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RESUMEN 

 

La infestación por insectos plaga es una de las causas principales de pérdidas cuantitativas y 

cualitativas en el área de productos alimenticios almacenados (granos y productos derivados), 

tanto por sus daños directos como los indirectos. Los gorgojos Sitophilus oryzae L. (Coleoptera, 

Curculionidae) y Lasioderma serricorne F. (Coleoptera, Anobiidae) son dos de los principales 

protagonistas en el ataque de alimentos durante las fases de producción o en las subsiguientes 

etapas de distribución y almacenamiento. Entre las prácticas comunes para prevenir su 

infestación, se incluyen el empleo diversos insecticidas sintéticos. Sin embargo, el uso excesivo 

de estos productos ha provocado el recrudecimiento de la resistencia en insectos plaga, 

problemas en la salud humana y efectos adversos en el medio ambiente y en organismos no 

blanco. En este sentido, los bioinsecticidas basados en aceites esenciales (AEs) se muestran 

como una alternativa segura, de bajo costo y ambientalmente viable. En el presente trabajo se 

propuso desarrollar nanopartículas poliméricas (NPs) cargadas con AEs y evaluar los efectos 

letales y subletales en S. oryzae y L. serricorne y determinar su perfil ecotoxicológicos al 

investigar sus efectos en organismos no blanco acuáticos (Artemia salina L. (Anostraca, 

Artemiidae), terrestres (Tenebrio molitor L. (Coleoptera, Tenebrionidae) y Blaptica dubia Serville 

(Blattodea, Blaberidae) y en células de mamíferos del tipo osteoblástico. 

En consecuencia, se evaluó la actividad insecticida de los AEs de menta (Mentha piperita L. - 

Lamiaceae), palmarosa (Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats - Poaceae), geranio (Geranium 

maculatum L. - Geraniaceae), lavanda (Lavandula angustifolia Mill. - Lamiaceae), orégano 

(Origanum vulgare L. - Lamiaceae), laurel (Laurus nobilis L. - Lauraceae) y árbol de té (Malaleuca 

alternifolia Maiden y Betche - Myrtaceae). En primera instancia, por cromatografía gaseosa 

acoplada a espectrometría de masas (CG-EM) se obtuvo la composición química de los AEs, en 

la cual se observó que en la mayoría de los casos los componentes mayoritarios fueron los 

monoterpenos (≈60%) y sesquiterpenos (≈30%), seguidos de hidrocarburos aromáticos, ácidos 

carboxílicos y derivados (≈5-10%). En cuanto a la actividad insecticida por exposición a 
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superficies tratadas, se observó que en S. oryzae los aceites de geranio y palmarosa fueron los 

más efectivos, mientras que en L. serricorne, el AE de palmarosa fue el que generó la mayor 

actividad. Por exposición a vapores, en S. oryzae, el aceite de árbol de té fue el que produjo 

mayor toxicidad y en L. serricone, el AE de geranio. Además, se estudió el efecto combinado de 

un insecticida sintético con los AEs, observándose que en S. oryzae, la combinación β-

cipermetrina y los AEs de geranio, palmarosa, orégano y laurel tuvo mayor efecto tóxico 

respecto a los compuestos individuales; en L. serricorne, la combinación de β-cipermetrina y los 

AEs de menta, lavanda y orégano fue más efectiva que la aplicación de los compuestos libres. 

A través del método de fusión-dispersión se obtuvieron las NPs de PEG-6000 cargadas con AEs 

con un rango de tamaños entre 191 y 534 nm, siendo las NPs cargadas con aceite de palmarosa, 

árbol de té, geranio y orégano las más pequeñas. El análisis del índice de polidispersión (IPD) 

indicó que las NPs de palmarosa, geranio, orégano y laurel fueron monodispersas (IPD<0,25), las 

NPs de lavanda y árbol de té tuvieron una distribución variable de tamaños (0,25<IPD<0,4), 

mientras que las NPs de menta fueron polidispersas (IPD>0,4). Con respecto a la eficiencia de 

cargado (EC), todas las NPs tuvieron una EC>70%. Las NPs de palmarosa, geranio, orégano, laurel 

y árbol de té mostraron una EC cercana al 90%, mientras que las NPs de menta y lavanda con 

valores de EC cercanos al 75%. Un total de 29 componentes fueron identificados por CG-EM en 

la fase éter de extracción de las NPs poliméricas, reconociéndose monoterpenos (≈73%), 

sesquiterpenos (≈21%) e hidrocarburos aromáticos (≈7%). 

En cuanto a la actividad insecticida de las NPs, por exposición a superficies tratadas, en S. oryzae, 

las NPs cargadas con aceite de orégano fueron las más efectivas, potenciando la toxicidad del 

aceite 7,51 veces; en L. serricone, las NPs elaboradas con los aceites de orégano y geranio fueron 

las que promovieron mayor toxicidad, potenciando la bioactividad de los AEs 3,58 y 3,30 veces, 

respectivamente. Cabe resaltar que las NPs de orégano fueron 2 veces más tóxica que el 

insecticida piretroide. En cuanto a la actividad por exposición a vapores, ninguna de las NPs 

generó toxicidad en S. oryzae y L. serricorne. Los porcentajes de mortalidad luego de la 
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exposición a una combinación de β-cipermetrina y las NPs mostró que en S. oryzae, la 

combinación del insecticida con las NPs de palmarosa, geranio, orégano, lavanda y laurel fueron 

más efectivas que los productos aplicados individualmente; para L. serricorne, este efecto fue 

corroborado con la combinación del insecticida y de las NPs de menta, palmarosa, geranio y 

orégano. 

En cuanto a los efectos subletales, las NPs potenciaron la actividad repelente de los AEs, siendo 

las formuladas con los aceites de menta, palmarosa (72 h) y orégano (60 h) las más efectivas en 

S. oryzae y L. serricorne. Además, se evaluaron los efectos conductuales de los AEs y sus NPs en 

ambos insectos, por medio del estudio de variables como la distancia total recorrida y velocidad 

(de 0 a 96 horas pos-tratamiento). En S. oryzae, los AEs de geranio y árbol de té y sus NPs fueron 

los más efectivos al modificar las variables hasta las 48 y 72 h post-tratamiento. En L. serricorne, 

los AEs de geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té modificaron las variables durante 24 

h, mientras que las NPs de geranio, lavanda, orégano y árbol de té extendieron sus efectos hasta 

las 48 y 72 h post-tratamiento. Por otro lado, los AEs y sus NPs modificaron los índices 

nutricionales de ambos insectos luego de 72 h de exposición. Los AEs de geranio y orégano y sus 

NPs fueron las que produjeron mayores alteraciones al disminuir los índices TCR, TRC y ECAI.  

Con el objetivo de obtener valores de referencia sobre la toxicidad de los AEs y sus NPs en 

ambiente acuáticos, se seleccionó al insecto plaga de interés sanitario Culex pipiens pipiens L. 

(Diptera, Culicidae) como representante de este tipo de medio. Tales valores fueron utilizados 

para comparar los efectos de estos productos sobre A. salina. En larvas IV de Cx. p. pipiens los 

AEs de orégano y laurel y las NPs de geranio y orégano fueron selectivas para este organismo. 

Se demostró que los AEs y sus NPs fueron ligeramente tóxicas en A. salina, específicamente, los 

AEs y sus NPs tuvieron valores de CL50 en un rango entre 11,38 y 77,37 ppm siendo las NPs de 

árbol de té el tratamiento con mayor efecto tóxico (11,38 ppm). Además, los AEs y sus NPs, 

demostraron ser prácticamente no tóxicos para larvas de T. molitor y ninfas de B. dubia, por lo 

tanto, resultan ser un producto seguro para su aplicación en ambientes terrestres. Con respecto 
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a los estudios relacionados con las células de mamíferos de tipo osteoblástico, ninguna de las 

NPs produjo citotoxicidad luego de 24 h de exposición; mientras que a las 48 h solo las NPs de 

geranio y árbol de té fueron citotóxicas. Cabe destacar que a las 72 h las NPs de geranio 

revertieron el efecto mencionado mientras que las elaboradas con el aceite de árbol de té lo 

acentuaron. 
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ABSTRACT 

 

Infestation by insect pest is one of the main causes of qualitative and quantitative losses in the 

stored food area (cereals and cereal products), due to both direct and indirect damage. The 

weevils such as Sitophilus oryzae L. (Coleoptera, Curculionidae) and Lasioderma serricorne F. 

(Coleoptera, Anobiidae) are two of the most common species, which infest food during 

production or in the subsequent stages of distribution and storage. Traditional methods to 

prevent their infestation include the use of several synthetic insecticides. However, the overuse 

of these products has led to an increase of pest resistance, human health problems, and harmful 

effects on the environment and non-target organism. In this sense, bioinsecticides based on 

essential oils (EOs) are a safe, cost effective and ecofriendly alternative. In the present work, it 

was proposed to develop polymeric nanoparticles (PNs) loaded with EOs and evaluate their 

lethal and sublethal effects against S. oryzae and L. serricorne. Moreover, the ecotoxicological 

profile of the PNs was evaluated on aquatic (Artemia salina (L.)) and terrestrial (Tenebrio molitor 

(L.) and Blaptica dubia (Serville)) non-target organisms and mammalian osteoblast cell. 

The insecticidal activity of peppermint (Mentha piperita L. - Lamiaceae), palmarosa 

(Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats - Poaceae), geranium (Geranium maculatum L. - 

Geraniaceae), lavender (Lavandula angustifolia Mill. - Lamiaceae), oregano (Origanum vulgare 

L. - Lamiaceae), laurel (Laurus nobilis L. - Lauraceae) and tea tree (Malaleuca alternifolia Maiden 

and Betche- Myrtaceae) EOs was evaluated. First, gas chromatography/mass spectrometry (GC-

MS) was used to determine the chemical composition of the EOs. Generally, the main 

compounds of these oils were monoterpenes (≈60%) and sesquiterpenes (≈30%), followed by 

aromatic hydrocarbons and carboxylic acids and their derivatives (≈5-10%). 

In the bioassay by exposure to treated surface, geranium and palmarosa EOs were the most 

effective on S. oryzae, while palmarosa EO had the strongest activity on L. serricorne. However, 

in the assay by vapors exposure, tea tree oil produced the highest toxicity on S. oryzae and 

geranium EO was the most toxic on L. serricorne. When the combination effect of β-
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cypermethrin and EOs was studied, geranium, palmarosa, oregano or laurel EOs + β-

cypermethrin showed higher insecticidal activity than each individual oil on S. oryzae. On the 

other hand, on L. serricorne the combination of β-cypermethrin and peppermint, lavender or 

oregano was more effective than just the oils or the pyrethroid alone.  

The PNs of PEG-6000 loaded with EOs were prepared by melt-dispersion method. Their size 

ranged between 191 and 534 nm. Particularly the PNs of palmarosa, tea tree, geranium and 

oregano were the smallest. The polydispersity index (PDI) showed that the palmarosa, geranium, 

oregano and laurel PNs were monodisperse (PDI<0.25), the lavender and tea tree PNs had a 

variable size distribution (0.25<PDI<0.4), whereas peppermint PNs were polydispersed 

(PDI>0.4). According to loading efficiency (LE), the PNs presented LE values above 70%. The 

palmarosa, geranium, oregano, laurel and tea tree PNs had LE ≈90%, whereas peppermint and 

lavender PNs showed LE values of ≈75%. A total of 29 compounds were identified by GC-MS in 

the ether phase of PNs. These compounds were monoterpenes (≈73%), sesquiterpenes (≈21%) 

and aromatic hydrocarbons (≈7%). 

In bioassay by exposure to treated surface, PNs loaded with oregano EO were the most effective 

and increased 7.51 folds the insecticidal toxicity of the oil on S. oryzae; while on L. serricorne, 

oregano and geranium PNs showed the highest toxicity and enhanced the EOs bioactivity 3.58 

and 3.30 folds respectively. It is important to emphasize, that oregano PNs was two times more 

toxic than the β-cypermethrin. In vapor exposure, the PNs haven’t shown insecticidal activity on 

S. oryzae and L. serricorne. In addition, on S. oryzae, the combination of β-cypermethrin and 

palmarosa, geranium, oregano, lavender or laurel PNs showed highest insecticidal activity than 

β-cypermethrin or PNs alone. However, on L. serricorne, peppermint, palmarosa, geranium or 

oregano PNs + β-cypermethrin were the most effective combinations. 

According to the sublethal effects, PNs enhanced the repellent activity of the EOs, and the most 

effective were peppermint, palmarosa (72 h) and oregano (60 h) PNs on S. oryzae and L. 

serricorne. In addition, the effects of EOs and their PNs on the behavior of both insects were 
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evaluated by measuring total distance and walking speed variable (0 to 96 h post-treatment). 

On S. oryzae, geranium and tea tree EOs and their PNs were the most effective and modified the 

variables up to 48 and 72 h post-treatment. On L. serricorne, geranium, lavender, oregano, laurel 

and tea tree EOs modified the variables for 24 h, whereas geranium, lavender, oregano and tea 

tree PNs extended behavioral effects up to 48 and 72 h post-treatment. On the other hand, the 

EOs and their PNs modified the nutritional physiology of both insects after 72 h of exposure. 

Geranium and oregano EOs and their PNs produced the most important change in nutritional 

physiology by decreasing RCR, RGR and ECI indices. 

To obtain reference values for the toxicity of EOs and their PNs in the aquatic environment, Culex 

pipiens pipiens L. (Diptera, Culicidae) was selected as a model. These values were used to 

compare the effects of these products on A. salina. According to selective index, oregano and 

laurel EOs and geranium and oregano PNs showed more toxicity in the larvae IV of Cx. p. pipiens 

than A. salina. EOs and their PNs were slightly toxic to A. salina, specifically, the EOs and their 

PNs had LC50 values ranging from 11.38 to 77.37 ppm. Tea tree PNs was the treatment with 

strongest toxic effect (11.38 ppm). In addition, the EOs and their PNs were practically non-toxic 

to T. molitor larvae and B. dubia nymphs, making them safe for use in terrestrial environments. 

In mammalian osteoblast cells, the PNs showed not cytotoxicity after 24 h of exposure, while 

after 48 h only geranium and tea tree PNs were cytotoxic. It should be noted that after 72 h, 

geranium PNs reversed this effect, whereas tea tree PNs enhanced it. 

  



xiii 

 

Índice 

1. Utilización de aceites esenciales como base para el desarrollo de bioinsecticidas 

1.A. Introducción 

1.A.1. Los artrópodos 

1.A.2. Insectos en estudio: Sitophilus oryzae y Lasioderma serricorne 

1.A.2.b. Biología de Sitophilus oryzae 

1.A.3.d. Biología de Lasioderma serricorne 

1.A.3. Métodos de control de insectos plaga 

1.A.4. Métodos no químicos para el control de insectos plaga 

1.A.4.a. Control biológico 

1.A.4.b. Control físico 

1.A.4.b.1. Temperatura y aireación 

1.A.4.b.2. Radiación 

1.A.4.b.3. Almacenamiento hermético y atmosféricas modificadas 

1.A.4.c. Polvos inertes 

1.A.4.d. Saneamiento. Control cultural 

1.A.4.e. Monitoreo 

1.A.5. Aceites esenciales: una alternativa como bioinsecticidas 

1.A.5.a. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales 

1.A.5.b. Actividad antioxidante de los aceites esenciales 

1.A.5.c. Actividad antiinflamatoria y anticancerígena de los aceites esenciales 

1.A.5.d. Actividad insecticida de los aceites esenciales 

1.A.6. Hipótesis 

1.A.7. Objetivo general 

1.A.7.a. Objetivos específicos 

1.B. Materiales y métodos 

1.B.1. Materiales 

1.B.2. Caracterización de los aceites esenciales 

1.B.3. Insectos 

1.B.4. Bioensayos 

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

1.B.4.b. Toxicidad por exposición a vapores 

1.B.4.c. Efecto combinado insecticida sintético y aceites esenciales 

1.B.5. Análisis estadístico 

1.C. Resultados 

1 

1 

1 

3 

4 

6 

9 

11 

11 

12 

12 

13 

14 

14 

15 

15 

15 

17 

18 

18 

19 

20 

20 

20 

21 

21 

21 

22 

22 

22 

23 

23 

24 

25 



xiv 

 

1.C.1. Caracterización de los aceites esenciales 

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

1.C.3. Toxicidad por exposición a vapores 

1.C.4. Efecto combinado insecticida sintético y aceites esenciales 

1.D. Discusión 

1.E. Conclusiones 

2. Nanopartículas poliméricas cargadas con aceites esenciales: una novedosa estrategia para el control de 
insectos plaga de productos almacenados 

2.A. Introducción 

2.A.1. Historia de la nanotecnología 

2.A.2. Definición y clasificación de las nanopartículas (NPs) 

2.A.3. Aplicaciones de los nanomateriales en la agricultura 

2.A.4. Nanopartículas poliméricas: definición y morfología 

2.A.5. Métodos de síntesis de las NPs 

2.A.6. Hipótesis 

2.A.7.a. Objetivo general 

2.A.7.b. Objetivos específicos 

2.B. Materiales y métodos 

2.B.1. Preparación de las NPs poliméricas de PEG-6000 cargadas con AEs 

2.B.2. Caracterización fisicoquímica de las NPs poliméricas cargadas con AEs 

2.B.2.a. Tamaño e índice de polidispersión de las NPs poliméricas 

2.B.2.b. Eficiencia de cargado de las NPs poliméricas 

2.B.2.c. Composición química de los AEs postformulación 

2.B.3. Bioensayos 

2.B.3.a. Ensayo de toxicidad por exposición a superficies tratadas 

2.B.3.b. Toxicidad por exposición a vapores 

2.B.3. Efecto combinado insecticida sintético y las NPs poliméricas 

2.B.4. Análisis estadístico 

2.C. Resultados 

2.C.1. Caracterización fisicoquímica de las NPs poliméricas 

2.C.2. Composición química de las NPs poliméricas 

2.C.3. Toxicidad por exposición a superficies tratadas 

2.C.4. Toxicidad por exposición a vapores 

2.C.5. Efecto combinado insecticida sintético y las NPs poliméricas 

2.D. Discusión 

2.E. Conclusiones 

 

25 

30 

32 

34 

36 

43 

44 

 

44 

44 

45 

46 

48 

50 

55 

55 

55 

56 

56 

56 

56 

57 

57 

58 

58 

58 

59 

59 

61 

61 

64 

70 

71 

73 

75 

81 



xv 

 

3. Efectos subletales de los aceites esenciales y sus nanopartículas poliméricas 

3.A. Introducción 

3.A.1. Efectos subletales 

3.A.2.a. Modificación de la actividad locomotora 

3.A.2.b. Actividad repelente 

3.A.2.c. Alteraciones en la fisiología nutricional 

3.A.2.d. Cambios en procesos reproductivos 

3.A.2.e. Alteraciones en células del sistema inmune 

3.A.3. Hipótesis 

3.A.3.a. Objetivo general 

3.A.3.b. Objetivos específicos 

3.B. Materiales y métodos 

3.B.1. Repelencia y respuestas conductuales 

3.B.2. Efectos en la fisiología nutricional 

3.B.3. Análisis estadístico 

3.C. Resultados 

3.C.1. Repelencia y respuestas conductuales 

3.C.2. Efectos en la fisiología nutricional 

3.D. Discusión 

3.E. Conclusiones 

4. Evaluación de los efectos ecotoxicológicos de los aceites esenciales y sus nanopartículas poliméricas 

4.A. Introducción 

4.A.1. Organismos no blanco terrestres 

4.A.2. Organismos no blanco acuáticos 

4.A.3. Modelos en estudio 

4.A.3.b. Biología de Culex pipiens pipiens 

4.A.3.d. Biología de Artemia salina 

4.A.3.f. Biología de Tenebrio molitor 

4.A.3.h. Biología de Blaptica dubia 

4.A.4. Hipótesis 

4.A.5.a. Objetivo general 

4.A.6.b. Objetivos específicos 

4.B. Materiales y métodos 

4.B.1. Cría de Cx. p. pipiens y A. salina 

4.B.2. Cría de T. molitor y B.dubia 

4.B.3.a. Bioensayos en Cx. p. pipiens 

83 

83 

83 

84 

85 

85 

86 

87 

88 

88 

88 

89 

89 

90 

92 

93 

93 

117 

129 

138 

139 

139 

141 

142 

143 

144 

146 

148 

150 

152 

152 

152 

153 

153 

153 

153 



xvi 

 

4.B.3.b. Bioensayos ecotoxicológicos en A. salina 

4.B.3.c. Bioensayos ecotoxicológicos en T. molitor y B. dubia 

4.B.3.d. Bioensayo de viabilidad celular 

4.B.4. Análisis estadístico 

4.C. Resultados 

4.C.1. Bioensayos de los AEs y sus NPs en Cx. p. pipiens 

4.C.2. Bioensayos ecotoxicológicos de los AEs y sus NPs en A. salina 

4.C.3. Bioensayos ecotoxicológicos de los AEs y sus NPs en T. molitor y B. dubia 

4.C.4. Bioensayo de viabilidad celular 

4.D. Discusión 

4.E. Conclusiones 

5. Consideraciones finales 

6. Bibliografía 

7. Trabajos derivados de la tesis 

154 

155 

156 

157 

158 

158 

160 

161 

163 

165 

170 

171 

175 

238 

 

 

 

 

 

 

Índice de Láminas y Tablas 

1. Utilización de aceites esenciales como base para el desarrollo de bioinsecticidas 

Lámina 1.1. Relaciones porcentuales de la riqueza específica entre los miembros del phylum Arthropoda 

Lámina 1.2. Características morfológicas de Sitophilus oryzae 

Lámina 1.3. Características morfológicas de Lasioderma serricorne 

Lámina 1.4. Ejemplos de monoterpenos (A), sesquiterpenos (B) y fenilpropanoides (C). 

Lámina 1.5. Porcentaje de mortalidad del efecto combinado de insecticida sintético y AEs a valores de CL50 en S. 
oryzae y L. serricorne. Se grAfica la media y su desvió estándar N: 4 réplicas.   

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

Tabla 1.2. Toxicidad por superficies tratadas de los AEs en S. oryzae y L. serricorne. 

Tabla 1.3. Toxicidad por exposición a vapores de los AEs en S. oryzae y L. serricorne. 

 

2. Nanopartículas poliméricas cargadas con aceites esenciales: una novedosa estrategia para el control de 
insectos plaga de productos almacenados 

Lámina 2.1. Tipos de nanopartículas. 

Lámina 2.2. Usos de las NPs en la agricultura. 

1 

1 

5 

8 

17 

 

34 

26 

31 

33 

 

44 

46 

47 



xvii 

 

Lámina 2.3. Morfología de las nanocápsulas y nanoesferas.  

Lámina 2.4. Gráfica de distribución de tamaños por intensidad a 7 días postformulación. 

Lámina 2.5. Porcentaje de mortalidad del efecto combinado de insecticida sintético y NPs poliméricas a valores de 
CL50 en S. oryzae y L. serricorne. Se grafica la media y su desvío estándar N: 4 réplicas. 

 

Tabla 2.1. Ejemplos de NPs poliméricas cargadas con AEs utilizando las técnicas de nanoprecipitación, gelificación 
iónica y fusión-dispersión. 

Tabla 2.2. Tamaño promedio (± ES), índice de polidispersión (IPD, valor medio ± ES) y eficiencia de cargado (EC, ± 
ES) de las NPs poliméricas a los 7 días postformulación. 

Tabla 2.3. Composición química de los AEs pre y postformulado. 

Tabla 2.4. Toxicidad por superficies tratadas de las NPs poliméricas en S. oryzae y L. serricorne. 

3. Efectos subletales de los aceites esenciales y sus nanopartículas poliméricas 

Lámina 3.1. Efectos subletales de insecticidas. 

Lámina.3.2. (A) Recorrido representativo en un bioensayo sin elección luego de 4 minutos. (B) Recorrido 
representativo en un bioensayo de elección luego de 4 minutos (IR >0,1). 

Lámina 3.3. Índice de repelencia de los AEs de menta (A), palmarosa (B), geranio (C), lavanda (D), orégano (E), 
laurel (F) y árbol de té (G) y sus NPs en S. oryzae. 

Lámina 3.4. Índice de repelencia de los AEs de menta (A), palmarosa (B), geranio (C), lavanda (D), orégano (E), 
laurel (F) y árbol de té (G) y sus NPs en L. serricorne. 

Lámina 3.5.A. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. 
Tiempo: 0 h. Distintas letras indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 

Lámina 3.5.B. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. 
Tiempo: 12 h. Distintas letras indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 

Lámina 3.5.C. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. 
Tiempo: 24 h. Distintas letras indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 

Lámina 3.5.D. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. 
Tiempo: 36 h. Distintas letras indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 

Lámina 3.5.E. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. 
Tiempo: 48 h. Distintas letras indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 

Lámina 3.5.F. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. 
Tiempo: 60 h. Distintas letras indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 

Lámina 3.6.A. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de L. serricorne. 
Tiempo: 0 h. Distintas letras indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 

Lámina 3.6.B. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de L. serricorne. 
Tiempo: 12 h. Distintas letras indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 

Lámina 3.6.C. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de L. serricorne. 
Tiempo: 24 h. Distintas letras indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 

Lámina 3.6.D. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de L. serricorne. 
Tiempo: 36 h. Distintas letras indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 

 

50 

62 

74 

 

 

54 

 

61 

65 

72 

 

83 

84 

90 

 

94 

 

98 

104 

 

105 

 

106 

 

107 

108 

 

109 

112 

 

113 

 

114 

115 

 

 



xviii 

 

Tabla 3.1. Resume de los efectos de los AEs y sus NPs sobre las variable conductuales (distancia total y velocidad) 

en S. oryzae. - : sin diferencias significativas respecto a control,      o      : diferencias significativas respecto al 

control,      o      : diferencias significativas entre aceite libre y sus NPs. 

Tabla 3.2. Resume de los efectos de los AEs y sus NPs sobre las variable conductuales (distancia total y velocidad) 

en L. serricorne. - : sin diferencias significativas respecto a control,      o      : diferencias significativas respecto al 

control,      o      : diferencias significativas entre aceite libre y sus NPs. 

Tabla 3.3. Índices nutricionales y efecto fagodisuaviso de los AEs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, orégano, 
laurel y árbol de té y sus NPs en adultos de S. oryzae (AE libre agudo: tiempo de evaporación 15 min; AE libre 
residual: tiempo de evaporación 18 h; NP: tiempo de evaporación 18 h). 

Tabla 3.4. Índices nutricionales y efecto fagodisuaviso de los AEs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, orégano, 
laurel y árbol de té y sus NPs en larvas de L. serricorne (AE libre agudo: tiempo de evaporación 15 min; AE libre 
residual: tiempo de evaporación 18 h; NP: tiempo de evaporación 18 h). 

4. Evaluación de los efectos ecotoxicológicos de los aceites esenciales y sus nanopartículas poliméricas 

Lámina 4.1. Perspectivas en el desarrollo de nanoinsecticidas. 

Lámina 4.2. Organismos no blanco para la evaluación medioambiental de los nanoinsecticidas. 

Lámina 4.3. Características morfológicas de Cx. p. pipiens. 

Lámina 4.4. Características morfológicas de A. salina. 

Lámina 4.5. Características morfológicas de T. molitor. 

Lámina 4.6. Características morfológicas de B. dubia. 

Lámina 4.7.A. Efectos de las NPs en la viabilidad celular a las 24 h de exposición.  

Lámina 4.7.B. Efectos de las NPs en la viabilidad celular a las 48 h de exposición.  

Lámina 4.7.C. Efectos de las NPs en la viabilidad celular a las 72 h de exposición.  

 

Tabla 4.1. Valores de referencia de toxicidad en organismos no blanco acuáticos (Kamrin,1997). 

Tabla 4.2. Actividad larvicida de los AEs y sus NPs en Cx. p. pipiens. 

Tabla 4.3. Actividad larvicida de los AEs y sus NPs en A. salina. 

 

 

 

 

110 

 

 

116 

 

 

 

120 

 

126 

 

139 

140 

141 

145 

147 

149 

151 

163 

164 

164 

 

155 

159 

162 

 

 

 
 

 

 

 

 

 



1  

1. UTILIZACION DE ACEITES ESENCIALES COMO BASE PARA EL 

DESARROLLO DE BIOINSECTICIDAS 

1.A. Introducción  

1.A.1. Los artrópodos 

El phylum Arthropoda constituye más del 80% de todas las especies de animales descriptas en 

la Tierra, siendo el grupo más extenso de todos los phyla (Jezkova y Wiens, 2017). Está 

representado en los siete continentes y en todos los niveles de las redes tróficas, y sus 

integrantes actúan como animales herbívoros, detritívoros, parásitos, depredadores, 

polinizadores y dispersores de semillas (Foster et al., 2021; Kariyanna et al., 2017). Los registros 

del número de especies de artrópodos superan el millón, aunque hay estimaciones que 

proyectan un total entre dos a seis millones (Caley et al., 2014; Pinkus Rendón, 2010). Con un 

número aproximado de 941.000 especies, los insectos representan alrededor del 80% de los 

artrópodos, constituyéndose como el grupo de organismos con mayor diversidad del planeta 

(Lámina 1.1) (Stork, 2018).  

Lámina 1.1 Relaciones porcentuales de la riqueza específica entre los miembros del phylum 

Arthropoda. 

 

Tomado y modificado de Brusca y Brusca (1990), Francke (2014), y Zhang (2011). 
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Dada esta enorme diversidad es fácil suponer las múltiples interacciones tanto benéficas como 

perjudiciales que los insectos han desarrollado con la especie humana. Así surge el concepto de 

insectos plaga, el cual se refiere a aquellos que interfieren de forma perjudicial y con carácter 

grave, en el normal desarrollo de la actividad humana, reduciendo la disponibilidad, calidad o 

valor de un recurso (Athanassiou et al., 2018; Vivas-Carmona, 2017). Dentro de estos, hay que 

destacar a los insectos vectores de enfermedades (protozoos, bacterias, virus) que afectan tanto 

a humanos como a animales domésticos, y a los insectos plaga de importancia económica que, 

dadas sus características bioecológicas, pueden atacar cultivos, granos, semillas, entre otros 

recursos, generando importantes pérdidas en la producción (Attaulah et al., 2020; Hamel et al., 

2020; Wakil et al., 2021).  

El aumento constante que la población humana ha registrado en las últimas décadas exige 

asegurar mayor cantidad de alimentos para cubrir las necesidades nutricionales, por lo que 

minimizar las pérdidas de granos y cultivos se ha transformado en un objetivo primario de las 

políticas públicas (Hamel et al., 2020; Hangstrum et al., 2012). Es sabido que los insectos 

destruyen aproximadamente entre el 18 y el 26% de la producción anual de cultivos mundiales 

y a nivel post-cosecha, gerenan pérdidas entre un 25 y 30%, con un valor estimado superior a 

los 470 mil millones de dólares (Culliney, 2014; Jampilek y Kralova, 2022). La mayoría de las 

especies responsables de esos daños se encuentran dentro de los órdenes Coleóptera y 

Lepidóptera (Maedeh et al., 2011). A nivel mundial se citan unas 600 especies de coleópteros 

relacionadas con los productos almacenados, comprendidas en 30 familias (Rosa et al., 2020). 

De acuerdo con la posibilidad de atacar al grano entero o partido, los insectos pueden 

clasificarse en los de infestación primaria o secundaria. Los insectos plaga de infestación 

primaria suelen tener una gama limitada de preferencias alimentarias, como cereales y 

legumbres, atacando el grano entero para alimentarse del embrión y el endosperma. Su ciclo de 

vida implica la puesta de huevos en la capa externa o en el interior del grano, y dentro del mismo 

se completa el desarrollo hasta la etapa de insecto adulto (Athanassiou et al., 2011; Mullen et 
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al., 2012). En este grupo se pueden citar los coleópteros Sitophilus oryzae (L.), S. zeamais 

(Motschulsky), S. granarius (L.), Rhyzopertha dominica (F.), Prostephanus truncatus (Horn), 

Acanthoscelides obtectus (Say), Callosobruchus maculatus (F.), Callosobruchus chinensis (L.), 

Callosobruchus analis (F.), Callosobruchus phaseoli (Gyllenhal) y Zabrotes subfasciatus 

(Boheman) (Nayak et al., 2018). Por otra parte, los insectos plaga de infestación secundaria se 

alimentan tanto de subproductos (harina, salvado, entre otros) como de granos dañados por los 

insectos plaga de infestación primaria o durante la cosecha, manipulación y transporte (Khater, 

2012). Los huevos de estos insectos son depositados de manera dispersa en la fuente de 

alimento o cerca de ella y todo el ciclo de vida tiene lugar fuera del grano. Como representantes 

de coleópteros plaga de infestación secundaria se pueden mencionar a Lasioderma serricorne 

(Fabricius), Tribolium castaneum (Herbst), T. confusum (du Val), Cryptolestes ferrugineus 

(Stephens), C. pusillus (Schönherr), C. pussilloides (Steel y Howe), Trogoderma granarium 

(Everts) y Oryzaephilus surinamensis (L.) (Boyer et al., 2012; Nayak et al., 2018). Tanto los 

insectos plaga de infestación primaria como secundaria causan daños directos e indirectos. Los 

daños directos están en relación con sus hábitos alimentarios sobre los granos y/o 

subproductos, resultando en importantes pérdidas cualitativas y cuantitativas. Por ejemplo, en 

las semillas, los daños directos incluyen la reducción del poder germinativo y vigor. Los daños 

indirectos se refieren a las pérdidas producidas por la contaminación del alimento con 

cadáveres, exuvias, pellets fecales, seda y otros residuos, que disminuyen la calidad del mismo 

(Athanassiou y Arthur, 2018; Izadi et al., 2019). Para el desarrollo de la mayoría de los ensayos 

de la presente tesis doctoral se utilizaron las especies Sitophilus oryzae y Lasioderma serricorne. 

1.A.2. Insectos en estudio: Sitophilus oryzae y Lasioderma serricorne  

1.A.2.a. Clasificación 

Phylum: Arthropoda  

   Subphylum: Hexapoda   
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          Clase: Insecta  

      Orden: Coleoptera  

                                                          Familia: Curculionidae  

                           Género: Sitophilus 

             Especie: Sitophilus oryzae (Linné, 1763). 

1.A.2.b. Biología de Sitophilus oryzae  

S. oryzae, conocido como el gorgojo del arroz, es una plaga de infestación primaria que ataca 

granos de arroz, trigo, maíz, sorgo, centeno, cebada, avena, entre otros cereales y sus 

subproductos (Devi et al., 2017; Jampilek y Kralova, 2022). Los climas tropicales y subtropicales 

son los adecuados para su desarrollo, siendo las bajas temperaturas y humedad su única 

limitante a su distribución. S. oryzae es un insecto holometábolo; la hembra puede oviponer 

entre 200 y 300 huevos durante toda su vida de forma individual en pequeñas hendiduras del 

grano (Mansoor et al., 2018). El periodo larval, con una duración entre 18 y 22 días, es la fase 

con mayor sensibilidad a los cambios de temperatura y humedad (Stadler, 1988). La fase de pupa 

se desarrolla dentro del grano y posee una duración entre 5 a 10 días a 25 °C y 70% de humedad 

relativa (HR); este periodo se prolonga si la temperatura ambiente es menor. Transcurrido el 

estado de pupa, el adulto emerge rompiendo la cubierta del grano. El ciclo de vida de S. oryzae 

desde la eclosión del huevo hasta la muerte del adulto, requiere entre 30 y 45 días, según las 

condiciones de temperatura y HR (Swamy et al., 2014). 
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Lámina 1.2: Características morfológicas de S. oryzae 

Adultos: Miden 2,5 - 3,5 mm de longitud y 

son de color marrón oscuro, casi negro. El 

protórax está densamente cubierto de 

depresiones circulares y los élitros 

presentan cuatro manchas de color 

amarillento. Presentan antenas acodadas 

terminadas en masa. La cabeza se proyecta 

en un rostro curvado (Devi et al., 2017). 

Adulto de S. oryzae 

Huevos: Ovalados de color marfil, con un 

extremo redondeado y otro aguzado. Los 

huevos son colocados en forma individual 

en un hueco roído por la hembra en la 

semilla, que es obturado finalmente 

mediante una secreción mucilaginosa 

(Mohandass, 2007; Stadler, 1988).  

Larvas: Ápodas, cortas y robustas, de 

cuerpo blanco y cabeza marrón. Las larvas 

son marcadamente convexas dorsalmente y 

planas en su parte ventral, su segmentación 

no es precisa. Presenta cuatro estadios 

larvales que se desarrollan dentro del grano 

y que se diferencian a través de las medidas 

de la cápsula cefálica (Mansoor et al., 2018). 

 

Larva de S. oryzae 

Pupas: Son de tipo libre. Se desarrollan 

dentro del grano en una cavidad tapizada 

con una mezcla de secreciones y material de 

desecho (Rees, 2004). 

 

Pupa de S. oryzae. 
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1. A.2.c. Clasificación 

Phylum: Arthropoda  

               Subphylum: Hexapoda   

          Clase: Insecta  

      Orden: Coleoptera  

                                                             Familia: Anobiidae 

                    Género: Lasioderma 

                                                                                    Especie: Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792). 

1. A.2.d. Biología de Lasioderma serricorne 

L. serricorne, conocida como la carcoma del tabaco, es una plaga de infestación secundaria de 

importancia económica en varios países del mundo por su poder destructivo del tabaco 

procesado y sin procesar y de otros materiales de origen vegetal y animal (Edde, 2019). Los 

climas tropicales y subtropicales son los adecuados para su desarrollo, siendo las bajas 

temperaturas, la humedad y la disponibilidad y calidad de los alimentos las condiciones 

limitantes en su distribución (Ashwort, 1993; Naveena et al., 2019). L. serricorne es un insecto 

holometábolo; las hembras oviponen entre 35 - 40 huevos con un periodo de incubación de 5 a 

10 días (a 28 - 32 ° C y 72,5 - 80,5% de HR). En el periodo larval, que dura de 35 a 45 días, ataca 

diversos productos almacenados. La pupa se desarrolla dentro de una estructura protectora 

formada por alimentos y materiales de desecho y cementados por secreciones del intestino 

medio de la larva. Esta etapa se extiende entre 5 y 10 días; sin embargo, en climas fríos puede 

prolongarse hasta 25 días (Edde, 2019). La longevidad de los adultos es de 14 a 50 días 

dependiendo de factores ambientales y disponibilidad de alimento (Allotey y Unanaowo, 1993). 

Según Yu (2008) los adultos no apareados viven entre 29 y 35 días mientras que los adultos que 
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copularon, entre 17 y 23 días. El ciclo de vida de L. serricorne, desde la eclosión del huevo hasta 

la muerte del adulto, requiere 40 a 80 días, según las condiciones ambientales (Edde, 2019).  
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Lámina 1.3: Características morfológicas de L. serricorne 

Adultos. Tienen una longitud comprendida 

entre 2 y 3,4 mm y una coloración marrón 

oscura. La cabeza, en vista dorsa, no se 

distingue ya que se encuentra curvada y 

cubierta por el pronoto. Presenta antenas 

aserradas y vellosidades en los élitros 

(Howe, 1957) 

Adulto de L. serricorne 

Huevos. Son de color blanco nacarado con 

numerosas espinas en un extremo. Poseen 

una longitud de entre 0,4 y 0,5 mm, y miden 

0,2 mm de ancho. Los huevos tienen una 

cáscara cerosa que los protege de la 

desecación (Ashwort, 1993).  

Larvas. Son oligópodas, con el cuerpo de 

color blanco cremoso o grisáceo y están 

cubiertas densamente con pelos finos. 

Suelen tener una forma de C. (Howe, 1957).  

 

Larva de L. serricorne 

Pupas: Se desarrollan dentro de una celda 

formada por alimentos y material de 

desecho. La longitud y ancho promedio es 

de 3,5 mm y 1,7 mm, respectivamente 

(Ashwort, 1993).  

Pupa de L. serricorne. 
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1. A.3.Métodos de control de insectos plaga 

Los registros sobre las primeras técnicas de control de insectos plaga datan del 4500 antes de la 

era comun (a.e.c), cuando sumerios, romanos, griegos y egipcios quemaban azufre o utilizaban 

compuestos azufrados para combatir insectos vectores e insectos plaga de cultivos (Maslá y 

Moltoni, 2012). Hacia el año 450 a.e.c, los romanos agregaron como métodos de control el uso 

de fumigantes a base de aerosoles de aceites, de ungüentos, de cenizas y de betún de azufre 

(Singh, 2007). En el siglo IV los chinos fueron los pioneros en el control biológico de insectos 

plaga, estableciendo colonias de hormigas depredadoras en sus huertas para controlar orugas y 

escarabajos (Stent, 2006). En los siglos XVI y XVII, en Europa, se comenzó a discutir la 

importancia del uso de insectos entomófagos, concretamente crisopas y mariquitas, para 

mantener a los invernaderos libre de pulgones (Symondson et al., 2002; White, 2019). Entre los 

siglos XVII y XVIII, la introducción del microscopio y los avances científicos de la época como la 

refutación de la teoría de la generación espontánea realizada por Franceso Redi y el desarrollo 

del sistema de nomenclatura binomial de Linneo, generaron información más precisa sobre los 

insectos. A partir de esos avances, los métodos de control empezaron a desarrollarse sobre la 

base de aspectos biológicos de estos organismos. A finales de ese periodo, se redescubrieron o 

reintrodujeron los insecticidas botánicos como el piretro, el derris y la infusión de hojas de 

tabaco (Flint y van den Bosch, 1981).  

Hacia fines del siglo XIX, existían pocos insecticidas eficientes, por lo que las medidas de control 

eran principalmente de carácter cultural (mejoramiento de las condiciones de almacenamiento 

de alimentos, rotación de cultivos, labranza del suelo, recolección manual de insectos plaga, 

entre otros). A mediados del siglo XX, y con el auge de los insecticidas sintéticos neurotóxicos 

como organoclorados y organofosforados, el dicloro difenil tricloroetano (DDT) (organoclorado) 

se utilizó para combatir la epidemia europea de tifus y para el control de larvas de mosquitos 

vectores de la malaria. Pese a su alta eficiencia, las propiedades lipofílicas de los insecticidas 

organoclorados ocasionaron bioacumulación y biomagnificación a través de las redes tróficas 
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(Ansari et al., 2014; Himeidan et al., 2012). Por otra parte, los organosfosforados resultaron ser 

insecticidas con menor estabilidad en el ambiente que los organoclorados, pero con elevada 

toxicidad en humanos y en organismos no blanco. En las décadas del 70 y el 80 surgieron en el 

mercado los piretroides, insecticidas sintéticos similares al piretro, con buenos resultados en el 

control de insectos plaga, pero con dificultades en su aplicación a campo dada su fotolabilidad. 

Por lo tanto, se introdujeron pequeños cambios estructurales en sus moléculas con el fin de 

obtener piretroides con mayor toxicidad hacia los organismos blancos, mayor estabilidad y con 

menos efectos deletéreos para los mamíferos. Dentro de esta familia, la deltametrina y la β-

cipermetrina demostraron ser muy eficientes en el control de diversos insectos plaga (Aldridge, 

1990; Sternesen, 2004).  

A pesar de que los insecticidas sintéticos mejoran la producción de los cultivos y reducen las 

poblaciones de insectos plaga a niveles aceptables, su manejo inadecuado y sobreuso condujo 

el surgimiento de poblaciones de insectos plaga resistentes y efectos adversos en organismos 

no blanco y la biota edáfica con consecuencias en la red alimentaria, el reciclaje de la materia 

orgánica y el mantenimiento de la estructura del suelo (Khoobdel et al., 2017; Osanloo et al., 

2019). Además de los riesgos potenciales para el medio ambiente, la exposición directa e 

indirecta a los insecticidas causa efectos adversos a corto y largo plazo en la salud humana (Rani 

et al., 2021; Sabarwal et al., 2018). En línea con lo anterior, se desarrollaron poblaciones de 

insectos resistentes a los insecticidas más comunes, recrudeciendo las enfermedades y el 

impacto económico. Varios autores informaron sobre la resistencia a productos como DDT, 

deltametrina, malatión, metil- pirimifos y fenitrotión, en S. oryzae, Culex quinquefasciatus (Say), 

Aedes aegypti (L.), Aedes albopictus (Skuse), R. dominica, S. zeamais y T. castaneum (Asiamah et 

al., 2020; Stejskal et al., 2021).  

En la década del 50, se formularon nuevas ideas para el manejo de las poblaciones de insectos 

plaga y se desarrollaron estrategias alternativas para reemplazar o complementar el uso de 

insecticidas convencionales, surgiendo así la idea del Manejo Integrado de Plagas (MIP) (Boyer 
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et al., 2012). El MIP es un proceso basado en decisiones y gestiones que involucra el uso 

coordinado y racional de múltiples tácticas para optimizar el control de diversos organismos 

plaga (insectos, patógenos, malezas y vertebrados) con el fin de reducir el uso de plaguicidas 

químicos y evitar el surgimiento de resistencia (Dara, 2019; Philips y Throne, 2010). Esto implica 

el manejo y vigilancia periódica de múltiples insectos plaga como así también de sus enemigos 

naturales (Athanassiou y Arthur, 2018). Los componentes fundamentales del MIP son: 

 Recolección de datos. El muestreo es el paso esencial en el MIP ya que permite estimar la 

densidad poblacional de los insectos plaga.  

 Evaluación de riesgos. En búsqueda de un nivel de equilibrio, se evalúan los riesgos económicos 

que conllevan la pérdida de los recursos y los costos debido al control de los insectos plaga.  

 Selección de opciones de manejo. Se discuten diversas opciones de control con el fin de reducir 

las poblaciones de insectos plaga a niveles que no causen pérdidas económicas atendiendo a la 

biología y ecología de estos y a los recursos disponibles. 

 Prevención y monitoreo. Se establecen acciones de vigilancia entomológica que permitan 

evaluar la evolución de las poblaciones de insectos plaga y la efectividad de la táctica de manejo. 

 Comunicación y educación. Se difunde información a toda la comunidad sobre la identificación 

de insectos plaga y su control preventivo valiéndose de distintas estrategias de comunicación.  

1. A.4. Métodos no químicos para el control de insectos plaga 

 1. A.4.a. Control biológico  

Existe un gran abanico de enemigos naturales de los insectos plaga como los hongos 

entomopatógenos, los insectos depredadores y los parasitoides que actúan como controladores 

biológicos. Los hongos entomopatógenos de los géneros Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces, 

Verticillium, Rhizopus y Fusarium tienen un gran potencial como agentes controladores de S. 

oryzae, L. serricorne, S. zeamais, R. dominica, T. castaneum, y T. confusum, ejerciendo su 
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actividad a través de múltiples mecanismos de acción y evitando que los insectos desarrollen 

resistencia (Barra et al., 2013; Motta-Delgado et al., 2011; Padin et al., 1995; Saeed et al., 2017). 

Del mismo modo, las chinches del género Xylocoris, entre ellas X. flavipes (Reuter), han sido 

consideradas efectivos controladores de insectos plaga de productos almacenados ya que 

actuan sobre huevos y etapas tempranas de desarrollo de L. serricorne, T. confusum, T. 

castaneum, S. zeamais, S. granarius y Plodia interpunctella (Hubner) (Scholler et al., 2018; Suma 

et al., 2014). Igualmente, se comprobó que los parasitoides del orden Hymenoptera como 

Anisopteromalus calandrae (Howard), Theocolax elegans (Westwood), Lariophagus 

distinguendus (Forster) atacan estadios larvales tardíos y pupas tempranas de gorgojos como S. 

oryzae, L. serricorne, S. granarius, S. zeamais, R. dominica, T. confusum, A. obtectus y C. 

maculatus (Adarkwah et al., 2014). No obstante, el uso comercial de hongos entomopatógenos 

y enemigos naturales en el control de gorgojos no es masivo, producto de la escasa cantidad de 

ensayos experimentales y divulgación pública, de la limitada cantidad de proveedores 

comerciales y de las fuertes regulaciones que poseen un bajo nivel de tolerancia de restos de 

insectos en los alimentos (Athanassiou y Arthur, 2018; Boyer et al., 2012). 

1. A.4.b. Control físico 

Dentro de esta categoría es posible incluir diversas técnicas de manejo como temperatura y 

aireación, radiaciones ionizantes y no ionizantes, almacenamiento hermético y atmósferas 

modificadas, y sonido y percusión.  

1. A.4.b.1. Temperatura y aireación 

El control de insectos plaga a través de variaciones de temperatura es una herramienta 

comúnmente utilizada dentro de los métodos físicos. La tasa máxima de crecimiento y 

reproducción en la mayoría de los insectos ocurre entre los 25 y 33 °C, reduciéndose su tasa de 

desarrollo, alimentación, fecundidad y supervivencia por debajo de los 13 °C y por encima de los 

35 °C (Mason y McDonough, 2012). Para generar las variaciones de la temperatura puede 
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aprovecharse las condiciones ambientales del medio (aireación ambiental) o bien utilizar 

sistemas aireaciones artificiales (aireación fría o caliente). En la aireación fría, con mejores 

resultados que la aireación ambiental, se insufla aire refrigerado a través de una masa de granos, 

con el objetivo de reducir la temperatura y evitar el desarrollo de los insectos (Daglish et al., 

2018). Esta tecnología es efectiva para evitar la proliferación de insectos como S. oryzae, R. 

dominica, S. zeamais y P. interpunctella (Arthur et al., 2003; Athanassiou et al., 2018; Yang et al., 

2017). Por otro lado, el tratamiento con altas temperaturas provoca la muerte de los insectos 

por deshidratación y desestabilización de membranas celulares y enzimas. Los tratamientos 

térmicos con calentadores de aire forzado demostraron ser efectivos para el control de S. 

oryzae, T. castaneum y Stegobium paniceum (L.) (Abdel-Hady et al., 2021; Jian et al., 2013). 

Aunque los métodos de aireación son seguros, de bajos impactos ambientales y eficaces para 

cualquier etapa del ciclo de vida de los insectos, estos presentan algunas desventajas. La 

implementación de la aireación ambiental está ligada básicamente a las  condiciones geográficas 

y climáticas donde dicho tratamiento sea llevado a cabo, mientras que en la aireación artificial 

a principal limitante se encuentra asociada a los altos  costos de los equipamientos. 

(Subramanyam y Hagstrum, 2012).   

1. A.4.b.2.Radiación 

La radiación de productos almacenados es legal en la mayoría de los países y se puede utilizar 

en forma ionizante (rayos gamma) y no ionizante (radiofrecuencias, microondas o radiación 

infrarrojos). En los productos irradiados en dosis alta se produce la muerte de los insectos, 

mientras que la radiación en dosis bajas, retrasa el desarrollo de los estadios inmaduros y 

provoca esterilidad en los adultos. Varios trabajos informaron que, en productos tratados con 

radiaciones ionizantes y no ionizantes, se observó altos niveles de mortalidad en S. oryzae, L. 

serricorne, S. zeamais, S. granarius, T. confusum, T. castaneum, O. surinamensis y R. dominica 

(Dittgen et al., 2021; Kongratarpon et al., 2003; Subramanyam y Hagstrum, 2012). Sin embargo, 

los altos costos que esta tecnología requiere limitan su aplicación a gran escala.  



14  

1. A.4.b.3. Almacenamiento hermético y atmósfera modificada 

La manipulación de la concentración de gases atmosféricos en ambientes herméticos donde se 

almacenan granos es un sustituto biorracional a las fumigaciones químicas para el control de 

insectos plaga (Ingabire et al., 2013). En los recintos herméticos, a través del flujo continuo de 

gases como el nitrógeno y ozono, se disminuye la concentración de oxígeno causando hipoxia y 

una rápida mortalidad en los insectos plaga (Cao et al., 2019). Diversos estudios determinaron 

que niveles de oxígeno por debajo del 1% en cámaras herméticas fueron efectivos en el control 

de S. oryzae, L. serricorne, S. granarius, S. zeamais, T. castaneum, Calandra granaria (L.), P. 

interpunctella y Ephestia cautella (Walker) (Cao et al., 2019; Carvalho et al., 2012; Kumar et al., 

2020; Na et al., 2006; Rozado et al, 2008). El almacenamiento hermético junto con el método de 

atmósfera modificada, son técnicas seguras que no dejan residuos tóxicos ni afectan las 

propiedades organolépticas de los alimentos. Sin embargo, el empleo de estas metodologías 

presenta varios desafíos logísticos, como la hermeticidad del recinto y la dificultad en el 

fraccionamiento del volumen de granos almacenados (Riudavates et al., 2006). 

1. A.4.c. Polvos inertes 

La tierra de diatomeas y zeolitas, son utilizados como insecticidas naturales por su efecto 

abrasivo sobre los lípidos cuticulares (Andric et al., 2012; Athanassiou y Arthur, 2018). Las 

primeras son remanentes de paredes celulares de algas unicelulares fosilizadas mientras que las 

segundas, aluminosilicatos cristalinos hidratados (Eroglu et al., 2017; Kavallieratos et al., 2010; 

Rumbos et al., 2016). Ambos productos están formados por cristales de bordes irregulares que 

rasgan el tegumento de los insectos causando su muerte por deshidratación. Varios trabajos 

demostraron su efectividad en una amplia gama de insectos plaga, como S. oryzae, S. zeamais, 

R. dominica, T. confusum, T. castaneum y O. surinamensis (Athanassiou y Arthur, 2018; Liska et 

al., 2015; Shah y Khan, 2014; Ziaee et al., 2019). En comparación con los insecticidas sintéticos, 

los polvos inertes presentan la desventaja de ser de acción lenta y afectar la fluidez de los granos 
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lo que puede provocar bloqueos u obstrucciones en el sistema de almacenaje (Athanassiou et 

al., 2011; Ravali et al., 2020).  

1. A.4.d. Saneamiento. Control cultural 

La limpieza de las instalaciones de acopio de productos almacenados es clave para el manejo 

preventivo de los insectos plaga (Athanassiou y Arthur, 2018). Con esta táctica, se minimiza la 

presencia de insectos y sus efectos indeseables, por ejemplo daños directos sobre el grano y 

aumento de costos por tratamientos con insecticidas (Murali et al., 2013). La limpieza de las 

instalaciones debe realizarse antes de la cosecha y mantenerse durante el resto del ciclo 

operativo (Phillips y Throne, 2010). De forma complementaria a las operaciones de limpieza, se 

utilizan tratamientos físicos (altas temperaturas y aireación) y químicos (insecticidas) para la 

desinfección del ambiente (Subramanyam y Hagstrum, 2012).  

1. A.4.e. Monitoreo  

El uso de trampas adhesivas impregnadas con feromonas sintéticas es una de las estrategias 

comunes para la vigilancia entomológica (Hagstrum y Flinn, 2014). Athanassiou y Arthur, (2018) 

y Trematerra, (2012), consideran que esta herramienta, además de servir como técnica de 

monitoreo, puede actuar como medida de control para poblaciones de L. serricorne, P. 

interpunctella, R. dominica y T. granarium cuando el número de trampas dispuestas permite 

capturar un número crítico de adultos. Las trampas de sonda es otro de los sistemas de 

monitoreo utilizado comúnmente para capturar insectos que se desplazan a través de la masa 

de granos (Cardoso y Balcarce, 2013; Morrison et al., 2019). Dada la necesidad de un servicio 

especializado para la colocación de las trampas y la interpretación de los datos de captura, la 

adopción de esta metodología por parte de las industrias se ha visto limitada. 

1. A.5. Aceites esenciales: Una alternativa como bioinsecticidas 

Con el fin de maximizar rendimiento de los cultivos y asegurar la producción de alimentos, tanto 

los sistemas agrícolas como los de almacenamiento se han vuelto dependientes del uso de 
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insecticidas sintéticos (Athanassiou et al., 2018). Dados los efectos adversos de estos productos 

y con el objetivo de buscar alternativas de control amigables con el medio ambiente, en las 

últimas décadas se han investigado exhaustivamente los productos naturales de origen botánico 

y su potencial aplicación como bioisecticidas (Akhtar et al., 2008). En este sentido, los aceites 

esenciales (AEs) surgen como alternativas naturales frente a los insecticidas sintéticos debido a 

su baja persistencia ambiental, sus diversos modos de acción y baja toxicidad en vertebrados 

(Ebadollahi et al., 2020).  

Los AEs son producidos por el metabolismo secundario de alrededor de 17.000 especies de 

plantas pertenecientes a las familias Anacardiaceae, Apiaceae, Araceae, Asteraceae, 

Brassicaceae, Chenopodiaceae, Cupressaceae, Geraniaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, 

Pinaceae, Poaceae, Rutaceae, Umbelliferae, Zingiberaceae, entre otras. Son mezclas complejas 

de terpenos (monoterpenos y sesquiterpenos), fenilpropanoides y lactonas, entre otros (Lámina 

1.4) (Barbosa et al., 2020). Los AEs cumplen un rol importante en la defensa de las plantas contra 

el ataque de insectos, hongos, bacterias y virus, además de funcionar como aleloquímicos 

atractantes para insectos polinizadores (Filomeno et al., 2020; Regnault-Roger et al., 2012). En 

la actualidad, el uso de AEs se ha incrementado notoriamente debido a la fuerte demanda de 

ingredientes naturales en sectores como las industrias de alimentos, cosméticos y perfumería 

(Isman, 2020). Numerosos estudios han destacado que los AEs tienen actividades antifúngicas, 

antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias, citotóxicas e insecticidas, demostrando el 

efecto sinérgico de sus componentes (Barbosa et al., 2016; Rizzo et al., 2020).  
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Lámina 1.4. Ejemplos de monoterpenos (A), sesquiterpenos (B) y fenilpropanoides (C). 

 

1. A.5.a. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales 

La gran cantidad de metabolitos presentes en los AEs ha impulsado el estudio de su actividad 

biológica en diferentes cepas silvestres y resistentes de bacterias y hongos (Jampilek y Kralova, 

2019; Worrall et al., 2018). El carácter hidrofóbico de los AEs determina su capacidad de alterar 

la pared celular lipídica, destruir membranas plasmáticas y desnaturalizar proteínas (Reyes-

Jurado et al., 2015). Cepas de Staphylococcus, Bacillus, Listeria, Helicobacter, Micrococcus, 

Pseudomonas, Klepsiella, Escherichia, Salmonella, Enterobacter y Candida son generalmente 

usadas para evaluar los efectos antimicrobianos de los AEs (Malik, 2019; Reyes-Jurado et al., 

2020; Syafiq et al., 2020). En la bibliografía se pueden encontrar varios antecedentes sobre la 

actividad bactericida y fungicida de los AEs de Pistacia vera (L.), Myrcia ovata (Cambessedes), 

Thymus bovei (Benth), Minthostachys verticillata (Griseb), Allium roseum (L.), Petroselinum 

crispum (Mill.), Satureja bachtiarica (Bunge), Ocimum suave (Wild.), Jatropha gossypifolia (L.), 

Juniperus rigida (S.) y Xanthium strumarium (L.), entre otros. Comúnmente, componentes de los 

AEs como eugenol, timol, mentol, carvacrol, α-terpineol y limoneno son los responsables de las 
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actividades antimicrobianas (Akthar et al., 2014; Malik, 2019; Reyes-Jurado et al., 2020; Vergis 

et al., 2015). 

1. A.5.b. Actividad antioxidante de los aceites esenciales 

La oxidación y el deterioro de los alimentos provocados por microorganismos constituyen uno 

de los grandes problemas a los que se enfrenta la industria alimentaria y sus consumidores 

(Pateiro et al., 2018). La oxidación de lípidos, proteínas y pigmentos son fenómenos comunes 

en condiciones de almacenamiento, generándose compuestos volátiles indeseables, como 

aldehídos, cetonas, ácidos y alcoholes (Malik, 2019). Debido a sus propiedades redox, los AEs se 

convirtieron en excelentes aditivos naturales que suprimen el deterioro de los alimentos a través 

de la neutralización de radicales libres y la descomposición de peróxidos (Chua et al., 2019). En 

este sentido, los AEs de tomillo, canela, menta, albahaca, clavo, orégano, romero y salvia 

demostraron sus capacidad antioxidante debido a la presencia de componentes activos tales 

como carvacrol, timol, linalol, geranial, 1,8-cineol, eugenol, isomentona, mentona, citronelal, α-

terpinoleno y α-terpineno (Bhavaniramya et al., 2019; Diniz do Nascimento et al., 2020). 

1. A.5.c. Actividad antiinflamatoria y anticancerígena de los aceites esenciales 

En la fase crónica de la inflamación se produce una sobreexpresión de genes y proteínas 

produciendo una mayor liberación y acumulación de especies reactivas del oxígeno y nitrógeno. 

Debido al estrés oxidativo, una mayor tasa de mutación ocurre en las células, activándose vías 

de señalización que favorecen el desarrollo de tumores mediante la regulación de la 

angiogénesis celular y la metástasis (Bhalla et al., 2013). En este marco, los AEs y sus 

componentes son de gran interés por sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes que 

reducen la proliferación tumoral mediante efectos apoptóticos (Blowman et al., 2018; Nath et 

al., 2019). Por ejemplo, el 1,8-cineol, actúo como inhibidor de los leucotrienos y las 

prostaglandinas (Santos et al., 2004). Además, los AEs de Trachydium roylei (Lindt), Artemisia 

argyi (Levl.) y Chamaecyparis obtusa (Siebold) inhibieron la secreción de citocinas 



19  

proinflamatorias (Valdivieso-Ugarte et al., 2019). Por otro lado, los AEs de Myrica gale (L.) y 

Pituranthos tortuosus (Desf.) mostraron una actividad antiproliferativa en las líneas celulares de 

cáncer de pulmón y células cancerosas del melanoma B16F10 (Krifa et al., 2015; Silvestre et al., 

2005). Asimismo, el aceite esencial de A. roseum inhibió la proliferación de líneas celulares de 

adenocarcinoma de colon humano (Touihri et al., 2015). 

1. A.5.d. Actividad insecticida de los aceites esenciales 

Dado que los AEs pueden interferir con las funciones metabólicas y fisiológicas de los insectos 

actuando sobre diversos sitios de acción, distintos grupos de investigación se han abocado al 

estudio de la potencial actividad insecticida de estos productos (Ikbal y Pavela, 2019; Mossa, 

2016). En términos generales, se ha determinado que los AEs y sus componentes pueden ejercer 

actividades neurotóxicas en los insectos, a través de diferentes vías como la modulación 

alostérica positiva de los receptores GABA, el bloqueo de los receptores de octopamina o la 

inhibición de acetilcolinesterasa (Jankowska et al., 2018; Plata-Rueda et al., 2020). Sin embargo, 

hasta la fecha, son escasos los insecticidas en el mercado elaborados con AEs como principios 

activos debido a diversas limitantes (Isman y Grieneisen, 2014). En primer lugar, el carácter 

lipofílico de los aceites determina que sean necesarios altos volúmenes de disolventes y 

emulsionantes para facilitar su aplicación y distribución a campo (Campolo et al., 2020). En 

segundo lugar, los efectos fitotóxicos de ciertos AEs dificultan su aplicación directa sobre cultivos 

(Karalija et al., 2020). Por último, pese a que la volatilidad y la biodegradabilidad de los 

componentes de los AEs ha sido considerada características positivas desde un punto de vista 

ambiental, reducen su eficacia a campo para el control de insectos plaga (Chaudhari et al., 2021). 

Por esta razón, en los últimos años, creció el interés en el diseño de formulaciones en base a 

AEs, especialmente nanoformulaciones, que mejoren la eficiencia y persistencia de estos 

productos.   

  



20  

1. A.6. Hipótesis  

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

 Los AEs de Mentha piperita (L.) (Lamiales, Lamiaceae) (menta), Cymbopogon martinii (Roxb.) 

Wats (Poales, Poaceae) (palmarosa), Geranium maculatum (L.) (Geraniales, Geraniaceae) 

(geranio), Lavandula angustifolia (Mill.), (Lamiales, Lamiaceae) (lavanda), Origanum vulgare 

(L.) (Lamiales, Lamiaceae) (orégano), Laurus nobilis (L.) (Laurales, Lauraceae) (laurel) y 

Malaleuca alternifolia (Maiden y Betche) (Myrtales, Myrtaceae) (árbol de té) poseen efectos 

letales por exposición a superficies tratadas y a vapores en adultos de S. oryzae y L. 

serricorne. 

 Las AEs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té modifican la 

susceptibilidad de S. oryzae y L. serricorne al insecticida piretroide β-cipermetrina por 

exposición a superficies tratadas.  

1. A.7.a. Objetivo general  

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

menta, palmarosa, geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té, en adultos de S. oryzae y L. 

serricorne. 

 1. A.7.b. Objetivos específicos  

 Determinar la composición química de los AEs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, 

orégano, laurel y árbol de té que se utilizarán en los bioensayos de actividad letal.  

 Evaluar el efecto letal por exposición a superficies tratadas y a vapores de los AEs en adultos 

de S. oryzae y L. serricorne. 

 Evaluar el efecto tóxico combinado del insecticida sintético β-cipermetrina y los AEs en 

adultos de S. oryzae y L. serricorne por exposición a superficies tratadas. 
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1. B. Materiales y métodos 

1. B.1. Materiales 

Se utilizaron los AEs de menta (Mentha piperita L. - Lamiaceae), palmarosa (Cymbopogon 

martinii (Roxb.) Wats - Poaceae), geranio (Geranium maculatum L. - Geraniaceae), lavanda 

(Lavandula angustifolia Mill. - Lamiaceae), orégano (Origanum vulgare L. - Lamiaceae), laurel 

(Laurus nobilis L. - Lauraceae) y árbol de té (Malaleuca alternifolia Maiden y Betche- Myrtaceae) 

producidos por Swiss-Just (manufacturados bajo supervisión y control de Ulrich Justrich AG, 

Walzenhausen, Suiza) y Aromáticas Alto valle (Mendoza, Argentina). Como solvente se utilizó 

acetona de grado analítico (Dorwill, Argentina) para los ensayos de actividad con insectos y éter 

etílico para los análisis cromatográficos. El insecticida piretroide β-cipermetrina se obtuvo de 

Sigma-Aldrich. 

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) (Agilent 7890B; Agilent 5977A). La columna capilar utilizada 

fue HP-5MS (30 m × 0,25 mm de diámetro interior × 0,25 μm de espesor de película). Se utilizó 

helio como gas carrier (1,0 ml min-1). La temperatura del horno se mantuvo en 50 °C durante los 

3 minutos iniciales; luego se programó a 5 °C min-1 hasta 200 °C manteniendo esta temperatura 

durante 1 minuto. A continuación, se aumentó nuevamente a 50°C min-1 hasta 280 °C. La 

temperatura del bloque de inyección fue de 250 °C. Las muestras se prepararon en una solución 

al 1% en éter etílico. Las alícuotas inyectadas fueron de 1 μL, en modo split 1:20. Los espectros 

de masa se registraron en la modalidad de impacto electrónico a 70 eV, en un rango de masas 

de m/z 35 – 500 uma. Se utilizó una serie de n-alcanos (C8-C40) para determinar los índices de 

retención (IR) de los componentes a partir de los tiempos de retención observados en el análisis 

CG-EM. La identificación posterior se realizó mediante comparación de los espectros de masa 

almacenados en biblioteca NIST 2.0 (Standard Reference Data, Gaithersburg, MD, 2012). Los 
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porcentajes relativos de los componentes individuales de cada AE se obtuvieron promediando 

las áreas de cada pico de un análisis GC-FID (Shimadzu G14B) que se realizó mediante una 

columna DB-5 (30 m x 0,25 mm, espesor de película de 0,25 μm) y utilizando las mismas 

condiciones analíticas que para el análisis de CG-EM. La identificación de los componentes 

individuales se confirmó por comparación (co-inyección) con muestras auténticas, en caso de 

estar disponibles. 

1. B.3. Insectos 

 Las colonias de S. oryzae y L. serricorne (sin previa exposición a insecticida) se mantuvieron en 

el laboratorio de Zoología de Invertebrados II, UNS. Las crías se desarrollaron en frascos de vidrio 

(6 cm diámetro × 14 cm alto) cubiertos por una tela de voile para permitir la ventilación. En el 

caso de S. oryzae, cada recipiente contenía granos enteros de trigo mientras que en L. serricorne, 

se utlizó una mezcla de harina de trigo, leche en polvo y levadura en polvo (3:1:1 p/p). Ambas 

colonias se conservaron en una cámara de crecimiento a 29 ± 2 °C, 50-70% de HR y en oscuridad. 

Para todos los bioensayos se utilizaron insectos adultos de 3-7 días de edad. 

1. B.4. Bioensayos 

Con el objetivo de determinar la toxicidad de los AEs, se realizaron dos tipos de ensayos 

preliminares evaluando dos vías de exposición: a superficies tratadas y a vapores.  

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

En este bioensayo, se trataron papeles de filtro rectangulares (28,5 cm2) con 0,5 ml de las 

soluciones de los AEs en acetona. Se determinó un rango de concentraciones que fue desde 50 

a 800 μg cm-2. Luego de la evaporación del solvente, aproximadamente 15 minutos a 

temperatura ambiente, los papeles de filtro se introdujeron en un frasco de vidrio (2 cm de 

diámetro x 9 cm de alto) quedando adosado a la base y pared del recipiente. En el control 

positivo, los papeles de filtro se trataron con soluciones de β-cipermetrina en acetona, en un 

rango de 2,5 a 400 μg cm-2, mientras que en el control negativo, el papel se trató solo con 
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acetona. Posteriormente, se agregaron diez adultos de S. oryzae o L. serricorne y el frasco se 

cubrió con una tela de voile. Se realizaron cuatro réplicas independientes. Todos los 

experimentos se mantuvieron a 29 ± 2 ° C y 50 - 70% de HR y en oscuridad. Luego de 72 h, se 

registró la mortalidad. Con estos datos se determinaron los valores de CL50 y CL90 

(concentraciones necesarias para matar al 50 y 90% de la población, respectivamente). Los 

adultos se consideraron muertos cuando no se observaron movimientos abdominales ni de 

apéndices (patas, alas y antenas).  

1. B.4.b. Toxicidad por exposición a vapores 

En este bioensayo se evaluó la toxicidad de los AEs en S. oryzae y L. serricorne mediante una 

cámara fumigante. Los AEs se aplicaron directamente sobre papeles de filtro (4 cm2) adheridos 

a las caras inferiores de una base de caja de Petri (8,5 de diámetro x 2 cm de alto). Las 

concentraciones de los AEs variaron de 6,42 a 257 mg. L aire-1. En el control positivo, los papeles 

de filtro se trataron con una solución del insecticida sintético en acetona alcanzando las mismas 

concentraciones finales, mientras que, en el control negativo, únicamente con acetona. La placa 

de Petri se cubrió con tela de voile y una tapa con un orificio central, para permitir la circulación 

de aire. Sobre este tejido se liberaron quince adultos cubiertos por un envase de 350 ml. El 

conjunto fue herméticamente sellado con cinta adhesiva. Cada tratamiento y los controles se 

replicaron de forma independiente cuatro veces. Todos los bioensayos se mantuvieron a 29 ± 2 

° C y 50 - 70% de HR y en oscuridad. La mortalidad se determinó luego de 72 h. Con estos datos 

se determinaron los valores de CL50 y CL90. La mortalidad se registró siguiendo la metodología ya 

descripta en el ítem 1.B.4.a.  

1. B.4.c. Efecto combinado insecticida sintético y aceites esenciales 

De la misma manera que en el ítem 1.B.4.a, se trataron papeles de filtro (28,5 cm2) con 0,5 ml 

de soluciones de insecticida sintético en acetona a valores CL50 determinados en el punto 

1.B.4.a. Luego de la evaporación del solvente, estos papeles se rociaron con soluciones de los 
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AEs en acetona a valores de CL50 estimados en 1.B.4.a. Se realizaron tres controles: en el 

primero, los papeles de filtro se trataron únicamente con acetona; en el segundo y en el tercero, 

con soluciones de β-cipermetrina o de los AEs, a sus respectivos valores de CL50. Luego de la 

evaporación del solvente, los papeles de filtro se introdujeron en un frasco de vidrio (2 cm de 

diámetro x 9 cm de alto) y se agregaron diez adultos de S. oryzae o L. serricorne que se cubrieron 

con tela de voile. Se realizaron cuatro réplicas independientes. Todos los experimentos se 

mantuvieron a 29 ± 2 ° C y 50 - 70% de HR y en oscuridad. Luego de 72 h, se registró el porcentaje 

de mortalidad. La mortalidad se registró siguiendo la misma metodología que en el ítem 1.B.4.a. 

1. B.5. Análisis estadístico  

Los valores de CL50 y CL90 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. Los datos obtenidos del efecto 

combinado de insecticida sintético y los AEs fueron analizados mediante ANOVA y DMS. 
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1. C. Resultados 

1. C.1. Caracterización de los aceites esenciales 

Los componentes identificados en los AEs y sus porcentajes relativos se muestran en la Tabla 

1.1. 

Un total de 94 compuestos fueron identificados por CG-EM como componentes de los distintos 

AEs. En el análisis de la composición química de los aceites se observó que los monoterpenos y 

sesquiterpenos fueron los constituyentes mayoritarios seguidos de una proporción minoritaria 

de hidrocarburos aromáticos y ésteres. El análisis químico reveló que en el aceite de menta, los 

componentes mayoritarios fueron isomentol (>20%), isomentona y neomentol (>10%), mientras 

que en el aceite de palmarosa, se detectó mayormente la presencia de geraniol (>40%), geranial 

(>20%) y acetato de geranilo (>10%). En el aceite de geranio se identificaron β-citronelol (>37%) 

y geranial (>10%) como los componentes principales, mientras que, en el aceite de lavanda, los 

componentes principales resultaron ser acetato de linalilo y linalool (>28%). En el aceite de 

orégano, los compuestos con mayor representación fueron carvacrol (>14%), cis β-terpineol 

(>11%) y terpinen-4-ol (>10%), mientras que en el aceite de laurel se determinó la presencia de 

1,8-cineol (>26%) y acetato de terpenilo (>17%) como compuestos mayoritarios. Por último, el 

aceite de árbol de té presentó terpinen-4-ol (>37%) y -terpineno (>12%) como componentes 

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

Componentes IR exp a IR lit b Orégano Árbol de té Geranio Menta Lavanda Palmarosa Laurel Método Identif.  d 

α-tuyonabc 924 925 0,75      0,62 Ri, MS 

α-pinenobc 940 939 0,77 2,5  0,27 1,57  4,66 Ri, MS, S 

canfenobc 953 953 0,47      0,67 Ri, MS 

sabinenobc 973 974       8,12 Ri, MS 

β-pinenobc 980 980 3,11   0,52 0,68  2,96 Ri, MS 

β-mircenoac 989 990 1,28    0,87  0,92 Ri, MS,S 

α-felandrenomc 1007 1006 0,37       Ri, MS 

3-carenobc 1010 1011     0,87   Ri, MS 

α-terpinenomc 1014 1015 4 4,64      Ri, MS 

δ-3-carenobc 1020 1019  0,66      Ri, MS 

o-cimenoha 1022 1021 3,56 4,12   0,95   Ri, MS 

D-limonenomc 1029 1030 2,94       Ri, MS, S 

1,8 – cineolbc 1032 1033  4,31  4,58 2,01  26,67 Ri, MS, S 

cis-β-ocimenoac 1045 1046      0,75  Ri, MS 

trans-β-ocimenoac 1049 1050 1,05    0,85   Ri, MS 

γ-terpinenomc 1056 1057 5,76 12,6     0,84 Ri, MS 

hidrato de trans-
sabinenobc 

1070 1070 2,69       Ri, MS 

terpinolenomc 1087 1088 1,92 5,88      Ri, MS 

β-linaloolac 1099 1098   1,58  28,83 3,49 7,22 Ri, MS, S 

cis óxido de rosamc 1110 1111   2,32     Ri, MS 

β-tujonabc 1112 1112     0,45   Ri, MS 

cis-p-ment-2-en-1-
olmc 

1122 1123   0,79     Ri, MS 

isopinocarveolbc 1140 1139  0,68      Ri, MS 

camforbc 1144 1143     1,09   Ri, MS, S 

cis-β-terpineolmc 1145 1144 11,04       Ri, MS 

trans-verbenolbc 1146 1146 0,53       Ri, MS 
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óxido de trans-
limonenobc 

1150 1149 1,26       Ri, MS 

mentonamc 1153 1154   1,34 21,24    Ri, MS 

isoborneolbc 1154 1155 0,82       Ri, MS 

isomentonamc 1165 1164   5,91 4,95    Ri, MS 

borneolbc 1170 1165 2,07    3,27   Ri, MS,S 

neomentolmc 1171 1170    4,88    Ri, MS 

óxido de trans-
linaloolmc 

1172 1171     1,21   Ri, MS 

mentolmc 1173 1172    50,06    Ri, MS, S 

terpinen-4-olmc 1180 1182 10,98 37,52   5,87  2,40 Ri, MS, S 

isomentolmc 1182 1182    0,92    Ri, MS 

α-terpineolmc 1190 1191 2,59 7,52   1,88  3,15 Ri, MS, S 

trans-piperitolmc 1195 1196 1,63       Ri, MS 

-terpineolmc 1200 1201  2,69      Ri, MS 

timol metil eterha 1128 1228 0,48       Ri, MS 

citronelolac 1232 1233   37,97     Ri, MS 

citralac 1239 1240      1,16  Ri, MS 

isotimol metil eterha 1244 1244 2,33       Ri, MS 

carvonamc 1250 1250  0,51      Ri, MS 

acetato de linaliloac 1256 1257 1,47    28,47  0,68 Ri, MS 

geraniolac 1261 1262 1,08  6,39   40,89  Ri, MS 

geranialac 1268 1268   13,16   23,77  Ri, MS 

acetato de bornilobc 1285 1285       0,68 Ri, MS 

acetato de 
lavanduliloac 

1290 1289     3,38   Ri, MS 

acetato de mentilomc 1295 1294    6,87    Ri, MS 

carvacrolha 1300 1300 14,23       Ri, MS, S 

acetato de 
isomentilomc 

1304 1303    0,14    Ri, MS 

formiato de geraniloac 1305 1305   1,88   0,71  Ri, MS 
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óxido de 
aromadendrenospq 

1332 1333       1,65 Ri, MS 

acetato de 
terpenilomc 

1350 1352       17,14 Ri, MS 

eugenolha 1355 1356       0,63 Ri, MS, S 

acetato de neriloac 1364 1365     2,34   Ri, MS 

acetato de geraniloac 1385 1383 0,21  0,61   12,44  Ri, MS 

β-bourboneeospt 1387 1388   1,62     Ri, MS 

β-elemenospm 1388 1389   0,85    0,85 Ri, MS 

metil eugenolha 1400 1401       6,26 Ri, MS 

α-gurjunenospt 1410 1409  2,86      Ri, MS 

trans-cariofilenospb 1425 1426 5,19  2,37 4,17 6,42 1,91 2,08 Ri, MS, S 

α-guaienospb 1440 1439   0,68     Ri, MS 

propionato de 
geraniloac 

1450 1452   8,44     Ri, MS 

α-cariofilenospb 1452 1454 0,3  1,69  0,36   Ri, MS 

ácido undecanoicoag 1456 1458   1,31     Ri, MS 

E-β-farnesenospa 1458 1458     1,88   Ri, MS 

alloaromadendrenospt 1465 1465  0,46 0,61     Ri, MS 

β-cadinenospb 1470 1472   0,53     Ri, MS 

germacreno Dspm 1480 1479 1,95  2,28 1,40 0,28   Ri, MS 

β-selinenospb 1483 1482       0,54 Ri, MS 

ɣ-gurjunenospb 1485 1484       0,36 Ri, MS 

valencenospb 1491 1491       1,29 Ri, MS 

viridiflorenospt 1493 1493 2,18  1,46     Ri, MS 

α-muurolenospb 1500 1499       1,15 Ri, MS 

ɣ-cadinenospb 1512 1512 1,5      0,34 Ri, MS 

δ-cadinenospb 1520 1520   1,99    0,77 Ri, MS 

butirato de 
citroneliloac 

1537 1536   1,82     Ri, MS 

espatulenolspt 1580 1579 0,75       Ri, MS, S 

óxido de cariofilenospb 1581 1581 0,8  0,81  0,40 0,46 1,16 Ri, MS 
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óxido de 
isoaromadendrenospt 

1585 1584       0,49 Ri, MS 

globulolspt 1588 1587  2,18      Ri, MS, S 

viridiflorolspt 1590 1590  0,52      Ri, MS 

cubenolspb 1619 1621       0,55 Ri, MS 

óxido de 
alloaromadendrenospq 

1643 1646       0,95 Ri, MS 

tiglato de geraniloac 1697 1700   1,60     Ri, MS 

β-bisabololspm 1660 1665       1,04 Ri, MS 

(Z, Z)-farnesolspa 1705 1709      1,20  Ri, MS 

(E, E)-farnesolspa 1720 1722      1,49  Ri, MS 

palmitato de metiloag 1923 1927 1,26 1,61   1,23 2,22  Ri, MS, S 

linoleato de metiloag 2087 2092 0,75 0,99   0,17 0,52  Ri, MS, S 

oleato de metiloag 2099 2103 5,64 7,75   4,70 8,78 3,21 Ri, MS, S 

estearato de metiloag 2120 2128 0,31     0,22  Ri, MS, S 

a IR exp., índice de retención determinado en una columna HP-5MS utilizando la serie homologa de n-alcanos, b IR lit., índice de retención tomado de Adams (2017), c 
Determinado por integración CG FID, d IR = índice de retención idéntico a la bibliografía, MS = identificación basada en la comparación de los espectros de masas, S = 
tiempo de retención idéntico al compuesto auténtico. Para cada componente se indica entre paréntesis si este corresponde a un monoterpeno con estructura acíclica 
(ac), monocíclica  (mc), bicíclica (bc), sesquiterpenos con estructura acíclica (spa), monocíclica (spm), bicíclica (spb), tricíclica (spt) y tetracíclica (spq), hidrocarburos 
aromáticos (ha) y ésteres de ácidos grasos (ag).   
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1. C.2. Toxicidad por exposición a superficies tratadas  

En los controles negativos, en ambos insectos, no se registró mortalidad luego de 72 h. Para el 

caso del control positivo (β-cipermetrina), los valores de CL50 estimados fueron 15,41 µg cm-2 en 

S. oryzae, y 169,71 µg cm-2 para L. serricorne. Consecuentemente, S. oryzae fue 

aproximadamente 11 veces más susceptible que L. serricorne.  

En el caso de S. oryzae, para los aceites se estimaron valores de CL50 en un rango entre 202,98 y 

342,79 µg cm-2. El aceite de geranio fue el más efectivo, aunque no se encontraron diferencias 

significativas entre este aceite y el de palmarosa (P>0,05). Con los AEs de menta, lavanda, 

orégano y árbol de té se obtuvieron valores de CL50 en el rango de 262,39 a 293,84 µg cm-2, no 

encontrándose diferencias significativas entre ellos (P>0,05). El AE de laurel fue el menos 

efectivo de todos los aceites probados, aunque no se encontraron diferencias significativas con 

los aceites antes mencionados (P>0,05), salvo con el AE de menta (P<0,05) (Tabla 1.2). Cabe 

destacar que, en este insecto, el insecticida sintético fue 13,17 veces más tóxico que el AE de 

geranio. 

En el caso de L. serricorne, el rango de valores de CL50 de los aceites fue de 241,63 a 566,49 µg 

cm-2. El AE de palmarosa generó la mayor actividad insecticida, encontrándose diferencias 

significativas con el resto de los AEs (P<0,05). Con Los AEs de orégano, geranio y menta se 

hallaron valores de CL50 en el rango de 302,51 a 343,24 µg cm-2, no encontrándose diferencias 

significativas entre ellos (P>0,05). Los aceites de lavanda, árbol de té y laurel fueron los que 

produjeron menor efecto insecticida, siendo sus valores de CL50 significativamente mayores que 

los demás aceites (P<0,05). El AE de laurel fue el menos efectivo de todos los aceites probados 

(P<0,05) (Tabla 1.2). En este insecto, no se encontraron diferencias significativas entre el efecto 

tóxico producido por insecticida sintético y el AE más efectivo (palmarosa).  
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Tabla 1.2. Toxicidad por superficies tratadas de los AEs en adultos de S. oryzae y L. serricorne. 

Especies AEs CL50 (µg cm-2)a IC95
b CL90 (µg cm-2)a IC95

b X2 (gl=4) C P d 

Sitophilus oryzae 

Menta 262,39 c 233,77 – 289,26 425,19 c 389,00 – 476,48 4,097 0,393  

Palmarosa  235,48 bc 213,81 – 257,10 340,54 b 312,43 -381,92 1,980 0,739  

Geranio 202,98 b 170,65 – 230,77 364,55 bc 328,47 – 417,84 1,241 0,871 

Orégano 293,84 cd 276,66 – 321,24 527,80 cd 442,70 – 712,87 7,235 0,124 

Árbol de té  287,63 cd 251,23 – 321,06 517,84 cd 468,98 – 589,63 4,021 0,403 

Laurel 342,79 d 300,75 – 384,44 640,57 d 570,28 – 752,20 1,222 0,874 

Lavanda 286,79 cd 259,22 – 337,26 669,32 d 578,05 – 832,66 1,706 0,790 

β-cipermetrina 15,41 a 12,34 – 18,81 35,37 a 29,93 – 44,28  6,478 0,166  

Lasioderma serricorne 

Menta 343,24 b 301,28 – 384,83 640,85 b 570,68 – 752,26 1,670 0,796 

Palmarosa  241,63 ab 204,77 – 271,93 452,16 a 409,16  - 514,26 3.453 0,485 

Geranio 330,88 b 281,02 – 377,77 678,11 b 593,77 – 821,70 3,311 0,507 

Orégano 302,51 b 272,45 – 331,41 488,09 a 447,88 – 544,55 4,325 0,364 

Árbol de té  447,75 c 410,63 – 492,14 703,60 b 633,63 – 813,54 3,086 0,544 

Laurel 566,49 d 522,12 – 633,18 806,04 b 717,74 – 963,14 1,381 0,848 

Lavanda 443,15 c 404,28 – 489,61 716,86 b 641,92 – 836,57 0,361 0,986 

β-cipermetrina 169,71 a 136,59 – 205,43 390,64 a 334,42 – 478,01 5,376 0,251 

a Los valores de CL50 seguidos de diferentes letras dentro de la misma columna presentan diferencias significativas (NSIC, P<0,05). bIC: intervalos de confianza al 
95%. 
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1. C.3. Toxicidad por exposición a vapores 

En S. oryzae y L. serricorne, en los controles negativos, no se registró mortalidad luego de 72 h. 

Cabe mencionar que al final del bioensayo, tampoco se observó mortalidad en ambas especies 

expuestas al insecticida sintético (control positivo). 

En el ensayo con S. oryzae, los AEs de geranio, laurel y árbol de té produjeron valores de CL50 en 

un rango entre 24,75 a 109,75 mg. L aire-1 (Tabla 1.3). Para el caso de los aceites de palmarosa, 

orégano, menta y lavanda no se observó mortalidad incluso a máxima dosis (257 mg. L aire-1), 

por la cual los valores de CL50 y CL90 no fueron calculados. El aceite de árbol de té fue el más 

efectivo, siendo su valor de CL50 significativamente menor que los de los aceites de laurel y 

geranio (P<0,05). Para estos últimos, no se encontraron diferencias significativas entre sus 

valores de CL50 (P>0,05).  

En el caso de L. serricone, los AEs tuvieron valores de CL50 en un rango entre 66,82 a 160,48 mg. 

L aire-1 (Tabla 1.3). La mayor actividad insecticida se observó para el aceite de geranio, sin 

embargo, no se hallaron diferencias significativas con los AEs de orégano, menta, árbol de té y 

laurel (P>0,05). Los aceites de palmarosa y lavanda fueron los menos efectivos con valores de 

CL50 más elevados (P<0,05).  
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Tabla 1.3. Toxicidad por exposición a vapores de los AEs en adultos de S. oryzae y L. serricorne. 

Especies AEs CL50 (mg L Aire-1)a IC95
b CL90 (mg L Aire-1)a IC95

b X2 (gl=4) p 

Sitophilus oryzae 

Geranio 109,75 b 98,71 – 125,18 185,79 b 162,58 – 222,60 5,438 0,245 

Árbol de té  24,75 a 20,00 – 29,89 58,94 a 50,28 – 72,84 0,073 0,999 

Laurel 91,41 b 71,84 – 122,02 160,82 b 128,24 – 230,82 7,983 0,092 

Lasioderma serricorne 

Menta 70,21 a 61,41 – 80,59 134,65 a 118,70 – 157,48 6,413 0,170 

Palmarosa  148,81 b 130,94 – 170,84 282,82 b 248,94  - 331,07 6,515 0,164 

Geranio 66,82 a 57,00 – 78,41 144,69 a 125,49 – 173,31 5,629 0,229 

Orégano 85,58 a 74,76 – 98,94 164,23 a 143,67 – 194,29 5,951 0,203 

Árbol de té  81,86 a 73,65 – 91,50 132,73 a 119,46 – 150,96 3,322 0,505 

Laurel 78,61 a 61,75 – 102,93 141,25 a 113,81 – 196,81 7,514 0,111 

Lavanda 160,48 b 136,46 – 193,00 350,66 b 296,71 – 436,72 6,395 0,172 

a Los valores de CL50 seguidos de diferentes letras dentro de la misma columna presentan diferencias significativas (NSIC, P<0,05). bLos intervalos de confianza del 95% 
se muestran entre paréntesis. 
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1. C.4. Efecto combinado insecticida sintético y aceites esenciales 

Los resultados sobre la mortalidad en S. oryzae y L. serricorne después de la exposición a una 

combinación del insecticida β-cipermetrina y los AEs a concentraciones de CL50 durante 72 horas 

se muestran en la lámina 1.5. En el caso de los controles negativos, no se registró mortalidad 

para ambos insectos al final del bioensayo. Los porcentajes de mortalidad producidos por el 

insecticida sintético fueron de 57,5 y 47,5% en S. oryzae y L. serricorne, respectivamente. 

En S. oryzae, el porcentaje de mortalidad determinado por la combinación del insecticida 

sintético y los AEs de geranio, palmarosa, orégano y laurel fue significativamente mayor al efecto 

tóxico de los aceites individuales (P<0,05). Para la combinación insecticida sintético y los AEs de 

árbol de té, lavanda y menta, no se hallaron diferencias significativas con los aceites libres 

(P>0,05). 

En L. serricorne, la combinación de insecticida sintético y los AEs de lavanda, orégano y menta 

incrementó significativamente el porcentaje de mortalidad en comparación con los aceites 

individuales (P<0,05). En cambio, no se encontraron diferencias significativas entre la toxicidad 

producida por la combinación insecticida sintético y los AEs de árbol de té, laurel, geranio o 

palmarosa y la generada por los aceites libres (P>0,05). 

Lámina 1.5. Porcentaje de mortalidad del efecto combinado de insecticida sintético y AEs a 

valores de CL50 en S. oryzae y L. serricorne. Se grafica la media y su desvió estándar N: 4 réplicas.   
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 1. D. Discusión  

El análisis químico reveló que los AEs en estudio son mayoritariamente mezclas de 

monoterpenos acíclicos, monocíclicos y bicíclicos. En menor representación se encuentran los 

sesquiterpenos bicíclicos, seguido de los hidrocarburos aromáticos y esteres de ácidos grasos. 

La determinación de los perfiles químicos de los AEs es de vital importancia a la hora de evaluar 

su efecto biológico (en este caso su potencial actividad insecticida) dado que es común que un 

mismo aceite varíe su composición tanto cuantitativa como cualitativamente frente a distintas 

condiciones de cultivo o extracción (Athanassiou et al., 2013). Entre estas se citan, el genotipo 

de la planta, el órgano utilizado para la extracción, las condiciones climáticas y del suelo, los 

niveles de nutrición y los métodos de cosecha, secado y extracción (Baptista-Silva et al., 2020; 

Guettal et al., 2021).   

Es importante mencionar que los AEs de especímenes del género Mentha suelen poseer altos 

porcentajes de monoterpenos cíclicos y agruparse en: a) ricos en mentol, b) ricos en carvona y 

c) ricos en pulegona/piperitona (Kumar et al., 2011). El aceite de menta utilizado en este trabajo 

se corresponde con el primer grupo, dado que se determinó una proporción de mentol superior 

al 50%. Varios autores han reportado para el AE de M. piperita una composición de isómeros de 

mentol similar a la hallada en el presente trabajo (Bassolé et al., 2010, Beigi et al., 2018; Husain 

et al., 2015).  

En el caso del aceite de palmarosa utilizado en este trabajo, los compuestos mayoritarios 

corresponden a monoterpenos acíclicos, con geraniol representando un 40%, junto con geranial 

y acetato de geranilo en 23,77 y 12,44%, respectivamente. Cabe destacar que son varios los 

trabajos que mencionan al geraniol como el compuesto con mayor representación en el AE de 

esta gramínea, con porcentajes mayores al 80% en algunos casos (Rajeswara et al., 2009; 

Randriamiharisoa y Gaydou, 1987; Rao et al., 2005). 

Al igual que el aceite de palmarosa, en el AE de geranio se observó que los monoterpenos 

acíclicos superan el 70% siendo β-citronelol (37,97%) y geranial (13,16%) los de mayor presencia. 
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Según et al Filippova et al. (2020), β-citronelol y geranial junto con geraniol y neral son los 

principales compuestos encontrados en este aceite. En concordancia con nuestro estudio,  

Gallardo et al. (2012) informaron una composición similar para el aceite de geranio con β-

citronelol, geraniol, linalool, mentona y formiato de citronelilo como compuestos mayoritarios. 

Por otra parte, y teniendo en cuenta la clasificación de quimiotipos del género Lavanda 

propuesta por Aprotosaie et al. (2017), el AE de lavanda utilizado en este trabajo se corresponde 

al quimiotipo rico en monoterpenos acíclicos como acetato de linalilo y linalool. Varios autores 

indicaron la presencia de estos dos compuestos como componentes mayoritarios, con 

proporciones similares a las determinadas en este estudio (Abou Baker et al., 2021; Djenane et 

al., 2012; Umezu et al., 2006).  

En lo que respecta al aceite de orégano, atendiendo a las variaciones de los perfiles químicos de 

los aceites, se conocen dos quimiotipos teniendo en cuenta el tipo de hidrocarburos aromáticos: 

aquellos ricos en timol o en carvacrol (Baricevic y Bartol, 2002; Leyva-López et al., 2017). De 

acuerdo al perfil químico, el AE de este trabajo se corresponde al segundo grupo teniendo el 

carvacrol una representación del 14,23% y no detectándose timol. Además, en este aceite se 

detectó abundante presencia de monoterpenos monocíclicos como terpine4-ol y cis-β-terpneol.  

Para el aceite de laurel, el análisis químico reveló que los componentes mayoritarios son 

monoterpenos monocíclicos (1,8-cineol y acetato de terpenilo) que alcanzan el 43,81%. Es 

sabido que los aceites de L. nobilis son ricos en 1,8-cineol, más del 30%, seguido de otros 

componentes como α-acetato de terpenilo, linalool, α-terpinol, y timol (Guedri et al., 2020). 

Cabe señalar que varios estudios informan para este aceite una composición química similar a 

la hallada en la presente tesis (Bouzouita et al., 2001; Snuossi et al., 2016; Stefanova et al., 2020; 

Tomar et al., 2020).    

Por último, en el aceite de árbol de té, es posible identificar distintos quimiotipos atendiendo a 

las variaciones de los monoterpenos monocíclicos: ricos en terpinoleno, en terpinen-4-ol o en 
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1,8-cineol (Yadav et al., 2017). En nuestro estudio, este AE se corresponde al segundo grupo 

registrándose terpinen 4-ol (≈38%) y ϒ-terpineno (≈12%) como componentes mayoritarios que 

sumados a otros monoterpenos monocíclicos alcanzan el 75%. Varios autores, estudiando AE de 

árbol de té del quimiotipo terpinen-4-ol, han reportado perfiles químicos similares al utilizado 

en este estudio (Bishop, 1995; Caldefie-Chezet et al., 2006; Cox et al., 2001; Hart et al., 2000).  

El insecticida β-cipermetrina es un piretroide cuyo uso aumentó significativamente en los 

últimos años (Narayanan et al., 2020). Nuestros resultados mostraron que S. oryzae fue 11 veces 

más susceptible que L. serricorne a este insecticida, cuando se lo utilizó en el bioensayo por 

exposición a superficies tratadas mientras que, por exposición a vapores no generó toxicidad en 

ninguna especie. Estos datos son coherentes con trabajos anteriores que demostraron que los 

individuos de género Sitophilus suelen ser más susceptibles a diferentes productos insecticidas 

que otros coleópteros plaga de alimentos almacenados (Esmaili et al., 2013; Sahaf et al., 2008; 

Urrutia et al., 2020). Las diferencias en la susceptibilidad entre S. oryzae y L. serricorne 

observadas en este trabajo, podrían explicarse por factores biológicos, como las variaciones 

interespecíficas en el metabolismos de detoxificación. En este sentido, L. serricorne podría 

metabolizar los productos insecticidas en mayor rapidez, lo que permitiría resistir dosis más altas 

de estos productos. Además, la susceptibilidad de cada especie puede estar relacionada con su 

composición genética, lo que podría explicar porque las poblaciones de S. oryzae son más 

susceptibles a los insecticidas (Müller, 2018; Uhl et al., 2016). La falta de actividad fumigante de 

este insecticida piretroide en ambas especies podría deberse a su baja volatilidad en relación 

directa a la baja presión de vapor que presenta (1,3x10-9 mmHg a 20 °C).  

En el presente trabajo, la actividad insecticida de los AEs varió de acuerdo con la vía de 

exposición.  Es sabido, que tanto la forma de exposición como la composición química de un AE 

influyen en los efectos tóxicos que estos productos generan (Mossa, 2016; Piri et al., 2020; Yang 

et al., 2021). Es decir, la toxicidad de los AEs depende tanto de sus propiedades fisicoquímicas 
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como del resultado de las diferentes fases toxicocinéticas y toxicodinámicas (penetración, 

distribución, metabolismo e interacción con el sitio de acción) (Sfara et al., 2009).  

Por exposición a superficies tratadas en S. oryzae, los AEs tuvieron valores de CL50 el rango de 

225 a 342 µg cm-2, mientras que en L. serricorne, de 241 a 566 µg cm-2. Tal lo observado para el 

insecticida sintético, L. serricorne fue más tolerante al efecto por exposición a superficies 

tratadas de los AEs.  En estos bioensayos además se observó que los AEs de geranio y palmarosa 

produjeron mayor actividad insecticida en S. oryzae, mientras que el AE de palmarosa fue el más 

efectivo en L. serricorne. Los constituyentes mayoritarios de estos dos aceites son 

monoterpenos acíclicos como citronelol, geraniol, geranial, y acetato de geranilo que sumados 

a otros compuestos de esta clase superan el 70%. Varios antecedentes describen la alta eficacia 

del geraniol y citronelol por exposición a superficies tratadas en insectos plaga de productos 

almacenados, reportando además que los monoterpenos acíclicos poseen mayor toxicidad que 

lo cíclicos (Abdelgaleil et al., 2009; Adel et al., 2018; Cao et al., 2018; He et al., 2021; Oyedeji et 

al., 2020). Pese a que el aceite de lavanda también es rico en monoterpenos acíclicos, trabajos 

previos del grupo, demostraron que este aceite es menos efectivo de que los AEs de P. 

interpunctella y Blatella germánica (L.) (Jesser et al., 2017; Yeguerman et al., 2020). En este 

sentido, varios autores demostraron la menor toxicidad del linalool frente a los monoterpenos 

geraniol y citronelol en Musca domestica (L.), Pediculus humanus capitis (De Geer), Culex pipiens 

pipiens (L.), R. dominica (Abouelatta et al., 2020; Gallardo et al., 2012; Gallardo y Picollo, 2015; 

Lee et al., 1997; Tabari et al., 2017). 

Por otra parte, en L. serricorne, por esta vía de exposición, el efecto tóxico del aceite de 

palmarosa fue similar al promovido por el insecticida sintético. Aunque este hallazgo es inusual, 

concuerda con algunas investigaciones en insectos plaga de productos almacenados donde la 

efectividad de un AE es de la misma magnitud que un insecticida sintético. Así, el aceite de 

Eucalyptus resinífera (SM.) tuvo la misma eficacia que el insecticida organofosforado metil 

pirimifos en R. dominica (Filomeno et al., 2020). Para el caso de S. oryzae, se ha demostrado 
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que, por exposición a superficies tratadas, el AE de Ocimum basilicum (L.) (Al-harbi et al. 2021) 

y los AEs de Melaleuca rhaphiophylla (Schauer), Mentha arvensis (L.) y T. minuta tuvieron un 

efecto tóxico similar o mayor que los insecticidas sintéticos malatión y metil pirimifos, 

respectivamente (Zimmermann et al., 2021, 2022). No se encontraron evidencias bibliográficas 

que demuestren una situación similar para L. serricorne.  

A diferencia de los observado en los bioensayos por exposición a superficies tratadas, en los 

referentes a exposición a vapores, S. oryzae fue en general más tolerante a la actividad 

fumigante de los AEs que L. serricorne. De esta manera, los aceites de menta, palmarosa, lavanda 

y orégano a la máxima dosis no produjeron actividad insecticida en S. oryzae. Varios estudios 

demuestran que L. serricorne es más susceptible al efecto de los vapores de los AEs que otros 

insectos plaga de granos almacenados (Aslan et al., 2005; Bachrouc et al., 2010; Ebadollahi et 

al., 2010; Liang et al., 2021; Salem et al., 2017; Sriti Eljazi et al., 2017; Wu et al., 2015).  

Es sabido que el efecto tóxico de las sustancias volátiles está fuertemente asociado a su presión 

de vapor (Hikal et al., 2017). Una vez en fase gaseosa, entran en el cuerpo de los insectos a través 

de sus espiráculos como parte de su proceso respiratorio y son transportadas a diferentes 

tejidos a través de la red de tráqueas y traqueolas, llegando así a su lugar de acción (Hikal et al., 

2017; Sfara et al., 2009). Pese a que la presión de vapor de los compuestos suele estar asociada 

a la toxicidad fumigante de los mismos, no se hallaron para los compuestos mayoritarios de 

todos los aceites en estudio diferencias en el orden de magnitud de esta variable que pudiera 

justificar la mayor toxicidad de alguno de ellos (Registro Pubchem, 2022). En este trabajo se 

demostró que el aceite de árbol de té fue el que produjo mayor efecto tóxico por exposición a 

vapores en S. oryzae, mientras que en L. serricorne, los AEs de geranio y árbol de té fueron los 

de mayor actividad fumigante. 

La eficacia insecticida del AE de arbol de té por exposición a vapores fue demostrada en insectos 

como S. oryzae, Ceratitis capitata (Wiedemann), T. castaneum, T. confusum y C. maculatus 
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(Benelli et al., 2013; El-Salam y Ahmed, 2010; Lee et al., 2002; Liao et al., 2018). Ademas, estudios 

recientes demostraron que este aceite inhibe las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y glutatión 

S transferasa (GST) en S. zeamais y la enzima NAD+/NADH deshidrogenasa afectando la cadena 

de transporte de electrones mitocondrial en T. confusum (Liao et al., 2018). Se ha comprobado 

también que los compuestos mayoritarios de este aceite, terpinen-4-ol y ϒ-terpineno fueron 

altamente tóxicos por exposición a vapores en diversos insectos plaga (Wang et al., 2019a; 

Zhang et al., 2019). 

Con respecto al aceite de geranio, varios trabajos de nuestro grupo de investigación confirmaron 

la actividad insecticida fumigante en insectos plaga como, P. interpunctella, B. germánica, T. 

castaneum y R. dominica (Jesser et al., 2017; Werdin González et al., 2014, 2015). A su vez, se 

ha demostrado que los compuestos mayoritarios de este aceite, citronelol y geranial, fueron 

altamente tóxicos por exposición a vapores en insectos plaga de importancia económica y 

sanitaria (Abdelgaleil et al., 2021; Singh et al., 2021). 

A modo de cierre, y teniendo en cuenta lo analizado hasta el momento, se infiere que los aceites 

de geranio, palmarosa y árbol de té fueron los más efectivos en control de S. oryzae y L. 

serricorne por exposición a superficies tratadas o a vapores. 

Hoy en día, no se termina de comprender por completo el mecanismo de toxicidad definitivo de 

los AEs y sus componentes (Spochacz et al., 2018). Aunque la inhibición de la acetilcolinesterasa 

(AChE) es el mecanismo de acción más investigado, la modulación alostérica positiva del GABA 

y la competencia con la octopamina en la unión a su receptor, son otros de los mecanismos 

propuestos (López y Pascual-Villalobos, 2015; Wang et al., 2019). Por lo tanto, comprender el 

espectro de acción de los AEs sobre los insectos es crucial para el desarrollo de nuevos 

insecticidas basados en AEs (Said-Al Ahl et al., 2017). Además, se ha propuesto que, dadas las 

propiedades fisicoquímicas de los AEs y sus monoterpenos, la aplicación conjunta de AE e 

insecticidas sintéticos facilitaría la penetración de estos últimos a través de la cutícula 
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aumentado su eficacia; de esta manera, la cantidad de insecticida sintético a aplicar para el 

control disminuiría significativamente (Tak e Isman, 2015). Cabe aclarar que, si el AE y el 

insecticida sintético ejercen sus efectos tóxicos a través de diferentes rutas de acción, la 

interacción de los compuestos podría ser aún más efectiva en los términos antes expuestos 

(Hernandez et al., 2013; Hernandez y Lacasaña, 2017). Es sabido que el insecticida piretroide β-

cipermetrina actúa sobre los canales de sodio dependientes de voltaje, impidiendo su cierre; 

por otra parte, hay evidencias en la actualidad de que los monoterpenos isomentol, terpinen-4-

ol, linalool, geraniol, β-citronelol y 1,8-cineol (compuestos mayoritarios de los AEs en estudio) 

inhiben la actividad de la AChE concentración dependiente (Iqbal et al., 2021; Jankowska et al., 

2019; Kahkeshani et al., 2018; Mills et al., 2004; Pavlić et al., 2021; Praveena y Sanjayan, 2011). 

En este trabajo, se demostró que la aplicación conjunta de ciertos AEs con β-cipermetrina, a 

concentraciones equivalentes a los valores de CL50, produce mayor efecto tóxico por exposición 

a superficies tratadas que la aplicación de los aceites en forma independiente. Para el caso de S. 

oryzae, este efecto se observó con la aplicación conjunta del insecticida piretroide con los AEs 

de geranio, palmarosa, orégano o laurel, mientras que en L. serricorne, con los AEs de lavanda, 

orégano o menta. Otros trabajos confirmaron el aumento de la susceptibilidad de insectos plaga 

de importancia económica frente a la combinación de AEs e insecticidas sintéticos. Por ejemplo, 

Feroz (2020) y Silva et al. (2017) demostraron excelentes efectos sinérgicos de la actividad 

insecticida del piretroide deltametrina en combinación con los AEs de Cymbopogon citratus 

(DC), Cinnamomum camphora (Sieb) y O. basilicum en T. granarium y S. frugiperda. Además, los 

AEs de Citrus sinensis (L.) y Pimenta racemosa (Mill.) potenciaron la actividad tóxica del 

organofosforado clorpirifos en S. zeamais (Brito et al., 2021). En otro trabajo, se ha reportado 

que el AE de ajo mostró un efecto sinérgico de la actividad insecticida de clorpirifos y 

cipermetrina en S. littoralis (Ismail et al., 2021).  
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1. E. Conclusiones 

De los resultados obtenidos en esta primera parte se puede concluir:  

 Por exposición a superficies tratadas, S. oryzae fue más susceptible al efecto de los AEs 

y β-cipermetrina que L. serricorne. Por  esta via, en S. oryzae, los AEs de geranio y 

palmarosa fueron los más efectivos, mientras que en L. serricorne, el más efectivo fue 

el aceite de palmarosa. Además, para este último insecto, se comprobó que la magnitud 

del efecto tóxico del aceite de palmarosa fue similar al producido por la β-cipermetrina. 

 Por exposición a vapores, en S. oryzae, el AE de árbol de té fue el más efectivo, mientras 

que en L. serricorne, este aceite y el AE de geranio fueron los que demostraron mayor 

efecto fumigante.  

 En S. oryzae, la aplicación conjunta de β-cipermetrina y los AEs de geranio, palmarosa, 

orégano o laurel fue más efectiva respecto a la aplicación de los mismos en forma 

independiente. Este efecto también se observó en L. serricorne, con la combinación de 

los AEs de lavanda, orégano y menta. 

A fin de potenciar los efectos bilógicos de los AEs en S. oryzae y L. serricorne, se decidió elaborar 

con nanopartículas poliméricas cargadas con AEs, y evaluar sus efectos letales y subletales en 

ambos insectos plaga.  
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2. NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS CARGADAS CON ACEITES ESENCIALES: 

UNA NOVEDOSA ESTRATEGIA PARA EL CONTROL DE INSECTOS PLAGA DE 

PRODUCTOS ALMACENADOS 

2. A. Introducción  

2. A.1.Historia de la nanotecnología 

El uso de objetos de tamaño nanométrico data de miles de años a.e.c (Sharon, 2019). En el 

Antiguo Egipto era costumbre colorear los cabellos de negro con una mezcla de pasta de cal, 

óxido de plomo y una cantidad de agua, que llevaba a la formación de nanopartículas (NPs) de 

galenita (Tolochko, 2009). En la Edad Media y el Renacimiento, los vitrales multicolores de las 

iglesias y catedrales contenían aditivos de oro y plata, en los cuales, décadas más tarde, se 

descubrió la presencia de partículas nanométricas de estos metales. Igualmente, en 2006 se 

descubrieron NPs de carbono en espadas damasquinadas del siglo XVII, responsables estas de 

su elasticidad y resistencia. En 1847, Michael Faraday, fue el primero en proporcionar una 

descripción científica de las propiedades ópticas de las NPs metálicas. Tiempo más tarde, en 

1914, Richard Zsigmondy, fue el primero en acuñar el término "nanopartícula", luego de 

visualizar partículas de 1/1 000 000 mm por ultramicroscopía de campo.  

A partir de la revolución científica y tecnológica de principios del siglo XX, surgieron las 

condiciones necesarias para sentar las bases para el desarrollo de la nanotecnología, en los 

términos que actualmente la conocemos (Tolochko, 2009). La nanotecnología moderna es una 

ciencia interdisciplinaria con multiples aplicaciones, por ejemplo en materiales, medicina, 

industria farmacéutica, tecnología de las comunicaciones, remediación ambiental y agricultura 

(Hulla et al., 2015). Por ejemplo, en el año 2003 la firma Mercedes-Benz introdujo una pintura 

transparente a base de NPs metálicas que aumentan la resistencia al rayado y realza el brillo de 

sus automóviles (Jeevanandam et al., 2018). Entre las aplicaciones en medicina, se puede citar 

el surgimiento en 2005 del abraxane, un material nanoformulado a base de suero humano 
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portador de paclitaxel, para el tratamiento del cáncer (Krukemeyer et al., 2015). Por último, con 

la pandemia de COVID-19, el sector científico y tecnológico de nuestro país desarrollo barbijos 

de tela impregnados con NPs de plata y cobre, que le otorgan un gran porcentaje de efectividad 

para eliminar virus y bacterias (CONICET, 2021, https://www.conicet.gov.ar/un-nuevo-barbijo-

atom-protect-n95-plus-para-prevenir-el-covid/). 

2. A.2 Definición y clasificación de las nanopartículas (NPs) 

En el proceso de nanoencapsulación, los compuestos activos se incorporan dentro de una 

sustancia portadora (o encapsulante) formando un sistema nanoescalar (de 1-1000 nm) que 

modifica las propiedades fisicoquímicas y la bioactividad de los compuestos activos (George et 

al., 2019). Es importante destacar que las NPs tienen propiedades diferentes a las partículas en 

escala macro con la misma composición química (Pina-Barrera et al., 2019). Las NPs pueden 

presentar una gran diversidad de formas: esféricas, cilíndricas, cónicas, tubulares, huecas, 

planas o irregulares. Respecto a su estructura, las hay cristalinas o amorfas con superficies 

regulares o irregulares (Crucho y Barros, 2017). Según su naturaleza química, las NPs pueden 

clasificarse en inorgánicas y orgánicas. Las NPs inorgánicas incluyen nanomateriales a base de 

metales y óxidos metálicos, como el aluminio (Al), cadmio (Cd), cobalto (Co), cobre (Cu), oro 

(Au), hierro (Fe), plomo (Pb), plata (Ag) y zinc (Zn), entre los metales más comúnmente utilizados 

(Lámina 2.1). Por otro lado, las NPs orgánicas incluyen los materiales derivados del carbono 

(nanotubos, por ejemplo), dendrímeros, micelas, liposomas, vesículas y las NPs elaboradas con 

polímeros (Lámina 2.1) (Ealia y Saravanakumar, 2017; Liebana Ortega, 2020; Venditti, 2019).  
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Lámina 2.1. Tipos de nanopartículas. 

 

2. A.3 Aplicaciones de los nanomateriales en la agricultura 

Recientemente en la actividad agrícola, la nanotecnología recibió mucha atención dado el 

desarrollo de nanosistemas que posibilitan el eficiente uso y detección de agroquímicos y 

nutrientes (Chhipa, 2017; Panpatte y Jhala, 2019). En este sentido, surgen los nanobiosensores, 

los nanofertilizantes y los nanoplaguicidas que implican la formulación a escala nanométrica de 

compuestos activos, para lograr un mayor desempeño en comparación con las formulaciones 

tradicionales (Kah et al., 2018). Una de las características sobresalientes de estos nanosistemas 

está en relación con la liberación controlada de los compuestos activos y/o su entrega específica 

y dirigida en los sitios de acción. De esta manera, las NPs aparecen como una estrategia 

novedosa que permite aumentar o mantener la eficacia de los compuestos activos a bajas tasas 

de aplicación, al mismo tiempo que minimizan los impactos negativos en los ecosistemas y sobre 

la salud humana (Lámina 2.2) (Benelli, 2018).  
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Lámina 2.2. Usos de las nanopartículas en la agricultura. 

 

Los biosensores cargados en las NPs detectan la presencia de fertilizantes y pesticidas y brindan 

información sobre su manipulación y sobre los riesgos ambientales que pueden ocasionar 

(Usman et al., 2020). Estos nanobiosensores garantizan un diagnóstico rápido del estado de los 

suelos y cultivos (Manna y Bandyopadhyay, 2019). En este sentido, NPs de quitosano, oro, plata 

y cobalto fueron los candidatos ideales para transportar biosensores debido a su baja toxicidad, 

biocompatibilidad y propiedades ópticas únicas (Patel et al., 2019). En el sector de la nutrición 

vegetal, los nanofertilizantes tienen el objetivo de aumentar la eficiencia de los compuestos 

activos y limitar sus pérdidas (Kah et al., 2018). Varios estudios reportaron que fertilizantes 

cargados en NPs de óxido de metales y NPs poliméricas generaron una mayor producción 

agrícola al compararlos con los fertilizantes libres (Abdel Aziz et al., 2016; Haleem, 2020). 

En los últimos años, con el objetivo de disminuir la contaminación ambiental y potenciar los 

efectos toxicológicos en organismos plaga, los pesticidas sintéticos y naturales (insecticidas, 

fungicidas y herbicidas) fueron empleados en la elaboración de NPs (Ghorbanpour et al., 2020; 

Spochacz et al., 2018). Para afrontar este desafío, diversas líneas de investigación centraron su 
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actividad en el desarrollo de herramientas de control novedosas y con bajo impacto ambiental 

(Athanassiou et al., 2018; Worrall et al., 2018). A modo de ejemplo, es posible citar el desarrollo 

de nanoformulaciones de β-ciflutrina que potenciaron el bloqueo de la transmisión 

neuromuscular y la despolarización espontánea en C. maculatus respecto al piretroide libre 

(Loha et al., 2012). Asimismo, NPs de metabolitos fúngicos de Nomuraea rileyi (Kepler, Renher 

y Humber) (Hypocreales: Clavicipitaceae) tuvieron efectos letales en Spodoptera litura (F.) 

(Lepidoptera: Noctuidae) (Chandra et al., 2013). Por otra parte, NPs portadoras de herbicidas 

demostraron un manejo eficiente de distintas malezas; por ejemplo, NPs cargadas con atrazina 

y paraquat tuvieron mayor citotoxicidad respecto a las formulaciones libres en Raphanus 

raphanistrum (L.) (Brasicales: Brassicacea), Eichhornia crassipes (Mart) y Brassica sp. (Grillo et 

al., 2014, 2015; Namasivayam et al., 2014; Rashidipour et al., 2019). Por otro lado, NPs cargadas 

con fungicidas como azometina, carbendazima y tebuconazol potenciaron la inhibición del 

crecimiento en hongos patógenos al intervenir en procesos celulares como la respiración, la 

transducción de señales y la síntesis de proteínas (Bhargava et al., 2018; Campos et al., 2015). 

2. A.4 Nanopartículas poliméricas: definición y morfología 

La mayoría de los AEs son fotolábiles, termolábiles, oxidables e hidrolizables, es decir, se ven 

afectados por factores ambientales como luz, calor, oxígeno y humedad. Esta inestabilidad 

química de los AEs, sumada a su baja solubilidad en agua, provocan la rápida evaporación y 

degradación de sus constituyentes, limitando el uso de estos productos como bioinsecticidas en 

forma masiva (Mossa, 2016; Vishwakarma et al., 2016). Ante estos inconvenientes al momento 

de la aplicación, varias investigaciones se centraron en el desarrollo de nanomateriales 

portadores que permitan proteger a los AEs de factores ambientales al mismo tiempo que 

disminuir su volatilidad, aumentar su solubilidad y estabilidad térmica, ampliar los mecanismos 

de absorción celular, disminuir las dosis mínimas efectivas y potenciar su bioactividad (Benelli, 

2018; Bilia et al., 2014). Es posible distinguir tres grandes grupos de nanosistemas asociados a 
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AEs: los nanoportadores lipídicos, los complejos moleculares y las nanopartículas poliméricas 

(NPs poliméricas).  

Los nanoportadores lipídicos son sistemas coloidales de tamaño nanométrico (150 a 500 nm) 

que aumentan la eficiencia, solubilidad, estabilidad y generan una liberación controlada y 

dirigida de los AEs. Estos sistemas incluyen a liposomas, nanopartículas sólidas lipídicas, cápsulas 

lipídicas nanoestructuradas y nano-microemulsiones (Maurya et al., 2021; Sharma et al., 2022). 

A su vez, los complejos moleculares, por ejemplo las ciclodextrinas, son macromoléculas 

formadas por una cavidad central hidrofóbica rodeada por una capa hidrofílica con un rango de 

tamaño promedio de 100 a 500 nm, que mejoran las propiedades biológicas y farmacológicas 

de los AEs (Adeoye y Cabral-Márquez, 2017; Arana-Sánchez et al., 2010). 

Las NPs poliméricas, objeto de estudio del presente trabajo, son partículas sólidas con un 

tamaño entre 10 y 1000 nm que representan una excelente estrategia para mejorar la 

biodisponibilidad de los AEs preservando su bioactividad durante el procesamiento y 

almacenamiento (Butnariu y Butu, 2019; Pandit et al., 2016). Dependiendo del tipo de polímero 

utilizado y de los métodos de síntesis, se obtienen diferentes diseños de NPs poliméricas, 

clasificándose estas según su morfología como nanocápsulas o nanoesferas (Ghorbanpour et al., 

2020; Lammari et al., 2020) (Lámina 2.3). Las primeras están compuestas por dos 

compartimentos bien diferenciados, con un núcleo interno formado por los AEs y rodeados por 

una cubierta protectora polimérica (sistema vesicular). Las nanoesferas, en cambio, son 

sistemas matriciales en los que los AEs están distribuidos heterogéneamente tanto en el interior 

de la nanopartícula como en su superficie (Allouche, 2013; Merino et al., 2018). 
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Lámina 2.3. Morfología de las nanocápsulas y nanoesferas. 

 

Las NPs poliméricas pueden diferir en propiedades tales como composición, tamaño, forma, 

cristalinidad o estado de dispersión (Sur et al., 2019). Estos parámetros afectan variables 

toxicocinéticas y toxicodinámicas de los AEs tales como penetrabilidad, absorción, 

biodisponibilidad y afinidad (Calzoni et al., 2019).  

Es sabido que la tasa de liberación de los AEs a través de las NPs poliméricas está en relación 

con las fuerzas moleculares que se establecen entre los AEs y el polímero, la tasa de difusión de 

los AEs a través de la cubierta polimérica, el tamaño de las NPs y su eficiencia de cargado, y la 

erosión superficial de la cubierta polimérica por efecto de factores ambientales (Calzoni et al., 

2019; Frank y Matzger, 2018). 

2. A.5 Métodos de síntesis de las NPs  

En la actualidad, se conocer varios estudios que demostraron que los polímeros naturales 

(quitosano, almidón, celulosa, goma guar, carragenanos, pululanos y alginatos) y los polímeros 

sintéticos (alcohol polivinílico (PVA), el ácido poliláctico (PLA), el ácido poliglicólico (PGA), el 

ácido poliláctico glicólico (PLGA) y el polietilenglicol (PEG)) son nanoportadores ideales para los 

AEs. Estos polímeros son biodegradables y biocompatibles (exhiben bajos niveles de 

inmunogenicidad y toxicidad), tienden a formar NPs poliméricas estables y con un patrón de 

liberación lenta y controlada (Bilia et al., 2018; Shahzad y Manzoor, 2021). Aunque en la 
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literatura se describen varios métodos de preparación de NPs poliméricas cargadas con AEs, las 

técnicas más utilizadas son nanoprecipitación, gelificación iónica y fusión-dispersión (Calzoni et 

al., 2019; de Matos et al., 2019). 

La nanoprecipitación es una técnica en la que inicialmente el AE, el polímero y los agentes 

tensioactivos se disuelven y mezclan en un solvente orgánico miscible en agua (acetona, 

metanol, etanol y otros) bajo agitación magnética. Luego, esta mezcla se añade por goteo a una 

solución acuosa, provocando el desplazamiento del solvente hacia la fase acuosa y la deposición 

interfacial del polímero sobre el aceite. La evaporación del solvente orgánico ocurre a 

temperatura ambiente o con un rotavapor, permitiendo obtener una suspensión de NPs (Rivas 

et al., 2017). Además, la ultracentrifugación y la liofilización son dos métodos que suelen 

emplearse en el siguiente paso para la eliminación de la solución acuosa remanente (Naskar et 

al., 2018; Markwalter et al., 2020). Algunos ejemplos del uso de la técnica de nanoprecipitación 

para elaborar NPs poliméricas cargadas con AEs se citan en la tabla 2.1. 

En el caso de la elaboración de NPs poliméricas por gelificación iónica, el polímero 

(generalmente quitosano) se disuelve en una solución ácida acuosa y bajo ultrahomogenización 

se adicionan los AEs. Luego se agrega por goteo una solución alcalina aniónica (por ejemplo, 

tripolifosfato (TPP) a pH 8-9) bajo agitación magnética que provoca la inversión de las cargas del 

polímero promoviéndose su precipitación en torno a los AEs (George et al., 2019; Naskar et al., 

2018; Shakiba et al., 2020). La tabla 2.1 resume algunos trabajos que utilizan esta técnica para 

la síntesis de NPs poliméricas cargas con AEs. 

Nuestro grupo de trabajo en los últimos años se especializó en la formulación de NPs poliméricas 

utilizando el PEG 6000 como polímero nanotransportador a través de la técnica fusión-

dispersión. El PEG es un polímero anfifílico de óxido de etileno que, según su peso molecular, 

puede encontrarse en estado líquido (PEG 200-600), semisólido (PEG 1500), sólido 

semicristalino (PEG 3000-20000) o sólido resinoso (peso molecular>20.000). Debido a su amplia 
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gama de solubilidad, biocompatibilidad y facilidad de excreción en los organismos vivos, el PEG 

fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) en EEUU y es ampliamente utilizado 

en la industria farmacéutica (D'souza y Shegokar, 2016). El PEG 6000 es un sólido blanco de 

aspecto parafínico con estructura general H(OCH2CH2)nOH, de amplio rango de solubilidad y con 

punto de fusión entre 52 y 65 °C. En los últimos años este polímero recibió especial atención 

para la elaboración de NPs debido su ausencia de antigenicidad y mutagenicidad en células 

germinales de mamíferos, y su baja toxicidad probada en Rattus norvegicus albinus (Rodentia: 

Muridae) (DL50 vía oral: 20.000 mg/kg), y en Poecilia reticulata (Peters) (Cyprinodontiformes: 

Poeciliidae) y Daphnia magna (Straus) (Cladocera: Daphniidae) (CL50: 100 mg/l) (Holtze et al., 

2008, Kumar y Sharma, 2021).  

En la técnica de fusión-dispersión, el PEG 6000 se funde a 65° C, se dispersa el AE y se 

homogeniza la mezcla a 15.000 rpm. El enfriamiento de la mezcla (de 25 a -4 ° C) inicia de forma 

espontánea el proceso de nucleación de las moléculas de PEG en torno al AE para formar 

partículas amorfas o cristalinas. La técnica finaliza con la molienda del sólido bajo refrigeración 

y su tamizado (Werdin González et al., 2014). En tabla 2.1 se describen sucintamente trabajos 

relacionados a la elaboración de NPs poliméricas cargadas con AEs utilizando la técnica de 

fusión-dispersión. 

Del análisis de la tabla 2.1. es posible observar que la técnica de nanoprecipitación tiende a 

generar NPs con tamaños menores a los 300 nm, alta eficiencia de cargado (mayor al 90%) y 

distribución homogénea de tamaños (índice de polidispersión (IPD) <0,25). Por su parte, la 

gelificación iónica produce NPs polimérica con tamaños y eficiencia de cargado variables y 

distribuciones de tamaño más heterogéneas que la técnica anterior. Para el caso del método de 

fusión-dispersión las NPs poliméricas presentan tamaños ente 180 y 400 nm, eficiencias de 

cargado entre 72 y 96% y distribución de tamaño variable. Cabe mencionar que tanto la 

nanoprecipitación como la gelificación iónica implican metodologías complejas para la 

elaboración de NPs poliméricas con la utilización compuestos químicos tóxicos. En 
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contrapartida, la técnica de fusión-dispersión para la encapsulación de AEs tiene la ventaja de 

ser un método simple y rápido para la síntesis de estas NPs, con alta reproducibilidad y, dado 

que no se utilizan solventes, con bajo impacto sobre el ambiente. 
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Tabla 2.1. Ejemplos de NPs poliméricas cargadas con AEs utilizando las técnicas de nanoprecipitación, gelificación iónica y fusión-dispersión. 

Técnica de obtención Polímeros AEs EC (%) Tamaño (nm) IPD Referencia 

Nanoprecipitación Policaprolactona 
(PCL) 

Rosmarinus officnalis (L.) 99 220 0,25 Ephrem et al., 2014 

PCL O. vulgare y Thymus capitatus 
(L.) 

91 y 96 178 y 163 <0,10 Granata et al., 2018 

PCL Zanthoxylum riedelianum 
(Engl.) 

98,8 106,7 0,20 Pereira et al., 2018 

PCL C. martinii 99,5 282,1 0,14 Jummes et al., 2020 

Gelificación iónica 

 

quitosano Achillea millefolium 84,9 165 - Ahmadi et al., 2017 

quitosano G. maculatum y C. bergamia 22 y 38 535 y 439 0,38 y 0,36 Werdin González et al., 2017 

quitosano Satureja hortensis (L.) 96,2 153 0,22 Ahmadi et al., 2018 

quitosano Schinus molle (L.) 26,6 516,9 0,74 López-Meneses et al., 2018 

quitosano Eugenia caryophyllata 
(Thunberg) 

45,8 268,4 - Hasheminejad et al., 2019 

quitosano M. piperita 70,6 563,3 - Rajkumar et al., 2020 

Fusión-dispersión 

 

PEG C. bergamia y G. 
maculatum 

78 y 83 184 y 234 0,28 y 0,25 Werdin et al., 2014 

PEG Citrus lemon (L.), Citrus 
reticulata (L.) y C. sinensis 

96, 92 y 88 240, 212 y 
216 

0,34, 0,26 y 0,23 Campolo et al., 2017 

PEG Syzigium aromaticum (L.) 78 257 0,35 Ikawati et al., 2020 

PEG M. piperita y C. martinii 72,3 y 89,7 380 y 191 0,61 y 0,16 Yeguerman et al., 2020 

PEG S. aromaticum 87,9 237,4 0,26 Ibrahim, 2022 
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2. A.6. Hipótesis  

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

 Las NPs poliméricas cargadas con AEs por el método de fusión-dispersión poseen efectos 

letales en adultos de S. oryzae y L. serricorne por exposición a superficies tratadas y a 

vapores. 

 Las NPs poliméricas modifican la susceptibilidad de adultos de S. oryzae y L. serricorne al 

insecticida sintético β-cipermetrina, en los ensayos de exposición a superficies tratadas. 

2. A.7.a. Objetivo general  

El objetivo general planteado para este capítulo es elaborar NPs poliméricas cargadas con AEs 

por el método de fusión-dispersión y evaluar sus efectos letales en adultos de S. oryzae y L. 

serricorne. 

 2. A.7.b. Objetivos específicos  

 Obtener NPs de PEG-6000 cargadas con los AEs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, 

orégano, laurel y árbol de té, por el método de fusión dispersión.  

 Caracterizar fisicoquímicamente las NPs poliméricas elaboradas. 

 Evaluar la actividad insecticida por exposición a superficies tratadas de las NPs poliméricas 

en adultos de S. oryzae y L. serricorne. 

 Evaluar la actividad insecticida por exposición a vapores de los AEs encapsulados en las NPs 

en adultos de S. oryzae y L. serricorne. 

 Evaluar el efecto tóxico combinado del insecticida sintético β-cipermetrina y las NPs 

poliméricas en adultos de S. oryzae y L. serricorne por exposición a superficies tratadas. 
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2. B. Materiales y métodos 

2. B.1. Preparación de las NPs poliméricas de PEG-6000 cargadas con AEs 

Para la obtención de NPs poliméricas se utilizaron los AEs de menta, palmarosa, geranio, 

lavanda, orégano, laurel y árbol de té. Las NPs se elaboraron usando el método de fusión-

dispersión de acuerdo con lo establecido por Werdin González et al. (2014). En la presente tesis 

se utilizó la relación AEs: PEG 6000 1:10 dado que se ha probado que a esta proporción se 

establece la mejor relación entre las variables tamaño de partículas, polidispersión y eficiencia 

de cargado (Yang et al., 2009; Werdin González et al., 2014). Para obtener las NPs, se fundieron 

10 g de PEG 6000 a 65 °C en un agitador magnético con placa calefactora y luego se añadió 1 g 

de cada AE. La mezcla se agitó utilizando un homogeneizador Scilogex (D-500) durante 5 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 NPs de forma espontánea. Finalmente, la mezcla se molió en un 

mortero refrigerado a 0 °C y luego se tamizó a través de una malla fina de metal de 230 mesh. 

Las NPs poliméricas se almacenaron en bolsas herméticas de polietileno y se colocaron en 

desecadores con cloruro de calcio a 27 ± 2 °C. Todos los experimentos se realizaron con NPs 

poliméricas con al menos 7 días de almacenamiento. Este tiempo se seleccionó en función de la 

experiencia previa del grupo de investigación, ya que se probó que, luego de una semana de 

almacenamiento, las variables fisicoquímicas de las NPs se estabilizan (Werdin González et al., 

2014; Yeguerman et al., 2020). 

2. B.2. Caracterización fisicoquímica de las NPs poliméricas cargadas con AEs 

2. B.2.a Tamaño e índice de polidispersión de las NPs poliméricas 

Para la determinación de estas variables, se tomaron 0,6 g de NPs y se suspendieron en 10 ml 

de agua destilada durante 30 min. Luego, la dispersión se filtró 2 veces utilizando papel de filtro 

Wathman N° 1 y se dejó reposar el sistema durante 2 horas. El tamaño medio y el índice de 
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polidispersión (IPD) se calculó por la técnica de dispersión de luz dinámica (DLS) utilizando el 

equipo Zetasizer nano instrument ZEN 3690 (Malvern, Reino Unido). Para cada NPs se realizaron 

tres réplicas y las mediciones se llevaron a cabo a 25 °C. El IPD es un indicador de la 

homo/heterogeneidad de la distribución de tamaños de las partículas. Cuando los valores de 

IPD son menores a 0,25 se considera que la muestra es monodispersa, mientras que valores IPD 

por encima de 0,4 indican que la muestra es polidispersa. Para valores de IPD entre 0,25 y 0,4, 

se considera que la muestra tiene una distribución variable de tamaños (Soliman et al., 2021).  

2. B.2.b Eficiencia de cargado de las NPs poliméricas 

La eficiencia de cargado (EC) se define como la masa de principio activo encapsulado con 

relación a su masa inicial pre-formulación (Nagavarma et al., 2012). La EC se determinó 

espectrofotométricamente siguiendo un método previamente optimizado: 0,1 g de cada una de 

las NPs poliméricas de los distintos AEs se disolvieron en 2 ml de alcohol absoluto: H2O (75:25) 

Werdin-González et al. (2014). La mezcla se centrifugó a 9000 rpm por 10 min. El sobrenadante 

se recolectó y se analizó por espectroscopia ultravioleta-visible mediante un espectrofotómetro 

Shimadzu UV- 1203 con Kinetics-2-Program Pack P/N 206- 62029-10 (Shimadzu Corp., Kioto, 

Japón) a una longitud de onda de 290 nm. Se analizaron tres réplicas y la cantidad de AEs en 

cada una de ellas se determinó mediante una curva de calibrado previamente construida con 

los valores de absorbancia a distintas concentraciones de AEs libre en etanol. La eficiencia de 

cargado se calculó con la siguiente fórmula: 

Eficiencia de cargado (EC%) =
Peso de los AEs en la muestra 

Peso inicial de los AEs
x 100 

2. B.2.c Composición química de los AEs postformulación 

Para la extracción de los AEs de las NPs poliméricas, 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. Cuando el 

PEG 6000 se fundió, se agregaron 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 AEs 
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extraídos con la fase éter. Con el fin de determinar la presencia de AEs remanentes asociados 

con las NPs, se realizó una segunda extracción con n-butanol (mayor polaridad). A continuación, 

se analizaron las fases de éter, n-butanol y acuosa mediante CG-EM tal lo descripto en 1.B.2.  

2. B.3. Bioensayos 

2. B.3.a. Ensayo de toxicidad por exposición a superficies tratadas  

Para comparar el efecto de las NPs en relación con los AE libres, se utilizaron concentraciones 

equivalentes de principio activo (de 5 a 800 μg cm-2) corregidas por la EC. Las NPs poliméricas se 

aplicaron de forma directa sobre papeles de filtro (28,5 cm2) que se introdujeron en frascos de 

vidrio (2 cm de diámetro x 9 cm de alto). Para el control positivo, los papeles de filtro se trataron 

con soluciones en acetona de insecticida sintético en un rango de 2,5 a 400 μg cm-2, mientras 

que para el control negativo, con PEG 6000 procesado como 2.B.1 (sin adición de AE) a las 

mismas concentraciones que las NPs. Luego, se agregaron diez adultos de S. oryzae o L. 

serricorne que se cubrieron con una tela de voile. Se realizaron cuatro réplicas independientes. 

Todos los experimentos se mantuvieron a 29 ± 2 ° C y 50 - 70% de HR y en oscuridad. Luego de 

72 h, se registró la mortalidad. Con estos datos se determinaron los valores de CL50 y CL90. Los 

adultos se consideraron muertos cuando no se observaron movimientos abdominales ni de 

apéndices (patas, alas y antenas).  

2. B.3.b Toxicidad por exposición a vapores 

En este bioensayo se evaluó la toxicidad de las NPs poliméricas en S. oryzae y L. serricorne 

mediante una cámara fumigante a concentraciones equivalentes a los AEs libres (2,56 a 128,5 

mg AE. L Aire-1). Las NPs se aplicaron sobre papeles de filtro (4 cm2) adheridos a las caras 

inferiores de una base de caja de Petri (8,5 de diámetro x 2 cm de alto). Debido a que en el 

capítulo 1, la β-cipermetrina no presentó actividad fumigante, no se procedió a realizar el 

control positivo. En el control negativo, los papeles se trataron con PEG 6000 procesado como 

2.B.1 (sin adición de AE) a las mismas concentraciones que las NPs. La placa de Petri se cubrió 
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con tela de voile y una tapa con un orificio central, para permitir la circulación de aire. Sobre 

este tejido se liberaron quince adultos cubiertos por un envase de 350 ml. El conjunto fue 

herméticamente sellado con cinta adhesiva. Cada tratamiento y controles se replicaron de 

forma independiente cuatro veces. Todos los bioensayos se mantuvieron a 29 ± 2 ° C y 50 - 70% 

de HR y en oscuridad. La mortalidad se determinó luego de 72 h. 

2. B.3.c. Efecto combinado insecticida sintético y las NPs poliméricas  

Atendiendo a los resultados obtenidos en 2.B.3.a, papeles de filtro (28,5 cm2) se trataron con 

0,5 ml de soluciones en acetona de insecticida sintético a concentraciones equivalentes de CL50. 

Luego de la evaporación del solvente, las NPs poliméricas se aplicaron a estos papeles a 

concentraciones equivalentes de CL50 o máxima concentración (en caso de no observarse efecto 

tóxico). Los papeles de filtro se introdujeron en un frasco de vidrio (2 cm de diámetro x 9 cm de 

alto) y se agregaron diez adultos de S. oryzae o L. serricorne que se cubrieron con una tela de 

voile. Se realizaron cuatro réplicas independientes. Se realizaron tres controles: en el primero, 

los papeles de filtro se trataron con PEG 6000 procesado como 2.B.1 (sin adición de AE); en el 

segundo, con soluciones de insecticida sintético en acetona a concentraciones equivalentes de 

CL50; y en el tercero con las NPs poliméricas a concentraciones equivalentes de CL50 o máxima 

concentración. Todos los experimentos se mantuvieron a 29 ± 2 ° C y 50 - 70% y oscuridad. Luego 

de 72 h, se registró el porcentaje de mortalidad.  

2. B.4. Análisis estadístico  

Los datos obtenidos de las medidas de tamaño y EC de las NPs poliméricas 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 los valores de CL50 y CL90 y sus respectivos intervalos 

de confianza del 95%. Los valores de CL50 se consideraron significativamente diferentes si sus 
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intervalos de confianza del 95% no se superponían. Los datos obtenidos del efecto combinado 

de insecticida sintético y las NPs poliméricas fueron analizados mediante ANOVA y DMS. 
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2. C. Resultados 

2. C.1. Caracterización de las NPs poliméricas  

Los datos de la caracterización fisicoquímica de las NPs se muestran en la tabla 2.2.  

Tabla 2.2. Tamaño promedio (± ES), índice de polidispersión (IPD, valor medio ± ES) y eficiencia 

de cargado (EC, ± ES) de las NPs poliméricas a los 7 días postformulación.  

NPs Tamaño (nm)a IPD EC a 

Menta 381 ± 29 c 0,541 ± 0,013 72,2 ± 1,6 a 

Palmarosa 191 ± 5 a 0,232 ± 0,015 89,7 ± 2,5 b 

Geranio 284 ± 35 b 0,209 ± 0,022 90,5 ± 2,3 b 

Lavanda 534 ± 39 d 0,380 ± 0,070 70,2 ± 2,4 a 

Orégano 295 ± 34 b 0,210 ± 0,025 91 ± 1,8 b 

Laurel 429 ± 61 c 0,250 ± 0,026 88 ± 2,6 b 

Árbol de té 279 ± 32 b 0,330 ± 0,07 89 ± 1,2 b 

a Los valores tamaño y EC seguidos de diferentes letras dentro de la misma columna muestran 
diferencias significativas (P<0,05) (N=3).  

 

Las NPs tuvieron un tamaño medio que fue desde 191 a 534 nm. Las NPs de palmarosa fueron 

las más pequeñas, encontrándose diferencias significativas con el resto de las NPs (P<0,05). En 

orden creciente, aunque no observándose diferencias significativas entre ellas, se encuentran 

las NPs cargadas con aceites de árbol de té, geranio, y orégano con tamaños entre 279 y 295 nm 

(P>0,05). Para el caso de las NPs de menta y laurel sus tamaños medios fueron de 381 y 429 nm; 

cabe mencionar que ambas presentaron diferencias significativas con las NPs antes 

mencionadas (P<0,05), pero no entre ellas (P>0,05). Por último, las NPs de lavanda fueron las de 

mayor tamaño medio (534 nm) encontrándose diferencias significativas con todas las anteriores 

(P<0,05).  

La técnica DLS permite determinar la distribución del tamaño de partículas, propiedad 

fundamental para caracterizar sistemas de partículas en suspensión hasta rangos nanométricos. 

El análisis del IPD indica que las muestras de las NPs de palmarosa, geranio, orégano y laurel 
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fueron monodispersas, con valores de IPD<0,25 (Lámina 2.4). Las NPs de lavanda y árbol de té, 

con valores de IPD de 0,330 y 0,380, tuvieron una distribución variable de tamaños. Por su parte, 

las NPs de menta mostraron valores de IPD>0,4, lo que indica que estas muestras fueron 

polidispersas. 

Con respecto a la EC, todas las NPs tuvieron una EC>70%. Las NPs de palmarosa, geranio, 

orégano, laurel y árbol de té mostraron una EC cercana al 90%, sin observarse diferencias 

significativas entre ellas (P>0,05). Sin embargo, la EC de las NPs de menta y lavanda fueron 

significativamente menores en comparación con las anteriores (P<0,05), con valores de EC 

cercanos al 75% y sin encontrarse diferencias significativas entre ellas (P>0,05). 

Lámina 2.4. Gráfica de distribución de tamaños por intensidad a 7 días postformulación (N=3, 

cada línea representa una muestra). 
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2.C.2. Composición química de los AEs postformulación 

Un total de 29 componentes fueron identificados por CG-EM en la fase de éter de petróleo luego 

de la extracción de las NPs poliméricas a los 7 días postformulación. Además, no se hallaron 

remantes de los componentes de los AEs en la fase n-butanol ni en la acuosa. En las NPs 

poliméricas se observó que los monoterpenos fueron los compuestos mayoritarios (72,43%), 

seguido por los sesquiterpenos (20,68%) e hidrocarburos aromáticos (6,89%) (Tabla 2.3). En la 

NPs de menta, el monoterpeno mentol permaneció como el componente principal; aumentando 

su proporción a un 53,03%. Además, en comparación con el aceite esencial original, se observó 

un ligero aumento de acetato de mentlilo (7,66%), neomentol (6,54%) e isomentol (6,62%), y 

una leve reducción en los contenidos de mentona (16,49%) e isomentona (3,51%). Los 

monoterpenos α-pineno y β-pineno no se detectaron en la etapa postformulación. En la NPs de 

palmarosa se mantuvo geraniol como componente mayoritario (87,71%), únicamente 

acompañado por acetato de geranilo (12,29%). Cabe destacar que el compuesto geranial no se 

registró en la postformulación, siendo uno de los componentes mayoritarios en el AE de partida 

(23,77%). En la NPs de geranio, al igual que en el AE original, β-citronelol, geranial y propionato 

de geranilo se mantuvieron como los compuestos con mayor representación, alcanzando 

proporciones de 83,48, 10,18 y 6,33%, respectivamente. Los componentes que en la 

preformulación representaban menos del 8% no se detectaron en la muestra postformulación. 

Asimismo, en las NPs poliméricas de lavanda como en AE su pre-formulado, los constituyentes 

β-linalool y acetato linalilo se mantuvieron como los compuestos con mayor representación con 

proporciones de 37,50 y 40,73%. El resto de los componentes identificados en la 

postformulación se mantuvieron en proporciones similares respecto a la composición del AE 

original. En las NPs poliméricas de orégano, al igual que en el aceite libre, los compuestos con 

mayor preponderancia fueron carvacrol (36,32%), cis-β-terpineol (17,13%) y terpinen-4-ol 

(16,89%), mientras que el resto de los componentes identificados se hallaron en proporciones 

similares a las del aceite original. En las NPs poliméricas de laurel, los compuestos acetato de 
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terpenilo y 1,8-cineol, al igual que en el AE, se mantuvieron como los componentes mayoritarios 

(83,04 y 16,96%). Además, los componentes con una representación menor al 17% en el aceite 

libre, no se identificaron en la extracción postformulación. De la misma manera que en el aceite 

libre, en las NPs de árbol de té, el componente terpinen-4-ol permaneció como el compuesto 

principal con una proporción de 84,09%, seguido de α-terpineol (12,14%) y globulol (3,77%). 

Tabla 2.3. Composición química de los AEs preformulación y recuperado de la postformulación. 

Tratamiento Componentes Preformulación (%) Postformulación (%) 

Menta 

acetato de isomentilo 0,14 0,71 

α-pineno 0,27 - 

β-pineno 0,52 - 

isomentol 0,92 6,62 

germacreno d 1,40 1,38 

trans-cariofileno 4,17 3,15 

1,8-cineol 4,58 0,89 

neomentol 4,88 6,54 

isomentona 4,95 3,51 

acetato de mentolilo 6,87 7,66 

mentona 21,24 16,49 

mentol 50,06 53,06 

Palmarosa 

estearato de metilo 0,22 - 

óxido de cariofileno 0,46 - 

linoleato de metilo 0,52 - 

formiato de geranilo 0,71 - 

cis-β-ocimeno 0,75 - 

citral 1,16 - 

(z, z)-farnesol 1,2 - 

(e, e)-farnesol 1,49 - 

trans-cariofileno 1,91 - 

palmitato de metilo 2,22 - 

β-linalool 3,49 - 

oleato de metilo 8,78 - 

acetato de geranilo 12,44 12,29 
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geranial 23,77 - 

geraniol 40,89 87,71 

Geranio 

óxido de rosa 2,32 - 

β-cadineno 0,53 - 

alloaromadendreno 0,61 - 

acetato de geranilo 0,61 - 

α-guaieno 0,68 - 

cis-p-ment-2-en-1-ol 0,79 - 

β-elemeno 0,85 - 

ácido undecanoico 1,31 - 

mentona 1,34 - 

β-linalool 1,58 - 

β-bourboneno 1,62 - 

α-cariofileno 1,69 - 

formiato de geranilo 1,88 - 

germacreno d 2,28 - 

trans-cariofileno 2,37 - 

isomentona 5,91 - 

geraniol 6,39 - 

propionato de geranilo 8,44 6,33 

geranial 13,16 10,18 

citronelol 37,97 83,48 

Lavanda 

α – pineno 1,57 - 

linoleato de metilo 0,17 - 

β-pineno 0,28 - 

α-cariofileno 0,36 - 

óxido de cariofileno 0,4 - 

β-tujona 0,45 - 

β-pineno 0,68 - 

trans-β-ocimeno 0,85 - 

β-mirceno 0,87 - 

3-careno 0,87 - 

o-cimeno 0,95 - 

camfor 1,09 - 

óxido de trans-linalool 1,21 - 
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palmitato de metilo 1,23 - 

e-β-farneseno 1,88 - 

α-terpineol 1,88 - 

1,8-cineol 2,01 - 

acetato de nerilo 2,34 2,66 

borneol 3,27 4,54 

acetato de lavandulilo 3,38 4,47 

oleato de metilo 4,7 - 

terpinen-4-ol 5,87 5,28 

trans-cariofileno 6,42 4,86 

acetato de linalilo 28,47 40,73 

β-linalool 28,83 37,50 

Orégano 

acetato de geranilo 0,21 - 

α-cariofileno 0,3 - 

estearato de metilo 0,31 - 

α-fellandreno 0,37 - 

camfeno 0,47 - 

timol metil eter 0,48 - 

trans-verbenol 0,53 - 

α-tujona 0,75 - 

espatulenol 0,75 1,18 

linoleato de metilo 0,75 - 

α-pineno 0,77 - 

óxido de cariofileno 0,8 2,06 

isoborneol 0,82 - 

trans-β-ocimeno 1,05 - 

geraniol 1,08 - 

óxido de trans-limoneno 1,26 - 

palmitato de metilo 1,26 - 

β-mirceno 1,28 - 

acetato de linalilo 1,47 2,7 

ɣ-cadineno 1,5 - 

trans-piperitol 1,63 - 

terpinoleno 1,92 - 

germacreno d 1,95 2,46 
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borneol 2,07 3,95 

viridifloreno 2,18 3,13 

isotimol metil eter 2,33 - 

α-terpineol 2,59 5,58 

hidrato de trans-sabinene 2,69 - 

d-limoneno 2,94 - 

β-pineno 3,11 - 

o-cimeno 3,56 - 

α-terpineno 4 - 

trans-cariofileno 5,19 5,47 

oleato de metilo 5,64 - 

γ-terpineno 5,76 3,12 

terpinen-4-ol 10,98 16,89 

cis-β-terpineol 11,04 17,13 

carvacrol 14,23 36,32 

Laurel 

ɣ-cadineno 0,34 - 

ɣ-gurjuneno 0,36 - 

óxido de isoaromadendreno 0,49 - 

β-selineno 0,54 - 

cubenol 0,55 - 

α-tujona 0,62 - 

eugenol 0,63 - 

camfeno 0,67 - 

acetato de bornilo 0,68 - 

acetato de linalilo 0,68 - 

δ-cadineno 0,77 - 

γ-terpineno 0,84 - 

β-elemeno 0,85 - 

β-mirceno 0,92 - 

óxido de alloaromadendreno 0,95 - 

β-bisabolol 1,04 - 

α-muuroleno 1,15 - 

óxido de cariofileno 1,16 - 

valenceno 1,29 - 

óxido de aromadendreno 1,65 - 
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trans-cariofileno 2,08 - 

terpinen-4-ol 2,4 - 

β-pineno 2,96 - 

α-terpineol 3,15 - 

oleato de metilo 3,21 - 

α-pineno 4,66 - 

metil eugenol 6,26 - 

β-linalool 7,22 - 

sabineno 8,12 - 

acetato de terpenilo 17,14 83,04 

1,8-cineol 26,67 16,96 

Árbol de té 

α-pineno 2,5 - 

alloaromadendreno 0,46 - 

carvona 0,51 - 

viridiflorol 0,52 - 

δ-3-careno 0,66 - 

isopinocarveol 0,68 - 

linoleato de metilo 0,99 - 

palmitato de metilo 1,61 - 

globulol 2,18 3,77 

υ-terpineol 2,69 - 

α-gurjuneno 2,86 - 

o-cimeno 4,12 - 

1,8-cineol 4,31 - 

α-terpineno 4,64 - 

terpinoleno 5,88 - 

α-terpineol 7,52 12,14 

oleato de metilo 7,75 - 

γ-terpineno 12,6 - 

terpinen-4-ol 37,52 84,09 
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2. C.3. Toxicidad por exposición a superficies tratadas  

En los controles negativos, en ambos insectos, no se registró mortalidad luego de 72 h.  

En S. oryzae, las NPs de laurel y lavanda fueron las menos efectivas debido a que a la máxima 

concentración produjeron porcentajes de mortalidad menores al 20%, por lo que los valores de 

CL50 y CL90 no pudieron ser calculados. Para el resto de las NPs, los valores de CL50 variaron en 

un rango entre 39,52 y 152,71 µg cm-2. Las NPs de orégano fueron las más efectivas 

encontrándose diferencias significativas con el resto de las NPs (P<0,05) (Tabla 2.4). Para las NPs 

de menta, palmarosa, geranio y árbol de té no se encontraron diferencias significativas entre 

sus valores de CL50 (P>0,05). Cabe destacar que la toxicidad promovida por el insecticida 

sintético fue mayor que la de las NPs. 

Teniendo en cuenta los valores de toxicidad de los distintos AEs por exposición a superficies 

tratadas para S. oryzae (Tabla 1.2), se concluye que la formulación del aceite de orégano por 

medio de NPs fue las más efectiva debido a que aumentó la toxicidad del aceite 7,43 veces 

(P<0,05). Las NPs cargadas con aceites de árbol de té y de menta incrementaron la toxicidad del 

AE 2,27 y 2,01 veces, respectivamente (P<0,05). Por último, las NPs de palmarosa aumentaron 

la toxicidad del aceite 1,82 veces (P<0,05). Por otro lado, la mortalidad promovida por las NPs 

cargadas con aceite de geranio no difirió significativamente del AE libre (P>0,05). 

En adultos de L. serricone, el rango de valores de CL50 de las NPs poliméricas fue 84,48 a 312,74 

µg cm-2 (Tabla 2.4). Las NPs de orégano presentaron los valores de CL50 más bajos, no 

encontrándose diferencias significativas con las NPs de geranio (P>0,05) pero sí con el resto de 

las nanopartículas (P<0,05). Con un rango de valores de CL50 entre 100,26 y 191,83 µg cm-2 se 

encuentran las NPs cargadas con los AEs de geranio, palmarosa, laurel, menta y árbol de té, sin 

encontrarse diferencias significativas entre ellas (P>0,05). Las NPs de lavanda fueron las menos 

efectivas con un valor de CL50 de 312,74 µg cm-2 encontrándose diferencias significativas con las 

NPs previamente mencionadas (P<0,05). Un dato que cabe resaltar es que las NPs de orégano 
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fueron 2 veces más tóxicas que el insecticida sintético (P<0,05) y que la toxicidad generada por 

las NPs de menta, palmarosa, geranio, laurel y árbol de té no difirió significativamente con la del 

piretroide (P>0,05).  

Al comparar los valores de CL50 de los AEs libres por exposición a superficies tratadas en L. 

serricorne (Tabla 1.2) con los obtenidos en las NPs, se concluye que todas las formulaciones 

incrementaron significativamente la toxicidad (P<0,05). Específicamente, las NPs de laurel y 

orégano y geranio incrementaron la toxicidad del aceite 3,76, 3,58 y 3,30 veces, 

respectivamente; las NPs de árbol de té y menta 2,33 y 2,11 veces y por último las NPs de 

palmarosa y 1,41 veces.  

2. C.4. Toxicidad por exposición a vapores  

En el rango de concentraciones estudiadas, los AEs cargados en las NPs poliméricas no 

generaron actividad insecticida en adultos de S. oryzae y L. serricorne. En los controles negativos, 

en ambos insectos, no se registró mortalidad luego de 72 h.  
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Tabla 2.4. Toxicidad por superficies tratadas de las NPs poliméricas en S. oryzae y L. serricorne. 

Especies Tratamientos CL50 (µg AE cm-2)a IC95 CL90 (µg AE cm-2)a IC95 X2 (gl=4) p- Level 

S. oryzae NPs de Menta 130,50 c 50,86 - 189,50 327,61 d 253,07 - 522,55 8,540 0,074 

 NPs de Palmarosa 128,82 c 113,34 - 146,70 209,37 c 185,64 - 244,59 1,098 0,895 

 NPs de Geranio 152,71 c 131,29 - 175,40 289,03 d 256,19 - 336,22 4,431 0,351 

 NPs de Orégano 39,52 b 28,47 - 50,26 114,95 b 96,77 - 144,33 5,352 0,253 

 NPs de Árbol de té 126,50 c 93,75 - 185,50 232,82 cd 177,06 - 375,05 7,796 0,099 

 NPs de Laurel - - - - - - 

 NPs de Lavanda - - - - - - 

 β-cipermetrina 15,41 a 12,34 - 18,81 35,37 a 29,93 - 44,28 6,478 0,166 

L. serricorne NPs de Menta 162,04 b 133,73 - 196,37 348,86 b 294,79 - 438,24 4,190 0,381 

 NPs de Palmarosa 141,08 b 116,65 - 170,68 321,82 b 271,26 - 406,89 3,964 0,411 

 NPs de Geranio 100,26 ab 58,76 - 131,63 289,46 b 249,93 - 351,53 1,936 0,748 

 NPs de Orégano 84,48 a 57,74 - 105,51 194,42 a 166,21 - 243,05 2,224 0,695 

 NPs de Árbol de té 191,83 b 161,23 - 220,60 382,73 b 341,50 - 442,29 1,799 0,773 

 NPs de Laurel 150,60 b 124,61 - 174,96 295,77 b 261,98 - 345,73 2,448 0,654 

 NPs de Lavanda 312,74 c 277,13 - 353,30 567,47 c 501,69 - 669,82 4,103 0,392 

 β-cipermetrina 169,71 b 136,59 - 205,43 390,64 b 334,42 - 478,01 5,376 0,251 

Los valores de CL50 que muestran letras diferentes presentan diferencias significativas (NSCI, P <0,05). IC95 = intervalo de confianza del 95%, gl = grados de libertad; ns 
= no significativo (P>0,05). La actividad de las NPs se considera significativamente diferente cuando el IC del 95% no se superpone. 

* Valor de chi-cuadrado, no significativo (ns) a nivel P>0,05.
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2. C.5. Efecto combinado insecticida sintético y las NPs poliméricas 

Los resultados de mortalidad de S. oyzae y L. serricorne luego de la exposición a una combinación 

de insecticida sintético y las NPs poliméricas a concentraciones de CL50 durante 72 horas se 

muestran en la Lámina 2.5. En el caso del control negativo (PEG 6000), no se registró mortalidad 

en ambos insectos al final del bioensayo. Para el caso del insecticida β-cipermetrina, se tomaron 

como referencia los valores CL50 obtenidos en la Tabla 1.2. 

En S. oryzae el porcentaje de mortalidad de la combinación de insecticida sintético y las NPs de 

palmarosa, geranio, orégano, lavanda y laurel fue significativamente mayor al efecto tóxico de 

los productos aplicados individualmente (P<0,05). Para la combinación insecticida sintético y las 

NPs de menta y árbol de té, no se hallaron diferencias significativas con los productos 

individuales (P>0,05). Teniendo en cuenta los valores de efecto combinado del piretroide y los 

AEs por exposición a superficies tratadas para S. oryzae (Lámina 1.6), se concluye que la 

combinación piretroide y NPs no tuvo diferencias significativas respecto a las previamente 

mencionadas (P>0,05).  

En L. serricorne, la combinación de insecticida sintético y las NPs de menta, palmarosa, orégano 

y geranio incrementó significativamente el porcentaje de mortalidad en comparación con los 

productos individuales (P<0,05). No se encontraron diferencias significativas en la toxicidad 

producida por la combinación insecticida sintético y las NPs de lavanda, laurel y árbol de té 

respecto a los compuestos individuales (P>0,05). Al comparar con los valores de toxicidad del 

efecto combinado de los AEs y piretroide sintético (Lámina 1.6), se concluyó que la aplicación 

conjunta de las NPs de lavanda y piretroide disminuyó el efecto tóxico (P<0,05), mientras que 

dicho efecto no difirió entre los tratamientos para el resto de las NPs (P>0,05). 
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Lámina 2.5. Porcentaje de mortalidad del efecto combinado de insecticida sintético y NPs poliméricas a valores de CL50 en S. oryzae y L. serricorne. Se 

grafica la media y su desvío estándar N: 4 réplicas.  

 

L. serricorne S. oryzae  
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2. D. Discusión 

La incorporación de los AEs en sistemas nanoescalares es una práctica que no solo mejora su 

bioactividad, solubilidad y estabilidad, sino que también permite una la liberación controlada de 

los mismos en el sitio de acción (Kumar et al., 2020; Ribeiro-Santos et al., 2017). En la actualidad, 

la optimización de los métodos de síntesis de NPs poliméricas se basan en la obtención de 

partículas con tamaños deseados, baja polidispersidad y alta eficiencia de cargado. Estas 

propiedades están determinadas por factores claves, como el tipo de polímero y la metodología 

de síntesis empleada. Los polímeros de PEG utilizados para la formulación de AEs por medio de 

NPs, cumplen el rol de nanoportadores en las industrias alimentaria, médica, agrícola, cosmética 

y farmacéutica (Niza et al., 2020). En el presente estudio, a través de las síntesis de NPs por 

medio del método fusión-dispersión, el PEG 6000 resultó ser un nanoportador efectivo para los 

AEs, obteniéndose NPs poliméricas con tamaños medio de partículas <550 nm, con EC entre 70 

y 90% y valores de IPD variables según el tipo de NP. La selección del PEG 6000 como matriz para 

la formación de las NPs se debe a que los polímeros con alto peso molecular (PM), incrementan 

su grado de cristalinidad (al compararlos con los de menor PM), aumentando la intensidad de 

las fuerzas intermoleculares entre el polímero y los materiales encapsulados (Nasir et al., 2015; 

Nuruzzaman et al., 2016). En este aspecto, algunos estudios utilizaron PEG de PM crecientes 

(300, 600, 900, 1500, 1800 y 2000) como copolímeros para la síntesis de NPs cargadas con 

insecticidas sintéticos o bioinsecticidas y demostraron que, al incrementar su PM, las 

nanoformulaciones retenían mayor tiempo los principios activos (Adak et al., 2012; Kumar et al., 

2010; Loha et al., 2012; Shakil et al., 2010).  

La técnica fusión-dispersión es una de las más utilizadas por su rapidez, bajo costo y 

reproducibilidad (Khan et al., 2017; Sur et al., 2019; Yang et al., 2009). Además, permite obtener 

NPs con tamaños >100 nm, y alta EC de los AEs (Vishwakarma et al., 2016). En nuestro estudio, 

se observó una relación entre la EC y el IPD. De esta forma, se comprobó que las NPs poliméricas 

monodispersas (IPD<0,4) presentaban mayor EC (NPs de palmarosa, geranio, orégano y laurel 
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con EC ≈ 90%) mientras que las NPs poliméricas con distribución variable de tamaño 

(0,25<IPD<0,4) o polidispersas (IPD>0,4) tuvieron una EC entre el 70 y 84%. Estudios previos del 

grupo de investigación demostraron que la EC en las NPs poliméricas de PEG 6000 cargadas con 

AEs cambiaba con el tiempo de postformulación, variación que podría estar en relación con el 

IPD. Así, las NPs de menta (polidispersas) a los 3 días de postformulación presentaron una EC 

cercana al 93%, mientras que a los 7 días, la EC disminuía a un 72%. Sin embargo, las NPs de 

palmarosa (monodispersas) mantuvieron una alta EC a los 3 y 7 días postformulación 

(Yeguerman et al., 2020). Las NPs poliméricas con altos valores de IPD reflejan una distribución 

heterogénea de tamaños de partícula, en general acompañado por formas irregulares, que 

podría resultar en una disminución de la tasa de encapsulación del aceite o bien una mayor 

liberación de los componentes durante el tiempo de postformulación. En contrapartida, NPs con 

bajos niveles de IPD tienden a tener una distribución homogénea de tamaños con formas 

regulares que conllevan a una menor perdida de componentes durante la etapa de 

postformulación. Antecedentes previos reportaron resultados similares al obtener NPs 

poliméricas de PEG monodispersas y con altas EC. Por ejemplo, las NPs formuladas con los AEs 

de C. sinensis y S. aromaticum tuvieron tamaños cercanos a 200 nm, IPD<0,25 y EC cercana al 

80% (Campolo et al., 2017; Ikawati et al., 2021). En comparación con lo observado en estudios 

previos referidos a las técnicas de gelificación iónica y nanoprecipitación, se comprobó que con 

el método de fusión-dispersión se obtiene NPs de tamaños variables con elevadas EC. Por 

ejemplo, a través de la técnica de nanoprecipitación se sintetizaron NPs utilizando el polímero 

EUDRAGIT RS100 y los AEs de R. officinalis y Lavandula dentata (L.), obteniendo NPs de ≈200 

nm, monodispersas con EC de 59 y 41%, respectivamente (Silva-Flores et al., 2019). Con esta 

misma técnica, se elaboraron NPs poliméricas de PLGA cargadas con cinamato de geranilo y de 

PCL elaboradas con farnesol que presentaron tamaños mayores a 175 nm, IPD>0,4 y una EC de 

71 y 22,5%, respectivamente (Yanice-Gursu et al., 2020; Zanetti et al., 2018). Por otro lado, por 

medio de la técnica de gelificación iónica, se prepararon NPs poliméricas de PCL cargadas con el 
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AE de Eugenia caryophyllata (L.) con tamaño promedio de partícula de 223 nm, IPD<0,4 y una 

EC de 81,4% (Hadidi et al., 2020). Además, utilizando la misma metodología, se sintetizaron NPs 

poliméricas de quitosano de los AEs de G. maculatum o Urtica dioica (L.) que tuvieron tamaños 

mayores a los 250 nm, 0,25<IPD<0,4 y EC de 38 y 68%, respectivamente (Bagheri et al., 2021; 

Werdin et al., 2017). 

Es sabido que la incorporación de los AEs en una matriz polimérica mejora su estabilidad 

fisicoquímica. En nuestro estudio, en las NPs, los compuestos principales (monoterpenos, 

sesquiterpenos e hidrocarburos aromáticos) se mantuvieron en similares proporciones en 

relación a los AEs libres. En el caso de los compuestos minoritarios en los AEs, los mismos 

probablemente se volatilizaron o no fueron detectados (niveles por debajo del límite de 

detección) en la postformulación. Además, se comprobó que a medida que fue aumentando la 

polaridad del solvente durante la extracción de los aceites, no se hallaron remantes de los 

componentes de los AEs en la fase n-butanol ni en la acuosa, lo que podría indicar que las 

pérdidas no se deberían a que los componentes quedan atrapados en las NPs y no se liberan.  

En el presente trabajo se observó que por exposición a superficies tratadas las NPs de orégano 

fueron las más tóxicas para S. oryzae y L. serricorne, siendo el primero aproximadamente 2 veces 

más susceptible. Como se observó en el capítulo 1, L. serricorne tiende a ser más tolerante a los 

productos insecticidas. Además, en S. oryzae, al igual que los AEs libres, las NPs fueron menos 

efectivas que el insecticida sintético. Salvo las NPs de laurel y lavanda (que no generaron 

toxicidad) se comprobó también para este insecto que las NPs elaboradas con los AEs de 

palmarosa y geranio (aceites que en su forma libre fueron los más tóxicos) junto con las NPs de 

menta, orégano y árbol de té fueron eficaces. En contraposición, en L. serricorne, se determinó 

que las NPs de orégano fueron 2 veces más tóxicas que la β-cipermetrina mientras que las NPs 

de palmarosa (aceite que en forma libre tuvo similar bioactividad que el piretroide) y las 

elaboradas con los AEs menta, geranio, laurel y árbol de té provocaron efectos tóxicos de 

magnitud similar al insecticida sintético. En el campo de la nanotecnología, específicamente en 
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el área de polímeros, este resultado es novedoso. Pocos trabajos previos han comparado la 

efectividad de nanoformulaciones de AEs e insecticidas sintéticos en insectos plaga de productos 

almacenados. Por ejemplo, las nanoemulsiones de Carlina acaulis (L.), M. piperita y C. martinii 

tuvieron menor actividad que el insecticida comercial Spinosad (Laser®, Dow) y la β-cipermetrina 

en Lobesia botrana (Den. Y Schiff.) y P. interpunctella (Benelli et al., 2020; Jesser et al., 2020a). 

Los efectos tóxicos promovidos por las NPs tanto en S. oryzae como en L. serricorne podrían 

estar en relación con el aumento de la proporción de los componentes mayoritarios durante la 

encapsulación y al mantenimiento de ciertos compuestos minoritarios que podrían tener un 

efecto sinérgico. Posiblemente, la falta de bioactividad de las NPs elaboradas con los AEs de 

lavanda y laurel en S. oryzae se deba a las modificaciones en el perfil de los AEs postformulado, 

que cabe mencionar, fueron aceites que en su forma libre se encontraron entre los menos 

efectivos para este insecto plaga.  

En este bioensayo también se determinó que en S. oryzae, las NPs de menta, palmarosa, geranio, 

orégano y árbol de té aumentaron significativamente la actividad insecticida de los AEs entre 

1,82 y 7,43 veces, siendo las NPs de orégano las que determinaron el mayor incremento. En L. 

serricorne, todas las NPs aumentaron significativamente la actividad insecticida de los AEs entre 

1,41 y 3,76 veces. Para este insecto, las NPs que mayor incremento generaron fueron las 

elaboradas con los AEs de laurel y orégano. El éxito de las NPs poliméricas por exposición a 

superficies tratadas podría deberse a que las partículas nanoescalares permiten una eficaz 

penetración de los compuestos activos en los tejidos de los insectos a través de una mayor 

eficiencia en la interacción con la membrana celular, causando mortalidad en dosis óptimas 

(Heydari et al., 2020; Prakash et al., 2018). Además, se ha comprobado que la incorporación de 

PEG permite prolongar el tiempo de permanencia de las NPs en circulación, mejorando la 

solubilidad, la estabilidad cinética, la administración sostenida y selectiva evitando el 

reconocimiento de los sistemas de defensa de los insectos (Samkange et al., 2019). 

Investigaciones previas del grupo de trabajo informaron que las NPs poliméricas potenciaron los 
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efectos tóxicos de los AEs en insectos plaga, por ejemplo, las NPs de menta, palmarosa, 

bergamota y geranio incrementaron la actividad de los aceites en B. germanica entre 8 y 16 

veces, mientras que las correspondientes a los aceites de bergamota y geranio, 4 y 8 veces en 

R. dominica (Werdin González et al., 2014, 2015; Yeguerman et al., 2020). Además, en la 

bibliografía, trabajos previos informaron resultados similares, por ejemplo, las NPs de menta y 

A. sativum aumentaron significativamente la actividad insecticida de los AEs en M. domestica y 

T. castaneum (Kumar et al., 2011; Yang et al., 2009). Además, NPs cargadas con el aceite esencial 

de L. sidoides y timol potenciaron la actividad insecticida de los AEs entre 1,79 y 1,50 veces en 

S. zeamais (Oliveira et al., 2017). Los fenómenos potenciadores de las NPs podrían deberse al 

aumento de la concentración de los constituyentes principales de los AEs y a la mejora de la tasa 

de penetración de los compuestos bioactivos a través del exoesqueleto (Benelli et al., 2017; 

Lucía y Guzmán, 2021). Según Shahzad y Manzoor (2021), el contacto directo de las NPs con la 

cutícula es una de las principales rutas de absorción de las NPs en los insectos plaga de productos 

almacenados produciéndose modificaciones en la capa cérea de la cutícula. Cabe mencionar que 

no es posible correlacionar de forma directa las variables fisicoquímicas de las NPs (tamaño de 

partícula, polidispersidad y EC) con los efectos potenciadores de la actividad insecticida que 

estas promovieron dadas las variaciones observadas entre los insectos en estudio. A modo de 

ejemplo, las NPs de orégano que en S. oryzae y L. serricorrne figuran como las más efectivas 

fueron monodispersa, con EC cercanas al 90% y tamaños de 295 nm pero las NPs de menta que 

fueron polidispersas, con EC cecanas al 70% y tamaños significativamente mayores que las de 

orégano, potenciaron la bioactividad del aceite alrededor de 2 veces. 

En el bioensayo por exposición a vapores, ninguna de las NPs poliméricas mostraron actividad 

insecticida en adultos de S. oryzae y L. serricorne. Esto podría deberse a que al formar un sistema 

de liberación controlada mediante la incorporación de los AEs en una matriz de PEG 6000, la 

tasa de liberación de los componentes bioactivos podría verse limitada, disminuyendo el efecto 

toxico por esta vía de exposición. Cabe destacar que por esta ruta de exposición, estudios 
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previos de nuestro grupo, observaron resultados similares en T. castaneum y R. dominica 

(Werdin et al., 2014). Sin embargo, recientemente se informó que las NPs poliméricas de menta, 

palmarosa y geranio generaron actividad por exposición a vapores en adultos P. interpunctella, 

viéndose afectado este efecto por la temperatura de almacenamiento (17, 24 y 31°C) en las NPs 

menta y palmarosa (Jesser et al., 2020b).  

Teniendo en cuenta el alto costo de aplicación de AEs y sus limitaciones, el uso integrado de NPs 

cargadas con AEs en combinación con insecticidas sintéticos podría ser una opción más factible 

para reducir las dosis de compuestos contaminantes y la presión de selección sobre poblaciones 

de insectos plaga. En este trabajo, se demostró que la aplicación conjunta de β-cipermetrina con 

ciertas NPs cargadas con AEs, produjeron mayor efecto tóxico por contacto (exposición a 

superficies tratadas) que la aplicación de los productos individuales. Para el caso de S. oryzae, 

este efecto se observó con la aplicación conjunta de insecticida piretroide con las NPs cargadas 

de los AEs de palmarosa, geranio, lavanda orégano y laurel, mientras que en L. serricorne, con 

las NPs de menta, palmarosa, geranio y orégano. El único reporte previo que habría confirmado 

el aumento de la susceptibilidad de insectos plaga de productos almacenados frente a la 

combinación de NPs e insecticidas sintéticos se remite a Bayramzadeh et al. (2019), en la que 

combinaciones de valores de CL25 de NPs cargadas con el aceite esencial de C. cyminum y fosfina 

fueron más efectivas que los compuestos libres en el control de T. castaneum, S. granarius y O. 

surinamensis. 

Pese a que no se observaron diferencias significativas entre el efecto de la aplicación conjunta 

de insecticida piretroide con AE o con NPs, la aplicación de estas últimas ofrecería como ventaja 

la protección de los AEs a la par de prolongar su bioactividad en el campo, reduciendo el 

requerimiento de aplicaciones adicionales futuras.  

  



81  

2. E. Conclusiones 

 La técnica de fusión-dispersión demostró ser un método simple para obtener NPs 

poliméricas de tamaños variables (191 y 534 nm) y EC por encima del 70%. Además, se 

observó que las NPs monodispersas (palmarosa, geranio, orégano y laurel) fueron las 

que mayor EC presentaron (≈90%), mientras que aquellas NPs polidispersas o con IPD 

variable (menta, lavanda y árbol de té), tuvieron EC entre 70 y 84%. 

 Al analizar la composición química de los AEs pre y postformulado, se observó que los 

compuestos mayoritarios tienden a permanecer en las NPs, mientras que los 

minoritarios no se detectaron.  

 En cuanto a los bioensayos por exposición a superficies tratadas, se observó que en L. 

serricorne, la toxicidad generada por las NPs de orégano fue mayor que la de β-

cipermetrina, mientras que la de las NPs de menta, palmarosa, geranio, laurel y árbol 

de té fue de igual magnitud respecto al insecticida piretroide. Sin embargo, en S. oryzae 

la toxicidad promovida por el insecticida sintético fue mayor que la de las NPs. 

 Por esta vía de exposición, en S. oryzae, las NPs de menta, palmarosa, geranio, orégano 

y árbol de té fueron más efectivas que los AEs, siendo las elaboradas con el aceite de 

orégano las que potenciaron en mayor magnitud la bioactividad del aceite (≈7,5 veces). 

Cabe mencionar que las NPs de laurel y lavanda no generaron efectos tóxicos en este 

insecto y que la mortalidad promovida por las NPs cargadas con el aceite de geranio no 

difirió del AE libre. En L. serricorne, todas las NPs potenciaron la actividad insecticida de 

los aceites, siendo las elaboradas con laurel y orégano, las que mayor incremento 

produjeron (≈3,5 veces). 

 Ninguna de las NPs poliméricas presentaron actividad insecticida por exposición a 

vapores en adultos de S. oryzae y L. serricorne. 

 Al estudiar la aplicación conjunta de β-cipermetrina con las NPs, se observó que en S. 
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oryzae, la combinación de piretroide y las NPs de palmarosa, geranio, orégano, lavanda 

y laurel tuvo mayor efecto tóxico que los productos aplicados individualmente, mientras 

que en L. serricorne, la combinación de β-cipermetrina y las NPs de palmarosa, geranio, 

orégano y menta. Para este bioensayo en ambos insectos, en general no se observaron 

diferencias significativas respecto a las combinaciones de AEs y piretroide. 
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3. EFECTOS SUBLETALES DE LOS ACEITES ESENCIALES Y SUS 

NANOPARTICULAS POLIMERICAS 

3. A. Introducción 

3. A.1. Efectos subletales  

Los productos insecticidas de distintos orígenes generan tanto efectos letales como subletales 

en los insectos plaga. Los efectos subletales se definen como los efectos biológicos, fisiológicos, 

demográficos o conductuales en individuos o poblaciones expuestos a concentraciones o dosis 

subletales de un tóxico. También pueden considerarse en esta categoría aquellas exposiciones 

cuya duración no genera un efecto letal promovido por la sustancia en análisis (). En 

consecuencia, exposiciones a bajas dosis o de corta duración de estos productos pueden inducir 

efectos adversos en la fisiología de los insectos tales como nutricionales, repelencia y 

modificación de variables comportamentales, reducción de la fertilidad y fecundidad, entre 

otros (Lámina 3.1) (Bantz et al., 2018; de França et al., 2017).  

Es sabido que, en las últimas dos décadas, los AEs se han convertido en una nueva tendencia 

para el control de plagas en la agricultura moderna. Se ha demostrado que los AEs y sus 

compuestos mayoritarios poseen tanto efectos letales en los insectos plaga, como subletales. 

Por lo tanto, comprender los impactos fisiológicos de esos productos es un paso importante 

para establecer una evaluación integral de su actividad biológica y planificar estrategias de 

acción en los programas de manejo integrado de plagas (Müller, 2018; Ni et al., 2021).   
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Lámina 3.1. Efectos subletales de insecticidas. 

 

3. A.2.a. Modificación de la actividad locomotora  

El conocimiento de la respuesta conductual de los insectos es esencial para establecer planes de 

muestreo, monitoreo, control y aplicación de insecticidas. Es sabido, que los insecticidas 

estimulan o deprimen el comportamiento locomotor de los insectos interfiriendo con las 

conductas de reproducción, dispersión, migración y alimentación. Por lo tanto, el análisis de 

variables como la distancia total, velocidad, dirección y patrones de dispersión favorecen el 

desarrollo de modelos para predecir las respuestas de los insectos frente a distintos insecticidas, 

entre ellos los AEs (Nayak et al., 2020). Como se mencionó anteriormente, los AEs poseen 

diversos sitios acción dentro del sistema nervioso de los insectos, por lo tanto, es de esperar que 

los mismos puedan influir en el comportamiento de los insectos a dosis que no producen 

mortalidad. En este sentido, varios autores han demostrado una reducción de la tasa metabólica 

y movilidad de insectos plaga de productos almacenado como T. castaneum, R. dominica y S. 

zeamais cuando se exponen a diferentes AEs (Anukiruthika et al., 2021; Kitherian, 2017).  
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3. A.2.b. Actividad Repelente 

Los productos repelentes son sustancias que provocan un alejamiento del insecto del sitio de 

aplicación promoviendo el desvió de su trayectoria. Los repelentes de origen natural, como los 

AEs, son posibles alternativas seguras por su baja toxicidad ambiental, biodegradabilidad y fácil 

extracción. En los últimos años, la gran demanda de repelentes seguros y no contaminantes 

causaron un gran crecimiento y desarrollo de productos repelentes a base de AEs. Varios autores 

han demostrado la actividad repelente de los AEs y sus constituyentes mayoritarios en insectos 

plaga de productos almacenados como S. oryzae, S. zeamais, C. maculatus, T. castaneum y R. 

dominica (Abouelatta et al., 2020; Hategekimana et al., 2020; Tavares et al., 2018).  

3. A.2.c. Alteraciones en la fisiología nutricional 

La nutrición es un concepto multidimensional, siendo el resultado integrado del 

comportamiento (búsqueda de alimento) y los procesos fisiológicos (digestión, absorción y 

distribución) (Lee et al., 2022). Bajo esta premisa, se destaca que los insectos deben localizar, 

seleccionar y finalmente ingerir alimentos que sean capaces de ser asimilados y convertidos en 

las sustancias energéticas y estructurales requeridas para su actividad y desarrollo. Al mismo 

tiempo, la continuidad del proceso de alimentación del insecto está determinada por los 

estímulos químicos captados por las quimiosensilas (presentes en la cavidad bucal, palpos o 

antenas) capaces de detectar sustancias incitadoras de la alimentación (fagoestimulantes) o 

inhibidoras (fagodisuasivas) (El-Ghany, 2019). El estudio y comprensión de los efectos de los 

insecticidas en la fisiología nutricional permiten explicar los cambios en el crecimiento, anatomía 

y composición química de los insectos, siendo información clave para su manejo. 

Los bioinsecticidas con propiedades fagodisuasivas son aquellas sustancias que mediante una 

acción directa reducen el consumo de una materia prima. Se ha postulado también, que esta 

actividad, aumenta el riesgo de depredación de los insectos por enemigos naturales al aumentar 

la búsqueda de nuevas fuentes de alimentos (Jiang et al., 2020; Melanie et al., 2022; Toan et al., 
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2021). En general, los AEs al ser ingeridos estimulan las terminales nerviosas gustativas 

produciendo la modificación del comportamiento de los insectos (Simmonds, 2006). Se ha 

determinado también que los AEs pueden generar efectos post-ingesta, modificando las etapas 

de digestión, absorción o bien la conversión de los nutrientes en biomasa animal. La estimación 

de estos parámetros por medio de índices nutricionales como la tasa de crecimiento relativo 

(TCR), la tasa de consumo relativo (TRC), eficiencia de conversión del alimento ingerido (ECAI) 

son un aspecto cuantitativo fundamental en el análisis de los efectos subletales de los 

bioinsecticidas sobre la fisiología nutricional de los insectos plaga. Varios autores han informado 

sobre la actividad fagodisuasiva de los AEs y sus compuestos bioactivos contra diferentes 

insectos plaga de productos almacenados, siendo S. oryzae, T. castaneum y R. dominica los 

principales protagonistas (Kanda et al., 2017; Rajkumar et al., 2019). 

3. A.2.d. Cambios en procesos reproductivos 

En los organismos que se reproducen sexualmente, la cópula posee un sentido evolutivo en la 

cual los genes se transmiten a las próximas generaciones. En los insectos, tanto mecanismos 

nerviosos como hormonales están involucrados en el control de los procesos reproductivos 

(Anton y Gadenne, 1999; Engelmann, 2013). Los estudios de comportamiento reproductivo y de 

factores que afectan a la fecundidad y fertilidad de los insectos plaga de productos almacenados 

son una de las claves para su exitoso manejo. En este sentido, varios autores demostraron que, 

a dosis subletales, los AEs de Piper corcovadensis (Miq.), Boswellia carterii (Flueck.) Zanthoxylum 

bungeanum (Maxim.), M. piperita, Pinus roxburghii (Sarg.), redujeron el número de puesta de 

huevos y el porcentaje de eclosión en insectos plaga de productos almacenados como S. orzae, 

L. serricorne, T. castaneum, R. dominica, C. chinensis, C. maculatus y S. zeamais (de Lira Pimentel 

et al., 2022; Kiran et al., 2017; Liang et al., 2022; Mackled et al., 2019).  

 

 



87  

3. A.2.e. Alteraciones en células del sistema inmune 

La inmunidad innata es la respuesta inmediata y única de los invertebrados en la protección 

contra sustancias extrañas. En los insectos, la misma involucra respuestas tanto humorales como 

celulares que están mediadas a través de ciertos receptores de reconocimiento y la activación 

de varias vías de señalización. En la primera, el cuerpo graso y los hemocitos participan en la 

producción y secreción de agentes antimicrobianos, síntesis de especies reactivas de oxígeno y 

nitrógeno y en la activación de cascadas enzimáticas que regulan la coagulación y melanización 

de la hemolinfa. Por otro lado, en la respuesta celular, solo los hemocitos participan en procesos 

como fagocitosis, nodulación y encapsulación (Cytrynska et al., 2016; Tsakas y Marmaras, 2010). 

En la bibliografía, pocos trabajos demostraron que los AEs podrían tener efectos significativos 

en los hemocitos. Por ejemplo, los AEs de Ricinus comunis (L.) y Eucalyptus globulus (Labill) 

disminuyeron significativamente el número hemocitos de S. litura (Ali y Ibrahim, 2018). Además, 

el AE de Acorus calamus (L.) modificó la morfología de los hemocitos de S. littoralis (Sharma et 

al., 2008). Por último, los AEs de C. citratus y C. camphora promovieron la disminución de la 

viabilidad y proliferación de los hemocitos de T. granarium (Feroz, 2020). 
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3. A.3. Hipótesis  

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

 Los AEs y sus NPs de PEG 6000 poseen efectos repelentes en adultos de S. oryzae y L. 

serricorne. 

 Los AEs y sus NPs de PEG 6000 modifican variables conductuales en adultos de S. oryzae y L. 

serricorne. 

 Los AEs y sus NPs de PEG 6000 poseen efectos en la fisiología nutricional en adultos de S. 

oryzae y larvas de L. serricorne. 

 Las NPs de PEG 6000 cargadas con AEs potencian los efectos subletales antes mencionados 

de los AEs en S. oryzae y L. serricorne. 

3. A.3.a. Objetivo general  

El objetivo general planteado para este capítulo es evaluar los efectos subletales de las NPs de 

PEG 6000 cargadas con AEs en S. oryzae y L. serricorne. 

 3. A.3.b. Objetivos específicos  

 Evaluar los efectos repelentes de los AEs y sus NPs en adultos de S. oryzae y L. serricorne. 

 Evaluar los efectos conductuales de los AEs y sus NPs en adultos de S. oryzae y L. serricorne. 

 Evaluar los efectos en la fisiología nutricional de los AEs y sus NPs en adultos de S. oryzae y 

larvas de L. serricorne. 
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3. B. Materiales y métodos 

3. B.1. Repelencia y respuestas conductuales 

Para evaluar los efectos repelentes/atractantes de los AEs menta, palmarosa, geranio, lavanda, 

orégano, laurel y árbol de té y sus correspondientes NPs en adultos de S. oryzae o de L. 

serricorne, se trataron mitades de papeles de filtro (14 cm de diámetro) con 0,5 ml de soluciones 

de AEs en acetona o con sus NPs aplicadas en forma directa; la otra mitad permaneció sin tratar 

(bioensayo de elección). Para evaluar las respuestas conductuales, se trataron discos de papel 

filtro (14 cm de diámetro) en forma completa con 1 ml de AEs diluidos en acetona o con sus NPs 

en forma directa (bioensayo sin elección). En ambos bioensayos, la arena experimental se 

delimitó con un anillo de vidrio para evitar el escape de los insectos. Para cada especie de 

gorgojo, los efectos de los AEs y sus NPs se evaluaron a valores de CL50 (calculada a 72 h de 

exposición) o concentración máxima (en caso de no obtenerse CL50); todos estos valores fueron 

reportados en los capítulos 1 y 2. En ambas metodologías, se liberaron dos insectos adultos, se 

registró el movimiento de cada uno con una cámara de 13 megapíxeles durante 4 min y se 

analizaron los videos con dos programas de detección (redes neuronales y detección por color) 

y el programa Kalman Filter para el recorrido (tracking) diseñados por el Laboratorio  de Ciencias 

de las Imágenes a cargo del Dr. Claudio Delrieux, Departamento de Ciencias e Ingeniería de 

Computación, Universidad Nacional del Sur. Las variables analizadas por este sistema de 

seguimiento fueron: tiempo (s), distancia total (cm), velocidad (cm s−1). Los controles negativos 

se trataron con acetona o con PEG 6000. Se evaluaron diez réplicas independientes para cada 

uno de los AEs y controles.  

Para evaluar los efectos repelentes de los compuestos se utiizó únicamente la variable tiempo y 

con ella se calculó un índice de repelencia (IR) de la siguiente manera: IR= (NT – T) / (T + NT), 

donde T y NT son el tiempo que el insecto transcurre en la zona tratada y zona no tratada, 

respectivamente. Valores superiores a 0,1 indican que el producto genera repelencia; los valores 
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inferiores a -0,1, atractancia y para aquellos comprendidos entre -0,1 y 0,1 se considera que el 

producto no genera efecto sobre el insecto (zona neutral) (Yeguerman et al., 2020).  

Para evaluar las respuestas conductuales, se analizaron las variables distancia total, que estima 

el recorrido de cada insecto en la arena experimental durante 4 minutos, y la velocidad, que 

estima la velocidad media de cada insecto durante el bioensayo. 

Además, con el objetivo de analizar las variaciones tanto en el efecto repelente como en las 

respuestas conductuales a lo largo del tiempo, se realizaron sesiones de filmación consecutivas 

utilizando los mismos papeles de filtro tratados con los AEs o con las NPs a distintos intervalos 

(tiempo inicial (0), 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 h). En la Lámina 3.2. se muestra en forma 

representativa el recorrido de 2 insectos (tracking) en un bioensayo sin elección (A) y uno con 

elección (B).  

Lámina 3.2. (A) Recorrido representativo en un bioensayo sin elección luego de 4 minutos. (B) 

Recorrido representativo en un bioensayo de elección luego de 4 minutos (IR>0,1). 

 

    

3. B.2. Efectos en la fisiología nutricional 

En este bioensayo se utilizaron adultos de S. oryzae y larvas de L. serricorne. La decisión de 

utilizar larvas de L. serricorne en vez de adultos se basó en un estudio preliminar en el que se 

observó que los adultos, durante un periodo de 72 h, podian no alimentarse de los discos de 

harina, o lo hacían de forma escasa. 
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Zona no 
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Para evaluar los efectos en la fisiología nutricional, se elaboraron dos tipos de discos: unos 

solamente con harina y otros con harina a los que se le incorporó las NPs. Para los primeros, 

alícuotas de 0,2 ml de una mezcla de harina de trigo en agua destilada (12 g/10 ml) se colocaron 

en placas de vidrio que se dejaron secar en una cámara a 29 ± 2 ° C y 50 - 70% de HR y en 

oscuridad durante 18 horas. Estos discos se utilizaron para evaluar el efecto de los AEs libres (a 

dosis de 1 y 4 mg AEs/disco). Para el segundo tipo de disco, se mezclaron las NPs (a dosis 

equivalentes) con harina (12 g) y agua destilada (10 ml) y se tomaron alícuotas de 0,2 ml de la 

mezcla que se dejaron secar en idénticas condiciones ambientales y temporales.  

En el caso de los AEs libres, se realizaron dos bioensayos: en el primero (denominado agudo), 

los discos se topicaron con 10 µl de soluciones de los AEs (1 y 4 mg/disco)  en acetona y, luego 

de la evaporación del solvente, se administraron a los insectos. En el segundo bioensayo 

(denominado residual), los discos tratados se dejaron evaporar durante 18 h, equivalente al 

tiempo de secado de los discos elaborados con las NPs. Los controles negativos se realizaron 

tratando los discos de harina únicamente con acetona (control harina) o incorporando a la 

mezcla de harina y agua, PEG 6000. En cada réplica, dos discos se pesaron y se colocaron en 

recipientes separados a los que se les agregaron quince adultos de S. oryzae o larvas de L. 

serricorne previamente pesados, con 24 h de ayuno. El bioensayo finalizó a las 72 h, 

registrándose el peso de los discos y de los insectos vivos. Se realizaron 4 réplicas de cada 

ensayo.  

Con los datos obtenidos se calcularon los índices nutricionales:   

Tasa de Crecimiento Relativa (TCR) = (A-B) /(B) 

Donde A= peso de los insectos vivos a las 24 h; B= peso inicial de los insectos/número total de 

insectos. 

Tasa Relativa de Consumo (TRC) = D/(B) 

Donde D= biomasa ingerida (mg)/número de insectos vivos a las 24 h. 
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Eficiencia de Conversión del Alimento Ingerido (ECAI%) = (TCR/ TRC) x100 

Este índice indica cantidad de alimento utilizado para el crecimiento en peso del insecto.  

Para obtener el Índice Fagodisuasivo (IF) se consideró:  

IF (%) = (T-C)/(C) x100 

Donde C= consumo de los discos en el control (mg) y T= consumo de los discos tratados (mg). 

Valores de IF entre -15 y 15: efecto neutro, -15>IF>-45: efecto ligeramente fagodisuasivo, -

45>IF>-75: efecto moderadamente fagodisuasivo, IF<-75: altamente fagodisuasivo, 15<IF<45: 

ligeramente fagoestimulante, 45<FDI<75: moderadamente fagoestimulante; IF>75: altamente 

fagoestimulante.  

3. B.3. Análisis estadístico 

Las variables conductuales y los índices nutricionales (TCR, TRC y ECAI) se analizaron mediante 

ANOVA y DMS, ambos con un nivel de significancia del 5%. 
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3. C. Resultados 

3. C.1. Repelencia y respuestas conductuales 

Los bioensayos de elección mostraron que todos los AEs y sus NPs generaron efectos repelentes 

en S. oryzae y L. serricorne dependientes del tiempo; además, se observó que las NPs 

extendieron el efecto mencionado.  

En adultos de S. oryzae los AEs de lavanda y laurel fueron repelentes durante las primeras 12 h 

mientras que sus NPs extendieron el efecto hasta las 24 y 48 h, respectivamente (Lámina 3.3. D 

y F). Los AEs de geranio y árbol de té mostraron repelencia por 24 h, mientras que sus NPs 

potenciaron dicho efecto por 48 y 60 h (Lámina 3.3. C y G). Por último, se observó que los AEs 

de menta, palmarosa y orégano tuvieron efecto más prolongado (por 36 h) mientras que sus 

NPs extendieron la repelencia por 60 h (orégano) y 72 h (menta y palmarosa) (Lámina 3.3. A, B 

y E). 

En L. serricorne, el AE de lavanda fue repelente por 12 h, mientras que sus NPs por 36 h (Lámina 

3.4. D). Los AEs de geranio y laurel produjeron repelencia por 24 h mientras que sus NPs, por 48 

h (Lámina 3.4. C y F). En el caso del AE de árbol de té se observó efecto repelente por 24 h 

mientras que sus NPs extendieron el efecto hasta las 60 h (Lámina 3.4. G). Finalmente, los AEs 

de menta, palmarosa y orégano tuvieron efecto repelente por 36 h mientras que sus NPs 

prolongaron el efecto hasta las 60 h (orégano) y 72 h (menta y palmarosa) (Lámina 3.4. A, B y E).
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Lámina 3.3. Índice de repelencia de los AEs de menta (A), palmarosa (B), geranio (C), lavanda (D), orégano (E), laurel (F) y árbol de té (G) y sus NPs en adultos 

de S. oryzae. 
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Lámina 3.4. Índice de repelencia de los AEs de menta (A), palmarosa (B), geranio (C), lavanda (D), orégano (E), laurel (F) y árbol de té (G) y sus NPs en 

adultos de L. serricorne. 
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Teniendo en cuenta las respuestas conductuales, en S. oryzae, a partir de las 12 y hasta las 96 h, 

no se encontraron diferencias significativas en la distancia total y la velocidad entre el control 

de PEG 6000, el control de acetona y los AEs de menta y palmarosa y sus NPs (P>0,05).  

Considerando la distancia total, al tiempo inicial (0 h), se observó que los AEs (salvo los de menta 

y palmarosa) y todas las NPs redujeron significativamente esta variable respecto a los controles 

(P<0,05) (Lámina 3.5.A). De forma similar, en la siguiente sesión de filmación (12 h), los AEs de 

geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té y sus NPs mantuvieron este efecto sobre esta 

variable (P<0,05) (Lámina 3.5.B). Asimismo, a las 24 y 36 h, estos tratamientos (a excepción de 

las NPs de laurel) disminuyeron distancia total (P<0,05). Es importante destacar que a las 24 h, 

la magnitud en la reducción de esta variable por parte de las NPs de orégano fue mayor que el 

del aceite libre (P<0,05) (Láminas 3.5.C y 3.5.D). A las 48 h, únicamente los AEs de geranio y árbol 

de té disminuyeron significativamente la distancia total (P<0,05), mientras que a las 60 y 72 h 

solo las nanoformulaciones de estos aceites sostuvieron el efecto (P<0,05) (Láminas 3.5.E y 

3.5.F).  

En relación a la velocidad, al tiempo inicial (0 h), los AEs de geranio, lavanda, orégano, laurel y 

árbol de té y sus NPs aumentaron significativamente esta variable respecto a los controles 

(P<0,05). Además, el aumento promovido por las NPs de árbol de té fue de mayor magnitud en 

comparación que el aceite libre (P<0,05) (Lámina 3.5.A). En la siguiente sesión de filmación (12 

h), los tratamientos anteriores (a excepción del AE de laurel), mantuvieron este aumento sobre 

la velocidad (P<0,05) (Lámina 3.5.B). De igual manera, a las 24 y 36 h, los AEs de geranio, lavanda 

y árbol de té y sus NPs junto con las formuladas con los aceites de orégano y laurel aumentaron 

la velocidad en relación a los controles (P<0,05). A estos tiempos el efecto promovido por las 

NPs orégano, laurel y geranio (excepto a las 36 h) sobre la velocidad fue significativamente 

mayor que el de los AEs libres (P<0,05) (Láminas 3.5.C y 3.5.D). A las 48 h, los AEs de geranio y 

árbol de té y sus NPs junto con las elaboradas con lavanda, orégano y laurel aumentaron 

significativamente la variable en comparación con los controles (P<0,05) (Lámina 3.5.E); 
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mientras que a las 60 y 72 h, únicamente las NPs de geranio, orégano y árbol de té mantuvieron 

el efecto referido (P<0,05) (Lámina 3.5.F).  

Cabe resaltar que para los tiempos de 84 y 96 h, no se encontraron diferencias significativas 

entre todos los tratamientos, para las variables distancia total y velocidad (P>0,05). 
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Lámina 3.5.A. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. Tiempo: 0 h. Distintas letras indican diferencias 

significativas (DMS, P<0,05). 
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Lámina 3.5.B. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. Tiempo: 12 h. Distintas letras indican diferencias 

significativas (DMS, P<0,05). 
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Lámina 3.5.C. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. Tiempo: 24 h. Distintas letras indican diferencias 

significativas (DMS, P<0,05). 
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Lámina 3.5.D. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. Tiempo: 36 h. Distintas letras indican diferencias 

significativas (DMS, P<0,05). 
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Lámina 3.5.E. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. Tiempo: 48 h. Distintas letras indican diferencias 

significativas (DMS, P<0,05). 
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Lámina 3.5.F. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de S. oryzae. Tiempo: 60 h. Distintas letras indican diferencias 

significativas (DMS, P<0,05). 
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La Tabla 3.1 resume los efectos de los AEs y sus NPs sobre las variables conductuales (distancia 

total y velocidad) en S. oryzae. 

Tabla 3.1. Resume de los efectos de los AEs y sus NPs sobre las variables conductuales 

(distancia total y velocidad) en S. oryzae. - : sin diferencias significativas respecto a control,      

o      : diferencias significativas respecto al control,      o      : diferencias significativas entre 

aceite libre y sus NPs. 

Distancia total 

Tiempo 

(h) 

Menta Palmarosa Geranio Lavanda Orégano Laurel Árbol de té 

AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP 

0 -  -            

12 - - - -           

24 - - - -        -   

36 - - - -        -   

48 - - - -   - - - - - -   

60 - - - - -  - - - - - - -  

72 - - - - -  - - - - - - -  

84 - - - - - - - - - - - - - - 

96 - - - - - - - - - - - - - - 

Velocidad 

Tiempo 

(h) 

Menta Palmarosa Geranio Lavanda Orégano Laurel Árbol de té 

AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP 

0 - - - -           

12 - - - -       -    

24 - - - -     -  -    

36 - - - -     -  -    

48 - - - -   -  -  -    

60 - - - - -  - - -  - - -  

72 - - - - -  - - -  - - -  

84 - - - - - - - - - - - - - - 

96 - - - - - - - - - - - - - - 
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En L. serricorne, a lo largo del bioensayo, no se encontraron diferencias significativas en la 

distancia total y la velocidad entre el control de PEG 6000, control de acetona y los AEs de menta 

y palmarosa y sus NPs (P>0,05). Para la distancia total, al tiempo inicial (0 h) y 12 h, los AEs de 

geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té y sus NPs disminuyeron significativamente esta 

variable respecto a los controles (P<0,05) (Láminas 3.6.A y 3.6.B). A las 24 h, este efecto fue 

corroborado para los AEs geranio, orégano, laurel y árbol de té y sus NPs (P<0,05) (Lámina 3.6.C). 

Desde las 36 h hasta las 72 h, únicamente por las NPs de geranio produjeron una reducción en 

esta variable (P<0,05) (Lámina 3.6.D). 

Para la velocidad, al tiempo inicial (0 h), se observó que los AEs de geranio, lavanda, orégano, 

laurel y árbol de té y sus NPs aumentaron significativamente esta variable en comparación con 

los controles (P<0,05) (Lámina 3.6.A). A las 12 y 24 h, estos tratamientos (con excepción de los 

aceites de orégano y laurel) mantuvieron el efecto mencionado (P<0,05) (Láminas 3.6.B y 3.6.C). 

A las 36 h, únicamente las NPs de lavanda, orégano y árbol de té aumentaron significativamente 

la velocidad (P<0,05) (Lámina 3.6.D), mientras que a las 48 h, solo las NPs de orégano 

incrementaron esta variable (P<0,05). 

Cabe destacar que a partir de las 60 y 84 h no se encontraron diferencias significativas entre 

todos los tratamientos para ambas variables (P>0,05). 
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Lámina 3.6.A. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de L. serricorne. Tiempo: 0 h. Distintas letras indican diferencias 

significativas (DMS, P<0,05). 
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Lámina 3.6.B. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de L. serricorne. Tiempo: 12 h. Distintas letras indican diferencias 

significativas (DMS, P<0,05). 
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Lámina 3.6.C. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de L. serricorne. Tiempo: 24 h. Distintas letras indican diferencias 

significativas (DMS, P<0,05). 
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Lámina 3.6.D. Efecto de los AEs y sus NPs a valores de CL50 sobre las variables comportamentales de L. serricorne. Tiempo: 36 h. Distintas letras indican diferencias 

significativas (DMS, P<0,05). 
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La Tabla 3.2 resume los efectos de los AEs y sus NPs sobre las variables conductuales (distancia 

total y velocidad) en L. serricorne. 

Tabla 3.2. Resume de los efectos de los AEs y sus NPs sobre las variables conductuales 

(distancia total y velocidad) en L. serricorne. - : sin diferencias significativas respecto a control,               

o     : diferencias significativas respecto al control,      o     : diferencias significativas entre aceite 

libre y sus NPs. 

Distancia total 

Tiempo 

(h) 

Menta Palmarosa Geranio Lavanda Orégano Laurel Árbol de té 

AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP 

0 - - - -           

12 - - - -           

24 - - - -   - -       

36 - - - - -  - - - - - - - - 

48 - - - - -  - - - - - - - - 

60 - - - - -  - - - - - - - - 

72 - - - - -  - - - - - - - - 

84 - - - - - - - - - - - - - - 

96 - - - - - - - - - - - - - - 

Velocidad 

Tiempo 

(h) 

Menta Palmarosa Geranio Lavanda Orégano Laurel Árbol de té 

AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP AE NP 

0 - - - -           

12 - - - -       -    

24 - - - -     -  -    

36 - - - - - - -  -  - - -  

48 - - - - - - - - -  - - - - 

60 - - - - - - - - - - - - - - 

72 - - - - - - - - - - - - - - 

84 - - - - - - - - - - - - - - 

96 - - - - - - - - - - - - - - 
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3.C.2. Efectos en la fisiología nutricional 

Las Tablas 3.3 y 3.4 muestran los efectos de los AEs y sus NPs en la fisiología nutricional de 

adultos de S. oryzae y larvas de L. serricorne. En ninguno de los dos insectos se observó 

mortalidad luego de 72 h de exposición para cualquiera de los bioensayos. 

En adultos de S. oryzae, a la dosis de 1 mg/disco, el control PEG solo disminuyó 

significativamente la tasa relativa de consumo (TRC) respecto al control harina (P<0,05). 

Respecto a este último control, en los bioensayos agudos (tiempo de evaporación 15 minutos) 

se observó que los AEs de palmarosa, orégano y árbol de té disminuyeron significativamente los 

valores de la tasa de crecimiento relativa (TCR) y la eficiencia de conversión del alimento 

ingerido (ECAI) (P<0,05). Además, en este bioensayo, los AEs de geranio y laurel redujeron 

significativamente los valores de TCR mientras que el AE de lavanda, los aumentaron (P<0,05). 

En cuanto al índice TRC, los AEs de palmarosa, geranio y árbol de té disminuyeron 

significativamente sus valores, mientras que los AEs de lavanda y laurel, los aumentaron 

(P<0,05). 

A dosis de 1 mg/disco, las NPs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, laurel y árbol de té 

disminuyeron significativamente los valores de TCR y ECAI respecto al control PEG (P<0,05). En 

relación al índice TRC, las NPs de geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té aumentaron 

significativamente sus valores (P<0,05). Respecto al bioensayo residual (tiempo de evaporación 

18 h), los AEs de menta, palmarosa, orégano y laurel aumentaron significativamente todos los 

índices nutricionales (P<0,05). En este bioensayo se registró además que el AE de geranio 

incrementó los valores de TCR y ECAI, el de lavanda, los valores de TRC, y el AE de árbol de té, 

los correspondientes a los índices de TCR y TRC (P<0,05).  

Cabe resaltar que a esta dosis, en general, las NPs tuvieron un efecto de mayor magnitud en las 

variables TCR y ECAI al compararlas con los AEs, en los bioensayos agudos y residuales.  
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Teniendo en cuenta los valores de IF, a 1 mg/disco, todas las NPs tuvieron efectos 

fagoestimulantes, las NPs de menta indujeron efectos ligeros mientras que el resto, altamente 

fagoestimulantes. En cuanto a los bioensayos agudos, los AEs de lavanda y laurel fueron 

ligeramente fagoestimulantes mientras que los AEs de palmarosa y orégano, ligeramente 

fagodisuasivos. Además, los AEs de geranio y árbol de té produjeron efectos moderadamente 

fagodisuasivos. Por último, en los bioensayos residuales, a excepción del AE de geranio que fue 

ligeramente fagodisuasivo, todos fueron fagoestimulantes, concretamente, el AE de menta fue 

altamente fagoestimulante mientras que el resto de los aceites tuvieron efectos moderados 

(Tabla 3.3). 

En S. oryzae, a la dosis de 4 mg/disco, el control de PEG disminuyó significativamente los índices 

nutricionales respecto al control harina (P<0,05). En el caso del bioensayo agudo y en 

comparación con el control harina, los AEs de palmarosa, geranio, lavanda, orégano y laurel 

disminuyeron significativamente las variables TCR y TRC (P<0,05); para los dos primeros aceites, 

el índice ECAI no fue calculado dado que en varias réplicas los insectos no ingirieron alimento 

durante el exprimento. Además, los AEs de menta y árbol de té redujeron las variables TCR y 

ECAI, mientras que el AE de orégano aumentó significativamente el valor de ECAI (P<0,05). 

Asimismo, a 4 mg/disco, las NPs de menta, palmarosa, geranio, lavanda y orégano disminuyeron 

significativamente todos los índices en comparación con el control de PEG (P<0,05). En el caso 

de las NPs de árbol de té, se observó que disminuyeron significativamente los índices TCR y ECAI, 

y aumentaron los valores de TRC (P<0,05). En cuanto a los bioensayos residuales, los AEs de 

menta, palmarosa y orégano aumentaron significativamente los índices TCR, TRC y ECAI 

(P<0,05). Además, los AEs de lavanda y laurel aumentaron significativamente las variables TCR y 

TRC, mientas que disminuyeron la ECAI (P<0,05). El AE de orégano aumentó significativamente 

los índices TCR y ECAI (P<0,05). Por último, el AE de árbol de té aumentó significativamente el 

valor de TRC y disminuyó los de ECAI (P<0,05).  
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Es importante resaltar que, en general, las NPs tuvieron un mayor efecto en los tres índices 

nutricionales que los AEs en sus bioensayos agudos y residuales. 

Teniendo en cuenta los valores de IF, a 4 mg/disco, las NPs de menta, palmarosa, geranio, 

lavanda y orégano fueron fagodisuasivas. Específicamente, las NPs de menta, palmarosa y 

geranio fueron moderadamente fagodisuasivas, las NPs de lavanda y laurel ligeramente 

fagodisuasivos, mientras que las NPs orégano altamente fagodisuasivas. En cuanto al bioensayo 

agudo, el AE de orégano tuvo efectos altamente fagodisuasivos, mientras que los AEs de lavanda 

y laurel, fagodisuasivos moderados. Por último, en los bioensayos residuales, los AEs de 

palmarosa y geranio tuvieron efectos moderadamente fagodisuasivos, mientras que el AE de 

orégano fue altamente fagodisuasivo. En el caso de los AEs de lavanda, laurel y árbol de té 

indujeron efectos ligeramente fagoestimulantes (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Índices nutricionales y efecto fagodisuaviso de los AEs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té y sus NPs en adultos de 

S. oryzae (AE libre agudo: tiempo de evaporación 15 min; AE libre residual: tiempo de evaporación 18 h; NPs: tiempo de evaporación 18 h).  

Dosis Tratamiento TCRa TRCb ECAIc % IFd 

1 mg/disco Control harina 0,026 ef 0,660 de -0,028 hi   

Control PEG 0,001 e 0,259 a 5,208 i   

AE Menta agudo 0,052 f 0,696 e 7,222 i 10,345 N 

AE Palmarosa agudo -0,141 c 0,419 c -39,935 de -31,034 L-FD 

AE Geranio agudo -0,060 d 0,297 ab -12,506 gh -62,069 M-FD 

AE Lavanda agudo 0,079 g 0,943 h 8,513 i 43,103 L-FE 

AE Orégano agudo -0,080 d 0,502 cd -131,696 a -29,310 L-FD 

AE Laurel agudo -0,060 d 0,860 fg -6,944 h 24,138 L-FE 

AE Árbol de te agudo -0,091 d 0,351 c -32,5 f -46,552 M-FD 

AE Menta residual 0,164 j 1,186 j 13,892 j 75,862 A-FE 

AE Palmarosa residual 0,162 j 1,205 j 13,762 j 67,241 M-FE 

AE Geranio residual 0,114 h 0,590 d 14,364 j -15,517 L-FD 

AE Lavanda residual 0,070 f 0,891 g 7,472 i 56,897 M-FE 

AE Orégano residual 0,218 k 1,041 i 21,675 k 55,172 M-FE 

AE Laurel residual 0,138 i 0,965 h 14,247 j 44,828 M-FE 

AE Árbol de te residual 0,105 h 1,053 i 10,016 i 72,414 M-FE 

NPs Menta -0,254 b 0,299 ab -103,138 b 28,571 L-FE 
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NPs Palmarosa -0,148 c 0,389 bd -40,476 d 85,714 A-FE 

NPs Geranio -0,162 c 0,480 cd -48,269 c 114,286 A-FE 

NPs Lavanda -0,307 a 0,804 f -38,716 e 223,810 A-FE 

NPs Orégano -0,007 e 0,487 cd -1,407 hi 128,571 A-FE 

NPs Laurel -0,297 a 0,807 f -39,256 e 224,480 A-FE 

NPs Árbol de té -0,094 d 0,873 fg -13,153 g 285,714 A-FE 

4 mg/disco Control harina 0,080 g 0,762 h 18,719 k   

Control PEG 0,002 f 0,259 f 5,208 h   

AE Menta agudo 0,015 f 0,757 h 1,183 g -10,667 N 

AE Palmarosa agudo -0,307 a 0,011 b -  -98,667 A-FD 

AE Geranio agudo -0,240 c 0,019 b -  -97,333 A-FD 

AE Lavanda agudo 0,023 f 0,248 f 10,169 hijk -48,333 M-FD 

AE Orégano agudo -0,219 c -0,147 a 98,750 l -117,333 A-FD 

AE Laurel agudo 0,024 f 0,253 f 12,500 hijk -69,333 M-FD 

AE Árbol de te agudo -0,027 e 0,768 h -4,167 e 6,667 N 

AE Menta residual 0,251 i 0,899 i 28,102 l 5,333 N 

AE Palmarosa residual -0,130 d 0,365 g -17,68 e -54,667 M-FD 

AE Geranio residual -0,014 ef 0,415 g -5 f -53,333 M-FD 

AE Lavanda residual 0,096 h 0,957 i 10,100 j 20,000 L-FE 

AE Orégano residual -0,001 ef 0,205 d 6,250 h -76,000 A-FD 

AE Laurel residual -0,001 h 0,205 k 9,464 i 29,333 L-FE 
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AE Árbol de te residual 0,104 gh 1,111 j 8,700 hi 24,000 L-FE 

NPs Menta -0,267 b 0,123 d -197,619 a -67,647 M-FD 

NPs Palmarosa -0,270 b 0,152 d -195,833 a -58,824 M-FD 

NPs Geranio -0,118 d 0,158 d -77,500 c -55,882 M-FD 

NPs Lavanda -0,234 c 0,207 e -116,429 b -41,176 L-FD 

NPs Orégano -0,128 d 0,055 c -133,333 b -85,294 A-FD 

NPs Laurel -0,229 c 0,202 e -110,504 b -39,287 L-FD 

NPs Árbol de té -0,215 c 0,387 g -60,000 d 11,765 N 

a TCR: tasa de crecimiento relativo; b TRC: tasa relativa de consumo; c ECAI: eficiencia de conversión del alimento ingerido; d IF: índice fagodisuasivo (N: neutral, L-FD: 
ligeramente fagodisuasivo, M-FD: moderadamente fagodisuasivo, A-FD: altamente fagodisuasivo, L-FE: ligeramente fagoestimulante, M-FE: moderadmente 
fagoestimulante, A-FE: altamente fagoestimulante). Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 
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En larvas de L. serricorne, a las dosis de 1 mg/disco, el control PEG aumentó significativamente 

la variable TRC y disminuyó la ECAI respecto al control harina (P<0,05). Respecto a este último, 

en los bioensayos agudos, los AEs de lavanda y árbol de té aumentaron significativamente los 

valores de TRC, mientras que el AE de laurel, incrementó los valores de ECAI (P<0,05). Los AEs 

de menta y palmarosa aumentaron significativamente el índice TRC y disminuyeron el índice 

ECAI (P<0,05). Además, el AE de palmarosa disminuyó significativamente el valor de TCR 

(P<0,05). Por último, los AEs de geranio y orégano disminuyeron significativamente los índices 

TCR y TRC, a la vez a que el AE de orégano también disminuyó el valor de ECAI (P<0,05). En el 

caso del aceite de geranio, el índice ECAI no fue calculado dado que la ingesta de alimento en 

varias réplicas fue nula. 

En comparación con el control de PEG, las NPs de menta, geranio, lavanda, orégano, laurel y 

árbol de té disminuyeron significativamente los tres índices nutricionales (P<0,05). En el caso de 

las NPs de palmarosa, se observó una disminución significativa de los índices TRC y ECAI (P<0,05). 

En cuanto a los bioensayos residuales, los AEs de menta, palmarosa, lavanda, laurel y árbol de 

té aumentaron significativamente los índices TCR y TRC. Además, los primeros cuatro aceites 

incrementaron la ECAI (P<0,05), mientras que los AEs de orégano disminuyó las variables 

(P<0,05). A su vez, el AE de geranio redujo significativamente las variables TRC y ECAI (P<0,05). 

En términos generales, las NPs promovieron un mayor efecto que los AEs (bioensayo agudo y 

residual) al disminuir los tres índices nutricionales. 

Teniendo en cuenta los valores de IF, a 1 mg/disco, las NPs de menta, palmarosa, geranio, 

lavanda, orégano y árbol de té fueron fagodisuasivas. Específicamente, las NPs de árbol de té 

fueron altamente fagodisuasivas mientras que las NP de palmarosa, geranio y orégano 

moderadamente fagodisuasivas. Además, las NPs de menta y lavanda tuvieron efectos 

ligeramente fagodisuasivos. En el caso de los bioensayos con AEs agudos, el AE de orégano fue 

el único fagodisuasivos, concretamente con efectos moderados. Los AEs de menta, lavanda, 

laurel y árbol de té fueron fagoestimulantes. En particular, los AEs de menta y lavanda fueron 
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altamente fagoestimulantes, mientras que los AEs de laurel y árbol de té ligero y 

moderadamente fagoestimulantes. En los bioensayos de AEs residuales, los AEs de menta, 

palmarosa, geranio y lavanda fueron altamente fagoestimulantes mientras que los AEs de laurel 

y árbol de té, moderadamente fagoestimulantes. Por último, el AE de orégano tuvo efectos 

ligeramente fagodisuasivos (Tabla 3.4). 

A la dosis de 4 mg/disco, el control PEG disminuyó significativamente la variable TRC y aumentó 

el índice ECAI respecto al control harina (P<0,05). En el caso de los bioensayos agudos, los aceites 

de menta, palmarosa, lavanda y árbol de té aumentaron significativamente los valores de TCR y 

ECAI, mientras que disminuyeron TRC (P<0,05). El AE orégano disminuyó significativamente los 

tres índices nutricionales, mientras que el AE de geranio solo disminuyó TCR y TRC (P<0,05). Al 

igual que a la dosis anterior, para el AE de geranio el índice ECAI no pudo ser calculado. Por 

último, el AE de laurel aumentó significativamente el valor de TCR y disminuyó el de TRC 

(P<0,05).  

En comparación con el control de PEG, las NPs de menta, geranio, lavanda, orégano, laurel y 

árbol de té disminuyeron significativamente los tres índices nutricionales (P<0,05). Para las NPs 

de palmarosa se observó únicamente una disminución significativa de TRC (P<0,05). En cuanto 

a los bioensayos residuales, los AEs de menta, geranio, lavanda y laurel aumentaron 

significativamente los índices TCR y ECAI mientras que disminuyeron TRC (P<0,05). El AE de 

palmarosa aumentó significativamente los tres índices nutricionales, mientras que el AE de 

orégano, los disminuyó (P<0,05). El AE de árbol de té aumentó significativamente el valor de TCR 

y redujo el de TRC y ECAI (P<0,05). 

Al igual que lo observado en la dosis de 1 mg/disco, la magnitud del efecto de las NPs sobre los 

tres índices nutricionales fue mayor que la promovida por los AEs libres (bioensayos agudo y 

residual). 
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Teniendo en cuenta los valores de IF, todas las NPs fueron fagodisuasivas, concretamente las 

NPs de menta fueron ligeramente fagodiasuasivas mientras que las NPs de geranio y orégano 

resultaron altamente fagodisuadivas. El resto de NPs tuvieron efectos moderadamente 

fagodisuasivos. En cuanto los bioensayos agudos, el AE de lavanda tuvo efecto ligeramente 

fagodisuasivo, los AEs de palmarosa, orégano, laurel y árbol de té, fueron moderadamente 

fagodisuasivos, y el AE de geranio, generó actividad altamente fagodisuasiva. Para los 

bioensayos residuales se observó que, el AE de palmarosa fue ligeramente fagoestimulante, 

mientras que los aceites de lavanda y laurel, tuvieron efectos ligeramente fagodisuasivos. Por 

otra parte, los AEs de orégano y árbol de té fueron moderadamente fagodisuasivos mientras 

que el AE de geranio, altamente fagodisuasivo (Tabla 3.4). 
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Tabla 3.4. Índices nutricionales y efecto fagodisuaviso de los AEs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té y sus NPs en larvas de 

L. serricorne (AE libre agudo: tiempo de evaporación 15 min; AE libre residual: tiempo de evaporación 18 h; NP: tiempo de evaporación 18 h). 

Dosis Tratamiento TCRa TRCb ECAIc % IFd 

1 mg/disco Control harina 0,057 h 0,189 g 33,333 h   

Control PEG 0,035 h 0,273 h 13,393 f   

AE Menta agudo 0,063 h 0,289 hi 20,754 g 141,176 A-FE 

AE Palmarosa agudo -0,121 e 0,128 e -147,500 c -5,881 N 

AE Geranio agudo -0,144 e 0,027 a -  -87,500 A-FD 

AE Lavanda agudo 0,110 h 0,297 i 35,893 hi 94,118 A-FE 

AE Orégano agudo -0,290 b 0,125 de -250,000 b -64,706 M-FD 

AE Laurel agudo 0,127 h 0,240 gh 42,639 i 17,647 L-FE 

AE Árbol de té agudo 0,124 h 0,266 h 43,452 hij 58,824 M-FE 

AE Menta residual 0,227 i 0,563 j 40,278 i 264,706 A-FE 

AE Palmarosa residual 0,365 j 0,647 k 53,914 j 217,647 A-FE 

AE Geranio residual 0,002 gh 0,081 c -8,333 e -87,037 A-FD 

AE Lavanda residual 0,220 i 0,559 j 38,372 i 249,807 A-FE 

AE Orégano residual -0,045 g 0,066 c -127,083 cd -41,176 L-FD 

AE Laurel residual 0,201 i 0,270 h 30,252 h 45,516 M-FE 

AE Árbol de té residual 0,210 i 0,275 h -277,083 b 48,432 M-FE 

NPs Menta -0,181 c 0,127 ef -194,792 b -19,167 L-FD 
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NPs Palmarosa 0,052 h 0,088 d 62,500 j -58,883 M-FD 

NPs Geranio -0,029 g 0,127 e -25,000 e -62,500 M-FD 

NPs Lavanda -0,352 a 0,160 f -222,917 b -41,667 L-FD 

NPs Orégano -0,159 de 0,081 cd -420,833 a -50,000 M-FD 

NPs Laurel -0,102 ef 0,172 fg -104,196 cd -8,333 N 

NPs Árbol de té -0,246 c 0,084 cd -500,000 a -66,667 M-FD 

4 mg/disco Control harina 0,024 g 0,663 k 3,590 f   

Control PEG 0,035 gh 0,273 g 13,393 g   

AE Menta agudo 0,143 ij 0,444 i 31,657 gh -1,818 N 

AE Palmarosa agudo 0,132 i 0,265 g 39,167 hi -74,545 M-FD 

AE Geranio agudo -0,273 a 0,035 b -  -78,571 A-FD 

AE Lavanda agudo 0,197 j 0,369 h 50,016 i -20,000 L-FD 

AE Orégano agudo -0,005 f 0,324 gh -7,440 e -67,273 M-FD 

AE Laurel agudo 0,065 hi 0,330 h 14,167 fg -47,273 M-FD 

AE Árbol de té agudo 0,108 i 0,305 gh 33,333 h -45,455 M-FD 

AE Menta residual 0,251 k 0,557 j 38,644 hi 10,909 N 

AE Palmarosa residual 0,472 l 0,866 l 47,379 i 23,636 L-FE 

AE Geranio residual 0,049 h 0,045 c 75,008 j -94,545 A-FD 

AE Lavanda residual 0,184 j 0,331 gh 46,633 i -22,545 L-FD 

AE Orégano residual -0,139 d 0,118 e -117,500 c -69,091 M-FD 

AE Laurel residual 0,205 j 0,322 gh 44,434 i -26,364 L-FD 
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AE Árbol de té residual -0,080 e 0,156 f -62,500 d -72,727 M-FD 

NPs Menta -0,187 c 0,130 ef -195,833 b -16,667 L-FD 

NPs Palmarosa 0,031 gh 0,121 e 22,500 gh -50,000 M-FD 

NPs Geranio -0,082 e 0,071 d -260,000 a -75,333 A-FD 

NPs Lavanda -0,144 d 0,092 d -178,750 b -53,333 M-FD 

NPs Orégano -0,132 d 0,044 bc -275,000 a -83,333 A-FD 

NPs Laurel -0,209 b 0,074 d -327,083 a -60,000 M-FD 

NPs Árbol de té 0,101 e 0,141 ef -76,667 d -50,000 M-FD 

a TCR: tasa de crecimiento relativo; b TRC: tasa relativa de consumo; c ECAI: eficiencia de conversión del alimento ingerido; d IF: índice Fagodisuasivo fagodisuasivo (N: 
neutral, L-FD: ligeramente fagodisuasivo, M-FD: moderadamente fagodisuasivo, A-FD: altamente fagodisuasivo, L-FE: ligeramente fagoestimulante, M-FE: moderadmente 
fagoestimulante, A-FE: altamente fagoestimulante). Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (DMS, P<0,05). 
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3. D. Discusión 

En líneas generales, a pesar de que la actividad de los insecticidas se evalúa a través de su 

toxicidad aguda, los efectos de los mismos a concentraciones subletales o letales pero en cortos 

intervalos de tiempo no pueden desestimarse por la implicancia biológica que estos tienen sobre 

los insectos plaga. Consecuentemente, en el presente capítulo se estudiaron los efectos 

subletales de los AEs y sus NPs en S. oryzae y L. serricorne analizando su actividad repelente, las 

variaciones conductuales y sus efectos en la fisiología nutricional.   

Los resultados obtenidos demostraron que los AEs produjeron efectos repelentes entre las 12 y 

36 h en adultos de S. oryzae y L. serricorne. La duración de la actividad varió según el tipo de 

aceite. De esta forma, y en términos generales, los AEs de lavanda y laurel fueron los que 

indujeron repelencia por menos tiempo, seguido de los aceites de geranio y árbol de té. Los 

efectos de mayor duración se observaron con los AEs de orégano, palmarosa y menta. Estudios 

previos ya habían demostrado que algunos de estos aceites generaron repelencia en S. oryzae, 

aunque la duración de dicho efecto fue variable. Por ejemplo, el AE de geranio fue repelente por 

24 h mientras que los AEs de menta y árbol de té, mostraron repelencia por 28 h (Abdel-Fattah 

y Boraei, 2017; Al-Harbi et. al, 2021; Seada et al., 2016). Para los aceites de orégano y lavanda, 

se observó actividad repelente en S. oryzae por 48 h (Al-Harbi et. al, 2021; La Pergola et al., 

2017). En L. serricorne, los datos encontrados en la literatura sobre la duración de efecto 

repelente de los AEs son escasos. Por ejemplo, se había reportado que el aceite de menta fue 

repelente entre las 4 y 24 h de exposición (Pang et al., 2020; Salem et al., 2017), mientras que 

el AE de laurel, entre las 2 y 4 h post-exposición (Wang et al., 2019b). Por otro lado, varios 

autores demostraron una extensa actividad repelente de los AEs, hasta las 48 y 72 h inclusive, 

en diversos insectos plaga de productos almacenado tales como A. obtectus, Alphitobius 

diaperinus (Panzer), B. tabaci y T. confusum (Cagáň et al., 2022; Huseein et al., 2017; Palermo et 

al., 2021; Wang et al., 2014). 
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Como se ha mencionado, la baja estabilidad de los AEs es una limitante en términos de 

protección a largo plazo. En la actualidad, para resolver este problema, la nanoencapsulación de 

los aceites son estrategias con un gran potencial en el sector agroalimentario. Es importante 

señalar que, en nuestro estudio, las NPs de PEG 6000 extendieron la actividad repelente de los 

AEs en ambas especies. Específicamente, las NPs de lavanda y laurel extendieron sus efectos 

entre 24 y 48 h; las NPs de geranio y árbol de té entre las 48 y 60 h, y las de orégano, palmarosa 

y menta entre las 60 y 72 h. En otros estudios previos del grupo de trabajo se obtuvieron 

resultados similares trabajando con este tipo de nanopartículas. Por ejemplo, se observó que 

los AEs de bergamota y geranio producían efecto repelente durante 6 h en adultos de B. 

germánica mientras que sus NPs extendían el efecto hasta las 72 y 144 h (Werdin González et 

al., 2016). Igualmente, se reportó que los AEs de menta y palmarosa eran repelentes para el 

mismo insecto durante las primeras 12 h y 36 h y que sus NPs prolongaban los efectos hasta las 

36 y 72 h, respectivamente (Yeguerman et al., 2020). Probablemente, las NPs evitan la 

evaporación rápida de los AEs, potenciando sus efectos repelentes. Además, el alto peso 

molecular del PEG utilizado en este trabajo podría explicar los resultados hallados. Según Rai et 

al. (2019), al aumentar el peso molecular del PEG para encapsular compuestos bioactivos, se 

reduce su tasa de difusión, permitiendo una liberación controlada de los mismos.  

En general, existe abundante información sobre la actividad repelente de los AEs; sin embargo, 

son pocos los estudios que abordan el análisis de los efectos de estos productos en los patrones 

de conducta, y mucho menos, los referidos a sus nanoformulaciones.  

En el presente trabajo se observó que, de forma general, los AEs de geranio, lavanda, orégano, 

laurel y árbol de té y sus NPs alteraron los patrones de movilidad de adultos de S. oryzae y L. 

serricorne disminuyendo la variable distancia total y aumentando la velocidad. Al analizar el 

efecto de los aceites esenciales en las respuestas conductuales a lo largo del tiempo en S. oryzae, 

se observó que los aceites de geranio, árbol de té y lavanda fueron los que tuvieron mayor 

incidencia sobre las variables comportamentales. Los dos primeros primeros, disminuyeron la 
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distancia total y aumentaron la velocidad por 48 y 36 h, respectivamente, mientras que el AE de 

lavanda, por 36 h. En L. serricorne, la modificación de las variables conductuales fue 

marcadamente menor que para S. oryzae, registrándose alteraciones durante las primeras 24 h. 

Concretamente, los AEs de geranio, orégano y laurel disminuyeron la distancia total mientras 

que los de geranio, lavanda y árbol de té, aumentaron la velocidad. La variedad de respuestas 

conductuales observadas entre las especies, respecto al tipo de tratamiento como la duración 

del efecto, podrían deberse a las diferencias interespecíficas en la detección, integración y 

respuesta frente a estos estímulos químicos.  

Las alteraciones en las variables conductuales, específicamente en la distancia total y velocidad 

podrían ser resultado de la acción neurotóxica de los AEs, que estimulan o reducen la movilidad 

de los insectos luego de que estos son detectados (Bulgarini et al., 2021, de Andrade Brito et al., 

2021; Vélez et al., 2019). Concretamente, según Plata-Rueda et al. (2022), las alteraciones en la 

actividad locomotora promovida por los aceites son resultado de su efecto de bloqueo de 

transmisión neuronal. Por lo tanto, los AEs pueden causar hiperactividad seguido de un estado 

de aletargamiento que podría traducirse en una disminución de la distancia recorrida por el 

insecto y un aumento en su velocidad.  Además, los AEs podrían alterar la percepción espacial 

de estos organismos afectado los patrones comportamentales (Brügger  et al., 2019; Plata-

Rueda et al., 2020; Renoz et al., 2022). Varios estudios han demostrado el potencial de los AEs 

para alterar las respuestas conductuales de insectos plaga; por ejemplo, el AE de palmarosa y 

sus componentes mayoritarios disminuyeron la distancia total en S. granarius, Anticarsia 

gemmatalis (Hubner) y Podisus nigrispinus (Say) (Brugger et al., 2019, 2021; Plata-Rueda et al., 

2020 a, b). Por otra parte, en S. zeamais, se ha observado que los aceites de S. aromaticum, C. 

zeylanicum, Clinopodium nubigenum (Kunth), O. basilicum y P. hispidinervum redujeron la 

distancia total y la velocidad (Correa et al., 2015; de Araújo et al., 2017; Haddi et al., 2015; 

Romani et al., 2019).  Otros autores, mostraron que los AEs de Myrcia lundiana (Kiaersk) y 

Eplingiella fruticosa (Salzm.) disminuyeron significativamente distancia total y la velocidad en la 
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hormiga Acromyrmex balzani (Emery) (Melo et al., 2021; Silva et al., 2019b). Asimismo, el AE de 

Siparuna guianensis (Aubl.) disminuyó la distancia total en Spodoptera frugiperda (Smith) y A. 

gemmatalis (Lourenço et al., 2018).  

En el caso de las NPs, para S. oryzae se observó que las elaboradas con los AEs geranio, árbol de 

té y orégano fueron las que indujeron alteraciones comportamentales por más tiempo, 

extendiendo la bioactividad del aceite por 72 h; las NPs de geranio y árbol de té disminuyeron 

la distancia total, mientras que estas y las formuladas con el AE de orégano, aumentaron la 

velocidad. Para el caso de L. serricorne se observó que las NPs de geranio y orégano fueron las 

más efectivas prolongando el efecto de los aceites por 72 y 48 h, respectivamente. Las primeras 

alteraron la distancia total y las segundas, la velocidad. Estos datos están en concordancia con 

observaciones previas del presente trabajo que demuestran que la nanoformulación de los AEs 

puede extender la bioactividad de los mismos.  

Un estudio reciente informó que los AEs de menta y palmarosa y sus NPs disminuyeron las 

variables tiempo en movimiento, tiempo inmóvil y parada de marcha en B. germanica 

(Yeguerman et al., 2020). Además, Rocha et al. (2018) describieron los efectos conductuales del 

aceite de P. cablin y su nanoformulación en hormigas cortadoras Atta opacipeps (Borgmeier) y 

A. sexdens (L.) reduciendo la distancia total y velocidad.  

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las NPs además de prolongar la actividad 

repelente de los AEs extienden los efectos conductuales, interfiriendo en la movilidad de los 

insectos. Por lo tanto, el presente trabajo proporciona una perspectiva actual del potencial de 

las NPs como estrategia de gestión novedosa en el manejo de plagas y su factibilidad de uso en 

lugares de almacenamiento y distribución de alimentos con el objetivo de eliminar áreas de 

refugio y disuadir a los insectos plaga.  

A pesar de que las dosis subletales de insecticidas pueden causar la dispersión o alterar el 

desplazamiento de los insectos plaga de productos almacenados, también los AEs y sus 
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componentes mayoritarios pueden generar daños en la fisiología nutricional (Plata-Rueda et al., 

2022; Rajkumar et al., 2019; Rizzo et al., 2020). 

Los estudios sobre los efectos en la fisiología nutricional de los insectos plaga de productos 

almacenados permiten orientar la búsqueda de nuevas sustancias para el manejo de estos. De 

esta manera, las variables analizadas pueden ser utilizadas para verificar la influencia tanto de 

la calidad del alimento ingerido como los efectos en el metabolismo de un nuevo producto de 

control (Seifi et al, 2016; Rajkumar et al., 2019). 

En el caso del índice TCR, este brinda información sobre la ganancia promedio de biomasa del 

insecto al final del bioensayo, en relación con su peso inicial. El índice TRC representa la cantidad 

promedio de alimento ingerido durante el ensayo mientras que ECAI, el porcentaje de alimento 

ingerido que es transformado en nueva biomasa.  

En el presente estudio se demostró los AEs y sus NPs alteraron la fisiología nutricional de adultos 

de S. oryzae y larvas de L. serricorne.  En S. oryzae, a 1 mg/disco, el bioensayo agudo de los AEs 

de palmarosa, geranio, orégano y árbol de té tuvieron efectos fagodisuasivos; estos aceites 

limitaron el crecimiento de los insectos (disminución de la variable TCR) que podría estar en 

relación tanto a una menor ingesta de alimento (disminución de índice TRC, salvo el AE de 

orégano) como a un efecto tóxico postingesta generando una reducción en la bioconversión del 

alimento en biomasa de animal (disminución del valor de ECAI, a excepción el AE de geranio). 

En línea con lo planteado, otros autores indican que la reducción de los índices nutricionales 

denota ausencia de producción de nueva biomasa, resultando en un consumo por debajo del 

nivel mínimo necesario para la supervivencia y haciendo susceptible a los insectos a 

enfermedades y enemigos naturales (Lima et al., 2020, Nawrot y Harmatha, 2012; Parra et al., 

2012). Por otra parte, a esta dosis (1mg/disco), los aceites de lavanda y laurel fueron ligeramente 

fagoestimulantes; en el caso del primero, los tres índices aumentaron respecto al control, 
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mientras que para el AE de laurel se observó una disminución del valor de TCR que podría estar 

en relación con la caída del valor de ECAI (aunque no significativa).  

A dosis de 4 mg/disco, los AEs de palmarosa, geranio, lavanda, orégano y laurel tuvieron efectos 

fagodisuasivos y disminuyeron tanto la tasa de crecimiento como la de consumo. El aceite de 

árbol de té, a esta dosis, redujo el índice TCR aunque por su valor de IF, puede considerarse 

neutro.  

A ambas dosis, el AE de menta mostró efecto casi nulo en la fisiología nutricional de S. oryzae. 

En larvas de L. serricorne, a la dosis de 1 y 4 mg/disco, los AEs de geranio y orégano tuvieron 

efecto fagodisuasivo y redujeron las tasas de crecimiento y consumo; para el primer aceite, el 

efecto disuasivo fue de tal magnitud que en varias réplicas del ensayo no hubo consumo de 

alimento (ECAI no calculado), mientras que en el AE de orégano se observó toxicidad postingesta 

(disminución de valor de ECAI). A la menor dosis, los aceites de menta, lavanda, laurel y árbol de 

té tuvieron efectos fagoestimulantes sin observarse, en general, modificaciones en los índices 

nutricionales; el aceite de palmarosa no modificó el IF aunque disminuyó los tres índices. A la 

mayor dosis, a excepción del AE de menta, los aceites antes mencionados fueron fagodisuasivos 

aunque generaron un aumento en los índices TCR y ECAI. Con relación al IF, el aceite menta tuvo 

efecto neutro y aumentó el valor de TCR. 

Del análisis de estos datos se desprende que para ambos insectos plaga, los AEs de geranio y 

orégano fueron fagodisuasivos y afectaron negativamente el crecimiento de estos organismos. 

Existen antecedentes en la bibliografía sobre los efectos de los aceites esenciales sobre la 

fisiología nutricional de insectos plagas de productos almacenados. Por ejemplo, los AEs de 

Ferula assa foetida (L.), Pelargonium hortorum (L.), Juglans regia (F.) y L. angustifolia 

disminuyeron los índices TCR, TRC y ECAI índices en S. granarius y R. dominica (Bahrami et al., 

2016; Germinara et al., 2017). Heydarzade et al. (2019) reportaron que los AEs de Mentha 

spicata (L.) y Mentha pulegium (L.) disminuyen las variables TCR y TRC teniendo un efecto 
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fagodisuasivo en T. castaneum. Además, los AEs M. piperita, C. citratus y C. zeylanicum 

produjeron un 100% de efectos fagodisuasivos en S. oryzae y T. castaneum (Plata-Rueda et al., 

2020a; Rajkumar et al., 2019).  

Al estudiar el efecto de las NPs sobre la fisiología nutricional, se observó que en S. oryzae, a 1 

mg/disco, todas ellas generaron efectos fagoestimulantes y, a excepción de las NPs elaboradas 

con aceite de orégano, produjeron una disminución en la tasa de crecimiento debido, 

probablemente, al efecto deletéreo sobre la síntesis de nueva biomasa (disminución del valor 

de ECAI). Cabe mencionar que la magnitud de la disminución sobre TCR promovida por las NPs 

fue igual o mayor que la generada por los aceites en su bioensayo agudo. Además, se comprobó 

que, en el bioensayo residual, los aceites fueron fagoestimulantes (salvo el AE de geranio que 

mantuvo su efecto fagodisuasivo) y aumentaron el índice TCR (excepto el AE de lavanda) y ECAI 

(a excepción de los aceites de lavanda y árbol de té). Las variaciones en las respuestas biológicas 

observadas respecto al bioensayo agudo podrían deberse a la pérdida de ciertos componentes 

de los AEs durante la etapa de evaporación (18 h). En términos generales, se puede concluir que 

el efecto fagoestimulantes de las NPs podría deberse a la evaporación de algunos constituyentes 

de los AE durante la elaboración de los discos y su efecto negativo sobre la tasa de crecimiento, 

a las alteraciones fisiológicas que la nanoformulación provocaría en S. oryzae al potenciar la 

bioactividad del aceite.  

A 4 mg/disco, las NPs tuvieron efectos fagodisuasivos (a excepción de las elaboradas con el 

aceite de árbol de té), generando una fuerte caída de la tasa de crecimiento, consumo (a 

excepción de las NPs de árbol de té) y ECAI, siendo la magnitud del efecto en varios casos mayor 

que el generado por los aceites libres en el bioensayo agudo. Además, los bioensayos residuales 

tuvieron resultados variables tanto sobre el IF (los AEs de palmarosa, geranio y orégano fueron 

fagodisuasivos, los de lavanda, laurel y árbol de té, fagoestimulantes y el AE de menta mostró 

efecto nulo) como sobre los índices nutricionales. En líneas generales, se concluye que la 
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nanoformulación de los AEs podría mantener o potenciar los efectos de los aceites sobre la 

fisiología nutricional de este insecto. 

En larvas de L. serricorne, a ambas dosis, en general, las NPs produjeron efectos fagodisuasivos 

(excepto NPs laurel a 1mg/disco) y generaron una fuerte caída de la tasa de crecimiento, 

consumo y síntesis de nueva biomasa (excepto las NPs de palmarosa a 1 y 4 mg/disco). Al 

comparar los efectos de las NPs con el bioensayo agudo de los aceites libres, se observó que las 

primeras produjeron una reducción del índice TCR similar o mayor (salvo las NPs de palmarosa, 

geranio y orégano a 1 mg/disco y las NPs de geranio a 4 mg/disco) lo que indicaría que la 

nanoformulación potencia o mantiene los efectos de los AEs sobre la fisiología nutricional de 

este insecto. En relación a esta última observación, se comprobó que, a 1 mg/disco, los AEs en 

el bioensayo residual tuvieron efectos fagoestimulantes y aumentaron el índice TCR (a 

excepción de los AEs de geranio y orégano) mientras que a 4 mg/disco, fueron fagodisuasivos 

(salvo los AEs de menta y palmarosa) y disminuyeron el índice TCR (a excepción de los aceites 

de menta, palmarosa y geranio); cabe aclarar que, a esta última dosis, el efecto sobre este índice 

fue de menor o igual magnitud que el bioensayo agudo. Lo mismo que para S. oryzae, se postula 

que la pérdida de constituyentes de los AEs durante la etapa de evaporación sería la responsable 

de las variaciones en la respuesta observadas en los bioensayos residuales y la nanoformulación 

de estos productos en una matriz polimérica reduciría la volatilización de estos y mejoría la 

performance e interacción de los AEs con los tejidos biológicos. 

Cabe concluir que los efectos promovidos por las NPs en la fisiología nutricional son variables 

según las especies, aunque a dosis elevadas estas tienden a producir efectos fagodisuasivos y a 

alterar la tasa de crecimiento del insecto. Se ha postulado que por su tamaño nanométrico, 

mayor solubilidad y capacidad de agregación, las NPs posibilitan una eficaz interacción de los 

AEs con los tejidos biológicos dañando los sistemas enzimáticos, microbiota intestinal y 

modificando la absorción de nutrientes lo que potencia las alteraciones fisiológicas que estos 
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productos naturales generan en los insectos plaga (Anjali et al., 2010; Bharani y Namasivayam 

2017). 

En relación con estas observaciones, estudios previos del grupo de trabajo demostraron la 

eficacia de las nanoformulaciones sobre la fisiología nutricional de los insectos. Por ejemplo, a 1 

y 2 mg/disco, las NPs geranio y bergamota potenciaron los efectos nutricionales de los AEs al 

reducir significativamente los índices TCR, TRC y ECAI en T. castaneum, R. dominica y B. 

germanica (Werdin González et al., 2014, 2016). Además, se informó que las NPs de menta y 

palmarosa alteraron la fisiología nutricional de B. germanica. En particular, a 4 mg/disco, las NPs 

de menta y palmarosa tuvieron efectos fagodisuasivos al disminuir los índices nutricionales 

(Yeguerman et al., 2020). Por último, Kumar et al. (2011) reportaron el incremento del efecto 

subletal de las NPs de menta aplicadas en la dieta en M. domestica, en comparación con el AE 

libre.  
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3. E. Conclusiones 

 En cuanto al bioensayo de repelencia en S. oryzae y L. serricorne, se observó que los AEs 

de menta, palmarosa y orégano demostraron una mayor actividad repelente al 

prolongar el efecto hasta las 36 h. Además, sus NPs aumentaron aún más este efecto, 

alcanzando un tiempo de repelencia hasta las 60 h (orégano) y 72 h (menta y 

palmarosa).  

 Los AEs de geranio y árbol de té y sus NPs fueron los más efectivos al modificar las 

respuestas conductuales en S. oryzae, al disminuir la distancia total por 48 y 72 h y 

aumentar la velocidad por 36 y 72 h, respectivamente. Por otro lado, en L. serricorne, 

los AEs de geranio, orégano y laurel fueron los más efectivos al reducir la distancia total 

por 24 h, mientras que únicamente las NPs de geranio extendieron el efecto hasta las 

72 h. Asimismo, los AEs de geranio, lavanda y árbol de té fueron los más efectivos en 

aumentar la velocidad por 24 h, mientras que las NPs de lavanda, árbol de té y orégano 

fueron las que potenciaron este efecto hasta las 36 h (lavanda y árbol de té) y 48 h 

(orégano). 

 Al analizar los efectos en la fisiología nutricional, los AEs de geranio y orégano y sus NPs 

fueron las que produjeron mayores alteraciones (disminución de TCR, TRC y ECAI) en 

adultos de S. oryzae y larvas de L. serricorne. Además, se observó que las NPs 

administradas a dosis elevadas tienden a ser fagodisuasivas y a alterar la tasa de 

crecimiento de los insectos. 
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4. EVALUACION DE LOS EFECTOS ECOTOXICOLOGICOS DE LOS ACEITES 

ESENCIALES Y SUS NANPARTICULAS POLIMERICAS 

4. A. Introducción  

La obsolescencia de las tecnologías existentes y el traslado de capitales hacia nuevas líneas de 

investigación, promovió el desarrollo de la nanotecnología en todo el mundo. La nanotecnología 

ofrece numerosos beneficios a distintas áreas como la farmacéutica, medicina, energía, defensa 

y alimentaria, en la producción de nanomateriales seguros para la comunidad y con menores 

repercusiones medioambientales, sanitarias y sociales (Ferreira y Filipe, 2018; Hughes y 

Asmatulu, 2021). En las últimas dos décadas, la gran demanda de esta tecnología ha promovido 

una mayor exposición de la población y los ecosistemas a los nanomateriales surgiendo un gran 

interés en los efectos de los mismos en los seres humanos y el medio ambiente (Abdollahdokht 

et al., 2022; Avila et al., 2018). A partir de la preocupación por los impactos ecotoxicológicos de 

los materiales a nanoescala, surge la nanoecotoxicología como un área de investigación 

innovadora en el campo de la toxicología. Esta disciplina evalúa los efectos tóxicos de 

nanomateriales libres o portadores de compuestos naturales y sintéticos en los organismos 

vivos y ecosistemas en un contexto integral con el fin de prevenir efectos nocivos y explicar el 

grado de amenaza medioambiental (Adisa et al., 2019; Panpatte y Jhala, 2019). Este nivel de 

análisis es un paso fundamental en el desarrollo justificable de la nanotecnología con una amplia 

aceptación social (Singh et al., 2019; Zielinska et al., 2020).  

Los nanoinsecticidas son eficientes herramientas de control de insectos plaga, aunque pueden 

causar bioacumulación y escorrentía en el medio ambiente provocando toxicidad residual 

contra los organismos no blanco (Omara et al., 2019; Prasad et al., 2017). Además, los riesgos 

asociados a su aplicación son complejos e inciertos porque no está del todo claro cómo se 

degradan en el suelo y el medio ambiente (Kah et al., 2016). Por lo tanto, es esencial comprender 

la situación actual de varios nanoinsecticidas y sus perspectivas futuras frente al desarrollo de 
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nuevas formulaciones ecológicas (Lámina 4.1). Al igual que los insecticidas convencionales, la 

evaluación del riesgo ambiental de los nanoinsecticidas requiere información sobre las 

características fisicoquímicas del ingrediente y su formulación, la concentración medida o 

estimada en el medio ambiente, el comportamiento y el destino en los diferentes 

compartimentos ambientales y la ecotoxicidad en las especies no blanco. Esta información 

resulta esencial para respaldar la toma de decisiones en materia de evaluación y mitigación de 

riesgos y para establecer normas medioambientales para un uso seguro y sostenible. 

Lámina 4.1. Perspectivas en el desarrollo de nanoinsecticidas. 

 

Teniendo en cuenta las diversas propiedades fisicoquímicas de los nanoinsecticidas y los 

factores abióticos que influyen en su ecotoxicidad, los efectos tóxicos de los mismos dependen 

de su estabilidad, tipo de organismo y tiempo de exposición (Ivask et al., 2014; Monikh et al., 

2019). Al igual que los insecticidas convencionales, los nanoinsecticidas entran al medio 

ambiente (aire, suelo y agua) a través de emisiones intencionales o accidentales durante su uso. 

En la actualidad, aunque la unión europea no ha desarrollado ninguna prueba específica para 

evaluar los posibles efectos nocivos de los nanoinsecticidas; debe tenerse en cuenta tanto la 
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composición como la morfología de las nanopartículas para producir resultados comparables 

entre insecticidas comerciales y los nanoformulados (Grillo et al., 2020; Kah et al., 2018). Por lo 

tanto, el uso de organismos no blanco como indicadores de toxicidad, es necesarios para 

optimizar los métodos de aplicación de nanopartículas (Ávila et al., 2018; Grillo et al., 2020; Hajii-

Hedfi y Chhipa, 2021). En este sentido, Kookana et al. (2014) proponen la utilización de 

organismos no blanco acuáticos y terrestres para la evaluación medioambiental de los 

nanoinsecticidas (Lámina 4.2).  

Lámina 4.2. Organismos no blanco para la evaluación medioambiental de los nanoinsecticidas. 

 

4. A.1. Organismos no blanco terrestres 

Para evaluar adecuadamente la seguridad en el manejo de nanopartículas, es necesario 

desarrollar y adaptar métodos que utilicen modelos animales complementarios. Aunque la 

mayoría de los estudios toxicológicos se ha realizado in vitro con células, todavía no existen 

metodologías específicas estandarizadas para estudiar la toxicidad de los nanoinsecticidas en 

ecosistemas terrestres (Verma et al., 2021). Sin embargo, es común el uso de microrganismos, 

plantas cultivadas, nematodes, artrópodos y ratones como modelos para la evaluación de la 
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toxicidad de las nanopartículas, debido a que estos organismos presentan un corto ciclo de vida, 

fácil manejo, gran tamaño de la progenie y bajo costo de experimentación (Ávila et al., 2018; 

Mishra et al., 2019). Por ejemplo, Jacques et al. (2017) informaron que NPs de atrazina y 

paraquat tuvieron mayor toxicidad que los compuestos libres en Caenorhabditis elegans 

(Maupas). Asimismo, NPs del herbicida imazapir y atrazina disminuyeron significativamente la 

capacidad metabólica de las comunidades bacterianas de la rizosfera en comparación con los 

compuestos libres (Maruyama et al., 2016; Zhai et al., 2020). En cambio, se reportaron que las 

NPs de atrazina tuvieron baja toxicidad respecto a la atrazina libre en el anélido Enchytraeus 

crypticus (Henle), mientras que no afectaron a la germinación en cultivos de maíz (Gomes et al., 

2019; de Oliveira et al., 2015). De la misma manera, NPs de extractos de piretro mostraron una 

menor toxicidad que el extracto libre en A. mellifera (Oliveira et al., 2019). Además, Kumar et 

al., 2013 demostraron que NPs de permetrina no tuvieron efecto en la germinación de las 

semillas y la longitud de las raíces en Lycopersicum esculentum (Mill.), Cucumis sativus (L.) y Zea 

mays (L.).  

4. A.2. Organismos no blanco acuáticos 

El agua potable es el recurso principal para la supervivencia y desarrollo de los seres humanos, 

sin embargo, es uno de los entornos más susceptibles a la contaminación (Delay y Frimmel, 

2012; Schultz et al., 2014). Estos ambientes no solo asimilan y ciclan los nutrientes y el carbono, 

sino que también mantienen la biodiversidad, sostienen la producción de biomasa primaria y 

secundaria, así como proporcionan hábitat y recursos alimenticios para las redes alimentarias 

acuáticas y terrestres (Carstens et al., 2012). Los productos de desechos, como los 

medicamentos, cosméticos, residuos industriales y los pesticidas derivados de la actividad 

antropogénica tienen numerosas repercusiones ecológicas (Farre et al., 2009; Simonet y 

Valcarcel, 2009; Wiesner y Bottero, 2017). Por lo tanto, la evaluación de los efectos tóxicos de 

las nanopartículas en organismos no blanco modelo es esencial para obtener numerosos 

resultados representativos. En la actualidad, en las pruebas de toxicidad se emplean organismos 
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no blanco como microalgas, moluscos, crustáceos, larvas de peces y ranas debido a su pequeño 

tamaño, rápido desarrollo, alta fecundidad y porque representan la base de la cadena 

alimentaria (Biswas y Sarkar, 2019; Grillo et al., 2021). En trabajos previos de esa índole, se 

determinó por ejemplo que las NPs de almidón y quitosano promovieron la floculación de las 

microalgas Chlorella vulgaris (Beijerink) y Microcystis aeruginosa (Kutzing) (Lichtfouse et al., 

2019; Tork et al., 2017). También, se reportó que, las NPs de triazina inhibieron el crecimiento 

de las microalgas Raphidocelis subcapitata (Korshikov) en mayor proporción que la triazina libre 

(Clemente et al., 2013). Por otro lado, NPs de betametasona, triazina y α-terpineol tuvieron 

mayores efectos letales sobre los crustáceos Daphnia similis (Muller) y Artemia salina (L.) 

respecto a los compuestos libres (Batista et al., 2019; Clemente et al., 2013; Silva et al., 2015). 

En el caso de vertebrados, NPs de polianilina mostraron elevados efectos teratogénicos en larvas 

del sapo argentino Rhinella arenarum (Hensel) (Ibarra et al., 2015); en cambio, NPs de extractos 

de Ulva ohnoi (Hiraoka y Shimada) estimularon el sistema inmunitario del lenguado Solea 

senegalensis (Kaup) (Fernández-Díaz et al., 2017). 

4. A.3. Modelos en estudio 

Para generar un perfil ecotoxicológico íntegro de los AEs y sus NPs se procedió a evaluar su 

toxicidad sobre distintos modelos. Con el objetivo de obtener valores de referencia sobre la 

toxicidad de los productos en insectos plaga de ambientes acuáticos, se utilizó como modelo a 

las larvas de Culex pipiens pipiens L. (Diptera, Culicidae). Tales valores fueron utilizados para 

comparar los efectos de los AEs y sus NPs sobre en Artemia salina L. (Anostraca, Artemiidae), 

organismo no blanco modelo de este tipo de ambiente. Además, se exploraron los efectos 

tóxicos de los AEs y sus NPs en organismo no blanco terrestres tales como Tenebrio molitor L. 

(Coleoptera, Tenebrionidae) y Blaptica dubia S. (Blattodea, Blaberidae). Por último y a modo de 

completar los estudios toxicológicos se evaluaron los efectos de las nanopartículas poliméricas 

en células de fenotipo osteoblástico como modelo celular de mamíferos. 
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4. A.3.a. Culex pipiens pipiens  - Clasificación 

Phylum: Arthropoda  

   Subphylum: Hexapoda   

          Clase: Insecta  

      Orden: Diptera  

                                                          Famillia: Culicidae  

                         Género: Culex 

        Especie: Culex pipiens pipiens (Linné, 1758). 

4. A.3.b. Biología de Culex pipiens pipiens 

Cx. p. pipiens es una especie de mosquito cosmopolita de interés sanitario y veterinario, vector 

de enfermedades como la fiebre del virus occidental y la encefalitis japonesa. 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 (Reiskind, 2005). La 

hembra pone los huevos sobre la superficie del agua de manera agrupada formando navículas 

(grupos de entre 50 a 200 huevos). Los lugares en los que se almacena agua como piletas, 

charcos y estanques. La eclosión de los huevos ocurre a 20 - 30 º C en un intervalo de 24 - 36 

horas. La duración del estadio larval está muy influenciada por la temperatura, llegando a durar 

de 5 a 7 días en verano y mucho más a temperaturas bajas. 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 (Ashry et al., 2018). En lo adultos, los machos se alimentan de jugos 

vegetales y viven alrededor de 15 días mientras que las hembras son hematófagas y viven entre 

3 a 4 semanas en condiciones ambientales favorables (Salomón, 2005).  
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Lámina 4.3: Características morfológicas de Cx. p. pipiens 

Adultos: Miden entre 4 y 10 mm de longitud 

y son de color marrón claro. En cada 

segmento del abdomen posee una línea 

más clara de color beige. Los machos 

presentan antenas plumosas y aparato 

bucal rudimentario, mientras que las 

hembras poseen antenas filiformes y un 

aparato bucal adaptado para perforar y 

succionar (Harbach y White, 1985). 

Adulto de Cx. p. pipiens 

Huevos: Ovalados de color marrón, miden 

entre 0,6 y 0,8 mm. Los huevos son 

colocados en masa (navículas) sobre la 

superficie del agua (Harbach, 2012).  

Larvas: Acuáticas, móviles y de color 

marrón claro. Son eucéfalas con cepillos 

bucales y antenas bien desarrolladas. 8vo 

segmento de abdomen modificado en un 

sifón. Presenta cuatro estadios larvales que 

se diferencian a través de su tamaño y las 

medidas de la cápsula cefálica (Harbach, 

2012). 

Larva de Cx. p. pipiens 

Pupas: Acuáticas de movimientos activos, 

de color marrón claro. Cefalotórax globoso 

con un par de trompetas respiratorias. 

Abdomen con pelos que facilitan flotación y 

un par de paletas nadadoras en su extremo 

(Harbach, 2012). 

 

Pupa de Cx. p. pipiens. 
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4. A.3.c. Artemia salina - Clasificación 

Phylum: Arthropoda  

                Subphylum: Crustacea   

          Clase: Branchiopoda  

        Orden: Anostraca  

                                                                Familia: Artemiidae 

                          Género: Artemia 

                                                                                               Especie: Artemia salina (Linné, 1758). 

4. A.3.d. Biología de Artemia salina 

A. salina es una especie cosmopolita que se encuentra distribuida en lagos salinos naturales o 

artificiales. Como mecanismo adaptativo a los cambios ambientales, estos crustáceos pueden 

entrar en anabiosis durante el estado de huevo (Muñoz y Pacios, 2010). Se originan así, de forma 

característica, estructuras de resistencia denominadas quistes que pueden permanecer 

metabólicamente inactivos durante largos períodos. El ciclo de vida comienza con la hidratación 

de los quistes, en la que toman forma esférica y el embrión recobra su metabolismo; y luego de 

48 h horas se completa su desarrollo y emerge la larva nauplio (primer estado larvario) 

(Marouane, 2017). Esta suele permanecer en este estadio unas 30 h, pasando posteriormente a 

la forma de metanauplio. A. salina suele atravesar por unas 15 mudas hasta alcanzar la adultez, 

proceso que lleva alrededor de 2 semanas en total. Los adultos se alimentan tanto de materia 

orgánica particulada como de microalgas y bacterias (Cavion et al., 2020; Shaaala et al., 2017). 
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Lámina 4.4: Características morfológicas de A. salina 

Adultos: Los adultos miden entre 7 y 18 mm 

con una coloración marronosa colorada. 

Cuerpo delgado y alargado cubierto por 

caparazón blando. Las segundas antenas de 

los machos están más desarrolladas que las 

hembras presentando forma de tenaza. Las 

hembras presentan un ovisaco en la porción 

en los primeros segmentos del abdomen 

(Anderson, 1967). 

 

Adulto de A. salina 

Huevos: De color marrón anaranjado. 

Poseen una longitud entre 0,4 y 0,5 mm y 

0,2 mm de ancho. Los huevos poseen 

glándulas que en condiciones adversas 

secretan una película que envuelve al 

huevo, convirtiéndolo en un quiste (huevo 

cístico) donde el embrión entra en 

criptobiosis (Anderson, 1967). 

Nauplio: Cuerpo no segmentado, de color 

blanco anaranjado y con una longitud 

menor a 500 micras. Estadio con una 

duración de aproximadamente 30 horas. 

Además, en la cabeza, entre las anténulas, 

tienen un único ocelo de color rojo 

(Anderson, 1967).  

Nauplio de A. salina 

Metanauplio: Presentan toracópodos que 

permiten su desplazamiento. De mayor 

tamaño que la nauplio (de 140 a 400 micras) 

(Anderson, 1967).  

 

Metanauplio de A. salina. 

Pre-adulto: comienzan a aparecer 

caracteres que permiten diferenciar 

machos y hembras (Anderson, 1967).
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4. A.3.e. Tenebrio molitor - Clasificación 

Phylum: Arthropoda  

   Subphylum: Hexapoda   

          Clase: Insecta  

      Orden: Coleoptera  

                                                             Familia: Tenebrionidae  

                         Género: Tenebrio 

           Especie: Tenebrio molitor (Linné, 1758). 

4. A.3.f. Biología de Tenebrio molitor 

Las hembras de T. molitor (gusano amarillo de las harinas o escarabajo negro) suelen depositar 

entre 250 y 1000 huevos de manera aislada o en racimo en los alimentos. Luego de un periodo 

de incubación entre 4 y 18 días, larvas blancas emergen, adquiriendo un color amarillento a 

medida que crecen (Deruytter et al., 2019). El periodo larval, tiene una duración de tres meses 

mientras que el posterior periodo pupal dura veinte días aproximadamente. El escarabajo adulto 

vive de 2 a 3 meses, y a los diez días de su emergencia adquiere la madurez sexual. Su ciclo 

biológico puede durar entre 4 y 5 meses en vida silvestre, mientras que en condiciones de 

laboratorio con parámetros adecuados de temperatura, humedad e iluminación puede 

reducirse a 2,5 meses. La temperatura óptima para su desarrollo es entre 25 y 27 °C (Arana 

Escalante et al., 2018; Deruytter et al., 2021).  
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Lámina 4.5: Características morfológicas de T. molitor 

Adultos: Miden entre 15 y 20 mm de 

longitud. Luego del estado de pupa, los 

escarabajos son blanquecinos, adquiriendo 

posteriormente el color mate característico. 

Las patas y antenas son rojizas y los élitros 

son estriados. Posee antenas aserradas 

filiformes y alas funcionales, aunque no 

vuela (Tracey, 1958). 

 

Adulto de T. molitor 

Huevos: Alargados, arriñonados y de color 

blanquecino. Las hembras colocan los 

huevos de manera aislada o en racimo. 

Poseen una longitud de 1,4 mm y 0,6 mm de 

ancho (Tracey, 1958). 

Larvas: Inicialmente de color blanco, van 

adquiriendo un color amarillo anaranjado a 

medida que crecen. Cabeza pequeña de 

color marrón oscuro. Suelen medir entre 25 

y 35 mm. Periodo con una duración de tres 

meses (Tracey, 1958). 

 

Larva de T. molitor 

Pupas: De color blanquecino, con el tiempo 

se tornan de un color café amarillento. De 

forma triangular, curvada e inmóvil (Tracey, 

1958). 

Pupas de T. molitor. 
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4. A.3.g. Blaptica dubia - Clasificación 

Phylum: Arthropoda  

   Subphylum: Hexapoda   

          Clase: Insecta  

       Orden: Blattodea 

                                                               Familia: Blaberidae  

                           Género: Blaptica 

             Especie: Blaptica dubia (Serville, 1839). 

4. A.3.h. Biología de Blaptica dubia 

B. dubia conocida como la cucaracha argentina, es una cucaracha silvestre de tamaño mediano 

(entre 4,0 y 4,5 cm) que se encuentra en América Central y del Sur. Los adultos son de color 

marrón oscuro a negro con un patrón de rayas de color naranja (Adedara et al., 2022). La 

coloración difiere ligeramente con el medio ambiente y la dieta de una colonia a otra. Los 

adultos son sexualmente dimórficos, los machos adultos tienen alas completas que cubren su 

cuerpo, mientras que las hembras solo tienen pequeños esbozos alares. B. dubia es una especie 

de cucaracha ovovivípara que da a luz entre 20 a 40 ninfas vivas en condiciones favorables 

(patrón de reproducción típico de la familia Blaberidae). B. dubia es utilizada como fuente de 

alimento para muchos reptiles y anfibios debido a que contiene un mayor porcentaje de 

proteínas que otros insectos (Djernaes et al., 2020).  
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Lámina 4.6: Características morfológicas de B. dubia 

Adultos: Miden alrededor de 45 mm de 

longitud y son de color negro con ligeras 

manchas anaranjadas. Adultos sexualmente 

dimórficos, machos presentan alas 

completas mientras que la hembra presenta 

esbozos alares. Además, el último segmento 

abdominal en machos presenta una 

hendidura, mientras que en las hembras la 

placa permanece sin subdivisiones. Debido 

a que carecen de arolio desarrollado entre 

sus uñas, no pueden escalar superficies lisas 

(Wu et al., 2013). 

 

Adultos de B. dubia 

Ninfas: El periodo consta de siete estadios. 

Miden alrededor de 5 mm al nacer y son de 

color blanco. A medida que pasa el tiempo 

adquieren un color grisáceo. Al igual que los 

adultos, las ninfas carecen de arolio. En B. 

dubia, el ancho de la cápsula de la cabeza, 

el ancho del pronotal y la longitud del 

cuerpo son los caracteres más convenientes 

para medir en todos los estadios ninfales. La 

longitud pronotal está en el rango de 2,41 a 

9,37 mm; el ancho pronotal está entre 4,18 

y 15,17 mm y el rango de ancho de la cabeza 

es de 1,79 a 5,04 mm para el primer y 

séptimo estadio, respectivamente (Mariod 

et al., 2017). 

Ninfas de B. dubia 
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4. A.4. Hipótesis  

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

 Los AEs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té y sus NPs 

poseen efectos letales en larvas de Cx. p. pipiens.  

 Los AEs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té y sus NPs no 

poseen efectos letales en metanauplios de A. salina (organismo modelo acuático) y en larvas 

de T. molitor y ninfas I de B. dubia (organismos modelo terrestres) 

 Los AEs de menta, palmarosa, geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té y sus NPs no 

reducen la viabilidad en células de fenotipo osteoblástico.   

4. A.5.a. Objetivo general  

El objetivo general planteado para este capítulo es evaluar los efectos toxicológicos de los AEs 

de menta, palmarosa, geranio, lavanda, orégano, laurel y árbol de té y sus NPs en Cx. p. pipiens 

y en los organismos no blanco A. salina, T. molitor, B. dubia. Además, se propuso estudiar el 

efecto de estos productos sobre células de fenotipo osteoblástico. 

 4. A.6.b. Objetivos específicos  

 Estudiar el efecto tóxico de los AEs y sus NPs en Cx. p. pipiens y en el organismo no blanco 

acuático A. salina. 

 Estudiar el efecto tóxico de los AEs y sus NPs en organismos no blanco terrestres T. molitor 

y B. dubia. 

 Evaluar los efectos de las NPs 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 y A. salina 

Con el objetivo de obtener valores de referencia para evaluar los efectos de los AEs y sus NPs en 

el organismo no blanco acuático A. salina, se realizaron ensayos de toxicidad en larvas de Cx. p. 

pipiens. Las larvas de mosquito se recogieron de una zona con agua estancada y se 

acondicionaron durante 48 horas en una sala de cría a una temperatura de 29 ± 2 °C en el 

Laboratorio de Zoología de Invertebrados II- UNS. 

Para obtener metanauplios de 72 horas de A. salina, los quistes se colocaron en agua destilada 

durante 24 horas para hidratarlos. Luego, se colocaron en un recipiente de plástico con agua de 

mar artificial (33 g de sal marina/1 litro de agua destilada) con iluminación artificial, bajo 

aireación y a 29 ± 2 °C. Luego de la eclosión, las larvas se mantuvieron en estas condiciones 

durante 48 horas hasta su utilización en los bioensayos. 

4. B.2. Cría de T. molitor y B. dubia 

Las colonias de T. molitor se mantuvieron en cámaras de crecimiento de 20 cm × 20 cm × 30 cm 

(largo x ancho x alto) bajo oscuridad a 29 ± 2 °C, 50 - 70% de HR y en oscuridad. Cada una de 

ellas contenía una mezcla de harina de trigo, harina de maíz y avena (2: 1: 1 p/p).  

Las colonias de B. dubia se mantuvieron en cámaras de crecimiento bajo oscuridad de 35 cm × 

20 cm × 23 cm (largo x ancho x alto) a 29 ± 2 °C, 50 - 70% de HR y cubiertos con una tapa con 

orificios para la ventilación. Las cucarachas fueron alimentadas con alimento para perros en 

forma de croquetas (Purina Dog Chow, Nestlé Argentina S.A).  

4. B.3.a Bioensayos en Cx. p. pipiens 

Para evaluar la toxicidad de los AEs, estos se agregaron directamente a 250 ml de agua corriente 

que contenía Tween 80 (1% p / v); para el caso de las NPs, las mismas se adicionaron a 250 ml 

de agua corriente sola. Las mezclas se mantuvieron bajo agitación magnética durante 15 min y 
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se trasvasaron 50 ml de las mismas a un recipiente plástico. Las concentraciones empleadas 

variaron de 5 a 150 ppm. Para el control positivo, se aplicó una solución de β-cipermetrina en 

acetona en un rango de concentraciones de 0,05 a 5 ppm. Como controles negativos se utilizaron 

i) agua sola, ii) agua + Tween 80 (1% p / v), iii) agua + Tween 80 (1% p / v) + acetona y iv) agua 

sola + PEG 6000 (en la proporción correspondiente a la usada para la elaboración de las NPs) a 

la máxima concentración. A cada recipiente se agregaron veinte larvas de IV estadio de Cx. p. 

pipiens que se mantuvieron en condiciones controladas (29 ± 2 °C, 50 - 70% de HR y fotoperiodo 

luz/oscuridad de 16: 8 horas). Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado (n = 80). 

Después de 24 horas de exposición se registró la mortalidad. Con estos datos se determinaron 

los valores de CL50 y CL90. Se consideró que las larvas estaban muertas cuando no reaccionaban 

al tocarlas con una aguja. 

4. B.3.b Bioensayos ecotoxicológicos en A. salina 

Los AEs y sus NPs se adicionaron de forma directa a 30 ml de agua de mar sintética bajo agitación 

magnética (15 min) con el fin de obtener concentraciones que variaron de 5 a 100 ppm. Se 

tomaron 6 ml de estas mezclas y se trasvasaron a tubos de vidrio a los que se agregaron diez 

metanauplios de A. salina de 72 horas. Cada recipiente se mantuvo en condiciones controladas 

(29 ± 2 °C, 50 - 70% de HR y fotoperiodo luz/oscuridad de 16: 8 horas). Para el control positivo, 

se aplicó una solución de 0,05 a 5 ppm de β-cipermetrina en acetona. Se realizaron tres controles 

negativos, uno con agua de mar sola, otro con agua de mar + acetona y el último con agua de 

mar + PEG-6000 (en la proporción correspondiente a la usada para la elaboración de las NPs) a 

una concentración máxima. Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado (n = 40). 

Después de 24 horas de exposición se registró la mortalidad, considerándose que las larvas 

estaban muertas cuando no se observaron movimientos de apéndices.  
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Con estos datos se determinaron los valores de CL50 y CL90. De acuerdo a los valores de CL50 se 

determinaron los grados de toxicidad de los AEs y sus NPs (Tabla 4.1) (Kamrin, 1997) y se calculó 

un índice de selectividad como: IS = CL50 de larvas A. salina (organismo no blanco) / CL50 larvas 

de Cx. p. pipiens (organismo plaga). Valores de IS mayores a 1 indican que el producto es 

selectivo en relación con el organismo plaga.  

Tabla 4.1. Valores de referencia de toxicidad en organismos no blanco acuáticos (Kamrin, 1997). 

Organismos no blanco Categoría CL50 (ppm) 

Acuáticos extremadamente tóxico   CL50  < 0,1 

altamente tóxico 0,1 < CL50 > 1 

moderadamente tóxico 1 < CL50 > 10 

ligeramente tóxico 10 < CL50 > 100 

prácticamente no tóxico CL50  > 100 

 

4. B.3.c Bioensayos ecotoxicológicos en T. molitor y B. dubia 

Se estudió el efecto de los AEs y sus NPs en larvas de 8vo a 10mo estadio de T. molitor y ninfas I 

de B. dubia. Para ello, papeles de filtro (28,5 cm2) se trataron con 0,5 ml de AEs diluidos en 

acetona o NPs a concentraciones equivalentes. Las concentraciones variaron de 50 a 800 μg cm-

2. Luego de la evaporación del solvente (15 minutos), los papeles de filtro se introdujeron en un 

frasco de vidrio (2 cm de diámetro x 9 cm de alto). Después, se agregaron diez larvas de T. molitor 

o ninfas de B. dubia que se cubrieron con tela de voile. En el control positivo, los papeles de filtro 

se trataron con β-cipermetrina en un rango de 2,5 a 400 μg cm-2 mientras que en el control 

negativo se utilizó acetona sola o PEG 6000 en caso de las NPs. Se realizaron cuatro réplicas 

independientes (n = 40). Todos los experimentos se mantuvieron a 29 ± 2 °C, 50 - 70% de HR y 

fotoperiodo luz/oscuridad de 16: 8 horas. La mortalidad se determinó después de 72 horas (el 

tiempo de exposición es equivalente al utilizado en los bioensayos con adultos de S. oryzae y L. 
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serricorne) y se analizó la selectividad de los productos. Los insectos se consideraron muertos 

cuando no se observaron movimientos abdominales ni de apéndices.  

4. B.3.d. Bioensayo de viabilidad celular  

Esta parte de la investigación se realizó bajo la supervisión de las doctoras Valeria Gili y Graciela 

Santillán del Laboratorio de Química Biológica A perteneciente al INBIOSUR (Instituto de 

Ciencias Biológicas y Biomédicas del Sur – CONICET-UNS). 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 (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 NPs cargadas con AE, que se 

adicionaron directamente al medio que contenía a las células de fenotipo osteoblástico. Dadas 

las características del medio de cultivo, se decidió evaluar el efecto de las NPs a dosis 

equivalentes de CL90 registrados en el ensayo de A. salina. También se analizaron dos 

condiciones de control: una que contiene el medio solo, otra que contenía el medio + PEG 6000 

(procesado según 2.B.1 sin agregado de los AEs) en la proporción correspondiente a las de mayor 

valor de CL90 de las NPs. Se realizaron tres ensayos independientes a fin de evaluar la viabilidad 

celular 24, 48 y 72 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 
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reactivos. Cabe aclarar que se consideró que los tratamientos tuvieron efectos citotóxicos si 

provocaron una reducción mayor al 30% sobre la viabilidad celular (Jung et al., 2019). 

4. B.4. Análisis estadístico 

Los valores de CL50 y CL90 se calcularon con sus respectivos intervalos de confianza del 95% 

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

diferentes si no se superponían los intervalos de confianza.  

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 de los AEs y sus NPs en Cx. p. pipiens  

En larvas IV de Cx. p. pipiens, con los AEs y sus NPs se estimaron valores de CL50 entre 14,74 a 

101,32 ppm, y valores de CL90 de 27,94 a 165,17 ppm (Tabla 4.2). La actividad insecticida de la 

β-cipermetrina fue significativamente mayor que la de los AEs y sus NPs (P<0,05). No se observó 

mortalidad en ninguno de los controles negativos.  

Los valores de CL50 obtenidos para los AEs fueron entre 40,19 y 101,32 ppm. Basados en este 

parámetro toxicológico, los AEs con mayor actividad larvicida fueron los de laurel, orégano y 

palmarosa, no encontrándose diferencias significativas entre ellos (P>0,05). Los efectos tóxicos 

de los AEs de geranio y menta no difirieron entre sí y con el AE de palmarosa (P>0,05), aunque 

lo hicieron los aceites de laurel y orégano (P<0,05). Los aceites de lavanda y árbol de té fueron 

los menos efectivos (P<0,05). 

En el caso de las NPs los valores de CL50 calculados fueron de 14,74 a 96,60 ppm. Las NPs de 

orégano fue el tratamiento con mayor efecto larvicida, encontrándose diferencias significativas 

con todos los AEs y el resto de las NPs (P<0,05). Siguiendo el orden toxicidad, se observó que las 

NPs de geranio y laurel no difirieron en su efectividad (P>0,05) pero sí con las elaboradas con el 

aceite de orégano (P<0,05). Por su parte, las NPs de lavanda y palmarosa generaron efectos 

larvicida de magnitud similar (P>0,05), pero de menor efectividad que todas las anteriores 

(P<0,05). Las NPs con menor efecto tóxico fueron las elaboradas con menta y árbol de té.   

Cabe destacar que el efecto insecticida generado por las NPs de orégano, geranio y lavanda fue 

mayor que la de los AEs libre (P<0,05); las primeras incrementaron la actividad insecticida del 

aceite 2,92 veces, las NPs de geranio, 1,87 veces y las de lavanda, 1,46 veces. No se evidenciaron 

diferencias significativas entre los efectos tóxicos de los AEs de menta, palmarosa, laurel y árbol 

de té y sus NPs (P>0,05). 
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Tabla 4.2. Actividad larvicida de los AEs y sus NPs en Cx. p. pipiens. 

Tratamientos CL50 (ppm)a IC95 CL90 (ppm)a IC95 X2 (gl=4) p 

AE de Menta 54,74 ef 48,63 – 66,05 84,08 cd 73,12 – 102,32 9,363 0,053 

AE de Palmarosa  46,20 de 41,91 – 51,22 82,98 cd 67,80 – 111,02 9,181 0,057 

AE de Geranio 54,46 ef 48,05 – 65,83 91,50 cd 79,49 – 110,79 8,005 0,091 

AE de Orégano 42,95 d 37,83 – 47,81 90,62 d 82,43 - 101,39 6,153 0,188 

AE de Laurel 40,19 cd 35,52 – 44,93 85,56 cd 77,91 – 95,53 4,577 0,334 

AE de Lavanda 88,26 g 81,68 – 96,54 136,82 e 124,17 – 154,75 3,392 0,494 

AE de Árbol de té 101,32 g 91,41 – 115,47 165,17 e 145,01 – 196,43 4,805 0,308 

NP de Menta 70,20 f 61,62 – 81,48 140,56 e 122,17 – 167,66 5,649 0,227 

NPs de Palmarosa 53,12 e 47,88 – 58,74 105,55 d 95,93 – 118,40 6,577 0,160 

NPs de Geranio 28,97 c 22,57 – 37,75 59,98 c 48,39 – 82,42 7,159 0,128 

NPs de Orégano 14,74 b 13,05 – 16,72 27,94 b 24,82 – 32,38 6,617 0,158 

NPs de Laurel 36,72 cd 29,74 – 46,90 66,79 cd 54,55 – 89,96 7,460 0,113 

NPs de Lavanda 60,41 e 55,42 – 65,90 107,41 d 98,46 – 119,16 2,715 0,607 

NPs de Árbol de té 96,60 g 83,29 – 116,60 179,73 e 151,84 – 224,66 4,502 0,342 

β-Cipermetrina 0,288 a 0,25 – 0,33 0,57 a 0,51 – 0,67 5,533 0,237 

a valores de CL50 que muestran distinta letra presentan diferencias significativas (NSIC, P<0,05). IC95= intervalo de confianza de 95%, gl= grados libertad. Actividad larvicida 
de AEs y sus NPs se consideraron significativamente diferentes cuando no hubo superposición de IC95.  
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4. C.2. Bioensayos ecotoxicológicos de los AEs y sus NPs en A. salina  

En larvas metanauplios de A. salina, los valores de CL50 estimados de los AEs y sus NPs se 

encontraron en un rango de 11,38 a 77,37 ppm, y valores de CL90 entre 28,41 y 144,58 ppm 

(Tabla 4.3). No se observó mortalidad en los controles negativos. La actividad insecticida de la 

β-cipermetrina fue significativamente mayor que la de los AEs y sus NPs (P<0,05). No se observó 

mortalidad en ninguno de los controles negativos.  

En este organismo con los AEs se obtuvieron valores de CL50 entre 19,92 y 77,37 ppm, por lo que 

pueden considerarse productos ligeramente tóxicos. Los aceites con mayor bioactividad fueron 

los de geranio y menta, sin encontrarse diferencias entre ellos (P<0,05). Los efectos del AE de 

palmarosa observados en A. salina fueron menores que los anteriores, aunque mayores que los 

generados por los demás aceites (P<0,05). Los AEs de orégano, lavanda, árbol de té y laurel 

fueron los que menor toxicidad produjeron en este crustáceo. Basados en los valores del IS, los 

AEs de orégano (IS = 1,29) y de laurel (IS = 1,92) pueden considerarse productos selectivos en 

relación a larvas de Cx. p. pipiens. 

Con respecto a las NPs, y dado que con estas se observaron  valores de CL50 entre 11,38 y 63,45 

ppm, se puede considerar que estos productos son ligeramente tóxicos para A. salina. Las NPs 

de árbol de té fueron las más tóxicas para este organismo (P<0,05), seguido de las elaboradas 

con los aceites de menta, palmarosa, orégano y laurel en las que no se evidenciaron diferencias 

entre sus efectos (P>0,05). Luego, las NPs de lavanda difirieron en su actividad únicamente con 

las elaboradas con el AE de palmarosa (P<0,05). Las NPs de geranio fueron las que produjeron 

menor actividad tóxica en este organismo no blanco (P<0,05). Cabe destacar que la toxicidad 

promovida por las NPs de geranio fue significativamente menor respecto al AE libre (P<0,05). 

Además, no se observaron diferencias entre el aceite de menta y sus NPs (P>0,05). Todas las 

demás nanoformulaciones generaron mayor bioactividad que los AEs libres (P<0,05). Por otra 
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parte, al analizar el IS se observó que las NPs elaboradas con aceite de geranio (IS = 2,19) y de 

orégano (IS = 1,96) fueron selectivas para las larvas de Cx p. pipiens. 

4. C.3. Bioensayos ecotoxicológicos de los AEs y sus NPs en T. molitor y B. dubia  

Los resultados de los bioensayos ecotoxicológicos en larvas de 8vo a 10mo estadio de T. molitor 

mostraron que los AEs a dosis máxima (800 ug cm-2) produjeron mortalidades en un rango de 0 

a 5%, mientras que ninguna de sus NPs produjo mortalidad. En ninfas I de B. dubia, los AEs a 

dosis máxima produjeron un rango de mortalidad entre un 5 y 55%, mientras que sus NPs, entre 

2,5 y 47,5%. Cabe resaltar que al analizar la toxicidad promovida por estos productos en ambos 

organismos no blanco terrestres y en relación con S. oryzae y L. serricorne, se observó que tanto 

los AEs como sus NPs fueron selectivas para los organismos plaga, salvo las NPs de lavanda y 

laurel en S. oryzae, que a la máxima concentración no generaron mortalidad. Es importante 

destacar que la β-cipermetrina tuvo mayor efecto letal que los AEs y sus NPs en T. molitor y B. 

dubia. En T. molitor, los valores CL50 y CL90 para β-cipermetrina fueron de 98,47 µg cm-2 (56,64 - 

161,24) y 226,04 µg cm-2 (162,64 - 442,58) (χ2= 8,87; P= 0,06; gl= 4), mientras que en B. dubia 

fueron de 113,60 µg cm-2 (54,61 - 166,46) y 294,04 µg cm-2 (225,06 - 466,25) (χ2= 7,07; P= 0,13; 

gl= 4).  
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Tabla 4.3. Actividad larvicida de los AEs y sus NPs en A. salina. 

Tratamientos CL50 (ppm)a IC95 CL90 (ppm)a IC95 X2 (gl=4) p 

AE de Menta 22,03 c 17,88 – 26,91 49,09 c 41,46 – 61,49 6,345 0,175 

AE de Palmarosa  41,39 d 35,87 – 48,68 71,15 c 61,41 -86,39 5,355 0,253 

AE de Geranio 19,92 c 16,19 – 24,28 43,75 bc 37,06 – 54,48 2,819 0,589 

AE de Orégano 55,44 e 48,85 – 62,82 99,56 d 88,55 – 115,56 5,419 0,247 

AE de Laurel 77,37 e 55,45 – 132,90 144,58 d 103,90 – 282,95 8,187 0,085 

AE de Lavanda 58,78 e 50,74 – 69,07 106,54 d 92,15 – 128,33 5,856 0,210 

AE de Árbol de té 74,91 e 64,21 – 90,05 133,88 d 113,63 – 166,86 4,454 0,348 

NPs de Menta 24,75 cd 16,91 – 36,78 47,72 bc 35,99 – 78,72 8,627 0,071 

NPs de Palmarosa 26,64 c 20,15 – 32,75 67,12 c 57,99 – 80,89 3,369 0,498 

NPs de Geranio 63,45 e 56,53 – 71,50 108,59 d 96,71 – 126,06 4,984 0,289 

NPs de Orégano 28,91 cd 24,76 – 34,07 53,32 c 46,03 – 64,57 5,922 0,205 

NPs de Laurel 26,15 cd 18,90 – 37,10 49,21 c 37,96 – 76,14 7,252 0,123 

NPs de Lavanda 38,75 d 33,29 – 45,92 69,72 c 59,85 – 85,26 6,627 0,157 

NPs de Árbol de té 11,38 b 8,56 – 14,46 28,41 b 23,40 – 37,44 1,296 0,862 

β-Cipermetrina 0,28 a 0,12 – 0,44 1,23 a 0,93 – 1,81 1,096 0,895 

a valores de CL50 que muestran distinta letra presentan diferencias significativas (NSIC, P<0,05). IC95= intervalo de confianza de 95%, gl= grados libertad. Actividad larvicida 
de los AEs y sus NPs se consideraron significativamente diferentes cuando no hubo superposición de IC95.* valores de χ2 no significativos en niveles de P>0,05.  
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4. C.4. Bioensayo de viabilidad celular 

En la Lámina 4.7 se muestran los resultados del ensayo de viabilidad con células de fenotipo 

osteoblástico tratadas con las NPs a las 24, 48 y 72 h. Como se puede observar, el control de PEG 

afectó la viabilidad celular únicamente a las 72 h, disminuyéndola a menos de un 20% (P<0,05). 

Al analizar el efecto de las nanopartículas a las 24 h, se observó que, a excepción de las 

elaboradas con el aceite de laurel, las NPs disminuyeron significativamente la viabilidad celular 

en comparación con ambos controles (P<0,05), aunque no generaron efectos citotóxicos 

(reducción en la viabilidad celular menor a 30%) (Lámina 4.7.A) (P<0,05). A las 48 h, solo las NPs 

de geranio y árbol de té disminuyeron significativamente la viabilidad celular en relación a 

ambos controles, (P<0,05) y generaron efectos citotóxicos (reducción de la viabilidad celular 

aproximadamente a un 40%) (Lámina 4.7.B). Por último, a las 72 h, no se observaron diferencias 

entre los efectos en la viabilidad celular promovidos por las NPs de menta, geranio, lavanda, 

orégano y laurel y el control de PEG (P>0,05). A este tiempo, solo las NPs de árbol de té 

disminuyeron significativamente la viabilidad celular (P<0,05) y generaron efecto citotóxico 

(reducción de la viabilidad celular a un 47%) (Lámina 4.7.C). 

Lámina 4.7.A. Efectos de las NPs en la viabilidad celular a las 24 h de exposición.  
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Lámina 4.7.B. Efectos de las NPs en la viabilidad celular a las 48 h de exposición. 

 

Lámina 4.7.C. Efectos de las NPs en la viabilidad celular a las 72 h de exposición. 
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4. D. Discusión 

El control de mosquitos vectores es fundamental para alcanzar numerosos objetivos de 

desarrollo sostenible según las Naciones Unidas (Stensgaard et al., 2019). En los últimos años, 

debido a la exhaustiva investigación de las propiedades larvicidas de los AEs, se ha postulado 

que estos podrían reemplazar a algunos de los insecticidas sintéticos (Esmaili et al., 2021). Pavela 

(2015) propone que un AE pueden considerarse un larvicida si el efecto tóxico que este genera 

deviene en un valor CL50 < 100 ppm. En nuestro estudio, los valores calculados de CL50 de los AEs 

fueron entre 40,19 a 101,32 ppm, mientras que las NPs entre 14,74 a 96,60 ppm. Basados en 

este criterio, tanto los AEs (a excepción del aceite de árbol de té) como sus NPs pueden 

considerarse productos eficaces en el control de larvas de Cx. p. pipiens. En relación con esta 

observación, trabajos previos demostraron la efectividad de los AEs pertenecientes a las familias 

Zingiberaceae, Lamiaceae, Geraniaceae, Poaceae, Myrtaceae y Amaranthaceae como larvicidas 

(CL50 menor a 100 ppm) en Cx. p. pipiens, C. quinquefasciatus, C. tritaeniorhynchus, Anopheles 

gambiae (Giles), A. subpictus (Grassi), A. albopictus (Amer y Melhorn, 2006; Bossou et al., 2013; 

Govindarajan et al., 2018 Jesser et al., 2020a; Werdin et al., 2017). En cuanto a las NPs, se 

determinó que las elaboradas con orégano, geranio y lavanda potenciaron el efecto insecticida 

de los AEs. Según Lucía y Guzmán (2021), esto podría deberse a que en las NPs, los 

constituyentes se encuentran en mayores concentraciones respecto a los AEs libres. Resultados 

similares demostraron que las nanoemulsiones del AE de menta y NPs de geranio y bergamota 

potenciaron lo efectos de los AEs con CL50 < 50 ppm en Cx. p. pipiens (Jesser et al., 2020a; Werdin 

et al., 2017). De la misma manera, NPs de laurel, T. ammi, Elettaria cardomomum (L.) y 

Cinnamomm zeylanicum (J. Presl) potenciaron los efectos de los AEs en A. stephensi con CL50 por 

debajo de los 20 ppm (Sanei-Dehkordi et al., 2021; Zarenezhad et al., 2022). 

Pese a que existen datos sobre el uso de nanoformulaciones en el sector fitosanitario, los 

nanoinsecticidas previo a su comercialización, deben pasar por exhaustivas evaluaciones, entre 

ellas, analizar su efecto en organismos no blanco (Walker, 2012). Bajo esta premisa, se deben 
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tener en cuenta los efectos tóxicos de los componentes libres como nanoformulados en 

organismos no blanco de ambientes acuáticos y terrestres (Antwi y Reddy, 2015; Grillo et al., 

2021; Rodrigues et al., 2017). De acuerdo a Kamrin (1997), en A. salina, los AEs y sus NPs tuvieron 

efectos ligeramente tóxicos con valores de CL50 entre 19,92 y 77,37 ppm, para los primeros, y 

entre 11,38 y 63,45 ppm, para las segundas. Cabe destacar que la toxicidad promovida por las 

NPs de geranio en este organismo no blanco fue significativamente menor respecto al AE libre. 

Esto podría deberse a la pérdida de varios constituyentes del aceite durante su encapsulación 

en la matriz polimérica que posiblemente otorgan efectos sinérgicos a los compuestos 

mayoritarios en los aceites libre. De la misma manera, estudios recientes demostraron que NPs 

cargadas con los AEs de P. anisum, T. ammi y Citrus lemon (L.), Citrus reticulata (L.) y Citrus 

sinensis (L.) tuvieron efectos tóxicos menores o iguales que los compuestos libres en D. magna 

y en la chinche Nesidiocoris tenuis (Reuter) (Campolo et al., 2020; Sánchez-Gomes et al., 2022). 

Teniendo en cuenta el índice de selectividad (IS), los AEs de orégano y laurel y las NPs de geranio 

y orégano fueron selectivos para las larvas de Cx. p. pipiens (IS>1). Esta susceptibilidad podría 

deberse a variaciones en los mecanismos toxicocinéticos y toxicodinámicos entre el organismo 

plaga y el organismo no blanco. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la aplicación directa 

de las NPs de geranio y orégano en reservorios de agua o su escorrentía, al ser utilizados para el 

control de insectos plaga de producto almacenado, podrían disminuir el desarrollo y densidad 

de poblaciones de mosquitos ocasionando leves efectos en los organismos no blanco. Estudios 

previos mostraron resultados similares en la que los AEs y sus nanoformulaciones tuvieron 

escasos impactos negativos en organismos no blanco acuáticos. Para el caso de los AEs, se 

demostró que el AE de Mentha pulegium (L.) fue ligeramente tóxico para A. salina (George et 

al., 2010), mientras que los AEs de L. sidoides, L. alba, Ocimum gratissimun (L.), M. alternifolia, 

Peumus boldus (Mol.) y P. anisum en D. magna (Conti et al., 2014; Miura et al., 2021; Pavela et 

al., 2014, 2019). Asimismo, los AEs de Amonum sublatum (Robx), Origanum scabrum (Boiss.), 

Pinus kesiya (Gord), Schinus terebinthifolius (Raddi) y Kaempferia galangal (L.) fueron 
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prácticamente no tóxicos en los insectos acuáticos Anisops bouvieri (Kirkaldi), D. indicus y Acilius 

sulcatus (L.) y los peces Poecilia reticulata (Peters) y Gambusia affinis (Baird y Girard) y (Alsalhi 

et al., 2020; Govindarajan et al., 2016a, b, 2018). Por otro lado, teniendo en cuenta las 

nanoformulaciones, trabajos recientes demostraron que las nanoemulsiones de los AEs de 

menta y palmarosa fueron ligeramente tóxicas para A. salina (Jesser et al., 2020a). Además, las 

NPs elaboradas con los aceites de Schinus terebinthifolius (Raddi) y P. anisum fueron seguras 

para el pez G. affinis y el cladócero D. magna (Nenaah et al., 2022; Sanchez-Gómez et al., 2022). 

Por otro lado, las NPs cargadas con el AE de Siparuna guianensis (Aublet) mostraron una ligera 

y moderada toxicidad en peces (Ferreira et al., 2019). Por último, NPs de arcilla cargadas con los 

AEs Foeniculum vulgare (Mill.) y Camellia sinensis (L.) fueron ligeramente tóxicas para G. affinis 

y los insectos acuáticos Cybister tripunctatus (Olivier) y Sphaeroderma urinator (Dufour) 

(Radwan et al., 2022). 

Según Sánchez-Bayo, (2012) los organismos acuáticos son más susceptibles a los efectos de los 

productos insecticidas que los terrestres debidos a que los primeros poseen de sistemas de 

detoxificación menos eficientes. En relación a esta premisa, en el presente estudio se determinó 

que en los organismos no blanco terrestres, los AEs y sus NPs fueron prácticamente no tóxicos 

a concentraciones máximas. Estudios previos demostraron la seguridad de los AEs y sus 

nanoformulados en ambientes terrestres; específicamente, los AEs de Eugenia caryphillata (L.) 

y T. vulgaris y Leptospermum scoparium (Forst) fueron prácticamente no tóxicos en T. molitor 

(George et al., 2010) mientras que los AEs de Schizogyne sericea (L.), Origanum syriacum subs. 

syriacum (L.) Ledum palustre (L.), Cuminum cyminum (L.), P. anisum y Schinus terebinthifolius 

(Raddi) en larvas de H. axyridis y adultos de Eisenia fétida (Savigna) (Benelli et al., 2018, 2019a, 

b, 2020; Nenaah et al., 2021). En cuanto a las NPs, las elaboradas con los AEs de P. anisum y T. 

ammi fueron relativamente seguras para E. fétida (Sanchez-Gómez et al., 2022). Ademas, las 

NPs de zeína cargadas con el AE de Azadirachta indica (A. Juss.) no causaron toxicidad 
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significativa en C. elegans ni fitotoxicidad en Z. mays (Pasquoto-Stigliani et al., 2017; Pascoli et 

al., 2019).  

En los últimos años, los avances de la nanotecnología abrieron oportunidades para la 

introducción nuevos insecticidas en el sector del control de insectos plaga. En consecuencia, 

resulta necesario profundizar los estudios ecotoxicológicos sobre organismos no blanco para 

comprender los impactos de las NPs a nivel ecosistémico y obtener un perfil integro su toxicidad. 

A su vez, dados los potenciales efectos que las NPs pueden generar sobre la salud humana, los 

bioensayos que analizan la viabilidad celular resultan cruciales como una primera aproximación 

para estimar y medir los resultados de las interacciones entre los nanosistemas y las células 

(Vidau et al., 2009; Yun et al., 2017). Por ello, en este trabajo se estudió el efecto de las NPs en 

un modelo celular de mamífero (células de fenotipo osteoblástico). Luego de 24 h de exposición, 

se observó que las NPs redujeron levemente la viabilidad celular (salvo las NPs de laurel, para 

las cuales no se observaron diferencias significativas con el control) aunque ninguna generó 

efecto citotóxico. El efecto leve promovido por las NPs sobre la viabilidad celular podría deberse 

a que ciertos componentes de los AEs pueden afectar la permeabilidad de las biomembranas o 

inactivar sistemas enzimáticos (Bhavaniramya et al., 2019; Yap et al., 2021). Una situación similar 

fue reportada por Jesser et al. (2020a) quienes trabajando con nanoemulsiones de aceite de 

menta y palmarosa sobre este mismo modelo celular reportaron efectos leves luego de 24 h. 

Además, se ha informado que las NPs de policaprolactona cargadas con AEs de O. vulgare y 

Thymus capitatus y las NPs de quitosano elaboradas con aceite E. cardomomum no afectaron a 

la viabilidad celular de queratinocitos humanos y células epiteliales de la córnea luego de 24 h 

de exposición (Jamil et al., 2016; Kapustová et al., 2021). Por último, las nanoemulsiones de los 

AEs de C. citratus y E. globulus no tuvieron efectos citotóxicos en las células mononucleares de 

la sangre periférica luego de 24 h (Bonferroni et al., 2017; de Godoi et al., 2017). 
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A las 48 h de exposición, se observó que las NPs de menta, palmarosa, lavanda y orégano 

revertieron sus efectos sobre la viabilidad celular y únicamente las NPs de geranio y árbol de té 

ejercieron un efecto citotóxico. Es probable que la reversión observada se deba a que los efectos 

que generan las NPs durante las primeras 24 h se compensan, debido a que la disfunción celular 

ocasionada sea leve, y los procesos de adaptación y reparación celular se incrementen, 

promoviendo un aumento en la tasa de crecimiento de las células, que en esta fase del cultivo 

(hasta las 48 h) actúa como un mecanismo compensatorio. Por último, a las 72 h se observó que 

las NPs de geranio revirtieron sus efectos, y solo las NPs de árbol de té acentuaron su actividad 

citotóxica reduciendo la viabilidad celular a un 47%. Estudios previos demostraron la actividad 

citotóxica de terpien-4-ol y α-terpineol (componentes mayoritarios de las NPs de árbol de té) en 

distintas líneas celulares (Chen et al., 2020; di Martile et al., 2021; Loughlin et al., 2008; Sales et 

al., 2020). 

En líneas generales, se observó los efectos de las NPs sobre la viabilidad de células fenotipo 

osteoblástico disminuye a medida que el tiempo de exposición se incrementa. Aunque son 

necesarios mayores estudios que permitan comprender los efectos de las NPs desarrolladas en 

la presente tesis tanto en distintas líneas celulares como modelos animales experimentales, 

estos resultados preliminares permiten inferir la seguridad de estas nanoformulaciones para el 

ser humano y ambiente. 
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4. E. Conclusiones 

 Al analizar la actividad insecticida de los AEs y sus NPs en Cx. p. pipiens, se observó que 

las NPs de geranio, lavanda, orégano y árbol de té potenciaron los efectos de los AEs. 

Además, los AEs de orégano y laurel y las NPs de geranio y orégano, resultaron ser 

selectivos para Cx. p. pipiens en comparación con el organismo no blanco acuático A. 

salina.  

 En cuanto a los bioensayos ecotoxicológicos realizados, se pudo observar que tanto los 

AEs y sus NPs presentaron una leve toxicidad para el organismo no blanco acuático A. 

salina, siendo las NPs de geranio las que generaron un menor efecto tóxico que el aceite 

libre. Respecto a los organismos no blanco terrestres, se pudo comprobar que los AEs y 

sus NPs produjeron una baja tasa de mortalidad en T. molitor y B. dubia, lo que se 

sugiere que son prácticamente seguros para estos organismos. 

 En el bioensayo de viabilidad de celular, se comprobó que a las 24 h de exposición, 

ninguna de las NPs generó efecto citotóxico sobre células de fenotipo osteoblástico. A 

las 48 h, las NPs de geranio y árbol de té demostraron tener efectos citotóxicos. Sin 

embargo, a las 72 h, las NPs de geranio revirtieron dichos efectos, mientras que solo las 

NPs de árbol de té intensificaron su actividad citotóxica disminuyendo la viabilidad 

celular a un 47%. 
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5. CONSIDERACIONES FINALES 

Esta tesis proporciona una perspectiva sobre el diseño y la caracterización de nanopartículas 

poliméricas de PEG 6000 cargadas con AEs con el fin último de potenciar sus efectos letales y 

subletales en insectos plaga de producto almacenado, S. oryzae y L. serricorne.  

Inicialmente, se analizó la composición química de los AEs de menta, palmarosa, geranio, 

lavanda, orégano, laurel y árbol de té por CG-EM indicando que distintos monoterpenos y 

sesquiterpenos fueron los compuestos mayoritarios. Teniendo en cuenta la bioactividad, los AEs 

de geranio y orégano fueron los más efectivos en el control de S. oryzae y L. serricorne, dado 

que generaron efectos letales (por exposición a superficies tratadas y/o a vapores) y subletales 

(repelencia y alteraciones en el comportamiento y/o fisiología nutricional) (Láminas 5.1 y 5.2).  

Es sabido que las fuertes limitaciones de los AEs, como su baja solubilidad y alta inestabilidad, 

dificultan su uso masivo como bioinsecticidas en el sector agroalimentario. Por esta razón, se 

desarrollaron nanopartículas poliméricas de todos los AEs por el método de fusión-dispersión, 

que es una metodología de síntesis práctica, reproducible y efectiva. El PEG 6000 se utilizó como 

sistema matricial dado que es un polímero de fácil procesamiento y biodegradable. Los estudios 

de caracterización revelaron que las NPs tuvieron una EC>70% y un rango de tamaños entre 191 

y 534 nm, con una distribución monodispersa (aceites de palmarosa, geranio, orégano y laurel), 

variable (AEs de lavanda y árbol de té) y polidispersa (aceite de menta). Al igual que los aceites 

libres, las NPs de geranio y orégano fueron las más efectivas en el control de S. oryzae y L. 

serricorne, al mantener y potenciar la actividad insecticida de los AEs por exposición a superficies 

tratadas, los efectos repelentes, y alterar la fisiología nutricional y variables conductuales de 

ambos insectos plaga (Láminas 5.1 y 5.2); además ambas NPs fueron selectivas para larvas de Cx 

p. pipiens. De este estudio, se desprende que los constituyentes mayoritarios de los AEs 

aumentan en porcentaje relativo dentro de las NPs y sumado a su pequeño tamaño, alta 

solubilidad y agregación, permiten una mayor absorción e interacción de estos productos con 
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los tejidos biológicos, incrementando su bioactividad.  

Por otro lado, dados los resultados de los estudios ecotoxicológicos, se puede concluir que todas 

las NPs resultaron ser seguras para organismos no blanco terrestres como T. molitor y B. dubia, 

y ligeramente tóxicas en A. salina. En células de fenotipo osteoblástico, luego de 72 h de 

exposición, solo las NPs elaboradas con AE de árbol de té generaron efectos citotóxicos.  

Los futuros trabajos deberán estar destinados a desarrollar NPs a través de metodologías que 

usen menor cantidad de polímero y generen NPs con una distribución homogénea de tamaños. 

También, debería enfocarse en la encapsulación de mezclas binarias o ternarias de componentes 

de AEs con diferentes vías de acción probadas junto con insecticidas sintéticos a fin de generar 

nanoformulaciones con actividad sinérgica que disminuyan la cantidad a aplicar de productos 

sintéticos. 

 Además, resulta necesario ampliar los estudios sobre las interacciones de las NPs poliméricas 

desarrolladas en este trabajo con microorganismos, plantas y otros animales de diferentes 

niveles tróficos para tener datos sobre el destino ambiental de estas nanoformulaciones y su 

posible impacto negativo en diversos organismos no blanco. 

A fin de visualizar los efectos a campo, se espera que las NPs puedan aplicarse en las superficies 

de las instalaciones de acopio, maquinarias, sistemas de norias y cintas de transporte (previo al 

ingreso del grano a depósito), para controlar y prevenir las infestaciones de insectos plaga.  

En conclusión, en esta tesis se contribuyó al desarrollo de nuevos nanoinsecticidas, 

consolidando la metodología de formulación y sentando los efectos letales y subletales en 

insectos plaga de productos almacenado.  
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Lámina 5.1. Resumen de los efectos letales y subletales de los AEs y sus NPs en S. oryzae.                 Alta actividad por exposición a superficies tratadas, 

fumigante y repelencia.                            Fuertes modificaciones de variables comportamentales.          Disminución de índices nutricionales. 
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Lámina 5.1. Resumen de los efectos letales y subletales de los AEs y sus NPs en L. serricorne.               Alta actividad por exposición a superficies tratadas, 

fumigante y repelencia.                            Fuertes modificaciones de variables comportamentales.          Disminución de índices nutricionales. 
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