojo, lo que en peso del principio activo del malation es de 0,049

g. esto puede observarse en la Tabla 23 (ver anexo C).

Lagunes (1994) en el estudio realizado sobre extractos, polvos vegetales y
minerales en los gorgojos de maiz y frijol indica que la linealidad de la respuesta,
reproducibilidad, uso de la dosis precisa y el medio ambiente constante son
criterios que se deben tomar para un buen bioensayo. Como menciona el autor
mientras mas elevada sea la dosis 0 concentracion a la que se expone con el aceite
esencial de mufia o el malation en el gorgojo de maiz, mayor sera el valor de la
pendiente (recta vertical) como se puede ver en las figuras de Curva de regresion

de dosis - mortalidad.

Al igual de los estudios realizados por estos autores que mencionan los métodos
de exposicién que han sido puestos los gorgojos de maiz (Sitophilus zeamais) para
determinar la dosis letal media, Pérez (1999) en el estudio que realizo de

bioensayos en S. zeamais mediante aplicacion topica directa al insecto de
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soluciones insecticidas determino la mortalidad a las 24 horas después del
tratamiento, y obtuvo la DLso para malation de 0,008 pg de peso de malation /

peso corporal del insecto.

Asi también Morales (2014) compara cuatro métodos de bioensayo de insecticidas
(permetrina, metomilo, fenvalerato, malation, clorpirifos y paration metilico) en el
gorgojo de maiz (S. zeamais) y por el método de exposicion residual en papel
filtro obtuvo lo siguiente CLso de 417,9; 102,08; 59,71; 5,07; 0,63 y 0,23 pg i.a
(acetona —insecticida) cm de los insecticidas respectivamente.

Tambien Liuy Ho (1999) reportan la bioactividad del aceite esencial extraido de
Evodia rutaecarpa, contra adultos de Sitophilus zeamais y larvas de Tribolium
castaneum por el método de aplicacion topica la cual mostr6 que los adultos de S.
zeamais eran susceptibles (DLso = 0,043 pg / mg peso corporal) al aceite esencial

que los adultos de T. castaneum (DLso = 0,118 pg / mg peso corporal).

A fin de comparar esta informacion con los datos de esta investigacion con
relacién al producto sintético que en este caso es el malation contra el gorgojo
(Sitophilus zeamais), podemos decir que aceite esencial de mufia presenta mayor
eficiencia en el control de la plaga del gorgojo que fue DLso = 4,15 ug de peso de
aceite esencial de mufia / ug de peso corporal de gorgojo que origind una
mortandad al 50 % en 1,8 horas de aplicacién, esto se determind a través de un
analisis de regresion simple donde se compar6 la mortalidad acumulada con el
tiempo transcurrido desde el momento de la exposicién que se muestra en la
Figura 19 mediante la ecuacion Y = 0,455x? + 9,7434 x + 1,7041. En cambio el
DLso del malation es de 7,08 ug de peso en polvo de malation / ug de peso
corporal del gorgojo, haciendo una comparacion con la esta bibliografia muestra
gue son mayores si se convierte a las mismas unidades de nuestro estudio por ello
es que el aceite esencial que es un biocontrolador organico que supera al producto

comercial o sintético.
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4.3. ANALISIS SENSORIAL (OLOR) DEL GRANO DE MAIZ

A continuacion se muestran los resultados del andlisis sensorial aplicado a 36
evaluadores los que son panelistas no entrenados (consumidores), con la finalidad
que este producto sea comercializado y sea acto para el consumo; por ello
solamente se les aplico pruebas sensoriales afectivas, en cuanto al olor teniendo

los resultados en la Figura 24.

120

100 -

80 -

60 -

% ENCUESTADOS

40

Agradable Desagradable Indiferente
CARACTERISTICAS

Figura 24. Porcentaje de caracteristicas del olor de maiz con aceite de mufia.

La Figura 24 muestra el porcentaje de resultado en funcidn a las caracteristicas de
olor en el grano de maiz con el aceite esencial de mufa (agradable, desagradable e
indiferente), se encontré que el 100 % indica que el atributo evaluado es

agradable.

Estos resultados nos indican que no hay ningun efecto en el consumidor de maiz
gue es sometido a contacto con aceite esencial de mufia, lo que corrobora que
este producto es eficaz para la eliminacion de gorgojos de maiz y que no perjudica
su comercializacion, pudiéndose atribuirse de acuerdo a los resultados

encontrados como un eficiente biocontrolador de esta plaga.
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V.

5.1.

5.2.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se determind las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de
mufia presentando un rendimiento en base seca 1,225 %, densidad

aparente 0,9165 g/mL y un indice de refraccion 1,4905.

Se identifico y confirmo por espectroscopia Infrarroja FT-IR, la
presencia de pulegona, timol y mentona, principalmente en el aceite
esencial de mufia, estos compuestos le dan las caracteristicas quimicas y

organolépticas al aceite esencial de mufia.

El tiempo de exposicion adecuado de la dosis letal media del aceite
esencial de hojas de mufia en el gorgojo de maiz (sitophilus zeamais) es
de 1,8 horas.

La dosis letal media del aceite esencial de hojas de muiia en el gorgojo
de maiz (sitophilus zeamais) es 4,15 ug de peso de aceite esencial de

mufia / ug de peso corporal del gorgojo.

De la evaluacién sensorial efectuada al maiz con aceite esencial de hojas

de mufia indica que no existe rechazo por parte de los evaluadores.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un préximo estudio de la composicion del aceite
esencial de muia (Mithonchachis mollis) con un sistema de
cromatografia de gases y detector de masas, para cuantificar los

componentes identificados en el presente estudio.
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e Socializar estos resultados para que pueda ser utilizado por los
agricultores como alternativa de solucion a este tipo de plagas que
atacan a las distintas variedades de maiz.

e Promover proyectos en la region de Apurimac relacionados con este
tema de investigacion para fomentar el uso de este insecticida natural o
compuesto organico en la agricultura y erradicar o desechar insecticidas
sintéticos que contaminan el medio ambiente asi como también al

producto.
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ANEXOS

ANEXO A.
METODOS DE ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES.

a. Determinacion de la densidad

Codigo NTP 319.081 (1974) define la densidad como la relacion entre la masa de
un volumen dado de un aceite esencial y su volumen, determinados a 20 °C y a la
densidad relativa como la relacion entre la densidad del aceite a 20 °C y la

densidad del agua destilada a la misma temperatura.

Se calcula la densidad expresada en (g/mL) y referida a una T° de 20 °C (NTP
319.081, 1974).

Densidad = [(P"- P)/(V)] (9/mL)

P = peso en g del picnémetro vacio.
P" = peso en g del picndmetro lleno con aceite a 20 °C.

V = volumen del aceite a 20 °C.
b. Determinacién del indice de refraccion

Codigo NTP 319.075 (1974) Se emplea el refractometro ABBE de mesa que
determina la relacién entre el seno del angulo de incidencia y el seno del angulo
de refraccion del aceite. Colocando una gota de aceite esencial sobre el prisma
del refractometro. Medir y registrar el indice de refraccion a 20 °C de
temperatura.

Limpiar el prisma del refractémetro ABBE.
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ANEXO B.

FICHA DE EVALUACION DEL OLOR

El grano de maiz presenta un olor a aceite esencial de mufia?, solo si la respuesta

es “SI”, pase a la siguiente pregunta.

si | No |

El olor que presenta es:

Agradable D

Desagradable D

Indiferente D

ANEXO C.

DATOS DE LA EVALUACION Y/O ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacién se muestra en las Tablas los datos que se han utilizado para
determinar las concentraciones del aceite esencial de mufia y del insecticida

comercial en polvo (malation); aplicados en el gorgojo de maiz.

Tabla 18. Pesos del gorgojo de maiz.

N° Peso del sobre Peso Peso gorgojo
gorgojos  + gorgojo (g) gorgojo (ug)
(9)
1 0,6507 0,0056 5600
2 0,6514 0,0063 6300
3 0,6518 0,0067 6700
4 0,6516 0,0065 6500
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5 0,6525 0,0074 7400
6 0,6524 0,0073 7300
7 0,6523 0,0072 7200
8 0,6530 0,0079 7900
9 0,6523 0,0072 7200
10 0,6520 0,0069 6900

Promedio 0,0069 6900

Sabiendo que:
v" Peso del sobre = 0,6451 g
v 1g=1x10°ug

A. PARA DETERMINAR LA DOSIS LETAL MEDIA DEL ACEITE
ESENCIAL DE MUNA

La Tabla 19 muestra los datos con el cual se determind la densidad del aceite

esencial de hojas de mufa.

Tabla 19. Pesos para determinar la densidad del aceite esencial de hojas de

mufia.
Valor
Peso del picnometro (g) 26,9114
Peso del picnémetro + 36,0762
aceite (g)
Peso del aceite () 9,1648

Volumen: 10 mL
Teniendo como densidad: 0,91648 g/mL
Convirtiendo g/mL a ug/uL : 916,48 ug/uL
Donde:

v' 1 g/mL = 1000 ug/uL
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La Tabla 20 muestra valores con el cual se determind las concentraciones de

aceite esencial de hojas de mufia.

Tabla 20. Concentraciones de aceite esencial de hojas de muiia a diferentes

volimenes de exposicion del Sitophilus zeamais.

Volumen Densidad Peso del Peso del Concentracion
(uL) aceite (ug/uL) aceite de gorgojo (ug) (ug/ug)
mufia (ug)
10 916,48 9164,8 6900 1,3282
20 916,48 18329,6 6900 2,6564
30 916,48 27494,4 6900 3,9847
40 916,48 36659,2 6900 5,3129
50 916,48 45824,0 6900 6,6412

Con la ecuacion de densidad, se determiné el peso del aceite esencial de mufia

para cada volumen como por ejemplo:

m
D=—
v
Donde:
D = densidad del aceite esencial de muia.
m = masa del aceite esencial de mufa.

v = volumen del aceite esencial de muiia.

9164829 - _ 1 — 9164,80
Ol T 10 ul m= cvUg

Por medio de la interpolacion (Ec. 1) del valor de 4,15 ug/ug (la dosis letal media
del aceite esencial de mufia) que se determin0 en la Figura 19 y utilizando los
valores de la Tabla 20 de la concentracion y del volumen del aceite se obtiene el
volumen del aceite esencial de hojas de mufia a esa concentracion como se puede

observar:
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(X—Xo)

YX = YO + — (YI_YO) ................................................ Ec.1

(X1—Xo)

Tabla 21. Célculo del volumen de aceite esencial de hojas de mufia a 4,15

ug/ug.
Volumen  Concentracion
(uL) (ug/ug)
30 3,98
40 531
31,28 4,15
Siendo:

Volumen (uL) = 31,28 = 31uL

B. PARA DETERMINAR LA DOSIS LETAL MEDIA DEL
INSECTICIDA COMERCIAL (MALATION)

La Tabla 22 muestra el calculo entre el peso del malation en polvo y el peso del

gorgojo de maiz.

Tabla 22. Pesos para determinar la concentracion del insecticida comercial

en polvo (malation).

Peso del Peso del Peso del Peso Concentracion
malation en  principio activo  malation gorgojo (ug/ug)
polvo (g) del malationen  en polvo (ug)
polvo al 4 % (g) (ug)
0,4 0,016 16000 6900 2,3188
1,2 0,048 48000 6900 6,9565
2,0 0,080 80000 6900 11,5942

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



Por medio de la interpolacién (Ec. 1) del valor de 7,08 ug/ug (la dosis letal
media del malation) que se determiné en la Figura 23 y utilizando los valores de
la Tabla 22 de la concentracion y el peso del insecticida comercial en polvo
(malation) se obtiene el peso del principio activo del malation al 4 % como se

puede observar en la Tabla 23:

Tabla 23. Calculo del principio activo del malation en polvo a 7,08 ug/ug.

Peso del principio Concentracion
activo del malation (ug/ug)
en polvo al 4 % (g)

0,048 6,96
0,080 11,59
0,049 7,08

Teniendo: Peso (g) = 0,049 g.

C. CONTROL EN LA MUERTE DE LOS GORGOJOS DE MAIZ

En la Tabla 24 se muestra el nimero de gorgojos muertos (muestras en blanco)

por causas naturales ya sea como la edad, alguna enfermedad o falta de alimento.

Tabla 24. Control en la muerte de los gorgojos de maiz

MUERTE POR CAUSAS NATURALES

TIEMPO SIN ACEITE SIN INSECTICIDA
(HORAS) ESENCIAL DE COMERCIAL
HOJAS DE MURA (MALATION)
0 0 0
12 0 0
24 0 0
96 0 0
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ANEXO D.

FOTOGRAFIAS

FIGURA 1. Planta de muia fresca.

FIGURA 3. Hojas de mufia seca y deshojada de la planta.
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FIGURA 4. Pesado de la muestra de hojas de mufa.

FIGURA 5. Agregado de hojas de mufia al balon de destilacion — Equipo de
arrastre de vapor.
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FIGURA 6. Proceso de destilacion y decantacion del aceite esencial de mufia.

FIGURA 7. Aceite esencial de mufia en envase ambar.

A
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FIGURA 8. Equipo de medicion del indice de refraccion.
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FIGURA 11. Seleccion de gorgojos hacia los sobres paras las pruebas.
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FIGURA 13. Acondicionamiento de las placas y pequefios cortes de papel
filtro en estas mismas.
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FIGURA 16. Adicién de gorgojos vivos de sobres a las muestras con aceite y
al insecticida malation.
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