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Resumen 

Plodia interpunctella Hübner (Lepidoptera, Pyralidae), también conocida como la polilla de 

la fruta seca, es un insecto cosmopolita que ocasiona importantes daños en frutas secas, 

granos, harinas y productos manufacturados derivados. El control de este insecto plaga se 

realiza tradicionalmente a través de insecticidas de síntesis orgánica. Sin embargo, el uso 

intensivo de estos productos ha generado varios problemas, entre los que se pueden citar: el 

desarrollo de resistencia, la contaminación ambiental, daños en la salud humana y la 

eliminación de potenciales controladores biológicos. Estas circunstancias han llevado a 

replantear las estrategias de manejo de este insecto y a buscar nuevas metodologías de 

control, que sean menos perjudiciales para el ambiente y la salud humana. En este contexto, 

este trabajo propone desarrollar nuevas nanoformulaciones basadas en aceites esenciales (AE) 

con actividad insecticida en P. interpunctella y evaluar los efectos ecotoxicológicos de estos 

productos en organismos no blanco tales como Tenebrio molitor y Artemia salina  y en células 

de mamíferos del tipo osteoblástico.  

En consecuencia, se evaluó la actividad insecticida de los AE de Citrus bergamia Risso 

(Sapindales, Rutaceae) (Bergamota), Lavandula angustifolia Mill. (Lamiales, Lamiaceae) 

(Lavanda), Mentha piperita L. (Lamiales, Lamiaceae) (Menta), Geranium maculatum L. 

(Geraniales, Geraniaceae) (Geranio), Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats (Poales, Poaceae) 

(Palmarosa) y Eucalyptus globulus Labill. (Myrtales, Myrtaceae) (Eucalipto) en larvas del IV 

estadio y adultos de P. interpunctella.  Se utilizaron dos metodologías: exposición a superficies 

tratadas y aplicación tópica. Los AE de geranio, menta y palmarosa tuvieron los valores de CL50 

más bajos en adultos de P. interpunctella para el ensayo de toxicidad por exposición a 

superficies tratadas.  Sin embargo, para el caso de las larvas del IV estadio tanto en el ensayo 

por exposición a superficies tratadas como en el ensayo por vía tópica, ningún AE mostró una 

mortalidad mayor al 20%, incluso a las máximas dosis. Finalmente y en el caso particular de los 
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adultos de P. interpunctella que se trataron por vía tópica se observó que la variabilidad de los 

resultados obtenidos fue muy grande. Por esta razón se descartó para el resto de la tesis este 

tipo de ensayos en adultos. En base a los datos obtenidos en el ensayo por exposición a 

superficies tratadas en adultos de P. interpunctella se procedió a seleccionar a los AE de 

geranio, menta y palmarosa para ser nanoformulados. 

En lo que respecta a la obtención de nanopartículas (NP) poliméricas, se eligió al PEG-6000 

como sustrato matricial y mediante el método de fusión-dispersión se obtuvieron las NP de 

PEG-6000 cargadas con AE (NPAE). Las NPAE de palmarosa tuvieron un tamaño de 191 nm, 

mientras que las de geranio de 259 nm. Ambas NP mostraron una eficiencia de cargado (EC) 

cercana al 90% y fueron monodispersas. Por su parte, las NP de menta tuvieron un tamaño de 

380 nm, fueron polidispersas y su EC fue del 72%. Una vez obtenidas las NPAE se probaron 

mediante ensayos de exposición a superficies tratadas y por exposición a vapores en larvas del 

IV estadio y adultos de P. interpunctella. Además se estudió, en ambos ensayos, el efecto de la 

temperatura de post-aplicación a 17, 24 y 31 °C. Uno de los resultados más destacables es que 

a todas las temperaturas, las NPAE potenciaron el efecto insecticida por exposición a 

superficies tratadas en adultos P. interpunctella, en relación con los AE libres, entre 1,54 y 3,54 

veces. Por otra parte, en el caso del ensayo por exposición a vapores, solo las NPAE de 

palmarosa y menta incrementaron el efecto insecticida de los AE, entre 1,26 y 4,45 veces. Sin 

embargo, es para destacar que el AE de palmarosa fue el que mostró el mayor efecto 

insecticida y su temperatura óptima de post aplicación fue de 17 °C. A su vez, sus NPAE 

también presentaron a esta temperatura la mayor actividad insecticida convirtiéndose así en 

las más efectivas de este estudio. Finalmente, se demostró que la temperatura tuvo un efecto 

significativo sobre la actividad insecticida de los AE y de sus NP cuando estos productos se 

usaron en el ensayo por exposición a superficies tratadas sobre adultos de P. interpunctella. 

No se registró efecto alguno de la temperatura post-aplicación cuando las NPAE se emplearon 

en los ensayos por exposición a vapores. 
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Los AE de geranio, menta y palmarosa también se formularon como nanoemulsiones (NEs) 

utilizando Tween 80 como surfactante y la técnica de ultrasonido. Para la elaboración de las 

NEs las condiciones optimizadas de la sonda ultrasonido fueron: 65 W de potencia, ciclos de 30 

“on”/ 20 “off”, tiempo total de sonicación de 2 min y distancia óptima de la sonda ultrasónica 

de 3,7 cm. En lo que respecta a estas formulaciones, las NEs de geranio elaboradas con una 

relación AE:Tween 80 de 1:2 tuvieron tamaños de gota de ≈14 nm, fueron monodispersas, de 

aspecto transparente y comenzaron a perder su estabilidad a los 120 días. En cuanto a las NEs 

de menta formuladas con una relación AE:Tween 80 de 1:2 mostraron tamaños de gota ≈33 

nm, fueron polidispersas y de aspecto macroscópico transparente. En cuanto a la estabilidad 

de estas NEs, se observó un proceso de separación de fases a los 60 dias de haber sido 

formuladas. Finalmente los nanosistemas elaborados con el AE de palmarosa no fueron 

estables ni translúcidos con la relación AE: Tween 80 de 1:2. Es por esto que para no modificar 

las condiciones de ultrasonido, se procedió a enriquecer la mezcla con acetato de linalilo (AL). 

Cuando este componente enriqueció al AE de palmarosa en un 50%, se obtuvieron NEs con 

tamaños de gota de ≈14 nm, monodispersas, de aspecto macroscópico transparente y estables 

durante 120 días. En relación a la actividad insecticida de estos productos, los resultados 

mostraron que las NEs combinadas con β-cipermetrina potenciaron el efecto tóxico, con 

respecto al piretroide solo y a este combinado con los AE en larvas del IV de P. interpuctella.  

Por otra parte se estudiaron aspectos ecotoxicológicos de las NAPAE y NEs a través de 

ensayos con distintos organismos no blanco y en células de mamíferos. Con respecto a las 

NPAE y a las NEs se observó que estas nanoformulaciones no generaron efectos tóxicos a las 

dosis ensayadas en larvas de Tenebrio molitor L.   Coleoptera, Tenebrionidae). En cuanto a los 

estudios de las nanoformulaciones en Artemia salina L. (Anostraca, Artemiidae) los resultados 

fueron  heterogéneos. Por un lado, las NPAE del AE de geranio resultaron ser inocuas, mientras 

que las NEs de este AE tuvieron una alta toxicidad en este crustáceo, incluso a bajas dosis. El 

caso contrario fue el de las NPAE de menta y palmarosa que resultaron ser tóxicas a bajas dosis 
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(< 25ppm). Sin embargo, las NEs de menta y palmarosa + AL mostraron valores de CL50 muchos 

más altos que los encontrados en el ensayo con Cx. p. pipiens, demostrando una toxicidad 

diferencial. Con respecto a los estudios relacionados con las células de mamíferos de tipo 

osteoblástico, luego de 24 h, las NEs de menta y palmarosa + AL redujeron la viabilidad celular 

levemente, siendo este efecto aún más pronunciado con las NEs de geranio. Luego de 72 h, las 

células expuestas a Tween 80 y a las NEs de menta y palmarosa + AL, exhibieron un aumento 

significativo en la viabilidad celular en comparación con las células del control. Por otra parte, 

las NEs de geranio redujeron significativamente la viabilidad celular. Finalmente a las 168 h, 

solo las NEs de geranio redujeron significativamente la viabilidad celular. A estos tiempos de 

exposición no se hallaron diferencias significativas entre el resto de los tratamientos y los 

controles. 

En el marco del desarrolloo de nuevas estrategias de manejo de insectos plaga, las 

nanoformulaciones basadas en AE han incrementado su importancia como nuevos insecticidas 

bioracionales. Según los resultados obtenidos las NPAE y NEs, elaboradas en el marco de esta 

tesis, son practicamente atóxicas para organismos no blanco, como A. salina y T. molitor y 

podrían considerarse bioinsecticidas potenciales para el manejo integrado de P. interpuctella. 
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Abstract 

The Indian meal moth, Plodia interpunctella Hübner (Lepidoptera, Pyralidae) is a 

cosmopolitan major economic insect pest of stored products. The larvae prefers to feed on 

broken grains and especially on milled products such as flour, breakfast foods, stored cereal 

products, dried vegetables and fruits, processed foods and meals. Generally, the control of this 

insect pest in storage systems depends on synthetic insecticides. However, their indiscriminate 

application contributed to environmental contamination and pest resistance and affected non-

target organisms. Essential oils (EO) appear as new ecofriendly insecticides, which show good 

biological activity against insect pest. Consequently, they become a complementary method 

for integrated pest management strategies (IPM). The overall objective was to develop new 

bioinsecticides nanoformulations that can be used for a safer management of P. interpunctella 

as well as an improvement in the knowledge of the econanotoxicological field. 

This study evaluated the chemical constituents and bioactivity of six essential oils namely 

Citrus bergamia Risso (Sapindales, Rutaceae) (Bergamot), Lavandula angustifolia Mill. 

(Lamiales, Lamiaceae) (Lavender), Mentha piperita L. (Lamiales, Lamiaceae) (Peppermint), 

Geranium maculatum L. (Geraniales, Geraniaceae) (Geranium), Cymbopogon martinii (Roxb.) 

Wats (Poales, Poaceae) (Palmarosa) and Eucalyptus globulus Labill. (Myrtales, Myrtaceae) 

(Eucalyptus) against larvae IV and adults of P. interpunctella. The EO were topically applied or 

were evaluated in contact toxicity bioassays. The contact toxicity order was palmarosa > 

geranium > peppermint > lavender > bergamot > eucalyptus in adults of P. interpuctella. 

However, when EO were topically applied or were evaluated in contact toxicity bioassays 

against larvae IV, the EO showed less than 20% of mortality even at the highest doses. In 

topically assays with P. interpunctella adults, the results were variable. In this sense, topically 

assays with P. interpunctella adults were not performed in the thesis. Based on these results, 
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geranium, peppermint and palmarosa oils were further evaluated for essential oils polymeric 

nanoparticles (EOPN) and nanoemulsion (NEs) elaboration. 

EOPN were elaborated by the melt-dispersion method using polyethylene glycol 6000 (PEG 

6000) as matrix system in PEG 6000: EO ratio 10: 1. The first step of the study was the 

characterization of the EOPN. The EOPN sizes from palmarosa were 191 nm, followed by 

geranium (259 nm) and peppermint EOPN (381 nm). Palmarosa and geranium EOPN were 

monodisperse and the loading efficiency (LE) showed values close to 90%. On the other hand, 

peppermint EOPN were polydisperse and the LE was > 70%. The aim of second chapter was to 

evaluate the insecticidal activity of EO and EOPN on P. interpunctella adults at different 

environmental temperatures (17, 24 and 31 °C). In the contact toxicity bioassay, all EOPN 

significantly increase the insecticidal activity of the bioactive compounds from 1.54 to 3.54 

times. In the case of fumigant assays, just palmarosa and peppermint potentiated the 

biological activity from 1.26 to 4.45 times. It has been found that palmarosa EO and EOPN 

presented the highest insecticidal activity and the optimal post application temperature was 

17 °C.  It was also observed that the temperature had a significant effect on the insecticidal 

activity of the EO and EOPN when applied by contact. However, this effect could not observe 

in fumigant bioassay. 

Geranium, peppermint and palmarosa EO were also formulated as nanoemulsions (NEs) 

using Tween 80 (surfactant) and ultrasound. For NEs elaboration, the ultrasound parameters 

were optimized: ultrasound power = 65 W, sonication time = 2 min, cycles = 30 on/20 off and 

ultrasonic probe distance = 3.7 cm. Transparent NEs of geranium EO were achieved using 1:2 

oil-surfactant ratios. These nanosystems measured 13.58 nm, were monodisperse and stable 

for 60 days. Moreover, after 120 days of storage, NEs began to lose stability. In case of 

peppermint EO, transparent NEs were formulated using a 1:2 peppermint EO/Tween 80 ratio. 

These NEs showed sizes of 33.97 ± 33.16 nm and the PDI value of 0.424 ± 0.008, and were 

stable after 30 days. The NEs lost stability after 60 days. It is important to point out that the 
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palmarosa EO alone at the highest Tween 80 ratio (1:2) was unable to produce stable and 

transparent NEs. The addition of linalyl acetate (LA) to the coarse emulsion made the NEs 

production possible with the same ultrasound parameters. When the ratio of LA was 50%, the 

palmarosa + LA NEs were transparent. Moreover, the NEs measured 14.73 nm and were 

monodisperse. According to bioassays, the NEs combine with β-cypermethrin enhance the 

toxicity of EO against larvae IV of P. interpunctella. 

Finally, it was also evaluated the potential influence of EOPN and NEs on the non target 

aquatic model Artemia salina, L. (Anostraca: Artemiidae), and on the terrestrial model 

Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae). The results from the ecotoxicology assay in T. 

molitor indicated that EOPN and NEs did not have toxic effect on this terrestrial model. 

However, the ecotoxicology assay in A. salina showed different results. On the one hand, 

geranium EOPN were not harmful for A. salina; on the other hand, NEs were toxic even at the 

lowest doses. Nevertheless, peppermint and palmarosa EOPN were toxic even at the lowest 

doses, though their NEs showed CL50 values higher than the values found in Cx. p. pipiens 

assay. In the context of the biosafety evaluation of these novel nanofomulations, the viability 

of cell culture exposed to NEs was also evaluated. After 24 h, the treated cells with peppermint 

and palmarosa + AL NEs showed a significant slowdown on the cell viability rate. The geranium 

NEs had a stronger effect in this variable. Nevertheless, after 72 h, cells exposed to Tween 80 

and NEs exhibited a significant increase in the cell viability rate compared with control. 

However, geranium NEs showed a higher reduction in the cell viability rate. After 168 h, the 

NEs did not have a significant effect on the cell viability when compared with control and 

control + Tween 80. Though, the geranium NEs showed similar results as 72 h assay. 

The potential uses of nanoformulations based on EOs as novel bioinsecticides responds to 

the new socioproductive conditions and fulfill the demands of new ecofriendly pest 

management tools. In this sense, this work shows that the EOPN and NEs are relatively safe for 
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nontarget organisms, such as A. salina and T. molitor and could be act as a new bioinsecticides 

for the management of P. interpunctella. 
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1. El punto de partida: Los aceites esenciales 

1.A. Introducción 

1.A.1. Los artrópodos 

Desde sus comienzos, la taxonomía ha tenido como objetivo determinar cuántos seres 

vivos existen en el planeta. Sin embargo, esto ha resultado un objetivo esquivo, debido a que 

nuevas especies son descubiertas constantemente y, al mismo tiempo, otras se están 

extinguiendo. Otro motivo radica en la dificultad de hallar especies nuevas, no porque no 

existan, sino debido a que los métodos de muestreo son inadecuados. Además en muchos 

casos, resulta difícil acceder a ciertas regiones del  planeta. Por los motivos antes mencionados 

es que encontramos números muy variables en cuanto a la cantidad de seres vivos que habitan 

la Tierra. Si bien las estimaciones más conservadoras hablan de alrededor de 3 millones de 

especie descriptas, otras investigaciones más audaces estiman este número en 100 millones 

(Jiang, 2016). Es por esto mismo que generalmente se suele hablar más acerca de los seres 

vivos que ya se encuentran identificados que de los que quedan por identificar. Con esta idea 

en mente, Chapman (2009) plantea que existen 1.900.000 especies descriptas, de las cuales el 

75% resultan ser animales  ≈ 1.425.000 especies). Con respecto a estos datos, alrededor de 1 

millón de especies se corresponden a  insectos y 100.000 son arañas, ácaros y escorpiones, lo 

que convierte al taxón de los artrópodos en el más abundante de todos los grupos (Stork, 

2019). 

La relación que se ha establecido entre los artrópodos y los humanos es tan antigua como 

la propia humanidad. Este vínculo presenta distintos matices, desde el punto de vista 

antrópico; por un lado, muchos artrópodos son beneficiosos para las actividades humanas, por 

ejemplo los polinizadores o los controladores biológicos y por otro, existen artrópodos que 

establecen una relación más bien perjudicial con el ser humano, como son los ponzoñosos, los 

vectores de enfermedades o los que atacan a los cultivos o granos almacenados, entre otros 
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(Morris, 2020). Es importante focalizar la atención en este último inciso ya que la preocupación 

por los organismos plaga ha sido una constante en la historia de la humanidad. No son pocas 

las hambrunas que desde los tiempos antiguos se han relacionado con los ataques de 

artrópodos plagas. Sin embargo, es importante resaltar que la palabra plaga es un término 

totalmente circunstancial y antrópico, lo que llevó a que en su definición más tradicional se 

considere plaga a cualquier animal que cause daños, típicamente a los cultivos o a los 

productos almacenados. Esto condujo a que automáticamente se asociara a un animal con el 

adjetivo de “malo” o “bueno”, según la relación que entablara con el ser humano  Nilda y 

Vázquez, 2004). 

Actualmente, el término plaga se lo puede situar al mismo nivel que el concepto de 

enfermedad. De la misma manera que se conceptualiza que la enfermedad no es el patógeno 

per se (virus, bacteria, etc.) sino la situación en la que un organismo vivo ocasiona alteraciones 

fisiológicas en otro, se debe entender al concepto de plaga como una situación en la que un 

animal produce daños a diversos  intereses de las personas (salud, plantas cultivadas, animales 

domésticos, materiales o recursos naturales). Esta nueva percepción, permite separar la idea 

de organismo plaga de la especie animal, evitando establecer clasificaciones de estas como 

“buenas” o “malas”, y facilitando la explicación de por qué un animal es beneficioso en un 

contexto determinado y perjudicial en otro (Yánez, 2018). Un ejemplo ilustrativo es el castor 

americano, Castor canadensis  uhl , (Rodentia, Castoridae), el cual es una especie muy 

importante en Norteamérica (como elemento fundamental del ecosistema) ya que actúa como 

“ingeniero” del ambiente y es una pieza clave de las redes tróficas. Sin embargo, en la 

provincia de Tierra del Fuego, Argentina, la población de castores introducidos ha crecido a un 

ritmo insostenible. Por tal motivo, se considera a este animal como una especie plaga, debido 

a que ha modificado el ambiente y desplazó a muchas especies autóctonas de la región 

(Anderson et al., 2017). Otro ejemplo para pensar esta situación, es el de las hormigas y 

termitas, las cuales se caracterizan por sus elevadas densidades poblaciones y son 
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consideradas artrópodos plaga en muchos lugares del mundo. Se ha estimado que ambos 

grupos representan el 20% de la biomasa animal total de la Tierra. En el caso de los 

ecosistemas tropicales, y teniendo en cuenta a las avispas, este número se incrementa hasta el 

50%. Con estos datos en mente es posible interpretar el papel decisivo que juegan los 

artrópodos. Por esto, a pesar de su categoría como organismos plaga, es indudable que son 

esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas (Nilda y Vázquez, 2004). 

Retomando la relación que existe entre los artrópodos y el ser humano, de los 32 órdenes 

de insectos descriptos, solamente tres (Coleoptera, Lepidoptera y Psocoptera) contienen 

especies consideradas organismos plaga de granos almacenados. Los hemípteros e 

himenópteros también pueden aparecer en estos productos, pero actuando como predadores 

y parasitoides de los insectos plaga antes mencionados. Miembros de otros órdenes como 

Thysanura, Blattodea, Diptera e Isoptera pueden encontrarse accidentalmente contaminando 

los granos (Dal Bello y Padin, 2006; Kumar et al. 2017; Nerio et al., 2010, Rees, 2004). 

Los insectos asociados a los granos almacenados tienen una gran variedad de hábitos 

alimenticios; por ejemplo, existen especies granívoras o comedores de semillas que se 

alimentan del endosperma y/o del embrión de granos y semillas; hay especies micófagas que 

se alimentan de hongos e incluso depredadores y parasitoides que consumen huevos o larvas 

de organismos plaga. De acuerdo con los hábitos y los patrones de alimentación, los insectos 

que infestan el grano almacenado se clasifican en insectos plaga primarios o secundarios. Los 

primeros perforan la cutícula del grano, penetran y transcurren la etapa inmadura dentro del 

mismo, para luego emerger como adultos, alimentándose del endospermo y / o del embrión. 

Además de la lesión directa, los insectos plaga primarios abren puntos de entrada para otros 

insectos y microorganismos que se constituirán en organismos plaga secundarios. Estos 

comienzan a alimentarse de la parte interna del grano o de los productos procesados que se 

pueden llegar a encontrar almacenados (Lazzari y Lazzari, 2012). 
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Hill (1990) describió las comunidades de artrópodos relacionados con los granos y 

productos almacenados y los clasificó en seis categorías: (1) insectos plaga primarios, que 

penetran y crecen dentro del grano consumiendo el endosperma y el embrión; (2) insectos 

plaga secundarios, que se alimentan de granos rotos o harina; (3) insectos carroñeros (que 

incluyen cucarachas, grillos, polillas) que consumen productos de desecho de origen animal o 

vegetal; (4) especies fitófagas, especializadas en semillas oleaginosas, tabaco, chocolate o 

frutas secas; (5) especies que infestan material de origen animal en busca de queratina (piel, 

lana, cabello, pieles, cuernos) u otras proteínas (carne, queso, jamón y tocino) y (6) artrópodos 

depredadores y parasitoides como hemípteros, algunos himenópteros y ácaros. 

Los insectos plaga de productos almacenados comenzaron a establecer su relación con el 

ser humano hace más de 10.000 años, cuando Homo sapiens abandono los hábitos de caza y 

recolección dando paso a una vida más sedentaria. Esta nueva vida potenció el intercambio 

cultural y de conocimientos, factores claves para el desarrollo sociocultural futuro (Kumar et 

al., 2017). 

Se espera que la población mundial alcance los 9.700 millones de habitantes en 2050. De 

esta manera se ha estimado que la producción mundial de alimentos deberá aumentar en un 

70% y la producción en los países en desarrollo deberá duplicarse para satisfacer las 

necesidades alimentarias del mundo (ONU, 2019a). Por lo tanto, aumentará la dependencia de 

los cereales y las semillas oleaginosas, no solo para consumo humano y animal, sino también 

para producción de etanol y biodiesel. Así, el almacenamiento de la producción agrícola será 

indispensable para mantener la calidad y cantidad de semillas. Sin embargo, durante el 

almacenamiento, se pueden producir pérdidas cualitativas y cuantitativas que pueden tener 

un impacto significativo según las distintas partes del mundo en las que ocurran (Lazzari y 

Lazzari, 2012). Se estima que en países de clima templado se pierde entre el 5% y el 10% de la 

producción agrícola  por causa de insectos plaga de granos y productos almacenados; mientras 

que en zonas subtropicales y tropicales este porcentaje está por encima del 25%, 
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especialmente en agriculturas de subsistencia. En términos monetarios se calcula que a nivel 

global los artrópodos causan pérdidas del 18 al 20% del total de lo producido, lo que 

representa aproximadamente una pérdida de US$ 470 mil millones (Sharma et al., 2017). En el 

caso particular de la Argentina la producción promedio de grano en los últimos tres años fue 

125 millones de toneladas anuales (Secretaría de Agroindustria, 2018). Esto representó 

alrededor del 15% del comercio mundial de granos y subproductos (Abadía et al., 2019). 

Debido a la demanda internacional, se proyecta que la producción argentina aumentará un 10‐

20% (Ministerio de Agricultura de Argentina, 2011; Fundación INAI, 2017). Las pérdidas 

poscosecha (como resultado del transporte, limpieza, secado y acción de roedores, insectos, 

pájaros, hongos, entre otros) rondan el 10% promedio anual.Esto representa unos 22 mil 

millones de dólares que dejan de ingresar en el sistema económico. Esto implica que cada 

punto porcentual de reducción de esas pérdidas arrojaría un beneficio para el país de 22 

millones de dólares, excluyendo el beneficio extra que derivaría de la transformación de esos 

granos en productos elaborados (INTA, 2013). 

Los daños millonarios que pueden producir los insectos plaga pueden dividirse en dos 

categorías: daños directos y daños indirectos (Shankar y Abrol, 2012). Los daños directos son 

los producidos por la alimentación del insecto sobre el producto, que se reflejan en la pérdida 

de peso y/o volumen de los mismos así como también en la reducción de la capacidad 

germinativa y el valor nutricional (Pascual, 1997). Los daños indirectos ocasionan la inviabilidad 

del producto y suelen tener un impacto mayor que los directos. La presencia de exuvias, 

deyecciones, seda y otros restos causan la pérdida de valor del producto que ha sido atacado. 

Además, la propia actividad metabólica de los insectos produce un aumento de la temperatura 

que provoca la condensación de la humedad favoreciendo así el desarrollo de hongos que 

contaminan el producto con micotoxinas y lo convierten en no apto para el consumo humano 

(Shankar y Abrol, 2012;  Rees, 2004). 
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Entre los agentes causales de estos daños, podemos citar dentro del grupo de las plagas 

primarias a algunos coleópteros de la familia Curculionidae (Sitophilus granarius L.; S. oryzae 

L.; S. zeamais Motschulsky y Prostephanus truncatus Horn) y Bostrichidae (Rhyzopertha 

dominica Fabricius) y lepidópteros de la familia Gelechidae (Sitotroga cerealella Olivier ). Entre 

las plagas secundarias podemos citar coleópteros de la familia Cucujidae (Cryptolestes 

ferrugineus Stephens y  Oryzaephilus surinamensis L.), Tenebrionidae (Tribolium castaneum 

Herbst) y lepidópteros de la familia Pyralidae por ejemplo Corcyra cephalonica Stainton, 

Ephestia cautella  Walker y Plodia interpunctella Hübner (Kumar et al. 2017). Esta última 

especie fue el insecto utilizado para desarrollar la mayoría de los ensayos de esta tesis 

doctoral. 

1.A.2. Insecto en estudio: Plodia interpunctella 

1.A.2.a. Clasificación 

Phylum: Arthropoda  

Subphylum: Hexapoda   

Clase: Insecta  

Orden: Lepidoptera  

 Superfamilia: Pyraloidea 

 Famillia: Pyralidae  

      Género: Plodia 

        Especie: Plodia interpunctella (Hübner). 

 

1.A.2.b. Biología de Plodia interpunctella  

P. interpunctella, también conocida como la polilla de la fruta seca, es un lepidóptero 

cosmopolita, considerado un organismo plaga secundario, que ataca toda clase de frutas 

secas, granos, harinas y productos manufacturados derivados (Jia et al., 2018). 

Es un insecto holometáboloy su comportamiento de ovoposición está influenciado por los 

olores de los alimentos, sobre los cuales la hembra deposita los huevos (Mohandass, 2007). 

Pérez et al. (2012) informaron que la cantidad de huevos por hembra varía de 40 a 400, con un 

promedio de 177, siendo la alimentación, la temperatura y la HR las principales variables que 
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modifican este parámetro (McDonough, 2011). El periodo larval, que es la fase dañina del 

insecto al alimentarse de los productos almacenados, dura aproximadamente la mitad del ciclo 

de la especie. El periodo pupal tiene una duración que varía entre 7 y 9 días. Finalmente, el 

estado adulto tiene una duración aproximada de 10 días (Pérez et al., 2012). El ciclo de vida de 

P. interpunctella, desde la eclosión del huevo hasta la muerte del adulto, requiere de entre 25 

y 60 días según las condiciones ambientales. A 25 °C y 70 % de humedad, el ciclo se completa 

en 34 días (Mohandass, 2007). 

Es importante destacar que este ciclo se puede ver alterado debido a las condiciones del 

entorno, lo que puede generar que estos insectos desarrollen una mayor capacidad de 

colonizar un ambiente. Algunos trabajos estudiaron el efecto de diferentes dietas en el 

comportamiento reproductivo de las hembras de P. interpunctella. Phillips y Strand (1994) 

demostraron que una dieta basada en harinas de maíz produce la dispersión de este insecto 

así como la ovoposición de hembras oviplenas. Por otra parte, las nueces y las almendras 

también parecen contener volátiles atractivos para las hembras (Hoppe, 1981); a su vez, el 

aceite de nuez puede actuar como un estimulante de la ovoposición (Nansen y Phillips, 2003). 

En un estudio llevado a cabo en una fábrica de chocolates se observaron polillas adultas 

volando alrededor de grandes contenedores con chocolate y productos derivados que 

fomentaron la ovoposición de las hembras (Olsson, 2006).   
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Lámina 1.1: Características morfológicas de P. interpunctella 

Adultos: Miden 15 a 20 mm de 

envergadura alar. Las alas anteriores en su 

parte basal son de color grisáceo claro; el 

resto son de color pardo oscuro, lo mismo 

que la cabeza y el tórax. Las alas 

posteriores son de color gris claro. Cuando 

el insecto está en reposo, pliega las alas a 

lo largo del cuerpo quedando las antenas 

dispuestas hacia atrás, apoyadas a lo largo 

del cuerpo (INTA, 2010). 

Adultos de P. interpunctella 

Huevos: Son pequeños y ovalados con 

bordes aplanados, de color blanquecino, 

con un tamaño aproximado de 0,54 - 0,67 

mm de largo. Presentan excrecencias 

redondeadas y carenas prominentes, 

características que permiten separarlos de 

otros  huevos de insectos plaga 

(Mohandass, 2007) 

Larvas: El desarrollo larval transcurre por 

cinco estadios que se diferencian por su 

color y por su tamaño. El primer y segundo 

estadio presenta la cabeza marrón claro y 

el cuerpo blanco, casi transparente, con 

setas blanquecinas en el dorso y los 

laterales. En el tercer estadio la coloración 

del cuerpo cambia a amarillo claro, con el 

primer segmento torácico más oscuro, 

similar en coloración a la cápsula cefálica. 

El cuarto estadio tiene el cuerpo amarillo 

claro con el primer segmento torácico 

oscuro y la cabeza marrón; presenta setas 

traslúcidas en todo el cuerpo, más 

coloreadas en los dos último segmentos 

abdominales. El último estadio se 

caracteriza por su color amarillo con 

tonalidades rosadas, la cabeza de color 

marrón, el primer segmento torácico más 

claro que esta y en el último segmento 

abdominal, las setas amarillentas. En este 

estadio se alcanza la mayor longitud del 

cuerpo con 7,63 ± 1,01 mm como 

promedio. En este periodo las larvas tejen 

un capullo para el posterior desarrollo de la 

pupa (Pérez et al., 2012). 

Larva IV de P. interpunctella 

Pupas: Son de color variable dependiendo 

del tiempo de desarrollo; al principio, es 

amarillenta, después se torna marrón claro 

y finalmente marrón oscuro, con una 

longitud aproximada de 8,71 ± 0,56 mm. 

Próximo a la eclosión del adulto, adquiere 

una coloración oscura (McDonough, 2011). 
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1.A.3. Métodos de control de insectos plaga 

Como fue citado anteriormente, muchos insectos causan efectos no deseados en la 

agricultura y la salud humana. Se calcula que a nivel mundial se pierde en promedio el 14% de 

los cultivos y alimentos, lo que representa un grave problema en un mundo en donde 

alrededor de 870 millones de personas todavía tienen hambre y 8 millones de personas 

mueren debido a esta problemática (ONU, 2019b). A esto hay que sumarle que varios 

artrópodos  propagan enfermedades como la malaria, la ceguera de los ríos, la enfermedad del 

sueño, el mal de Chagas, la enfermedad de Lyme, entre otras. En muchas regiones se ha 

declarado al mosquito como "enemigo público número uno", ya que sigue siendo un 

importante problema de salud pública como vector de malaria, virus del Nilo Occidental, fiebre 

amarilla, filariasis, dengue y encefalitis japonesa (Govindarajan et al., 2016). Es por estas 

causas que el control y manejo de los artrópodos plaga se ha convertido desde hace varios 

años en un eje clave de muchas políticas internacionales. 

A lo largo de la historia, el ser humano ha tratado de combatir a los insectos de distintas 

formas. Algunos escritos indican que ya en el año 4500 a.C los sumerios usaban compuestos de 

azufre contra los organismos plaga, y hacia el 3500 a.C los chinos aplicaban sustancias con 

mercurio y arsénico para luchar contra los piojos (Ansari et al., 2014).  

Pero el uso exitoso e intensivo de productos químicos para controlar a los insectos 

comenzó en la segunda mitad del siglo XIX, cuando sustancias tales como naftalenos, 

kerosene, ácido cianhídrico, sulfuro de carbono y compuestos derivados del arsénico, entre 

otros comenzaron a ser producidos y empleados masivamente (Oberemok et al., 2015). 

Durante la Segunda Guerra Mundial, la industria de los pesticidas sintéticos tomó auge, 

principalmente con el uso del DDT (diclorodifeniltricloroetano) para proteger a los soldados de 

los ectoparásitos. Luego, con la explosión demográfica, la creciente demanda de alimentos, la 

tecnificación agrícola y la necesidad de controlar nuevos y diversos organismos plaga, 
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favoreció la fabricación y el consumo de pesticidas, entre los que se destacaron los 

organoclorados y organofosforados (Betancur Corredor et al., 2013). Es así que los insecticidas 

sintéticos comenzaron a jugar un papel importante en el manejo de especies plagas, con el fin 

de reducir las pérdidas causadas por éstas y lograr satisfacer las demandas de la creciente 

población. Los organoclorados se han utilizado para controlar la malaria, el dengue y los 

insectos vectores desde la década del 50´. En 1955, la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

lanzó un programa para eliminar la malaria en todo el mundo, basándose principalmente en el 

uso del DDT. Tal programa tuvo gran éxito en el Caribe, Taiwán, parte del norte de África, los 

Balcanes, etc. y desempeñó un papel menor en América del Norte y Europa. Alrededor de siete 

millones de vidas humanas se han salvado mediante el uso del DDT y otros compuestos 

organofosforados, que permitieron el control de enfermedades transmitidas por insectos 

como la malaria, la enfermedad del sueño, la peste bubónica y el tifus (Gamboa, 2014).  

Hoy en día aproximadamente mil sustancias químicas son utilizadas en más de cincuenta 

mil formulaciones en todo el mundo como insecticidas, fungicidas, herbicidas, rodenticidas y 

antimicrobianos (Rousis et al., 2017). A pesar de que los insecticidas sintéticos siguen siendo 

los más usados a nivel mundial, su uso indiscriminado ha producido efectos adversos en la 

salud humana y en la vida silvestre, muchas veces de carácter irreversible. En lo que respecta a 

la temática ambiental, el uso generalizado de agroquímicos para controlar a los organismos 

plaga y proteger los cultivos se asoció ampliamente con la contaminación de las aguas, los 

suelos y los alimentos. Las altas concentraciones de estas sustancias detectadas en muestras 

ambientales son resultado de su continua aplicación. Por otro lado, los residuos líquidos y 

sólidos, así como los productos caducos, son almacenados o dispuestos a la intemperie de 

forma inadecuada, lo que ha propiciado la aparición de importantes cantidades de pasivos 

ambientales que, en la mayoría de los casos, no son reportados a la autoridad correspondiente 

(McKnight et al., 2015). 
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El agua contaminada con pesticidas genera efectos nocivos en la biota acuática. El 

zooplancton, la principal fuente de alimento para muchos peces jóvenes, puede verse 

gravemente afectado por los pesticidas, cuando estos se acumulan en cuerpos de agua a 

niveles peligrosos. Los peces que se alimentan de insectos afectados por los pesticidas, se ven 

en la obligación de migrar para buscar nuevas fuentes de alimentos y, por lo tanto, pueden 

exponerse a mayores riesgos, como los depredadores (Ansari et al 2014). También se conoce 

que, a nivel mundial, las poblaciones de anfibios están disminuyendo en los ecosistemas 

agrícolas en los que se emplean cantidades excesivas de pesticidas (Brühl et al., 2013). Los 

anfibios están más amenazados debido a que resultan ser más sensibles a las bajas 

concentraciones de insecticidas que las aves o los mamíferos (Hua y Relyea, 2012). De esta 

manera y mediante los proceso de biomagnificación y bioacumulación, los pesticidas también 

afectan a los animales a lo largo de la cadena alimentaria (como las aves y los mamíferos), 

generando una reducción de la biodiversidad (Bolzonella et al., 2019).  

Otra de las problemáticas asociadas al uso excesivo de insecticidas químicos es el 

dessarrollo de poblaciones resistentes. Esto incrementa sustancialmente el uso de estos 

productos,  lo que conlleva a efectos  adversos en organismos no blanco (Hackett y Bonsall, 

2019) 

Con respecto a la salud humana, una exposición prolongada, incluso a dosis bajas de 

pesticidas, genera trastornos en el mediano y largo plazo, entre los que se destaca el cáncer y 

las alteraciones reproductivas y en el sistema nervioso (Ansari et al., 2014). Estas alteraciones 

se deben a que muchos insecticidas, como el caso de los organofosforados, tienen sitios de 

acción similares en insectos y mamíferos. Estas sustancias producen la fosforilación de la 

acetilcolinesterasa (AChE) que se encuentra en las sinapsis. De esta manera, el órgano efector 

se sobreestimula por el exceso de acetilcolina (la sustancia transmisora de impulsos en la 

terminación nerviosa) como resultado de una pérdida de la actividad de la AChE. La exposición 

aguda a insecticidas puede causar vómitos, diarrea, calambres abdominales, mareos, dolor 
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ocular, visión borrosa, confusión, entumecimiento, espasmos, parálisis y muerte 

(Manthripragada et al., 2010; Nicolopoulou-Stamati et al., 2016; Rohlman et al., 2011). 

Además, estos productos pueden  generar efectos teratogénicos, tumores cerebrales 

infantiles, leucemia y linfomas y también pueden actuar como tóxicos para el hígado y el 

sistema respiratorio.  Cabe mencionar que la mayoría de los casos leves de intoxicación no son 

reportados porque las personas no acuden a los sistemas de salud (Koureas et al., 2012). 

Desde finales de la década de los 70´, una gran cantidad de investigaciones científicas en 

diferentes disciplinas han focalizado los riesgos ambientales a los que conlleva el uso de los 

pesticidas (Vernier et al., 2017). Estos estudios concluyeron que el uso indiscriminado de 

insumos químicos en el sistema de producción agrícola no puede ser ambiental ni socialmente 

sostenible a largo plazo (Travisi et al., 2006), ya que reducen la biodiversidad y desestabilizan 

la estructura del suelo, además de que contribuyen con el efecto invernadero (Khalil y 

Osborne, 2018; Marín-Benito et al., 2017). 

 Los continuos ataques de insectos plaga a finales de los años 50 condujeron a pensar en 

una nueva concepción para su control. En esta década se discutieron y formularon las ideas 

principales del entonces denominado Control Integrado, que dio paso, a la noción de Manejo 

Integrado de Plagas (MIP). El MIP representó un cambio radical en la filosofía del control de 

organismos plaga promulgando su manejo de una manera más ecosustentable. El objetivo 

central del MIP es resolver los problemas provocados por  los organismos plaga, para lograr 

maximizar la productividad de los cultivos y a la vez reducir el uso de plaguicida, con la 

incorporación de buenas prácticas de manejo (Jeger, 2000). El MIP es una combinación de 

sentido común y principios científicos. Es una manera de pensar que combina el conocimiento 

de la biología y el comportamiento de las especies plaga con la experiencia en la utilización de 

las distintas herramientas disponibles (culturales, físicas, químicas, e incluso legislativas) y la 

habilidad de adaptarse a la multiplicidad de circunstancias en las que se presentan los 

organismos plaga. Su objetivo principal es disminuir al máximo los factores de riesgo que 
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posibilitan la proliferación de los mismos, a través de mejoras ambientales, culturales y de 

infraestructura y paralelamente reducir la aplicación de productos tóxicos al máximo posible, a 

fin de prevenir efectos perjudiciales en la salud humana y en el medio ambiente (Stenberg, 

2017) 

Ciertas acciones son importantes en cualquier estrategia de MIP (Barzman,2015), entre las 

que se pueden citar  

 Aprender sobre la biología de las especies (hábitos, ciclo de vida, necesidades y 

aversiones) para poder modelar y predecir los crecimientos poblacionales y definir el 

nivel de daño. 

 Monitorear frecuentemente las poblaciones del organismo plaga. 

 Controlar oportunamente las poblaciones que alcancen el umbral de daño  económico.  

 Evaluar y controlar los métodos utilizados con el fin de asegurar que no causen 

deterioro al ambiente y afecten la salud de los operarios o consumidores.     

 Buscar un balance entre maximizar las ganancias del productor y la sostenibilidad del 

programa de producción establecido. 
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 Lámina 1.2: Principios de manejo integrado de plagas (Barzman, 2015)   

 

 Principio 1: 
Prevención 
y supresión 

Combinación de 
tácticas en el marco 

de estrategias de 
prevención 

Principio 2: 
Monitoreo 

Observación 
Previsión  

Diagnóstico 
 

Principio 3: 
Toma de 
decisiones 

Estudio del umbral 
Uso de criterios 

múltiples 

No es necesaria la intervención 

Es necesaria la intervención 

Principio 4-7: 
Intervención 

Principio 8: 
Evaluación 

 Métodos no 
químicos 

 Reducción de 
efectos 
secundarios 

 Reducción del 
uso de pesticidas 

 Estrategias anti-
resistencia 

 

Evaluación de todo 
el proceso. 

Adopción de nuevas 
normas. 

 

Principio 1: Prevención / supresión de organismos nocivo 

 Prevenir la propagación de organismos nocivos mediante 
medidas de higiene (por ejemplo, mediante la limpieza 
periódica de maquinaria y equipos) 

 Protección y mejora de organismos benéficos importantes, 
por ejemplo, mediante medidas adecuadas de protección de 
plantas o la utilización de infraestructuras ecológicas dentro y 
fuera de los sitios de producción. 

Principio 2: Monitoreo  

Los organismos nocivos deben controlarse mediante métodos y 
herramientas adecuadas que deberían incluir la observación y 
sistemas de advertencia, pronóstico y diagnóstico temprano. 
Además del asesoramiento de profesionales.   

Principio 3: Toma de decisiones 

Con base en los resultados del monitoreo, el profesional tiene 
que decidir si aplicar medidas de protección y cuándo hacerlo. 
Los valores umbral son componentes claves para la toma de 
decisiones. 

Principio 4: Métodos no químicos 

Los métodos biológicos, físicos y otros métodos no químicos 
sostenibles deben preferirse a los métodos químicos si 
proporcionan un control de plagas satisfactorio. 

Principio 5: Selección de pesticidas 

Los pesticidas aplicados deben ser lo más específico posible para 
el organismo plaga y deben tener casi nulos efectos secundarios 
sobre la salud humana, los organismos no blanco y el medio 
ambiente. 

Principio 6: Uso reducido de pesticidas 

El profesional debe mantener el uso de pesticidas y otras formas 
de intervención en los niveles recomendados a modo de evitar el 
rápido desarrollo de resistencia y el riesgo de intoxicación.  

Principio 7: Estrategias de resistencia 

Es necesario aplicar estrategias que eviten desarrollar resistencia 
para mantener la efectividad de los productos. Esto puede incluir 
el uso de múltiples pesticidas con diferentes modos de acción. 

Principio 8: Evaluación 

Con base en los registros sobre el uso de pesticidas y el 
monitoreo de organismos nocivos, el profesional debe verificar 
el éxito de las medidas de protección aplicadas. 
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1.A.4. Métodos no químicos para el control de insectos  

1.A.4.a. Temperatura 

El manejo de las temperaturas en los lugares de almacenamiento de granos y semillas es 

una de las mejores maneras de controlar los distintos insectos plaga que habitan en estos 

ambientes. Casi todas las especies plaga no pueden tolerar temperaturas extremas, por 

ejemplo, el calentamiento o enfriamiento de los granos y semillas. Esta técnica proporciona 

una buena protección sin ningún tratamiento químico (Kumar et al., 2017). Se conoce que la 

tasa máxima de crecimiento y de reproducción para la mayoría de los insectos plaga de grano 

almacenado ocurre entre 25 y 35°C. Es decir que incrementar o reducir la temperatura por 

encima o debajo de este rango conduce a la reducción o cese del desarrollo, como así también 

puede llevar a una eventual muerte (Bartholomaeus et al., 2005). Para lograr esto se suele 

usar, por ejemplo, la aireación mediante ventiladores que permiten enfriar granos o semillas y 

reducir la tasa de crecimiento en silos y almacenes, aunque también se la puede usar en 

cultivos (Arthur et al., 2008). El enfriamiento mediante refrigeradores industriales es otra 

estrategia usualmente empleada. Sin embargo, para lograr una disminución significativa de los 

insectos plaga, se requieren tiempos prolongados de almacenamiento a estas temperaturas 

(entre dos a tres semanas), (Johnson, 2007). Por otra parte, en lo que se refiere a mecanismos 

que incrementan la temperatura, se puede citar la radiación por microondas o infrarroja. Estos 

métodos no se han utilizado ampliamente debido al tiempo requerido para tratar grandes 

cantidades de granos y semillas (Beckett et al., 2007). Otro método ensayado es el 

calentamiento directo de los contenedores de granos para su desinfección, pero el costo 

requerido para implementarlo resulta inviable al compararlo con la aplicación de los 

insecticidas convencionales (Tilley et al., 2007). 
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1.A.4.b. Saneamiento y estructuras de almacenamiento 

El saneamiento de los productos almacenados, la estructura de los lugares de 

almacenamiento y la exclusión efectiva de los insectos son las claves del manejo preventivo. 

Para los granos almacenados a granel, es imperativo que los productos recién cosechados se 

almacenen en contenedores desinsectizados  y nunca con restos de granos o productos más 

antiguos, ya que estos pueden actuar como vehículos para infestar los nuevos productos. 

Además, el equipo de cosecha, los contenedores de transporte o almacenamiento y las áreas 

de carga deben desinsectizarse completamente antes del almacenamiento de los nuevos 

productos (Arthur et al., 2009; Reed, 2006).  

Otras variables a tener en cuenta son los aspectos mecánicos y estructurales de los 

contenedores y edificios que contienen granos o productos almacenados. Tales aspectos 

deben ser  considerados durante la construcción y el mantenimiento de dichas estructuras. Por 

ejemplo, los granos crudos, que pueden almacenarse durante varios meses antes del 

procesamiento y pueden albergar poblaciones de insectos en crecimiento, se deben ubicar 

físicamente en contenedores separados de las áreas de procesamiento y embalaje. Además, se 

deben sellar los techos y las paredes laterales de las estructuras de almacenamiento. El sellado 

del almacén o cualquier estructura es crítico para que el tratamiento con fumigantes sea 

efectivo cuando sea necesaria su aplicación (Kumar et al., 2017).  

Con respecto a la exclusión de los insectos, los materiales de empaque para granos 

almacenados y sus productos derivados, deben ser resistentes a la penetración de los mismos 

(Mullen et al., 2006). Estos alimentos deben sellarse muy bien, de modo tal de lograr disuadir a 

los insectos invasores y por lo tanto, deben fabricarse con materiales duraderos que resistan la 

posibilidad de ser penetrados. También existen nuevas tecnologías, que buscan impregnar 

estos envases con repelentes. Sin embargo, su adopción comercial es difícil, principalmente 
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debido a la baja rentabilidad y el bajo potencial de aceptación del consumidor. (Hou et al., 

2004).  

1.A.4.c. Polvos inertes 

Los polvos inertes son utilizados para la protección de productos almacenados de los 

insectos plaga y se pueden clasificar en cuatro grupos (Banks y Fields, 1995). El primero 

consiste en arcillas, arena, cenizas de cáscara de arroz y cenizas de madera. Este grupo 

también incluye a las cenizas volcánicas que han demostrado poseer actividad insecticida 

(Buteler et al., 2014). El segundo grupo consiste en una gran cantidad de minerales como 

dolomita, magnesita, oxicloruro de cobre, fosfato de roca, azufre molido, hidróxido de calcio, 

carbonato de calcio y cloruro de sodio. Estos tipos de polvos se han probado en el pasado y 

brindan protección contra los insectos plaga de grano almacenado. Algunos de estos minerales 

se utilizan ampliamente en los países en desarrollo y en vías de desarrollo como forma de 

almacenamiento de bajo costo (Golob, 1997). El tercer grupo consiste en polvos que contienen 

dióxido de silicio, que son ligeros e higroscópicos, y que se producen al secar una solución 

acuosa de silicato de sodio (Korunic, 1998). El cuarto grupo consiste en polvos que contienen 

sílice natural, como la tierra de diatomeas, que proviene de esqueletos fosilizados de estos 

organismos (Kumar et al., 2017).  

1.A.4.d. Irradiación 

La aplicación de irradiación a bajas dosis es capaz de esterilizar o matar a los insectos 

plaga, incluso en sus etapas inmaduras, por lo cual es un método adecuado para su uso a nivel 

comercial. Mediante la radiación de superficie o directamente de los mismos productos 

comerciales, se puede eliminar a los distintos organismos plaga que pueden afectarlos 

(Hallman et al., 2008). En este método se suelen usar fuentes de radiación ionizante como los 

radioisótopos de cesio o el cobalto, o se generan rayos X a través de un haz de electrones 

(Halverson et al., 2000).  
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1.A.4.e. Métodos mecánicos 

La utilización de varios dispositivos mecánicos para el manejo de organismos plaga es 

bastante común en todo el mundo.  

La centrifugación es el medio directo de control mecánico más utilizado; permite separar 

los granos o semillas de los insectos que los afectan. Hay varios otros dispositivos mecánicos, 

por ejemplo, trampas de sonda, de pulsos, de luz, de cebo, adhesivas y de feromonas que se 

utilizan para eliminar a los insectos minimizando las pérdidas de almacenamiento 

(Balasubramani et al., 2003). 

1.A.4.f. Métodos biológicos 

La utilización de enemigos naturales para el manejo de los insectos plaga se ha reportado 

en varios trabajos científicos (Dainese et al., 2017; Rodriguez-Saona et al., 2012; Soares et al., 

2019; Tscharntke et al., 2016), pero su aplicación práctica a nivel comercial es muy limitada. 

Los parasitoides son los controladores naturales más utilizados en el mercado. Por ejemplo las 

polillas de productos almacenado pueden ser manejadas fácilmente por Trichogramma sp.  

(Hymenoptera, Trichogrammatidae). La liberación de Trichogramma evanescens y 

Habrobracon hebetor resultó ser un método altamente efectivo para el manejo de E. 

kuehniella en el sector industrial (Akinkurolere et al., 2009, Scholler et al., 2006). La agencia de 

Cooperación Europea en Ciencia y Tecnología sugirió promover el control biológico, por 

ejemplo, al tratar lugares de almacenamiento vacíos con ácaros depredadores o parásitos, 

avispas y hongos entomopatógenos para eliminar las poblaciones restantes de insectos plaga 

que pueden quedar alimentándose de restos de comida (Hansen y Wakefield, 2007).  Es así 

que la liberación efectiva de enemigos naturales se podría convertir en un paso muy 

importante para el éxito de los programas de control biológico. 
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1.A.5. Aceites esenciales: Una alternativa como bioinsecticidas 

A medida que los consumidores están cada vez más informados sobre los problemas de 

alimentación, salud y nutrición, también están tomando conciencia de los beneficios y las 

posibles aplicaciones de las plantas medicinales y aromáticas y sus metabolitos; entre ellos, los 

aceites esenciales (AE) (Dhifi et al., 2016). A pesar de su composición rica y compleja, el uso de 

los AE sigue estando limitado a los dominios de la industria cosmética y de perfumería. Es por 

esto que vale la pena desarrollar una mejor comprensión de su química y sus propiedades 

biológicas para desarrollar nuevas aplicaciones en la salud humana, la agricultura y el 

ambiente. Los AE podrían explotarse como alternativas efectivas o complementos a los 

compuestos sintéticos de la industria química, evitando de esta manera los efectos colaterales 

de estos últimos (Van de Vel et al., 2017). 

El termino AE se remonta al siglo XVI, y estuvo inspirado en la droga Quinta essentia, 

debido a que ambos elementos mostraban un carácter inflamable (Hanif et al., 2019). 

Actualmente, los AE se definen como sustancias volátiles que tienen componentes aromáticos 

que le dan un olor, sabor o aroma característico a una determinada planta. Estas sustancias 

son los subproductos del metabolismo de las plantas y se conocen comúnmente como 

metabolitos secundarios. Los AE son producidas por más de 17.500 especies de plantas 

aromáticas que pertenecen a diferentes familias tales como Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, 

Zingiberaceae y Asterácea (Regnault-Roger et al., 2012). Estos productos son sintetizados en el 

citoplasma de ciertas células y almacenados en estructuras secretoras complejas que se 

encuentran en la epidermis,  los tricomas glandulares, las cavidades secretoras y los conductos 

de resina. Tales estructuras se pueden ubicar en las hojas, los tallos, las flores y los frutos, en la 

corteza o en las raíces (Calo et al., 2015). Según la especie vegetal el lugar de almacenamiento 

del AE será distinto (Dhifi et al., 2016): 

 En lavanda, geranio, naranja, rosas y clavo de olor el aceite se almacena en las flores. 
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 En eucalipto, menta, palmarosa, tomillo, laurel, salvia, en las hojas 

 Ciertas plantas almacenan AE en los órganos subterráneos por ejemplo, raíces 

(vetiver), rizomas (jengibre, dulce bandera) o semillas (carvi, cilantro). 

 hinojo, anís, bergamota y  otros cítricos almacenan el AE en los frutos 

 canela, sándalo, palo de rosa depositan estos productos en la corteza. 

En la naturaleza, los AE cumplen un rol vital como señales químicas que permiten a la 

planta controlar o regular su entorno (función ecológica) ya sea en la atracción de insectos 

polinizadores, la repelencia de los fitófagos, la inhibición de la germinación de semillas o la 

comunicación entre plantas (por ejemplo, actúan como señales que indican la presencia de 

herbívoros) (Bali et al., 2016). 

Los AE se caracterizan por ser sustancias solubles en alcohol, éter y aceites, pero insolubles 

en agua. Son generalmente líquidos e incoloros a temperatura ambiente, poco densos y con 

olores característicos. Tienen un índice de refracción y una actividad óptica muy alta 

(Bhavaniramya et al., 2019). 

Estos aceites son mezclas complejas que pueden contener más de 300 compuestos 

diferentes. Generalmente, presentan componentes orgánicos volátiles de bajo peso molecular 

(< 300). Estos compuestos son principalmente terpenos con distintos grupos químicos: 

alcoholes, aldehídos, éteres u óxidos, cetonas, ésteres, aminas, amidas, fenoles, heterociclos. 

Los alcoholes, los aldehídos y las cetonas son los que demuestran una amplia variedad de 

aromas tales como frutales (E-nerolidol), florales (linalool), cítricos (limoneno), entre otros (Ali 

et al., 2014). La composición (compuestos y sus respectivas concentraciones) de AE pueden 

variar significativamente, dependiendo del método de extracción, el órgano vegetal utilizado, 

la temporada de cosecha y el origen de la planta (Yuan et al., 2016). 

 

 



 
 

21 
 

Lámina 1.3. Estructuras representativas de los AE (Bilia et al., 2014). 

Los factores geoclimáticos y el tipo de suelo pueden originar diferentes quimiotipos de una 

misma planta, de la cual se pueden destilar AE con composición química, propiedades y 

bioactividad, diferentes. Por ejemplo, en el tomillo, Thymus vulgaris L. (Fam. Labiatae), se 

distinguen al menos cuatro quimiotipos, según sus compuestos principales: (I) timol y p-

cimeno; (II) carvacrol, timol y borneol; (III) linalool, terpinen-4-ol y acetato de linalilo y (IV) 

geraniol y acetato de geranilo. Cada aceite aislado de estos quimiotipos huele diferente y tiene 

distintas propiedades biológicas. Mientras que los quimiotipos de tomillo I y II tienen una 

fuerte actividad antibacteriana y son irritantes, los quimiotipos III y IV no lo son y tienen una 

actividad antibacteriana moderada. Además, el aceite del quimiotipo III tiene un efecto 

sedante debido a la presencia de linalol y acetato de linalilo (Satyal et al., 2016). Otro 

parámetro importante es el momento de cosecha de la planta, de esto dependerá tanto el 

rendimiento como la composición del aceite. Por ejemplo, el AE de salvia (Salvia officinalis L., 

Lamiales, Lamiaceae) contiene, α-tujona, compuesto que varía sus cantidades, dependiendo 
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del momento en que se cosecha la planta. Es así que la cantidad es este componente será 

máxima cuando la planta es cosechada después de la floración y será minima, luego de 

florecer (Medrano et al., 2019). Otro caso llamativo resulta ser el de las flores de jazmín que al 

ser recolectadas en las horas de la mañana contienen en su aceite una combinación de linalol, 

alcohol bencílico, cis-jasmona e indol, pero cuando las flores se recolectan en horas de la 

tarde, su aceite presenta altos niveles de benzoato de bencilo, eugenol y metilsalicilato. Estos 

dos últimos compuestos suelen producir un aroma desagradable e indeseable, que puede 

generar un rechazo, por parte de los consumidores de perfumes y de productos de 

aromaterapia (Pino y Ramírez, 2009). 

1.A.5.a. Aplicación 

Los AE tienen propiedades interesantes con distintas actividades, por lo que han sido 

empleados en industrias como la cosmética y de perfumería, además de su uso en terapias 

aromáticas. A su vez muchas nuevas propiedades han sido descubiertas últimamente y esto 

hace que en los años recientes el interés de industrias como la alimenticia y de insecticidas se 

haya incrementado mediante diferentes investigaciones en este área (Dhifi et al., 2016). 

1.A.5.b. Actividad antimicrobiana 

Las propiedades antimicrobianas de los AE y de sus componentes, así como también los 

mecanismos de acción han sido ampliamente estudiados (Al-Shuneigat et al., 2020; Donsì y 

Ferrari, 2016; Herman et al., 2016; Knezevic et al., 2016; Moosavy et al., 2017). Una de las 

características más llamativas de los AE es la hidofobia, que les permite alterar la estructura y 

la permeabilidad de las membranas celulares bacterianas. De esta manera, se promueve la 

salida de iones y otras moléculas, además del contenido celular, lo que conduce a la muerte 

del organismo (Hammer y Carson, 2011; Devi et al., 2010). Se ha informado que los AE que 

contienen principalmente aldehídos o fenoles, como el cinamaldehído, citral, carvacrol, 

eugenol o timol, se caracterizaron por poseer gran actividad antibacteriana, seguidos por los 
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AE que contienen alcoholes terpénicos. Aquellos AE que presentan cetonas o ésteres, como la 

tujona o el acetato de geranilo, tienen una actividad mucho más débil, mientras que los aceites 

ricos en hidrocarburos terpénicos generalmente son inactivos (Hui et al., 2017). 

1.A.5.c. Actividad antioxidante 

Numerosos estudios han demostrado las propiedades antioxidantes de los AE (Das et al., 

2020; da Silva et al., 2016; Mezza et al., 2018; Selmi et al., 2016; Snoussi et al., 2018). C El 

potencial antioxidante de un AE depende de su composición, es así que los compuestos 

fenólicos y los metabolitos secundarios con dobles enlaces conjugados suelen mostrar 

propiedades antioxidantes sustanciales (Snoussi et al., 2018). El timol y el carvacrol son los 

compuestos que presentan una mayor actividad antioxidante. Tal actividad está relacionada 

con su estructura fenólica. Estos compuestos fenólicos tienen propiedades redox y, por lo 

tanto, juegan un papel importante en la neutralización de los radicales libres y también en la 

descomposición del peróxido de hidrogeno (Rúa et al., 2019). La actividad antioxidante de los 

AE se debe también a ciertos alcoholes, éteres, cetonas, aldehídos y monoterpenos: linalool, 

1,8-cineol, geranial, neral, citronelol, isomentona, y mentona (Dhifi et al., 2016). 

1.A.5.d. Actividad antiinflamatoria 

Un proceso de inflamación es una respuesta habitual de protección y que es inducida por 

una lesión o infección del tejido. La respuesta inflamatoria induce un aumento de la 

permeabilidad de las células del revestimiento endotelial y la afluencia de leucocitos al 

intersticio, a la vez que se estimula la actividad de varias enzimas. Recientemente, los AE se 

han utilizado en entornos clínicos para tratar enfermedades inflamatorias, como reumatismo, 

alergias o artritis (Hanif et al., 2019).  Entre los ejemplos que se pueden citar, se encuentra el 

AE de Duguetia furfuracea Benth. & Hook. f. (Magnoliales, Annonaceae), que demostró tener 

propiedades antiinflamatorias (Saldanha et al. 2019). Otro aceite con esta propiedades es el de 

geranio, habiéndose determinado que los responsables de esta actividad son sus componentes 



 
 

24 
 

mayoritarios, el linalol y el acetato de linalilo (Boukhatem et al., 2013). Este último compuesto, 

también presente en el AE de lavanda, le aporta sus características antiinflamatorias (Silva et 

al., 2015). Mogosan et al. (2017) informaron que el AE de menta produce una reducción de la 

concentración de prostaglandina en los tejidos afectados. En el AE de Salvia rosmarinus L. 

(Lamiales, Lamiaceae) las actividades biológicas antiinflamatorias reportadas se atribuyen a 

varias moléculas, principalmente monoterpenos, como 1,8-cineol, borneol, pineno, limoneno, 

canfeno, alcanfor y mirceno (Borges et al., 2019). Estos AE y sus compuestos activos actúan 

principalmente inhibiendo la liberación de histamina o reduciendo la producción de 

mediadores de inflamación y, por lo tanto, representan una nueva opción en el tratamiento de 

ciertas enfermedades (Hajimohammadi et al., 2019). 

1.A.5.e. Actividad anticancerígena 

El potencial terapéutico de los AE y sus componentes volátiles atrajo en los últimos años la 

atención de los investigadores, especialmente, por su actividad anticancerígenas (Mesquita et 

al, 2019). Los AE poseen propiedades anticancerígenas y actúan a través de diversos 

mecanismos, ya sea previniendo la formación de células tumorales o bien actuando sobre  las 

mismas (Blowman et al., 2018). Es sabido que ciertos alimentos, como el ajo y la cúrcuma, son 

buenas fuentes de agentes anticancerígenos debido a la presencia de azufre, que es 

reconocido por su efecto preventivo contra esta patología (Pyun et al., 2006). El geraniol, 

componente de muchos AE, demostró poseer un efecto inhibidor del crecimiento tumoral de 

las células de cáncer de colon (Lee et al., 2005). Otro AE con gran potencial anticancerígeno ha 

sido el aceite de lavanda, que demostró inducir la apoptosis y necrosis de células tumorales 

(Gezici, 2018). Adnan (2019) estudió los efectos bioactivos de una planta cosmopolita como el 

eucaliptus, hallando resultados prometedores en células que inducen el cáncer de pulmón. 

Estos son apenas algunos ejemplos sobre la vasta información que existe acerca de los AE 

como agentes anticancerígenos, pero que sirven para demostrar una vez más la utilidad de 

estas sustancias en el área de la salud humana. 
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1.A.5.f. Actividad insecticida 

Los insecticidas botánicos son productos naturales vivos que se utilizan para el control de 

diferentes insectos plaga (Jampílek et al., 2020). Los extractos de plantas y los AE son  

generalmente menos tóxicos, menos persistentes y podrían degradarse más rápidamente que 

los insecticidas sintéticos y, por lo tanto, suelen ser menos nocivos para el ambiente. Además, 

un gran número de insecticidas botánicos son seguros para los humanos y los organismos no 

blanco (Campos et al., 2016; Hikal et al., 2017; Pavela 2016). Varios estudios han demostrado 

que los AE pueden provocar  efectos agudos  (al ser aplicados como fumigantes, por contacto e 

ingestión) y subletales (alterando el comportamiento motor del insecto y/o la reproducción y 

fecundidad) (Isman, 2019). En este sentido se demostró que el AE de Schinus molle L. 

(Sapindales, Anacardiaceae) tiene efectos antialimentarios en adultos de S. oryzae 

(Benzi et al., 2009). Los AE de Aloysia polystachya Griseb. Moldenke (Lamiales, 

Verbenaceae) y Aloysia citriodora [Palau] (Lamiales, Verbenaceae) demostraron efectos 

toxicos por contacto en  T. castaneum (Benzi et al., 2014). Stefannazi et al. (2011) demostraron 

efectos tóxicos y repelentes en Tagetes terniflora Kunth (Asterales, Asteraceae), Cymbopogon 

citratus Stapf. (Poales, Poaceae) y Elyonurus muticus (Spreng) Kuntz (Poales, Poaceae). Los 

extractos de hojas de T. vulgaris tuvieron efectos tóxicos en huevos de Pediculus humanus 

capitis Haeckel (Anoplura: Pediculidae) (Gutiérrez, et al., 2016). Werdin González et al. (2011) 

trabajaron con AE de Origanum vulgare L. (Lamiales, Lamiaceae) y T. vulgaris con efectos 

tóxicos en Nezara viridula L. (Hemiptera: Pentatomidae).  

Investigaciones recientes en lepidópteros demostraron el efecto ovicida, larvicida y 

adulticida de los AE, además de su acción repelente y su capacidad para retrasar el desarrollo 

(Ali et al., 2017). Con respecto a esto,  el AE de Helosciadium nodiflorum L. (Apiales, Apiaceae) 

produjó efectos tóxicos por contacto en Trichoplusia ni Hübner (Lepidóptera, Noctuidae) 

(Afshar et al., 2017). En Plutella xylostella L. (Lepidoptera, Yponomeutidae), los aceites de 

Acorus calamus L. (Acorales, Acoraceae) y de Cedrus deodara (Roxb.) Don (Pinales, Pinaceae) 

https://www.google.com/search?rlz=1C1CHBF_esCL868CL868&sxsrf=ALeKk01NkC4G865VpSToYlgN5x54RGZnHg:1614695528311&q=Verbenaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MEouqCxYxModllqUlJqXmJyamAoA3lQV0RsAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj8k4rL6ZHvAhWFGLkGHebUDOoQmxMoATAnegQIIhAD
https://www.google.com/search?rlz=1C1CHBF_esCL868CL868&sxsrf=ALeKk01NkC4G865VpSToYlgN5x54RGZnHg:1614695528311&q=Verbenaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MEouqCxYxModllqUlJqXmJyamAoA3lQV0RsAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj8k4rL6ZHvAhWFGLkGHebUDOoQmxMoATAnegQIIhAD
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demostraron tener actividad tóxica por contacto. Además, el primer aceite resultó tener 

efectos fagodisuasivos, mientras que el segundo, efectos repelentes (Reddy et al., 2016). Los 

AE de limón y ajo demostraron poseer actividad insecticida y fagodisuasiva en Spodoptera 

littoralis Boisduval (Lepidoptera, Noctuidae) (Ali et al., 2017). Finalmente el AE de Siparuna 

guianensis (Laurales, Siparunaceae) demostró  poseer efecto ovicida y larvicida  en Anticarsia 

gemmatali Hübner (Lepidoptera, Noctuidae) y S. littoralis (Lourenço et al., 2018).  
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1.A.6. Hipótesis 

En referencia a los antecedentes expuestos, se plantean las siguientes hipótesis:  

  Los AE de Citrus bergamia Risso (Sapindales, Rutaceae) (Bergamota), Lavandula 

angustifolia Mill. (Lamiales, Lamiaceae) (Lavanda), Mentha piperita L. (Lamiales, 

Lamiaceae) (Menta), Geranium maculatum L. (Geraniales, Geraniaceae) (Geranio), 

Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats (Poales, Poaceae) (Palmarosa) y Eucalyptus 

globulus Labill. (Myrtales, Myrtaceae) (Eucalipto) son mezclas complejas de terpenos 

 Los AE de bergamota, lavanda, menta, geranio, palmarosa y eucalipto poseen efectos 

letales por exposición a superficies tratadas en larvas del IV estadio y adultos de P. 

interpunctella. 

 Los AE de bergamota, lavanda, menta, geranio, palmarosa y eucalipto tienen actividad 

insecticida por tópico en larvas del IV estadio y adultos de P. interpunctella. 

1.A.7.a. Objetivo general  

El objetivo general planteado para este capítulo es evaluar los efectos letales de los AE de 

bergamota, lavanda, menta, geranio, palmarosa y eucalipto, en larvas del IV estadio y adultos 

de P. interpunctella. 

1.A.7.b. Objetivos específicos 

 Determinar  la composición química de los AE de bergamota, lavanda, menta, geranio, 

palmarosa y eucalipto. 

 Evaluar el efecto letal por exposición a superficies tratadas de los AE en larvas IV y  

adultos de P. interpunctella. 

 Analizar la actividad insecticida por tópico de los AE en larvas IV y adultos de P. 

interpunctella. 
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1.B. Materiales y Métodos. 

1.B.1. Materiales 

Se utilizaron aceites esenciales de Citrus bergamia Risso (Sapindales, Rutaceae) 

(Bergamota), Lavandula angustifolia Mill. (Lamiales, Lamiaceae) (Lavanda), Mentha piperita L. 

(Lamiales, Lamiaceae) (Menta), Geranium maculatum L. (Geraniales, Geraniaceae) (Geranio), 

Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats (Poales, Poaceae) (Palmarosa) y Eucalyptus globulus Labill. 

(Myrtales, Myrtaceae) (Eucalipto) producidos por Swiss-Just (manufacturados bajo supervisión 

y control de Ulrich Justrich AG, Walzenhausen, Suiza). El solvente fue hexano (grado analítico) 

Dorwill (Argentina). 

1.B.2. Caracterización de los aceites esenciales 

La composición química de cada AE se determinó mediante cromatografía gaseosa 

acoplada a espectrometría de masas (CG-EM). Los compuestos se identificaron por 

comparación de sus índices de retención (Kovats Indices) con los índices de compuestos 

conocidos y sus espectros de masa con los contenidos en la base de datos EM (NBS75K.L MS 

DATA). Los porcentajes relativos se obtuvieron directamente a partir de las áreas de cada pico. 

El análisis de CG-EM se realizó en un cromatógrafo Hewlett-Packard 6890 acoplado a un 

espectrómetro de masas Hewlett-Packard 5972A equipado con una columna capilar (HP-5, 25 

m x 0.25 mm, 0.25 m film thickness), utilizando helio como gas carrier (1ml/min, split 1:50) y 

un volumen de inyección de 2 l. La temperatura inicial del horno se mantuvo a 50 °C durante 

2 minutos, luego se programó a 5 °C/min hasta 200 °C, manteniendo luego esta temperatura 

por 15 min. Los espectros de masa se registraron a 70 eV, en un rango de masas m/z de 35 a 

350 uma, manteniendo la temperatura del inyector a 280 °C.  

1.B.3. Insectos  

Las colonias de P. interpunctella (sin previa exposición a ningún insecticida) se 

mantuvieron en el laboratorio de Zoología de Invertebrados II, UNS. La cría se desarrolló en 
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contenedores plásticos (13 cm diámetro × 30 cm alto) cubiertos por una tela de malla fina para 

permitir la ventilación. Cada recipiente contenía una mezcla de harina de maíz, harina de trigo, 

cereales, leche en polvo, levadura en polvo, miel y glicerina (8:4:2:2:1:1:1 p/p). Cada nueva 

colonia fue obtenida a partir de adultos de 1 o 2 días que se colocaban en un nuevo recipiente 

con dieta. Este procedimiento se realizó una vez por semana. Las colonias se mantuvieron en 

una atmósfera controlada de 27 ± 1 °C, 45-50% HR y un fotoperiodo luz/oscuridad de 16:8 h.  

En los ensayos biológicos, se utilizaron larvas del IV estadio de P. interpunctella. Para su 

selección, en primer lugar, se diferenciaron las larvas masculinas en base a la “marca sexual” 

distinguible en el extremo abdominal (Richards y Thomson, 1932) (Lámina 1.4) 

Posteriormente, se medió la longitud corporal y el ancho de la capsula cefálica  y se usaron 

estas variables para seleccionar a las larvas femeninas de este estadio.  

Lámina 1.4. Larva masculina del IV estadio, donde se observa la marca sexual en los últimos 

segmentos abdominales 

 

1.B.4. Bioensayos  

Con el objetivo de determinar cuáles serían los AE con mayor actividad insecticida y 

considerar a estos como posibles candidatos para su posterior nanoformulación, se decidió 

realizar dos tipos de ensayos preliminares en larvas IV y adultos de 1 o 2 días de edad de P. 

interpuctella, sin distinción de sexo.  

1.B.4.a. Ensayo de toxicidad por exposición a superficies tratadas  

Para este bioensayo se utilizaron frascos de vidrio de 23 ml (1,6 cm de diámetro x 11 cm de 

alto) y papeles de filtro (56 cm2) que se trataron con 1 ml de las soluciones hexánicas de los AE. 
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Para el caso del control, se empleó solamente solvente puro. Sobre la base de ensayos 

preliminares, se determinó un rango de concentraciones que fueron desde desde 5 a 600 µg 

cm-2. Luego de la evaporación del solvente, los papeles de filtro se introdujeron en cada frasco 

y se adicionaron seis larvas o seis adultos de P. interpunctella, que se cubrieron con tela de 

voile. Se realizaron cinco réplicas independientes y los insectos se mantuvieron a 27 ± 2 °C, 45-

50% HR. y 16:8 h L:O. La mortalidad de los adultos se determinó a las 24 h de exposición, 

mientras que la de las larvas a las 72 h. Los tiempos  de exposición se determinaron teniendo 

en cuenta  los resultados de ensayos prelimiares. Para el caso de los adultos, luego de las 48 h 

se observaron porcentajes de mortalidad mayores al 40% en los controles. En el caso de las 

larvas, no se registro mortalidad en los controles a las 72 h. Con estos datos se determinaron 

los valores de la CL50 y CL90 (concentraciones necesariaa para matar al 50% o 90% de la 

población, respectivamente). Los adultos se consideraron muertos cuando no se observaron 

movimientos abdominales ni de apéndices (patas, alas y antenas). En el caso de las larvas, 

cuando no se observó movimiento alguno, se consideraron muertas. 

Los valores de dosis letal se calcularon con sus respectivos intervalos de confianza del 95% 

empleando el software estadístico SPSS 25.0. Estos valores se consideraron significativamente 

distintos si no se superponían los intervalos de confianza.  

1.B.4.b. Ensayo de toxicidad por aplicación tópica de los AE 

En este ensayo se aplicaron alícuotas de 0,2 µl de las soluciones acetónicas de los AE por 

vía tópica a 10 larvas del IV estadio o 10 adultos de P. interpunctella. Las dosis que se probaron 

para cada aceite fueron 10, 20, 40 y 80 µg insecto-1 (obtenidas de ensayos previos). La acetona 

se aplicó tópicamente como control. Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado y 

los insectos se mantuvieron a 27 ± 2 °C, 45-50% HR y 16:8 h L:O. A las 24 h se calculó el 

porcentaje de mortalidad de los adultos y a las 72 h, el de las larvas.  
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1.C. Resultados 

1.C.1. Caracterización de los aceites esenciales 

Los componentes determinados por CG-EM para cada AE y sus porcentajes relativos se 

muestran en la Tabla 1.1.  

Tabla 1.1. Composición química de los AEs y contenido porcentual de cada componente. 

TR 
(min) 

Componentes bergamota geranio menta palmarosa lavanda eucalipto 

7,16 α – pineno 
  

1,92 
  

0,62 

8,36 β – pineno 2,38 
 

1,85 
  

0,26 

8,77 β – mirceno 
    

0,77 0,40 

9,15 α-felandreno 
     

0,55 

9,75 p-cimeno 
    

0,45 6,70 

9,87 limoneno 17,49 
 

3,36 
   

9,93 1,8 - cineol (eucaliptol)   5,88  2,70 87,97 

10,13 β – trans- ocimeno 
    

3,37 
 

10,43 β – cis- ocimeno 
    

2,89 
 

10,59 3 – careno 4,77 
     

10,76 γ – terpineno 
     

3,50 

13,06 Linalool 9,46 12,67 
 

2,55 40,72 
 

13,28 alcanfor 
    

1,37 
 

13,55 isomentona 
  

16,90 
   

13,85 mentona 
 

11,14 
    

14,10 mentol 
  

52,51 
   

14,35 p-menten-3-ona   10,43    

14,23 terpinen-4-ol 
    

1,70 
 

16,14 citronelol 
 

26,14 
 

9,94 
  

16,48 geraniol 
 

23,19 
 

77,07 
  

16,57 acetato de linalilo 58,27 
  

4,55 
  

16,84 geranial 
      

16,98 formiato de citronelilo 
 

10,37 
    

17,38 acetato de lavandulino 
    

5,30 
 

17,70 formiato de geranilo 
 

7,94 
    

18,04 acetato de mentol    7.15   

20,85 acetato de geranilo 
 

2,01 
  

2,80 
 

20,86 cariofileno 7,63 2,58 
 

5,86 25,59 
 

22,71 β – farneseno 
    

6,37 
 

23,18 γ – cadineno 
    

1,39 
 

23,70 acetato de nerilo 
 

2,98 
  

1,44 
 

24,84 óxido de cariofileno 
    

3,14 
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El análisis químico reveló que en el AE de bergamota los componentes principales fueron 

acetato de linalilo y limoneno, y en el AE de geranio fueron citronelol, geraniol, linalool, 

mentona y formiato de citronelilo. Por otra parte, el AE de menta presentó como 

componentes mayoritarios mentol, isomentona y p-menten-3-ona, mientras que el AE de 

palmarosa tuvo como compuesto principal al geraniol. En el aceite de lavanda se encontraron 

como compuestos mayoritarios al linalool y al cariofileno. Por último, el AE de eucalipto 

presentó 1,8-cineol como componente mayoritario. 

1.C.2. Toxicidad por exposición a superficies tratadas 

Para los bioensayos con larvas IV, los valores de CL50 y CL90  no pudieron ser calculados, 

debido a que incluso a la máxima dosis, la mortalidad no fue significativa para ninguno de los 

AE en estudio. 

En adultos de P. interpunctella, los AE de bergamota, lavanda, menta, geranio y palmarosa 

produjeron valores de CL50 en un rango entre 22,8 y 116,2 µg cm-2, encontrándose diferencias 

significativas entre todos ellos (Tabla 1.2). El aceite de eucalipto no produjo mortalidad incluso 

a dosis máximas, por lo cual su valor de CL50 y CL90 no fue calculado. El orden de toxicidad 

basado en los valores de CL50 fue palmarosa > geranio  > menta  > lavanda > bergamota > 

eucalipto. Los aceites mostraron valores de CL90 en un rango entre 44,3 y 188,7 µg cm-2. No se 

observó mortalidad en los controles. 
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Tabla 1.2. Valores de CL50 y CL90  para los distintos AE en adultos P. interpunctella expuestos a 

superficies tratadas. 

AE CL50 (µg cm
-2

)
a,b

 CL90 (µg cm
-2

)
a,b

 

Bergamota 116,2 (100,8 – 134,1) e 188,7 (164,7–229,1) d 

Geranio 37,2 (28,8 – 46,3) b 63,7 (52,2 – 73,4) ab 

Menta 53,8 (47,4 – 60,3) c 77,5 (69,9 – 90,5) b 

Palmarosa 22,8 (18,0 – 27,4) a 44,3 (37,1 – 57,5) a 

Lavanda 76,3 (65,5 – 87,7) d 129,2 (113,4 – 145,6) c 

Eucalipto No calculado 

a 
Los valores de CL50 seguidos de diferentes letras dentro de la misma columna presentan diferencias significativas(P 

< 0,05). 
b
 Los intervalos de confianza del  95% se muestran entre paréntesis. 

 
 

1.C.3. Ensayo de toxicidad por aplicación tópica de los AE 

En adultos de P. interpuctella, la aplicación tópica de los aceites generó porcentajes de 

mortalidad variables y con mucha dispersión a todas las dosis ensayadas, e incluso en el 

control. 

En cuanto al ensayo por tópico en larvas, se observó que a las mayores dosis (40 y 80 µg 

larva-1) la mortalidad de cualquiera de los AE no superó el 20%. A las dosis de 10 y 20 µg larva-1 

no se observó mortalidad. 
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1.D. Discusión 

  El análisis quimico de los AE reveló que son mezclas de diferentes terpenos. La 

bioactividad de un AE está en relación a su diversidad y redundancia química; esto es, los AEs 

son mezclas diversas dado que contienen diferentes compuestos químicos (monoterpenos, 

sesquiterpenos, fenilpropanoides, etc.) y son redundantes debido a que generalmente 

contienen análogos químicos de una misma clase (Regnault-Roger et al. 2012). De esta 

manera, es común que se observen fenómenos de sinergismo en la actividad biológica de un 

AE. Se ha propuesto que los efectos insecticidas están relacionados con los componentes 

principales de un AE, aunque los otros compuestos pueden contribuir a dicha actividad 

(Pavela, 2015). La composición de un AE puede variar, incluso dentro de la misma especie, en 

función del órgano vegetal utilizado para la extracción, el tiempo de colección, el estado de 

desarrollo y las condiciones ambientales en general (Zapata y Smagghe, 2010). Debido a ello se 

hace necesario determinar el perfil químico del AE a utilizar dado que las variaciones tanto 

cuantitativas como cualitativas pueden afectar la actividad insecticida de los mismos 

(Athnassiou et al., 2014). 

Los AE de los géneros Mentha (Lamiales, Lamiaceae), Lavandula (Lamiales, Lamiaceae) o 

Pinus (Pinales, Pinaceae) se destacaron por su toxicidad en Myzus persicae Sulzer  (Hemiptera, 

Aphididae), Trialeurodes vaporariorum  estwood  (Hemiptera, Aleyrodidae) y Leptinotarsa 

decemlineata Say (Coleoptera, Chrysomelidae), así como también en Culex quinquefasciatus 

Say (Diptera, Culicidae) y en Musca domestica L. (Diptera, Muscidae) (Behi et al., 2017;  Benelli 

et al., 2017; Hanan, 2013; Mozaffari, et al., 2013; Ortiz de Elguea‐Culebras et al., 2018). Otros 

insectos como S. zeamais T. castaneum y C. maculatus fueron sensibles a las aplicaciones por 

contacto de los AE de cítricos (Sapindales, Rutacae) (Bilal et al., 2015; de Andrade Dutra et al., 

2016; Fouad y Camara et al., 2017). Pediculus capitis De Geer (Anoplura, Pediculidae), Aedes 

aegypti L. (Diptera, Culicidae), Cimex lectularius L. (Hemiptera, Cimicidae) y Blattella germanica 

L. (Blattodea, Blattellidae) fueron afectados por el aceite de Eucalyptus sp. (Myrtales, 
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Myrtaceae), el cual mostró efectos ovicidas, larvicidas y tóxicos en adultos (Machado et al., 

2019; Manh et al., 2020;  Soonwera et al., 2018; Yeom et al., 2013). 

Al evaluar la toxicidad por exposición a superficies tratadas en adultos de P. interpunctella, 

se observó que los AE más tóxicos fueron los provenientes de palmarosa, geranio y menta, 

seguido de lavanda, bergamota y eucalipto. En trabajos previos se informó que los AE usados 

en este estudio mostraron actividad tóxica por contacto en insectos plaga de productos 

almacenados. Por ejemplo, los AE de bergamota y geranio produjeron toxicidad por contacto 

en adultos de T. castaneum y R. dominica (Werdin-González et al., 2014) y el AE de palmarosa 

tuvo efectos insecticidas por contacto en la cucaracha alemana (Yeguerman et al., 2020). 

Además, el AE de eucalipto mostró actividad insecticida por contacto en A. obtectus y  S. 

cerealella (Bett et al. 2017).  Por otra parte,  el AE de lavanda demostró poseer efectos tóxicos 

en Orgyia trigotephras Boisduval (Lepidoptera, Lymantriidae) (Badreddine et al., 2015). 

Finalmente el AE de menta mostró actividad insecticida en Helicoverpa armigera   bner  

(Lepidoptera, Noctuidae) (Boulamtat et al., 2020). 

La toxicidad por exposición a superficies tratadas depende de varios factores entre los que 

figuran la hidrofobia de los productos y la tasa de difusión a través de la cutícula. Por difusión 

horizontal, los compuestos pueden alcanzar el sistema traqueal desde donde se distribuyen al 

resto del cuerpo; mientras que por difusión vertical, estas sustancias pueden cruzar desde el 

tegumento hasta la epidermis alcanzando la hemolinfa y distribuyéndose por todo el 

organismo (Tarelli et al., 2009). 

Como se mencionó, el AE de palmarosa fue el que mostró mayor actividad insecticida 

seguido del aceite de geranio y el de menta. Los demás aceites mostraron menor o nula 

toxicidad (eucalipto). Estos resultados podrían ser explicados en parte, debido a la 

composición de los AE. Zahran y Abdelgaleil (2011) estudiaron 12 compuestos principales de 

diferentes AE por contacto en larvas de Culex pipiens L. (Diptera, Culicidae). En este trabajo, los 
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autores demostraron que el componente más toxico fue el geraniol, seguido del mentol, 

mientras que el linalool y el 1,8-cineol no mostraron efectos tóxicos. Resultados similares se 

obtuvieron en Aedes aegypti L. (Diptera, Culicidae) en donde el geraniol fue uno de los 

componentes más tóxicos, mientras que el 1,8-cineol fue el menos tóxico (Borrero-Landazabal 

et al., 2020). En base a estos resultados se podría explicar el orden de toxicidad de los AE en 

este estudio. Así el aceite de palmarosa fue el más tóxico debido probablemente a la presencia 

de un 77% de geraniol. En orden de toxicidad le siguieron el AE de geranio (con un menor 

contenido de geraniol) y el AE de menta (constituido principalmente por mentol). Los aceites 

de lavanda y eucalipto mostraron menor toxicidad que los anteriores. Esto podría deberse a 

que presentan como componentes mayoritarios al linalool y al 1-8 cineol, respectivamente. El 

1,8-cineol es reconocido como un efectivo compuesto fumigante, no así al actuar por contacto; 

esto podría explicar la nula actividad toxica por contacto observada con el AE de eucalipto 

(Kumar, 2013). El AE de bergamota se encontró entre los aceites que tuvieron menor actividad 

tóxica. Como se mencionó, este aceite es rico en acetato de linalilo. Sfara et al. (2009) 

demostraron que este monoterpeno posee baja toxicidad en ninfas de Rhodnius prolixus Stål  

(Hemiptera, Reduviidae). 

Por otra parte, la aplicación tópica de los AE en adultos de P. interpuctella fue poco 

práctica mostrando mucha variabilidad entre los resultados. Probablemente la razón principal 

se deba a la fragilidad del cuerpo de los adultos y a que estos están cubiertos de escamas lo 

que afectaría la penetrabilidad de los aceites. Tomando en consideración estas observaciones, 

se decidió no utilizar esta técnica en futuros ensayos para evaluar la toxicidad en adultos de P. 

interpunctella. 

Para el caso de las larvas IV de P. interpunctella, en ambos bioensayos se observó nula o 

baja mortalidad incluso a las máximas concentraciones. En muchos insectos los estadios 

larvales suelen ser más tolerantes que los adultos a los efectos tóxicos de distintos productos 

insecticidas. Por ejemplo, la toxicidad del disulfuro de di-n-propilo, que proviene de semillas de 

https://es.wikipedia.org/wiki/Reduviidae
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neem, fue mucho menor en las larvas de T. castaneum que en los adultos (Rajendran y 

Sriranjini, 2008). Este mismo efecto, fue observado en este insecto empleando los AE de 

Achillea biebersteinii Afan,  A. santolina L. y A. millefolium L.  (Asterales, Asteracea) (Nenaah, 

2014). Por otra parte los AE de Athmanta haynaldii Borb. (Apiales, Apiaceae) y Myristica 

fragrans Houtt. (Magnoliales, Myristicaceae) mostraron moderada o nula actividad insecticida 

en larvas de Lymantria dispar L. (Lepidoptera, Lymantriidae)   ostid et al., 2013). Estas 

variaciones en la susceptibilidad de la respuesta de las larvas frente a los AE podrían atribuirse 

a que durante el estado larval, los organismos presentan altos contenidos de lípidos en sus 

cuerpos grasos. Al aplicar un compuesto lipofilico por contacto, como los AE, este tejido podría 

captar los principios activos, disminuyendo su concentración en la hemolinfa y por ende, en los 

sitios de acción (Stefanazzi et al., 2011). 

 Como consecuencia de los resultados obtenidos en esta parte del trabajo (principalmente 

en el bioensayo por exposición a superficies tratadas en adultos de P. interpuctella), se 

procedió a seleccionar a los AE de palmarosa, geranio y menta como productos bioinsecticidas 

para su posterior nanoformulación. 
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1.E. Conclusiones 

 Los AE de palmarosa, geranio y menta presentaron mayor actividad insecticida por 

exposición a superficies tratadas en adultos de P. interpunctella.  

 Los AE no tuvieron efectos letales por exposición a superficies tratadas en larvas del IV 

estadio de P. interpunctella. 

 La aplicación tópica de todos los AE en adultos de P. interpunctella presentó resultados 

heterogéneos.  

 A las máximas dosis, los AE no mostraron actividad insecticida significativa al ser  

aplicados por tópico en larvas del IV estadio de P. interpunctella. 

En base a estas conclusiones se decidió elaborar con los AE de palmarosa, geranio y menta, 

nanopartículas poliméricas y nanoformulaciones acuosas a fin de evaluar su bioactividad 

en P. interpuctella.  
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2.  El Camino: Nanopartí culas Polime ricas 

2.A. Introducción. 

En el Sistema Internacional de Unidades, el nanómetro (nm) es una unidad que representa 

10−9 m. El término "nano" deriva de la palabra griega νάνο  "enano”)  Vunain et al., 2016) y en 

relación con este prefijo, resulta interesante definir ciertos términos que serán utilizados a lo 

largo de esta tesis. Para ello, se extrajeron sus definiciones del “British Standards Institution” 

(2017): 

Nanoescala: es un rango de tamaño que oscila entre 1 y 1000 nm.  

Nanociencia: es el estudio de la materia que se encuentra a una escala nanométrica. Se ocupa 

de comprender el tamaño y las propiedades dependientes de la estructura a esta escala.  

Nanotecnología: es la manipulación y el control de la materia en la dimensión nano, mediante 

el uso del conocimiento científico y de diversas aplicaciones industriales y biomédicas. 

Nanomaterial (NM): material con estructuras en el rango manométrico. 

Nanofibras: es un nanomaterial en el cual 2 de sus 3 dimensiones pertenecen a la nanoescala, 

mientras que la restante es mucho mayor. 

Nanopartículas (NP): se define como un material cuyas 3 dimensiones se encuentran en el 

rango nanométrico.  

Nanoinsecticida: es toda aquella sustancia con actividad insecticida y que, a su vez, se 

encuentra presente a escala nanométrica (Murugan et al., 2016) 

Nanobioinsecticidas: son una subclase de nanoinsecticidas que derivan de organismos vivos, 

materiales naturales o metabolitos. Generalmente presentan nula o leve toxicidad para 

organismos no blanco, en comparación con los insecticidas químicos. Estas formulaciones se 

encuentran a escala nanométrica y están basadas en la actividad de un producto de origen 

natural con acción insecticida (Nuruzzaman et al., 2019) 
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2.A.1. La llegada de la nanotecnología. 

La humanidad ha utilizado los NM desde la antigüedad; por ejemplo, hace más de 4500 

años las matrices de cerámica se reforzaban con la inclusión de nanofibras de asbesto natural 

(Heiligtag y Niederberger, 2013). Hacia el año 2000 a.C, en el Extremo Oriente, se diseñaron los 

procedimientos para la elaboración de la tinta china. Esta técnica ancestral empleó la 

nanotecnología de forma extensiva, ya que con diversas variantes, la tinta china, se conseguía 

mezclando agua con hollín obtenido de la cocción de las ramas de los árboles y aglutinando la 

mezcla con gelatina, para fijar el pigmento. Hoy en día definiríamos entonces a la tinta china 

como una dispersión coloidal de nanopartículas de carbono (pigmento negro) en agua (Wang 

et al., 2018). Por esa misma época, los antiguos egipcios usaron NP de galeno que poseen un 

diámetro de 5 nm para producir un tipo de tinte capilar (Walter et al., 2006). Años después, 

alrededor del siglo III a.C., el pigmento "azul egipcio" se preparó utilizando una mezcla de 

vidrio y cuarzo de tamaño nanométrico. El uso de este tinte, con fines decorativos, se extendió 

en el Imperio Romano, en Egipto, en la Mesopotamia y en Grecia (Johnson-McDaniel et al., 

2013). 

La síntesis de NP metálicas mediante métodos químicos data de los siglo XIV y XIII a.C., 

cuando los egipcios y mesopotámicos comenzaron a producir vidrios utilizando metales. Este 

hito puede ser considerado como el comienzo de la era de las NP metálicas (Schaming y  

Remita 2015). Sin embargo, Artioli et al. (2008) plantearon que tal era comenzó con la 

aparición de vidrios rojos coloreados por el uso de NP de Cu hacia finales de la edad de Bronce. 

Esta técnica, años después (400-1000 d.C), fue empleada por los Celtas en los esmaltes rojos 

usados en sus pinturas. Estudios recientes detectaron que las copas romanas del siglo IV, 

conocidas como Copas de Licurgo, estaban realizadas con un vidrio dicroico que mostraba 

diferentes colores: rojo cuando una luz pasaba por detrás, y verde cuando la luz era 

proyectada desde el frente. Según estos estudios, tales copas contenían NP de aleaciones de 

Ag-Au (relación 7:3) de unos 50 nm de diámetro (Leonhardt, 2007). Más adelante en la línea de 
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tiempo, los investigadores determinaron que los vidrios encontrados en las iglesias de la época 

medieval que constituían los bellos vitrales y rosetones fueron fabricados mediante la 

incorporación de NP de Au y Ag (Schaming y Remita, 2015). Es durante el siglo IX que los 

mesopotámicos comenzaron a utilizar cerámicas esmaltadas con decoraciones que requerían 

un brillo metálico. Estas decoraciones poseían sorprendentes propiedades ópticas debido a la 

existencia de distintas NP de Ag y Cu aisladas dentro de las capas de esmalte. (Sciau et al., 

2012).  

Los avances en física y química en la segunda mitad del siglo XIX y las primeras décadas del 

siglo XX demostraron que existía un mundo nanoscópico estableciendo de esta manera cierto 

conocimiento de las magnitudes moleculares y atómicas y de los procesos que tienen lugar a 

esta escala. En 1857, mientras trabajaba con soluciones de NP de oro, Michael Faraday 

descubrió que frente a distintas condiciones de iluminación las mismas podían generar 

distintos colores como consecuencia de las diferentes nanoestructuras del metal 

(Jeevanandam et al., 2018). El campo de la nanoescala se benefició ampliamente de la 

aparición del microscopio de emisión de campo diseñado en 1936 por Erwin Müller con el cual 

se obtuvieron las primeras imágenes de NM (Drechsler, 1978). Aunque muchos de estos hitos 

tienen su protagonismo y efecto en la nanoescala, se considera que la historia moderna de la 

nanotecnología comienza en 1959, cuando el físico estadounidense Richard Feynman, en un 

discurso en la Sociedad Estadounidense de Física celebrado en el Instituto Tecnológico de 

California, estableció la idea inspiradora de la nanotecnología. En dicho discurso preguntó: 

“¿Por qué no manipular la materia átomo a átomo?” y de esta manera presentó sus ideas. Por 

este motivo, se reconoce a Feynman como padre conceptual de la nanotecnología aunque no 

hiciera aportes concretos en el campo (Fanfair et al., 2007). Más aún, hubo que esperar hasta 

1979 para encontrar el primer hito puramente nanotecnológico: la primera evidencia de la 

obtención de nanotubos de carbono, por parte de investigadores de Nueva Zelanda (Hirlekar 

et al., 2009). Finalmente, ya entrados los años 2000, empresas como Mercedes Benz o 
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Samsung empezaron a implementar NP metálicas para sus dispositivos electrónicos. En 2012, 

se incorporaron NP de TiO2 en celdas solares para aumentar su capacidad. Para 2014, había 

alrededor de 1814 productos nanotecnológicos a disposición del mercado de consumo 

(Jeevanandam et al., 2018). 
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Lámina 2.1.  Nanomateriales en la Edad Antigua y la Edad Media 

 

Cerámica  Sumeria  4.500 A.C.) Tinta China  4.000 A.C.) Azul Egipcio  4.000 A.C.) 

Esmalte Rojo  Celta  400-1000 D.C.) Copas de Licurgo  Siglo IV) 
Vitral Medieval 



 
 

44 
 

2.A.2. Nanopartículas: definición y variedad 

En la actualidad, las NP son un área de investigación activa y uno de los sectores 

económicos que se encuentra en plena expansión con múltiples campos de aplicación. Debido 

a sus características fisicoquímicas adaptables, como el punto de fusión, la conductividad 

eléctrica y térmica, la actividad catalítica, la absorción y dispersión de luz, las NP han ganado 

mayor importancia como nuevos avances tecnológicos (Jeevanandam et al., 2018). 

Las NP son materiales que poseen sus tres dimensiones en el rango nanométrico. Muchas 

de ellas son utilizadas como nanoportadores, en las cuales un componente activo se haya 

disuelto, atrapado, encapsulado o unido a una matriz de NM. Atendiendo a su composición, 

este tipo de NP pueden clasificarse en orgánicas (poliméricas, dendrímeros, liposomas y 

micelas), inorgánicas (de oro, de óxidos de hierro, de sílice mesoporosa) o híbridas (cuando se 

combinan los dos tipos) (Shahzad y Manzoor, 2019).  

Lámina 2.2: Variedad de nanomateriales 
 

 

El término dendrímero deriva de las palabras griegas “dendron”  árbol) y “meros”  parte), y 

se refiere al aspecto característico que estas estructuras toman asemejándose a cristales de 

hielo, estrellas de Navidad o copas de los árboles. Específicamente se definen como polímeros 

esféricos ramificados de geometría fractal (Vögtle, 2000). Los dendrímeros consisten en tres 

componentes unidos covalentemente: un núcleo interior, células ramificadas interiores 
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(compuestos de unidades repetitivas)  y células ramificadas exteriores (Vunain et al., 2016). Las 

propiedades únicas que exhiben estos materiales permiten que tengan un amplio campo de 

aplicación: tratamiento del agua (Wang et al., 2015), terapia génica (Wang et al., 2010) 

catalizadores (Karakhanov et al., 2015) aplicaciones electrónicas y sensores químicos 

(Satheeshkumar et al., 2015), y sistemas de administración de fármacos  Jędrych et al., 2014). 

El nombre liposoma deriva de dos palabras griegas: "lipos" que significa grasa y "soma" 

que significa cuerpo. Los liposomas son compartimientos esféricos cerrados por una doble 

capa de fosfolípidos (que contribuye con la biocompatibilidad) que envuelven a un líquido. 

Además, contienen colesterol, que brinda estabilidad. Es por estos motivos que se suele definir 

vulgarmente a los liposomas como “membranas celulares sin ornamentaciones” 

(Haghiralsadata et al., 2017). Hay varias ventajas para su aplicación en el campo de la 

medicina, como son la facilidad de síntesis, la alta biocompatibilidad y la similitud con las 

membranas biológicas. Esto permite que sean utilizados como sistemas para la liberación de 

sustancias y como adyuvantes en la elaboración de vacunas (Rideau et al., 2018) o incluso en 

innovadores tratamientos contra el cáncer (Riaz et al., 2018).  

En general, las micelas son partículas coloidales formadas por detergentes y jabones. El 

principio de ensamblaje en la formación de micelas es la hidrofobia de las moléculas anfifílicas 

en el agua generando agregados coloidales. Las micelas se caracterizan por una arquitectura 

core-shell; esto significa que el núcleo interno está compuesto por las regiones hidrofóbicas, 

que contiene el principio activo, mientras que el exterior es una corona compuesta de los 

bloques hidrofílicos (Enrico, 2018). Por sus propiedades las micelas han sido aplicadas 

principalmente en la industria farmacéutica y en la medicina. A su vez, mostraron un futuro 

prometedor en terapias génicas con ADN y en el tratamiento de tumores (Cabral et al., 2018).  

Las NP metálicas están compuestas por metales nobles como oro, plata, platino, paladio, 

entre otros. Estas NP se han utilizado ampliamente en diversas áreas, como la electrónica, la 
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cosmética, los recubrimientos, el embalaje, la biotecnología y la salud humana (Mittal et al., 

2013). Por ejemplo, debido a que las NP pueden alcanzar fácilmente cualquier órgano blanco, 

muestran un gran potencial para ser aplicadas en nuevas terapias biomédicas. Otro ejemplo 

interesante de la aplicación de las nanopartículas metálicas es su uso para elaborar sensores 

electroquímicos y biosensores (Mittal et al., 2018). 

La sílice (SiO2) es un sólido inorgánico que se organiza en forma de una red tridimensional, 

dando origen a una estructura porosa (poros con diámetros entre 2 y 50 nm). Entre los NM 

inorgánicos, los materiales de sílice han sido estudiados intensamente debido a sus 

características sobresalientes, la disponibilidad del material y su método de síntesis. Además, 

presentan un gran potencial para su aplicación en procesos biológicos y biomédicas (Vázquez 

et al., 2017). Las NP de sílice se pueden usar en campos muy diversos ya sea para el transporte 

de medicamentos terapéuticos o de productos activos, o bien para la remoción de metales 

pesados (Vunain et al., 2016). 

Las NP poliméricas, que serán el objeto de estudio de este capítulo, pueden dar origen a 

nanocápsulas o nanoesferas según el método de preparación utilizado. Las nanocápsulas son 

sistemas en los que el principio activo se limita a una cavidad interior rodeada por una capa del 

polímero, mientras que las nanoesferas son sistemas en los que el principio activo se dispersa 

uniformemente en la matriz polimérica (Mohanraj y Chen, 2006). 

Las NP poliméricas se pueden elaborar a partir de la polimerización directa de los 

monómeros o mediante polímeros preformados. En el primer caso, se encuentran los métodos 

de  polimerización mediados por emulsiones o microemulsiones y la polimerización interfacial. 

En el segundo, los métodos más comunes para la obtención de NP poliméricas son: la 

nanoprecipitación, la diálisis, las tecnologías que emplean fluidos supercríticos y el método de 

fusión-dispersión. La elección del método de preparación de las NP se realiza teniendo en 

cuenta una serie de factores, como el tipo de polímero empleado en la elaboración del 
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nanosistema, el área de aplicación, el tamaño de partícula requerido, etc. Por ejemplo, un 

sistema polimérico desarrollado para una aplicación en el campo biomédico no debe contener 

trazas de disolventes orgánicos (Rao y Geckeler, 2011).   

La polimerización mediada por emulsiones comienza con la formación de una emulsión 

que contiene los monómeros, el principio activo y el agente tensioactivo en un medio acuoso 

(Muñoz-Bonilla et al. 2010). Luego, a esta mezcla, se agrega un iniciador que permite que los 

monómeros polimericen rápidamente y se forme una NP polimérica. Esta operación se repite 

hasta agotar las cantidades de monómero e iniciador (Zhang et al., 2019). La polimerización 

mediada por microemulsiones se basa en la misma metodología pero partiendo de una 

microemulsión. Este método asegura la obtención de NP de menor tamaño que el método 

anteriormente citado. Esta técnica puede ser aplicada para la obtención de fármacos, 

adhesivos, lubricantes y para el recubrimiento de superficies,  entre otros (Yong y Gan, 2005). 

El método de polimerización interfacial utiliza las ventajas de ciertos polímeros que tienen 

una rápida velocidad de polimerización. En este método, primero se emulsiona una fase 

orgánica, que contiene el principio activo y un monómero hidrofóbico, en una fase acuosa. A 

continuación se agrega un segundo monómero soluble en agua, produciéndose una reacción 

rápida entre ambos monómeros en la interfaz de las gotitas de la emulsión, formando de esta 

manera la cubierta del polímero que encapsula al ingrediente activo. Esta técnica tiene una 

alta eficiencia en la encapsulación de fármacos, tales como insulina, calcitonina, indometacina, 

etc. (Llabot et al., 2008). 

Dentro de los métodos de obtención de NP a partir de polímeros preformados se 

encuentra la nanoprecipitación. Consiste en la formación de una emulsión a partir de una fase 

acuosa que contiene un agente emulsionante y una fase orgánica con el  principio activo y el 

polímero que formará la matriz. Una vez formada la emulsión, se induce la evaporación del 

solvente orgánico, que suele ser altamente volátil. De esta manera, el polímero precipita, 
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encapsulando los principios activos hidrófobos y da origen a las NP. Esta metodología es 

utilizada habitualmente para la obtención de fármacos (Gomes et al., 2011). Los polímeros de 

uso más común para esta técnica son biodegradables, especialmente poli-caprolactona, 

polilactida y poli-lactida-co-glicólido (Mishra et al., 2010). 

En el método de precipitación por diálisis, se disuelve un polímero junto con el 

componente activo que se desea encapsular. La solución resultante, con la fase orgánica, se 

carga posteriormente en una membrana de diálisis. Después de esto, la membrana de diálisis 

se pone en contacto con una fase acuosa y el disolvente orgánico (miscible en agua) difunde 

fuera de la membrana, lo que lleva a la precipitación y separación de las moléculas de 

polímero del disolvente. De esta manera, el polímero y el componente activo se reúnen y 

ensamblan formando NP esféricas. Esta técnica se suele usar principalmente para la 

incorporación de fármacos en NP (Jeong et al., 2001;  Zhang et al., 2012). 

Recientemente se ha explorado el uso de los fluidos supercríticos como un método limpio 

y efectivo para la nanoencapsulación de diferentes compuestos. El CO2 en estado supercrítico 

presenta una gran versatilidad; de esta manera puede ser usado como disolvente para la 

síntesis, modificación o purificación de polímeros sintéticos o naturales. En el proceso RESS 

(rapid expansion of supercritical solution), el principio activo y el polímero se disuelven en el 

fluido supercrítico (ej: CO2), luego este se despresuriza rápidamente a través de una boquilla 

de aspersión dentro de una cámara de precipitación generando las NP (Fattahi et al., 2016). 

En los últimos años se ha trabajado intensamente en la obtención de NP poliméricas 

basadas en AE con el objetivo de aplicar estos productos en distintas áreas como la medicina, 

la agroindustria, la industria alimenticia y el manejo de insectos plaga. Sin embargo, aún se 

discute sobre el método más adecuado en la elaboración de esta clase de NP. Los métodos 

más comunes para la preparación de NP cargadas con AE (polimerización mediada por 

emulsión, nanoprecipitación o polimerización interfacial) son complejos y requieren mucho 
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tiempo. Además, algunos de ellos requieren altas temperaturas (más de 100 °C) durante el 

proceso de preparación, lo que puede provocar la pérdida del AE. Por lo tanto, se necesita una 

metodología adecuada y económicamente factible para abordar el problema de la elaboración 

de estas NP. Con respecto a esto, el método de fusión-dispersión es un procedimiento de 

preparación simple y rápida, siendo una buena alternativa para la elaboración de NP cargadas 

con AE (Kumar et al. 2014). Esta técnica consiste en la fusión de un polímero, generalmente 

bajo agitación magnética, a una determinada temperatura. Una vez fundido el polímero se 

procede a la incorporación del componente activo que se desea encapsular. Posteriormente la 

temperatura de la mezcla se reduce rápidamente con el objetivo de formar las NP de manera 

espontánea. Este proceso continúa con la molienda y el tamizado de la mezcla para finalmente 

ser almacenadas o utilizadas (Yang et al., 2009). 

2.A.3. Campos de aplicación de las nanopartículas. 

El campo de las nanopartículas poliméricas se expandió rápidamente en este último 

tiempo. Es así que estas NP desempeñan un papel fundamental en un amplio espectro de 

áreas, que van desde la electrónica hasta la fotónica, la elaboración de materiales para 

sensores, la biotecnología para la medicina y el desarrollo de materiales para mitigar la 

contaminación y proteger el ambiente (Rao, 2011). 

Ante la necesidad de abastecer de alimentos a la creciente población mundial, las 

tecnologías aplicadas en la agricultura, los pesticidas y especialmente los insecticidas, juegan 

un rol crucial en la mejora de la productividad de los cultivos (Singh et al., 2020). En el  área de 

los insecticidas, especificamente de los bioinsecticidas, las empresas y los grupos de 

investigación que trabajan con estas tecnologías han focalizado sus esfuerzos en diseñar 

productos con mayor bioactividad y menor impacto en el ambiente (Woranuch y Yoksan et al., 

2013). En este marco, en los últimos años se han incrementado las investigaciones 

relacionadas con el uso de la nanotecnología como una herramienta indispensable para 
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elaborar nuevas formulaciones para el manejo de insectos plaga (Hu et al., 2015). Más aún, el 

desarrollo de los llamados “procesos verdes” para la síntesis de nanopartículas y 

nanoformulados se convirtió en una rama muy importante dentro de la nanotecnología 

(Safaepour et al., 2009). La aplicación de estos procesos en la agricultura y en el control de 

insectos enfatiza los objetivos del desarrollo de NM limpios, seguros y ecológicos utilizando 

solventes biocompatibles y no tóxicos, así como matrices naturales y biodegradables. Estos 

materiales deben elaborarse mediante procesos sostenibles que sean a su vez 

energéticamente eficientes (Pascoli et al., 2019). La encapsulación de componentes activos 

representa un abordaje factible y eficaz para controlar la liberación de los productos, 

incrementado la estabilidad fisicoquímica de la sustancia activa y protegiéndola de los agentes 

ambientales. De esta manera se logra reducir la volatilidad y su toxicidad para organismos no 

blanco, incrementar la bioactividad y mejorar la biodisponibilidad del producto (Bilia et al., 

2014). 

La aplicación de las NP en el control de los insectos plaga es considerada un campo del 

conocimiento novedoso por sus implicancias tanto académicas como socioproductivas. Da 

cuenta de ello el número creciente de publicaciones en esta área. Así que al realizar una 

búsqueda bibliográfica en Scopus centrada en los últimos 10 años y con los motores de 

búsqueda  “nanoparticles” + “insect pest” se hallaron 149 coincidencias. Es de destacar que la 

mayoría de estos trabajos se concentran a partir del año 2016, (más de 15 artículos por año) e 

incluso el mayor número se encuentra en el año 2018 con 30 artículos. Sin embargo, estos 

números siguen siendo insignificantes en comparación con los 972 resultados encontrados con 

los motores “essential oil” + “insect pest”, los 2246 resultados con "pheromone" + "insect pest" 

o los 12087 resultados con "biological control" + "insect pest". A modo de ejemplo es posible 

citar algunos antecedentes sobre el uso de NP para el control de artrópodos plagas agrícolas y 

de interés sanitario. Ishwarya et al. (2018) diseñaron NP de óxido de zinc a partir de extractos 

de Ulva lactuca L. (Ulvales, Ulvaceae), que mostraron tener una gran actividad en el control de 



 
 

51 
 

Aedes aegypti L. (Diptera, Culicidae). Por otra parte, Sahayaraj et al. (2016) demostraron que 

las nanopartículas de plata u oro elaboradas con el AE de Millettia pinnata L. (Fabales, 

Fabaceae) pueden actuar como un eficiente larvicida para el manejo de Pericallia ricin 

Fabricius (Lepidoptera, Erebidae). Kamaraj et al. (2012) informaron que las NP de plata 

elaboradas con extractos de Manilkara zapota L. (Ericales, Sapotaceae) mostraron tener 

efectos fagodisuasivos en Musca domestica L. (Diptera, Muscidae).  Las nanopartículas de silica 

también han demostrado ser un producto con alta eficiencia para el manejo de insectos plaga. 

En Callosobruchus maculatus Fabricius (Coleoptera, Bruchidae) estas NP lograron el cien por 

ciento de mortalidad a los 14 días de exposición (Rouhani et al., 2013). Stadler et al. (2012) 

desarrollaron NP de óxido de alumino (nanoalumina) que tuvieron efecto insecticida en los 

coleópteros S. oryzae y  R. dominica  

En lo que respecta a las NP poliméricas, el quitosano y el polietilenglicol (PEG) figuran 

entre los polímeros más empleados para su elaboración. El PEG es un compuesto sintético 

soluble en agua que se forma por la condensación de óxido de etileno y agua. De acuerdo a su 

peso molecular, estos polímeros pueden encontrarse a temperatura ambiente en estado 

líquido (PEG 200-600), semisólidos (PEG 1500), sólidos semicristalinos (PEG 3000-20.000) y 

sólidos resinosos, cuando sus pesos moleculares superan los 100.000  D’souza y Shegokar, 

2016). En los últimos años, el PEG 6000 ha recibido una atención particular debido a su amplio 

rango de solubilidad, baja toxicidad, ausencia de antigenicidad e inmunotoxicidad (Biswal et 

al., 2008). El PEG 6000 es un sólido blanco o casi blanco, de aspecto céreo o parafínico con 

estructura general H-[-0-CH2-CH2]n-OH con n = aprox. 152 (PM = aprox. 6000). Presenta punto 

de fusión: 56 – 63 °C y valores de DL50 oral en rata = 28.000 mg/kg y DL50 dérmica en conejo = > 

20.000 mg/kg  D’souza y Shegokar, 2016). Este polímero es empleado en una gran variedad de 

preparaciones farmacéuticas tópicas, orales, oftálmicas y parenterales (Mohanraj y Chen, 

2006). En cuanto a la aplicación de estas NP en el campo de la industria alimentaria y agrícola, 

uno de los primeros trabajos que se puede citar es el de Yang et al. (2009) quienes diseñaron 
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NP de PEG-6000 cargadas con AE (NPAE) de Allium sativum L. (Asparagales, Amaryllidaceae). 

En este trabajo se desarrollaron las NP a través del método de fusión-dispersión y además se 

aportó información relevante acerca de las características fisicoquímicas y de los efectos de 

estas NP en Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae). A este trabajo se 

pueden sumar los datos aportados por Werdin-Gonzalez et al. (2014) quienes elaboraron NPAE 

de geranio y bergamota para el control de T. castaneum y R. dominica. Adicionalmente, 

Campolo et al. (2017) evaluaron la bioactividad de NPAE de naranja en Tuta absoluta Meyrick 

(Lepidotera, Gelechiidae) con resultados prometedores  En el campo de los insectos de interés 

sanitario, se formularon NPAE de menta para el control de la mosca doméstica (Kumar et al., 

2014). Un tiempo después se publicaron trabajos que informaban acerca de los efectos letales 

y subletales de estas NP en Blattella germanica L. (Blattodea, Blattellidae) y Culex pipiens 

pipiens L. (Diptera, Culicidae) (Werdin-Gonzalez et al. 2015, 2016, 2017; Yeguerman et al. 

2020). 

2.A.4. Aplicación de temperatura como estrategia de manejo de insectos plaga. 

La temperatura es uno de los factores principales que limita la supervivencia y la 

reproducción de los artrópodos. Es por esto que su uso se ha explorado para el desarrollo de 

estrategias MIP, que sean más amigables con el ambiente y seguras para la salud humana 

(Hallman y Denlinger, 1999). 

Tanto el calor como el frío se han utilizado desde la antigüedad como estrategias para 

controlar los organismos plaga. Por ejemplo, la quema de los residuos de las cosechas se 

utilizaba para combatir los insectos plaga hipogeos, mientras que el arado de otoño era a 

menudo una técnica eficaz para exponer a estos organismos a las temperaturas letales del 

invierno (Gangwar, 2006). En la actualidad, estos métodos se clasifican bajo la categoría de 

controles físicos, que Fields (1994) definió como aquellos que emplean propiedades 

abiológicas del ambiente para disminuir las poblaciones de los organismos plaga. Antes del uso 
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generalizado de los productos fumigantes, el frío y el calor se utilizaron en gran medida para 

controlar especies plaga de una amplia gama de productos almacenados que incluían granos, 

bulbos, troncos, frutas y telas (Kumar et al., 2017) 

La manipulación de la temperatura está recibiendo un interés renovado como método 

físico para el manejo de insectos plaga de productos almacenados dado que no presenta los 

problemas ya conocidos de los métodos químicos (Daglish et al., 2018). La influencia de la 

temperatura en las reacciones bioquímicas y la actividad resultante de los artrópodos pueden 

mejorar o limitar la efectividad de las estrategias de control lo cual agrega una nueva variable 

que no siempre es tenida en cuenta por aquellos que diseñan o ponen en práctica estas 

estrategias. Las tasas de alimentación, dispersión y reproducción de los artrópodos plaga y sus 

enemigos naturales generalmente se ven afectadas fuera del rango óptimo de actividad (24 - 

35 °C), aunque existen excepciones que pueden mostrar una amplia gama de resultados y 

comportamientos (Hallman y Denlinger, 1999). Las variaciones en la temperatura ambiental 

también influyen en las características químicas de los insecticidas afectando su estabilidad, 

volatilización, penetración, bioactividad y degradación. Generalmente estos procesos ocurren 

a mayor velocidad a temperaturas más altas, aunque no siempre muestran una relación lineal 

(Harwood et al., 2009). 
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Existen numerosos trabajos que informan sobre del efecto combinado de los insecticidas 

sintéticos y la temperatura en distintos insectos plaga (Alzogaray et al., 1998; Das and 

Needham, 1961; Harwood et al., 2009; Harris y Kinoshita, 1977; Musser y Shelton, 2005 

Weston et al., 2009). Si bien en los últimos 20 años, los estudios relacionados con los AE y sus 

efectos biológicos se han incrementado exponencialmente, pocos de ellos estudiaron el efecto 

combinado de estos productos con la temperatura como método de control, pese a que esta 

última demostró incrementar la actividad de los insecticidas sintéticos.  Se ha teorizado que la 

temperatura ambiental  podría ser un factor que puede mejorar o reducir la toxicidad de los 

AE en insectos plaga de productos almacenados (Campolo et al., 2018). Sobre esta temática se 

puede citar el trabajo de Pavela et al. (2018) quienes estudiaron los efectos de la temperatura 

y el AE de T. vulgaris en Boisduval (Lepidóptera, Noctuidae) y Culex quinquefasciatus Say 

(Diptera, Culicidae).  
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2.A.5. Hipótesis 

 El método de encapsulación por fusión-dispersión permite obtener NP de PEG-6000 

cargadas con AE (NPAE). 

  Las NPAE poseen actividad insecticida por exposición a superficies tratadas y a 

vapores en larvas del IV estadio y adultos de P. interpunctella. 

 Las NPAE potencian la actividad insecticida de los AE en P. interpuctella. 

 Los AE y las NPAE presentan toxicidad diferencial al ser aplicados usando diferentes 

temperaturas. 

 Los AE y las NPAE poseen una temperatura óptima a la cual su acción insecticida es 

máxima. 

2.A.6.a. Objetivo general 

El objetivo del trabajo es evaluar la actividad insecticida de las NPAE en  P. interpunctella a 

diferentes temperaturas ambientales y comprender la correlación entre la temperatura post 

aplicación y la bioeficacia de las NP.  

2.A.6.b. Objetivo específicos 

 Elaborar y caracterizar fisicoquímicamente NP de PEG-6000 con los AE de palmarosa, 

geranio y menta por el método de fusión-dispersión 

 Evaluar la actividad insecticida por exposición a superficies tratadas y a vapores de las 

las  NPAE en larvas del IV estadio y adultos de P. interpunctella  

 Evaluar la actividad insecticida por tópico de las NPAE en larvas del IV estadio de P. 

interpunctella 

 Comparar la toxicidad de los AE y sus NPAE a diferentes temperaturas en larvas del IV 

estadio y adultos  de P. interpunctella. 

 Determinar la temperatura óptima a la cual las NPAE son más eficientes.   



 
 

56 
 

2.B. Materiales y Método 

2.B.1. Preparación de las nanopartículas poliméricas de PEG-6000 cargadas con AE (NPAE). 

Para la obtención de las NPAE se utilizaron los AE de palmarosa, geranio y menta, los 

cuales se seleccionaron por su alta actividad biológica en adultos de P. interpuctella. Las NPAE 

se elaboraron usando el método de fusión-dispersión de acuerdo con lo establecido por Yang 

et al. (2009) y Werdin Gonzalez et al. (2014) con algunas modificaciones. En ambos trabajos se 

determinó que la relación óptima entre AE y PEG 6000 es de 1:10 (proporción que será 

utilizada en el presente trabajo), dado que con esta proporción se obtienen la mejor relación 

entre las variables tamaño de partículas, polidispersion y eficiencia de cargado. Para la 

obtención de las NPAE se fundieron 20 g de PEG 6000 a 65 °C en una placa calefactora bajo 

agitación magnética. Posteriormente se agregaron 2 g de AE y la mezcla se homogenizó 

mediante un ultrahomogenizador (D-500 Handheld Homogenizer, D-lab instrument limited) 

durante 10 min a 15.000 rpm. Transcurrido este tiempo, la mezcla se mantuvo en agitación 

magnética a temperatura ambiente y una vez que la misma comenzó a solidificar, se enfrió a -4 

°C por 45 min con el objetivo de obtener NP de forma espontánea. Finalmente, la mezcla se 

molió en un mortero refrigerado a 0 °C y luego se tamizó mediante una malla fina de metal de 

230 mesh. Las nanopartículas se almacenaron en bolsas herméticas de polietileno y se 

colocaron en desecadores con cloruro de calcio a 27 ± 2 °C. El tiempo de almacenamiento fue 

de 7 días, luego de los cuales se procedió a realizar los experimentos. Este tiempo se 

seleccionó según lo referido en Werdin-González et al. (2014),  quienes establecieron, que 

luego de una semana de almacenamiento no se producen modificaciones significativas en las 

variables fisicoquímicas de las NPAE. 

 

 

 



 
 

57 
 

2.B.2. Caracterización de las NPAE 

2.B.2.a. Medidas de tamaño e índice de polidispersión (IPD) de las NPAE.  

Para la determinación del tamaño medio e IPD de las NPAE se utilizó un equipo Zetasizer 

nano instrument ZEN 3690 (Malvern, Reino Unido). El IPD es un indicador de la 

homo/heterogeneidad de la distribución de tamaños de las partículas que se calcula a partir 

del cuadrado del desvio estándar dividido el cuadrado de la media de las partículas (Pascoli et 

al. 2019). Para realizar las medidas anteriormente citadas, se tomaron 0,2 g de muestra de 

cada una de las NPAE y se suspendieron en 10 ml de agua destilada durante 30 min. Luego, la 

dispersión se filtró usando un papel de filtro Wathman N° 1 y se dejó equilibrar durante 2 

horas. Para cada NP se realizaron cuatro réplicas y las mediciones se llevaron a cabo a 25 °C.   

2.B.2.b. Microscopía electrónica de barrido (MEB). 

Para la preparación de las muestras, 0,2 g de las NPEA se dispersaron en 10 ml de agua 

destilada y se sonicaron. Luego, tres gotas de la muestra se colocaron en un cubreobjetos. Una 

vez evaporada el agua, las muestras se cubrieron con una capa de oro usando un metalizador 

de plasma de argón. Las imágenes se visualizaron utilizando un microscopio LEO EVO 40-XVP 

(CCT-CONICET-Bahía Blanca). La observación se realizó a un voltaje de 10 kV y un aumento de 

85.000x. 

2.B.2.c. Eficiencia de cargado de las NPAE. 

La eficiencia de cargado (EC) se define como la masa de pricipio activo encapsulado en 

relación a su masa inicial pre-formulación (Ammendola et al., 2019) La EC se determinó 

espectrofotométricamente de acuerdo a la técnica de Werdin-González et al. (2014). 0,1 g de 

cada una de las NPAE de los distintos AE se disolvieron, separadamente, en 2 ml de alcohol 

absoluto-H20 (75:25). La mezcla se centrifugó a 9000 rpm por 10 min. El sobrenadante se 

recolectó y se analizó por espectroscopia ultravioleta-visible mediante un fotómetro Shimadzu 

UV- 1203 con Kinetics-2-Program Pack P/N 206- 62029-10 (Shimadzu Corp., Kioto, Japón) a una 
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longitud de onda de 290 nm. Se analizaron cuatro muestras y la cantidad de AE en cada una de 

ellas se estimó mediante una curva de calibrado AE libre/ etanol. La eficiencia de cargado se 

calculó con la siguiente fórmula: 

  ( )  
                   

                   
     

2.B.2.d. Composición química de los AE pre y post formulación  

Para la extracción de los aceites de las NPAE, 0,5 g de cada muestra se disolvieron en 5 ml 

de agua destilada que se calentó a 65 °C durante 30 min bajo agitación magnética. Una vez 

fundido el PEG se adicionaron 4 ml de éter de petróleo y la muestra se mantuvo en agitación 

durante dos horas. Transcurrido este tiempo se procedió a tomar una muestra de los AE 

extraídos con la fase éter. Con el objetivo de determinar si en la solución de PEG y agua 

quedaban remanentes de los AE, se realizó una segunda extracción incrementando la 

polaridad del solvente, (n-butanol). Finalmente se procedió a analizar las fases éter, n-butanol 

y acuosa mediante CG- EM. 

2.B.3. Bioensayos 

2.B.3.a. Ensayo de toxicidad por exposición a superficies tratadas. 

En este bioensayo se comparó la toxicidad por contacto de los AE y las NPAE en larvas del 

IV estadio y adultos de P. interpunctella, a distintas temperaturas. Para llevar adelante el 

ensayo, se trataron papeles de filtro (diámetro de 9,4 cm) con 0,7 ml de las soluciones 

hexánicas de los AE. Sobre la base de ensayos preliminares, se determinó un rango de 

concentraciones que fueron desde 25 a 400 µg cm-2. Luego de la evaporación del solvente, los 

papeles de filtro se colocaron en las bases de cajas de Petri (9,4 cm de diámetro x 1,9 cm). A 

continuación se agregaron 10 adultos o larvas de P. interpunctella y se cubrieron con una tela 

fina tipo voile. Como control, se utilizaron papeles de filtro tratados con 0,7 ml de hexano. En 

los ensayos con NPAE, las mismas se esparcieron directamente sobre los papeles de filtro a 
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concentraciones equivalentes a la de los AE (teniendo en cuenta la EC de cada NP). En cuanto 

al control, en este caso se utilizó PEG-6000 procesado según 2.B.1 sin agregado de AE. Para 

estudiar el efecto de la temperatura, las arenas experimentales se acondicionaron en cámaras 

de cría a tres temperaturas diferentes (17, 24 y 31 ± 1 °C) y 45-50% de HR. Por cada 

temperatura  y tratamiento se realizaron cuatro réplicas. 

La mortalidad de los insectos se determinó trascurridas las 24 h (adultos) y 72 h (larvas) de 

exposición a los productos.  

2.B.3.b. Ensayo de toxicidad por exposición a vapores  

A fin de comparar la toxicidad por exposición a vapores de los AE y las NPAE en adultos y 

larvas del IV de P. interpunctella a distintas temperaturas se llevó a cabo un bioensayo con 

cámara fumigante. Papeles de filtro de 9,4 cm diámetro se trataron con 0,7 ml de las 

soluciones hexánicas de los AE. Sobre la base de ensayos preliminares, se determinó un rango 

de concentraciones que fueron desde 25 a 400 µg cm-2. Luego de la evaporación del solvente, 

los papeles de filtro se colocaron en la base de cajas de Petri (9,4 cm de diámetro x 1,9 cm). 

Cada base se cubrió con una tapa con un orificio central recubierta con una tela de malla fina y 

sobre esta se liberaron diez adultos o larvas protegidos por un segundo recipiente plástico de 

diámetro equivalente y de un volumen de 350 ml. Para evitar su fuga el conjunto de caja y 

recipiente fue herméticamente sellado con cinta adhesiva. Como control, se utilizaron papeles 

de filtro tratados con 0,7 ml de hexano. En el caso de los ensayos con NPAE, estas se 

esparcieron directamente sobre los papeles de filtro a concentraciones equivalentes a la de los 

AE (teniendo en cuenta la eficiencia de cargado cada NP). En cuanto al control, en este caso se 

utilizó PEG-6000 procesado según 2.B.1 sin agregado de AE. De la misma manera que para el 

ensayo de superficies tratadas y con el objetivo de determinar los efectos de la temperatura, 

las cámaras fumigantes se acondicionaron a tres temperaturas diferentes  (17, 24 y 31 ± 1 °C) y 

45-50% de HR. Por cada temperatura y tratamiento se realizaron cuatro réplicas. La mortalidad 
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de los insectos se determinó trascurridas las 24 h (adultos) y 72 h (larvas) de exposición a los 

productos.  

2.B.3.c. Efecto de la Temperatura 

El coeficiente de temperatura (CT) indica la relación que existe entre la temperatura de un 

ambiente determinado y la toxicidad de un insecticida. Este coeficiente se define como el 

cociente entre dos valores de CL50 estimados a dos temperaturas distintas (Toth y Sparks, 

1988). El CT se calculó entre dos temperaturas (Ta, Tb) mediante la siguiente formula: 

  (     )  
     (   )

     (  )
 

Donde Ta representa la temperatura a la cual el producto produjo menor actividad  

insecticida y Tb, a la cual el producto demostró mayor actividad   

 Los valores de CT se tipificaron como positivos cuando la toxicidad del producto se 

incrementaba a medida que aumentaba la temperatura, mientras que se denotaron como 

negativos cuando la toxicidad de la sustancia decrecía a medida que se incrementaba la 

temperatura. Los valores de CT se consideraron significativos cuando no existía superposición 

de los valores de CL50 indicando que la temperatura modificó significativamente la actividad 

insecticida (Alzogaray et al., 1998; Liu et al, 2016). 

2.B.3.d. Ensayo de toxicidad por aplicación tópica 

Para evaluar el efecto por vía tópica de las NPAE se trataron 10 larvas de P. interpunctella 

(larvas iniciando el IV estadio). Para llevar adelante el ensayo, se realizó un tratamiento 

utilizando soluciones de NPAE en agua, en dosis que fueron desde 10 a 80 µg larva-1. El PEG-

6000 procesado según 2.B.1 (en la proporción correspondiente a la usada en las NPAE) se 

aplicó tópicamente como control. Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado y las 

larvas se mantuvieron a 27 ± 2 °C, 45-50% HR. y 16:8 h L:O. La mortalidad de los insectos se 
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registró después de un periodo de exposición de 72 h para calcular el valor de Dosis Letal 

(DL50).  

2.B.4. Análisis estadístico. 

Los datos obtenidos de las medidas de tamaño, IPD y EC de las NPAE fueron analizados 

mediante ANOVA y DMS. Los datos de mortalidad de los ensayos por exposición a superficies 

tratadas y por exposición a vapores, se procesaron mediante análisis probit utilizando el 

software estadístico SPSS 25.0 para obtener la Concentración Letal 50 (CL50). Además, se 

estimaron los intervalos de confianza del 95%. Los valores de CL50 se consideraron 

significativamente diferentes si sus intervalos de confianza del 95% no se superponían.   
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2.C. Resultados. 

2.C.1. Caracterización de las nanopartículas. 

El primer paso de este trabajo fue la caracterización de las NPAE a los 7 días post 

formulación. El tamaño de las partículas obtenidas fue menor de 390 nm y las mismas 

resultaron ser significativamente diferentes entre sí (P < 0,05). Las NPAE de palmarosa fueron 

las más pequeñas (191 nm) y en orden creciente de tamaños le siguieron las NPAE de geranio 

(259 nm) y luego las de menta (381 nm). 

Al analizar el IPD no se encontraron diferencias significativas entre las NPAE de palmarosa 

y geranio (P > 0,05), indicando que ambas muestras fueron monodispersas (IPD < 0,25). Por su 

parte las NPAE de menta mostraron valores de IPD significativamente mayores (P < 0,05), lo 

que indica que las muestras fueron polidispersas (IPD > 0, 40). 

Tabla 2.1. Tamaño medio (± ES), índice de polidispersión (IPD, valor medio ± ES) y eficiencia de 

cargado (EC, ± ES) de las NPAE a los 7 días post-formulación 

 Palmarosa  Geranio  Menta  

Tamaño (nm)a 191 ± 5 A 259 ± 12 B 381 ± 29 C 

IPD a 0,232 ± 0,015 A 0,228 ± 0,007 A 0,532 ± 0,013 B 

EC (%)a 89,75 ± 2,5 A 90,5 ± 2,32 A 72,25 ± 1,6 B 

a
Los valores de CL50 seguidos de diferentes letras dentro de la misma fila muestran diferencias significativas (P < 

0,05). 

En este estudio también se analizó la morfología de las NPAE mediante microscopia 

electrónica de barrido (MEB). Las Fig. 2.1.A y 2.1.B muestran la morfología de las NPAE de 

palmarosa y geranio (85.000x), y el gráfico DLS (por sus siglas en inglés, Dynamic Light 

Scattering). Las imágenes revelaron que ambas NP presentan forma esférica y uniforme. En 

contraposición, las NPAE de menta tienen forma irregular y fueron más heterogéneas con 

respecto a la variación de tamaño (Fig. 2.1.C). A su vez, se puede observar a través de los 

gráficos DLS que los tamaños medios de las NPAE fueron diferentes dependiendo de los 

aceites empleados. 
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Figura 2.1.  Imágenes obtenidas por MEB de las NPAE de los AE de palmarosa (A), geranio (B) y menta (C), acompañadas con sus respectivos 

gráficos de DLS. 
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Con respecto a la eficiencia de cargado, la tabla 2.1 muestra que todas las NPAE tuvieron 

una EC > 70%. No se observaron diferencias significativas entre las NPAE de palmarosa y de 

geranio las cuales mostraron una EC cercana al 90% (P > 0,05). Sin embargo, la EC de las 

nanopartículas de menta fue significativamente menor en comparación con las anteriores (P < 

0,05). 

En cuanto a la caracterización química de los AE post formulación, el análisis por CG-EM de 

las fases éter, n-butanol y acuosa, reveló que todos los componentes hallados se encontraron 

en la primera fase; mientras que no se detectaron terpenos remanentes ni en la fase n-

butanol, ni en la acuosa.  

Con respecto al análisis químico, en el AE de palmarosa y en sus NPAE se detectó al 

geraniol como componente mayoritario (tabla 2.2). Los demás componentes de este AE se 

mantuvieron en proporciones similares luego de la formulación. 

En el AE de geranio y en sus NPAE, el β-citronelol y el geraniol fueron los compuestos 

principales (tabla 2.2). El linalol mantuvo una proporción similar en la muestra post 

formulación. Así mismo los componentes que originalmente representaban entre el 8% y el 

11% (mentona, formiato de citronelilo y formiato de geranilo), se redujeron luego de la 

formulación (< 1,7%). Los componentes que en la muestra preformulación representaban 

menos del 3% no se detectaron en la muestra postformulación.  

En el AE de menta, el mentol permaneció como el componente principal en las muestras 

pre y post formuladas; cabe destacar que en estas últimas la proporción de este compuesto 

aumentó notoriamente llegando a más del 80% (tabla 2.2). Después de la formulación del 

aceite se observó una ligera reducción en los contenidos de isomentona, p-menten-3-ona y 

acetato de mentol. Los componentes con una representación menor al 6% en la muestra 

original no se detectaron en la etapa postformulación.  
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Tabla 2.2. Análisis químico por CG- EM pre / post-formulación de los aceites de palmarosa, geranio y menta 

 

RT 
(min) 

Componentes 
Palmarosa Geranio Menta 

Preformulación Postformulación Preformulación Postformulación Preformulación Postformulación 

7,16 α-pineno - - - - 1,92 - 

8,36 β-pineno - - - - 1,85 - 

9,87 Limoneno - - - - 3,36 - 

9,93 1-8 cineol - - - - 5,88 - 

13,06 Linalool 2,55 2,29 12,67 9,95 - - 

13,55 Isomentona - - - - 16,90 6,95 

13,85 Mentona - - 11,14 1,38 - - 

14,10 Mentol - - - - 52,51 81,37 

14,35 p-menten-3-ona - - - - 10,43 7,57 

16,14 β-citronelol 9,94 10,12 26,14 38,12 - - 

16,48 Geraniol 77,07 76,38 23,19 47,89 - - 

16,98 formiato de citronelilo - - 10,37 1,71 - - 

17,70 formiato de geranilo - - 7,94 0,95 - - 

18,04 acetato de mentol - - - - 7,15 4,11 

20,85 acetato de geranilo 4,55 5,30 2,01 - - - 

20,86 Cariofileno 5,86 1,39 2,58 - - - 

23,70 acetato de nerilo - - 2,98 - - - 
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2.C.2. Toxicidad por exposición a superficies tratadas. 

En el rango de temperaturas y concentraciones estudiados, ningún AE o sus NP mostraron 

poseer actividad insecticida en las larvas del IV estadio de P. interpuctella.  

Para el caso de los adultos de P. interpuctella se determinó que, a todas las temperaturas,  

el orden de toxicidad de los AE en base a los valores de CL50 fue palmarosa >  geranio > menta, 

con diferencias significativas entre sí (P < 0,05). Este mismo orden de toxicidad se obtuvo con 

las NPAE a 17 y 24 °C (P < 0,05). Sin embargo, a 31 °C, no se encontraron diferencias 

significativas entre el efecto de las NPAE de palmarosa y geranio (P > 0,05), por lo tanto el 

orden de toxicidad fue palmarosa = geranio > menta. No se observó mortalidad en los 

controles. 

La tabla 2.3 muestra que el aceite de palmarosa a 17 °C tuvo la mayor toxicidad por 

contacto con un valor de CL50 de 44,74 μg cm-2 (P < 0,05) en comparación con el resto de las 

temperaturas.  A 24 °C y 31 °C, no se encontraron diferencias significativas en la actividad 

insecticida por contacto del aceite (P > 0,05). Para las NPAE de palmarosa se observó una 

tendencia similar, en donde la mayor mortalidad se alcanzó a los 17 °C con un valor de CL50 de 

17,56 μg cm-2. A su vez es importante resaltar que las  NPAE  potenciaron significativamente la 

actividad insecticida por contacto del AE entre 1,77 y 2,53 veces (P < 0,05). 

Tabla  2.3.  Valores de CL50 (μg cm– 2) para la actividad insecticida por exposición a superficies 

tratadas del AE de palmarosa y sus NPAE a 17, 24 y 31°C en adultos de P. interpunctella. 

 

 *Diferencias significativas entre los valores CL50 de los AE y de sus nanopartículas (superposición de lC, P < 0,05).  
    a 

intervalos de confianza del
 
95%.  

 

Temp. 
AE NPAE 

CL50 AE /  CL50   NPAE 
CL50 I.C. a CL50 I.C. a 

17 °C 44,74 40,3 – 49,1 17,56 14,3 – 20,5 2,53* 

24 °C 102,92 91,4 – 113,9 54,49 50,5 – 59,0 1,89* 

31 °C 84,10 74,0 – 93,1 47,44 40,5 – 55,8 1,77* 
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La tabla 2.4 muestra que el aceite de geranio produjo el máximo efecto insecticida a 17  °C, 

con un valor de CL50 = 73,15 μg cm-2. En cuanto al efecto del aceite a 24 y 31 °C, no se 

observaron diferencias significativas en los valores de LC50 entre estas temperatura (P > 0,05). 

Al igual que el AE, el valor de CL50 de las NPAE estimado a los 17 °C resultó ser el más bajo a 

todas las temperaturas (59,85 μg cm-2) (P < 0,05), mientras que no se hallaron diferencias 

significativas en los valores de CL50 a 24 y 31 °C (P > 0,05). En este caso, las NPAE también 

aumentaron significativamente la actividad insecticida de los compuestos bioactivos entre 1,54 

y 1,90 veces (P < 0,05). 

Tabla 2.4. Valores de CL50 (μg cm– 2) para la actividad insecticida por exposición a superficies 
tratadas del AE de geranio y sus NPAE a 17, 24 y 31 °C en adultos de P. interpunctella.  
  

  *Diferencias significativas entre los valores CL50 de los AE y de sus nanopartículas (superposición de lC, P < 0,05).  
    a 

intervalos de confianza del
 
95%.  

 
La tabla 2.5 muestra que el AE de menta a 17 °C fue el más tóxico (CL50= 126,90 μg cm-2), 

encontraronse diferencias significativas con el resto de las temperaturas (P < 0,05). En el caso 

de las NPAE, a esta temperatura también se observó la mayor toxicidad con un valor de CL50 de 

59,85 μg cm-2 hallándose diferencias significativas con el resto de las temperaturas (P < 0,05).  

Las NP también potenciaron significativamente la actividad insecticida del aceite de menta 

entre 2,12 y 3,54 veces. 

 

 

 

Temp. 
AE NPAE 

CL50 AE /  CL50   NPAE 
CL50 I.C. a CL50 I.C. a 

17 °C 73,15 67,1 – 79,7 47,44 40,9 – 51,3 1,54* 

24 °C 128,83 117,4 – 141,3 67,51 61,4 – 73,4 1,90* 

31 °C 111,46 97,1 – 124,1 64,40 52,2 – 76,2 1,73* 
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Tabla  2.5.  Valores de CL50 (μg cm– 2) para la actividad insecticida por exposición a superficies 
tratadas del AE de menta y sus NPAE a 17, 24 y 31 °C en adultos de P. interpunctella.  
 

 *Diferencias significativas entre los valores CL50 de los AE y de sus nanopartículas (superposición de lC, P < 0,05).  
    a 

intervalos de confianza del
 
95%.  

 

 

2.C.3. Toxicidad por exposición a vapores. 

 Las larvas del IV estadio de P. interpunctella no fueron susceptibles a la actividad 

insecticida de los AE y sus NP a las temperaturas y concentraciones estu31.  

En el bioensayo por exposición a vapores en adultos de P. interpunctella, a 17 y 24 °C, el 

orden de toxicidad de los AE fue palmarosa > geranio > menta, registrándose diferencias 

significativas entre ellos (P < 0,05). Sin embargo, a 31 °C no se hallaron diferencias 

significativas entre el AE de geranio y menta (P > 0,05), por lo que el orden de toxicidad fue 

palmarosa > geranio = menta. Por otro lado, para las NPAE, a todas las temperaturas 

estudiadas, no se detectaron diferencias significativas entre la actividad insecticida de las NP 

de palmarosa y menta (P > 0,05), aunque si entre estos dos productos y las NPAE de geranio (P 

< 0,05). En consecuencia el orden de toxicidad fue palmarosa = menta > geranio. No se 

observó mortalidad en los controles. 

Los resultados indicaron que no hubo diferencias significativas en el valor de CL50 del aceite 

de palmarosa a diferentes temperaturas (P > 0,05) (tabla 2.6). El valor de CL50 varió de 38,87 a 

42,33 μg cm-2 entre 31 y 17 °C, respectivamente. Para las NPAE de palmarosa se observó una 

actividad similar y los valores de CL50 oscilaron entre 23 y 31 μg cm-2, a 17 y 31 °C. Es 

Temp. 
AE NPAE 

CL50 AE /  CL50   NPAE 
CL50 I.C. a CL50 I.C. a 

17 °C 126,90 115,1 – 138,6 59,85 52,2 – 68,9 2,12* 

24 °C 202,05 191,1 – 212,7 86,84 76,7 – 98,2 2,32* 

31 °C 386,64 348,5 – 387,5 109,18 93,4 – 128,0 3,54* 
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importante destacar que las NPAE mejoraron significativamente la actividad insecticida entre 

1,26 a 1,77 veces. 

Tabla 2.6.  Valores de CL50 (μg cm– 2) para la actividad insecticida por exposición a vapores del 
AE de palmarosa y sus NPAE a 17, 24 y 31 °C en adultos de P. interpunctella. 

Temp. 
AE NPAE CL50 EO /  

CL50   NPAE CL50 I.C. a CL50 I.C. a 

17 °C 42,33 37,2 – 49,1 23,81 15,0 – 29,5 1,77* 

24 °C 40,66 35,7 – 45,2 23,30 20,0 – 27,3 1,74* 

31 °C 38,87 31,8 – 46,8 30,73 26,6 – 35,8 1,26* 

  *Diferencias significativas entre los valores CL50 de los AE y de sus nanopartículas (superposición de lC, P < 0,05).  
    

a
 intervalos de confianza del 95%.  

 

La tabla 2.7 muestra el efecto tóxico de los vapores del AE de geranio. De esta tabla se 

desprende que no se encontraron diferencias significativas en los valores de CL50 del AE de 

geranio, ni en sus NPAE a las diferentes temperaturas (P > 0,05). 

Tabla 2.7.  Valores de CL50 (μg cm– 2) para la actividad insecticida por exposición a vapores del 
AE de geranio y y sus NPAE a 17, 24 y 31 °C en adultos de P. interpunctella. 

Temp. 
AE NPAE CL50 EO /  

CL50   NPAE CL50 I.C. a CL50 I.C. a 

17°C 55,27 50,1 –  60,5 54,65 46,1 – 63,3 1,01 

24°C 55,78 51,6 – 63,3 54,61 49,9 – 60,2 1,02 

31°C 66,95 55,4 –  80,1 60,67 54,0 – 68,8 1,10 

  *Diferencias significativas entre los valores CL50 de los AE y de sus nanopartículas (superposición de lC, P < 0,05).  
    

a
 intervalos de confianza del 95%.  

 
 

En el caso del AE de menta y sus NPAE tampoco se encontraron diferencias significativas 

en los valores de CL50 a las diferentes temperaturas (P > 0,05). Para el AE, los valores de CL50  

oscilaron entre 81,37 y 100,59 μg cm-2, mientras que para las NPAE entre 22,59 y 30,56 μg cm-2 

(Tabla 2.8). Se destaca también que las NPAE aumentaron significativamente el efecto 

insecticida del AE en 2,26 a 4,45 veces.  
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Tabla  2.8.  Valores de CL50 (μg cm– 2) para la actividad insecticida por exposición a vapores del 
AE de menta y sus NPAE a 17, 24 y 31 °C en adultos de P. interpunctella. 

Temp. 
AE NPAE CL50 EO /  

CL50   NPAE CL50 I.C. a CL50 I.C. a 

17 °C 90,12 83,3 – 98,0 26,73 23,8 – 30,8 3,37* 

24 °C 100,59 88,5 – 111,9 22,59 19,1 – 26,8 4,45* 

31 °C 81,37 69,4 – 92,0 30,56 26,5 – 35,5 2,66* 

  *Diferencias significativas entre los valores CL50 de los AE y de sus nanopartículas (superposición de lC, P < 0,05).  
   

 a
 intervalos de confianza del 95%. 

 
2.C.4. Efecto de la temperatura. 

La Tabla 2.9 muestra los coeficientes de temperatura de las diadas 17, 24 °C, 24, 31 °C y 

17, 31 °C obtenidos de la exposición de adultos P. interpunctella a los AE y sus nanopartículas. 

En el ensayo de toxicidad por contacto, todos los AE y las NPAE mostraron un CT significativo y 

negativo entre las temperaturas 17, 24 °C y  17, 31 °C (P < 0,05). Esta misma situación se 

repitió solo para el AE de menta en la diada de 24, 31 °C. Sin embargo, en el bioensayo de 

toxicidad por exposición a vapores, los valores de CT de todos los AE y sus NPAE no se vieron 

afectados por la variación en la temperatura. 

2.C.5. Ensayo de toxicidad por aplicación tópica. 

Debido a las dificultades de aplicación por vía tópico, no se lograron obtener resultados 

contundentes acerca de la actividad insecticida de las NPAE, en larvas IV de P. interpunctella. 
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Tabla 2.9.  Coeficientes de temperatura de los AE y sus nanopartículas a 17, 24 y 31 °C en adultos de P. interpunctella en bioensayos de exposición a 
superficies tratadas y a vapores. 

*Diferencias significativas (P < 0, 05)  entre los valores de CL50 para cada componente de las diadas de temperaturas (superposición de CI, P < 0,05). Cada valor fue obtenido de datos basados 
en 4 réplicas. 

 

 

 

 

Producto 
Superficies tratadas Vapores 

17,24 °C 24 ,31 °C 17 ,31 °C 17, 24 °C 24, 31 °C 17 , 31 °C 

Palmarosa 
EO –2,30* 1,22 –1,88* 1,05  1,05  1,09 

EOPN –3,10* 1,14 –2,70* 1,02 –1,31 –1,29 

Geranio 
EO – 1,76* 1,15 –1,52* 1,00 -1,20 -1,21 

EOPN –1,42* 1,05 –1,36* 1,00 -1,11 -1,11 

Menta 
EO –1,59* –1,91* –3,05* – 1,12 1,24 1,12 

EOPN –1,45* –1,26 -1,82* 1,18 –1,35 –1,14 
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2.D. Discusión  

En este estudio, los AE de palmarosa, geranio, y menta se incluyeron en una matriz de 

polietilenglicol 6000 (PEG-6000) mediante el método de fusión-dispersión para obtener NP 

poliméricas cargadas con AE (NPAE). En cuanto a las características fisicoquímicas de estas NP, 

las NPAE de palmarosa y geranio presentaron tamaños de 191 nm y 259 nm, respectivamente. 

Ambas NP resultaron ser monodispersas y tuvieron una eficiencia de cargado (EC) cercana al 

90%. Por otro lado, las NPAE de menta mostraron tamaños de 381 nm, resultaron ser 

polidispersas, y presentaron EC aproximadamente del 72%. Las imágenes MEB confirmaron los 

datos obtenidos en la caracterización de las NPAE. Además, los análisis químicos posteriores a 

la formulación mostraron que todas las NP encapsularon la mayoría de los componentes 

principales de los AE. 

Recientemente, se empleó la técnica de fusión-dispersión para obtener NPAE de distintos 

cítricos (limón, mandarina y naranja) que mostraron tamaños de 212 a 240 nm, EC > 88% y PDI 

entre 0,23 - 0,34 (Campolo et al., 2017). Estos son valores similares a los obtenidos en la 

elaboración de las NPAE de geranio y palmarosa. Al usar el PEG 6000 y el aceite de Mentha 

piperita se obtuvieron NPAE de 331 nm, con EC cercana del 85% y PDI = 0.547 (Kumar et al., 

2014). En comparación con estas últimas NPAE, las NP elaboradas en este trabajo tuvieron una 

EC levemente menor pero con tamaños e índices de dispersión similares. Tambien se 

desarrollaron NP de PEG como sistemas transportadores para el AE de ajo utilizando esta 

técnica obteniéndose NP monodispersas de 233 nm y EC cercana al 80% (Yang et al. 2009). En 

otros trabajos se informó que las NPAE de bergamota presentaban tamaños de entre 184 y 

236 nm con una EC cercana al 75% y un valor de PDI de 0,25 (Werdin-González et al. 2014, 

2017). Teniendo en cuenta lo expuesto, es posible que la metodología de encapsulación 

conocida como método de fusión-dispersión es una técnica simple, conveniente y de bajo 

costo, que permite obtener NPAE con tamaños > 100 nm, generalmente monodispersas y con 

una alta EC. Otras técnicas halladas en la bibliografía para la obtención de NP han demostrado 
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poseer una baja EC. Por ejemplo al trabajar con NP de quitosano cargadas con eugenol, se 

obtuvieron EC cercanas al 20% (Woranuch y Yoksan, 2013). Estas mismas NP cargadas con AE 

de orégano tuvieron EC de entre 21% y 47% (Hosseini et al., 2013). NP de alginato / anacardo 

cargadas con AE de Lippia sidoides Cham (Lamiales, Verbenaceae) tuvieron EC de 55% (De 

Oliveira et al., 2014). Nanocápsulas diseñadas con ácido glicólico poliláctico y cargadas con 

carvacrol, mostraron una EC del 26% (Lannitelli et al., 2011). Al desarrollar NP poliméricas de 

metilcelulosa / etilcelulosa elaboradas con timol, se obtuvieron EC del 43% (Wattanasatcha et 

al., 2012). Además de la alta EC, es importante destacar la escalabilidad del método de fusión-

dispersión, ya que resulta ser una metodología fácil y relativamente rentable para ser aplicada 

por la industria de los insecticidas. Adicionalmente, pensando en el desarrollo de tecnologías 

en relación con la química verde, el método de fusión-dispersión es una técnica que permite 

obtener NP poliméricas biodegradables, libres de solventes, que pueden dispersarse 

fácilmente en soluciones acuosas y amigables con el ambiente con potencial para ser 

incorporadas en las estrategias MIP. Finalmente, podemos sumar las ideas aportadas por 

algunos autores, quienes describieron que las formulaciones basadas en PEG son más efectivas 

que los productos comerciales conocidos para el control de insectos y nematodes (Loha et al., 

2012). 

En el bioensayo de toxicidad por exposición a superficies tratadas, todas las NPAE 

mejoraron significativamente la actividad insecticida de los compuestos bioactivos, entre 1,54 

y 3,54 veces en adultos de P. interpunctella. En el caso de los ensayos de toxicidad por 

exposición a vapores, solo las NPAE de palmarosa y de menta potenciaron la actividad 

biológica de los AE entre 1,26 y 4,45 veces.  A la luz de estos datos, es interesante destacar que 

esta mejora en la actividad insecticida de las NPAE comparadas con sus AE, es un resultado 

alentador para la puesta en práctica de estas NP para tratar y proteger los productos 

almacenados frente a los ataques producidos por P. interpunctella. Varios estudios han 

demostrado que las NPAE elaboradas con el método de fusión-dispersión aumentan la 
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actividad insecticida  por contacto de los AE. Campolo et al. (2017) informaron que las NPAE de 

distintos cítricos incrementaron la actividad tóxica de los componentes activos de los AE en T. 

absoluta. Recientemente, Yeguerman et al. (2020) informaron que las NPAE de palmarosa y 

menta potenciaron la toxicidad entre 8 y 10 veces en adultos de B. germanica. Por otra parte, 

Werdin-González et al. (2015) demostraron que las NPAE de geranio y bergamota aumentaron 

entre 10 y 11 veces el efecto tóxico en B. germanica. Además, estas mismas NP potenciaron 

entre 4 y 8 veces la actividad biológica de los aceites de geranio y bergamota en R. dominica 

(Werdin-González et al., 2014). Por su parte, Yang et al. (2009) demostraron que las NP de PEG 

cargadas con el AE de ajo aumentaron la actividad insecticida en T. castaneum. Werdin-

González et al. (2014) trabajaron con este mismo insecto plaga y concluyeron que las NPAE de 

geranio y bergamota también incrementaban el efecto insecticida.  

Por lo antes expuesto, se puede concluir en líneas generales que las NPAE de geranio, 

menta y palmarosa, pueden tener un buen desempeño para el manejo tanto de insectos plaga 

de productos almacenados como para otros de interés sanitario. Al analizar los datos de 

toxicidad por exposición a vapores, se observó que únicamente las NPAE de palmarosa y 

menta potenciaron la actividad biológica de los aceites en P. interpunctella. Sin embargo, las 

NPAE de geranio no causaron este efecto en este insecto plaga. Resultados similares en R. 

dominica y T. castaneum se obtuvieron con NPAE de geranio, donde no se encontró un 

fenómeno de potenciación (Werdin-González et al., 2014).  

En la actualidad los nanomateriales han contribuido al desarrollo de los insecticidas 

botánicos basados en AE. Estos materiales modifican las propiedades químicas y físicas de los 

componentes activos (de Oliveira et al., 2018). Las NP son nanosistemas que presentan una 

gran relación superficie/volumen, lo que permite que tales sustancias tengan características 

únicas que están ausentes en partículas de mayor tamaño (Pascoli et al., 2019). De esta 

manera, las NP poliméricas podrían potenciar la actividad insecticida debido a que 

presentarían una capacidad mayor para penetrar la cutícula de los insectos en comparación 
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con los AE libres (Khandelwal et al., 2016). La cutícula de los insectos puede considerarse una 

estructura de dos fases: una lipofílica y otra hidrofilica. La primera está constituida por la 

epicutícula y la exocutícula, que en general poseen menos de un 10% de agua y la segundaestá 

formada por la endocutícula, que puede contener entre un 40 y un 75% de agua (Lamina 2.3) 

(Merzendorfer, 2013; Tak e Isman, 2015).  

Lamina 2.3. Esquema general de la cutícula de los insectos.  

 

En general se acepta que los AE, por su naturaleza no polar, tienden a migrar por difusión 

horizontal a través de la epicutícula y la exocutícula, debido a que la endocutícula actúa como 

barrera hidrofílica. En este punto es donde los efectos de las NPAE empiezan a jugar un rol 

crucial en la penetración de los componentes activos del AE. Es importante recordar entonces 

la naturaleza anfifílica del PEG 6000, factor clave en la producción de las NPAE, el cual podría 

estar promoviendo que las NP logren no solo una difusión horizontal sino también una difusión 

vertical a través de la endocutícula del insecto. Asi, la nanoformulación de los AE aumenta la 

capacidad de penetración en toda la cutícula y los productos pueden alcanzar más fácilmente 

Mesocutícula 
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los órganos blanco en los insectos (Hashem et al., 2018). Además, dado el tamaño 

nanométrico, estas NPAE pueden cubrir grandes áreas de la cutícula del insecto, aumentando 

el tiempo de exposición a los compuestos bioactivos. Se ha postulado también que durante el 

proceso de elaboración de las NP, los cambios en los perfiles químicos de los componentes 

activos del AE pre y post formulación podrían aumentar la disponibilidad de los compuestos 

más tóxicos para los insectos, mejorando la efectividad del producto final (Lavicoli et al., 2017).  

En este trabajo se observó que la composición química de los AE se vio modificada al ser 

formulados, ya que los compuestos minoritarios disminuyeron, aumentando la proporción de 

los mayoritarios. El ejemplo más notorio de esta situación fue con las NPAE de menta. En este 

caso, el mentol, compuesto mayoritario de este aceite, que representaba el 52% del total de 

los componentes paso a constituir el 81%, en la etapa de postformulación. Este fenómeno 

podría explicar el efecto significativo que tuvieron las NPAE en la potenciación de la actividad 

de este AE en P. interpunctella. 

Cuando se analizaron los efectos de las NPAE por exposición a vapores, los resultados 

variaron. Las NPAE de menta y palmarosa potenciaron la actividad insecticida en comparación 

con sus AE. Probablemente, este fenómeno se deba a la alta relación superficie volumen que 

presentan las NP, lo que facilita la volatilización del producto y genera a su vez una liberación 

controlada del mismo. A esto hay que sumarle los efectos de la cámara fumigante que retiene 

los vapores de los AE en comparación con los ensayos por contacto. Resultados similares se 

encontraron al utilizar NP de quitosano cargadas con AE de menta en  T. castaneum y S. oryzae 

(Rajkumar et al., 2020). Sin embargo, las NPAE de geranio, no potenciaron la actividad 

fumigante del AE en P. interpuctella. Esto podría deberse a que una vez formulado el AE se 

establezcan interacciones particulares entre los componentes bioactivos de este aceite y la 

matriz polimérica, que modifiquen la tasa de evaporación de los mismos. Al trabajar con NPAE 

de geranio en T. castaneum y R. dominica se observó que la nanoformulación no potenciaba  la 

actividad fumigante del aceite (Werdin et al., 2014). Las NP de quitosano cargadas con AE de 
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Achillea millefolium L. (Asterales, Asteraceae) fueron menos efectivas que el aceite libre en 

ensayos por exposición a vapores con Tetranychus urticae Koch (Prostigmata, Tetranychidae) 

(Ahmadi et al., 2018a). Resultados similares se hallaron en este artrópodo, trabajando con 

estas mismas NP, pero cargadas con AE de Satureja hortensis L. (Lamiales, Lamiaceae) (Ahmadi 

et al. 2018b). Las NP con metil celulosa y alcohol polivinílico cargadas con el AE de Artemisia 

haussknechtii Boiss (Asterales, Asteraceae) no potenciaron la actividad fumigante del AE en T. 

castaneum y S. oryzae (Khanahmadi et al., 2017). Es importante destacar que en la bibliografía 

no abundan los trabajos que aborden las temáticas de la actividad insecticida de las NP por 

exposición a vapores, y por lo tanto sería interesante profundizar estos trabajos para elucidar 

los mecanismos asociados a la actividad fumigante de estos productos. 

Además, en esta tesis, se analizó la influencia de la temperatura sobre la eficacia de los AE 

y sus NP como insecticidas para el manejo de P. interpunctella. Es importante resaltar que 

hasta el momento, este es el primer trabajo que analiza el efecto de la temperatura post-

aplicación sobre la actividad insecticida de NP poliméricas. Del análisis de los datos se puede 

decir que a todas las temperaturas estudiadas (17, 24 y 31 °C), el AE de palmarosa y sus NP 

mostraron la mayor actividad insecticida en adultos de P. interpunctella, ya sea por exposición 

a superficies tratadas, como así también por exposición a vapores. Se debe tener en cuenta 

que los AE contienen mezclas complejas de compuestos con diferentes mecanismos de acción, 

especialmente a nivel del sistema nervioso (Pavela y Benelli, 2016). Por ejemplo se ha 

reconocido que el geraniol producen una inhibición competitiva reversible sobre la 

acetilcolinesterasa (Campos et al., 2019). Cabe recordar que tanto el aceite de palmarosa y el 

de geranio como sus NP contienen como componentes mayoritarios al geraniol y β-citronelol. 

Sin embargo, la concentración de estos constituyentes difiere sustancialmente entre un tipo 

de AE y otro. En el caso del aceite de palmarosa y sus NPAE, el geraniol representa más del 

75% y el β-citronelol, aproximadamente el 10%. En contraposición, en el AE de geranio la 

proporción de estos dos compuestos tiende a ser equivalente tanto para las muestras 
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preformulación como en las postformulación. Estas variaciones en la concentración de los 

compuestos pueden influir claramente en la efectividad de un AE como insecticida generando 

una toxicidad diferencial.  

Una de las variables más utilizadas en los estudios que comparan la toxicidad de diferentes 

sustancias a distintas temperaturas es el coeficiente de temperatura (CT), el cual muestra el 

cambio en la toxicidad de los insecticidas a medida que son expuestos a variaciones de la 

temperatura (Ma et al., 2012). En el ensayo de toxicidad por exposición a superficies tratadas, 

llevado adelante en este trabajo se determinó que la actividad insecticida de los AE y sus NPAE 

en adultos de P. interpunctella aumentaba a medida que la temperatura disminuía. Este dato 

se desprende de los valores negativos obtenidos del análisis de los CT para los AE de 

palmarosa, geranio y menta y también para sus NPAE. Por otra parte, en el ensayo de toxicidad 

por exposición a vapores se observó que a las temperaturas estudiadas, los cambios en esta 

variable no generaban modificaciones significativas de la actividad insecticida de los AE y de 

sus NPAE. 

Estudios previos demostraron los cambios en la actividad insecticida de distintos 

productos frente a la variación en la temperatura. Por ejemplo, los piretroides como la 

cipermetrina, el fenvalerato, el flucitrinato y la permetrina tuvieron coeficientes de CT 

negativos en los intervalos de temperatura de 14 a 23 °C y de 23 a 31 °C, en Leptinotarsa 

decemlineata Say (Coleoptera, Chrysomelidae) (Grafius, 1986). Una disminución de la toxicidad 

de los piretroides con el aumento de la temperatura (hasta los 32 °C) se observó en Gryllus 

pennsylvanicus Burmeister (Orthoptera, Gryllidae), Peridroma saucia Hübner (Lepidoptera, 

Noctuidae), Hylemya antiqua Meigen (Diptera, Anthomyiidae) y Phylotreta cructerae Goeze 

(Coleoptera, Chrysomelidae) (Harris y Kinoshita, 1977). Resultados similares se hallaron en la 

toxicidad de piretroides en Heleothis virescens F. (Lepidoptera, Noctuidae) y Spodoptera 

frugiperda Smith (Lepidoptera, Noctuidae) (Sparks et al., 1982). Se demostró que la 

lambdacialotrina y la bifentrina reducían su actividad insecticida cuando la temperatura se 
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incrementaba de los 24 °C a los 35 °C (Musser y Shelton, 2005). En lo que respecta al primer 

trabajo de AE y temperatura, se informó que la aplicación por tópico del AE de Thymus vulgaris 

L. (Lamiales, Lamiaceae) combinada con el uso de temperatura exhibe valores de CT negativa 

en S. littoralis (Pavela et al., 2018). Este mismo AE en un ensayo de toxicidad por contacto en 

Cx. quinquefasciatus mostró valores de CT positivos. Por otro lado, se observó valores de CT 

positivos al exponer a A. obtectus a polvos de lavanda mediante un tratamiento por contacto 

(Bohinc et al., 2013).  

No solo los valores de CT dependen de la temperatura y el tipo de insecticida sino también 

de la especie del insecto plaga y de la forma en que se lo expone al tratamiento. Estos datos 

son de vital importancia al pensar en la mejor estrategia de manejo para cada tipo de insecto 

plaga. Los valores de CT negativos encontrados en los ensayos por exposición a superficies 

tratadas llevados a cabo en esta tesis, podrían ayudar a comprender algunos mecanismos 

fisiológicos básicos involucrados en los efectos toxicológicos de los AE y las NPAE en P. 

interpunctella. Los posibles mecanismos que podrían estar explicando la actividad insecticida 

de estos productos en relación con los valores de CT negativos serian el incremento en la 

neurotoxicidad intrínseca, la reducción en la tasa metabólica y las diferencias en los patrones 

de penetración de las sustancias (Alzogaray et al., 1998). Con respecto a este último aspecto, 

se sugiere que la cutícula absorbe más insecticida a una temperatura más baja y, por lo tanto, 

se incrementa la disponibilidad del producto (Zubari y Cutkomp, 1964). Además de estos 

efectos, una temperatura más baja conduce a una disminución de la actividad metabólica de 

los insectos, reduciendo tanto la actividad locomotora como la tasa de detoxificación lo que 

amplía el tiempo de exposición de estos a los productos (Musser y Shelton, 2005). Esto 

explicaría en parte los resultados observados en los AE y las NPAE de palmarosa, geranio y 

menta. 



 
 

80 
 

Por último, y teniendo en cuenta que en los ensayor por exposición a vapores los valores 

de CT no fueron significativos, es posible suponer entre 17 y 31 °C la volatilización de los 

componntes de los AE libre como encapsulados no se modificó signifiactivamente.  
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2.E. Conclusiones 

 Mediante el método de fusión-dispersión utilizando PEG 6000 como sistema matricial, 

es posible obtener NP poliméricas de los AE de palmarosa, geranio y menta. 

 Las NP de palmarosa tuvieron un tamaño de 191 nm, mientras que las de geranio de 

259 nm. Además ambas NP mostraron una EC cercana al 90% y fueron monodispersas 

(IPD < 0,25). Por microscopia electrónica de barrido (MEB) se observó que las 

partículas fueron homogéneas y presentaron una forma circular. Al analizar la 

composición química de los AE pre- y post formulación se determinó que las NP de 

palmarosa mantienentodos sus componentes, mientras que en las NP de geranio 

persisten aquellos que en el AE libre se hallaban por encima del 3%. 

 Las NP de menta tienen un tamaño de 380 nm, fueron polidispersas (IPD > 0,4) y 

poseen una EC del 72%. Las NP poseen formas variadas con contornos irregularesy 

mantuvieron los componentes que en el AE libre tenían una representación mayor al 

6%. 

 A 17°, 24°, 31 °C, las NP potencian el efecto insecticida por exposición a superficies 

tratadas en adultos de P. interpuctella, en relación con los AEs libres. Por exposición a 

vapores,  las NP de palmarosa y menta potencian el efecto insecticida en comparación 

con el AE libre. 

 El AE de palmarosa fue el que mostró el mayor efecto insecticida en comparacion con 

el resto de los AE y su actividad insecticida óptima se observa a los 17 °C. A su vez sus 

NPAE también presentaron a esta temperatura la mayor actividad insecticida, siendo 

de esta manera las NP más efectivas de las tres en estudio. 

 La temperatura tuvo un efecto significativo sobre la actividad insecticida de los AE y de 

sus NPAE, cuando estos productos fueron usados para tratar superficies.  

  No se registró efecto alguno de las temperaturas, cuando estas se emplearon en los 

ensayos por  exposición a vapores. 
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Los nanosistemas aquí estudiados podrían ser considerados como herramientas para el  

manejo integrado de P. interpuctella con bajo impacto en el ambiente y en la salud de la 

población. Sin embargo, en el futuro se necesitan más estudios para determinar los 

mecanismos fisiológicos responsables de la relación entre la toxicidad de las NPAE y la 

temperatura ya que esta es un tema central para la aplicación exitosa de la nanotecnología 

para el manejo de este insecto plaga.  
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3. Otra parte del trayecto: Nanoformulaciones Acuosas 

3.A.  Introducción 

3.A.1. Contexto del desarrollo de micro/nanoemulsiones 

En las últimas décadas aumentaron las investigaciones sobre nuevos nanosistemas 

emulsionantes. La nanoformulación de diferentes productos tiene como objetivo general el 

aumento de la biodisponibilidad y de la solubilidad de los ingredientes activos mediante el 

incremento de la estabilidad (cinética o termodinámica) y la reducción de tamaño (Du et al., 

2016). Es por esto que en la actualidad el uso de las micro y nanoemulsiones (MEs/NEs) creció 

en forma sostenida en industrias como la farmacéutica, la cosmética y la alimenticia (Chevalier 

y Bolzinger, 2019). Esta aplicación a escala industrial se debe, por un lado, a que los procesos 

de obtención de nanoformulaciones emplean técnicas con altos rendimientos energéticos lo 

que permite ahorrar costos. Por otro lado, los equipos utilizados para llevar adelante estas 

técnicas suelen ser relativamente fáciles de manejar por parte de los usuarios (Anton y 

Vandamme, 2010). Adicionalmente, en los últimos años, las nuevas generaciones de 

consumidores demandan productos más saludables, con mejores valores nutricionales y más 

amigables con el ambiente. Es en este punto donde las nanoformulaciones acrecientan 

también su valor (Assadpour, y Jafari, 2019). Sin embargo, para que las mismas alcancen un 

éxito aún mayor en el mercado se requieren más investigaciones sobre su estabilidad (Gupta 

et al., 2016). 

En general, los procesos de micro y nanoemulsionado consisten en la inclusión de 

ingredientes bioactivos dentro de matrices que permiten proteger estos componentes de 

condiciones tales como las altas temperaturas, los agentes oxidantes, la luz, las variaciones de 

pH o las interacciones indeseadas con otros compuestos. A su vez, estos procesos incrementan 

la vida media de los productos y generan un mecanismo de liberación controlado de los 

ingredientes activos (Ferreira y Nunes, 2019). 



 
 

84 
 

La mayoría de las MEs y NEs usadas son del tipo aceite en agua. El núcleo de las nanogotas 

confiere a estos tipos de sistemas, una propiedad específica, que es la alta capacidad de carga 

para ingredientes activos lipofílicos. Además, proporcionan un transporte más efectivo a un 

blanco biológico gracias a los pequeños tamaños de gota que pueden alcanzar (Chevalier y 

Bolzinger, 2019). 

Antes de continuar con las aplicaciones de estos sistemas, es un buen momento para 

aclarar cierta confusión que suele ocurrir entre los sistemas termodinámicamente estables, 

llamados MEs, y los sistemas termodinámicamente inestables (pero cinéticamente estables), 

llamados NEs.  

3.A.2. Definición de  MEs y NEs 

Las MEs son un tipo particular de emulsiones que poseen tamaños de gota menores de 

200 nm y que requieren para su formación grandes cantidades de tensioactivo. En el proceso 

de formación de MEs, se logra un equilibrio termodinámico entre todos los compuestos del 

sistema (generalmente agua, aceites y moléculas anfifílicas no iónicas o iónicas), por lo que se 

forman espontáneamente. Este estado de equilibrio termodinámico depende de las variables 

como la temperatura, la presión y los componentes del sistema (Rao y McClements, 2012). 

Atendiendo a las variaciones de las proporciones de estos componentes se construyen los 

diagramas de fases. Un diagrama de fases es un gráfico que se utiliza comúnmente en las 

ciencias químicas para visualizar las condiciones bajo las cuales una sustancia existe en una 

fase dada y los cambios que puede sufrir en otras condiciones. En particular, un sistema 

ternario que consta de tres componentes, por ejemplo aceite-tensioactivo-agua, puede ser 

representado en forma de un triángulo equilátero, siempre y cuando la temperatura y la 

presión se mantengan constantes (Arteaga, 2006). Cada una de las fases, dentro de este 

triángulo, puede exhibir tipos muy diferentes de morfologías a escala nanométrica como las 

micelas esféricas, los cristales líquidos, MEs, entre otras (McClements, 2015).  
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Lámina 3.1.  Diagrama de fases idealizado, tomado y adaptado de Salager et al. (2001) 

 

Los compuestos tensioactivos tienen un rol preponderante en la formación espontánea de 

una ME, debido a que presentan dos regiones de solubilidad: una con el aceite y la otra con el 

agua (Lukowicz et al., 2014). Teniendo en cuenta la importancia del tensioactivo y para 

interpretar el fenómeno de estabilización de las MEs es importante la siguiente ecuación: 

ΔG = γΔA - TΔS  

donde ΔG representa la energía libre del sistema, el término γΔA indica la contribución de 

superficie (siendo γ la tensión interfacial y ΔA el área superficial creada) y TΔS representa la 

contribución de la entropía (Rodríguez Gómez, 2017). 

Las emulsiones son sistemas termodinámicamente inestables porque su energía libre de 

formación (ΔG) es mayor que cero y por lo tanto la tendencia espontánea es a la separación de 

las fases. La tensión interfacial en las emulsiones es generalmente alta dada la baja cantidad de 

surfactante que estas poseen, y que conjuntamente con el gran área interfacial de las gotas da 

como resultado una alta energía interfacial (representado en el término γΔA). A esto se le 

debe sumar que la entropía de formación de la emulsión es relativamente pequeña, dado que 
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las gotas no son ni muy pequeñas ni numerosas. Estos dos factores hacen ΔG ≥ 0, por lo que la 

emulsión es termodinámica inestable (cuadro 3.1). 

Por otra parte, las microemulsiones son termodinámicamente estables, porque  el término 

de energía interfacial es muy pequeño por las tensiones ultra bajas, causadas por las altas 

cantidades de surfactante empleado (cuadro 3.1). Además, como resultado del tamaño muy 

pequeño y el número de las gotas, la entropía de formación positiva es de mayor orden que en 

las emulsiones superando al término γΔA. En consecuencia, en la MEs el ΔG≤ 0 y hace que el 

sistema sea termodinámicamente estable. 

Cuadro 3.1. Comparacion de las propiedades fisicoquimicas entre 

emulsiones/nano/microemulsiones 

Propiedades Emulsiones Nanoemulsiones Microemulsiones 

Aspecto visual Blanco Transparente Transparente 

Diámetro característico  >1 µm 10-200 nm 10-200 nm 

Estabilidad Cinética Termodinámica 

Formación Aporte de Energía Espontanea 

Concentración de tensioactivo Baja Alta 

 

Por lo anteriormente expuesto, es que la producción de una ME requiere grandes 

cantidades de tensioactivo, contribuyendo a la formación de micelas y disminuyendo la 

energía interfacial. Sin embargo esta disminución de energía muchas veces no es suficiente, 

por lo cual generalmente se requiere la adición de un cotensioactivo, cuya función será 

disminuir aún más esta energía. Los cotensioactivos utilizados comúnmente son alcoholes de 

cadena de longitud mediana (Dizaj, 2013). 

Las NEs son sistemas formadas por gotas muy pequeñas (comúnmente gotas de aceite en 

agua) que presentan tamaños inferiores a los 200 nm. Al igual que las emulsiones (cuyas gotas 

son mayores a 1 µm), las NEs son inestables analizándolas desde un punto de vista 

termodinámico ya que su ΔG ≥ 0 y, por lo tanto, es necesario el aporte de energía para su 

formación (cuadro 3.1). Sin embargo, debido a que la cinética de desestabilización de las NEs 

es tan lenta (meses), son consideradas como productos cinéticamente estables. Esto se debe 
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principalmente al pequeño tamaño de la gotas, lo que previene su coalescencia (Yukuyama et 

al., 2016).  

El proceso de formación de NEs consiste en mezclar dos fases líquidas a temperatura 

ambiente, una es una fase lipofílica en la que se solubiliza un tensioactivo y la otra, una fase 

acuosa, que puede ser agua. Una vez que estos dos líquidos se ponen en contacto, las regiones 

hidrofílicas del tensioactivo contenidas en la fase oleosa interaccionan rápidamente con la 

acuosa. Gracias al aporte de energía externa al sistema se induce la formación de nanogotas 

de aceite estabilizadas por los compuestos anfifílicos (Homs et al., 2018). Como ya se indicará, 

para la obtención de NEs estables se requiere siempre de la adición de energía al sistema por 

algún mecanismo, que puede ser de baja energía  “low-energy”) o de alta energía  “high-

energy”).  

 Los métodos de baja energía utilizan el aporte energético del potencial químico de los 

componentes del nanosistema. Las NEs se forman espontáneamente en la interfaz entre el 

aceite y el agua mediante una mezcla suave de los componentes. La emulsificación espontánea 

se puede controlar de dos maneras. Una es mediante el cambio de la temperatura del sistema 

sin alterar su composición. La otra es manteniendo la temperatura constante y variando la 

composición del sistema o las propiedades interfaciales. De acuerdo a lo antes expuesto se 

describen a continuación los métodos más comunes: 

 Inversión de fases PIT (Phase inversion Temperature): Este método fisicoquímico para la 

obtención de NEs consiste en forzar la inversión de fases desde una emulsión W/O a una 

O/W, o viceversa, al variar la temperatura, cambiando de esta manera la hidrofilia o 

lipofilia del tensioactivo. Este cambio en la temperatura modifica la hidratación de las 

cabezas polares de los tensioactivos no iónicos cambiando su curvatura 

espontáneamente e induciendo la formación de la NEs (Anton y Vandamme, 2009).  
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 Método de inversión de composición (Phase Inversion Composition): En esta técnica, la 

formación de las NEs está dada por el cambio en el comportamiento hidrofílico-lipofílico 

del tensioactivo. Esto se consigue al variar la composición de las sustancias que 

constituyen el sistema. Por ejemplo: al agregar sal a un sistema O/W con emulsionante 

iónico, la carga eléctrica del surfactante cambia y se convierte en un sistema W/O, 

induciendo la formación de la NEs (Maestro et al., 2008). De manera similar, una 

emulsión de W/O con un alto contenido de sal se puede convertir en una O/W al diluirla 

(Liew et al., 2010). Sin embargo, este método es difícil de utilizar para compuestos 

altamente hidrófobos (Gómez Vega, 2014; Witthayapanyanon et al., 2006). 

Por otra parte, Kale y Deore (2017) clasificaron los métodos de alta energía en 3 tipos: 

• Homogeneización a alta presión: Para este proceso se utiliza un homogeneizador de alta 

presión especialmente diseñado para producir partículas de tamaño nanométrico. A una 

presión muy alta (500 a 5000 psi), se permite que la fase de aceite y la fase de agua entren a 

través del pequeño orificio. Por lo tanto, se crean gotas de tamaño nanométrico debido a la 

fuerte turbulencia y al cizallamiento hidráulico. Es decir que la presión y los ciclos de 

homogeneización son directamente responsables del tamaño de las gotas; es así que a mayor 

presión y mayores ciclos de homogeneización, menor es el tamaño de las mismas.  

• Microfluidización: en este método también se requiere un dispositivo especialmente 

diseñado llamado microfluidizador que se utiliza para crear alta presión (500 a 20000 psi). 

Inicialmente se prepara una emulsión madre mezclando las fases de aceite y agua. El 

dispositivo consiste en una cámara de interacción de pequeños microcanales a través de los 

cuales la emulsión madre es forzada a atravesar un área porosa que permite la formación de 

gotas de tamaño nanométrico. A este proceso le sigue entonces una filtración para obtener 

partículas uniformes. 
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• Ultrasonido: La técnica de ultrasónido utiliza una sonda ultrasónica que produce ondas para 

reducir las gotas de la emulsión madre. Estas ondas de ultrasonidos proporcionan una fuerza 

de gran intensidad que permite convertir las gotas más grandes, mediante una ruptura 

mecánica, en gotas de menor tamaño. La técnica ofrece algunas ventajas tales como un mejor 

control sobre las variables de formulación y un costo de producción relativamente bajo. 

3.A.3. Principales diferencias entre MEs y NEs 

En los últimos años abundan en la literatura conceptos erróneos relacionados a las MEs y 

NEs. El problema, sin duda, se origina en el hecho de que en condiciones experimentales 

particulares, con ciertas composiciones y temperaturas, las MEs pueden parecerse mucho a las 

NEs. Esto a menudo conduce a una mala interpretación de las propiedades de los sistemas 

generados, lo que resulta en el planteo de objetivos y de metodologías inapropiados para 

caracterizar a estas formulaciones (Anton y Vandamme, 2010).  

La diferencia fundamental entre ambos tipos de emulsiones, es que las MEs, a diferencia 

de las NEs, son termodinámicamente estables (Gupta et al., 2016). Como se observa en la 

lámina 3.2, la energía libre de las MEs es menor que la energía libre de separación de fases. 

Esto significa que las MEs son estables termodinámicamente. Por otra parte, la energía libre en 

las NEs es mayor que la energía libre de separación de fases (agua y aceite), esto implica que 

las NEs sean termodinámicamente inestables. La alta estabilidad cinética de las NEs se logra 

gracias al aporte de energía durante su formación  (Cornejo Arostegui, 2017). 
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Lámina 3.2. Diferencias entre la formacion de una NEs y una MEs en base a la estabilidad 

termodinámica y a los cambios en el ΔG. 

 

Otra de las principales diferencias entre las MEs y las NEs es su comportamiento frente a 

las fluctuaciones de temperatura y a las diluciones. Concretamente las nanoestructuras de las 

MEs se ven fuertemente afectadas e incluso se pueden romper por cambios de temperatura o 

diluciones, mientras que las NEs siempre permanecerán estables en tales condiciones de 

estrés (Solans y Solé, 2012). Entender la posibilidad de sufrir cambios según el tipo de 

nanosistema con el que se esté trabajando resulta ser un factor clave a tener en cuenta, ya 

que esto podría derivar en conclusiones erróneas. 

Otro de los aspectos que diferencia a ambos nanosistemas, es la metodología de 

elaboración de cada uno. Mientras que en las MEs el orden en que se mezclan los productos 

no altera de ninguna manera su formación, en las NEs el orden de agregado de los materiales 

es de vital importancia. En este último caso, siempre se debe mezclar primero el aceite con el 

surfactante y luego se debe proceder al agregado de agua. Si se realizara este proceso en otro 

orden, lo que se obtiene es una emulsión convencional (Thakur et al., 2013). 
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Una distinción más entre MEs y NEs, se relaciona con la distribución del tamaño de 

partícula. Al ser analizadas por DLS, las MEs de aceite en agua tienden a mostrar un solo pico 

estrecho, mientras que las NEs pueden tener un pico único o picos múltiples que pueden ser 

estrechos o anchos. Por lo tanto, si en una dispersión coloidal se encuentra un único pico 

estrecho, entonces puede ser una MEs o una NEs, pero si contiene picos múltiples o picos 

anchos, entonces probablemente sea una NEs (McClements, 2012). 

Una diferencia final está relacionada con el uso de diagramas de fases. Esta forma de 

analizar una formulación solo es válida para analizar las MEs en donde las cantidades que se 

agregan de cada sustancia son claves para la formación espontanea del sistema, mientras que 

en las NEs se debe tener en cuenta además la técnica y los equipos usados para el desarrollo 

de la emulsión (Anton y Vandamme, 2010). Por lo tanto la construcción de diagramas de fase 

ternarios con una NE es una práctica errónea, que a menudo se lleva a cabo. 

3.A.4. Aplicación de las NEs 

Las NEs tienen propiedades únicas como son el tamaño nanométrico, su estabilidad y su 

apariencia transparente. Tales propiedades convierten a estos nanosistemas en candidatos 

atractivos para aplicaciones en la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica, así como 

también para el desarrollo de nuevos materiales con características únicas (Gupta et al. 2016). 

En lo que respecta a la industria farmacéutica, las propiedades lipofílica de las NEs se han 

aprovechado para formular soluciones acuosas con distintos fármacos que puedan 

administrarse fácilmente al paciente. Aunque la piel brinda protección frente al entorno, 

también actúa como una barrera que impide el transporte de medicamentos a través de ella. 

Por eso, la administración por tópico de las NEs se ha estudiado ampliamente debido a los 

beneficios que podrían presentar estas formulaciones dado el pequeño tamaño de gota y  el 

bajo potencial Z, lo que da una mayor capacidad de entrega de los fármacos hidrofóbicos en 

comparación con la simple suspensión de los mismos (Shakeel et al. 2007). Los investigadores 
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también han explorado el uso de NEs empleando otros modos de administración, como ocular,  

intravenosa, intranasal y oral. En estos estudios, las formulaciones se probaron para 

determinar su biodisponibilidad y eficiencia de administración, obteniéndose resultados 

prometedores (Ammar, et al. 2009) 

Las NEs también han demostrado su campo de acción en la industria alimentaria, ya sea 

para la preservación de los alimentos o para diseñar productos inteligentes que contengan 

ingredientes que de otro modo serían difíciles de incorporar debido a su baja solubilidad en 

agua (Thiruvengadam et al., 2018). Un ejemplo de esto son las NEs basadas en β-caroteno, el 

pigmento responsable del color de vegetales como las zanahorias, que posee importantes 

beneficios para la salud y cuya nanoformulación mostró buenos resultados debido a los 

tamaños de gota obtenidos y a la estabilidad que las NEs han alcanzado (Yuan, 2008). En este 

trabajo también se informó que el producto activo nanoformulado tuvo una buena 

biodisponibilidad en ambientes que simulaban los entornos oral, gástrico e intestinal. Otro 

ejemplo a citar son las NEs elaboradas a partir de cúrcuma o flavonoides. Las primeras, se 

estudiaron por sus propiedades antiinflamatorias, con posibilidad de ser incorporadas a los 

alimentos; mientras que las segundas fueron investigadas por su capacidad para incrementar 

los sabores de los productos consumidos (Qian et al., 2012). 

Otra aplicación de estas nanotecnologías ha sido el uso de los nanosistemas como bloques 

de construcción para la preparación de materiales más complejos mediante la explotación de 

su pequeño tamaño y su mayor relación de superficie. Por ejemplo, las NEs se han utilizado 

ampliamente en la síntesis de polímeros y nanoesferas de sílice (Wu et al., 2013) o también se 

han realizado NEs que tienen la capacidad de actuar como reactivos en reacciones 

fotoquímicas, acelerando estos procesos (de Oliveira et al., 2011). 

Las NEs cargadas con AE han hecho su irrupción a partir del campo de la bromatología, ya 

que estos productos naturales pueden actuar como un aditivo que permite extender la vida 
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útil de los productos alimenticios (Donsì y Ferrari, 2016). Adicionalmente, estos aceites se 

convierten en un método efectivo para reducir los patógenos transmitidos por los alimentos, 

sin la necesidad de aplicar compuestos antimicrobianos sintéticos y semisintéticos (Liang, et 

al., 2012). Debido a las limitaciones que ya se han discutido con respecto al uso de los AE, 

muchos trabajos se han orientado a su formulación para su uso como antimicóticos y 

antifúngicos. Entre los aceites que se han utilizado para desarrollar NEs, se pueden destacar los 

de menta, limoncillo, canela y clavo de olor; además se han utilizado algunos monoterpenos 

como el timol, limoneno y eugenol. Estas formulaciones se han probado en múltiples 

organismos tales como Saccharomyces cerevisiae Meyen (Saccharomycetales, 

Saccharomycetaceae),  Staphylococcus aureus Rosenbach (Bacillales, Staphylococcaceae), 

Bacillus subtilis Ehrenberg (Bacillales, Bacillaceae), Escherichia coli Escherich (Enterobacterales, 

Enterobacteriaceae), Listeria monocytogenes Murray (Bacillales Listeriaceae),  Trichophyton 

rubrum Malmsten (Onygenales, Arthrodermataceae) y Fusarium oxysporum Schltdl. 

(Hypocreales, Nectriaceae) (Abd-Elsalam y Khokhlov, 2015; Donsi et al., 2011; Flores et al., 

2013; Liang et al., 2012; Salvia-Trujillo et al., 2015; Zhang et al., 2014). 

Finalmente, en estos últimos años, se incrementaron las investigaciones relacionadas con 

el desarrollo de las NEs elaboradas con AE en el marco del manejo de insectos plaga de interés 

económico y sanitario (Ghosh et al., 2013). Estas NEs se probaron como repelentes, atrayentes 

o como productos que generan efectos letales. En lo que respecta a las investigaciones que 

utilizan NEs formuladas a partir de la técnica de ultrasonido para el control de organismos 

plaga, estos trabajos son escasos y entre ellos se puede citar a Hashem et al., (2018), Pant et 

al., (2014), Pascual-Villalobos et al., (2017) y Sugumar et al., (2014). 

Estos trabajos representan algunos ejemplos del poder de las NEs empleadas como 

bioinsecticidas con un gran potencial para ser aplicadas en diferentes estrategias de manejo de 

especies plaga. Muchas de estas NEs son de fácil elaboración y de un costo financiero 

relativamente bajo, lo que las convierte en interesantes candidatas para su uso a nivel masivo. 
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3.A.5. Hipótesis 

En base a lo anteriormente expuesto se establecieron las siguientes hipótesis de trabajo: 

 Es posible obtener NEs elaboradas con AE y Tween 80, prescindiendo de un co- 

surfactante.  

 El uso de una sonda ultrasónica mejora la relación AE:Surfactante con el fin de obtener 

NEs con la mayor cantidad de AE posible y la menor cantidad de surfactante. 

 Optimizando los parámetros fisicoquímicos y del equipo de ultrasónico se obtienen 

NEs con tamaños de gota menores a 100 nm. 

 Las NEs son sistemas estables a lo largo del tiempo. 

 Los nanosistemas de baja estabilidad pueden optimizarse por medio del 

enriquecimento de alguno de los constituyentes del aceite.  

 Las NEs generan efectos tóxicos por exposición a superficies tratadas en larvas IV y 

adultos de P. interpuctella. 

 Las NEs potencian la actividad insecticida de la de β-cipermetrina en larvas IV de P. 

interpuctella. 
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3.A.6.a. Objetivo general 

El objetivo general del capítulo es la elaboración y caracterización fisicoquímica de las NEs 

de los AE de geranio, menta y palmarosa obtenidas mediante la aplicación de ultrasonido y su 

evaluación como bioinsecticida para el control de Plodia interpunctella.  

3.A.6.b. Objetivos específicos  

 Diseñar y caracterizar fisicoquímicamente NEs de los AE de menta, geranio y 

palmarosa. 

 Optimizar los parámetros de ultrasonido en la formación de dichas NEs.  

 Desarrollar NEs con la mayor cantidad de AE y la menor cantidad de surfactante 

posible. 

 Estudiar la estabilidad de las NEs. 

 Mejorar la estabilidad de las NEs del AE de palmarosa con el agregado de acetato 

de linalilo (AL). 

 Evaluar la actividad biológica de estas NEs por exposición a superficies tratadas en 

larvas IV y adultos de P. interpuctella. 

 Evaluar la actividad biológica de estas NEs combinadas con un insecticida sintético  

en larvas del IV estadio de P. interpuctella. 
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3.B. Materiales y Método 

3.B.1. Preparación de MEs y de NEs  

En un estudio preliminar cuyo objetivo fue determinar las cantidades mínimas y máximas 

de AE y surfactante que son necesarios para el desarrollo de una nanoformulación acuosa, se 

procedió a la elaboración de MEs cargadas con AE de geranio. Estas MEs se formularon 

siguiendo la metodología descripta por Montefuscoli et al. (2014) con modificaciones. Para la 

formulación de las MEs se estudiaron distintas proporciones de AE:Tween 80:etanol (co-

surfactante) y su efecto sobre la formación y estabilización de las MEs. Para ello, primero se 

mezcló el AE con el agente emulsificante y el etanol a 700 rpm por 2 min usando un agitador 

magnético. Posteriormente, y manteniendo la misma velocidad, se gotearon 25 ml de agua 

bidestilada para obtener las MEs.  

Con el objetivo de optimizar la proporción de AE:surfactante y prescindir del uso de un co-

surfactante, se elaboraron NEs utilizando diferentes relaciones de los AE (geranio, menta y 

palmarosa) con Tween 80. Primero, para la formación de la emulsión madre, el AE y el Tween 

80 se colocaron en un vaso de precipitado de 80 ml y se los mezcló a 700 rpm por 2 min 

usando un agitador magnético. A continuación se gotearon 25 ml de agua bidestilada. Una vez 

terminado este proceso se traspasó la mezcla a un recipiente plástico de 3 cm diámetro x 50 

cm de alto y se aplicó ultrasonido (Fig. 3.1). El equipo usado fue una sonda ultrasónica Sonics 

Vibra cell, VCX. 130 con una punta de titanio (9,5 mm diámetro, poder nominal de 130 W, 

frecuencia de 20 kHz). Las condiciones de ultrasonido optimizadas fueron potencia, ciclos, 

tiempo y distancia de la punta de titanio del ultrasonido a la base del recipiente que contenía 

la solución madre.   
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Figura 3.1. Representación esquemática del proceso de preparación de las NEs y de los 

componentes del equipo de ultrasonido. 

      

3.B.2. Rol del acetato de linalilo (AL) en la formación de NEs del AE de palmarosa 

Las NEs elaboradas con el aceite de palmarosa no fueron estables por sí solas, por lo cual 

se decidió estudiar el efecto de la incorporación de AL (un compuesto minoritario de este 

aceite) sobre la estabilidad de las NEs. Para ello, se estudió el comportamiento de diferentes 

mezclas del AE de palmarosa con AL, en las siguientes proporciones: 0.5:0.5, 0.6:0.4, 0.7:0.3 y 

0.8:0.2. A cada una de estas mezclas se añadió Tween 80 para obtener una proporción 1:2. 

Luego, se incorporó agua bidestilada (25 ml) y se agitó a 700 rpm durante 2 min para lograr 

una fase homogénea que luego fue llevada a la sonda ultrasónica (parámetros optimizados).  

Adicionalmente, se decidió realizar un estudio que involucró al geraniol (el componente 

mayoritario del AE de palmarosa) y al AL. Con este análisis se buscó determinar el posible 

efecto de este componente mayoritario en la estabilidad de la NEs del aceite de palmarosa. 

Para esta parte del trabajo se siguió la misma metodología utilizada en el estudio de las NEs de 

palmarosa con AL. 
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3.B.3. Caracterización de las MEs y NEs 

3.B.3.a. Tamaño de gota e índice de polidispersión   

Los tamaños promedio de las gotas y el índice de polidispersión (IPD) de las MEs y las NEs 

se midieron mediante la técnica de dispersión dinámica de la luz (DLS) utilizando un equipo 

Zetasizer nano instrument ZEN 3690 (Malvern, Reino Unido). Cada medición se realizó a 

temperatura ambiente y se tomaron tres réplicas por tratamiento.   

3.B.3.b Estabilidad de las formulaciones 

Para estudiar la estabilidad de las NEs en función del tiempo se observaron cambios en el 

tamaño de la gota y en la apariencia visual. Durante este ensayo, las muestras se mantuvieron 

a 25 °C y se verificaron una vez a la semana. Se realizaron tres réplicas por cada tratamiento. 

3.B.4. Bioensayo. 

3.B.4.a. Ensayo de toxicidad por exposición a superficies tratadas  

En este bioensayo se estudió la toxicidad por contacto de las NEs en larvas del IV estadio y 

adultos de P. interpunctella. Para ello, se trataron papeles de filtro (diámetro de 9,4 cm) con 

0,7 ml de las NEs de geranio, menta y palmarosa + AL. Las concentraciones abarcaron un rango 

de 5 a 600 µg cm-2. Luego, los papeles de filtro se colocaron en bases de cajas de Petri (9,4 cm 

de diámetro x 1,9 cm). A continuación se agregaron 10 larvas o adultos de P. interpunctella y 

se cubrieron con una tela fina tipo voile. Como control se trataron los papeles de filtro con 0,7 

ml de una solución de agua y Tween 80. La mortalidad de los adultos se determinó trascurridas 

24 h de exposición a los productos y la de las larvas trascurridas 72 h. 

3.B.4.b. Ensayo de toxicidad por aplicación tópica 

Para evaluar el efecto combinado de los AE (geranio, menta, y palmarosa con AL) y de sus 

NEs con la β-cipermetrina se aplicaron alícuotas de cada producto por vía tópica a 10 larvas del 

IV estadio de P. interpunctella. Para llevar adelante el ensayo se realizó un pretratamiento 
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utilizando soluciones acetónicas de los aceite a la dosis más alta que no generó mortalidad en 

las larvas y que resulto ser de 20 µg de larva-1 para los tres aceites. Después de 2 h de aplicado 

el pretratamiento se topicaron soluciones acetónicas de β-cipermetrina en dosis que fueron 

desde 0,006 a 4 µg larva-1 (valores obtenidos de ensayos previos). En el caso de las NEs se 

aplicaron a una dosis equivalente a la del AE y luego de las 2 h se procedió a usar el mismo 

rango de concentraciones de β-cipermetrina que en el ensayo de los AE. Cabe aclarar que 

previamente se comprobó que a esta dosis las NEs no produjeron efectos letales en las larvas. 

Para el caso de los controles, uno de ellos se realizó con acetona sola, otro con surfactante 

solo (en la proporción correspondiente a la usada en la NEs) y un tercero con la aplicación 

secuencial acetona + surfactante. Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado y las 

larvas se mantuvieron a 27 ± 2 °C, 45-50% HR. y 16:8 h L:O. La mortalidad de los insectos se 

registró después de un periodo de exposición de 72 h.  

3.B.5. Análisis estadístico. 

Los datos de tamaños de gota e IPD de las MEs y NEs se analizaron por ANOVA y DMS. 

En cuanto a los datos de mortalidad de los ensayos por exposición a superficies tratadas se 

procesaron mediante análisis probit utilizando el software estadístico SPSS 25.0 para obtener 

los valores de CL50. Además se estimaron los intervalos de confianza del 95%. Los valores de 

CL50 se consideraron significativamente diferentes si sus intervalos de confianza del 95% no se 

superponían. El mismo programa se utilizó para obtener los valores de DL50 y sus intervalos de 

confianza del 95% en los ensayos por tópico. 
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3.C. Resultados 

3.C.1. Resultados preliminares: Tipo de surfactante y MEs 

Se utilizó Tween 80 combinado con AE de geranio para para obtener MEs mediante el 

método convencional de baja energía. Durante este proceso, se analizaron diferentes 

relaciones de AE:surfactante (desde 1:1 a 1:4) y se mantuvo la proporción constante de etanol 

como co-surfactante (0,001). Solo se lograron obtener MEs estables con las relaciones 

1:4:0,001 y 1:3:0,001 de aceite:Tween 80:etanol. Como se puede observar en la tabla 3.1, las 

primeras MEs tuvieron un diámetro de gota de 113 nm y un valor de IPD de 0,388, mientras 

que las segundas mostraron valores similares (tamaño de 122,1 nm y valores IPD de 0,397), no 

encontrándose diferencias significativas entre ellas (P > 0,05). Ambas MEs tuvieron un aspecto 

macroscópico translúcido. Cabe resaltar que en ausencia del co-surfactante no se lograron 

obtener MEs.  

Tabla 3.1. Caracterización de las MEs elaboradas con el AE de geranio y etanol (EtOH) 
utilizando la técnica convencional. N = 3 réplicas. 

AE: Surfactante:EtOH Tamaño (mm) ± ESa IPD±ESa  Aspecto macroscópico 

1:4:0,001 113,0 ± 37,39 A 0,388 ± 0,015 A Translúcidas 

1:3:0,001 122,1 ± 38,76 A 0,397 ± 0,018 A Translúcidas 

1:2:0,001 MEs no formada 

1:1:0,001 MEs no formada 

a 
Los valores seguidos de las mismas letras dentro de la misma fila no muestran diferencias significativas (P > 0,05).  

 

Luego de esta primera etapa de experimentos preliminares, y en relación con los objetivos 

de este trabajo, se incorporó el uso de la técnica de ultrasonido a fin de reducir la 

concentración de surfactante, prescindir del co-surfactante y mejorar la estabilidad del 

sistema, por lo cual se prestó atención al diseño de NEs. 
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3.C.2. Preparación de NEs  

3.C.2.a. Efectos del ultrasonido. 

Para obtener NEs con el mínimo tamaño de gota posible (MTGP) se estudió el efecto de los 

siguientes parámetros de ultrasonido sobre esta variable: potencia, tiempo de sonicación, 

ciclos y distancia de la sonda ultrasónica al fondo del recipiente donde se encontraba la 

emulsión. Se usó como referencia el AE de geranio y el Tween 80 a una proporción 1:2, 

relación a la cual, anteriormente, no se formaron MEs.  

Para comprender el efecto de la potencia del ultrasonido en el tamaño de las gotas de las 

NEs se analizó un rango que varió desde 26 W a 117 W. Los resultados mostraron que el MTGP 

se obtuvo con un valor de potencia óptimo fue de 65 W (tabla 3.2). 

Con respecto al tiempo necesario para obtener el MTGP, en este trabajo se analizó un 

rango entre 2 y 5 min, siendo el tiempo de sonicación óptimo de 2 min (tabla 3.2). 

Tabla 3.2. Análisis de los parámetros de ultrasonido estudiados para la elaboración de las 
formulaciones del AE de geranio con Tween 80 (1:2) 

Variables Rango estudiado Valores óptimos 

Potencia del ultrasonido 26 W – 117 W 65 W 

Tiempo total 2 min – 5 min 2 min 

Ciclos 20 on/30 off - 59 on/1 off 30 on/ 20 off 

Distancia del ultrasonido 3,5 cm – 5 cm 3,7 cm 

 
Otro factor interesante para la formación de las NEs son los ciclos de trabajo del 

ultrasonido, ya que el tiempo de cada pulso "on / off" puede cambiar el tamaño de gota. El 

efecto de los ciclos en la producción de las NEs del AE de geranio se evaluó utilizando pulsos 

desde 20 on / 30 off a 59 on / 1 off. El ensayo mostró que los ciclos de 30 on/ 20 off fueron los 

óptimos para alcanzar el MTGP (tabla 3.2). 

Finalmente se estudió la distancia óptima de la sonda ultrasónica. Se puede definir a esta 

variable como la distancia entre el fondo del recipiente que contiene la NE y la punta de la 

sonda ultrasónica, a la cual se alcanza el MTGP. En la tabla 3.2 se observa que la distancia de la 
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sonda ultrasónica se varió desde 3,5 cm a 5 cm. Mediante los experimentos se determinó que 

la distancia óptima de la sonda ultrasónica fue 3,7 cm (Fig. 3.1). 

Optimizados los parámetros de ultrasonido con el AE de geranio (potencia: 65 W, ciclos: 30 

on/20 off tiempo de sonicación: 2 min y distancia optima de la sonda ultrasónica: 3,7 cm) se 

procedió a optimizar la concentración de surfactante, para luego elaborar las NEs del AE de 

menta y palmarosa.  

3.C.2.b. Efecto del co-surfactante y del surfactante en la formación de NEs 

La tabla 3.3 muestra el efecto de la concentración de surfactante y la adicción de un co-

surfactante (etanol) sobre el tamaño de las NEs elaboradas con el aceite de geranio. En todas 

las emulsiones formadas usando etanol los tamaños de gota fueron superiores a los 500 nm, 

no encontrándose diferencias significativas entre ellas (P > 0,05). La distribución de tamaño de 

estas formulaciones fue relativamente homogénea aunque se hallaron diferencias 

significativas entre los valores IPD la emulsión de AE:Tween 80:Etanol (1:1:0.001) y las demás. 

En referencia al aspecto macroscópico, las emulsiones fueron de color blanco (Fig 3.2 E - Se 

decidió por cuestiones prácticas colocar una sola imagen a modo representativo). Dadas las 

características de estos sistemas, no se estudió la estabilidad luego de 72 h. En base a estos 

resultados y en relación con los objetivos del trabajo se obvió el uso de etanol para la 

elaboración de las NE de menta y palmarosa. 

En el caso de las NEs de geranio elaboradas sin etanol se encontró que el tamaño de las 

gotas aumentó cuando se redujo la concentración de surfactante lo que afectó el aspecto 

macroscópico de los mismas.  

Usando las proporciones de AE de geranio:Tween 80 de 1:0,5 se formaron emulsiones 

blanquecinas. Estas mostraron tamaños de partículas de 79,4 nm  y tuvieron un valor alto de 

IPD (0,386) (Fig. 3.2 D). En la Fig. 3.2 C se observa una NE translúcida que corresponde a la 

relación AE de geranio:Tween 80 de 1:1. Esta formulación mostró un tamaño de gota de 106,4 
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nm y un valor de IPD de 0,277. A pesar de su mayor tamaño, no se encontraron diferencias 

significativas en esta variable con las emulsiones a una proporción 1:0,5. Sin embargo el valor 

de IPD de este sistema fue significativamente menor (P < 0,05) y su aspecto translucido. Por 

otra parte, cuando se realizaron formulaciones con una relación AE de geranio:Tween 80 de 

1:1,5, estas tuvieron un aspecto macroscópico translúcido, con un tamaño de gota promedio 

de 55,9 nm. Estas emulsiones se excluyeron del análisis estadístico, dado que como puede 

observarse en el gráfico DLS (Fig. 3.2 B) y en el valor de IPD (igual a 1), tuvieron una 

distribución bimodal (con un pico en 316,9 nm y otro en 15,20 nm). En lo que respecta al color 

translucido de estas emulsiones, este podría deberse a que la población mayoritaria de 

nanogotas se encuentra en torno al pico de 15 nm. Es de resaltar que estas tres emulsiones 

perdieron su estabilidad luego de 72 h de elaboración. Finalmente, se lograron NEs 

transparentes y estables después de tres días de formuladas, usando una relación de 1:2 de 

AE:Surfactante (Fig. 3.2 A). Estos nanosistemas midieron 13,58 nm con un valor de IPD de 

0,069. Es importante destacar que este valor de tamaño fue significativamente menor al resto 

de los sistemas elaborados usando el AE de geranio (P < 0,05). Además el valor de IPD fue 

significativamente menor a los demás sistemas elaborados sin etanol.  

La tabla 3.4 muestra las diferentes proporciones de AE de menta:Tween 80. En general, 

cuando se aumentó la concentración del tensioactivo, el aspecto macroscópico de estos 

nanosistemas tendió a ser transparente y se redujo el tamaño de gota, aunque no se 

encontraron diferencias significativas entre ellos (P > 0,05). Las emulsiones blanquecinas se 

formaron con la relación AE de menta:Tween 80 1:1 (Fig. 3.3 C). Estas emulsiones tuvieron un 

tamaño promedio de 102,5 nm y un valor IPD de 0,296. Las NEs con relaciones 1:1,5 mostraron 

un tamaño de 65,11 nm y un valor IPD de 0,479. Además el aspecto macroscópico fue 

translúcido (Fig. 3.3 B). Ambos nanosistemas perdieron estabilidad a las 72 h. Finalmente, se 

lograron NEs transparentes usando la relación AE de menta:Tween 80 de 1: 2 (Fig. 3.3 A). Estas 

NEs tuvieron tamaños de 33,97 nm, valor de IPD de 0,424, y se mantuvieron estables luego de 
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3 días. Cabe destacar que a la relación de AE:Surfactante 1:0,5 no se formaron nanosistemas 

estables. 

En el caso del AE de palmarosa, no se logró obtener ninguna emulsión estable con las 

relaciones de AE:Surfactante de 1:0,5, 1:1 y 1:1,5. Con la relación más alta 1:2, solo se obtuvo 

una emulsión con tamaño de gota = 300,2 ± 53,24 nm, IPD = 0,148 ± 0,021, de coloración 

blanca e inestable (Fig. 3.4 E).  

Con el objetivo de mantener las condiciones optimizadas del ultrasonido encontradas con 

el AE de geranio, se procedió a enriquecer el AE de palmarosa con AL, manteniendo constante 

la proporción de Tween 80, con el fin de estabilizar las formulaciones. La caracterización del 

tamaño de gota y los valores IPD de las NEs de palmarosa + AL se presentan en la tabla 3.5 y su 

apariencia y distribución de tamaño de gota se muestran en la Fig. 3.4. Generalmente, en estos 

sistemas el tamaño de gota disminuyó cuando el contenido de AL aumentó, afectando 

también el aspecto macroscópico. Cuando la proporción de AL aumentó en un 20%, el aspecto 

macroscópico de las formulaciones fue blanquecino (Fig. 3.4 D) con un diámetro de gota de 

223,3 nm y con valores de IPD de 0,193. Sin embargo, estos sistemas perdieron la estabilidad a 

las 72 h. No se encontraron diferencias significativas en el tamaño de la emulsión elaborada 

con el AE de palmarosa solo y la formulada con palmarosa + 20% de AL (P > 0,05). Cuando se 

incrementó el AL en 30% y 40%, las NEs de palmarosa + AL exhibieron tamaños de gota de 

61,79 y 44,73 nm, respectivamente. Ambas formulaciones tuvieron valores de IPD de 1 y 

además, la apariencia visual de las NEs fue translúcida (Fig. 3.4 C y B). Es importante enfatizar 

que ambas NEs se excluyeron del análisis estadístico dado que mostraron una distribución 

bimodal en la población de las gotas. Sin embargo, estos nanosistemas dan cuenta del efecto 

positivo del AL en la estabilización de las NEs ya que los mismos fueron estables a las 72 h. 

Finalmente, se lograron NEs transparentes de palmarosa + AL cuando este último alcanzo el 

50% (Fig. 3.4 A). Las mismas midieron 14,73  nm y sus valores IPD fueron 0,078. Estos 

nanosistemas exhibieron el menor tamaño de gota (P < 0.05) y fueron estables a las 72 h. 
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Tabla 3.3. Caracterización de formulaciones de AE de geranio elaboradas con o sin el agregado de etanol (EtOH) utilizando la técnica de ultrasonido a 
condiciones optimizadas (65W, 30on/20off, 2min, 3,7cm). N = 3 réplicas. 

Geranio : Tween 80 EtOH Tamaño (nm) ± ESa IPDa Estabilidad a las 72 h Aspecto macroscópico 

1:2 0.001 545,6 ± 13,00  C 0,102 ± 0,023  C - Blanco 

1:2 No 13,58 ± 2,30  A 0,069 ± 0,007  B Si Transparente 

1:1,5 0.001 562,4 ± 4,75  C 0,113 ± 0,012 C - Blanco 

1:1,5 No 55,92 ± 33,62  - 1 ± 0,0             - No Translúcido 

1:1 0.001 523,7 ± 53,63   C 0,020 ± 0,004  A - Blanco 

1:1 No 106,4 ± 44,53  B 0,277 ± 0,017 D No Translúcido 

1:0,5 0.001 588,1 ± 73,323  C 0,097 ± 0,006 C - Blanco 

1:0,5 No 79,41 ± 44,30  B 0,386 ± 0,015 E No Blanquecino 
a 

Los valores seguidos de diferentes letras dentro de la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0,05). 

Tabla 3.4. Caracterización de formulaciones de AE de menta utilizando la técnica de ultrasonido a condiciones optimizadas (65W, 30on/20off, 2min, 3,7cm). 
N = 3 réplicas. 

Menta : Tween 80 Tamaño (nm) ± ESa IPDa Estabilidad a las 72 h Aspecto macroscópico 

1:1 102,5 ± 56,04  A 0,296 ± 0,015 A No Blanquecino 

1:1,5 65,11 ± 48,15  A 0,479 ± 0,014 B No Translúcido 

1:2 33,97 ± 33,16  A 0,424 ± 0,008 B Si Transparente 
a 

Los valores seguidos de diferentes letras dentro de la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0,05). 

Tabla 3.5. Caracterización de formulaciones de AE de palmarosa enriquecidas con acetato de linalilo (AL) utilizando la técnica de ultrasonido a condiciones 
optimizadas (65W, 30on/20off, 2min, 3,7cm) N = 3 réplicas.  

Palmarosa: AL: Tween 80 AL Tamaño (nm) ± ESa IPDa Estabilidad a las 72 h Aspecto macroscópico 

0,5:0,5:2 50% 14,77 ± 1,63 A 0,078 ± 0,020 A Si Transparente 

0,6:0,4:2 40% 44,73 ± 34,25 - 1 ± 0,0 - Si Translúcido 

0,7:0,3:2 30% 61,79 ± 55,28 - 1 ± 0,0 - Si Translúcido  

0,8:0,2:2 20% 223,3 ± 50,59 B 0,193 ± 0,017 C No Blanco 

1:0:2 0% 300,2 ± 53,24 B 0,148 ± 0,021 B No Blanco 
a 

Los valores seguidos de diferentes letras dentro de la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0,05). 
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Figura 3.2. Aspecto visual (columna 1), distribución de tamaño (columna 2) y función de 
autocorrelación (columna 3) de NEs del AE de geranio  
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Figura 3.3. Aspecto visual (columna 1), distribución de tamaño (columna 2) y función de 
autocorrelación (columna 3) de NEs del AE de menta 

  

(A)

A 

(B) 

(C) 



 
 

108 
 

Figura 3.4. Aspecto visual (columna 1), distribución de tamaño (columna 2) y función de 
autocorrelación (columna 3) de NEs del AE de palmarosa + acetato de linalilo 
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3.C.2.c. Rol del acetato de linalilo (AL) en la estabilización de las NEs de palmarosa 

Como se mencionó anteriormente, el AE de palmarosa necesitó la adición de AL para 

obtener NEs estables. El geraniol es el componente principal de este AE (77%) y por este 

motivo se hipotetizó que este compuesto podría afectar la formación de las NEs de palmarosa. 

La tabla 3.6 muestra las características fisicoquímicas de las formulaciones de geraniol solo y 

en combinacion con el AL, mientras que en la Fig. 3.5 se observan los gráficos DLS y la 

apariencia visual de las mismas. La emulsión de geraniol sin AL (1:0:2) presentó un tamaño de 

gota de 383,3 nm y un valor IPD de 0,311, con un aspecto macroscópico blanco e inestable a 

las 72 h (Fig. 3.5 E). Estos datos son comparables a los obtenidos cuando se elaboró la 

emulsión del aceite de palmarosa solo, la cual tuvo aspecto macroscópico blanco y valores de 

tamaño e IPD similares al geraniol formulado por sí solo. Cuando los nanosistemas de geraniol 

se formaron con 20% de AL, el tamaño de gota fue de 154,09 nm (valor significativamente 

menor al hallado con geraniol solo, P < 0,05), IPD de 0,226 y con respecto al aspecto general, la 

formulación tuvo una coloración blanquecina (Fig. 3.5 D). Al igual que la emulsión anterior, 

esta perdió la estabilidad a las 72 h. Solo se obtuvieron NEs estables más allá de las 72 h y 

transparentes, cuando el geraniol se enriqueció al 30%, 40% y 50% con AL (Fig. 3.5 C, B y A). 

Estas NEs mostraron tamaños de gota similares entre sí, que fueron desde los 13,95 a 15,26 

nm (P > 0,05). Sin embargo, se observaron diferencias significativas en los valores de IPD, 

obteniendo el menor valor cuando el AL representó el 50% de la formulación (P < 0,05). 
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Tabla 3.6. Caracterización de formulaciones elaboradas con geraniol (G) + acetato de linalilo (AL) utilizando la técnica de ultrasonido a condiciones 
optimizadas (65W, 30on/20off, 2min, 3,7cm). 

G : AL: Surfactante AL Tamaño (nm) ± ESa  IPD ± ESa  Estabilidad más de 72Hs Aspecto macroscópico 

0,5:0,5:2 50% 13,95 ± 1,515 A 0,097 ± 0,019 A si Transparente 

0,6:0,4:2 40% 15,00 ± 3,084 A 0,176 ± 0,017 B si Transparente 

0,7:0,3:2 30% 15,26 ± 2,902 A 0,156 ± 0,032 B si Transparente 

0,8:0,2:2 20% 154,09 ± 39,46  B 0,226 ± 0,015 C no blanquecina 

1:0:2 0% 383,3 ± 63,50  C 0,311 ± 0,023 D no Blanca 
a 

Los valores seguidos de diferentes letras dentro de la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0,05). 
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Figura 3.5. Aspecto visual (columna 1), distribución del tamaño (columna 2) y función de 
autocorrelación (columna 3) de NEs de geraniol + acetato de linalilo. 
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3.C.2.d. Estabilidad de las Nanoemulsiones 

Las NEs que resultaron ser estables más allá de los primeros 3 días (relación 

aceite:surfactante de 1:2) fueron monitoreadas durante 1, 30, 60 y 120 días de 

almacenamiento a 25 °C, analizando los parámetros tamaño de gota, IPD y aspectos 

macroscópicos. Como se puede observar en la tabla 3.7 y la Fig. 3.6, en las NEs de geranio, 

durante los primeros 60 días, no se apreciaron cambios significativos en el tamaño de las gotas 

(P < 0,05), lo que demuestra una excelente estabilidad. Las gotas tuvieron tamaños que 

rondaron los 14 nm y valores de IPD inferiores a 0,2. Además, el cambio porcentual en el 

tamaño medio, durante ese periodo, fue inferior al 10% para estas tres muestras, las cuales 

tuvieron un aspecto macroscópico transparente. A los 120 días de almacenamiento, este 

sistema disminuyó su estabilidad presentando dos poblaciones definidas de gotas con picos en 

14,41 y 247,1 nm, un valor de IPD de 0.486 y un aspecto translúcido. 

La tabla 3.7 también muestra la estabilidad de las NEs elaboradas con el AE de menta y 

Tween 80 (proporción 1:2) a lo largo del tiempo. Durante 30 días, estos sistemas no mostraron 

cambios significativos en el tamaño de las gotas, aunque al día 1, este valor fue de 33,97 nm, y 

al final de este periodo de 70,10 nm (P > 0,05) (Fig. 3.7). Sin embargo se hallaron diferencias 

significativas entre los IPD (P < 0,05). Durante este periodo el aspecto de las NEs paso de ser 

transparente a translúcido.  A los 60 días el sistema perdió estabilidad y las fases se separaron. 

Finalmente, las NEs desarrolladas con el aceite de palmarosa enriquecido con AL al 50% y 

Tween 80 (proporción 0,5:0,5:2), fueron estables durante 120 días (Fig. 3.8). Para estas NEs no 

se hallaron diferencias significativas entre los tamaños de gota que fueron desde los 14,73 nm 

en el día 1 hasta los 18,01 al final de la experiencia (P < 0,05). Todas las NEs mantuvieron IPD < 

0,2 aunque se observaron diferencias significativas entre alguno de ellos. Durante este tiempo 

de almacenamiento las NEs mantuvieron su aspecto transparente (tabla 3.7). 
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Tabla 3.7. Diámetro promedio e índice de polidispersión (IPD) para las NEs de geranio, menta y palmarosa + acetato de linalilo durante 120 días de 
almacenamiento a 25 °C. 

NEs Días Tamaño (nm) ± ESa IPD ± ESa Aspecto macroscopico 

Geranio 

1 13.58 ± 2.30 A 0.069 ± 0.007A A Transparente 

30 14.85 ± 3.54 A 0.089 ± 0.011B B Transparente 

60 14.91 ± 4.75 A 0.109 ± 0.019B B Transparente 

120 Pico 1 = 14.41 ± 1.32         Pico 2= 247.1 ±21.74 - 0.486 ± 0.027 - Translúcido 

Menta 

1 33.97 ± 33.16 A 0.424 ± 0.008 A Transparente 

30 70.10 ± 33.95 A 0.624 ± 0.016 B Translúcido 

60 - - - - Separacion de fases 

Palmarosa + 
acetato de linalilo 

1 14.73 ± 1.63 A 0.078 ± 0.020 A Transparente 

30 14.77 ± 4.67 A 0.124 ± 0.016 B Transparente 

60 15.00 ± 5.78 ES= error estándar A 0.176 ± 0.019 C Transparente 

120 18.01 ± 3.65 A 0.097 ± 0.013 A Transparente 
a
 Los valores seguidos de diferentes letras dentro de la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0,05). 
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Figura 3.6.  Estabilidad de las NEs de geranio (condiciones de ultrasonido: 65W, 30on/20off, 2min, 3,7cm) durante 120 días de almacenamiento a 25 °C  
expresada como la función de autocorrelación y la distribución de tamaños (N=3).  
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Figura 3.7. Estabilidad de las NEs de menta (condiciones de ultrasonido: 65W, 30on/20off, 2min, 3,7cm)  durante 30 días de almacenamiento a 25 °C  
expresada como la función de autocorrelación y la distribución de tamaños (N=3). 
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Figura 3.8. Estabilidad de las NEs de palmarosa + acetato de linalilo (condiciones de ultrasonido: 65W, 30on/20off, 2min, 3,7cm) durante 30 días de 
almacenamiento a 25 °C  expresada como la función de autocorrelación y la distribución de tamaños (N=3). 
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3.C.3. Bioensayos 

Los ensayos por exposición a superficies tratadas, las NEs no presentaron efectos tóxicos 

en las larvas de P. interpuctella, mientras que para el caso de los adultos a las máximas dosis 

no se registraron valores de mortalidad significativos.  

La Fig. 3.9 detalla la actividad insecticida por aplicación tópica de la β-cipermetrina sola o 

combinada con los AE o sus NEs (20 µg de compuestos activos larva-1) en larvas IV de P. 

interpunctella. El valor de DL50  para la β-cipermetrina sola fue de 0,89 μg larva-1 (0,72 - 1,08). 

En el caso del AE de geranio + β-cipermetrina, el valor de esta variable se redujo 

significativamente a 0,16 μg larva-1 (0,12 - 0,19) (P < 0,05); por lo tanto la actividad insecticida 

del AE + β-cipermetrina fue 5,62 veces mayor que la β-cipermetrina sola. Por otra parte, con la 

aplicación secuencial de la NE elaborada con el AE de geranio y la β-cipermetrina se observó 

una disminución significativa en el valor de DL50 alcanzando 0,07 μg larva-1 (0,02 - 0,11) (P < 

0,05). En particular, estas NEs + β-cipermetrina incrementaron la actividad insecticida 12,23 

veces, con respecto al piretroide solo. Además se destaca que la nanoformulación aumentó 

2,17 veces la actividad insecticida del AE geranio + β-cipermetrina.  

Por otra parte, cuando las larvas fueron tratadas con el AE menta + β-cipermetrina, el valor 

de DL50 fue de 0,36 μg larva-1 (0,28 - 0,49), siendo este significativamente menor que el efecto 

del insecticida solo (P < 0,05). El efecto tóxico promovido por la aplicación tópica del AE de 

menta y la β-cipermetrina fue 2,47 veces mayor que el promovido por la β-cipermetrina por sí 

misma. En comparación con este último tratamiento, las NEs cargadas con el aceite de menta 

+ β-cipermetrina mostraron un valor significativamente menor que fue de 0,12 μg larva-1 

(0,078 - 0,15) (P < 0,05). La mortalidad causada por las NEs de menta + β-cipermetrina fue 7,41 

veces más altas que la registrada para la β-cipermetrina sola. Las NEs aumentaron 3,08 veces 

la actividad insecticida del AE de menta+ β-cipermetrina.  
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Cuando las larvas fueron tratadas con el AE de palmarosa + AL  en combinación con la β-

cipermetrina, el valor de DL50 fue de 0,37 μg larva-1 (0,28 - 0,49), el cual fue significativamente 

menor que el hallado para el piretroide solo (P < 0,05). De esta manera se incrementó el efecto 

tóxico 2,41 veces. Por su parte, con la aplicación de las NEs elaboradas con el AE de palmarosa 

+ AL junto a la β-cipermetrina se encontró un valor de DL50 de 0,23 μg de larvas-1 (0,19 – 0,26), 

que fue significativamente menor que el promovido por el tratamiento anterior. En particular, 

para estas NEs combinadas con la aplicación del piretroide se observó un incremento de 3,78 

veces de la actividad insecticida con respecto a la β-cipermetrina sola, y de 1,56 veces con 

respecto al tratamiento del AE de palmarosa + AL en combinación con la β-cipermetrina.  

Es importante resaltar que tanto el control con Tween 80 como con acetona, no se registró 

mortalidad. 

Figura 3.9. Actividad biológica de la β-cipermetrina sola y combinada con los AE o sus NEs en 
larvas del IV estadio de P. interpunctella.  

Diferentes letras indican diferencias estadísticas (superposición de lC, P <0.05)  
1. β-cipermetrina sola 
2. β-cipermetrina combinada con AE de 

geranio 
3. β-cipermetrina combinada con NEs de 

geranio 
4. β-cipermetrina combinada con AE de 

menta 

5. β-cipermetrina combinada con NEs de 
menta 

6. β-cipermetrina combinada con AE de 
palmarosa + AL 

7. β-cipermetrina combinada con NEs de 
palmarosa + AL 
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3.D. Discusión 

Al momento de elaborar NEs asistidas por ultrasonido, el control de los parámetros del 

equipo es un factor clave para lograr la estabilidad de las formulaciones. Optimizar las 

variables de modo tal de obtener el mínimo tamaño de gota posible (MTGP) permite minimizar 

la pérdida de energía y el costo de producción a una escala industrial (Abbas et al., 2017). El 

primer parámetro que se optimizó fue la potencia del equipo, con el fin de obtener el MTGP. 

En este trabajo se estableció que la potencia óptima del ultrasonido fue de 65 W siendo este 

valor más bajo que los reportados en otros estudio. Por ejemplo, Sugumar et al. (2014, 2015) 

elaboraron NEs con los AE de eucaliptus y naranja, respectivamente y Tween 80 mediante una 

sonda ultrasónica a una potencia de 300 W. Por otra parte Periasamy et al. (2016) formularon 

NEs basadas en el AE de Nigella sativa L. (Ranunculales, Ranunculaceae) con Tween 80 y 

usando una potencia de ultrasonido de 750 W. Lo que se puede observar es que en estos 

trabajos las potencias que se aplicaron fueron entre 4,5 y 11,5 veces mayores, que la utilizada 

para la obtención de las NEs de geranio, menta y palmarosa + AL. El fenómeno de 

"sobreprocesamiento" es un problema que suele ocurrir cuando se establecen mayores niveles 

de energía más allá del punto óptimo del sistema, con la intención de reducir el tamaño de 

gota. Generalmente, la energía necesaria que requiere el sistema para alcanzar el MTGP está 

determinada por las características propias del mismo como son, para el sistema en estudio, el 

tipo de AE, de surfactante, las concentraciones de estas dos sustancias, la cantidad de agua, 

entre otros factores (Agrawal et al., 2017). Atendiendo a estas circunstancias, aplicar más 

potencia al sistema más allá de su punto óptimo se vuelve innecesario e improductivo, ya que 

consumiría energía adicional sin modificar sustancialmente el tamaño de gota. 

Otro parámetro importante es el tiempo total de aplicación del ultrasonido. Como se sabe 

los tiempos largos producen un tamaño de gota más pequeño (Ghosh et al., 2013). Sin 

embargo, una vez que se alcanza el tiempo óptimo que permite obtener el MTGP, el tamaño 

de gota no cambia. Aplicar ultrasonido por mayor tiempo puede generar un procesamiento 
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excesivo de la muestra que derivaría en la degradación de los compuestos bioactivos (Abbas et 

al., 2017). En comparación con los trabajos encontrados en la bibliografía, en donde los 

tiempos de sonicación son de 10 min (Pascual Villalobos et al., 2017), 15 min (Mishra et al., 

2019), 30 min (Sugumar et al., 2014, 2015) y 60 min (Periasamy et al., 2016) en esta tesis el 

tiempo óptimo fue de tan solo 2 min. 

Como bien se conoce, se pueden identificar dos tipos de equipos de ultrasonido: los que 

trabajan de manera continua y aquellos que trabajan por ciclos, como es el caso del usado en 

esta tesis. Para los experimentos, el ciclo de ultrasónico que se fijó fue de 30 on / 20 off. En 

estos equipos que trabajan por ciclos, durante el tiempo de pulso "encendido (On)", las 

burbujas de cavitación crecen mientras que durante el tiempo de pulso "apagado (Off)", las 

burbujas se disuelven (Ashokkumar, 2011). Para entender esto es necesario comprender el 

fenómeno de cavitación. Tal fenómeno se produce en aquellas regiones de un líquido, que se 

encuentran sometidas a presiones de alta amplitud que alternan rápidamente (debidas a las 

ondas de energía ultrasónica). Durante la mitad negativa del ciclo de presión, el líquido se 

encuentra sometido a fuerzas de tensión, mientras que durante la mitad positiva, experimenta 

fuerzas de compresión. El resultado es la formación ininterrumpida de microburbujas cuyo 

tamaño aumenta varias veces en la alternancia de los ciclos de presión. Las microburbujas que 

alcanzan un tamaño crítico implosionan o colapsan violentamente para volver al tamaño 

original, aportando estabilidad al sistema. La implosión supone la liberación de toda la energía 

acumulada, ocasionando incrementos de temperatura instantáneos y locales, que se disipan 

sin que supongan una elevación sustancial de la temperatura del líquido tratado (Robles y 

Ochoa, 2012). 
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Lamina 3.3. Evolución de las burbujas durante el proceso de cavitación, según Canselier et al. 

(2002) 

 

El control de los ciclos de “on” y “off” del equipo son claves debido a que un tiempo mayor 

de encendido puede generar que el tamaño de las gotas aumenta y que los compuestos 

bioactivos se degraden, así como también tiempos menores de exposición podrían generar 

entonces NEs que perdieran su estabilidad rápidamente (Ashokkumar, 2011).  

Además de la optimización de los parámetros de la sonda ultrasónica, son clave en la 

formación de NEs estables las cantidades y proporciones que se establecen entre el tipo de 

surfactante, el AE y el agua. Una de las características más apreciadas de las NEs es su aspecto 

visual translucido, algo muy buscado por diferentes industrias, especialmente la alimenticia 

(Sugumar et al., 2015). La apariencia visual depende, básicamente, del tamaño de la gota y de 

su interacción con la luz visible. Se sabe que cuando el diámetro de las gotas es inferior a 20 

nm, el sistema es transparente, ya que no existe una interacción con la luz (Barzegar et al., 

2018). Mientras que, cuando el diámetro de la gota es mayor, las partículas pueden 

interactuar con la luz produciendo efectos ópticos. De esta manera, las formulaciones 

adquieran coloraciones que van desde un aspecto transparente hasta el blanco (Agrawal et al., 

2017). Como ya se mencionó oportunamente, uno de los objetivos al momento de elaborar 
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NEs era prescindir del uso de un co-surfactante. Según los resultados obtenidos, la 

incorporación de etanol no permitió una apropiada formación de NEs. La variación en la 

concentración de etanol puede alterar la formación de NEs, ya que un aumento del mismo 

produce un incremento en el tamaño del diámetro de gota y en los valores de IPD (Saberi et 

al., 2013). Esto deriva en la pérdida de la estabilidad de las NEs así como también genera un 

aspecto macroscópico blanquecino. En base a los resultados se descartó el uso de etanol como 

co-surfactante en las formulaciones estudiadas en este trabajo.  

En la formación de las NEs, la concentración de surfactante juega un papel crítico en la 

disminución del tamaño de las gotas, ya que esta sustancia reduce la tensión interfacial entre 

el agua y el aceite, evitando a su vez la fusión de las nanogotas. Esto se relaciona con un 

mecanismo de autoestabilización que evita la coalescencia de las gotas, denominado efecto 

Marangoni, cuya magnitud depende de la concentración de tensioactivo presente en la fase 

continua. Este efecto ayuda a lograr una distribución más uniforme de la tensión superficial de 

la gota, es decir, de la fuerza que une las moléculas del líquido. Dicho fenómeno se produce 

cuando las moléculas del tensioactivo se mueven desde las zonas con baja tensión superficial a 

las áreas con mayor tensión, estabilizando de esta manera la nanogota (Agrawal et al., 2017). 

Tal lo observado en el presente trabajo, el aumento de la proporción aceite-surfactante desde 

1:0,5 a 1:2, redujo el tamaño del diámetro de las gotas en las NEs. Además de este cambio de 

tamaño promovido por el aumento de la concentración de surfactante, también se observó 

una modificación de la apariencia visual de las emulsiones desde blanco al transparente, 

causado por la reducción de tamaño. Al trabajar con diferentes formulaciones de AE de menta 

se demostró que el tamaño de gota aumenta con la disminución de la concentración de Tween 

80 (Heydari et al., 2019). En el presente trabajo, los tamaños de las NEs elaboradas con una 

proporción 1:2 AE:surfactante fueron desde aproximadamente 14 nm (las elaboradas con AE 

de geranio y de palmarosa enriquecido con acetato de linalilo 50%) hasta 33 nm (elaboradas 

con AE de menta). Estos valores son comparables a los encontrados por Barzegar et al. (2018), 
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quienes trabajaron con AE de menta y Tween 80 mediante la técnica de emulsificación 

espontánea y obtuvieron tamaños de gotas que rondaron los 50 nm. Por otra parte, Salvia-

Trujillo et al. (2015) elaboraron NEs de geranio y palmarosa utilizando un ultrahomogenizador, 

arginato de sodio y Tween 80 como surfactantes. De esta manera obtuvieron NEs con tamaños 

de gota de 29 y 33 nm, aproximadamente. Mediante la técnica de ultrasonido, Periasamy et al. 

(2016) elaboraron NEs de AE de N. sativa L. y Tween 80 con un tamaño de 46 nm. Sugumar et 

al. (2015), empleando la misma técnica y el mismo surfactante, desarrollaron NEs de AE de 

naranja con tamaños de gota de 30 nm. Con respecto a los valores de IPD, las NEs elaboradas 

con el AE geranio y el AE de palmarosa + AL al 50% mostraron valores bajos (< 0,2), es decir 

fueron monodispersas. Esta gran uniformidad de las NEs puede explicarse, en parte, por el 

aumento de la concentración de surfactante el cual también influye en la uniformidad del 

nanosistema (Heydari et al., 2019).  Sin embargo, en el caso de las NEs de menta, estas 

tuvieron valores de IPD superiores a 0,4  por lo que fueron consideradas como polidispersas. 

Lograr la estabilización de las NEs de palmarosa fue uno de los objetivos centrales 

planteados en esta tesis. Cuando las NEs de palmarosa se formularon sin la adicción de ningún 

otro componente, se obtuvieron tamaños de gota muy grandes (> 300 nm), por lo cual se 

buscó reducirlos sin adicionar más surfactante a la mezcla y sin modificar las condiciones 

optimizadas del ultrasonido. Con base en la idea de que los componentes principales de los AE 

pueden influir en la formación de las NEs, y teniendo en cuenta que el geraniol representa el 

77% de la composición del AE de palmarosa, se planteó la hipótesis de que este producto 

podría impedir la formación de las NEs estables y con tamaños de gota pequeños. Tomando 

como base lo mencionado por Salvia-Trujillo et al. (2015), quienes indicaron que ciertas 

propiedades de las NEs elaboradas con AE podrían ser modificadas mediante el 

enriquecimiento con algunos compuestos presentes en el mismo AE; se planteó la posibilidad 

de adicionar AL (un componente menor del aceite de palmarosa) como un factor que ayudara 

para la estabilización de estas NEs. Como se pudo apreciar en los resultados, a medida que las 
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concentraciones de AL se incrementaron, el tamaño de gota de las NEs se redujo así como 

también los valores de IPD, logrando que estos fueran los más bajos cuando el AL representó 

el 50% de la formulación. 

Ziani et al., (2012) plantean la existencia de diferentes fenómenos fisicoquímicos que 

pueden actuar en la estabilidad de las NEs. El primero se refiere a la velocidad de transferencia 

de masa de los compuestos hidrofóbicos a las micelas de surfactante durante la formación de 

la NEs. Esta velocidad podría verse modificada en función del tipo de compuestos que 

constituyen un AE. El segundo fenómeno es la acción como co-tensioactivos de ciertos 

compuestos de un aceite que alteran el tamaño óptimo de la micela. Por último, estos autores 

plantean que la posibilidad de que el aceite se introduzca en una micela tensioactiva depende 

de su solubilidad en agua, de la composición y del peso molecular de cada uno de sus 

compuestos, por lo cual la modificación de estas relaciones con el agregado de otros 

componentes puede mejorar la estabilidad de las nanogotas. En base a lo anterior, es posible 

suponer que un compuesto con peso molecular relativamente bajo o alta solubilidad en agua 

tiende a mantenerse por más tiempo en la fase acousa. Sin embargo, los compuestos con peso 

molecular relativamente alto o baja solubilidad en agua tienden a incorporarse más fácilmente 

en el interior hidrofóbico de la micela, mejorando la estabilidad del nanosistema. Teniendo en 

cuenta que el geraniol tiene un peso molecular de 154.25 g / mol y la solubilidad en agua es de 

100 mg / L a 25 °C y el AL tiene un peso molecular de 196.29 g / mol y una solubilidad en agua 

de 8.2 mg / L a 25 °C, es posible, que al enriquecer las NEs con este compuesto, se haya 

generado una mayor velocidad de transferencia de masas. Adicionalmente, el AL puede haber 

actuado como un co-tensioactivo estabilizando de esta manera los nanosistemas. Estas ideas 

podrían explicar las observaciones halladas, en donde un aumento en la relación geraniol:AL 

de 1:0 a 0,5:0,5 reduce el tamaño del diámetro de la gota. Teniendo en cuenta lo dicho en un 

principio, que el AE de palmarosa está constituido mayoritariamente por geraniol, se puede 

interpretar que los fenómenos fisicoquímicos que actúan en la formación de las NEs de 



 
 

125 
 

geraniol y AL, serían los mismos que promueven de la estabilización de las NEs basadas en el 

AE de palmarosa + AL. 

Por otra parte, en el presente trabajo se estudió la estabilidad de las NEs a lo largo del 

tiempo. El hecho de conseguir una nanoformulación estable de un bioinsecticida resulta ser un 

factor importante a la hora de lograr que un producto que tenga aplicaciones comerciales 

(Yang et al., 2017). Se demostró que la concentración de tensioactivo en una solución acuosa 

juega un rol crítico en la reducción del tamaño de la gota y esto conlleva a una mejor 

estabilidad de las NEs (Basak y Guha, 2017). Probablemente, esta sea la razón por la cual la 

estabilidad de las NEs fue mejor con las proporciones de AE:Tween 80 de 1:2.  

Las tres formulaciones realizadas en esta tesis resultaron tener comportamientos distintos 

a lo largo del tiempo, observándose que las NEs de geranio y palmarosa + AL fueron las más 

estables. En el caso de las NEs de menta, estas resultaron ser las que presentaron una menor 

estabilidad, separándose las fases a los 60 días. La baja estabilidad de estas NEs, en 

contrapartida con las otras dos, podría explicarse en parte debido al mayor tamaño de gota 

que presentaron al ser formuladas (≈ 33 nm). Un detalle importante con respecto a estas 

formulaciones es que también se pudo apreciar un cambio en la coloración de las muestras, lo 

que revela que los tamaños de gota aumentaron notoriamente pasando de un aspecto 

trasparente a uno translúcido en el día 30. Por otra parte, las NEs elaboradas con el AE de 

geranio mantuvieron aproximadamente el diámetro medio de gota durante 60 días  ≈ 14 nm) y 

un aspecto transparente. Además, después de 120 días de almacenamiento las NEs 

disminuyeron su estabilidad (se observaron dos poblaciones de nanogotas y el sistema pasó a 

ser translúcido) aunque no mostraron un principio de separación de fases. Finalmente, las NEs 

formuladas con el AE de palmarosa y combinadas con AL demostraron ser estables durante 

120 días, sin cambios en el tamaño de gota ni en su aspecto macroscópico. En la bibliografía se 

encuentran algunos trabajos que estudiaron la estabilidad de las NEs en periodos similares a 

los dispuestos en los ensayos de esta tesis. Así se desarrollaron NEs de los AE de orégano, 
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tomillo, limón y mandarina mediante un microfuidizador y utilizando Tween 80 (Guerra Rosas 

et al., 2016). Las NEs de limón y mandarina mantuvieron el tamaño nanométrico (18 nm) 

durante 56 días, mientras que en ese mismo periodo las NEs de orégano y tomillo perdieron 

estabilidad alcanzando tamaños de gota de 1000 nm. En otro trabajo, también se elaboraron 

NEs de tomillo con tamaños menores a 70 nm y que mantuvieron su estabilidad a lo largo de 

30 días de almacenamiento (Ryu et al., 2018 y Chang et al., 2015). Moraes-Lovison et al. (2017) 

formularon NEs de orégano que mostraron tamaños de gota entre 35 y 55 nm y que a su vez 

fueron estables a lo largo de 45 días. Por otra parte, se elaboraron NEs de clavo de olor e 

hinojo usando quitosano, Pluronic F68 y Cremophor RH 40 mediantes distintos métodos de 

baja y alta energía (Barrada et al., 2017). Tales nanosistemas fueron estables a lo largo de 3 

meses con tamaños de gota que rondaron los 100 nm. Finalmente se puede citar el trabajo de 

Duarte et al. (2015), quienes desarrollaron NEs con efecto larvicida usando Tween 20 y aceite 

de R. officinalis para el control de A. aegypti. En este trabajo se observó un aumento en el 

tamaño medio de gota de 50 a 180 nm después de 30 días de haber sido preparadas las NEs.  

Con respecto a los estudios de estabilidad en NEs es importante seguir profundizándolos 

en búsqueda de optimizar y extender el tiempo de vida útil de estos productos con el fin de 

incrementar su uso comercial. Algunos autores también postulan que las formulaciones 

basadas en AE pueden actuar como insecticidas de bajo costo en comparación con otros 

pesticidas botánicos, como el piretro y el neem (Park et al., 2011). Por lo tanto, el desarrollo de 

formulaciones basadas en AE que presenten una gran estabilidad resultan ser un paso clave al 

momento de diseñar un producto insecticida que pueda tener aplicación comercial, ya que 

prolongar la vida útil de estos le daría un valor agregado. 

En los últimos años, los avances en nanotecnología han ofrecido nuevas herramientas que 

posicionaron a los AE como alternativas más concretas para su uso en las estrategias de MIP  

(Ikbal y Pavela, 2019). En este trabajo se evaluó el efecto insecticida de las NEs elaborados con 
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menta, geranio y palmarosa + AL aplicadas en forma conjunta con un piretroide en larvas IV de 

P. interpunctella. Como se puede apreciar a través de los resultados, los AE solos, siempre 

potenciaron el efecto insecticida de la β-cipermetrina. Además las NEs potenciaron aún más 

este efecto, demostrando la eficiencia de la nanoformulación por sobre el AE libre.  

Como es de conocimiento general, se considera que los AE son productos relativamente 

seguros para el ambiente y la salud humana, y además pueden tener efectos sobre el 

metabolismo, la fisiología y el comportamiento de los insectos (de Oliveira et al., 2018). Varios 

trabajos han sugerido la inhibición de la acetilcolinesterasa (AChE) y el bloqueo del sistema 

colinérgico, octopaminérgico y GABAérgico, como un posible modo de acción de los AE sobre 

los insectos (Gaire et al., 2019; Pavela y Benelli, 2016; Upadhyay et al., 2018). Tambien se 

demostró que los AE aumentan los efectos de algunos insecticidas sintéticos (Gross et al., 

2017; Joffe et al., 2012). Esta mejora en la eficacia podría deberse a que el aceite aumentaría la 

penetrabilidad del insecticida sintético y contribuiría a la inhibición de los sistemas enzimáticos 

de detoxificación (Gross et al., 2017). En este contexto, otros autores mostraron que el AE de 

geranio interfiere con los procesos de destoxificación en A. aegypti lo que conduciría a una 

mayor biodisponibilidad del piretroide aplicado tópicamente (Norris et al., 2019). Por lo tanto, 

en base a esto los AEs usados en este estudio podrían generar un efecto similar en larvas de P. 

interpuctella. 

Los resultados obtenidos en esta tesis han puesto de manifiesto la posibilidad de obtener 

nuevas formulaciones de AE con actividad insecticida desarrolladas por ultrasonido para el 

control de P. interpunctella. Dado lo novedoso del método, en la literatura existen escasos 

antecedentes sobre la utilización del ultrasonido en el desarrollo de NEs con actividad 

insecticida. Sin embargo podemos citar a: Sugumar et al. (2014), quienes diseñaron NEs de 

Tween 80 con diferentes proporciones de AE de eucaliptus y con actividad larvicida en Culex 

quinquefasciatus Say (Díptera, Culicidae). Similares NEs con Tween y este AE fueron diseñadas 

por Pant et al. (2014) con el objetivo de desarrollar un bioinsecticida para el manejo de  T. 
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castaneum. Hashem et al. (2018) emplearon a este mismo insecto para probar el efecto de las 

NEs basadas en AE de anis. El AE de Neem también fue nanoemulsionado para desarrollar un 

insecticida para el control de larvas de Cx. quinquefasciatus (Anjali et al. 2012). Finalmente 

Pascual-Villalobos et al. (2017) elaboraron diferentes NEs a partir de diez AE de distintas 

plantas para obtener un producto que pueda ser usado para el manejo de pulgones. Las NEs 

que mostraron mayor actividad repelente fueron las diseñadas con los AE de anis, menta y 

limón.  

En lo que respecta al modo de acción de las NEs, probablemente, el tamaño nanométrico 

de las gotas condujo a una mayor tasa de penetración del AE a través de la cutícula, lo cual 

resulta ser un punto crítico en la actividad insecticida de cualquier producto (Oosandlo et al., 

2017). Además, las NEs podrían aumentar la afinidad entre el AE y el órgano blanco dada su 

estabilidad química y su solubilidad de las NEs, lo que permitiría de esta manera aumentar la 

exposición a los ingredientes activos (Shahzad et al., 2019). Finalmente, se demostró que las 

NEs podrían estar produciendo un daño extenso en la cutícula y provocando un daño 

histológico que potencie a su vez el efecto del insecticida de síntesis aplicado posteriormente 

(Hashem et al., 2018). 
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3.E. Conclusiones 

 Los parámetros optimizados de la sonda ultrasónica para la elaboración de NEs fueron: 

Potencia = 65W, ciclos = 30on/20off, tiempo de sonicacion = 2min, distancia desde la 

punta de la sonda hasta el fondo del recipiente de la emulsion = 3,7cm. 

 Las NEs de geranio formuladas con una relación AE:Tween 80 de 1:2 tuvieron tamaños 

de gota de ≈14 nm, fueron monodispersas, de aspecto transparente y estables durante 

60 días. A los 120 días la estabilidad disminuyo, obteniéndose dos picos de tamaño y 

una NE translúcida. 

 Las NEs de menta elaboradas con una relación AE:Tween 80 de 1:2 mostraron tamaños 

de gota ≈33 nm, fueron polidispersas y de aspecto macroscópico transparente. A los 

30 días las NEs no mostraron diferencias estadísticas significativas en cuanto al 

tamaño, pero si incrementaron el IDP y esto se reflejó en que el aspecto fue 

translúcido. Finalmente a los 60 días se observó una separación de fases. 

 Con la relación AE:Tween 80 de 1:2 no se obtuvieron NEs estables ni translúcidas, 

utilizando solamente el AE de palmarosa . Al agregrar AL al 50% se obtuvieron NEs con 

tamaños de gota de ≈14 nm, monodispersas y de aspecto macroscópico transparente. 

Las NEs fueron estables durante 120 días. 

 Las NEs de geranio combinadas con β-cipermetrina potenciaron la actividad insecticida 

12,23 veces, con respecto al piretroide solo en larvas del IV de P.interpuctella. Además 

se destaca que la nanoformulación aumentó 2,17 veces la actividad insecticida del AE 

geranio + β-cipermetrina.   

 El efecto tóxico por la aplicación tópica de las NEs de menta + β-cipermetrina fue 7,41 

veces más alto que la registrada para la β-cipermetrina sola. Es de destacar, que las 

NEs aumentaron 3,08 veces la actividad insecticida del AE de menta+ β-cipermetrina.  

 Las NEs elaboradas con el AE de palmarosa + AL junto a la β-cipermetrina 

incrementaron la actividad insecticida con respecto al piretroide solo 3,78 veces y 1,56 
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veces con respecto al tratamiento del AE de palmarosa + AL en combinación con la β-

cipermetrina. 

Las NEs analizadas en el presente capítulo podrían incorporarse como herramientas 

complementarias en las estrategias de control de P. interpuctella, especialmente aquellas 

formulaciones elaboradas con el AE de geranio. Los trabajos futuros relacionados con el 

desarrollo de estas NEs deberán centrarse en obtener mayor información acerca del modo de 

acción de estos nanosistemas, así como también deben buscar incrementar la estabilidad y 

actividad insecticida de los mismos. 
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4. El final es en donde partí 1: Ecotoxicologí a de las 
nanoformulaciones 

4.A.1. Introducción 

En 1935, Tansley utilizó el término “ecosistema” para comprender y describir las complejas 

interacciones entre factores bióticos y abióticos. En ese momento, el autor resaltó la idea del 

ecosistema como “una unidad básica de la naturaleza”  Armenteras et al., 2016). 

Un ecosistema puede ser equiparado a un ser vivo con equilibrio homeostático que puede 

estar potencialmente amenazado por la irrupción no habitual de factores biológicos, químicos 

o físicos. A estas amenazas que pueden afectar las condiciones del biotopo o de la biocenosis 

se las denomina polución. Por lo tanto, esta puede interferir en el equilibrio de un ecosistema, 

alterando los mecanismos homeostático del mismo (Margalef, 1995). Comúnmente suele 

considerarse a la actividad humana como la única fuente de polución; sin embargo, los 

fenómenos naturales como las tormentas de arena y las erupciones volcánicas son también 

fuentes de ella. Cabe destacar que las actividades humanas son las que han influido 

mayoritariamente en la contaminación ambiental (Capó, 2007). 

En la actualidad, la población humana se encuentra en una fase de crecimiento 

exponencial que ha generado drásticas consecuencias ambientales. Por un lado los bosques se 

han utilizado para la construcción de viviendas o con fines agrícolas, deteriorando el equilibrio 

ambiental y por otro lado, el crecimiento de los contaminantes tales como desechos 

domésticos, efluentes no tratados o semi-tratados de industrias y diferentes productos 

químicos, así como los pesticidas utilizados en el sector agrícola (Mustapha, 2008; Naeem et 

al., 2010; Abu-Darwish et al., 2011).  

Como respuesta a la necesidad de estudiar los efectos de la actividad humana sobre el 

ecosistema, surge la disciplina de la ecotoxicología. La misma se define como: la ciencia que 

                                                           
1
 Referencia al título de la canción del grupo argentino conocido como “La Renga”, de su disco “Despedazado en mil 

partes”  1996). 
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estudia la polución, su origen, su evolución e interacción con las moléculas que integran 

dinámicamente los ecosistemas y sus acciones y efectos sobre los seres vivos que los habitan 

(Sánz Sánchez, 1974). A esta definición se puede sumar otra que afirma que la ecotoxicología 

es la rama de la toxicología que se ocupa del estudio de la exposición incidental de los 

organismos a productos contaminantes del ambiente, de los alimentos o del agua. Es así, que 

esta disciplina evalúa las relaciones causa-efecto junto con las condiciones y los límites de 

seguridad de tal “exposición” (Loomis, 1982). 

El estudio del impacto de los pesticidas sobre los enemigos naturales de los insectos plaga 

tiene una historia relativamente reciente. La implementación de medidas prácticas tendientes 

a minimizar los efectos adversos de estos productos sobre el ambiente aún es más reciente. 

Algunos esfuerzos para mitigar los efectos secundarios de los pesticidas en este grupo de 

organismos fueron instituidos en la era anterior a la invención de los insecticidas orgánicos 

sintéticos, pero tales esfuerzos se diluyeron con el uso masivo de estos productos, 

principalmente los neurotóxicos (es decir, organoclorados, organofosforados, carbamatos, 

piretroides) (Croft et al., 1998). Sin embargo a comienzos de los años 60, la bióloga Rachel 

Carson publicó el libro “Primavera Silenciosa” (Silent Spring). En este, se detalla un escenario 

de un futuro silencioso sin los cantos de los pájaros y con otras terribles consecuencias si se 

continuaba con el proceso degradativo producido por la contaminación ambiental. 

Especialmente en aquella época estaba en pleno uso el pesticida conocido como DDT, el cual 

generó perdidas significativas de las poblaciones del ave emblemática de los Estados Unidos, el 

águila calva. El libro fue una revolución en sí misma. Se considera que la Primavera Silenciosa 

inspiró la movilización ecologista que consiguió que el departamento de agricultura de los 

Estados Unidos revisara su política sobre pesticidas y prohibiera el DDT (Calvente, 2007). Esto 

sentó las bases para que en los años posteriores aumentara el interés en relación con los 

efectos secundarios del insecticida sobre los seres vivos. Es por esto, que las nuevas 

estrategias de MIP buscan desarrollar formulaciones para el control de insectos plaga que se 
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encuadren en el marco de las “prácticas verdes”. Es así que la llamada “síntesis verde” de 

insecticidas tiene como objetivo diseñar procesos con bajo impacto ambiental, evitando los 

subproductos nocivos y minimizando la contaminación y producción de residuos (Chaudhary y 

Masram, 2020).  

En las últimas décadas se ha impulsado la búsqueda no solo de nuevas alternativas para la 

protección de plantas y productos agrícolas, sino también la de sustancias insecticidas que 

sean inocuas y brinden protección a las personas y al ganado frente a los parásitos y vectores. 

Esto se debe principalmente a los riesgos ambientales y para la salud humana asociados con 

las aplicaciones frecuentes de pesticidas sintéticos (Pavela y Sedlák, 2018). Esta búsqueda 

debe ir acompañada de estudios que certifiquen que los productos son seguros para el 

ambiente y los seres vivos. 

Los trabajos ecotoxicológicos relacionados con el impacto de los insecticidas son de vital 

importancia ya que, estas sustancias generalmente suelen carecer de especificidad, afectando 

de modo indiferente a organismos blanco y no blanco (Stanley y Preetha, 2016). Es por esto 

que tales estudios han involucrado a diferentes organismos. Por ejemplo se han evaluado los 

efectos de neonicotinoides en abejas, mariposas, caballitos del diablo y microcrustáceos 

(Hladik et al., 2018). Stanley et al. (2018) estudió la actividad biológica del diafentiurón en 

abejas, lombrices de tierra y gusanos de seda. Además se han llevado adelante trabajos de 

ecotoxicología que evalúan los efectos de los insecticidas en enemigos naturales de los 

diferentes artrópodos plaga. Por ejemplo, se estudió la actividad del clorantraniliprol, 

ciantraniliprol, spinosad y spinetoram en Bracon nigricans Szépligeti (Hymenoptera: 

Braconidae), un parasitoide de T. absoluta (Abbes et al., 2015). Se ha reportado también los 

efectos de insecticidas como lambda-cihalotrina, spinosad y fenitrotion en T. evanescens 

(Ndakidemi et al., 2016). 
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Teniendo en cuenta lo antes mencionado y para generar un perfil ecotoxicológico 

completo de las nanoformulaciones de los AE de esta tesis, fue de interés evaluar sus efectos 

sobre modelos de organismos no blanco de ambientes terrestres y acuáticos así como también 

estudiar sus posibles efectos adversos a nivel celular. De esta manera el trabajo realizado en 

este capítulo se enmarcó en tres tipos de análisis diferentes. El primero de ello se centró en el 

abordaje de los efectos tóxicos de las nanoformulaciones sobre Tenebrio molitor L. 

(Coleoptera, Tenebrionidae), seleccionado como organismo no blanco modelo de ambientes 

terrestres. Existen varios trabajos que ponderan el valor biológico de este insecto como un 

organismo importante encargado del reciclado de biomasa y analizan el impacto de los 

insecticidas en esta especie (Gregory et al., 1994; George et al., 2009; 2010; Tavares et al., 

2013). El segundo se abocó a evaluar los efectos de las nanoformulaciones en Artemia salina L. 

(Anostraca, Artemiidae), organismo no blanco modelo de ambientes acuáticos. Varios autores 

proponen a A. salina como una especie clave dentro de las redes tróficas de los cuerpos de 

agua continentales y a su vez puede actuar como un importante bioindicador de agentes 

contaminantes (Duarte et al., 2019; Onbasili y Duman, 2010; Wang et al., 2011). Con el 

objetivo de obtener valores de referencia sobre la toxicidad de las nanoformulaciones en 

ambiente acuáticos, se seleccionó un insecto plaga representante de este tipo de medio, como 

es Culex pipiens pipiens L. (Diptera, Culicidae). Tales valores fueron utilizados para comparar 

los efectos de estos productos sobre A. salina. Cabe aclarar que este mosquito ha demostrado 

tener un papel fundamental en la transmisión de la filariasis linfática causada por Wuchereria 

bancrofti y otros importantes arbovirus (Gopalakrishnan y Veer, 2018). Por último y a modo de 

completar los estudios toxicológicos se evaluaron los efectos de las nanofomulaciones en 

células de fenotipo osteoblástico como modelo celular de mamíferos.   
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4.A.2. Organismos en estudio:  

4.A.2.a.Clasificación Tenebrio molitor 

Phylum: Arthropoda  

Subphylum: Hexapoda  

Clase: Insecta  

Orden: Coleoptera 

     Famillia: Tenebrionidae 

Género: Tenebrio 

Especie: Tenebrio molitor L.  

 
T. molitor, también conocido como gusano de la harina, pertenece a la familia 

Tenebrionidae , de la cual se conocen cerca de 14.600 especies que presentan diferentes 

características en cuanto a su morfología, tamaño y coloración (Díaz Gámez, 2014). T. molitor 

es una especie autóctona de Europa y actualmente se distribuye por todo el mundo (Azagoh et 

al., 2016). 

El ciclo de vida del T. molitor es variable, aproximadamente dura entre 280 – 600 días. Las 

hembras pueden depositar entre 250 a 1000 huevos. Estos huevos son incubados, en 

condiciones óptimas de temperatura (18 a 20 °C), durante aproximadamente 10 a 12 días. Al 

cabo de este tiempo eclosionan las larvas que pasaran por varios estadios, durante un periodo  

que puede abarcar de 3 a 4 meses, incluso puede llegar a durar hasta 18 meses dependiendo 

de las condiciones de cría (Makkar et al., 2014). La siguiente etapa es la de pupa que, a una 

temperatura de 25 °C, tiene una duración de 7 a 9 días o en su defecto puede llegar hasta 20 

días a temperaturas más bajas. Finalmente, transcurrido este tiempo alcanzan el estado adulto 

que puede durar desde dos a tres meses (Azagoh et al., 2016; Makkar et al., 2014).  
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Lámina 4.1. Características morfológicas de Tenebrio molitor

Adultos: miden aproximadamente 18 mm 

de largo y 4 mm de ancho. Al eclosionar de 

la pupa, los adultos son de color 

blanquecino. Conforme pase el tiempo irán 

adquiriendo un tono marrón. En una 

semana ya adquieren el color negro-

marrón propio del adulto y son 

sexualmente maduros. Además presentan 

un cuerpo compacto con bordes paralelos 

(Azagoh et al., 2016). 

 

 

Huevos: son ovalados, de color blanco y 

con forma de riñón, se los suele encontrar  

aisladamente o  bien en una disposición de 

racimo. Presentan un tamaño aproximado 

de 1 mm (Medrano Vega, 2019) 

Larvas: pueden llegar a transcurrir hasta 

por 15 estadios y estas etapas se irán 

diferenciando por el tamaño y la 

coloración. Las larvas de los primeros 

estadios son blancas y  van adquiriendo un 

color amarillento a medida que aumentan 

su tamaño desde 1 hasta los 20 o 30 mm. 

Las larvas maduras promedio de los 

últimos estadios poseen un color marrón 

claro, y una longitud de 20 mm con un 

peso de 160 mg, aproximadamente (Díaz 

Gámez, 2014). 

 

Pupas: son de tipo libre, de color  blanco 

en un principio y se tornan marrones  

conforme maduran (Makkar et al., 2014). 
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4.A.2.b. Clasificación Culex pipiens pipiens 

Phylum: Arthropoda  

Subphylum: Hexapoda  

Clase: Insecta  

Orden: Diptera 

     Famillia: Culicidae 

Género: Culex 

Especie: Culex pipiens pipiens L. 

 

Es una especie de amplia distribución en el mundo, encontrándose desde los trópicos a las 

regiones templadas (Foster y Walker, 2019). La familia de este insecto involucra alrededor de 

3.450 especies descriptas en el mundo y su gran mayoría se concentra en las zonas tropicales y 

subtropicales (Cetin et al., 2012). 

Los mosquitos pasan por cuatro estados durante su ciclo de vida: huevo - larva - pupa - 

adulto. Los estados inmaduros son acuáticos, en tanto que los adultos son de vida terrestre. 

Los huevos del género Culex son colocados en la superficie del agua en masas (Dehghan et al., 

2010). El desarrollo embrionario varía de acuerdo a factores externos como la temperatura; en 

épocas cálidas, el período de incubación es generalmente de 2 o 3 días. Cuando las 

condiciones ambientales son favorables, el estado larval dura de 8 a 10 días, y posee cuatro 

estadios. En general, la duración del estado pupal es de alrededor de 2 días en condiciones 

favorables, siendo la pupa del macho de menor tamaño que la de la hembra (Kiarie-Makara et 

al., 2015). El ciclo completo de huevo a adulto, en óptimas condiciones de temperatura y 

alimentación, ocurre en aproximadamente 10 días. Generalmente, el período de vida de las 

hembras es de aproximadamente 2 semanas a un mes (siendo más longevas que los machos) y 

pueden llegar a colocar entre 100 y 300 huevos (Salomón, 2005). 
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Lámina 4.2. Características morfológicas de Culex pipiens pipiens 

Adultos: son pequeños (aproximadamente 

6 mm), de cuerpo delgado y patas largas. 

En cuanto al color, el cuerpo es castaño 

claro, casi amarillento en el tórax con patas 

oscuras y abdomen claro ventralmente y 

oscuro en el dorso, con bandas claras 

transversales. Generalmente, los machos 

son de menor tamaño que las hembras. 

Tienen alas angostas, cubiertas de escamas 

(Salomón, 2005). 

 

Huevos: son alargados, en general, 

elípticos y de color claro al momento de ser 

colocados, pero se oscurecen después de 

algunas horas. El tamaño varía pero en 

términos generales miden unos 0,6 a 0,8 

mm (Vinogradova, 2000). 

Larvas: presentan la cabeza de color 

castaño oscuro y el resto del cuerpo algo 

más claro. En la cabeza se distinguen las 

manchas oculares, antenas y piezas bucales 

filtradoras. En el extremo posterior del 

abdomen poseen un sifón respiratorio y 4 

pares de cerdas  (Vinogradova, 2003). 

 

Pupas: presentan dos regiones corporales: 

el cefalotórax, que lleva las trompetas 

respiratorias, y el abdomen, que termina 

en las paletas natatorias (Salomón, 2005). 
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4.A.2.c. Clasificación Artemia salina 

Phylum: Arthropoda  

Subphylum: Crustacea 

Clase: Branchiopoda 

Orden:  Anostraca 

     Famillia: Artemiidae 

Género: Artemia 

Especie: Artemia salina L. 

 

Artemia salina es una especie cosmopolita, propia de aguas salobres continentales. Como 

mecanismo adaptativo a los cambios ambientales que pueden sucederse en este tipo de 

ambiente, estos crustáceos pueden entrar en anabiosis durante el estado de huevo. Se 

originan así, de forma característica, estructuras de resistencia denominadas quistes que 

pueden permanecer metabólicamente inactivos durante largos períodos (Kumar y Babu, 

2015). 

El ciclo de vida comienza con la hidratación de los quistes y su posterior eclosión luego de 

unas 48 h. La primera larva es de tipo nauplius y suele permanecer en este estadio unas 30 h, 

pasando posteriormente a un estadio de metanauplius.  A. salina suele atravesar por unas 15 

mudas hasta alcanzar la adultez, proceso que lleva alrededor de 2 semanas en total (Shaala et 

al., 2015). 
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Lámina 4.3. Características morfológicas de Artemia salina (Criel y Macrae, 2002) 

Adultos: son pequeños (10 mm de 

longitud) con una coloración anaranjada 

translúcida. En la cabeza se hallan un par 

de ojos compuestos pedunculados, 

apéndices bucales y antenas que varían 

según el sexo. El tórax posee filopodios que 

posibilitan la movilidad y el abdomen lleva 

los órganos reproductivos (en el caso de la 

hembra un saco ovigero).   

 

Huevos: suelen tener una coloración 

anaranjada, son de forma oval y tal lo 

mencionado frente a condiciones adversas 

constituyen estructuras de resistencia 

denominadas quistes. 

Nauplii: son el primer estadio larvario, 

translúcido y mide aproximadamente unas 

250 micras. Además, en la cabeza, entre las 

anténulas tienen un único ocelo de color 

rojo. No se alimenta ya que su aparato 

digestivo no es funcional.  

 

Metanauplii: Es el siguiente estadio 

larvario que se caracteriza por la presencia 

de filopodios. El tamaño en esta fase se 

incrementa notablemente. En este estadio 

el aparato digestivo ya es funcional y el 

segundo par de antenas filtra partículas 

alimenticias.  

Pre – adultos: En este estadio comienzan a 

aparecer las diferentes características que 

van a identificar a los machos y hembras. El 

principal carácter distintivo son las 

antenas, que en las hembras son muy 

pequeñas, mientras que en los machos son 

más grandes y tienen forma de pinzas o 

tenazas. 
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4.A.3. Hipótesis 

A partir de lo expuesto con anterioridad, se formularon las siguientes hipótesis de trabajo: 

 Las NPAE y las NEs cargadas con los AE de geranio, menta y palmarosa no presentan 

efectos tóxicos en T. molitor (organismo modelo terrestre).  

 Las NPAE y las NEs cargadas con los AE de geranio, menta y palmarosa potencian la 

actividad larvicida de los AE en Cx. p. pipiens. 

 Las nanoformulaciones no presentan efectos nocivos en A. salina a dosis comparables 

a las usadas en Cx. p. pipiens.  

 Las NEs no reducen la viabilidad en células de fenotipo osteoblástico. 

4.A.4.a. Objetivo general 

El objetivo general es evaluar los efectos toxicológicos de las NPAE y NEs en organismos no 

blanco como T. molitor, A. salina y en células de fenotipo osteoblástico. 

4.A.4.b. Objetivo específicos  

 Evaluar la toxicidad de las NPAE de los AE de geranio, menta y palmarosa en larvas 

de T. molitor. 

 Estudiar los efectos de las NEs de geranio, menta y palmarosa + AL combinadas 

con β-cipermetrina en larvas de T. molitor. 

 Obtener valores  toxicológicos de referencia de las NPAE y las NEs en larvas de Cx. 

p. pipiens. 

 Estudiar el efecto tóxico de las NPAE y de las NEs en A. salina.  

 Evaluar los efectos de las NEs en la viabilidad de las células de fenotipo 

osteoblástico. 
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4.B. Materiales y métodos  

4.B.1. Cría de Cx. p. pipiens 

Con el objetivo de obtener valores de referencia para evaluar los efectos  de las NPAE y de 

las NEs en organismos acuáticos y en células de mamíferos se realizaron ensayos de toxicidad 

de estos productos en larvas de Cx. p. pipiens. Las larvas de mosquito se recolectaron de un 

área de agua estancada y se aclimataron durante 48 h en una sala de cría del laboratorio de 

Zoología de Invertebrados II de la UNS, a una temperatura de 27 ± 1°C.  

4.B.2. Cría de T. molitor y A. salina 

Como modelo de organismo no blanco terrestre se utilizaron larvas de T. molitor. Las 

colonias de este insecto se mantuvieron en una cámara de cría en oscuridad. Las larvas se 

desarrollaron en contenedores de plástico de 20 cm × 20 cm × 30 cm (largo x ancho x alto). 

Cada uno de estos contenedores contenía una mezcla de harina de trigo, harina de maíz y 

avena (2: 1: 1 p / p). 

Por otra parte, como modelo de organismo no blanco acuático se emplearon larvas nauplis 

de A. salina de 48 h. Para ello los quistes se colocaron en agua destilada durante 24 h para 

hidratarlos. Posteriormente, se trasladaron a un recipiente con agua de mar sintética 

(salinidad: 33 ppm), con iluminación y aireación continua mantenido a 27 ± 1°C. Luego de la 

eclosión, las nauplius se mantuvieron en estas condiciones durante 48 h hasta su utilización en 

los bioensayos.  

4.B.3. Cultivo celular 

Para evaluar la toxicidad de los AE y sus nanoformulados en células de mamíferos se 

realizaron experimentos in vitro empleando cultivos primarios de células de fenotipo 

osteoblástico de rata neonata. Las células se obtuvieron por decapitación de ratas Wistar (3-5 

días de edad) pertenecientes al bioterio de la Universidad Nacional del Sur (UNS), según los 

protocolos ya descriptos en Katz et al. 2008 y de acuerdo a las normativas de la Guía para el 
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Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos, 

NIH) y al protocolo aprobado por el Comité de Investigación para el Cuidado y Uso de Animales 

de Experimentación de la UNS (CICUAE). Luego de la extracción del cráneo se apartó la piel y el 

tejido de la base y se extrajo la parte superior de la caja craneana. El tejido óseo se lavó con 

PBS 1X conteniendo EDTA 4 mM y se disoció enzimáticamente por agitación en solución salina 

con colagenasa 200U/ml (37 °C, 10 min), procedimiento que se repitió 3 veces. Las células de 

fenotipo osteoclástico disociadas en la primera digestión enzimática se descartaron, mientras 

que aquellas correspondientes a los períodos posteriores de digestión, de fenotipo 

osteoblástico, se recolectaron por centrifugación (Bellows et al. 1986). Tales células se 

cultivaron en placas de vidrio en medio α-MEM suplementado con 10% suero fetal bovino 

(SFB), 1% penicilina y estreptomicina hasta alcanzar 80% de confluencia (a 37 °C en atmósfera 

humidificada, con 5,5% de CO2). Luego, se desprendieron con tripsina (0,25% PBS 1X) y se 

resuspendieron en α-MEM 10% SFB para el recuento en el hemocitómetro. Para ello, se cargó 

la cámara de Neubauer con la suspensión celular y se llevó a cabo el conteo en los cuatro 

cuadrantes externos para obtener el número total de células (Número Total = promedio de 

células ubicadas en los cuatro cuadrantes x 10.000 x volumen final). Seguidamente, las células 

se criopreservaron a una densidad de 1 x 106 células/ml en N2 líquido hasta el momento de su 

utilización. 

4.B.4. Bioensayos ecotoxicologicos con T. molitor 

En primer lugar se estudió el efecto de las NPAE de los AE de geranio, menta y palmarosa 

en larvas de T. molitor (con un peso similar a las larvas del IV estadio de P. interpunctella). Para 

ello se trataron papeles de filtro (diámetro de 9,4 cm) con las NPAE que se esparcieron 

directamente sobre estos a concentraciones comparables a las usadas en el ensayo de P. 

interpuctella (capítulo 2). Las concentraciones abarcaron un rango de entre 25 y 600 µg cm-2 

(teniendo en cuenta la eficiencia de cargado de cada NP). Luego, los papeles de filtro se 

colocaron en bases de cajas de Petri (9,4 cm de diámetro x 1,9 cm). A continuación se 
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agregaron 10 larvas de T. molitor y se cubrieron con una tela fina tipo voile. En cuanto al 

control, en este caso se utilizó PEG-6000 procesado según 2.B.1 sin agregado de AE. Por cada 

tratamiento se realizaron cuatro réplicas. Los insectos se mantuvieron en condiciones 

controladas a 27 ± 2 °C, 45-50% HR. y 16:8 h L:O. La mortalidad de los insectos se determinó 

trascurridas las 72 h de exposición a los productos.  

El segundo ensayo fue el estudio del efecto combinado de las NEs de geranio, menta y 

palmarosa + AL con β-cipermetrina en T. molitor. El primer paso entonces fue realizar un 

pretratamiento con las NEs a una dosis 20 µg de larva-1 (equivalente a la dosis evaluada para 

larvas de P. interpunctella). Luego de trascurridas 2 h de este tratamiento se aplicaron 

soluciones acetónicas de β-cipermetrina en dosis que variaron desde 0,003 a 0,06 µg larva-1. 

Para el caso de los controles, uno de ellos se realizó con acetona sola, otro con surfactante 

solo y un tercero con la aplicación secuencial acetona + surfactante. Luego de la aplicación de 

los productos, los insectos se acondicionaron en frascos de vidrio de 25 ml y se mantuvieron a 

27 ± 2 °C, 45-50% HR. y 16:8 h L:O. Por cada tratamiento se realizaron cuatro réplicas. La 

mortalidad de los insectos se determinó trascurridas las 72 h de exposición a los productos.  

Cabe mencionar que por medio de un ensayo preliminar se determinó que las NEs a dosis de 

20, 40 y 80 µg larva-1 no generaron efectos letales en larvas de T. molitor. 

4.B.5. Ensayos preliminares de toxicidad en Cx. p. pipiens 

Los bioensayos se llevaron a cabo bajo los protocolos propuestos por la OMS (2005), 

utilizando larvas del IV estadio de Cx. p. pipiens. Para evaluar la toxicidad de los AE de geranio, 

menta, palmarosa y la mezcla AE palmarosa:AL (1:1), cada uno se agregó a 250 ml de agua 

corriente que contenía Tween 80 (1% p / v); para el caso de las NPAE y las NEs, las mismas se 

adicionaron a 250 ml de agua corriente sola. Las mezclas se mantuvieron bajo agitación 

magnética durante 15 minutos y se trasvasaron 50 ml de las mismas a un recipiente plástico. 

Las concentraciones empleadas variaron desde 10 a 250 ppm. Como control se utilizó agua 
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sola (o agua + Tween 80 (1% p / v); además se evaluó el efecto del PEG 6000 y el Tween 80 

solos (en la proporción correspondiente a la usada para la elaboración de las 

nanoformulaciones) a la máxima concentración. A cada recipiente se le agregaron 20 larvas de 

Cx. p. pipiens  que se mantuvieron en condiciones controladas (27 ± 2 °C, 45-50% HR. y 16: 8 h 

L: D fotoperíodo). Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado (n = 80). Después de 

24 h de exposición se registró la mortalidad.   

4.B.6. Bioensayos ecotoxicologicos con A. salina 

En el presente trabajo, las nauplis de A. salina de 48 horas de edad fueron expuestas a las 

NPAE y las NES. Distintas cantidades de las nanoformulaciones se mezclaron bajo agitación 

magnética (15 min) con 30 ml de agua de mar sintética recién preparada a fin de obtener 

concentraciones que variaron desde 25 a 100 ppm. 6 ml de estas mezclas se trasvasaron a 

viales de vidrio a los que se les agregaron 20 nauplius que se mantuvieron en condiciones 

controladas (27 ± 2 °C, 45-50% HR. y 16: 8 h L: D fotoperíodo). Se realizaron dos controles, uno 

sin tratamiento alguno y el otro que contenía PEG-6000 o Tween 80 (en la proporción 

correspondiente a la usada para la elaboración de las nanoformulaciones) a una concentración 

máxima. Las pruebas se realizaron por cuadruplicado. Después de 24 h de exposición se 

registró la mortalidad.  

4.B.7. Ensayo de viabilidad celular  

Para los experimentos, las células de fenotipo osteoblástico se descongelaron y sembraron 

en placas de vidrio de 10 cm de diámetro hasta alcanzar 80% de confluencia. Luego, se 

desprendieron con tripsina, se sembraron en multiwells (Costar, 48 pocillos) a una densidad de 

1 x 104 células/cm2 y se cultivaron durante 2-3 días en α-MEM 10% SFB. De este modo, cada 

lote de células empleado en los experimentos tiene dos pasajes o repiques. Este 

procedimiento evita posibles transformaciones del fenotipo celular debido a sucesivos pasajes 
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(Towler y Arnaud, 2002). Cuando alcanzaron el 80% de confluencia, las células se expusieron a 

α-MEM 1% SFB durante 16 h antes de comenzar los tratamientos.  

Los experimentos se llevaron a cabo empleando las NEs de Tween 80 elaboradas según lo 

descripto en el capítulo 3, las cuales se adicionaron directamente al medio que contenía a las 

células de fenotipo osteoblástico. Dadas las características del medio de cultivo, que es líquido, 

se decidió evaluar el efecto de las NEs a las dosis de 50 ppm para el caso de menta y palmarosa 

+ AL y a 75 ppm para el de las NEs de geranio. Estas dosis son equivalentes a los valores de CL90 

registrados en el ensayo con Cx. p. pipiens (NEs de geranio = 74,21 ppm;  NEs  de menta = 

46,73 ppm; NEs de palmarosa + AL = 47,25 ppm). También se analizaron tres condiciones de 

control: una que contiene el medio solo, otra que contenia el medio + Tween 80 en la 

proporción correspondiente a las NEs menta y palmarosa + AL y la última que contenia el 

medio + Tween 80 en la proporción correspondiente a las NEs de geranio. Se realizaron tres 

ensayos independientes a fin de evaluar la viabilidad celular 24, 72 y 168 h. En el último caso, 

el medio de cultivo con el tratamiento se renovó cada 48 h. 

En cuanto a la determinación de la viabilidad celular, ésta se llevó a cabo mediante la 

tinción con Rojo Neutral según Repetto et al. (2008). Al finalizar el período experimental, las 

células se lavaron con PBS 1X y se incubaron con el colorante en α-MEM por 3 h a 37 °C. Luego, 

se removió el exceso de colorante con PBS 1X y se fotografió en un microscopio invertido. Se 

extrajo el colorante mediante una solución removedora (50:49:1; etanol, agua, ácido acético) y  

está solución se cuantificó a 540 nm. Paralelamente se realizó un blanco de reactivos. 

En lo que respecta a los ensayos ecotoxicológicos de las NPAE en células de fenotipo 

osteoblástico, los mismos estaban programados para ser llevadosa cabo durante el presente 

año (2020). Sin embargo, ante la situación de público conocimiento relacionada al virus Sars 

cov 2 y tal lo establecido por el decreto del gobierno nacional que dictó “el distanciamiento 

social preventivo y obligatorio”  Decreto 297/2020), estos ensayos no pudieron ser llevados a 
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cabo. Por tal motivo, se decidió que los mismos se realizaran una vez retomadas las actividades 

en el laboratorio. Para llevar adelante el futuro ensayo las NPAE se sembrarán por separado en 

medio de cultivo con células de fenotipo osteoblástico, a las dosis de referencia tomadas de los 

datos de CL90 del ensayo con Cx. p. pipiens (NPAE de geranio = 82,39 ppm; NPAE de menta = 

133, 92 ppm; NPAE de palmarosa = 106,82 ppm). También se analizarán dos condiciones de 

control: una que contendrá el medio solo y la otra que tendrá el medio + PEG-6000 (PEG-6000 

procesado según 2.B.1 sin agregado de AE). La viabilidad celular se registrará durante 24 h, 72 

h y 168 h. En este último caso, los medios de tratamiento se renovarán cada 48 h. Cabe 

destacar que esta parte de la investigación que involucra los estudios de los efectos de las 

nanoformulaciones en la viabilidad celular se realizó bajo la supervicion de las doctoras Valería 

Gilli y Graciela Santillan, pertenecientes al INBIOSUR (Instituto de Ciencias Biológicas y 

Biomédicas del Sur – CONICET-UNS). 
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4.B.8. Análisis estadístico 

En el caso de los ensayos llevados a cabo con Cx. p. pipiens y A. salina la mortalidad fue 

registrada luego de 24 h de exposición, mientras que para T. molitor, la mortalidad fue 

registrada a las 72 h con el objetivo de obtener los valores de CL50/CL90 o DL50/DL90. En el caso 

de Cx. p. pipiens y A. salina, el tiempo de exposición se determinó en base al periodo (breve) 

que los organismos transcurren en ese estadio larval específico. Para el caso de T. molitor  se 

seleccionó un tiempo de exposición igual al utilizado en los bioensayos con larvas del IV 

estadio de P. interpunctella. El análisis estadístico fue llevado adelante empleando el software 

SPSS 25.0. Los valores CL50/CL90 o DL50/DL90 fueron considerados diferentes si sus intervalos de 

confianza del 95% no se superponían. 

Por otra parte, para el caso del bioensayo de viabilidad celular, los datos se analizaron  

usando el programa InfoStat. Se eligió ANOVA como método para determinar diferencias 

estadísticas entre los valores medios de los tratamientos. Estos valores se compararon 

utilizando el test post hoc para múltiples comparaciones de Bonferroni. 
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4.C. Resultados 

4.C.1. Bioensayos ecotoxicológicos con NPAE y NEs en larvas de T. molitor. 

En lo que respecta al estudio biológico de las NPAE en organismos no blanco terrestres, los 

ensayos llevados a cabo en T. molitor demostraron que ninguna de las tres NP formuladas 

tuvieron efecto alguno por contacto en este insecto, incluso a la máxima dosis evaluada (600 

 g cm-2). Tampoco se registró mortalidad en el control con PEG- 6000. 

En este capítulo también se analizó el efecto de las NEs en T. molitor. El ensayo llevado a 

cabo fue el mismo que se empleó para evaluar la toxicidad en larvas de P. interpunctella, por lo 

cual se analizó el efecto  combinado de las NEs y la β-cipermetrina. En el caso de las NEs de 

geranio, el valor de DL50 fue 0,017  g larvas-1 (0,009 - 0,030). Para las NEs de menta 

combinadas con β-cipermetrina, el valor de DL50 fue de 0,016  g larvas-1 (0,003 - 0,025) y 

finalmente, para las NEs de palmarosa + AL combinados con β-cipermetrina, el valor de DL50 

fue 0,019 µg larvas-1 (0,006 - 0,030). Al evaluar el efecto de la cipermetrina sola se obtuvó una 

DL50= 0,025  g larvas-1 (0,021-0,029). No se observaron diferencias significativas entre el efecto 

del piretroide solo o en combinación con las NEs (P > 0,05). Cabe resaltar que no se registró 

mortalidad en el control. Esto demuestra que las NEs no potencian la actividad insecticida de la 

cipermetrina en este insecto, motivo por lo cual pueden considerarse relativamente seguras 

para estos organismos no blanco. 
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Figura 4.1. Efectos de las NEs de geranio, menta y palmarosa + AL en larvas de T. molitor. 

 
*Letras similares indican que no hay diferencias estadísticamente significativas (P > 0,05). 

 

4.C.2. Bioensayos ecotoxicológicos en organismos acuáticos. 

4.C.2.a. Ensayos previos de toxicidad con NPAE y NEs en Cx. p.pipiens  

En la Fig. 4.2 se detallan los valores de toxicidad de CL50  de los AE y sus NPAE en larvas IV 

de Cx. p.pipiens. Como primer resultado es importante resaltar que se encontraron diferencias 

significativas entre los valores de CL50 de los AE de geranio y menta y los hallados para sus 

respectivas NPAE y el aceite de palmarosa (P < 0,05). No se encontraron diferencias 

significativas entre el efecto larvicida del AE de palmarosa y sus NPAE (P > 0,05). En el caso del 

AE de geranio, el valor de CL50 fue de 80,97 ppm (75,49 - 86,29) y de sus NPAE fue de 35,64 

ppm (30,34 - 45,95). Por lo tanto las NPAE potenciaron el efecto larvicida unas 2,27 veces. En 

el caso del AE de menta, el valor CL50 fue 88,90 ppm (78,68 - 103,61), mientras que para las 

NPAE fue de 60,92 ppm (37,71 - 77,80); lo que demuestra que las NPAE incrementaron la 

actividad insecticida del AE unas 1,45 veces. Finalmente, el AE de palmarosa mostró un valor 

de CL50 de 53,91 ppm (45,68 - 61,01), y sus NPAE tuvieron una CL50 de 57,45 ppm (35,283 – 

79,75). En estos bioensayos no se registró mortalidad en los controles. 
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Figura 4.2. Toxicidad de los AE de geranio, menta y palmarosa y sus NPAE en larvas IV de Cx. 
p.pipiens. 

 
*Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas (superposición de lC, P <0.05).  

1. AE de geranio 
2. NPAE de geranio 
3. AE de menta 

4. NPAE de menta 
5. AE de palmarosa  
6. NPAE de palmarosa  

 

La Fig. 4.3 muestra los valores de toxicidad de los AE de geranio, menta y palmarosa + AL y 

de sus NEs para las larvas del IV estadio de Cx. p. pipiens. Es importante resaltar que no se 

encontraron diferencias significativas entre la actividad larvicida de los AE (P > 0,05), pero si las 

hubo entre los AE y sus NEs (P < 0,05). Con respecto a las NEs se hallaron diferencias 

significativas entre los valores de CL50 de las NEs de geranio y palmarosa (P < 0,05); sin 

embargo no hubo diferencias entre estas NEs y las elaboradas con el AE menta (P > 0,05). 

Como se mencionó, para el AE de geranio el valor obtenido de CL50 fue de 80,97 ppm (75,49 - 

86,29) y en el caso de las NEs fue de 48,27 ppm (44,09 - 53,39). En consecuencia, las NEs 

potenciaron el efecto larvicida unas 1,67 veces. En el caso del AE de menta, el valor CL50 fue de 

88,90 ppm (78,68 - 103,61), mientras que para las NEs tal valor fue de 31,24 ppm (20,11 - 

49,76). Por lo tanto, las NEs aumentaron la actividad insecticida 2,84 veces. Finalmente, para el 

AE de palmarosa + AL el valor de CL50 encontrado fue de 80,29 ppm (75,58 - 84,71), y en las 

NEs, 32,30 ppm (29,71 - 35,09), por lo que las NEs potenciaron la bioactividad 2,49 veces. 
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Figura 4.3. Toxicidad de los AE de geranio, menta y palmarosa y sus NEs en larvas IV de Cx. 
p.pipiens. 

 
*Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas (superposición de lC, P <0.05).  

1. AE de geranio 
2. NEs de geranio 
3. AE de menta 

4. NEs de menta 
5. AE de palmarosa + acetato de linalilo 
6. NEs de palmarosa + acetato de linalilo 

 
 Las NEs y las NPAE, con excepción de las palmarosa, potenciaron la actividad larvicida de 

los AE. A su vez, estos estudios preliminares aportaron los valores aproximados para realizar la 

comparación de toxicidad de estos dos productos en organismos acuáticos como A. salina. 

Finalmente, mediante este ensayo, también se obtuvieron los valores de CL90 que serán 

empleados para realizar los ensayos de toxicidad en cultivos celulares de mamíferos. 

4.C.2.b. Ensayos ecotoxicológicos con NPAE y NEs en A. salina . 

En los ensayos ecotoxicológicos de las NPAE en A. salina se observó variabilidad en los 

resultados entre las NPAE (tabla 4.1). Por ejemplo, con las NPAE de geranio, no se registró 

mortalidad incluso a la máxima dosis (75 ppm). Para el caso de las NPAE de menta el valor de 

CL50 que se obtuvo fue de 18,45 ppm (5,48 - 26,86), mientras que las NPAE de palmarosa 

fueron muy tóxicas incluso a bajas concentraciones, por lo cual no se pudo obtener un valor de 

CL50. No se observó mortalidad en el control. Por los resultados registrados, las NPAE de menta 

y palmarosa demostraron no ser un producto seguro para su aplicación en ambientes 
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acuáticos, por lo que se recomienda el uso de las NPAE de geranio, que no mostraron tales 

efectos en organismos de estos ambientes. 

Tabla 4.1. Efectos de las NPAE de geranio, menta y palmarosa en larvas naupli de 48 h de A. 
salina. 

NPAE CL50 (ppm) Intervalo de confianza 

Geranio No calculado (no se registra mortalidad a 75 ppm) 

Menta 18,45 (5,48 – 26,86) 

Palmarosa No  calculado (100% mortalidad a 25 ppm) 

 
Los resultados de los ensayos de toxicidad en A. salina mostraron que las NEs de menta se 

observó un valor de CL50 de 63,96 ppm (61,26 - 67,01), mientras que en las NEs de palmarosa + 

AL el valor de CL50 fue de 42,57 ppm (40,26 - 44,68) (Tabla 4.2). Los valores de CL50 hallados 

para A. salina fueron significativamente más altos que los valores de CL50 de Cx. p. pipiens, al 

comparar cada tipo de NEs entre sí (P < 0,05). Esto demuestra que ambas NEs son 

formulaciones que actúan específicamente y por lo tanto resultan ser más amigables con el 

ambiente. Es importante resaltar que no se pudo obtener un valor de CL50 de las NEs de 

geranio, ya que a dosis bajas (50 ppm) se producía el 100% de mortalidad en las larvas naupli. 

No se observó mortalidad en el control. 

Tabla 4.2. Efectos de las NEs de geranio, menta y palmarosa + acetato de linalilo (AL) en larvas 
naupli de 48 h de A. salina. 

NEs CL50 (ppm)a Intervalo de confianza 

Geranio No  calculado (100% mortalidad a 50 ppm) 

Menta 63,96 A (61,26 - 67,01) 

Palmarosa + AL 42,57 B (40,26 - 44,68) 

a 
Los valores seguidos de diferentes letras dentro de la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0,05).  
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4.C.3. Ensayo de viabilidad en células tratadas  con NEs 

En la Fig. 4.4 se muestran los resultados del ensayo de viabilidad con células de fenotipo 

osteoblástico tratadas con las NEs a las 24 h. Como se puede observar todas las NEs 

disminuyeron significativamente la viabilidad celular, especialmente la NEs de geranio en 

comparación con el control solo y con Tween 80 (P < 0,05). Al analizar el efecto de estos 

nanosistemas a las 72 h, se puede observar que los controles con Tween 80 y las NEs de menta 

y palmarosa + AL, produjeron un incremento estadísticamente significativo en la viabilidad 

celular en comparación con el control (P < 0,05). Sin embargo, las NEs de geranio tuvieron el 

efecto contrario, reduciendo significativamente la viabilidad celular (P < 0,05) (Fig. 4.5). En lo 

que respecta al tratamiento de las células con las NEs a las 168 h (Fig. 4.6), en comparación con 

los grupos control, las NEs de menta y palmarosa + AL no produjeron diferencias 

estadísticamente significativas (P > 0,05), mientras que las NEs de geranio redujeron 

marcadamente la viabilidad celular (P < 0,05). Estos resultados demuestran que las NEs de 

menta y palmarosa + AL, pueden ser consideradas como productos con una toxicidad baja o 

nula en células de mamíferos.   
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Figura 4.4. Efectos de las NEs de geranio, menta y palmarosa + AL en la viabilidad celular a las 
24 h de exposición. Control G: Tween 80 a 75 ppm; Control PM: Tween 80 a 50 ppm. 

 
*Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas (P <0.05)  
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Figura 4.5. Efectos de las NEs de geranio, menta y palmarosa + AL en la viabilidad celular a las 
72 h de exposición. Control G: Tween 80 a 75 ppm; Control PM: Tween 80 a 50 ppm. 

 

*Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas (P <0.05) 
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Figura 4.6. Efectos de las NEs de geranio, menta y palmarosa + AL en la viabilidad celular a las 
168 h de exposición. Control G: Tween 80 a 75 ppm; Control PM: Tween 80 a 50 ppm. 

 

*Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas (P <0.05) 
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4.D. Discusión 

En estos últimos 20 años se ha promulgado el uso de los AE en el control de insectos plaga 

como un método alternativo de manejo. Uno de los aspectos más prometedores del uso de 

estos productos es su baja toxicidad en los mamíferos y su inocuidad para el ambiente en 

comparación con los insecticidas sintéticos (Osanloo et al., 2017). El perfil de seguridad de los 

AE está garantizado por el hecho de que la mayoría han sido reconocidos como sustancias 

seguras por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) y la Agencia de Protección 

Ambiental (EPA) de Estados Unidos (Pavoni et al., 2019). Como ya se ha comentado en los 

capítulos anteriores los supuestos que sustentan estas ideas son la especificidad y 

biodegradabilidad de los AE; el primero permitiría que su aplicación en el medio no promueva 

efectos adversos sobre organismos beneficios y no blanco (Gaire et al., 2019; Hasegawa et al., 

2018; Shahzad et al., 2019; Sun et al., 2020). El segundo supuesto implicaría que sus residuos 

generen impactos mínimos en el suelo y ecosistemas acuáticos (Balta et al., 2017). 

Tomando entonces como punto de partida la seguridad de los AE surge consecuentemente 

el interrogante sobre el impacto que podrían generar sus nanoformulaciones sobre el entorno 

en el cual podrían ser aplicados. Su elucidación será abordada en este apartado. Como es de 

suponer el desarrollo de la nanotecnología ha introducido importantes cantidades de 

nanomateriales en el ambiente, incluidos los que se encuentran en el aire y el agua. Con el fin 

de proteger la salud humana y la vida silvestre de los posibles efectos adversos de estos 

materiales, un número creciente de estudios se han centrado en la evaluación de la toxicidad 

de los nanomateriales más comúnmente utilizados en el sector industrial (Kumar et al., 2012; 

Peralta-Videa et al., 2011; Yang y Watts, 2005). En este marco, es de destacar que tanto las 

NPAE como las NEs elaboradas en esta tesis están desarrolladas con productos biodegradables 

(PEG-6000 y Tween 80) y debido a esta propiedad es posible suponer a priori que no 

presentarían efectos ecotoxicológicos adversos en el ambiente (Biswal et al., 2008; Oliveira et 

al., 2019) A su vez, las nanofomulaciones se llevaron a cabo en ausencia de solventes, que 
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muchas veces son usados para mejorar la solubilidad de los AE, pero que pueden incrementar 

el impacto ambiental de una nanoformulación (de Oliveira et al., 2014). 

Existen muchos organismos, de diferentes ambientes, que pueden utilizarse en las pruebas 

de ecotoxicidad. Es interesante también, seleccionar especies de diferentes niveles (desde 

productores primarios hasta depredadores) ya que algunos contaminantes ambientales 

pueden acumularse dentro de la red trófica (biomagnificación). A su vez, otro criterio de 

selección es en función de los hábitats específicos (superficial, subterráneo profundo, 

ambientes aireados o anóxicos, etc.) o funciones ecológicas (desnitrificación, bioperturbación, 

etc.) que desempeña cada especie. Otro factor a tener en cuenta para la elección de 

organismos acuáticos o terrestres es por su importancia para llevar adelante un proceso 

ecológico; por ejemplo, si el individuo resulta clave en alguno de los ciclos biogeoquímicos de 

los elementos (Rana y Kalaichelvan, 2013). 

Como se mencionó anteriormente, T. molitor suele ser utilizado como un organismo 

modelo para evaluar los efectos insecticidas de ciertos productos en ambientes terrestres. 

Según los resultados obtenidos, las nanoformulaciones de geranio, menta y palmarosa (NEs 

=palmarosa + AL) no mostraron efectos tóxicos en las larvas de esta especie. Trabajos previos 

demostraron que el AE de palmarosa no posee efectos tóxicos por contacto en adultos de T. 

molitor (George et al., 2009). Por otra parte, al estudiar los efectos de varios AE en las larvas de 

T. molitor, se comprobó que los AE de geranio y menta no presentan efectos repelentes 

(Martynov et al., 2019). Más aún, se informó que, en ensayos utilizando un túnel de viento, los 

adultos de T. molitor son atraídos por el AE de menta (Wang et al., 2016). Cabe destacar que 

los resultados recabados en esta tesis son alentadores para el uso de este tipo de 

nanoformulaciones dado que en la bibliografía se registran efectos tóxicos de nanomateriales 

en otros modelos de organismos no blanco de ambientes terrestres. Estos trabajos dan cuenta 

de que la actividad de los nanomateriales no siempre es segura para los ambientes terrestres y 
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por lo tanto es importante resaltar que tanto las NPAE como las NEs elaboradas en esta tesis, 

no afectaron al organismo modelo utilizado. 

Pese a que el principal objetivo de los bioensayos en larvas Cx. p. pipiens fue obtener 

valores de referencia de toxicidad para los estudios de ecotoxicologia acuática, se considera 

importante hacer mención a los resultados obtenidos para este insecto plaga de importancia 

sanitaria. Tanto las NPAE (excepto la formulada con AE de palmarosa) como las NEs 

potenciaron el efecto larvicida de los principios activos. Varios son los trabajos que 

demuestran efectos similares en larvas de mosquitos utilizando NP, NEs y diversos NM 

desarrollados con productos naturales de origen vegetal (Benelli, 2016; Elemike et al., 2017; 

Montefuscoli et al., 2014; Lucia et al., 2020; Pavoni et al., 2019). 

En lo que respecta a los ensayos ecotoxicológicos con A. salina, estos demostraron que al 

nanoformular los AE utilizando diferentes matrices, se observan distintas respuestas. Por un 

lado, se obtuvo que las NPAE del AE de geranio resultaron ser inocuas, mientras que las NEs de 

este AE tuvieron una alta toxicidad en A. salina, incluso a bajas dosis. El caso contrario fue el 

de las NPAE de menta y palmarosa que resultaron ser muy tóxicas a bajas dosis. Sin embargo, 

las NEs de menta y palmarosa + AL mostraron valores de CL50 muchos más altos que los 

encontrados en el ensayo con Cx. p. pipiens, lo que demuestra la especificidad de estos 

productos. Estos resultados indican que a la hora de pensar una nanoformulación con 

actividad insecticida, no solo es necesario tener en cuenta el componente activo, sino también 

la matriz utilizada para la elaboración del nanoinsecticida. Atendiendo a esto, se puede 

observar que la aplicación del AE de geranio en ambientes acuáticos sería recomendable 

mediante las NPAE, mientras que el resto de los AE podría ser aplicado como NEs. Otros 

autores también han confirmado la selectividad de los AE en organismos no blanco acuáticos, 

como los peces y algunos invertebrados (Castilhos et al., 2018; Govindarajan, 2017; Pavela, 

2014; 2018; Pavela et al. 2019; Pavela y Ribeiro et al., 2018). Sin embargo son escasos los 

trabajos que estudiaron los efectos de toxicidad de los nanomateriales en A. salina. 
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Específicamente, estos trabajos se centraron en nanopartículas metálicas y en aquellas 

destinadas a la administración de fármacos (Ashtari et al., 2012; Ates et al., 2013; Cornejo-

Garrido et al., 2011; Pretti et al., 2014). En cuanto a la elaboración de NEs basada en AE,  

Swathy et al. (2018) nanoformularon el aceite de pimienta negra y evaluaron sus efectos 

tóxicos en A. salina, obteniendo una CL50 de 2,398 ppm. Cabe resaltar que este valor es 

significativamente menor a los hallados con las NEs de menta y palmarosa + AL, demostrando 

la baja toxicidad de estas formulaciones convirtiéndolas en productos con bajo impacto en los 

ambientes acuáticos. 

Los riesgos asociados al uso de estos nuevos nanobioinsecticidas se relacionan también 

con su potencial toxicidad al interaccionar con las células vivas. Es por esto que se evaluó la 

viabilidad de células de fenotipo osteoblástico tratadas con las NEs de geranio, menta y 

palmarosa + AL. Como se pudo observar, luego de 24 h las NEs de menta y palmarosa + AL 

redujeron la viabilidad celular levemente, siendo este efecto aún más pronunciado con las NEs 

de geranio. Es importante enfatizar el hecho de que existen pocos estudios sobre los efectos 

citotóxicos de las NEs cargadas con AE a las 24 h de exposición. Entre estos, es posible citar el 

trabajo de Nuchuchua et al. (2009) quienes elaboraron NEs basadas en citronela, albahaca y 

aceite de vetiver y demostraron efecto citotóxico dosis dependiente frente a fibroblastos a las 

24 h de exposición. Además, se reportó que las NEs de aceite de neem fueron tóxicas para 

linfocitos con estos tiempos de tratamiento (Jerobin et al., 2012).  

Luego de 72 h, las células expuestas a Tween 80 y a las NEs de menta y palmarosa + AL, 

exhibieron un aumento significativo en la viabilidad celular en comparación con las células del 

control. Por otra parte, las NEs de geranio redujeron significativamente la viabilidad celular. El 

aumento promovido por el Tween 80 y las NEs de menta y palmarosa + AL en esta variable 

podría explicarse teniendo en cuenta el trabajo de Taoka et al. (2011). En este estudio se 

postula que el Tween 80 aumenta la permeabilidad de la membrana celular, mejorando el 

aporte nutricional del medio a la célula. Es de suponer que este efecto mediado por el 
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surfactante requiere de un cierto tiempo mínimo de exposición (en nuestro caso 72 h) para ser 

observado. Dado que el aumento en la viabilidad celular promovido por el Tween 80 y las NEs 

de menta y palmarosa + AL no difiere en su magnitud, es de suponer que los efectos tóxicos de 

principios activos serían compensados por la actividad promotora de la viabilidad celular que 

posee el surfactante. En contraposición, en el caso de las NEs de geranio, es posible que el 

efecto del surfactante no haya podido compensar el efecto nocivo del aceite.  

Finalmente a las 168 h, solo las NEs de geranio redujeron significativamente la viabilidad 

celular. Cabe destacar que con estos tiempos de exposición no se hallaron diferencias 

significativas entre los demás tratamientos y controles. Es probable que el aumento en la 

viabilidad celular promovido por el Tween 80 no pueda ser apreciado a este tiempo de 

exposicion, ya que la tasa de crecimiento que exhiben la células en esta etapa del cultivo 

podría ser superior al efecto del surfactante. En este contexto  se  encontró que las NEs de 

albahaca no reducen la viabilidad celular a dosis de 100 a 6000 ppm, con tiempo de 

exposiciones similares a los evaluados en este estudio (Da Silva et al., 2018). Nanosistemas 

basados en Tween 80 / etanol / agua y AE de Cymbopogon citratus Stapf (Poales, Poaceae) 

produjeron baja toxicidad en las células humanas (Li et al., 2019).  

En lo que respecta específicamente a la bioactividad de las NEs de geranio (observada 

tanto a las 24, 72 como a las 168 h), existen antecedentes que demuestran el efecto nocivo de 

este aceite sobre líneas celulares de leucemia (Fayed, 2009). Además se ha postulado que 

dicho efecto sería promovido por sus componentes principales; en este sentido se demostró 

que el citronelol posee efectos antitumorales que inhiben el desarrollo celular (Kobayashi, et 

al. 2016).  

Cabe mencionar que el estudio sobre los efectos de las nanoformulaciones sobre 

organismos no blanco y modelos celulares es de fundamental importancia ya que, por un lado 
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aporta nuevos conocimientos para desarrollar programas de MIP, y por otro genera la 

información necesaria para la aprobación y registro de un nuevo producto insecticida. 

4.E. Conclusiones 

 Las NPAE de geranio, menta y palmarosa no mostraron efectos tóxicos en larvas de T. 

molitor, incluso a las máximas concentraciones. 

 La aplicación tópica de las NEs de geranio, menta y palmarosa + AL no potenciaron el 

efecto de la β-cipermetrina en larvas T. molitor. 

 Las NPAE de menta y palmarosa resultaron mas tóxicas para larvas nauplis de A. salina 

que en larvas de Cx. p. pipiens. Por el contrario, las NPAE de geranio no afectaron al 

organismo no blanco, incluso a la máxima concentración. 

 Las NEs de menta y palmarosa + AL fueron menos tóxicas en larvas nauplis de A. salina 

que en larvas de Cx. p. pipiens. Sin embargo, en el caso de las NEs de geranio estas 

fueron tóxicas, incluso a bajas concentraciones (< 25 ppm).  

 En el ensayo de viabilidad celular las NEs de menta y palmarosa + AL no afectaron la 

viabilidad (72 y 168 h), mientras que las NEs de geranio redujeron significativamente 

esta variable a todos los tiempos de exposición. 

Por lo expuesto anteriormente, y analizando en forma conjunta los datos de bioactividad 

sobre P. interpunctella y T. molitor, se puede concluir que las NPAE y las NEs presentan una 

toxicidad selectiva, no afectando al organismo no blanco. Además, al comparar la toxicidad 

sobre organismos plaga acuáticos (Cx. p. pipiens) y no blanco (A. salina), se observó que las 

NEs de menta y palmarosa + AL también presentaron selectividad. Por último, estas 

nanformulaciones no afectaron la viabilidad celular en un modelo de mamífero. 
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5. Consideraciones Finales 

Como corolario de esta tesis, se plantean a continuación algunas recomendaciones acerca 

del uso y aplicación de las nanoformulaciones desarrolladas en este trabajo como 

nanobioinsecticidas. 

El primer punto a tener en cuenta son los procesos para la obtención de las 

nanoformulaciones. En el caso de las NPAE, el método de fusión-dispersión resultó ser un 

método práctico y efectivo para incrementar la actividad insecticida de los AE seleccionados 

para el manejo de P. interpuctella. Si bien en este trabajo se usó una relación AE:PEG-6000 ya 

estudiada y probada, sería interesante desarrollar nuevos estudios que permitan optimizar aún 

más esta relación. Tal investigación debe buscar reducir los niveles de PEG-6000 usados, 

tratando de incrementar o mantener la eficiencia de cargado y la actividad insecticida de las 

NPAE desarrolladas. En lo que respecta a las NEs, la aplicación de ultrasonido mejoró 

considerablemente la estabilidad de estas formulaciones y permitió reducir las cantidades de 

surfactante (Tween 80) usadas para su elaboración. Por otra parte, y si bien se encontraron en 

las NEs resultados de estabilidad un tanto variables o se requirió el agregado de co-activos 

(como es el caso de las NEs de palmarosa + AL), se logró optimizar los parámetros de 

ultrasonido de modo tal que estos sean aplicables para todas las nanoformulaciones. Esta 

característica es algo muy útil, pensando en las facilidades que puede ofrecer esta técnica para 

la escalabilidad de un producto. Los futuros trabajos en el área de las NEs deberán estar 

destinados a desarrollar un método fisicoquímico que permita determinar la eficiencia de 

cargado de las mismas, lo que a su vez permitiría re-definir mejoras en las condiciones de 

elaboración y optimización de otros parámetros.  

En referencia a la actividad insecticida de las NPAE y tomando en cuenta los datos 

obtenidos en los ensayos de ecotoxicidad, son varios los puntos a analizar. En primer lugar se 

demostró que la nanoformulación de los AE por medio de NP poliméricas, permite potenciar 
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su actividad insecticida en adultos de P. interpunctella. Además, la disminución de la 

temperatura del ambiente en que estas son aplicadas incrementa aún más el efecto tóxico por 

contacto. De las NPAE formuladas, las NP del AE de palmarosa fueron las más tóxicas por 

contacto, específicamente cuando estas se aplicaron a una temperatura ambiental de 17 °C. 

Sin embargo, la aplicación fumigante de las NPAE no resulta ser tan efectiva, incluso variando 

la temperatura. Adicionalmente, dados los resultados ecotoxicológicos, se demostró que la 

aplicación de las NPAE en modelos terrestres (larvas de T. molitor) resulta ser segura. No 

obstante el uso de estas NPAE (menta y palmarosa) no es recomendable para los ambientes 

acuáticos, ya que afectaron a organismos no blanco como A. salina. Por lo tanto para el uso 

efectivo de las NPAE de palmarosa en una estrategia MIP para el control de P. interpunctella, 

se recomienda su aplicación por contacto a 17 °C. Probablemente la mejor estrategia seria 

incorporar algún tipo de sustancia atractante que conduzca a los adultos hacia una trampa en 

donde estuvieran aplicadas estas NP. Una vez usadas las mismas, deberían ser descartadas de 

manera segura, evitando que entren en contacto con cursos de agua dado que podrían afectar 

los componentes bióticos de estos ambientes. Cabe aclarar que para el caso del AE de geranio, 

las NPAE no fueron tóxicas en los organismos no blanco acuáticos, por lo que el manejo de los 

residuos de estos nanobioinsecticidas podría ser más seguro y simple. 

En lo que respecta a la actividad insecticida de las NEs, se demostró que estas son muy 

eficientes al ser combinadas con un insecticida de síntesis como la β-cipermetrina, 

incrementando varias veces su efecto en larvas de P. interpunctella.  Teniendo en cuenta los 

ensayos ecotoxicológicos en organismos terrestres, se demostró que estas NEs presentan 

selectividad, ya que su aplicación consecutiva con el insecticida piretroide no incrementó la 

toxicidad en larvas de T. molitor.  Los resultados en P. interpunctella arrojaron que las NEs de 

geranio fueron las más efectivas. Sin embargo, los estudios ecotoxicológicos demostraron que 

estas NEs son muy tóxicas para los organismos no blanco acuáticos como A. salina y a su vez 

reducen notablemente la viabilidad celular. Estos efectos no fueron percibidos en las NEs de 



 
 

166 
 

menta y  palmarosa + AL. Ahora bien, aunque las NEs de menta fueron mucho más efectivas 

que las de palmarosa + AL para el manejo de P. interpunctella, estas últimas fueron mucho más 

estables (1 mes vs 4 meses). Por lo cual al momento de seleccionar la NEs con mayor potencial 

para su aplicación práctica, sería interesante analizar los costos-beneficios y el objetivo 

perseguido. En el campo de las NEs quedan muchos interrogantes por resolver y bastos 

caminos a ser transitados. Es necesario profundizar en estudios tendientes a aumentar la 

estabilidad de las NEs, para convertirlas en un producto con mayores posibilidades de 

escalabilidad y aplicación comercial. Finalmente, otro trabajo a futuro debe estar orientado a 

la obtención de una NEs mixta que conjugue en una misma formulación un insecticida de 

síntesis con un AE. De esta manera se podría potenciar el efecto del insecticida sintético 

disminuyendo la cantidad de principio activo necesario, mitigando el impacto de estos 

pesticidas en el ambiente. El desarrollo de una NEs de esta índole deberá estar acompañado 

por los estudios ecotoxicológicos pertinentes. 

Para concluir, si bien este trabajo ha contribuido al desarrollo de nuevos 

nanobioinsecticidas,  sentando algunas bases de su formulación y aplicación, es importante 

destacar que como todo trabajo científico ha generado nuevas preguntas por responder. Por 

ejemplo: “¿Es posible mejorar la eficiencia de cargado de las NPAE, reduciendo la cantidad de 

PEG-6000 utilizado? ¿Se puede aumentar la toxicidad de los AE con NPAE que tengan menor 

cantidad de PEG-6000? ¿Se puede obtener una NEs mixta que conjugue un insectisida de 

síntesis con un AE? ¿Qué surfactantes y parámetros de ultasonido serán necesarios para 

elaborar tal NEs? ¿Qué impacto en el ambiente podría tener esta nueva formulación?. Esto 

abre puertas para transitar nuevos caminos que permitan obtener formulaciones comerciales 

con actividad insecticida y que sean a su vez más amigables con el ecosistema.  
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