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Actividad insecticida del aceite esencial de Mintostachys
mollis (HBK) Griseb y sus componentes

Jairo Calle Alvarez', Ana Maria Espinosa, Claudia Patricia Nufiez, Edgar Bautista y Roberto Pinzén

Resumen

Por medio de andlisis preliminares en CCD del aceite esencial de Mintostachys mollis (HBK) Griseb, se de-
terminé la presencia de terpenos, cetonas, alcoholes, fenoles y dcidos. Por andlisis de CG/EM de la frac-
cién fendlica del aceite se identificaron 4 compuestos: timol (6.2%), carvacrol (3.5%), diosfenol e
isoeugenol (0.9%) y en la fraccién terpénica 10: pulegona (30.2%), mentona (29.2%), cariofileno (5.0%),
linalol, mentol, isopulegol, piperitona, verbenona, carvomentona y cadineno.

La actividad insecticida del aceite esencial, mentona, pulegona, cariofileno y las fracciones terpénica y fe-
nolica fueron ensayados con los métodos de contacto forzado, ingestién, repelencia, superficie tratada, as-
persion e inmersion frente a dos insectos plaga: Acanthoscelides obtectus (Say) e Hypothenemus hampei
(Ferrari). Por los métodos evaluados se demostré que el aceite esencial, la mentona, pulegona, cariofileno
y las fracciones terpénica y fendlica tienen actividad insecticida. Por el método de contacto forzado se en-
contré que la actividad insecticida del aceite esencial es mayor que los compuestos aislados y las fracciones
terpénica y fendlica a una concentracién 0.10%.
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Summary
Insecticide activity of essential oil obtained from
Mintostachys mollis (HBK) Griseb and its components

The chemical composition of the oil determinate by TLC was: terpenes, cetones, phenols and acid. By
means of GC/MS of phenol fraction, 4 compounds were identified: thymol (6.2%),, carvacrol (3.5%),
diosphenol, and isoeugenol (0.9%) and 10 in the therpene fraction: pulegone (30.3%), menthone
(29.2%), caryophyllene (5.0%), linalool, menthol, isopulegol, piperitone, verbenone, carvomenthone
and cadinene.

The insecticidal activity of the esencial oil, menthone, pulegone, caryophyllene and terpene and phenol
fraction were assayed by the direct forced contact, ingestion, inmersion, aspersion, superficial and repe-
llence methods against two insects: Acanthoscelides obtectus (Say) and Hypothenemus hamperi (Ferrari). The
essential oil, menthone, pulegone, caryophyllene and terpene and phenol fraction showed insecticidal ac-
tivity. By direct forced contact method the essential oil showed have more insecticidal activity that pure
compounds or terpene and phenol fractions at a concentration of 0.10%.
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Introduccion

Acanthoscelides obtectus (Say), gorgojo de frijol
produce alrededor del 4% de pérdidas en las
cosechas del frijol; el Hypothenemus hampei (Fe-
rrari), broca del café, ataca los cafetales perfo-
rando y dafiando los granos maduros, lo cual
afecta notablemente la produccién del grano,
siendo estos insectos de suma importancia eco-
némica para el pais por los efectos perjudiciales
que producen (1). Los insecticidas quimicos
han sido usados desde hace mucho tiempo para
control de cosechas, contaminado el medio am-
biente y a la vez produciendo efectos indesea-
bles en animales y en el hombre. Debido al uso
irracional de los insecticidas sintéticos los in-
sectos plaga han generado resistencia, haciendo
mds compleja su erradicacién (2).

En afios recientes se ha iniciado la basque-
da de bioinsecticidas para el control estratégi-
cos de pestes (2). Los aceites esenciales de
algunas plantas han mostrado tener propieda-
des insecticidas (3,4). El aceite esencial de Cleo-
me hirta se evalué contra los parasitos del ganado
(Rhipicephalus appendiculatus) y como repelente
del gorgojo del maiz (Sitophilus zeamis) (5). Se ha
comprobado la actividad insecticida de 21 acei-
tes esenciales por administracion tépica sobre
en larvas de tercer instar de Spodoptera liturar que
atacan las hojas del tabaco (6).

La planta Mintostachys mollis (HBK) Griseb se
encuentra diseminada en forma silvestre en va-
rios paises de América del Sur, Bolivia, Argenti-
na, Perd y Colombia. Se le conoce con los
nombres vulgares de cruz de mufia o martin
mufia y es empleada como condimento, insecti-
cida, vermifugo y para proteger los productos
agricolas almacenados, especialmente en el bro-
tamiento de la papa (7). En Colombia crece a
una altitud de 1520 a 3000 m.s.n.m y se le cono-
ce con el nombre vulgar de orégano de monte y
mufia; se emplea como condimento para sazonar
la carne de cerdo entre otros usos ya citados.
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Metodologia

Material vegetal

La planta de Mintostachys mollis (HBK) Griseb
fue colectada en Ubaque, Departamento de
Cundinamarca, a una altura de 1700 m.s.n.myy
clasificada en el Herbario Nacional de Colom-

bia, donde en sus archivos reposa un ejemplar
bajo el nimero 357882,

Aislamiento del aceite esencial

Las partes aéreas de la planta se sometieron a
destilacién con arrastre de vapor de agua. El
destilado se extrajo con éter etilico, se filtr6 so-
bre sulfato de sodio anhidro, el solvente se eva-
poré obteniéndose un aceite esencial (2%).

El aceite esencial se sometié a ensayos
preliminares por CCD para la identificacién
de alcoholes, terpenos, dcidos carboxilicos y
compuestos carbonilicos y fenélicos empleando
diferentes reveladores especificos para estos com-
puestos: 4cido fosfomolibdico, vainillina-dcido or-
tofosférico, verde de cromocresol, 2-4-dinitrofe-
nilhidrazina, Fast Blue y 2,6-dicloroquinonclori-
mida, respectivamente (8,9).

A partir del aceite esencial se obtuvieron
tres fracciones; fendlica, terpénia y acida, si-
guiendo la metodologfa para tales propésitos
descrita por Calle y Ferreira (10). La fraccién
terpénica fue sometida a cromatografia en co-
lumna sobre Gel de Silice G (0.05-0.2mm). La
eluciéon se hizo por gradiente con hexano
100% terminando con cloruro de metileno
100%, recolectandose 3450 fracciones de 5
mL. El control de la columna se hizo por CCD
reagrupando las fracciones de acuerdo a los co-
lores de las manchas luego de reveladas y sus Rf.
La pureza de los componentes aislados fue de-
terminados por cromatografia de gases (11),
para lo cual se empleé un cromatégrafo Frac-
tion 290, 2900 SERIES, con una columna
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capilar de 100 m y con detector de ionizacién
de llama. Como gas de arrastre se empleo ni-
trégeno a una presion de 2 PSI, bajo el siguiente
programa de temperatura: T: 50°C, R;:4°C/min,
T,: 100°C, R;: 2°C/min y T;: 190°C, temperatu-
ra del inyector: 200°C y del detector: 200°C,
velocidad del flujo: 3 mL/min, el corrido de la

CG se hizo inyectando muestras de 0.2 UL de

concentracién 20 Wg/mL. El porcentaje de
mentona, pulegona y cariofileno se establecie-
ron por el método de drea normalizada (11). La
fraccién fenélica fue analizada por CG/EM pre-
parando la muestra en n-Hexano en una con-

centracién de 20 Ug/mL e inyectando 0.2 UL.
El programa de temperatura empleado para
este analisis fue igual al anterior, el espectréme-
tro de masas fue un VG Biotechs Trio 2000,
impacto 70eV,
Hewwlett Packard 5890 series II, columna
UCOM HBS de 100 m. La estructura quimica
de los principales compuestos de la fraccién
terpénica se confirmé por RMN 'H, en un
equipo JEOL 90 MHz, las muestras de los com-

electrénico cromatografo

buestos se disolvieron en CDCl; v como refe-
I 3y
rencia interna se usé TMS.

Actividad insecticida

Insectos

El A. obtectus (Say), gorgojo del frijol, se mantu-
vo en el laboratorio de granos almacenados en la
Facultad de Agronomia, Universidad Nacional
de Colombia, en una cimara climatizada a 26°C
y 70% de humedad (12,13). El H. hampei se
mantuvo en ambiente himedo colocindole pa-
pel de filtro humedecido con agua destilada es-
téril y como sustrato
Pergamino seco con 45% de humedad (14).

alimenticio café
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Evaluacion de la actividad insecticida

por el método de contacto forzado

Por medio de este ensayo se evalué la actividad
insecticida del aceite esencial, las fracciones
terpénica, fendlica, acida y pulegona y mentona
en concentracién de 0.10% frente a A. obrectus
(Say). Para esto se colocé 1 mL de las soluciones
a evaluar disueltas en cloruro de metileno en
una caja de Petri de 9 cm de didmetro. Una vez
evaporado el disolvente se depositaron 25 in-
sectos adultos jévenes. Los insectos muertos se
contaron a las 3, 48 y 96 horas. Este ensayo se
repitié cuatro veces y como blanco se evalué el
efecto del cloruro de metileno. La pulegona se
evalué frente a A. obtectus (Say) a diferentes con-
centraciones (0.01%, 0.05%, 0.10% y 0.25%)
a3,24,48,72y96 horas utilizando la metodo-

logia anteriormente expuesta.

Evaluacion de la actividad insecticida

por el método de ingestion

Para este ensayo se prepararon diluciones del
aceite esencial en concentraciones de 0.1, 0.05
y 0.01 % en cloruro de metileno. 100 granos de
frijol (Phaseolus vulgaris) se sumergieron en 50
mL de estas diluciones por 10 minutos. Poste-
riormente los granos se retiraron y se mantuvie-
ron a temperatura ambiente por espacio de 12
horas para asegurar la total evaporacién del di-
solvente. Los granos impregnados se colocaron
en frascos apropiados con 25 insectos jévenes
de A. obtectus (Say) en cdmara climatizada. Se
contaron los insectos muertos a las 8, 24, 32,
48,72 y 96 horas. Al cabo de 96 horas se toma-
ron 10 granos de cada uno de los tratamientos
para determinar la presencia de huevos, larvas,
pupas y adultos. Cada experimento se repiti6

cuatro veces.
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Actividad insecticida por el método
de repelencia

Este experimento se llevé en el aparato para
evaluacién de repelencia (Figura 1). Una es-
ponja de 4-5 mm de largo se coloco en cada re-
cipiente lateral, llamado satélite. Una de las

esponjas fue impregnada con 25 UL de aceite
esencial, metona o pulegona y la otra con el
control sin tratar (4). Cinco granos de frijol fue-
ron adicionados en cada recipiente lateral y un
insecto adulto A. obtectus (Say) fue depositado
en la parte central. Después de 48 horas se ob-
servo hacia cual satélite migré el insecto, el pro-
cedimiento se repitié 30 veces para obtener una
validez estadistica.

Evaluacion de la actividad insecticida
por el método de superficie tratada

En este método se evalué la actividad insectici-
da de aceite esencial, pulegona, mentona y ca-
riofileno sobre la broca del café (H. hampei). Se
prepararon emulsiones en agua enconcentra-
ciones de 1.0%, 0.75%, 0.50% y 0.25% para el
aceite esencial y de 0.5 y 0.25% para los com-
puestos pulegona, mentona y cariofileno. Se co-
loc6 un papel de filtré estéril impregnado con 1
mL de la solucién o emulsién a ensayar en una
caja de petri de 9 cm de didmetro previamente
esterilizada. La caja de Petri se dejé a tempera-
tura ambiente durante 10 minutos. En cada caja
se colocaron 10 brocas adultas previamente de-
sinfectadas con solucién de hipoclorito de

Control Sustancia
entro Recipiente de partida

a evaluar

Satelte

Figura 1. Aparato para evaluacién de repelentes.
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sodio al 0.5% por 10 minutos, observindose la
mortalidad de los insectos alas 2, 18 y 24 horas
(14,15). Cada experimento se repitié cuatro
veces.

Evaluacion de la actividad insecticida

por el método de inmersion

El ensayo fue utilizado frente a H. hampei. Para
esto se prepararon 10 mL de aceite emulsiona-
do con agua mediante agitacién en concentra-
ciones de 0.5 y 0.25%. Las brocas del café se
colocaron en 10 mL de la emulsién por dos mi-
nutos, seguidamente los insectos se colocaron
por separado en frasco vial, observindose la
mortalidad a las 72 horas. Cada experimento se
repitié cuatro veces (16).

Actividad insecticida por el método
de aspersién

Las brocas del café se asperjaron con 1 mL de
emulsién de 0.5y 0.25% del aceite esencial en
agua usando un equipo especial llamado Torre
Potter. Los insectos H. Hampei tratados se colo-
caron en viales individuales, observindose la
mortalidad a las 72 horas. Cada experimento se
repitié cuatro veces.

Andalisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron tratados esta-
disticamente por medio de un andlisis de va-
rianza y la prueba multiple de Duncan. El
promedio de insectos muertos se expresaron en
términos de porcentaje y a este valor se le hizo
una correccién de acuerdo a la férmula de
Abbot: %Mc = [(%Me-%Mt)/(100 - %
Mt)]x100, donde Mc: mortalidad corregida,
Me: Mortalidad en el ensayo y Mt: mortalidad
en el testigo absoluto.

Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 33, No. 2 (2004)
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Resultados y discusion

Por destilacién con arrastre de vapor
de las partes aéreas de M. mollis
(HBK) Griseb, se obtuvo un aceite
esencial (2%). Las constantes fisico-
quimicas de aceite fueron: gravedad
especifica: 0.9268 g/mL, indice de
refraccién: 1.4733, indice de aci-
dez: 5.14 mg de KOH, indice de
ésteres: 9.68 mg de KOH e indice de
saponificacién: 15.01 mg de KOH.
Los ensayos preliminares de CCD

Mortalidad (%)

S S SIS SB35

96 horas

48 horas

3 horas

indicaron la presencia de terpenos,
cetonas, alcoholes, fenoles y dcidos
en el aceite esencial.

Por medio de la técnica de nor-
malizacién de dreas en cromatografia de gases se
determiné que el aceite contiene un 29.8% de
mentona y 30.3% de pulegona. Estos dos com-
puestos son los componentes mayoritarios del
aceite esencial de M. mollis ya que constituyen el
60% de su composicién porcentual.

A partir del aceite esencial obtuvieron tres
fracciones, la terpénica (82.93%), la fendlica
(16.81%) y la dcida (0.26%). Por andlisis de
CG/EM se identificaron 14 compuestos, cuatro
en la fraccién fendlica: timol (6.2%), carvacrol
(3.5%), diosfenol (3.5%) e isoeugenol (0.9%) y
en la fraccién terpénica 10 compuestos: pule—
gona (30.3%), mentona (29.2%), cariofileno
(5.0%), linalool, mentol, isopulegol, piperito-
na, verbenona, carvomentona y cadineno. Por
CC se lograron aislar los tres componentes
principales  pulegona  (30.2%),
(29.2%) y cariofileno (5%) y las estructuras
quimicas de la pulegona y la mentona se confir-
maron por RMN 'H.

mentona
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Figura 2. Mortalidad de Acanthoscelides obtectus (Say) por el método de contacto
forzado. 1: Aceite esencial, 2: Fraccién 4cida, 3: Fraccién fendlica, 4: Fraccién ter-

pénica, 5: Pulegona, 6: Mentona y 7: Cariofileno.

Evaluacién de la actividad insecticida

Meétodo de contacto forzado

Los resultados de la Figura 2 muestra que la ma-
yor mortalidad de A. obtectus (Say) por medi6 de
este método se logré frente al aceite esencial.
De las fracciones evaluadas la terpénica presen-
té mayor actividad insecticida que la fenélica y
la 4cida. De los compuestos aislados la pulegona
produjo mayor mortalidad del A. Obtectus (Say)
que la mentona y el cariofileno. El hecho que
el aceite esencial produzca la mayor actividad
insecticida que’las fracciones o componentes
aislados de €I, puede.explicarse porque posible-
mente existe un sinergismo entre los diferentes
compuestos presentes. En la Figura 2 se ve que

porcéntaje de mortalidad producido por la
fraccmn terpénica y la pulegona es similar, lo

. que puede indicar que la mortalidad producida

por la fraccién terpénica se debe principalmen-
te a la presencia de la pulegona, que es uno de
los compuestos principales (30.3%) de esta
fraccién.
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En la Figura 3 se observa la mortali-
dad a través del tiempo de A. obtectus (Say)
por el método de contacto forzado frente
a la pulegona, en concentraciones de
0.25,0.1,0.05y 0.01%. En esta figura se
puede comprobar que la actividad insecti-
cida es proporcional a la concentracién de
la pulegona. Con respecto al tiempo, estos
cambios no son muy marcados y por lo

Mortalidad (%)

tanto la variable concentracién resulta mas
3 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas significativa que el tiempo de contacto.

Meétodo de ingestion
@0,00% 00,05% §0,10% M0,25%

En la Tabla 1 se muestran los resultados
Figura 3. Mortalidad de Acanthoscelides obtectus (Say) por el métodode con-  del conteo de huevos, larvas y adultos de
tacto forzado frente a la pulegona. A. obtectus (Say) obtenidos por el método
de ingestién aplicando el aceite esencial.
Los datos demuestran de manera conclu-
yente que en los granos de frijol asi trata-
dos no hubo presencia de oviposicién.

Meétodo de repelencia

Insectos atraidos

En la Figura 4 se presentan los resultados
del ensayo de repelencia que demuestran
de manera contundente que el insecto A.

Mentona Pulegona Aceite , . ;
obtectus es atraido por el aceite esencial, la
Tratamiento .
pulegona y mentona, siendo la mentona el
[ Satélite no tratado Recipiente de partida B Sételite tratado

compuesto que demostré tener mayor
efecto atrayente que las otras sustancias
evaluadas.

Figura 4. Resultados del ensayo de repelencia de Acanthoscelides obtectus
(Say) atraidos por el método de repelencia.

Tabla 1. Resultados del conteo de huevos, larvas y adultos de A. obtectus (Say) obtenidos por el mé-
todo de ingestién aplicando el aceite esencial.

Blanco solvente Aceite esencial
Huevos 111 0
Larvas 102 0
Adultos 93 0
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Método de superficie tratada

Los resultados obtenidos por este método
segtn la Figura 5 demuestran que a una
concentracién de 0.5% del aceite esencial
emulsificado, la mortalidad de H. hampei
es total después de 24 horas. Empleando
este mismo método, en la Figura 5 se ob-
servo que pulegona tiene una mayor acti-
vidad insecticida frente a H. hampei que la
mentona y el cariofileno.

Método de inmersion

En la Figura 6, se puede observar que por
el método de inmersién y después de 72
horas de evaluacién a una concentracién
de 0.5% del aceite esencial emulsificado,
la mortalidad promedio del insecto H.
hampei es de 77.5%y de 27.5% a una con-
centracién de 0.25%.

Meétodo de aspersion

La mortalidad observada de H. hampei
por el aceite esencial a las concentracio-
nes evaluadas, 0.5% y 0.25% por medio
de este método fueron bajas, 52.0y 15%
respectivamente (Figura 6). Este método
es importante para determinar la dosis
que podria ser aplicada en pruebas de
campo para ser usado como bioinsectici-
da, por lo que se sugiere que se realicen
nuevos ensayos a concentraciones mayo-
res para determinar la concentracién que
presente una actividad insecticida ade-
cuada. Por medio de los analisis estadisti-
cos se demostré que los resultados
obtenidos de la actividad insecticida en
los diferentes métodos son significativos
y confiables.
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Figura 5. Mortalidad de Hypothenemus hampei (Ferrari) frente al aceite

esencial por el método de superficie tratada.
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Figura 6. Mortalidad de Hypothenemus hampei (Ferrari) frente a mentona,
pulegona y cariofileno por el método de superficie tratada.

Mortalidad (%)

[nmersién

Aspersién

Testigo

Figura 7. Mortalidad de Hypothenemus hampei (Ferrari) frente al aceite

esencial por el método de inmersién y aspersién.
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