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RESUMEN

Uno de los principales problemas que preocupan al mundo es la erradicacion
de plagas que afectan los productos alimenticios, lo cual a su vez puede afectar directa
o indirectamente al ser humano. El mal manejo de las plagas ha ocasionado pérdidas
econdémicas y deterioro al medio ambiente. El uso de pesticidas sintéticos es nocivo
para el entorno ecologico por su toxicidad. El campo de la ecologia quimica ha
reconocido que los metabolitos secundarios de las plantas juegan un papel importante
en las interacciones ecologicas, entre ellas el de defensa. Su estructura quimica deriva
en un amplio rango de componentes con efectos toxicos, disuasorios e inhibitorios, lo
cual ha permitido su uso como fuente de compuestos de accion insecticida contra un

significativo numero de plagas.

La albahaca comun, Ocimum basilicum L., es nativa de Asia tropical,
naturalizada y cultivada en todas las regiones tropicales. En Guatemala se encuentra
en huertos familiares en muchas partes del pais. Se caracteriza por su aroma

penetrante y su uso en la industria alimenticia.

Tribolium castaneum Herbst, mejor conocido como gorgojo castafio de la
harina pertenece a los coledpteros, y afecta principalmente granos de cereales. Es
considerado plaga secundaria de granos limpios y secos y primaria de harina de trigo
(FAO 1983). En Guatemala, ha causado pérdidas millonarias en el campo de los
granos almacenados. Para su control se han utilizado insecticidas sintéticos (como
bromuro de metilo y otros), pero su toxicidad plantea peligros de contaminacién o
intoxicacion tanto para las personas que realizan el control como para los

consumidores.
En este estudio se extrajo aceite esencial de dos variedades de albahaca,

colectadas en dos localidades de Guatemala, Solold y Santa Rosa. Se determino el

perfil quimico del aceite de Ocimum basilicum L., para luego evaluar su actividad
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insecticida en adultos del gorgojo castafio de la harina Tribolium castaneum Herbst a

nivel in vitro y en contenedores de grano.

El material vegetal utilizado fue proporcionado por FARMAYA S. A,
Laboratorio de productos fitofarmacéuticos. Las poblaciones de gorgojos fueron
colectadas en la planta almacenadota de granos ubicada en el puerto de San José,

Aprovigra, y se criaron en sacos de harina hasta obtener adultos a edad estandarizada.

La extraccion del aceite esencial se realizo por destilacion por arrastre con
vapor de agua, durante una hora aproximadamente, en un equipo de destilacion por
reflujo descrito por Clevenger. Se utilizaron las sumidades florales de la albahaca y
agua. De sus propiedades organolépticas se puede concluir que tiene una apariencia

amarillo palido, un aroma similar al del anis.

La composicion quimica de los aceites se determind mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM). Los compuestos se
identificaron por comparacion de los espectros de masas de cada componente con los
estandares de las librerias que se encuentran dentro de un programa de software. El
andlisis quimico permitié detectar una gran cantidad de constituyentes de forma
cualitativa, identificando el linalool, estragol, eugenol, alcanfor, borneol, eucaliptol,

entre otros.

Para la evaluacion de la actividad insecticida se realizaron seis soluciones a
tres diferentes concentraciones a partir del aceite esencial (se realizaron tres
soluciones por cada una de las variedades de albahaca). Las concentraciones fueron
10%, 5% y 2.5%. Para la evaluacion in vitro se tomaron 10 individuos de los sacos de
harina y se colocaron en cajas petri (cinco repeticiones por soluciéon mas cinco
repeticiones de un tratamiento testigo, n=350 gorgojos). Se realizd una unica
aplicacion de 0.2 ml de la solucién a cada caja petri. Se tomaron registros de la muerte

de los gorgojos a las 24, 48, 72 horas y a la semana. Los datos obtenidos fueron
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evaluados con un ANOVA univariado de tres vias y una Prueba de Tukey, que
indicaron que habian diferencias significativas entre los tratamientos y el testigo. Se
rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna. De igual manera se determino
que las soluciones SS 5% y SR 5% (Solola 5% y Santa Rosa 5%, respectivamente)

presentan una mayor actividad insecticida que las demas soluciones.

Se escogieron ambas soluciones para la aplicacion a mayor escala. En
recipientes de plastico se coloco 1 kg de trigo limpio y 20 gorgojos (cinco repeticiones
por soluciéon maés cinco repeticiones de un tratamiento testigo, n=300 gorgojos). Se
realizé una aplicacion previa a las paredes de los botes con ambas soluciones (SS 5%
y SR 5%). El grano, junto con los gorgojos fue colocado a lo largo del piso y se aplico
5 ml de las soluciones y se volvid a colocar el grano ya tratado dentro de los
recipientes. Se tomaron registros de la muerte de los gorgojos a las 24, 48, 72 horas y
a la semana. De nuevo se corrid6 un ANOVA univariado de tres vias y una Prueba de
Tukey. Se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento testigo y ambos
tratamientos. La prueba de Tukey determin6 que la solucion A 5%, que corresponde a
la albahaca var. Solola, presenta actividad insecticida mayor que la solucion B 5%,
que corresponde a la albahaca var. Santa Rosa. El aceite esencial var. Solola alcanz6
un x% de mortalidad mientras que el aceite esencial var. Santa Rosa obtuvo un x% de

mortalidad.

El aceite esencial de la albahaca, Ocimum basilicum L., si presenta actividad
insecticida en el gorgojo castafio de la harina, Tribolium castaneum Herbst, por lo que
se rechaza la hipdtesis nula, aceptando la hipotesis alterna. No se sabe si la actividad
bioldgica de la albahaca guarda relacion directa con el perfil quimico de sus aceites
esenciales, por lo que se recomienda, hacer un estudio directamente quimico para

evaluar dicha relacion.

Palabras clave: Albahaca (Ocimum basilicum L.), gorgojo castafio de la harina

(Tribolium castaneum Herbst), aceites esenciales, plagas, cromatografia de gases.
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ABSTRACT

One of the main problems worldwide is the eradication of crop destroying
plagues, affecting human beings on a daily basis. Plagues have caused considerable
economic losses and environmental damage. Synthetic pesticides and its massive use
against them are harmful due to its toxicity. Science fields like ecologic chemistry
have found and recognized that plant’s secondary metabolites play a crucial role
within natural interactions, such as defense. Their chemical structure has a large
amount of components each with its own toxic effects, either way dissuasive or
inhibiting. These components have enable plants to be used as source of insecticide

agents against a large number of pathogens.

Common basil, Ocimum basilicum L., is a tropical Asia native plant, and it’s
cultivated throughout tropical regions. In Guatemala, basil can be found within
homegrown gardens. It’s known for its penetrating aroma and wide use in the food

industry.

Tribolium castaneum Herbst, better known as “flour’s brown weevil”, belongs
to the coleopteran plague group and affects mainly wheat grains. It’s considered a
secondary plague over dry and clean grains, and a primary within wheat flour (FAO
1983). In Guatemala, this particular living creature has caused millionaire losses in
grain storages and as an attempt to control brown weevils, synthetic pesticides such as
(methyl bromure) have been used, but due to its toxicity, it does much more damage

than the benefits being ripped.
In this particular study, essential oil was extracted from two different varieties

of basil, each one of them collected in a different region within Guatemala, Solola and

Santa Rosa. The chemical profile of Ocimum basilicum L. oil was determined for later
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evaluation of its insecticide properties on adult brown weevils Tribolium castaneum

Herbst, at major and in vitro scale.

Plant material for extraction was provided by FARMAYA S.A,
phytopharmaceutic laboratories. Brown weevil populations were collected in
Aprovigra, and were cultivated in flour sacks until adults were grown on to a

standardized age.

The essential oil extraction was made through water vapor drag distillation,
approximately during one hour, using distillation reflux equipment setup as described
by Clevenger. Water and considerable amounts of basil were as well needed. Out of
its organoleptic properties, it can be concluded, that the oil has a pale yellow

appearance and a smell similar to that of the known aniseed.

Chemical composition of the essential oil was determined by gas
chromatography in addition to a mass spectrometry (CG/EM). The compounds were
identified by comparing mass spectra of each agent with library standards that can be
found within software program. Chemical analysis detected a considerable amount of
constituents in a qualitative form, identifying linalool, estragol, eugenol, borneol and

eucalyptol among others.

To evaluate the insecticide activity, six different solutions each one containing
a different essential oil concentration were made (three solutions were prepared for

each basil variety).

The concentrations chosen were 10%, 5%, and 2.5%. For the in vitro
evaluation, 10 weevils were taken from the flour sacks, and were put into Petri dishes
(five repetitions for each solution done, plus other five more of a witness treatment,
thus n=350 weevils). A unique application of 0.2 ml solution was done to each Petri

dish. Records were taken upon weevil’s death at 24, 48, 72 hours and a week later.
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The data gathered was analyzed through a three way univariated ANOVA and a
Tukey test, which indicated that significant differences between treatments and
control. Null hypothesis is rejected, hence accepting alternate. Same way it was
determined that solutions A 5% and B 5% (Solola5 % and Santa Rosa 5%), present a

greater insecticide activity than the others.

Both of these solutions were taken into consideration for major scale
application. Within plastic containers 1 kg of clean wheat was settled, and 20 weevils
(five repetitions per solution of a control treatment, thus n=300). A previous
application to the container walls was done with each one of the solutions (A5% and
5%). Weevils and grains were settled among the floor and 5 ml of the solution was
sprayed on them. Later the treated grain was then put back in the container. Death
records of weevil were taken at 24, 48, 72 hours and a week later. Once again, data
was analyzed with a three way univariated ANOVA and a Tukey test. Tukey test
reveled that solution A5% which correspond to basil variation from Solol4, presents

greater insecticide activity than solution B5% basil variation from Santa Rosa.

The essential oil basil presents insecticide activity among brown flour weevils,
Tribolium castaneum Herbst, thus rejecting null hypothesis and accepting altern. It is
unknown if biological activity of basil has a direct connection with the chemical
profile of its essential oil, for that its recommended the conduction of a scientific

study merely chemical to evaluate the relation.

Palabras clave: Basil (Ocimum basilicum L.), Red flour beetle (Tribolium castaneum

Herbst), Essential oils, pests, gas cromatography.

XVi



I. INTRODUCCION

En muchos centros de investigacion se han venido estudiando las propiedades
biologicas de plantas medicinales y aromaticas. El potencial que presentan muchas
plantas con aplicaciones en el campo de la medicina, de farmacia, a nivel de industria
e incluso en el campo agricola, le ha abierto las puertas al mundo de la botanica
aplicada. Las propiedades antimicrobiales, antifingicas e insecticidas de los aceites
esenciales han sido establecidas ya contra un amplio espectro de organismos como
hongos, bacterias e insectos. Los aceites esenciales son los constituyentes odoriferos o
esencias de una planta, son productos volatiles, aromaticos, constituidos por una
mezcla compleja de varias sustancias generadas por diversas rutas biosintéticas
(Flores 1999). Sustancias como flavonoides, terpenoides, carotenoides, cumarinas,
entre otras, son las responsables de las propiedades de las plantas con actividad
bioldgica. Los quimicos naturales presentes en cortezas, tallos, hojas y flores se han
utilizado ampliamente en aromaterapia y en medicina desde tiempos ancestrales, lo
que sugiere que las plantas no sélo pueden ser utilizadas como aromatizantes o
condimentos, sino también pueden tener un impacto positivo sobre la salud. Por la
complejidad de sus constituyentes pueden incluso jugar un papel importante en el
desarrollo econdémico de un pais. En el campo de la agricultura, los aceites afectan el
comportamiento de respuesta de las plagas y actan como insecticidas o como
repelentes de insectos que son dafiinos para el ser humano, animales o para el propio
cultivo. Los aceites esenciales han sido utilizados exitosamente contra un gran numero
de microorganismos y plagas de productos almacenados. Se ha encontrado que los
aceites volatiles son mas efectivos que otros pesticidas de origen quimico, por lo que
en los ultimos afos se han ido desarrollando pesticidas organicos o pesticidas

derivados de plantas.

Durante siglos, los agricultores tradicionales han mantenido sistemas agricolas
complejos adaptados a condiciones locales. Entre los siglos XIX y XX se dieron dos
acontecimientos que cambiaron el mundo de la agricultura, la Revolucion Industrial y
la Revolucion Verde, dando origen a una nueva Era, una Era de industrializacion. En

el ambito de la agricultura, ambos procesos impulsaron un importante incremento de



la produccioén agricola, la cual se basé en el empleo de nuevas técnicas de produccion,
el impulso intensivo de monocultivos y en la aplicacion masiva de fertilizantes,
pesticidas y herbicidas. Las perspectivas eran optimistas para la erradicacion del
hambre y la desnutricion en paises en vias de desarrollo. Sin embargo, surgieron
aspectos negativos con los que no se contaba. Se cred una dependencia tanto
tecnologica como quimica, provocando que la industria agroquimica y
especificamente el uso de pesticidas eclipsaran las técnicas utilizadas anteriormente a

la revolucion industrial.

En los ultimos 60 afios, los pesticidas quimicos convencionales han sido el
método predominante para el control de plagas a nivel mundial, especialmente en
América Latina, incluyendo Guatemala. Los pesticidas quimicos matan, repelen,
regulan o interrumpen los ciclos bioldgicos de las plagas y le permiten a la planta o
cultivo desarrollarse sin mayor problema. Eso sin contar su precio relativamente bajo
y altamente efectivo en comparacion con otros métodos de control. Sin embargo, a
través del tiempo, se han reconocido ciertas desventajas en contra de dichas
sustancias. El reconocimiento de problemas econdmicos, agroecoldgicos, sociales y
del ambiente ligados al uso excesivo de plaguicidas, han llevado a cientificos a buscar
nuevas alternativas para erradicar los efectos secundarios que han provocado los
pesticidas quimicos. La utilizacion indiscriminada de plaguicidas en todo el mundo ha
dado lugar a la aparicion de lineas de insectos y hongos fitopatdgenos resistentes a los
principales productos quimicos, causando graves consecuencias para la economia, la

salud humana y el ambiente, entre otros.

Dada esta situacion, se han realizado considerables esfuerzos para desarrollar
bioplaguicidas con minimos efectos secundarios para la salud humana y el ambiente.
En los ultimos afios se ha realizado una busqueda del equilibrio entre el ambiente, la
produccion agricola y el hombre. Muchos cientificos regresaron a los métodos
antiguos de control de plagas utilizados por diversas culturas. El uso de extractos
vegetales para el control de plagas agricolas empez6 a causar gran interés entre

investigadores.

En el mundo existen cientos de plantas a las cuales se les atribuyen efectos

acaricidas, bactericidas, herbicidas, insecticidas, nematicidas y rodenticidas, entre



otros. En un principio, se empezaron a utilizar insecticidas derivados de plantas como
la nicotina del tabaco (Nicotiana tabacum), la rotenona de las raices del timbo (Derris
sp) y el piretroide de las flores de Chrysanthemum cinerariifolium (Carpinella 2006),
entre otros. Sin embargo estos plaguicidas naturales siguieron siendo desplazados por
la llegada de nuevos insecticidas sintéticos, mas potentes todavia, debido a que eran

mas faciles de producir a escala industrial, a un costo mas bajo.

Hoy en dia, se busca un nuevo escenario en el cual se puedan controlar las
plagas sin dafiar a otros organismos, ni mucho menos al ecosistema en que habitamos.
Los bioinsecticidas son productos no convencionales que pueden ser obtenidos del
principio activo de plantas o animales, ya sea para aplicarlos directamente o para

sintetizarlos y crear insecticidas inocuos para el medio ambiente.

La albahaca (Ocimum basilicum L.) es un cultivo nativo de Asia, naturalizado
en el resto del mundo. Es una planta aromatica y medicinal que llega a alcanzar de 30
a 50 cm de altura. Es una planta anual perteneciente a la familia de las labiadas. Se
encuentra en forma silvestre en regiones tropicales y subtropicales y se cultiva
principalmente como hierba culinaria. Muchos estudios se han realizado con la
albahaca, pues posee flores hermafroditas con abundante polinizacion cruzada, lo que
produce una elevada cantidad de subespecies, variedades, formas y aceites esenciales
con diferentes perfiles de composicion quimica (Murillo ef al. afio no disponible). Se
ha encontrado en la literatura, que el aceite esencial, ademas de poseer propiedades

medicinales, posee también propiedades insecticidas, antimicrobiales y antifingicas.

Este trabajo de investigacion busca aprovechar las propiedades insecticidas de la
albahaca para el control del gorgojo castafio de la harina (7ribolium castaneum
Herbst). T. castaneum se ha convertido en una plaga de granos almacenados, cuyas
infestaciones causan millones de dolares en pérdidas anuales y se caracteriza por tener
una propension a desarrollar resistencia a los insecticidas. Del aceite esencial de la
albahaca proveniente de dos regiones (Solold y Santa Rosa) se evaluo la actividad
insecticida sobre 7. castaneum. Asimismo, se determin6 el perfil quimico de ambas
variedades cultivadas bajo diferentes condiciones climaticas y suelo por medio de la

técnica de cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas.



II. ANTECEDENTES

A continuacion se presentan temas relacionados con la planta a la cual se hizo las
extracciones, el lugar donde se encuentra, los organismos a los cuales se les aplicara el
aceite esencial y los métodos estadisticos que se utilizaran. Ademads se encuentran
temas de relevancia acerca del hospedero de la plaga, en este caso los granos
almacenados, y se hard una descripcion sobre los métodos de control de plagas que se

utilizan en la actualidad.

A. Granos almacenados

Vazquez (2001) define a los granos almacenados como un ecosistema, que consta
de una interaccion de comunidades bidticas con su entorno abidtico. Los granos
pueden ser independientes de la energia solar, dependientes de la energia solar,
ecosistemas humanos dependientes de la energia solar y ecosistemas urbano-

industriales dependientes del petrdleo.

El ecosistema de granos almacenados pertenece al ecosistema humano
dependiente de la energia solar y estd compuesto por organismos autdtrofos, granos y
semillas que sirven como fuente de energia y a su vez, como habitat de muchas
especies heterdtrofas como son los insectos, acaros, hongos y bacterias. Existe una
gran diversidad de ecosistemas de granos almacenados a nivel mundial. Los sistemas
mas simples estdn formados por canastas u otros recipientes con los granos basicos;
éstos se encuentran en las zonas rurales de Africa, India, México y América Central.
En este medio también se acostumbra guardar maiz o frijol en sacos estibados en
soportes de madera o adobe. También se encuentran silos localizados dentro o fuera
de la casa del agricultor (lo cual resulta poco higiénico). En zonas mas
industrializadas se encuentran estructuras de almacenamiento de barro con capacidad
de 1,000 a 1,500 toneladas de grano, como en el caso de Australia y Kenia. En
Argentina y Mé¢éxico se han creado estructuras de concreto mas modernas con
capacidad de 5,000 a 10,000 toneladas de almacenamiento de grano. También se
consideran ecosistemas de almacenamiento, sistemas de transporte en bodegas,

almacenamiento refrigerado, casero o comercial, sistemas de transporte de granos



como barcos, camiones y también filas formadas en el suelo sin proteccion alguna.
Todos estos sistemas de almacenamiento descritos requieren energia para la operacion
de los equipos de aireacion, secado y transporte, al igual que derivados del petroleo

como los insecticidas.

Los granos almacenados basicos pueden ser arroz, avena, cebada, centeno,
maiz, sorgo y trigo. Los silos o sistemas de almacenamiento deben mantener un
ambiente especifico para cubrir las necesidades basicas de los granos. Un problema
que enfrentan muchos agricultores es la pérdida en los productos alimenticios
almacenados, por ejemplo la pérdida de peso, de valor nutritivo, de calidad y pérdida
de rendimiento como semilla (Hall 1971). Los factores que afectan el valor nutritivo y
el deterioro de los cereales alimenticios son la respiracion, la humedad, la
conductividad, la fluidez, la presion, la naturaleza fisica y quimica de la superficie de

los granos, la temperatura, humedad, agentes biologicos y el clima.

La razoén por la cual el hombre necesita almacenar muchos de los productos
vegetales como los granos que utiliza para su alimentacion es porque en la mayoria de
los casos su produccion es estacional (Dell Orto et al. 1985). Para almacenarlos se
utilizan diferentes medios y tecnologias, algunas de ellas muy simples y otras mas
sofisticadas. En muchos casos los principios basicos son los mismos, pero la forma de
utilizarlos puede variar de acuerdo a las condiciones ecologicas, culturales y

tecnoldgicas de las diferentes regiones.

1. Importancia de los granos almacenados. El almacenamiento y el
mercadeo de cereales alimenticios, si se realizan de un modo eficaz, pueden contribuir
a que disminuya el problema del hambre en el mundo. Los granos almacenados son de
gran importancia ya que son indispensables para la vida de los seres humanos y
animales, pues contienen materias esenciales como carbohidratos, que suministran
energia al organismo y pueden convertirse en grasas; grasas, que proporcionan energia
y pueden transformarse también en materias grasas del organismo; proteinas, que
aportan sustancias necesarias para el crecimiento y la reparacion de los tejidos vy,
asimismo, suministran energia; minerales, que proveen materia para el crecimiento y
la reparacion, asi como para la regulacion de los procesos que se desarrollan en el

organismo; vitaminas, que se utilizan en los procesos quimicos del organismo, son



necesarias en pequefias cantidades y no son susceptibles de sintesis por el organismo a

partir de las materias primas (Hall 1971).

En Guatemala existen cerca de un millon de productores de granos y se
producen entre 30 y 35 millones de quintales de granos/afio, principalmente maiz y
frijol. Ademas, se importa trigo y maiz amarillo en una proporcion similar o mayor, lo
que sefiala la importancia econdmica y social de los granos asi como su

almacenamiento y conservacion.

2. Plagas de los granos almacenados. Una de las principales
preocupaciones que ve Dell Orto (1985), en su estudio “Insectos que dafian granos y
productos almacenados” es que durante el almacenamiento de los granos, diversos
factores deterioran y destruyen los alimentos que ha tenido que recolectar. De los
factores que ocasionan el deterioro de los alimentos, los insectos ocupan un lugar muy
importante: el tamafio, la capacidad de reproducirse y su facil adaptabilidad a los
diferentes medios hacen que su control sea muchas veces insatisfactorio'. Para fines
practicos, en este estudio se trataran unicamente plagas referentes a insectos y mas

detalladamente, insectos que afectan los granos almacenados.

Las especies de insectos que atacan y dafian los granos y sus productos durante
el almacenamiento, son considerados como plagas que afectan la economia del
agricultor, pues dafan los cultivos, los granos almacenados y en general la salud del
hombre y sus animales domésticos. La dispersion de las plagas introducidas por el
hombre se ha visto favorecida por los viajes migratorios y de exploracion realizados
por el hombre, que al transportar sus alimentos también transporta los insectos entre
sus provisiones. La contaminaciéon de los alimentos debida a los insectos es una
constante fuente de pérdidas y preocupaciones. A menudo, la presencia de fragmentos
de insectos en alimentos se interpreta como un indicio de que dichos alimentos fueron

procesados bajo condiciones insalubres (Cisneros 1976).

' En este trabajo de investigacion se define plaga como una especie o poblacién
bioldgica que se introduce (natural o introducida por el hombre) en un ecosistema
reduciendo y dafiando las especies vegetales ahi presentes. En ecosistemas agricolas
se le considera plaga a cualquier poblacion de organismos que reducen la cantidad o
calidad de los alimentos, que dafnan los productos durante la cosecha, procesamiento,
almacenamiento o consumo.



Las especies de plagas se ven limitadas a los lugares accesibles que les
proporcionan comida y elementos biologicos y fisicos esenciales. Muchos organismos
se presentan como plagas durante todo el afio, otras so6lo en determinadas estaciones.
Esto se debe a los factores climaticos, ya que éstos les proveen las condiciones
adecuadas para su proliferacion. La distribucion de las plagas puede cambiar durante
una cosecha, ya que ésta las obliga a dirigirse hacia otros cultivos que podrian no estar
infestados. Los factores que afectan la distribucion y actividad son variables, por tanto
la distribucion de plagas cambia constantemente. Sin embargo, a menudo las mismas

plagas de insectos dafian afio con afio el mismo cultivo o las mismas regiones.

En bodegas y areas de almacenamiento, si la humedad y temperatura le son
favorables a los insectos, tienen a su disposicion una gran cantidad de alimento que
asegura su reproduccion exitosa y sobrevivencia. Dell Orto (1985) demostrdé que su
actividad metabdlica incrementa la humedad y temperatura del medio en que se
desarrollan, creando las condiciones para la proliferacion de los hongos. El grano

queda destruido, ocasionando graves pérdidas econdmicas.

De los insectos que atacan los granos se han clasificado aproximadamente 250
especies (Hall 1971). Con base al dafio que ocasionan, los insectos se han agrupado en
especies primarias, que aunque son pocas, son capaces de dafar granos enteros y
tienen gran importancia econdémica. Las especies secundarias atacan granos partidos o
danados por las primarias y se multiplican con facilidad en los productos obtenidos de
la molienda de los granos. Por ultimo, las especies terciarias se multiplican en granos
y productos en avanzado estado de deterioraciéon causado por otros insectos o por
microorganismos. Un aspecto importante es el producto que atacan. Hay especies que
son polifagas y se alimentan y multiplican en una gran variedad de productos; otras,
son especificas y so6lo se reproducen bajo ciertas condiciones de humedad y
temperatura; algunas no sobreviven en granos secos, y otras lo hacen solamente si las

temperaturas son relativamente altas.

Los insectos tienen habitos propios. La oviposicion, alimentacion, migracion y
respuesta al medio es diferente para cada especie. A continuacidn se presentan algunas

especies de insectos que tienen un fuerte impacto negativo en los granos de



almacenaje en Guatemala.

El barrenillo de los granos (Rhyzopertha dominica F.) es una plaga primaria
muy peligrosa tanto en estado larvario como en adulto. Ambos estadios
perforan el grano dejando como residuo un polvillo. Estos insectos son de
color café oscuro a negro. Su cuerpo es cilindrico y su cabeza es grande y
doblada hacia abajo. Sus mandibulas son capaces de cortar madera. Se puede
encontrar en los lugares calidos de todo el mundo, en muchos tipos de grano y
especialmente en los cereales. La larva vive adentro del grano, alimentdndose
de la harina que dejan los adultos cuando perforan el grano. Terminan su
crecimiento dentro del grano. El adulto, al emerger, se alimenta de grano sano

y dafiado (Lindblad 1976).

El gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae L.) es también una plaga primaria.
Puede volar de los lugares de almacenamiento del grano a los campos y
viceversa, transmitiendo la infestacion de un ciclo agricola a otro, lo que
dificulta su control. Su cuerpo es de color café rojizo o negro. La parte anterior
de su cabeza es delgada y alargada en forma de pico. Habita en lugares
calidos, especialmente tropicales o subtropicales. Ataca el sorgo, arroz, maiz,
cereales y otros productos almacenados. La hembra oviposita dentro del grano.
La larva crece dentro de la semilla dafiando la mayor parte de ésta. El adulto,
al eclosionar se alimenta tanto de los granos sanos como danados (Lindblad

1976).

La palomilla dorada o palomilla de los graneros (Sitotroga cerealella) es
también una plaga primaria de color dorado a café claro. Miden de 8 a 10 mm.
Ataca casi todos los cereales tanto en el campo como en el almacén. La
hembra ovoposita los huevecillos en la superficie del grano y la larva al nacer,
emigra al interior de los granos en donde se alimenta. Los adultos no viven

mucho tiempo y no se alimentan (Lindblad 1976).

Por ultimo, el gorgojo castafio de la harina (77ibolium castaneum Herbst) es

considerado como plaga secundaria, al igual que el gorgojo confuso de la



harina (Tribolium confusum) pues no es capaz de perforar y dafiar a los granos
sanos, pero se multiplica con rapidez una vez que los insectos primarios han
perforado los granos. En harinas y productos molidos puede constituir una
plaga primaria. Su aspecto es de cuerpo aplanado y de coloracion café rojizo
brillante. Se distribuye en lugares con clima calido, en harinas, impurezas y
granos rotos. La hembra ovoposita los huevecillos y son depositados en las
impurezas del grano y harinas. El adulto se alimenta de harina, residuos y de
granos que ya han sido dafiados por otros insectos. Los productos infestados

por este insecto adquieren un olor y sabor desagradable.

B. Aprovigra

La Asociacion de Productores de Granos (Aprovigra) es una entidad privada que
reune a varios productores de granos de Guatemala. Sus instalaciones de
almacenamiento de granos se encuentran ubicadas a cinco kilémetros de Puerto
Quetzal. Almacenan principalmente granos de importacion, tales como trigo, maiz,

arroz y malta.

C. Insectos en granos almacenados

En zonas tropicales y subtropicales, tanto coledpteros como lepiddpteros son los
principales insectos parasitos causantes de pérdidas y deterioros en los granos
alimenticios almacenados. Como resultado del ataque de los insectos, la calidad del
grano empeora y la germinacion se reduce. Los insectos no se reproducen bien en un
ambiente de temperaturas inferiores a los 10° C y cuya humedad se mantenga por
debajo del 8% en los cereales. Los dafios ocasionados por los insectos pueden ser
directos o indirectos. Los primeros se refiere a cuando ocurre un consumo Yy
destruccion de las reservas del grano, correspondiendo directamente a la pérdida de
peso y del valor alimenticio del producto; se trata de dafios indirectos cuando en
consecuencia del ataque de insectos ocurre un deterioro del producto que afecta la
calidad y que corresponde a pérdidas econdmicas del producto. Considerando el daio

fisico causado por los insectos, €stos se pueden clasificar en insectos primarios e
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insectos secundarios. Los insectos primarios: atacan primero la capa exterior

alimentandose posteriormente del contenido interno de los granos. Son considerados

los mas perjudiciales. Los insectos secundarios: atacan los granos almacenados

después de haber roto el tegumento. No inician el ataque antes que los insectos

primarios (Hall 1971).

Los factores que favorecen la incidencia de los insectos son la cosecha, humedad,
temperatura, calidad del grano y condiciones de almacenamiento. A continuacion se

presenta una descripcion de uno de los grupos principales de plagas, los coledpteros.

1. Coledpteros. A pesar de que los coledpteros contienen especimenes
con una enorme diversidad morfoldgica, suelen reconocerse facilmente por sus élitros
que, por lo general, recubren la mayor parte de su dorso. Los élitros son las alas
delanteras transformadas en duros escudos. Los ¢élitros forman una armadura
caracteristica de este orden que protege la parte posterior del torax y el abdomen. Los
coledpteros pertenecen al orden Coleoptera, al cual pertenecen aproximadamente
360,000 especies ya descritas. Es el orden que mas especies contiene en todo el reino
animal (De Iglesias 1995). La distribucion de los coledpteros es cosmopolita, ocupan
casi cualquier habitat, desde llanuras, bosques estanques hasta lagunas y montafas. La
mayoria son fitofagos aunque también se encuentran coledpteros carnivoros y
polifagos. Debido a su amplio rango de habitos, los escarabajos pueden constituir
muchas veces plagas importantes de los cultivos, siendo generalmente las larvas las

que causan la mayor parte de los dafos agricolas y forestales (De Iglesias 1995).

2. Descripcion taxondémica y morfologica de los coledpteros. Los
coledpteros pertenecen al reino Animal y al filo de los artrépodos. Forman parte de la
clase Insecta (subclase Pterygota) que se caracteriza por presentar alas en el
mesotorax y tres segmentos toracicos. La presencia de las alas va siempre
acompafiada de esclerotizacion de los segmentos toracicos, lo cual le da cierta rigidez
a los insectos. Debido a que los coledpteros sufren una metamorfosis completa entran
dentro del superorden Endopterygota, que incluye a todos los insectos con
metabolismo holometdbolos. El orden Coleoptera incluye a todos los escarabajos,

mariquitas, etc.
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Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de los coledpteros.

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Infraclase: Neoptera
Superorden: Endopterygota
Orden: Coleoptera

En el cuadro uno se puede apreciar la clasificacion taxondmica de los coledpteros,
desde el reino al que pertenecen hasta el orden que los caracteriza. El segundo par de
alas (posteriores) son membranosas, estan plegadas bajo los élitros y por lo general les
sirven para volar. Las larvas y adultos poseen aparato bucal masticador (Dell Orto y
Arias 1985). La larva sufre muchas transformaciones o mudas, por lo que muchas
veces la larva raramente es similar al adulto. La cabeza de los adultos es generalmente
de tipo prognato y consta de una cépsula cefélica en la que se diferencian el vértex,
frente, genas, epistoma y labro. Poseen un par de ojos compuestos y no tienen ocelos.
El aparato bucal es de tipo masticador. El térax, por su parte estd compuesto por tres
segmentos, protdrax, mesotorax y metatérax y posee alas y patas. Las patas suelen
tener una funcidon de locomocidén aunque también en algunas especies estan adaptadas
para nadar, saltar o incluso excavar. El colorido de los coledpteros varia
considerablemente, desde colores oscuros y mates hasta colores vivos como el
amarillo, rojo, verde dorado, verde azulado, violeta o el bronce con reflejos metalicos.
Las larvas pueden tener el mismo régimen alimenticio que los adultos o una
alimentacion completamente diferente y presentan forma de gusano con o sin patas

(Dell Orto y Arias 1985).

La reproducciéon de los escarabajos es casi siempre sexual aunque la
partenogénesis es excepcional. Las hembras liberan feromonas o emiten sonidos para
atraer a los machos. Las larvas obtenidas pueden utilizar casi cualquier sustrato como
alimento, como se mencion6 en la seccion de plagas de granos, muchas larvas se
introducen dentro del grano y se alimentan de su contenido energético. Algunas
especies de larvas son coprofagas y las larvas eclosionan dentro de las pelotas de

excremento. Los coledpteros suelen ocuparse de su progenie; en su forma mas simple,
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estos cuidados se limitan a la eleccion del emplazamiento donde se pondran los
huevos y posteriormente se desarrollaran las larvas, pero a menudo suelen ser
comportamientos mas elevados. Algunos coledpteros excavan galerias para sus larvas,
otros envuelven los huevos en capullos o enrollan hojas para prepararles un abrigo.
Una de las formas mas evolucionadas de estos cuidados consiste en enterrar el cadaver
de un pequeno vertebrado que, al descomponerse, servira de alimento a las larvas. Las
hembras de muchas especies de insectos, como por ejemplo los gorgojos, perforan los
granos de cereales y leguminosas para depositar en ellos sus huevos. Luego de un
periodo de incubacion de algunos dias, nacen las larvas que inmediatamente

comienzan a alimentarse del endosperma y del embrion de las semillas (Hall 1971).

Dentro del orden Coleoptera se encuentran cuatro subdrdenes, Archostemata,
Myxophaga, Adephaga y Polyphaga; estos cuatro subdrdenes albergan alrededor de
166 familias de coledpteros. Aproximadamente dos tercios de las especies de
coledpteros conocidos pertenecen a s6lo ocho familias: Buprestidae, Carabidae,
Cerambycidae, Chrysomelidae, Curculionidae, Scarabaeidae, Staphylinidae y

Tenebrionidae.

3. Ciclo de vida

Figura 1. Ciclo de vida de los coledpteros

Los coledpteros asociados con alimentos almacenados son conocidos como
gorgojos y las familias mas importantes son Curculionidae, Bostrychidae, Anobiidae,
Ostomatidae, Dermestidae, Tenebrionidae y Cucujidae. Los individuos de estas
familias no son especies sociales. El ciclo de vida como se muestra en la figura 1,
consta de huevo, larva, pupa y adulto y son estadios bien definidos. Generalmente los
huevos son depositados dentro o sobre la superficie de los granos, en el polvo del
suelo o en las hendiduras de los almacenes. Después de un periodo de incubacion, que

varia de una especie a otra, se originan las larvas. En esta etapa empieza el ataque al
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grano almacenado, pues la larva se alimenta de las reservas de alimento contenidas en
el grano. La presencia de las larvas muchas veces no es notada, por ello la presencia
de larvas representa muchas veces un estado adelantado de infestacion. La pupa es la
etapa de reposo en que la larva se estd transformando en adulto. No se alimenta y
permanece inmovil. La funcion principal del adulto es la reproduccion. Los gorgojos
son generalmente de pequefias dimensiones; sin embargo, su tamafo depende de las
sustancias nutritivas y del tamafio del grano infestado. El ciclo de vida puede ser
desde menos de un mes hasta un afio o mas, dependiendo del clima, la especie y del

alimento disponible.

4. Tribolium castaneum Herbst. El gorgojo castafio de la harina
(Tribolium castaneum Herbst) pertenece a la familia Tenebrionidae. El cuerpo de los
adultos es alargado y ligeramente plano, de color rojizo a castafio, de 3 a 4 mm de
longitud. Esta especie se halla extendida por el mundo y es una de las plagas mas
frecuentes de los granos almacenados (Dell Orto y Arias 1985). Los élitros presentan
surcos longitudinales bien marcados y con numerosas punctuaciones. Los tres tltimos
segmentos de la antena son marcadamente mas grandes que los demds. La distancia
entre los ojos es otra caracteristica que permite diferenciar a 7. castaneum con
Tribolium confusum, especie del mismo género que puede ser confundida con la
primera. En 7. castaneum esta distancia es igual al diametro de los ojos. El gorgojo
castafo de la harina tiene gran capacidad de vuelo. La especie se alimenta de cereales
quebrados o que han sido danados por otros insectos, productos derivados de cereales
como harina, salvado, semillas de oleaginosas, nueces, almendras partidas, mani,
alimentos suaves o molidos como galletas, cacao, concentrados alimenticios para
animales, tortas de oleaginosas, frutas secas y otros productos (Dell Orto y Arias
1985). Hall (1971) encuentra su distribucidon como cosmopolita. Son capaces de
sobrevivir en regiones frias en el interior de molinos, panaderias o lugares con
calefaccion. 7. castaneum predomina en las regiones tropicales y subtropicales (Hall

1971).

Las hembras ovipositan hasta 450 huevos entre la harina o residuos de los granos.
Los huevecillos estan cubiertos con una secrecién pegajosa, que permite que se
adhieran a las superficies y facilita la infestacién. Los huevos incuban después de

cinco a 12 dias, dando origen a pequenas larvas delgadas, cilindricas, blancas, que
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llegan a medir 5 mm. El ciclo completo, dependiendo de la temperatura, demora de 6
a 8 semanas y los adultos viven de 12 a 18 meses. El ciclo biologico de T. castaneum,
a 35-37° C y 70% de humedad relativa, dura aproximadamente 20 dias. La
temperatura para su desarrollo varia de 20 a 40° C y la humedad relativa de 30 a 90%.
A menos de 20°C la larva se desarrolla pero la pupa no es capaz de transformarse en

adulto (Hall 1971).

Se les considera plagas secundarias de los cereales porque no son capaces de dafiar
granos enteros, limpios y secos. Los adultos y las larvas se alimentan de granos de
cereales partidos o dafiados. Se consideran plagas primarias de las harinas y otros

productos de la molienda de los cereales, leguminosas y oleaginosas.

Cuadro 2. Taxonomia de Tribolium castaneum Herbst

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Familia: Tenebrionidae
Género: Tribolium

Especie: T. castaneum Herbst

Figura 2. Larva y adulto de Tribolium castaneum Herbst
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D. Métodos de control de plagas

Durante anos se ha reconocido que los gorgojos representan un problema en la
agricultura, en especial en los granos almacenados, por tratarse de plagas agricolas de
gran importancia. Es facil detectar la presencia de insectos adultos en el grano, ya que
generalmente viven en el exterior y son mas oscuros que el grano. Sin embargo, las
larvas y huevecillos son muy dificiles de identificar y, en muchos casos, son los
causantes de los dafios directos del grano. Es por eso que se deben tomar medidas de

control inclusive antes de cosechar el grano y definitivamente antes de almacenarlo.

1. Control natural. Este consiste en principios ecologicos que imitan los
mecanismos de equilibrio y estabilidad que usa la naturaleza. Se trata de imitar un
paisaje natural en donde conviven diferentes especies de insectos y diversidad de
plantas. El principio de este tipo de control es que no se busca eliminar la plaga, sino
unicamente bajar sus niveles poblacionales por debajo del umbral del dafio
econémico. Al eliminar una poblacién natural, aparecen nuevos nichos ecolégicos,
que son ocupados por otros insectos y pueden incluso desaparecer los enemigos
naturales que se alimentaban de los primeros. En los granos almacenados se puede
controlar la poblacion de insectos por exposicion regular al sol. La mayor parte de los
parésitos de los productos alimenticios almacenados pueden volar cuando son adultos
y levantan el vuelo si se les expone a una luz natural fuerte. Muchos adultos se
pondran en movimiento; sin embargo las fases inmaduras quedan encerradas en el
grano, por lo que la exposicion regular durante varios meses es indispensable (Hall

1971).

El control natural depende mucho de las condiciones climaticas, pues la
intensidad de los ataques por hongos, por ejemplo, va a depender de la humedad
relativa y de la temperatura favorable, que permitan el desarrollo de los hongos u otros
organismos parasitos. Es por ello que se deben almacenar los granos en ambientes
secos y a temperaturas que no permitan la proliferacion de insectos y otros

microorganismos.
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2. Control biologico. Para el control bioldgico de plagas se han propuesto
muchas definiciones y se han originado considerables controversias. Al igual que el
control natural, este método pretende dar una proteccion duradera mediante agentes de
control, de acuerdo con los conocimientos del ciclo vital y las relaciones ambientales
de la plaga. Dentro de este grupo de control se encuentran los enemigos naturales,
organismos dentro de un ecosistema que se alimentan de otros y asi contribuyen a

controlar las poblaciones.

Debach (1964) define el control bioldgico como una fase del control natural y es
«la accion de parésitos, predadores o patdgenos que mantienen la densidad de la
poblacion a un promedio més bajo que el que existiria en su ausencia». Cuando las
condiciones climaticas son favorables, ciertas poblaciones de organismos llegan a
formar plagas, por lo que se necesita de un control mediante enemigos naturales,
control genético, cultural o quimico natural. Muchas plagas se han logrado controlar
con ayuda de otros organismos naturales, por ejemplo, varias orugas han sido
controladas con avispas parasitas, o ciertos escarabajos se controlan con ayuda de la
bacteria Bacillus thuringiensis. El problema del uso de enemigos naturales esta en
encontrar los organismos que controlen la especie objetivo sin atacar a otras benéficas

(Nebel 1999).

3. Control tradicional. Hall (1971) explica que agricultores y
comerciantes utilizan el método de ahumado, mezclas con polvos de origen local y de
origen vegetal para controlar las plagas en granos. El método de ahumado consiste en
colgar espigas, mazorcas, etc., de las vigas de la cabafa y con el calor y humo de la
casa hacen que la desecacion sea completa y ayude a controlar la infestacion de los
insectos. En muchas comunidades se cree que ciertas plantas ejercen un efecto
repulsivo sobre los insectos y que mezclandolas con el producto alimenticio se
consigue alguna defensa contra los patégenos (por ejemplo se agrega chile cobanero

al frijol para evitar ataques de insectos).
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4. Control genético. Una de las estrategias mas importante del control
genético yace en implantar en la especie huésped un rasgo incompatible, o la
resistencia al ataque de la plaga (debido a la especificidad implicada entre plagas y
vegetales). Esta técnica se utiliza para tratar enfermedades vegetales por bacterias,
hongos y virus parésitos. La desventaja de este tipo de control es que se requiere una
cantidad considerable de dinero y tecnologia para poder crear las barreras genéticas en
los organismos huéspedes, por lo que no muchos paises consideran este método de

control (Nebel 1999).

5. Control quimico. En general, el control quimico de las plagas se refiere
a la represion de las poblaciones o prevencion de su desarrollo por medio del uso de
sustancias quimicas. Los compuestos quimicos que se utilizan para el control de
plagas se conocen como pesticidas. En la lucha contra los insectos pardsitos de
productos almacenados, se utilizan dos tipos principales de productos quimicos: los
insecticidas de contacto y los toxicos respiratorios o fumigantes. Los insecticidas de
contacto son venenos que atraviesan la cuticula del insecto y penetran asi en los
tejidos de su organismo. Los fumigantes son gases o vapores que entran en el cuerpo
del insecto por sus vias respiratorias. Los insecticidas de contacto confieren una
proteccion duradera (efecto residual), pero tienden a ser especificos en su accion sobre
las especies de insectos. Los fumigantes no ejercen ningin efecto residual, sino que
tienen la propiedad de penetrar el grano y de ser absorbidos. Estos compuestos se
clasifican dependiendo de su efectividad particular; por ejemplo los pesticidas para el
control de ratas se llaman raticidas y para el control de acaros, acaricidas. Los
pesticidas inorganicos son compuestos cuya base o ingrediente activo es un metal o un
elemento inorgénico, su estructura es simple y no contiene carbono. El mecanismo de
accion de los pesticidas incluye producir la muerte de la plaga, irritar la fisiologia de
la plaga, disminuir su capacidad reproductiva o acortar sus ciclos de vida. El control
quimico afecta también indirectamente a la planta, pues se pueden encontrar
alteraciones en la savia de la planta hospedera al inducir cambios en la relacion
potasio-calcio (Debach 1964). Los plaguicidas inorganicos han sido desplazados del
mercado por ser altamente toxicos al ser humano. Ejemplos de éstos son el arseniato
de calcio, azufre, etc. (Contreras et al. 1984). Los pesticidas actuales son los
organicos sintéticos, grupo de insecticidas que han sido sintetizados de compuestos

organicos y que poseen en su esqueleto a base de carbono hidrogeno, oxigeno, y otros
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compuestos que son los que actian sobre el insecto. Contreras ef al. (1984) los divide
en insecticidas clorinados u organoclorados, organofosforados, carbamatos,
formamidinas y piretroides. Los primeros contienen el radical cloro como su elemento
central y actualmente se encuentran retirados del mercado. Los organofosforados se
derivan del 4cido fosférico y son los que reemplazaron a los organoclorados. Los
carbamatos son productos derivados del acido carbamico y son similares a los
insecticidas  organofosforados. Las formamidinas se diferencian de los
organofosforados en su mecanismo de accion, al ser de diferente presentacion
(vapores). Por ultimo se encuentran los piretroides, compuestos lipofilicos facilmente
degradables por microorganismos y no toxicos para animales de sangre caliente. Los
mecanismos principales de estos compuestos son que muchos penetran la cuticula del
insecto o son asimilados por ingestion o inhalacion; actian sobre el sistema nervioso

central y periférico e inhiben enzimas, entre otros (Cisneros 1976).

Tanto Contreras et al. (1984) como Cisneros (1976) sefialan que, a pesar de ser
compuestos con mecanismos de control rapido y eficaz, los plaguicidas tienen el
problema de ser de lenta descomposicion en el ambiente, se acumulan en la cadena
alimenticia (bioacumulacién), son neurotoxicos no solo para las plagas sino para otros
organismos que se encuentran en el ecosistema y el principal problema de todos,
generan resistencia en los insectos. El uso de insecticidas de contacto es limitado en
productos almacenados, ya que son sustancias quimicas que pueden alterar el grano o

dejar residuos toxicos.

En el control quimico de insectos, el aumento en la intensidad de estos ataques
puede ser consecuencia del mal uso de los pesticidas, ya sea por el uso excesivo o por
las malas técnicas de aplicacion. Doreste (1984) senala que el control quimico tiene la
desventaja de eliminar a los competidores y enemigos naturales de los insectos, asi

como causar modificaciones en su comportamiento.

6. Control organico. El control organico utiliza insecticidas de origen
vegetal o botanicos. Contreras et al. (1984) los define como compuestos derivados
directamente de especies botanicas, como por ejemplo, la nicotina, piretrinas
naturales, rotenona, riania, sabadia y nim. Las moléculas insecticidas provenientes de

plantas son de estructura variada y compleja. Su mecanismo de accién depende de la
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especie vegetal. Ejemplos de insecticidas organicos son la nicotina (Nicotiana
tabacum L.), la rotenona (proveniente de especies de leguminosas) y las piretrinas
(Chrysanthemum spp.). La primera es un alcaloide muy téxico que se extrae del
tabaco, es soluble en agua y se utiliza como vapor o en polvo. La rotenona es una
substancia un poco mas compleja que se extrae de las raices de algunas leguminosas,
es insoluble en agua y no deja residuos toxicos. Se utilizan las raices secas molidas, ya
sean solas o mezcladas con aceites agricolas. Las piretrinas son substancias extraidas
de los crisantemos, no dejan residuos en los cultivos, son de accién répida y se usan

en forma de aerosoles y en polvo.

En la actualidad se esta incrementando el estudio de compuestos orgénicos
extraidos de plantas para el control de plagas. Ademas de pulverizar las especies
boténicas y hacer infusiones de éstas, existe otra forma con la cual se combaten las

plagas: los aceites esenciales.

Los aceites esenciales de plantas han sido utilizados comtinmente en la industria
farmacéutica y alimenticia para la elaboracion de fragancias y saborizantes. En
estudios realizados por Isman (2000) se evidencid que los aceites esenciales han
adquirido popularidad por sus propiedades repelentes contra insectos. Los aceites
tienen un gran potencial debido a que son productos plaguicidas de bajo impacto para
los depredadores naturales. Muchos aceites poseen actividad inhibitoria de la
oviposicion, actividad reguladora del crecimiento y actividad insecticida para muchos

organismos.

Tanto el mecanismo de accion como la potencialidad de los aceites puede variar
segun la especie, su origen, su composicion y el lugar donde se encuentran. Terpenos,
alcoholes y aldehidos son algunos de los componentes responsables de la actividad
insecticida. Existe un nimero variado de metabolitos secundarios que se encuentran
en la composicion de las plantas, a los cuales se les confieren las propiedades

insecticidas (Isman 2000).

Las ventajas del control organico de plagas son que, por ejemplo, los productos
obtenidos de los aceites esenciales son de bajo impacto para los depredadores y para

la planta en si, es decir, no causan dafos a los enemigos naturales de la planta, ni dafa
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los tejidos vegetales y no dafia el ecosistema en que se encuentra. En otras palabras,
los aceites esenciales no tienen el problema de la lenta degradacion en el ambiente
(por ser los aceites un subproducto 100% natural) y, por ende, no se acumulan en la
cadena alimenticia de otros organismos. No se sabe con certeza el mecanismo de
accion de muchos insecticidas organicos de origen vegetal pero no se ha demostrado
que tengan efectos neurotoxicos en otros organismos y no se ha demostrado

resistencia alguna.

Como todos los tipos de control de plagas, el organico también presenta ciertas
desventajas. Los costos para la obtencion de los aceites esenciales pueden ser
relativamente altos en comparacion con el método quimico. Muchos agricultores no
utilizan este método pues prefieren un producto que mate inmediatamente a las plagas.
La aplicacion de los insecticidas de origen vegetal debe ser a temperatura ambiente,

pues generalmente son poco estables a altas temperaturas y a la luz (Cisneros 1976).

Es importante establecer claramente las diferencias entre el control quimico y el
control organico. En esencia, el control quimico utiliza plaguicidas sintetizados
quimicamente ya sean organicos (con moléculas de fosforo o cloro en su esqueleto
carbonado) o inorganicos. Estos compuestos se aplican a grandes concentraciones,
motivo por el cual son efectivos en periodos cortos, causando también una rapida
resistencia en los insectos. Por su parte, el control orgénico utiliza extractos botanicos
que se aplican directamente en la planta infestada, ya sea pulverizando la materia
vegetal o extrayendo sus aceites esenciales. Por ser compuestos naturales, no alterados
por el ser humano, no provocan dafios a éste ni a su entorno. Esta es la principal razén
por la cual se realizara este estudio, para poder controlar las poblaciones del gorgojo
castafio de la harina Tribolium castaneum Herbst sin causar dafios significativos en el

medio ambiente.

E. Albahaca

1. Informacidon botanica de la familia Lamiaceae. Conocidas como
lamiaceas o labiadas, son una familia de hierbas perennes, arbustos o raramente

arboles pequefios, de habitat variada. Pertenecen al orden Lamiales. Los tallos son
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generalmente cuadrangulares con hojas opuestas, sésiles o pecioladas, enteras o
dentadas, raramente lobadas o pinadas, aromaticas y estipuladas. El término labiadas
se le atribuye a la peculiar forma de la flor. La inflorescencia es cimosa biaxial o
circinada y forma un espiral denso. Las flores son solitarias y se encuentran en la parte
axilar de las hojas. Stanley las clasifica como perfectas por ser zigomorficas o
actinomorfas (en especial para el caso de la Mentha sp.). La flor contiene 5 pétalos
fusionados en forma de boca con un labio superior, generalmente bilobulado y mas
corto y uno inferior, trilobulado. Los 5 sépalos también se encuentran unidos (caliz
gametosépalo). La corola es usualmente bilobulada, de los cuales los dorsales se
encuentran unidos para formar un labio erecto, que encierra los estambres. Estos
vienen en pares de 2 o 4 con el par anterior mas largo. Las anteras por su parte se
encuentran paralelas o divergentes con un estilo ginobasico y bifido en el apice. El
fruto estd compuesto generalmente por 4 semillas, distintas o conadas en pares

(Stanley 1943).

La familia de las lamidceas tiene una extensa distribucion cosmopolita y
comprende unos 200 géneros y alrededor de 3000 a 4000 especies. Entre sus
representantes destacan la albahaca, la menta, el orégano, el tomillo y el romero. Una
de las caracteristicas que la componen es el contenido de aceites esenciales en todas

las partes de la planta y su uso mas comun es como condimento.

El género de las lamidceas mas abundante en Guatemala es Salvia sp., el cual se
encuentra distribuido en su mayoria en el oriente del pais. Los géneros presentes en
Centroamérica son Rosmarinus sp., Salvia sp., Hedeoma sp., Cunila sp., Scutellaria
sp., Ocimum sp., Catopheria sp., Thymus sp., Prunella sp., Marsypianthes sp., Hyptis
sp., Teucrium sp., Leonurus sp., Chaunosloma sp., Satureja sp., Leonotis sp., Hylis

sp., Marrubium sp., Lepechinia sp., Stachys sp., y Mentha sp. (Stanley 1943).

2. Informacion botanica de la albahaca. Ocimum basilicum L.,
comunmente conocida como albahaca, es nativa de Asia tropical, naturalizada y
cultivada en todas las regiones tropicales (Caceres 2009). Stanley describe esta
especie como plantas anuales aromadticas, a veces sufrutescentes, densamente
ramificadas. Tienen una altura de 50 cm de alto o menos aunque Caceres (2009) la

describe como una hierba bienal de 1.5 m de alto. El tallo es glabroso con hojas
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opuestas, levemente pecioladas, elipticas a ovadas u oblongas, enteras o dentadas y
agudas en la base, miden de 2 a 4 cm de largo y de coloracion verde y morada. La
inflorescencia es pequefa. Los verticilos se encuentran separados en racimos
espinosos de 20-25 cm de largo. Las flores son acaulinares, tubulares de color blanco
o morado y se diferencian del resto de la familia por tener los 4 estambres y el pistilo
apoyados sobre el labio inferior de la corola. El céliz es largo, ciliado y bilabiado y
contiene los frutos de aproximadamente 5 mm de largo, de apertura amplia y miden de
9 a 10 mm de largo. Las semillas son brillantes, café oscuro o negro, oblongas,

oleosas y cubiertas de mucilago.

Stanley (1949) y Céceres (2009) hacen mencion que la albahaca es plantada en
Guatemala a casi todas las elevaciones, en su mayoria en huertos familiares. Se le
conoce como la albahaca comun utilizada como condimento y como planta

ornamental en los jardines. En la actualidad se le atribuyen propiedades medicinales

(Caceres 2009).

Cuadro 3. Taxonomia de Ocimum basilicum L.

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Labiales

Familia: Labiaceae / Labiatae
Género: Ocimum

Especie: O. basilicum L

Figura 3. Inflorescencias de Ocimum basilicum L.
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3. Usos y propiedades medicinales. La albahaca ha sido ampliamente
utilizada desde la antigiiedad con fines culinarios, medicinales y aromaticos (Caceres
1996). La infusion se usa de forma oral para tratar afecciones digestivas, respiratorias
y nerviosas, otalgia, cefalea, vértigo y reumatismo. Topicamente se usa en cataplasma
para tratar afecciones dérmicas, tumores y parasitos. El polvo seco de la hoja se aspira
para descongestion nasal. Tiene propiedades antisépticas, aromaticas, astringentes,
calmantes, carminativas, colagogas, diuréticas, emenagogas, espasmoliticas,
estomaquicas, febrifugas, galactogogas, sudorificas y vermifugas (Céceres 1996). Las
hojas frescas se utilizan como condimento para sazonar comidas. Es repelente para

larvas de insectos y mosquitos (Caceres 2009).

4. Componentes quimicos. Caceres (2009) encontr6 que el aceite esencial
de la albahaca contiene derivados terpénicos, ademas de saponinas, taninos y sales de
calcio y potasio. Es un liquido con intenso olor alcanforado, especioso y esta
compuesto de linalool (50%), estragol (5-20%), eugenol (6-20%), alcanfor, cineol,
pineno, borneol, canfeno, P-cariofileno, citronelal, estragol, eucaliptol, geraniol,
limoneno, linalol, metilcinamato, mirceno, terpineol y ocimeno (ver figura 4).
Guenther (1949) encuentra por su parte pequeiias cantidades de terpeno (como d-
limoneno), ciielo, I-linalool, metil chavicol, eugenol, sesquiterpenos no cadinenos.
Coincide con Céceres (2009) en que la mayor parte del aceite esencial lo constituye el

linalool (50%), aunque también considera de importancia el metil chavicol (30%).

Figura 4. Estructuras representativas del aceite esencial de la albahaca
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F. Farmaya S. A

El laboratorio de Productos Fitofarmacéuticos FARMAYA, S. A., es una empresa
guatemalteca situada en la Ciudad Capital que se dedica a la identificacion, cultivo,
validacion, procesamiento y comercializacion de plantas medicinales y productos
derivados. Farmaya ofrece productos fitofarmacéuticos como drogas vegetales,
infusiones, geles y tinturas organicas y utiliza plantas como la achicoria, ajenjo,
albahaca, apacin, calahuala, hinojo, jengibre, nance, pericon, ruda, satco, té de limén,
timboco, tomillo y zarzaparrilla, entre otros para la fabricacion y manufactura de

dichos productos.

G. Aceites esenciales en plantas

1. Generalidades. Por su definicion, los aceites esenciales “son productos
volatiles de naturaleza compleja, elaborados por ciertos vegetales a los que confieren
un aroma agradable” (Kuklinkski 2000). McMurry (2004) define el aceite esencial
como: “El aceite volatil obtenido por destilacion por arrastre de vapor de un extracto
de una planta”. Los aceites esenciales se caracterizan por ser generalmente liquidos a
temperatura ambiente, aunque siempre hay excepciones, como el caso del anis que se
solidifica a bajas temperaturas. La mayoria de los aceites son practicamente
transparentes, incoloros o ligeramente coloreados, con la excepcion de la manzanilla,
que contiene camazuleno de un intenso color azul. Generalmente son menos densos
que el agua (el clavo y la canela son la excepcion). Debido a sus componentes, los
aceites esenciales suelen ser insolubles en agua, aunque los aceites que presentan
mayor cantidad de fenoles pueden ser parcialmente hidrosolubles. Por ende, los
aceites esenciales son lipofilos y solubles en disolventes orgéanicos apolares (hexano,
éter etilico, etc.). Poseen indices de refraccion elevados y presentan actividad optica
(implica la desviacion del plano de la luz polarizada y presentan poder rotatorio). Otra
caracteristica importante es que se oxidan con facilidad y se polimerizan dando
productos resinosos. En el Cuadro # 4 se presentan las propiedades principales que

caracterizan a los aceites esenciales.
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Cuadro 4. Propiedades generales de los aceites esenciales.

= Liquidos a temperatura ambiente

= Volatiles

= Con olor penetrante

* Incoloros o amarillentos

= Menos densos que el agua

= Insolubles en agua

= Lipofilos

= Solubles en disolventes organicos
apolares

= Solubles en alcoholes de alta
graduacion

« Indice de refraccién elevado

= Extraibles por arrastre de vapor
de agua o expresion

= Actividad 6ptica

Fundamentalmente existen dos metabolismos, el primario, que se considera
esencial para la vida e incluye a los glicidos, lipidos y ceras vegetales, aminoéacidos y
proteinas, acidos nucleicos y compuestos nitrogenados entre otros; y el secundario, el
cual no se considera esencial para la vida y tinicamente se produce en ciertos grupos
vegetales. Dentro de los compuestos procedentes del metabolismo secundario se
encuentran los isoprenoides, derivados fenolicos como 4cidos fenolicos, cumarinas,
lignanos, flavonoides, antocianinas, taninos y quinonas y los alcaloides (Kuklinski
2000). Los aceites esenciales provienen del grupo de los isoprenoides, por lo que es
importante hacer mencion a su origen. Los isoprenoides se forman a través de la ruta
de la condensacién isoprénica, o ruta del 4cido mevalonico. Es decir, su precursor es
el acido mevaldnico. En esta ruta se incorporan unidades de Cs hasta formar
isoprenoides numerosos y de estructura diversa. Pueden formar parte de otras
estructuras, como en el caso de las saponinas, o mezclas complejas como en el caso de

los aceites esenciales (McMurry 2004).

La ruta del acido mevalonico opera en el citosol y en el reticulo endoplasmatico
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de las plantas y en algunas levaduras, bacterias y protozoos (Productos naturales
organicos 2004). Se necesitan de 5 pasos para obtener el bifosfato de isopentenilo (ver
Figura 5). El ciclo comienza con la conversion de acetato a acetil CoA. Dos moléculas
de acetil CoA sufren una condensacion de Claisen y se produce acetoacetil CoA.
Luego se da una segunda reaccion por adicion alddlica, de carbonilo con una tercera
molécula de acetil CoA para dar como resultado el compuesto de 6 carbonos 3-
hidroxi-3-metilglutaril CoA. La HMG-CoA (o 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA) es
reducida para formar el mevalonato. La fosforilacion, seguida por la pérdida de CO2 y

del i6n fosfato, completa el proceso dando como resultado un difosfato de

isopentenilo.
Cuadro 5. Biosintesis del difosfato de isopentenilo
s
P 3.
1. Conversion Y 3. Adicion 4. Reduccion Fosforilacion y
acetil CoA ¢ Condensacién w aldolica HMG-CoA descarboxilaci
de Claisen on
\.

Para la produccion de terpenoides se debe convertir el difosfato de isopentenilo.
La conversion comienza con la isomerizacion del bifosfato de isopentenilo (IPP) a
difosfato de dimetilalilo, o pirofosfato dimetilalilo (DMAPP). El IPP y DMAPP se
combinan para dar la unidad C10 difosfato de geranilo (GPP). El alcohol
correspondiente, geraniol, es ya un terpenoide aromatico que se encuentra en el aceite
de las rosas. E1 GPP se combina luego con el IPP para dar la unidad C15 o difosfato
de farnesilo (FPP), y éste se combina de forma sucesiva con el IPP para dar la unidad
C25. Los terpenoides con mas de 25 carbonos (triterpenos y tetraterpenos) son
sintetizados por dimerizacion de unidades C15 y C20, respectivamente. Los
triterpenos y esteroides provienen de la dimerizacion reductiva del FPP para dar el

escualeno (McMurry 2004).
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Figura 5. Ruta biosintética de metabolitos secundarios
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De los ejemplos que se pueden dar de las familias que contienen aceites
esenciales se encuentran las Coniferas (Pinus sp.), Apiaceas o Umbeliferas (anis,
hinojo), Labiadas o Lamiaceas (menta, melisa, lavanda, albahaca), Lauraceas (canela),
Asteraceas (manzanilla), Mirtaceas (eucalipto, clavo) y las Rutdceas (citricos)
(Kuklinski 2000). Estas familias son las mds comunes a nivel de industria para la
extraccion de aceites esenciales, sin embargo, hay un sinfin de familias de las cuales

se extraen valiosas esencias.

La localizacion y distribucion de los aceites esenciales dentro de los tejidos
vegetales depende de la especie. En general se pueden encontrar en la raiz o rizomas
(curcuma, jengibre), fruto (anis, enebro), corteza (canela), lefio (alcanfor), sumidades
floridas (menta, lavanda, romero), flores (manzanillas) y hojas (eucalipto, laurel,
boldo) (Kuklinski 2000). Los aceites esenciales se acumulan en cavidades secretoras,
pelos secretores, canales secretores, etc. Pueden intervenir en la polinizacion, sobre la
cual ejercen un efecto de atraccion sobre algunos insectos; y, actian como defensas

frente al ataque de parasitos e insectos.
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2. Composicion quimica y clasificacion. Los aceites esenciales son
mezclas complejas, normalmente liquidas, que presentan una caracteristica en comun:
su volatilidad. Sus componentes son los responsables del olor de muchas plantas. En
la enciclopedia de Aceites Esenciales de Guenther (1949) se establece que la
diferencia de aceites grasos y aceites esenciales se encuentra en la volatilidad y el

origen de las plantas.

Mucho antes del avance en el campo de la quimica, inicamente se sabia que al
calentar las plantas se formaba un vapor con olor y que si sufria un proceso de
condensacion y de enfriamiento se formaban pequefias gotas que en un medio liquido
simulaban agua y aceite. Gradualmente con el paso de los afios y los descubrimientos
tecnologicos se perfeccionaron los métodos para la preparacion de aceites y se
adquirié un conocimiento mas profundo sobre los constituyentes de dichos aceites. Se
encontrd por ejemplo que los aceites esenciales contenian principalmente liquidos y
en menor cantidad compuestos volatiles de diversas clases de sustancias organicas. De
los primeros componentes descubiertos en los aceites esenciales se encontraron

hidrocarbonos aciclicos e isociclicos y sus derivados oxigenados (Guenther 1949).

En la actualidad se sabe que quimicamente estan formados principalmente por
terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos. Pueden ser aciclicos, monociclicos,
biciclicos, triciclicos, etc. En ocasiones llevan también derivados de fenil propano y
raramente cumarinas. Pueden contener también compuestos alifaticos de bajo peso
molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos) (Carretero 2001).
En la clasificacion por Kuklinski (2000) los aceites esenciales se clasifican como
terpenoides y no terpenoides. Los terpenoides proceden de la condensacion del
isopreno (Cs) y pueden tener o no tener oxigeno. Los hidrocarburos carecen de
oxigeno y dentro de ellos se encuentran los monoterpenos (Cjg) y sesquiterpenos
(Cis). Estos ultimos pueden ser aromaticos o alifaticos. Los terpenos que contienen
oxigeno son terpenos aliados con fenoles, alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres, ésteres
o peroxidos. Los no terpenoides provienen de rutas biosintéticas distintas, generando

hidrocarburos con diferente estructura.

En el Cuadro # 6 se encuentra la clasificacion hecha por Guenther (1949) de los
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componentes de los aceites esenciales en cuatro grupos principales.

Cuadro 6. Clasificacion de los componentes de los aceites esenciales

Terpenos, derivados de isoprenos e isopentenos
Compuestos de cadena lineal
Derivados de Benzeno

Miscelaneos

Ya que los terpenos son parte de los bloques fundamentales de la estructura de
los aceites esenciales, es importante hacer énfasis en ellos. Los terpenos tienen enlaces
dobles C — C. Algunos son hidrocarburos y otros contienen oxigeno, algunos son
moléculas de cadena abierta y otros contienen anillos. McMurry (2004) pone de
ejemplo a la carvona, la cual es una cetona aislada de la menta verde y al alfa-pineno,

que es el constituyente principal de la turpentina o aguarras.

Los terpenos surgen de la unién de la cabeza a la cola de unidades de isopreno
de cinco carbonos (2-metil-1,3-butadieno). Los terpenos se pueden -clasificar
dependiendo del nimero de unidades de isoprenos que contienen; por ejemplo los
monoterpenos son compuestos de 10 carbonos a partir de la sintesis de dos unidades
de isopreno, los sesquiterpenos son moléculas de 15 carbonos a partir de tres unidades
de isopreno, los diterpenos son sustancias de 20 carbonos con cuatro unidades de
isopreno. Los mono y sesquiterpenos son los mas comunes en las plantas. Los
terpenos superiores se presentan también en animales y tienen papeles importantes en

la funcion bioldgica (por ejemplo hormonas esteroidales) (McMurry 2004).

La cantidad de componentes que presentan los aceites esenciales va a depender
de la especie vegetal, el ciclo de la especie, las condiciones ambientales, las
caracteristicas del cultivo y el procedimiento de obtencion. Por ejemplo Guenther
(1949) indica que hay una relacion directa en la forma en que se cultivan las plantas y
el porcentaje de aceite esencial producido. La calidad de las plantas depende
directamente de la fertilidad del suelo y de las condiciones climaticas. Los aceites
estan contenidos principalmente en las hojas y flores por lo se que se debe cultivar

plantas con abundantes sumideros florales y foliares.



30

Carretero (2000) clasifica los aceites esenciales segiin su consistencia (esencias
fluidas, balsamos y oleorresinas), por su origen (naturales, artificiales y sintéticos) y
por la clase quimica de componentes (monoterpenos, sesquiterpenos,

fenilpropanoides).

3. Importancia. La planta, como un organismo vivo sufre varios procesos
metabolicos para su desarrollo. Muchas sustancias externas son absorbidas y
transformadas en los bloques de construccion que sirven para el buen funcionamiento
y crecimiento de la planta. Productos como la celulosa se depositan en las paredes
celulares dandole a la planta una estructura mas rigida, mientras que el almidon se
almacena como fuente de energia y como material orgénico para futuros procesos
metabolicos. Es facil asignar las funciones en la planta a estos compuestos, sin
embargo resulta un poco mas dificil atribuirle funciones a sustancias como alcaloides,
antocianinas, flavonoides, aceites esenciales y resinas. Los aceites esenciales, sin
embargo, han demostrado tener una amplia variedad de aplicaciones en muchas
industrias, por sus propiedades aromaticas, alimenticias, insecticidas y medicinales.
Algunas de estas sustancias volatiles tienen un gran valor antiséptico, analgésico,
hemolitico, sedante, estimulante, entre otros. Son muchas las actividades que se han

descrito para muchos aceites esenciales, aunque todavia falta mucho que comprobar.

A continuacion, en el Cuadro # 7 se presentan varias de las industrias que

emplean aceites esenciales.

Cuadro 7. Lista de industrias que utilizan aceites esenciales

Industria Producto

Adhesivos Gomas, papel

Alimentos Pasteles, galletas,
donas, pies,
pudines.

Insecticidas | Repelentes,
rodenticidas,

acaricidas,
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insecticidas.

Perfumeria Lipsick, lociones,
polvos, aguas de
colonia, faciales,

incienso.

Farmacia Antiacidos,
preparaciones
medicinales,
tonicos, elixires,
laxantes,
antidiabéticos,
antiespasmaodicos,
etc.

(Tomado del libro de Farmacognosia de Claudia Kuklinski 2010)

La actividad biologica de la albahaca se atribuye al aceite esencial que le
confiere propiedad aromatica, antiséptica, aperitiva, antioxidante, digestiva,

carminativa, espasmodica, insecticida y sedante.

4. Obtencion. Desde hace siglos se han obtenido aceites esenciales a
través de la destilacion por arrastre de vapor (McMurry 2004). Por estar constituidos
por mezclas de terpenos, sesquiterpenos y compuestos aromaticos, los aceites

esenciales contienen sustancias farmacologicamente activas (Sharapin 2000).

Por lo general, la determinacioén de aceites esenciales en plantas se realiza por
medio de la destilacion por arrastre con vapor de agua, en un aparato especial y en
condiciones especiales. Las partes que comprenden un aparato de destilacion son: un
matraz o bulbo de fondo redondo con cuello esmerilado, un condensador con vidrio de
bajo coeficiente de expansion o dilatacion y con extremos esmerilados, un aparato de
calentamiento apropiado que permita un control preciso de la temperatura y, un

soporte vertical con anillo horizontal cubierto con material aislante (Solis et al. 2004).

Existen diversos métodos de determinar los aceites esenciales en plantas. Los
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métodos de destilacion se pueden llevar a cabo por hidrodestilacion o por destilacion
mixta. La destilaciéon mixta consiste en poner el agua en el mismo recipiente que la
planta pero sin que entren en contacto. La planta se coloca sobre una rejilla y el agua
estd en el fondo del recipiente. Se lleva a ebullicion y el vapor sube por la rejilla
arrastrando los aceites esenciales. Luego se condensa, se recoge y se separan los
aceites esenciales del agua. En la hidrodestilacion si se ponen en contacto la fuente
vegetal y el agua y se llevan a ebullicion. Se debe macerar previamente el material
vegetal. Al calentarse el agua se transforma en vapor de agua y éste arrastra la esencia,
se condensa, se recoge en un recipiente y después se separan la fase orgéanica (con los

aceites esenciales) y el agua.

El producto destilado puede ser recolectado en tubos graduados, utilizando
diversos solventes para capturar el aceite (xileno es el mas comun utilizado); la fase
acuosa es separada de la fase oleosa y devuelta al balén de destilacion (Sharapin
2000). Aunque el principio de separacion de los aceites es el mismo, los equipos para

su determinacién cambian en algunos aspectos.

El principio de la técnica utilizada para este trabajo se basa en que el vapor del
agua arrastra los compuestos volatiles de la fuente vegetal y la mezcla es condensada
y destilada en un balon de vidrio esmerilado. La planta se coloca en un balén y se
agrega agua destilada o de chorro. Se debe calentar el liquido hasta ebullicion para
que la corriente de vapor producido arrastre los aceites esenciales. Al pasar por el
condensador, se condensa el vapor de agua junto con los aceites y se recuperan en un
balon. Posteriormente se separan los aceites del agua por sus diferentes densidades. La

separacion se puede llevar a cabo con diferentes solventes (por ejemplo éter dietilico).

H. Métodos de identificacién de compuestos quimicos

Existen varios métodos de identificacion de compuestos quimicos utilizados en
el mundo. Para la identificacion de compuestos que se encuentran en aceites
esenciales, que generalmente son volatiles e inestables, dos de los métodos mas
destacados son la cromatografia de gases y la espectrometria de masas. La

cromatografia de gases es un método muy utilizado para separar, identificar y
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determinar los compuestos quimicos de una mezcla compleja, ya sea dependiendo su
densidad, su velocidad o su peso molecular. Con los compuestos separados se hace
uso del espectrometro de masas, en el cual la muestra se convierte en atomos libres y
iones elementales en fase gaseosa. Una fuente de radiacion externa se aplica al analito
y los atomos absorben la energia y aparecen las longitudes de onda referentes a cada
uno de los compuestos. Es importante hacer uso de estas técnicas para poder

determinar los componentes quimicos presentes en la albahaca, Ocimum basilicum L.

1. Cromatografia de gases. La cromatografia de gases (CG) es una técnica
de separacion cromatografica basada en la diferencia de la distribucion de las especies
entre dos fases inmiscibles, donde la fase movil es un gas acarreador que se mueve a
través de la fase estacionaria contenida en una columna. Es aplicable a sustancias o
sus derivados que sean volatiles bajo la temperatura empleada. La cromatografia de
gases se basa en mecanismos de adsorcion, distribucion de masas o exclusion de

tamano (Solis et al. 2003).
Existen varias clases de cromatografia entre las cuales, las mas importantes
son: de adsorcion, de reparto, de intercambio i6nico y de filtracion molecular. Sus

caracteristicas principales se resumen en el Cuadro # 8.

* Cuadro 8. Caracteristicas de las diferentes clases de cromatografia

Adsorcion Reparto Intercambio Filtracion
ionico molecular
Fase Solida Liquida Soélida Soélida
estacionaria
Fase movil Liquida o | Liquida o | Liquida o | Liquida
gaseosa gaseosa gaseosa
La velocidad | Interaccion Solubilidad Intercambio de | Grado de
de la | molecular diferencial del | iones entre la | inclusion  en
migracion entre el soluto | soluto entre las | solucion y la | los poros de la
varia y el solvente fases fase fase
estacionaria estacionaria
Propiedad Polaridad Solubilidad Ionizacion Tamano
diferenciadora molecular

(Tomado del libro Manual de caracterizacion y andlisis de drogas vegetales y

productos fitoterapéuticos de Solis et al. 2004)




34

Los diferentes tipos de cromatografia pueden ser utilizados a través de diversas
técnicas, siendo las principales: cromatografia en papel, cromatografia en capa fina,
cromatografia de gases, cromatografia en columna y cromatografia liquida de alta

eficiencia (HPLC).

La cromatografia en fase gaseosa es una técnica que permite la separacion de
sustancias volatilizables. La separacion tiene como base la distribucion diferencial de
las sustancias entre una fase estacionaria (sélida o liquida) y una fase movil (gaseosa)
(Solis et al. 2003). Skoog (2008) la describe como un método muy utilizado ya que
permite no sélo la separacion, sino también la identificacion y determinacion de los
componentes quimicos en mezclas compuestas. La muestra es introducida en una
columna que contiene la fase estacionaria, a través del sistema de inyeccion.
Temperaturas apropiadas en el sitio de la inyeccion y en la columna, posibilitan la
volatilizacion de los componentes de la muestra los cuales, de acuerdo con sus
propiedades y las de la fase estacionaria, son retenidos por tiempos variables y llegan
al final de la columna en tiempos diferentes. Un detector adecuado, a la salida de la
columna, permite la deteccion y la cuantificacion de las sustancias. Los resultados son
cualitativos y cuantitativos y se obtienen en un espacio de tiempo corto (Solis et al.
2003). La desventaja que presenta esta técnica es que para cada componente o grupo

de componentes se deben tener establecidos diferentes factores fisicoquimicos.

En la cromatografia gas-liquido, la fase estacionaria es un liquido poco volatil
que recubre un soporte sélido o las paredes de la columna. El mecanismo de
separacion se produce mediante la particion de las moléculas de la muestra entre la
fase estacionaria y la fase movil (liquida y gaseosa). La fase liquida debe solubilizar
selectivamente las sustancias de la muestra, debe ser termoestable, presentar una baja
volatilidad a la temperatura en la cual se realiza el andlisis y ser quimicamente inerte

en relacion con los componentes de la muestra (Solis et al. 2003).

Los componentes de la muestra son transportados a través de la fase estacionaria
por el flujo de la fase movil, y son separados por las diferencias de velocidad de
migracion. Es por eso que la cromatografia de gases es importante en la terminacion
de un andlisis, pues se utilizan los tiempos o volimenes de retencion para la

1dentificacion cualitativa. Los solutos de la mezcla son arrastrados a través de la fase
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estacionaria por el movimiento de la fase movil. Los compuestos que salen arrastrados
se conocen como eluato. La fase movil gaseosa proporciona un rapido equilibrio entre
las fases con mayor eficiencia en la obtencion de los analisis. Los gases mas utilizados
son nitrogeno, helio, hidrogeno y argéon. Es muy importante tomar en cuenta que la
fase movil no debe interactuar con la fase estacionaria ni mucho menos con la

muestra. Debe ser también compatible con el detector y tener alta pureza.

La elucion es un proceso en el cual los solutos son arrastrados con la ayuda de
un eluyente (disolvente que se usa para transporte de componentes) a través de una
fase estacionaria por el movimiento de una fase movil. Los eluatos luego son
detectados por un detector al final de la columna. La columna consiste en un tubo
largo que contiene la fase estacionaria. Los materiales mas usados son el cobre, el
acero, el aluminio, el vidrio y el teflon. El material de la columna tampoco debe
interactuar con la fase estacionaria ni con la muestra. Entonces, las sustancias
presentes en la muestra pasan a través de la columna, en donde son separadas y llegan
al sistema de deteccion. Con relacion a la selectividad, los detectores pueden ser
clasificados en universales o selectivos o especificos. El detector responde a la
concentracion de soluto y se representa graficamente su sefial en funcion del tiempo
en forma de picos. La respuesta del detector debe ser lineal dentro de un amplio
intervalo de concentraciones. El analisis cuantitativo se puede llevar a cabo gracias a
la relacion directa que existe entre la respuesta del detector y la concentracion de la
muestra. Los ruidos son los cambios que se presentan a nivel de la linea base y
generalmente son causados por efectos electronicos. La cantidad minima detectable
debe presentar una respuesta por lo menos dos veces superior a la sefial del ruido. Las
alturas de los picos o sus areas dan informacion cuantitativa y cualitativa (Sharapin
2000). Los diferentes tipos de detectores son por conductividad térmica, de ionizacion
de llama y de captura de electrones. Los registradores del cromatdgrafo son analogos
a los integradores y se encargan de presentar los tiempos de retencion de las
sustancias separadas al igual que las alturas y areas de las sefiales cromatograficas. El
termostato se encuentra instalado en el inyector, en la columna y en el detector. En el
primero, la temperatura es suficientemente alta para volatilizar la muestra, pero no tan
alta para permitir la descomposicion de la muestra. En la columna la temperatura
puede ser constante o programada y la temperatura del detector es generalmente

superior a la de la columna e igual a la del sitio de inyeccion.
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Como se menciond en el inciso anterior, la técnica de cromatografia de gases es
util para andlisis cualitativos y cuantitativos. Para analisis cualitativos los tiempos de
retencion de los compuestos son un medio excelente para confirmar la presencia o
ausencia de algun compuesto de interés en una mezcla, siempre y cuando se disponga
de un patrén (Skoog 2005). Los tiempos de retencion no solo confirman la presencia o
ausencia sino que también son ttiles para evaluar la efectividad de los procedimientos
de purificacion, pues al estar una mezcla contaminada, los tiempos de retencion varian
y no se sigue el patrén deseado. Si se quiere determinar la pureza de la muestra se
deben buscar picos adicionales en el cromatograma, pues éstos revelan la presencia de
contaminantes y el area bajo los picos proporcionan un aproximado del grado de

contaminacion (Skoog 2008).

Para los analisis cualitativos se identifica la presencia de picos adicionales en la
grafica, y éstos proporcionan una idea del estado de la mezcla. Para obtener datos mas
exactos se deben realizar analisis cuantitativos y para ello se parte de la altura del pico

y del area bajo el pico de los productos eluidos de la columna (Skoog 2008).

La identificacion de la naturaleza quimica de los componentes de la muestra es
obtenida por la comparacion de los tiempos de retencion de un patrdn y de la muestra,
acompafiadas de técnicas auxiliares como el infra rojo, ultravioleta y visible,
resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas, acopladas a la salida del

detector (Sharapin 2000).

Debido a que la cromatografia de gases tiene la limitante que no es tan exacta
para la identificaciéon de compuestos, se recomienda el uso simultdneo de un
espectrometro de masas acoplado. Este sistema integrado combina las cualidades para
la separacion de la cromatografia de gases con las mejores propiedades de

identificacion que poseen los espectrometros de masas.

2. Espectrometria de masas. La espectrometria de masas es una
herramienta poderosa para la identificacion de compuestos puros. Skoog (2005) la

describe como un instrumento que produce iones y éstos se separan de acuerdo con
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sus relaciones de masa-carga (m/z). La mayoria de los iones tienen en comun que s6lo
tienen una carga, por lo que la relacion es simplemente el nimero de masa del i6n. En
un sistema de entrada se introduce una cantidad pequefia de muestra, donde los
componentes se transforman en iones gaseosos (la muestra viene del cromatdgrafo de
gases cuando ambos sistemas estan integrados) gracias al bombardeo con electrones,
fotones o energia térmica o eléctrica. Los iones alterados salen como un flujo de iones
positivos (lo mas comun) o negativos. El flujo llega al analizador de masas, el cual
tiene como funcién dispersar los iones del analito dependiendo de su relacion masa-
carga. Un transductor convierte el haz de iones en una sefial eléctrica que se procesa,
almacena en una computadora y se muestra en una pantalla. Sin embargo es
insuficiente para el andlisis de mezclas debido al gran niimero de fragmentos con
diferentes valores de m/z que se producen en cada caso (Skoog 2008). Por ello, se ha
utilizado con frecuencia la espectrometria de masas acoplada a un cromatografo de

gases.

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG/EM)
permite la identificacion de casi todos los compuestos asociando la separacion
cromatografica en la fase gaseosa a una deteccion sensible y especifica de la
espectrometria. Asi los compuestos ya separados son transferidos al detector del
espectrometro para ser analizados cualitativamente. Como producto se obtiene un
espectro de masas caracteristico de la sustancia fragmentada que permite su
identificacion a partir de la comparacion con una base de datos espectrales (Sharapin

2000).

La cromatografia de gases en acoplo con un espectrometro de masas se ha
convertido en una herramienta ain més poderosa para el andlisis de mezclas organicas
y bioquimicas complejas. Los espectros de los compuestos se recolectan a medida que
salen de la columna cromatografica para luego almacenarlos y asi poderlos analizar

como la espectrometria de masas (Skoog 2008).

I. Métodos estadisticos
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1. Analisis de Varianza (ANDEVA). Los estudios de efectividad
bioldgica usualmente implican el uso de una formulacion que se desea evaluar con
respecto a su capacidad de accidon en un organismo o poblaciones plaga. Ademas del
producto, se evaluan también diferentes dosis y métodos de aplicacion. Para evaluar
los resultados es necesario crear un diseno experimental y una metodologia estadistica
apropiada que permita obtener conclusiones cientificamente validas (Colegio de
Postgraduados 2001). Un disefio experimental es una simple disposicion temporal y/o
espacial de n-tratamientos, cada uno de los cuales debe aplicarse en forma repetida.
Los objetivos son comparar, con criterios estadisticos, el efecto de los tratamientos

medidos en un grupo de organismos.

El andlisis estadistico que permite realizar la comparacion de tratamientos en
base a un disefio experimental se llama analisis de varianza (ANDEVA). Su nombre
implica la comprobacion, mediante un analisis, de la variabilidad o varianza entre los
diferentes tratamientos y repeticiones. En otras palabras, un andlisis de varianza
permite determinar si existe o no diferencia de al menos un tratamiento con respecto a
la variable medida y asi determinar si se rechaza o se acepta la Hy. Todo disefio
experimental supone la existencia de al menos tres condiciones experimentales
controlables que son de interés para comprobar con respecto a una variable medible en
un grupo de organismos. Las condiciones controlables se conocen como tratamientos
y a los individuos seleccionados a los que se le aplica un tratamiento son las unidades
experimentales. La variable medible se conoce también como la variable respuesta

(Colegio de Postgraduados 2001).

Para trabajar con un analisis de varianza se requiere que para cada tratamiento se
hagan repeticiones a diferentes unidades experimentales y que el mismo tratamiento
tenga la misma probabilidad de ser aplicado a cualquier unidad experimental, es decir,

que se haga el experimento de una manera aleatoria (Anderson 2005).

El andlisis de varianza culmina con la prueba de hipdtesis con respecto a los

tratamientos, es decir, con la decision de aceptar o rechazar la hipétesis nula (Hy).

La formula general de las hipdtesis que se prueban es:
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Ho: wl=p2=u3....... =un

Ha: no todas las medias de la poblacién son iguales

Si las medias son iguales para todas las poblaciones, cabe esperar que las medias
de la muestra se aproximen entre si. Entonces, si la variabilidad entre las medias de las
muestras es “pequefa” se respalda Hy. Si se acepta que al menos uno de los
tratamientos tiene un efecto diferencial con respecto a los demads, es necesario efectuar
una prueba de comparacion de tratamientos. El objetivo de estos métodos es

determinar en forma precisa qué tratamiento es mas efectivo estadisticamente

(Anderson 2005).

2. Prueba de Tukey. La prueba de Tukey, es una prueba estadistica de
comparacion multiple utilizada en conjunto con ANOVA para encontrar si las
diferencias son significativas entre medias. La prueba compara todos los posibles
pares de medias. Tukey hace uso de la amplitud “studentizada” y es aplicable a pares
de medias. Tan solo necesita de un solo valor para juzgar la significancia de todas las
diferencias. Solo se hacen comparaciones por pares, el valor critico es menor que el
exigido por el método de Scheffé o Duncan. Todos los pares de medias constituyen
una familia y la tasa de error es familiar, como lo es el coeficiente de confianza
cuando se construyen estimaciones de intervalo de diferencias. En otras palabras, es
un andlisis estadistico que se realiza para comparar medias con relacion a una variable
cuantitativa. Se puede describir la t de Student o Prueba de Tukey como la
herramienta que se usa en un modelo en el que la variable independiente intenta
explicar una variable dependiente. Esta prueba se basa en el calculo de estadisticos
descriptivos previos, como por ejemplo el nimero de observaciones, la media y la
desviacion tipica en cada grupo. Con la ayuda de tablas se obtiene a partir de dicho
estadistico el valor p. Si p<0.05 se concluye que hay diferencia entre los dos

tratamientos (Manual SPSS 2008).
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III. JUSTIFICACION

Muchas de las plagas de cultivos son microorganismos e insectos que terminan
alimentdndose de las plantaciones y sus productos, trayendo pérdidas econdémicas
considerables. Una de las amenazas mas importantes para los sistemas de almacenaje
de granos son los insectos que se encuentran afectando el producto, reduciendo asi la

produccion y calidad del mismo.

En Guatemala, el método tradicional de reduccion y/o control de poblaciones de
plagas es el uso de plaguicidas quimicos. En el caso de los granos almacenados se
utiliza bromuro de metilo, fésforo de aluminio y otros insecticidas que se rocian sobre
los granos, lo cual ha favorecido el desarrollo de resistencia por parte de los insectos,
y por ende, se ha tenido que aplicar mayores cantidades de veneno o mayor

concentracion del ingrediente activo.

Actualmente se han prohibido varios de los agroquimicos utilizados como
control de plagas, debido que provocan dafios ambientales, econdmicos, sociales y
que afectan la salud humana. La necesidad de proteger los productos almacenados del

ataque de los insectos se ha incrementado en las ultimas décadas.

El control orgéanico (control quimico derivado de extractos especies vegetales)
de plagas es una forma de controlar las poblaciones de insectos, pues no dana al
huésped ni al medio que lo rodea. Este tipo de control de plagas es ahora una
estrategia que ha cobrado mucha importancia para la produccion agricola y es por eso
que el presente informe de investigacion es de gran valor, pues propone, a partir del
aceite esencial de la albahaca O. basilicum (Lamiaceae), disminuir las poblaciones del
gorgojo castafio de la harina 7. castaneum, que se encuentra afectando los sistemas de

almacenaje de granos en Guatemala.

Es importante también obtener un perfil quimico de los componentes que dicho

aceite esencial presenta, pues asi se puede comprobar la existencia de los
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componentes que le atribuyen las propiedades insecticidas a la planta.

IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general

= Realizar una evaluacion sobre la actividad insecticida de tres concentraciones
del aceite esencial de albahaca O. basilicum, provenientes de dos cultivares
producidos en los departamentos de Santa Rosa y Solola, sobre el gorgojo

castafio de la harina 7. castaneum.

B. Objetivos especificos

= Extraer el aceite esencial de hojas, tallos e inflorescencias de Ocimum basilicum
L. por medio de la técnica de Destilacion por arrastre con vapor de agua.

* Determinar, mediante la técnica de cromatografia de gases con espectrometria
de masas acoplada (CG/EM), el perfil quimico de los componentes de las dos
variedades del aceite esencial de la albahaca.

= Evaluar la actividad insecticida de los aceites esenciales provenientes de las
variedades de Santa Rosa y Solold, sobre 7. castaneum Herbst. a nivel de
laboratorio.

= Evaluar la actividad insecticida de los aceites esenciales provenientes de las
variedades de Santa Rosa y Solola, sobre 7. castaneum Herbst. a una escala

mayor.
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V. HIPOTESIS DE TRABAJO

HO: El aceite esencial de la albahaca, O. basilicum (Lamiaceae), no presenta actividad
insecticida sobre el gorgojo castafio de la harina, 7. castaneum (Tenebrionidae) a

ninguna concentracion.

H1: El aceite esencial de la albahaca, O. basilicum (Lamiaceae) presenta actividad
insecticida sobre el gorgojo castafio de la harina, 7. castaneum (Tenebrionidae) por lo

menos a una de las concentraciones estudiadas.
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VI. MATERIALES Y METODOLOGIA

A. MATERIALES

Este trabajo de investigacion comprendié dos procedimientos en general. En
primer lugar se extrajo el aceite esencial de albahaca de las variedades producidas en
Solold y Santa Rosa. En segundo lugar se disefid un experimento a nivel in vitro y otro
a nivel de escala mayor para la aplicacion del producto destilado. A continuacion se

presenta en detalle cada uno de los pasos para la elaboracion de esta investigacion.

1.Material vegetal. El laboratorio de productos fitofarmacéuticos FARMAYA S.
A. proporciond 2 kg de albahaca morada ya deshidratada (tallos, hojas e
inflorescencias). La materia vegetal provino de dos localidades de Guatemala, San

Andrés Solola y Santa Rosa.

2.Material biologico. Se realizaron colectas de granos infestados por poblaciones
del gorgojo castano de la harina 7. castaneum en los silos de Aprovigra en el
departamento de Escuintla. En coladores se cernid el grano infestado y se separaron
en recipientes de plastico larvas y adultos de gorgojos. Los adultos se descartaron y se
esperd cuatro semanas a que las larvas desarrollaran su estadio de adultos. Esto se

realizo para poder obtener adultos de edad estandarizada.
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B. PROCEDIMIENTO

1. Obtencion del aceite esencial. Los aceites esenciales de las dos variedades de
albahaca fueron obtenidos por el método de destilacion por arrastre con vapor de agua
(o hidrodestilacion), durante una hora, en un equipo de destilacion por reflujo descrito

por Clevenger utilizando la parte aérea del vegetal y agua.

Para una extraccion mas eficiente se cortaron, con tijeras limpias, las hojas,
tallos y las inflorescencias de la albahaca en finos segmentos. Se utilizaron todas las
partes aéreas de la planta, pues Guenther (1949) en la Enciclopedia de Aceites
Esenciales, sugiere utilizar todas las partes de la materia vegetal en procesos de
destilacion. Ademas, el aceite esencial en la albahaca se encuentra distribuido en

todos los 6rganos.

Como primer paso se armo el kit de destilacion (kit Corning) como se muestra
en la Figura # 6. Se utilizaron 1600 g de albahaca seca finamente cortada (800 g por
cada variedad) y se colocaron en un balén esmerilado de tres bocas con capacidad de
500 ml', marca Pyrex. Se le agregaron 75 ml de agua a temperatura ambiente para
remojar la materia seca. Simultaneamente se calent6 450 ml de agua en un baldén con
una boca esmerilada. Al estar conectados todos los conductos del sistema se calento el
agua en el balon hasta llegar a ebullicion y se comenz6 el proceso de destilacion. En
un beaker (marca Pyrex) se obtuvo el aceite junto con el agua y se tap6 con un vidrio

de reloj para evitar perder parte de los componentes del aceite.

El producto destilado se colocé en un embudo de decantacion (marca Durdn) y
se agreg6 éter dietilico (se mezcld el éter dietilico con el producto destilado varias
veces para liberar presion). Se recibio la capa acuosa en el mismo beaker que contenia
el producto destilado. El proceso de decantacion se realizo dos veces. A la capa etérea

se le agregd agente secante’ (NaHSO4) para luego decantarlo en otro balon, marca

" Por la limitante de la capacidad de los balones, se realizaron varias corridas para cada
extraccion. Por cada variedad se corri6é ocho veces el proceso de destilacion.

? Los aceites esenciales, a pesar de ser liquidos a temperatura ambiente, tienden a ser volatiles.
’ El agente secante extrae el resto de agua para obtener un producto més puro.
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Pyrex.

Como ultimo paso se armo6 un sistema de destilacion simple Kit Corning para

eliminar el éter dietilico y obtener el aceite lo mas puro posible.

Figura 6. Sistema de destilacion simple. Kit Corning

Se repitid el procedimiento completo dos veces para cada variedad de albahaca. Se

obtuvo un total de 4 ml de aceite esencial puro por cada variedad.

Figura 7. Sistema de destilacion por arrastre con vapor de agua. Kit Corning
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2. Determinacion del perfil quimico. Se reservaron 10 pl del aceite para el
analisis quimico. La composicion quimica de los aceites se determind mediante un
cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas (CG/EM). Las
condiciones del método fueron las siguientes:

Condiciones del horno: la temperatura inicial fue de 50° C a un tiempo inicial de 5
minutos. La temperatura maxima fue de 325° C con un tiempo de equilibracion de 2
minutos. El flujo se mantuvo constante a 0.5 ml/min. La primera rampa tuvo un rango
de 3 con una temperatura final de 150° C, la segunda con un rango de 10 y una
temperatura final de 250° C y la tercera se mantuvo apagada. La velocidad promedio
fue de 26 cm/seg.

Condiciones del inyector: modo splits, la temperatura inicial fue de 250° C, a una
presion de 1.04 psi. El radio del splits fue de 5:1, el flujo de splits fue de 2.5 ml/min,
para obtener un flujo total de 6 ml/min. El gas utilizado fue helio.

Del detector lo tinico que se puede mencionar es la temperatura a 280° C, la cual es la
temperatura de la interfase, no del detector.

Condiciones de la columna: el tipo de columna utilizado fue Agilent 19091S-433E
HP-5MS (5% fenil metil siloxano) de 30 metros de largo, didmetro de 25 mm y un
grosor de la pelicula de 0.25 um.

Condiciones del detector de masas: el rango de masas va de 10 a 500 UMA
(unidades de masa atdémica).

Condiciones de temperatura del espectro de masas: la temperatura de la fuente fue
de 230° Cy 150° C para el cuadruplo.

El tiempo total de corrida fue de 53.33 minutos. Las condiciones se mantuvieron

iguales para ambas variedades de albahaca.

Antes de empezar se inyectd una muestra para limpiar cualquier residuo que
haya quedado impregnado de corridas pasadas y para calibrar el cromatografo. Ya con
el cromatografo listo se inyectd 1 ul del aceite con una microjeringa en la columna
cromatografica. La muestra volatilizada pas6 a través de la columna capilar de fenil-
metil-siloxano. Los compuestos en la columna se volatilizaron y llegaron al sistema de
deteccion a través del helio como gas inerte. El detector (rango de escaneo de 10-500
unidades de masa) midié la variacién de las propiedades de los compuestos y se
obtuvo un cromatograma. Se utiliz6 el tiempo de retencion de los analitos como

variable para identificar los compuestos (puesto que el tiempo de retencién es
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caracteristico para cada compuesto).

Por medio del espectrometro de masas se midieron los iones derivados de las
moléculas del aceite esencial y asi se lograron identificar los principales componentes

del aceite.

3. Elaboracion de soluciones. Ya con el aceite obtenido se procedio a elaborar las
soluciones. Se elaboraron en total seis soluciones a tres distintas concentraciones. Se
elaboraron tres soluciones por cada variedad. Se tom6 1 ml del aceite esencial de la
albahaca y se diluyd en 9 ml de agua y acetona (5:4) para obtener 10 ml de solucion.
De esta solucion se obtuvo una segunda, diluyendo 5 ml de la mezcla en 5 ml de agua
y una tercera solucion diluyendo 5 ml de la mezcla en otros 5 ml de agua. El proceso
se realizd dos veces para cada variedad de albahaca. De esa forma se obtuvieron seis
soluciones a tres diferentes concentraciones (10%, 5% y 2.5%). A cada una de las
soluciones se les anadio el 1% de jabon potdsico para mejorar la penetracion del

aceite.

4. Reproduccion de poblaciones de gorgojos. Los granos infestados de gorgojos
se tamizaron y se separaron las larvas y los adultos. Los adultos se desecharon y se
colocaron las larvas en contenedores plasticos con tapaderas con gasa para que se
desarrollaran en adultos. Los recipientes se colocaron en un cuarto bajo condiciones
ambientales controladas (25-30° C). El ciclo duré aproximadamente cuatro semanas.
Se seleccionaron los individuos que se desarrollaron en un periodo similar para
obtener asi individuos estandarizados. Se obtuvieron 650 gorgojos, 350 para la parte

in vitro 'y 300 para el ensayo a escala mayor.

5. Aplicacion in vitro de las soluciones. Para este estudio se utilizaron siete
tratamientos con cinco repeticiones cada uno. Los tratamientos consistieron en las
soluciones preparadas a partir del aceite esencial de albahaca. Se colocaron diez
gorgojos por caja petri con granos variados. No se utilizé papel filtro. El ensayo
consistié en una sola aplicacion en spray de las distintas soluciones sobre la superficie
de los gorgojos. El spray o atomizador se estandarizd previamente para cuantificar el
atomizado. Se utilizaron cinco cajas petri con diez gorgojos cada una para cada

solucion evaluada, mas cinco cajas petri como testigo, obteniendo un total de 35 cajas
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petri y 350 gorgojos. Se registraron los dados de mortalidad de los gorgojos a las 24,
48, 72 horas y a la semana luego de la aplicacién. Se tomaron en cuenta unicamente
los gorgojos que no presentaban ningun tipo de movimiento (no debe de haber

movimiento de patas).

6. Aplicacion de las soluciones a escala mayor. En esta seccion se utilizaron tres
tratamientos con cinco repeticiones cada uno. Los tratamientos consistieron en las dos
soluciones que mejor efectividad presentaron en cuanto al control de los gorgojos. Se
seleccionaron las soluciones SS 5% (Solold al 5%) y SR 5% (Santa Rosa 5%). La
unidad experimental consistid en un recipiente de plastico con 1 kg de trigo limpio.
Para el disefio experimental se realiz6 una infestacion artificial del grano con 20
gorgojos por cada repeticion. Para la aplicacion de los tratamientos se saco el grano
infestado de los botes y se depositd sobre el suelo. Se revolvid con palas limpias para
evitar que los gorgojos quedaran en el fondo. Como primer paso se rociaron las
paredes de los recipientes de plastico como método de prevencion. Las aplicaciones se
realizaron también por medio de un spray estandarizado. Se aplicaron las soluciones
sobre el grano esparcido en el suelo y se colocod de nuevo en los recipientes. El primer
tratamiento que se aplico fue el testigo, utilizando como solucién Unicamente agua,
acetona y jabon. Se obtuvieron en total 15 repeticiones y 300 gorgojos. La humedad
del grano no debe sobrepasar el 15% pues favorece la proliferacion de hongos y
microorganismos. El trigo utilizado en la evaluacion registrd6 un 12% de humedad
antes de ser aplicados los tratamientos. Para evitar el crecimiento de microorganismos
se aplicaron 5 ml de cada solucién por kilogramo de grano, equivalente a 0.5% de
humedad en peso. La variable respuesta en este caso fue la muerte de los gorgojos,
determinada por la ausencia de movimiento en las patas. Se registrd el niimero de
especimenes muertos dentro de cada unidad experimental a las 24, 48, 72 horas y a

una semana de la aplicacion de las soluciones.

7. Andlisis estadisticos. El objetivo de crear un disefio experimental es poder
comparar estadisticamente los efectos de los tratamientos en el grupo selecto de
individuos. Por ser un estudio de tres factores (muerte, dias y concentraciones), se
corri6 un Analisis de Varianza de tres vias o factores para aceptar o rechazar la
hipotesis nula. Al encontrar diferencias significativas se optd por correr una prueba de

Tukey para comparar las medias de los tratamientos para determinar cudles dieron
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mejores resultados. Tanto en la fase de laboratorio como en la fase a escala mayor se
utilizo el Analisis de Varianza y la prueba de Tukey. El objetivo de utilizar estos
métodos fue determinar en forma precisa qué tratamiento fue el mas efectivo

respaldado por estadisticas confiables. El nivel de error se estim6 para un valor de p-

value (<0.05).
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VII. RESULTADOS

En este estudio se determind el perfil quimico de los aceites esenciales de dos
variedades de albahaca morada, O. basilicum, provenientes de San Andrés Solola y
Santa Rosa y se evaluaron sus potenciales insecticidas en adultos de 7. castaneum. El
material vegetal se obtuvo del Laboratorio de Productos Fitoterapéuticos, FARMAYA
S. A. La albahaca ya venia bajo las condiciones 6ptimas de almacenamiento, por lo

que se llevo a destilacion directamente.

A. Obtencion del aceite esencial de albahaca

El aceite esencial de la albahaca morada, O. basilicum, fue extraido exitosamente
por medio de destilacion por arrastre con vapor de agua durante una hora
aproximadamente, en un equipo de destilacion por reflujo, marca Kit Corning,
utilizando los tallos, hojas y flores del vegetal y agua. Se utilizaron 800 gramos de
cada variedad de albahaca y se obtuvo un total de 4 ml del extracto puro por variedad.

Para obtener el % de rendimiento de la extraccion se realizo la siguiente féormula:

% rendimiento = gramos obtenidos del aceite esencial x 100
gramos usados

0.475% = 3.8 gramos aceite albahaca x 100
800 gramos albahaca

Propiedades organolépticas del aceite esencial
Apariencia: amarillo, liquido amarillo palido

Aroma: olor a mezcla de anis y menta

Solubilidad: soluble en alcoholes y otros aceites, insoluble en agua
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B. Determinacion del perfil

La composicion quimica de los aceites esenciales se determind mediante la técnica
de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS por sus siglas
en inglés). El analisis cromatografico se realizd en una columna capilar de fenil metil
siloxano al 5% (Agilent 19091S-433E HP-5MS). Los espectros de masas se
obtuvieron por cuadruplo dentro de un rango de masas m/z de 10 a 500 UMA. Los
compuestos se identificaron por comparacion de sus espectros de masas con los
estandares registrados en las librerias del sistema. El Cuadro # 9 representa el perfil
quimico de los compuestos del aceite esencial de la albahaca obtenido del

cromatografo de gases.

Cuadro 9. Perfil quimico del aceite esencial de la albahaca

Compuestos
o, B-pineno Germacreno Alcohol bencilico
Canfeno Spatulenol Cinamato
1,8- cineol 3 Hexenol Metil cinamato

Alcohol alfa dimetilfenil

p-cimeno 1-Penten-3-ol etilico
Geranial Ciclohexanol Acido cloropropidnico
Alcanfor 3-Metil-3-buten-1-ol
Linalool Hexanal
[-cariofileno 2-hexanal

Acetato de bornilo

2,4-heptadienal

Naftaleno epi

Mentol biciclofelandreno
o-terpineol Metil 2-methilbutirato
Eugenol 3-hidroxi-2-butanona
Carvacrol 6-metil-5 heptenona
Carvona Acido butanoico
Geraniol Acido octanoico
Anetol Acido decanoico
Estragol (metil

chavicol) Acido cloropropiénico
4-terpineol Benzaldehido
Borneol Metil benzoato

Eucaliptol

Fenil acetaldehido




C. Estadisticas de la evaluacién a nivel in vitro.

Cuadro 10. Mortalidad de gorgojos bajo siete tratamientos

TRATAMIENTO | MUERTE |DIAS
24 horas 48 horas |72 horas |1 semana

CONTROL 1 1 1 1
0 0 0 0
1 1 1 1
0 0 0 0
2 2 2 2
PROMEDIO 0.8 0.8 0.8 0.8
SS 10% 9 9 10 10
8 8 8 8
6 6 6 6
5 6 6 6
4 4 4 4
PROMEDIO 6.4 6.6 6.8 6.8
SS 5% 8 8 9 9
10 10 10 10
8 9 9 9
4 4 4 5
6 6 6 6
PROMEDIO 7.2 7.4 7.6 7.8
SS 2.5% 3 4 4 4
9 9 9 9
5 5 5 5
9 9 9 9
8 9 9 9
PROMEDIO 6.8 7.2 7.2 7.2
SR 10% 2 2 2 3
3 3 3 3
7 8 8 8
9 9 9 9
5 5 6 6
PROMEDIO 5.2 5.4 5.6 5.8
SR 5% 8 8 8 8
6 7 7 7
7 7 7 7
7 7 7 7
5 5 5 5
PROMEDIO 6.6 6.8 6.8 6.8
SR 2.5% 1 1 1 1
5 5 5 5
3 3 3 3
5 6 6 6
8 8 8 8
PROMEDIO 4.4 4.6 4.6 4.6
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En el Cuadro #10 se observan los resultados de la mortalidad de los gorgojos
en el estudio realizado con cajas petri. Se puede observar los resultados de los siete
tratamientos por cada dia registrado y un promedio de la muerte. Se puede observar
también una diferencia fuertemente marcada entre el tratamiento testigo y las
soluciones. Para el control se tuvo un promedio de muerte de 0.8 de cada 10 gorgojos,
mientras que para el resto de tratamientos se obtuvo un promedio de muerte de mas de
cinco de cada diez gorgojos. El tratamiento SS 10% tuvo un promedio de 6.8 muertes,
el tratamiento SS 5% obtuvo 7.8 muertes y el tratamiento SS 2.5% 7.2 muertes. Estos
tratamientos corresponden al aceite esencial extraido de la albahaca de San Andrés,
Solola. Por su parte, los tratamientos correspondientes al aceite esencial obtenido de la
albahaca de Santa Rosa obtuvieron un promedio de 5.8 muertes para el tratamiento SR

10%, 6.8 muertes para el tratamiento SR 5%, y 4.6 muertes para el tratamiento SR

2.5%.

Figura 8. Mortalidad de gorgojos bajo siete tratamientos

& 24 horas

~ E48horas
72 horas_

£ 1 semana

- /

En la Figura # 8 se muestra una grafica comparando los siete tratamientos
durante la semana de estudio. Se observa claramente la diferencia entre el tratamiento
testigo con las soluciones de los aceites esenciales. Al analizar los tratamientos de

ambas localidades, se observa que los tratamientos que mejores resultados obtuvieron
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son SS 10%, SS 5% SS 2.5 y SR 5%, mientras que los tratamientos que obtuvieron los
resultados mas bajos fueron SR 10% y SR 2.5%. Al comparar los resultados entre
ambas localidades, se puede observar también que el mejor tratamiento de cada uno

fue SS 5% para Solold y SR 5% para Santa Rosa.

Una caracteristica muy interesante que se observa es la diferencia en los
tratamientos SS 10%, SS 5%, SS 2.5% y SR 10% mas no en los tratamientos SR 5% y
SR 2.5%. A pesar de la diferencia en la mayoria de los tratamientos, ésta no es

significativa, como se observa en el Cuadro # 11.

Cuadro 11. Anélisis de varianza de las pruebas realizadas a nivel in vitro

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Muerte

Suma de

cuadrados tipo Media
Origen I gl cuadratica F Sig.
Modelo
corregido 651.850a 27 24.143 4.927 0.000
Interseccion 4312.350 1 4312.35 880.071 0.000
Tratamiento 648.400 6 108.067 22.054 0.000
Dias 2.364 3 0.788 0.161 0.922
Tratamiento *
Dias 1.086 18 0.06 0.012 1.000
Error 548.800 112 4.9
Total 5513.000 140
Total corregida 1200.650 139

a. R cuadrado = 0.543 (R cuadrado corregida = 0.433)

En el Cuadro # 11 aparecen los resultados del Andlisis de Varianza realizado

para las pruebas de cajas petri. Se puede observar que la significancia para los
tratamientos es de 0.000 (p-value < 0.05), lo que indica que si hay diferencias
significativas entre los tratamientos. Sin embargo se observa que para el factor dias la
significancia es de 0.922 (p-value > 0.05), lo que implica que no hay ninguna
diferencia significativa entre los dias. Tampoco hay relaciéon alguna entre los
tratamientos y los dias (1.000), pues tampoco se alcanza una diferencia

estadisticamente significativa. Con estos resultados se observa claramente que si hay
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diferencias entre el tratamiento testigo y los tratamientos a diferentes concentraciones.
Se acepta entonces, la hipdtesis alterna. Para poder determinar las diferencias entre las
medias de los tratamientos se opt6 por utilizar el Test de Tukey, pues de esta manera

se pudo encontrar la dosis ideal para el control de 7. castaneum.

Cuadro 12. Prueba de Tukey de las pruebas realizadas a nivel in vitro

Subconjuntos  homogéneos

Muerte

DHS de Tukey

Subconjunto

Tratamiento N 1 2 3

Control 20 0.80
SR 2.5% 20 4.55
SR 10% 20 5.50 5.50
SS 10% 20 6.65 6.65
SR 5% 20 6.75
SS 2.5% 20 7.10
SS 5% 20 7.50
Sig. 1.000 0.050 0.073

El Test de Tukey encontrd diferencias significativas entre los tratamientos y el
control y los dividi6 en tres subconjuntos indicando el mejor, segun los resultados. En
el Cuadro # 12 se muestran los resultados estadisticos de los subconjuntos
homogéneos. El subconjunto uno incluye el tratamiento control, con un 0.80, el
subconjunto dos incluye los tratamientos SR 2.5%, SR 10% y SS 10%, indicando un
grado estadistico de igualdad entre estos tratamientos. Por ultimo el subconjunto tres
aglomera los tratamientos SR 10%, SS10%, SR 5%, SS2.5% y SS 5%, siendo este
ultimo el mejor debido al resultado de 7.50, mucho mayor que el resultado del control

0.80.



D. Evaluacioén a escala mayor. Estadisticas.

Cuadro 13. Mortalidad de gorgojos a escala mayor

24 horas 48 horas 72 horas 1 semana

CONTROL 0 0 0 0
0 1 1 1

0 0 0 0

0 0 0 0

0 0 0 0

PROMEDIO 0 0.2 0.2 0.2
A2 5% 18 18 19 19
18 18 18 18

17 18 20 20

20 20 20 20

20 20 20 20

PROMEDIO 18.6 18.8 19.4 19.4
B2 5% 15 17 18 18
16 18 18 18

17 18 19 19

19 19 19 19

14 17 17 17

PROMEDIO 16.2 17.8 18.2 18.2

Figura 9. Mortalidad de gorgojos a escala mayor

CONTROL

LSS 5%

SR5%
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En el Cuadro # 13 se observa la mortalidad de los gorgojos en el estudio

realizado a escala mayor. Se puede observar los resultados de los dos mejores

tratamientos por cada dia registrado y un promedio. Se puede observar también una

diferencia fuertemente marcada entre el tratamiento testigo y las soluciones. Para el

control se tuvo un promedio de 0.8 de cada 10 gorgojos.



56

El Cuadro # 14 muestra los resultados del ANOVA corrido para las pruebas a
mayor escala. Se tuvieron como variables la muerte, los tratamientos y los dias de
aplicacion y se tuvo como resultado una diferencia significativa entre los tratamientos
y entre los dias (p-value < 0.05), mas no en la interaccion tratamientos-dias (p-value
>0.05), lo cual indica que el aceite de la albahaca tiene un mecanismo de muerte por

contacto y no por bioacumulacion.

Cuadro 14. Analisis de varianza de las pruebas realizadas a mayor escala

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Muerte

Suma de
cuadrados tipo Media
Origen 1II gl cuadrética F Sig.
Modelo
corregido 44441.733a 11 403.794 440.502 0.000
Interseccion 9028.267 1 9028.267 9849.018 0.000
Tratamiento 4425.433 2 2212.717 2413.873 0.000
Dias 10.000 3 3.333 3.636 0.019
Tratamiento *
Dias 6.300 6 1.05 1.145 0.351
Error 44.000 48 0.917
Total 13514.000 60
Total corregida 4485.733 59

a. R cuadrado = 0.990 (R cuadrado corregida = 0.988)

En el Cuadro # 15 se pueden observar los resultados obtenidos al correr la
prueba de Tukey. En el Cuadro # 15.1 se observa un p-value <0.05 entre el control
con los tratamientos SR 5% y SS 5%, asi como un p-value <0.05 entre SS 5% y SR
5%. En el Cuadro # 15.2 se observan los subconjuntos en los cuales separaron los
tratamientos, indicando que el menos efectivo fue de nuevo el control, y el mas

efectivo fue el tratamiento de Solola, SS 5%.




Cuadro 15. Prueba de Tukey de las pruebas realizadas a mayor escala

Subconjuntos  homogéneos
Muerte

DHS de Tukey

Subconjunto

Tratamiento N 1 2

Control 20 0.15
SR 5% 20 17.60
SS 5% 20 19.05
Sig. 1.000 1.000 1.000
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VIII. DISCUSION

Los aceites esenciales de las plantas deben su actividad insecticida a la presencia
de derivados monoterpénicos como el d-limoneno, a-terpineol, B-myrceno, linalool,
cineol, 4-terpineol y timol (Leiva et al. 2008). En este trabajo se encontrd una fuerte

actividad insecticida en el aceite esencial de la albahaca, O. basilicum.

Se extrajo el aceite esencial de albahaca morada, O. basilicum por medio de la
destilacion por arrastre con vapor de agua. La extraccion durd aproximadamente una
hora y se realiz6 en un equipo de destilacion por reflujo (Kit Corning). Para la
extraccion de aceites esenciales este método resulta ser el mas apropiado pues se
obtiene un producto mas puro sin otros componentes que alteren su naturaleza. Se
utilizaron las sumidades floridas secas y agua. Un estudio realizado en el Lipronat
(2000) indica que para la albahaca es mejor realizar la extraccidon por arrastre con
vapor de agua utilizando el material seco pues se obtienen porcentaje de rendimiento
mayores y un producto mas puro. Debido a que se tenian dos variedades de albahaca,
provenientes de dos lugares diferentes de Guatemala, San Andrés Solold y Santa
Rosa, se obtuvieron dos aceites esenciales. Se utilizaron 800 gramos de cada variedad
y se obtuvieron cuatro ml del extracto puro por cada variedad. Se tuvo un porcentaje
de rendimiento de 0.475%. Guenther (1949) indica que el porcentaje de rendimiento
de la albahaca debe ser de entre 0.5-0.8%, lo cual indica que el método de extraccion
y las condiciones en las cuales se realizaron las extracciones fueron apropiadas.
Debido a que la capacidad de cada equipo de extraccion es un poco baja, se tuvieron
que utilizar cuatro equipos de destilacion y se tuvieron que correr las pruebas dos

veces para obtener los cuatro ml necesarios.

Las propiedades organolépticas del aceite esencial fueron percibidas por
inhalacion nasal. Se percibié un aroma parecido al anis y la menta, muy fuerte pero a
la vez agradable. La apariencia del aceite fue de un amarillo palido, ligeramente
transparente. Por ser un aceite esencial se puede determinar su solubilidad en
alcoholes y otros aceites, mas no en agua, pues al obtener el destilado, se observaron
dos capas en el bulbo, la capa superior pertenecia al aceite y la capa inferior al agua.

El extracto se guardd en frascos color ambar. Los productos naturales obtenidos por
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destilacion, son sustancias voldtiles que se oxidan por exposicion al aire. Se
recomienda utilizar frascos ambar, pues los aceites son termolabiles y se degradan con

la luz exterior.

En su estructura abundan sustancias terpenoides y sus derivados, es decir,
hidrocarburos derivados del isopreno. Las sustancias terpenoides pueden ser
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesteterpenos y triterpenos. Antes se creia
que solamente un compuesto era el responsable de la actividad bioldgica, sin
embargo, ahora se sabe con certeza que pueden ser uno o varios los constituyentes que
actian sinérgicamente para proveer el efecto biologico (Solis et al. 2004). A los
componentes que se les atribuyen las propiedades biologicas se les conoce como
principios activos. La determinacion cualitativa de los principales grupos quimicos
presentes se realizd por medio del método de cromatografia de gas acoplado a la
espectrometria de masas (GC/MS por sus siglas en inglés). El anélisis cromatografico
se realizd en una columna capilar de fenil metil siloxano al 5% (marca Agilent
19091S-433E HP-5MS). Se colocd un pl del aceite en el inyector y se trabajé bajo las

siguientes condiciones:

Horno: la temperatura inicial fue de 50° C a un tiempo inicial de 5 minutos. La
temperatura maxima fue de 325° C con un tiempo de equilibracion de 2 minutos. El
flujo se mantuvo constante a 0.5 ml/min. La primera rampa tuvo un rango de 3 con
una temperatura final de 150° C, la segunda con un rango de 10 y una temperatura
final de 250° C y la tercera se mantuvo apagada. La velocidad promedio fue de 26

cm/seg.

Inyector: se utilizdo en modo splits a una temperatura inicial de 250° C y a presion de
1.04 psi. El radio del splits fue de 5:1, el flujo fue de 2.5 ml/min para obtener un flujo
total de 6 ml/min. El gas portador utilizado fue helio.

Columna: Agilent 19091S-433E HP-5MS (5% fenil metil siloxano) de 30 metros de

largo, didmetro de 25 mm y un grosor de la pelicula de 0.25 um.

Detector de masas: no se indico el tipo de detector de masas. Unicamente aparece el

rango de masas, que va de 10 a 500 UMA (unidades de masa atomica).
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Temperatura del espectro de masas: la temperatura de la fuente fue de 230° Cy 150° C
para el cuddruplo. El tiempo total de corrida fue de 53.33 minutos. Las condiciones se

mantuvieron iguales para ambas variedades de albahaca.

Los compuestos se identificaron automaticamente por comparaciéon de los
espectros de masas con los estdndares registrados en las librerias del sistema. Se
obtuvieron cromatogramas correspondientes a los compuestos segin iban saliendo
(tiempos de retencion). Estos cromatogramas se pueden apreciar en los anexos.
También se obtuvieron los espectros de masa del eucaliptol y linalool para observar y
comparar los espectros tedricos con los practicos. Los compuestos més importantes
que se determinaron fueron: o-terpineno, p-cimeno, 1,8-cineol, linalool, estragol,
alcanfor, trans-menth-2-en-1-o0l, acetato de bornilo, 4-terpineol, terpinenl-ol, mentol,
a-Terpineol, borneol, eucaliptol, eugenol, germacreno, cariofileno, spatulenol, 1-
penten-3-ol, 3 metil-3-buten-1-0l, 3-hexenol, ciclohexanol, hexanal, naftaleno epi
biciclofelandreno, metil-2-metilbutirato, 3-hidroxy-2-butanona, 6-metil-5-heptanona,
acido butanoico, 4cido octanoico, acido decanoico, d4cido cloropropionico,
benzaldehido, metil benzoato, fenil acetaldehido, alcohol bencilico, cinamato, metil
cinamato, alcohol a-dimetilfenil etilico. A pesar de que no se determind
cuantitativamente los porcentajes de los principales componentes obtenidos, varios
estudios indican que el linalool es el componente mayoritario con porcentajes
superiores al 50% (Lipronat 2000; Loépez et al. 2008). De igual forma en los
cromatogramas se puede apreciar un area bajo la curva mucho mayor para el linalool
que para los demas componentes. El a-terpineol, alcanfor y eugenol se encuentran
también como componentes secundarios mayoritarios. Al comparar los espectros
teoricos y practicos del linalool se comprobd la presencia de dicho componente.
Estudios previos realizados con albahaca (Lipronat 2000) han determinado la
presencia de alcaloides, taninos y saponinas por medio de pruebas de tamizaje

fitoquimico.

Ya con el aceite esencial extraido se realizaron las soluciones para poder realizar
el disefio experimental. De cada aceite se elaboraron tres soluciones a diferentes

concentraciones. Las concentraciones fueron 10%, 5% y 2.5%. Se tomé un ml del
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aceite esencial y se diluyd en 9 ml de acetona-agua (5:4) para obtener 10 ml de la
primera solucion (10%). La Sociedad Americana de Entomologia recomienda el uso
de la acetona como disolvente universal. De la solucion al 10%, se obtuvo una
segunda (5%), diluyendo 5 ml de la mx1 en 5 ml de agua . De la solucion al 5% se
obtuvo una tercera solucion (2.5%), diluyendo 5 ml de la mx2 en 5 ml de agua. Se
realizd este proceso para cada aceite esencial. De esta forma se obtuvieron seis
soluciones de los aceites esenciales a tres diferentes concentraciones. Es importante
mencionar que antes de hacer las diluciones se agitdé constantemente la mezcla, pues
el aceite, al tener una densidad inferior a la del agua, tiende a formar una capa
superior. Por ello se debia agitar constantemente para homogenizar la mezcla y a la
hora de hacer las diluciones no se fuera todo el aceite a las concentraciones menores.
Ya con las seis diluciones preparadas, se les afiadié a cada una, el 1% de jabon
potésico para mejorar la penetracion del aceite. El aceite funciona como método de
contacto con el insecto, por lo que se debe agregar algin solvente que rompa las
cadenas de quitina propias de los insectos para facilitar que el aceite pueda penetrar y
actuar como insecticida. Por ello se escogio el jabon potasico, pues es el mas utilizado
en métodos de control de plagas. Es importante mencionar que el éxito de la
aplicacion de un insecticida no es facil, hay que tomar en cuenta la forma mas
adecuada de aplicarlo y en el momento oportuno. Asimismo hay que tomar en cuenta
los conocimientos técnicos, experiencia local y criterio personal para el control de
plagas. Se dice que el mejor insecticida es el que mata en forma inmediata a la plaga
(efecto de knock out), pero también debe ser el que menor incidencia tenga en la salud

del grano y del ser humano.

Para la preparacion del disefio experimental se tuvieron que reproducir en
laboratorio poblaciones de Tribolium castaneum. Se realizaron colectas en Aprovigra,
Escuintla, de granos infestados de gorgojos y se llevaron a laboratorio. Ahi se
tamizaron los granos y se separaron las larvas y los adultos. Los adultos se colocaron
en un contenedor con granos y se esperd a que se reprodujeran de nuevo, pues lo que
interesaba eran los nuevos adultos en edades estandarizadas. Los contenedores de
plastico tenian gasa en la parte superior para que los gorgojos y el grano pudieran
respirar. Los recipientes se colocaron en un cuarto bajo condiciones ambientales
controladas (25-30° C). Es importante proporcionar y controlar las condiciones

ambientales para favorecer en gran medida el desarrollo de los insectos. Los factores
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de mayor importancia que hay que controlar son la temperatura, humedad, fotoperiodo
y ventilacion. Los insectos producidos en un laboratorio deben conservar todas las
caracteristicas para que cuando se empleen, puedan comportarse como los insectos
silvestres. Se esper6 aproximadamente 4 semanas para que los adultos se desarrollaran
y se escogieron los individuos que se desarrollaron en un periodo similar. Se
escogieron 650 gorgojos, 350 para la parte in vitro y 300 para la parte a mayor escala.
Robertson et al (1984) considera que para obtener una estimacion confiable en una
regresion dosis-mortalidad se requiere de una muestra con un minimo de 120
individuos y, una muestra de 240 organismos o mas aumenta considerablemente la

precision.

Se han realizado varios estudios para evaluar la susceptibilidad de coledpteros
bajo diferentes tratamientos de insecticidas. Por ejemplo, Champ y Campbell-Brown
(1970) realizaron un trabajo comparando la respuesta de 7. castaneum en aplicacion
topica y con un método residual con papel filtro. Se analizo heterogeneidad de la
respuesta, sensibilidad del método y reproductibilidad y se llegd a la conclusion que el
uso de papel filtro impregnado era mas practico, por lo que se considerd mejor
candidato para ser utilizado como método estandar. La FAO, a partir de dicho ensayo,
propone un método estandar para detectar la resistencia en coledpteros plaga de
granos almacenados con malation y lindano. En ese bioensayo se trata papel filtro con
0.5 ml de la solucién insecticida, la cual se afiade con una pipeta en movimientos
circulares. Posteriormente se deja secar el papel impregnado por un minuto y se deja
en reposo durante toda la noche sobre una ldmina de vidrio. Los insectos se
distribuyen de modo aleatorio sobre los papeles filtro y son rodeados por un anillo de
cobre. Después de seis horas de exposicion se examinan los insectos y se determina el
nuamero que responden. El criterio de respuesta es el derribo, definido como
incapacidad para sostenerse y caminar. Para este estudio se colocaron diez gorgojos en
cajas petri con granos. La diferencia yace en que no se utilizé papel filtro, pues al ser
un insecticida de contacto, el aceite tiene que penetrar directamente las paredes de
quitina del insecto para que su efecto sea eficaz. El ensayo consistid en una sola
aplicacion de la solucion en spray sobre la superficie de los gorgojos. Se utilizo una
caja petri por cada diez individuos obteniendo un total de 35 cajas petri y 350
gorgojos. Se tomaron datos a las 24, 48, 72 horas y a la semana luego de la primera

aplicacion. El disefio experimental constd de los siguientes componentes: los gorgojos
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formaron la poblacion y las cajas petri las unidades experimentales. Se utilizaron 35
cajas petri con 10 individuos por cada una. La variable respuesta fue la muerte de los
gorgojos (método propuesto por la FAQO) y los tratamientos fueron las seis
concentraciones del aceite esencial mas un tratamiento testigo. Para reducir el error
experimental se repitieron las pruebas cinco veces (5 repeticiones por tratamiento) y
se realizaron de forma aleatoria. Se verifico la variable respuesta cada 24, 48, 72 horas
y a una semana de la primera aplicacion. Se seleccionaron los dos tratamientos mas
efectivos para el control de gorgojos a mayor escala. El objetivo de crear un diseiio
experimental es poder comparar estadisticamente los efectos de los tratamientos en el
grupo selecto de individuos. La variable respuesta para esta fase fue la muerte de los
individuos. Este estudio comprendi6é tres factores, la muerte, los dias y los
tratamientos. Se corrid un andlisis de varianza de tres factores. La variable
dependiente en este caso fue la muerte y las variables independientes fueron los
tratamientos y los dias. En el Cuadro 11 se pueden apreciar los resultados de la prueba
de ANOVA. Se puede observar que los tratamientos tuvieron un p-value de 0.000
(<0.05). Esto significa que si se encuentran diferencias significativas entre los siete
tratamientos analizados. El grado de significancia que tuvo el factor dias fue de 0.922
(>0.05), lo cual implica que no hay diferencia significativa entre los dias. Esto es
claro, pues el aceite esencial actia como método de contacto, por lo que media vez
penetra el aceite en la dermis del insecto, la muerte es inmediata. Se acepta por
consiguiente la hipotesis alterna, que indica que si hay diferencias significativas por lo
menos a una concentracion del aceite esencial. Aceptada la hipdtesis alterna, se
procedio a correr un test de Tukey para determinar qué solucidon era la que mayor
actividad insecticida presentaba. Los resultados del cuadro 12 indican que todos los
tratamientos difieren del control (p-value = 0.000). Esto se puede apreciar en la
primera fila del Cuadro 12. Aparecen también apareados todos los tratamientos entre
si. Por ello, Tukey obtiene un segundo cuadro con subconjuntos homogéneos, en el
cual divide en tres grupos los siete tratamientos. En el primer grupo aparece el
tratamiento testigo, con un valor de 0.80. El segundo grupo muestra los tratamientos
SR 2.5%, SR 10% y SS 10%, con un valor de 4.55, 5.50 y 6.65, respectivamente. El
tercer grupo aglomera los tratamientos SR 10%, SS 10%, SR 5%, SS 2.5% y SS 5%
con valores de 5.50, 6.65, 6.75, 7.10 y 7.50, respectivamente. Un valor mas alto indica
una mayor eficacia en cuanto a la actividad biologica, por lo que se puede determinar

que los tratamientos SS 5% y SR 5% fueron los mejores tratamientos en cuanto a
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eficacia. Por ende, se escogieron ambos tratamientos para la siguiente prueba.

Generalmente el grano es depositado en costales o sacos, los cuales constituyen
la unidad experimental. Estudios analizados por el Dr. Javier Trujillo, Director del
Instituto de Fitosanidad de México (2001), indican que el experimento debe estar
disefiado de tal manera que se tome en cuenta el ciclo de vida y comportamiento de la
plaga, y el método utilizado especificando tamafios de muestra y método de muestreo.
Para este estudio se utilizaron botes de plastico con capacidad de tres litros. Segun la
NOM-032-FITO-1995 si la unidad experimental es de un kg, se deben agregar diez
insectos y si es mayor, se depositard un maximo de 50 individuos. El sustrato fue un
kg de trigo limpio. Para el disefio experimental se realiz6 una infestacion artificial del
grano con veinte gorgojos para cada unidad experimental. El grano infestado se
deposito sobre el suelo y se revolvio con palas limpias para evitar que los gorgojos se
quedaran en el fondo. Se rociaron las soluciones en las paredes de los botes de
plastico. De igual forma se aplico la solucion insecticida sobre el grano depositado en
el suelo y se colocod de nuevo en los botes. La aplicacion se realizé de primero con el
testigo, para luego aplicar las dos soluciones que mejores resultados obtuvieron en la
parte de laboratorio. Para cada tratamiento se realizaron cinco repeticiones,
obteniendo un total de dos tratamientos mdas el tratamiento testigo y quince
repeticiones. La humedad del grano no debe sobrepasar el 15% pues ayuda a la
proliferaciéon de hongos y microorganismos. Por ello, al tener un kg de grano no se
podia sobrepasar del 0.5% del producto para no aumentar la humedad del grano. La
dosis entonces fue de 5 ml de la solucion por kilogramo de grano. Se verificod la
variable respuesta se hizo a las 24, 48, 72 horas y a una semana de la primera
aplicacion de la solucion insecticida. La variable respuesta que se analizé fue el
nimero de individuos muertos dentro de cada unidad experimental. Para esta prueba
también se trabajaron tres factores, la muerte, los dias y los tratamientos. Se corrid de
nuevo un andlisis de varianza de tres factores, siendo la variable dependiente la
muerte y las variables independientes los tratamientos y los dias. En el Cuadro 14 se
muestran los resultados del ANOVA. En el caso de los tratamientos se encontré un
grado de significancia de 0.000 (p-value <0.05). En el caso de los dias también se
encontro una diferencia significativa de 0.019 (p-value <0.05). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos y dias (0.351 > 0.005),

concluyendo de nuevo que el aceite de albahaca actia por contacto y no por
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bioacumulacion. En la prueba de Tukey se mostr6 diferencias significativas entre los
tratamientos y el control (0.00 <0.005). Para el caso de los subconjuntos homogéneos,
se encontrd que Tukey separdé como primer grupo al tratamiento testigo, con un valor
de 0.15; el segundo grupo lo constituy¢6 el tratamiento SR 5%, con un valor de 17.60,
y en el tercer grupo se mantuvo el tratamiento SS 5%, con un valor de 19.05. Con
estos resultados se puede concluir que estadisticamente, y a simple vista también, el
aceite esencial de Solold, a una concentracion de 5%, posee una actividad insecticida

mucho mayor que cualquier otro tratamiento utilizado.

El tratamiento que mejor efectividad tuvo fue el de Solola al 5%. No pude
determinar porqué el tratamiento al 10% no fue tan efectivo como el de 5%. Una
hipotesis es que las gotas del aceite al 10% son muy grandes y, a la hora de aplicarlas
en spray, se quedaban acumuladas en la pajilla y, por ende, no llegaban al grano. Otra
hipotesis es que el aceite al 10% no es lo suficientemente permeable para penetra la
quitina del insecto, mientras que el aceite al 5% si penetra. Es importante hacer

ensayos biologicos que demuestren y comprueben estas hipotesis para futuros analisis.

El modo de accién de un insecticida se puede definir como la respuesta
bioquimica y fisioldgica de los organismos que estd asociada con la accion de los
pesticidas. Los insecticidas en general controlan a las plagas de maneras especificas.
Existen los famosos insecticidas residuales, los cuales se mantienen activos en
cantidades suficientes para matar a las plagas por lo menos por una o varias semanas.
Los insecticidas de contacto, por su parte, controlan la plaga al tener contacto directo
con ella y se deben de aplicar directamente al insecto. Muy poco residuo se mantiene
en la superficie después de rociar un insecticida de contacto. Los insecticidas
residuales son los menos recomendados por su alta toxicidad y efectos adversos para
la salud humana. Por ello se escogié un complejo que actuara como insecticida de
contacto para evitar los residuos toxicos que contaminan los granos y la salud de
humanos y animales. Los insecticidas también se pueden clasificar como toxicos
fisicos, venenos protoplasmicos, venenos nerviosos, inhibidores metabolicos, toxinas
citoliticas, venenos musculares y agentes alquilantes. Todos éstos intervienen en el
bloqueo de algunos procesos metabolicos, sin embargo es dificil determinar el modo

de accion de los insecticidas, pues pueden presentar mas de un modo de accion (Lopez
2008).
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El modo de accion de algunos de los insecticidas quimicos sintéticos es
inhibiendo la acetilcolinesterasa (AchE) en las uniones sindpticas por fosforilacion (en
caso de los organofosforados) o carbamilacion (en caso de los carbamatos), cerca o en
su centro activo (Lopez 2008). Por su parte, los tratamientos con aceites esenciales o
sus compuestos aislados pueden causar sintomas que sefialan un modo de accion
neurotdxico, incluyendo hiperactividad, convulsiones y temblores seguido por
paralisis (knock out). Lopez ef al. (2008) propone que los aceites esenciales, al ser
compuestos hidrofobicos, incitan la desactivacion de proteinas y la inhibicion
enzimdtica, y debido a que la acetilcolinesterasa (AchE) es una enzima
particularmente susceptible a la inhibicion hidrofébica, es posible que el mecanismo
de accion de los compuestos naturales sea por esta via. En insectos, cuando la
acetilcolinesterasa es inhibida, las concentraciones sindpticas aumentan y ocurre una
hiperexcitacion del sistema nervioso central, donde estan ubicadas virtualmente todas
las sinapsis colinérgicas (Bloomquist 1999). En estudios realizados con
monoterpenoides se establecid que tanto el linalool como el estragol son fuertes
inhibidores de la acetilcolinesterasa. El porcentaje de inhibicidon es bajo en un
principio, pero luego aumenta considerablemente. Es posible que, el hecho que los

gorgojos no se hayan muerto durante las primeras 24 horas se deba a este fendmeno.
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IX. CONCLUSIONES

En Guatemala existe muy poca informacion acerca del control de plagas organico
en los granos almacenados. La contaminacion actual de los granos por productos
quimicos es un tema de mucha preocupacion. Se debe tomar en cuenta que los granos son
alimentos que de manera directa o indirectamente son destinados a seres humanos y
animales. Una forma de evitar la contaminacion por dichos productos es utilizando
métodos alternos para el control de plagas. El objetivo general de este trabajo fue evaluar
la actividad insecticida de seis soluciones del aceite esencial de la albahaca sobre
poblaciones del gorgojo castafio de la harina, 7. castaneum. Tras correr pruebas de
analisis de varianza y un test de Tukey se comprobo la actividad insecticida del aceite

esencial sobre T. castaneum.

La extraccion del aceite esencial de las sumidades florales de O. basilicum por
medio de la técnica de destilacion por arrastre con vapor de agua fue exitosa, obteniendo
4 ml de aceite de cada una de las variedades de albahaca y con un % de rendimiento de

0.475%.

Por medio del método de cromatografia de gases con un espectrémetro de masas
acoplado (GC/MS) se logré determinar el perfil quimico de los componentes del aceite
esencial de la albahaca, siendo los mas importantes el linalool, estragol, eugenol,

alcanfor, borneol, eucaliptol, entre otros.

En las pruebas realizadas en cajas petri, se encontrd diferencia significativa (p-
value = 0.00 < 0.05) entre los tratamientos, mas no entre dias de aplicacion, concluyendo
que el aceite esencial es un método de contacto, pues se observd que casi no existe
diferencia entre las muertes a las 24 horas y las posteriores. De estas pruebas se
escogieron los tratamientos SS 5% y SR 5%, Solola y Santa Rosa respectivamente, pues
fueron los que mejores resultados obtuvieron utilizando el test de Tukey (7.50 y 6.75

respectivamente).

Para las pruebas realizadas en silos de un kg de trigo se encontr6é diferencias
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significativas entre el control y los tratamientos (p-value = 0.000 < 0.05). En los
subconjuntos homogéneos de Tukey se encontrd que la solucidon correspondiente a
Solola, SS 5% fue la que presentd mayor efectividad en el control de los gorgojos, con

un valor de 19.05 con respecto a la solucion de Santa Rosa SR 5%, con un valor de
17.60.
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X. RECOMENDACIONES

No se sabe con exactitud qué compuesto es el responsable de la actividad
insecticida, por lo que se recomienda realizar estudios propiamente quimicos para
identificar el compuesto responsable de controlar las poblaciones de gorgojos en granos
almacenados. De igual forma, es importante tomar en cuenta el efecto del aceite esencial
sobre el grano, por lo que se recomienda también, realizar andlisis post aplicacion del

grano para verificar el grado de humedad y valor alimenticio.

Se recomienda que se investigue la estructura de los componentes especificos de
los principios activos que se encontraron en el aceite esencial. Esto permite investigar el
posible aislamiento de compuestos especificos que presenten la actividad insecticida de

la albahaca.

Asimismo se recomienda realizar estudios comparando todas las épocas climaticas,
pues el % de rendimiento de extraccion y composicion de los aceites esenciales de la

albahaca varian entre cada estacion.

Se recomienda investigar el porcentaje de rendimiento de extraccidon, la
composicion quimica y la actividad insecticida de la albahaca nativa de Guatemala. Las
especies nativas pueden representar un potencial econémico ya que el cultivo se ve
favorecido por el propio clima en que se ha desarrollado y puede presentar un mayor %

de rendimiento del aceite y por ende una actividad bioldgica mas potente.
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XIII. APENDICES

Apéndice A. Principales especies de plagas de granos en la zona tropical y

subtropical




Apéndice B. Destilacion por arrastre de vapor. Procedimiento

Parte A

1. Arme el aparato de destilacion como se indica la figura.

2. Pesar entre 50-100 gramos del material vegetal para obtener el aceite esencial
(hojas, semillas, tallos, raices, inflorescencias, cascaras). Coloquelos en un balon
de tres bocas de 500 ml.

3. Colocar 400 ml de agua en un balén A y calentar hasta ebullicion, manteniéndola
hasta que se termine la destilacion.

4. Destilar la mezcla hasta obtener entre 150 y 200 ml de destilado. Para interrumpir
la destilacion, basta suspender el calentamiento del balon A.

Parte B

1. Pasar el destilado a un embudo de separacion de tamafio adecuado y luego
agregar 20 ml de éter dietilico.

2. Agitar e invertir el embudo liberando presion varias veces.

3. Dejar reposar hasta la separacion clara de las dos capas.

4. Recibir la capa acuosa en el mismo erlenmeyer. No tirarla.

5. Recibir la capa etérea en un beaker limpio y seco. Mantenerlo tapado.

6. Regresar nuevamente la capa acuosa al embudo de decantacion.

7. Agregar 10 ml de éter al erlenmeyer vacio, agitar para extraer todo el aceite
pegado a las paredes y agregarlo al embudo de decantacion, esto se debe hacer
dos veces. Tapar, agitar, liberar presion y esperar que se separen las capas.
Recibir la capa etérea en el beaker donde se recibid la primera vez.

8. Agregar agente secante, esperar cinco minutos y decantar o filtrar a un balon de
tamafio adecuado, limpio, seco y previamente pesado.

9. Remover el éter por destilacion simple.

10. Obtener el peso del residuo y calcular el porcentaje de aceite esencial.



Apéndice C. Albahaca seca de dos variedades de Guatemala, Solola y Santa rosa
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Apéndice D. Disefio experimental micro y macro




Apéndice E. Cromatograma del aceite esencial de la albahaca, var. Solola

File
Operator
Acguired

Instrument

Sample Name

Misc Info B
Vial Number :

Abundance

1.15e+08

1.1e+08

1.05e+08

1e+08

9.5e+07

Qe+07

8.5e+07

8e+07

7.5e+07

7e+07

6.5e+07

6e+07

5.5e+07

S5e+07

4.5e+07

4e+07

3.5e+07

3e+07

2.5e+07

2e+07

1.5e+07

1e+07

5000000

87

AdemM

15 Ju 2
GC-—MSD

Albahaca

Sin etexr

1

o10

10 =471

Solola

16.092

:C: \msdchem\N1L\DATA\NWIMANLOO715TA . D

using AcgMethod AROMAS Y SABORES

TIC: 100715TA.D\data.ms

20.702

3.

oz1

SCANZ .M

42.046

aa.a7o

=2.884
7

a46.

a45.788

a47.

977

9388 962

.O70
51.405

516

53.0

Ty

Time--=

T
10.00

T
15.00

T
20.00

T
45.00

T
50.00




Apéndice E.1. Cromatograma del aceite esencial de la albahaca, var. Solola
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Apéndice E.2. Cromatograma del aceite esencial de la albahaca, var. Solola
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Apéndice E. Cromatograma del aceite esencial de la albahaca, var. Solola
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Apéndice F. Cromatograma del aceite esencial de la albahaca, var. Santa Rosa
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Apéndice F.1. Cromatograma del aceite esencial de la albahaca, var. Santa Rosa

File
Operator
Acguired
Instrument
Sample Name
Misc Info
Vial Numbexr

Abundance

9e+07

8.5e+07

8e+07

7.5e+07

Z7e+07

6.5e+07

6e+07

5.5e+07

S5e+07

4.5e+07

4e+07

3.5e+07

3e+07

2.5e+07

2e+07

-

-5e+07

1e+07

5000000

:C: \msdaechem\N1L\DATA\NWIMAN1OO71L5TA . D

AdeM

15 Jul 2010
GC—MsS D

Albahaca

Sin etexr

1

10 :=-41 using AcgMethod AROMAS Y SABORES sCcCANZ .M

Solola

TIC: 100715TA.D\data.ms

37.111

32.057

34.488

33.307
35.864

T
Time--=>

30.50

T
31.00

T T T T
31.50 32.00 32.50 33.00 33.50

T T T
34.00 34.50 35.00 35.50 36.00

T
36.50 37.00

T T T T T
37.50 38.00 38.50 39.00 39.50




Apéndice F. Cromatograma del aceite esencial de la albahaca, var. Santa Rosa
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Apéndice G. Espectro de masas del linalool en albahaca var. Santa Rosa
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Apéndice H. Espectro de masas del linalool en albahaca var. Solola
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