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1. RESUMEN

Uno de los principales retos para el sector agricola es el control de plagas. La
aplicacion indiscriminada de pesticidas sintéticos ha impactado de forma negativa al
medio ambiente y a la salud humana, asi como facilitado el desarrollo de resistencia en
plagas de cultivo y producto almacenado. Los metabolitos secundarios de plantas son
una alternativa més segura a los pesticidas convencionales. Los aceites esenciales han
sido ampliamente estudiados por sus multiples actividades bioldgicas frente a plagas de
importancia econdémica, no obstante, su uso se ha visto limitada dada su alta volatilidad,
baja solubilidad en agua, e inestabilidad quimica,. Los nanosistemas representan una

posible solucién, fungiendo como vehiculo y proteccion para su aplicacion.

En este trabajo de tesis, los aceites esenciales de Salvia apiana y Salvia
clevelandii, nativas de Baja California, fueron extraidos por hidrodestilaciéon por arrastre
de vapor. Posteriormente, se prepararon nanoemulsiones tanto de los aceites como del
monoterpeno aislado eucaliptol, presente en ambos aceites, mediante el método de baja
energia de inversion catastroéfica de fase, y se determinaron los tamafios de particula e
indice de polidispersion por dispersion de luz dinamica. La estabilidad de las emulsiones
se determind por sometimiento a estrés gravitacional por centrifugacion, asi como por un
andlisis en el equipo Turbiscan. Las actividades biocidas fueron evaluadas frente a tres
artrépodos, plagas agricolas, Tetranychus urticae, Rhopalosiphum maidis, y Bemisia

tabaci.
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Se generaron nanoemulsiones con proporciones aceite:surfactante:agua de
0.5:1:0.8 para eucaliptol y el aceite de S. apiana, S. apiana, y de 0.5:0.5:9 para el aceite
esencial de S. clevelandii, con tamafios promedio de particula entre 14.7 y 44.5 nm. Las
formulaciones se mostraron estables después de centrifugacion, y el analisis por
Turbiscan mostré ausencia de migracion de particulas y variaciones en las sefales de

retrodispersion de maximo 4.

Las nanoemulsiones mostraron un incremento en la bioactividad como fumigantes
frente a los artropodos, en comparacion con los compuestos libres. Estos resultados
sugieren que los nanosistemas pueden proveer a los compuestos volatiles de proteccion

frente a la volatilizacién, mejorando su actividad bioldgica.
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2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad biocida y repelente de los aceites esenciales encapsulados

de plantas del género Salvia frente a plagas agricolas.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener aceites esenciales de las especies vegetales S. apiana y S. clevelandii

mediante la técnica de extraccion por hidrodestilacion.

2. Generar y caracterizar micro y nano sistemas de los aceites esenciales obtenidos

de S. apiana y S. clevelandii.

3. Reproducir en invernadero al acaro Tetranychus urticae, el pulgdn del maiz
Rhopalosiphum maidis, y la mosca blanca Bemisia tabaco, que seran utilizado
como modelos experimentales para los ensayos de tipo acaricida, aficida, e

insecticida.

4. Evaluar la actividad biocida de los aceites esenciales de S. apiana y S. clevelandii

libres y encapsulados frente a plagas agricolas.

5. Comparar el potencial fitotéxico de los aceites esenciales encapsulados en

comparacion con el efecto de los aceites esenciales en estado libre.
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Los sistemas encapsulantes favorecen el uso de aceites esenciales volatiles

obtenidos de las plantas del género Salvia, como pesticidas frente a plagas agricolas.
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4, INTRODUCCION

Uno de los principales problemas a los que se enfrenta el sector agricola es la
reduccién del rendimiento ocasionado por las plagas de cultivo y producto almacenado.

Se calcula que, actualmente, cerca del 40% del producto agricola global se pierde por

insectos y fitopatogenos (Fu, et al., 2023). Algunos insectos considerados plagas
destructivas en multiples hospederos son: la arafia roja, el pulgén del maiz, y la mosca

blanca.

El &caro Tetranychus urticae Koch (Fig. 1 ) es una plaga agricola de distribucién
global con mas de 200 plantas hospederas, responsable de pérdidas significativas en
cultivos de hortalizas y plantas ornamentales de importancia econémica (Agut, et al.,

2018; Taghizadeh & Chi, 2022). Estos acaros se desarrollan en el envés de las hojas,

perforando el mesdfilo de las células con su estilete para alimentarse, causando los

puntos cloréticos caracteristicos (Fig. 2) (Harris, et al., 2017; Jonckheere, et al., 2016).

Figura 1. Colonia de T. urticae. Fuente: Aleksey Gnilenkov. Flickr
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En los dltimos afios, se ha registrado un incremento en los reportes de desarrollo
de resistencia de esta plaga a acaricidas sintéticos, tales como organofosfatos, dicofol,

hexitiazox, clofentezina, fenpiroximato y abamectina (Cardenas-Ortega, et al., 2015;

Adesanya, et al., 2021; Sun, et al., 2022).

Figura 2. Dafio por fitofagia ocasionado por T. urticae. Fuente: Kansas State University.

June 2016 — Extension Entomology (k-state.edu)

Rhopalosiphum maidis Fitch, también conocido como el pulgén del maiz, es una

de las plagas mas comunes en maiz, asi como en diversos cultivos de cereales como

cebada, avena, centeno, y sorgo alrededor del mundo (Capinera, 2001). Este afido

genera pérdidas anuales de hasta el 15% de maiz para consumo humano (Alam, et al.

2015) al ocasionar dafio directo y al alimentarse de la savia, asi como afectaciones
indirectas al promover el crecimiento de hongos o como vector de virus fitopatégenos

(Straub & Emmet, 1992; Fuchsberg, et al., 2007), incluyendo el virus del mosaico

enanizante del maiz, virus clorético del maiz, y el virus de la hoja amarilla de la cafia de

azucar (Edde, 2022; Carena & Glogoza, 2004).
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Bemisia tabaci Gennadius, comunmente llamada mosca blanca, engloba por lo

menos 44 especies gemelas que son morfologicamente indistinguibles (Guo, et al.

2020), y es considerada una de las plagas agricolas mas destructivas (Johnston, et al.,

2022) para méas de 600 plantas hospederas en el mundo, ocasionando pérdidas de

importancia en cultivos comerciales como camote, tomates, y cucurbitaceas (Shah, et

al., 2020; Zhang, et al., 2021; Li, et al., 2022). Tanto los estadios ninfales como las

adultas, se alimentan del floema, excretando una mielecilla que puede propiciar el
crecimiento de hongos tipo fumagina en las plantas, dificultando la fotosintesis (Fig. 3)

(Onstad, 2014; Edde, 2022). Aunado a esto, B. tabaci funge como vector en la

transmision de, por lo menos, 100 virus fitopatogenos (Roy, et al., 2022), incluido el virus

de la hoja amarilla del tomate (TYLCV) (Hogenhout, et al., 2008; Czosnek, et al., 2021).

El rapido desarrollo y reproduccion de estas plagas favorece un acelerado
incremento poblacional, que es traducido en un rapido decline de los hospederos

(Padjama, 2016; Johnston, et al., 2022; Tehri, et al., 2014); asimismo, el papel de estos

artropodos en la transmision de virus fitopatdgenos, asi como los crecientes reportes de
resistencia a pesticidas han convertido su control en una prioridad para los agricultores,

gue dependen principalmente de productos agroquimicos sintéticos (Nauen & Konanz,

2005; Satar, et al., 2018; Alam, et al., 2020; Toledo, et al., 2020; Rabbi, et al., 2021).

Actualmente el uso de agroquimicos constituye un elemento integral de la

produccion en la agricultura moderna. Desde los afios cuarenta, su uso ha aumentado
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de manera continua, y aunque hoy en dia se observa una tendencia a la reduccion de
estas sustancias en paises desarrollados, éstos se siguen aplicando en forma intensiva

en paises en vias de desarrollo como México (Sato, et al., 2005).

Figura 3. (Arriba) infestacion de B. tabaci en berenjena. (Abajo) Acercamiento a individuos
perforando la planta con su estilete para alimentarse. Fuente: Natalia Barboza,
http://dx.doi.org/10.15517/rbt.v67i3.33457
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La FAO (FAO, 1995) define plaguicida como cualquier sustancia o mezcla de

sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los
vectores de enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de
plantas o animales que causan perjuicio o que interfieren de cualquier forma en la
produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte y comercializaciéon de los
alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o alimentos para
animales, o que pueden administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos

u otras plagas en o sobre sus cuerpos (Okwute, 2012).

Durante los ultimos afios el combate a los insectos, nematodos, y acaros que son
plagas en la agricultura y medio rural, harecaido principalmente en el uso de insecticidas
sintéticos. En las ultimas décadas existe una creciente preocupacion por el impacto
negativo del uso indiscriminado de pesticidas sintéticos tanto en la salud humana, como
en el ambiente. Los compuestos derivados del metabolismo secundario de las plantas
han sido propuestos como alternativas mas seguras y sustentables al enfoque
convencional en el control de plagas. Existen multiples reportes de fitoquimicos con
actividad biolégica frente a insectos, entre estos compuestos, destacan los
monoterpenoides, componentes principales de los aceites esenciales encontrados en
plantas aromaticas, y que son parte de los mecanismos quimicos de defensa natural

vegetal frente a patdégenos, insectos, y otros herbivoros (Hallahan, 2000).

Los productos o extractos naturales, como los aceites esenciales, pueden ser

agentes ideales para el control plagas, dado que, en general, son como una alternativa
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segura y de bajo impacto ambiental, ademas, estan conformados por mas de un
compuesto activo, por lo que la resistencia tiende a desarrollarse lentamente. Una gran
ventaja de la investigacion de principios activos provenientes de fuentes naturales es que
dichos compuestos son susceptibles a modificaciones quimicas con la finalidad de

potencializar la actividad biol6gica, desarrollando productos mas potentes y seguros.

Alrededor del mundo se han llevado a cabo estudios de actividad insecticida del
aceite esencial de salvias frente a patdégenos agricolas, encontrando que algunos de los
componentes mayoritarios de dichos aceites como [B-cariofileno, 6xido de cariofileno,

tujona, alcanfor, eucaliptol y canfeno presentan potencial contra plagas (Lamari, et al.,

2014; Cardenas-Ortega, et al., 2015). El principal reto para el empleo de aceites

esenciales en el control de plagas es la volatilidad de los compuestos presentes en estos
aceites, asi como su alta oxidabilidad. El nanoencapsulamiento se plantea como un
vehiculo que permita la proteccion de los aceites esenciales a la exposicion al oxigeno

ambiental, asi como propiciar una liberacion mas paulatina de los mismos.
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5. GENERALIDADES

5.1 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son liquidos hidrofébicos, volatiles, compuestos de
metabolitos secundarios, principalmente monoterpenoides, sesquiterpenoides, Yy
fenilpropanoides (Fig. 4). Sin embargo, su composicidén presenta variaciones cualitativas
y cuantitativas en funcion de la genética de la planta, su locacion geografica, clima,
exposicion solar, precipitacion fluvial, edad, y la presencia de plagas, por nombrar

algunas causas (Rios, 2016; Pereira dos Santos, et al., 2015).

La bioproduccion de aceites esenciales se ve limitada a un namero reducido de
familias botanicas: Apiaceae, Asteraceae, Lamiacea, Lauraceae, Myrtaceae,

Piperaceae, Rutaceae, y Zingiberaceae (Tripathi, et al., 2009). La produccién de estos

compuestos en plantas arométicas es llevada a cabo por células especializadas
presentes en flores (geranio, rosa), hojas (eucalipto, menta), madera (sandalo), corteza

(canela), raiz (valeriana), o rizoma (jengibre), entre otros.
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Figura 4. Componentes de aceites esenciales con actividad biocida y repelente. Primeras tres
filas: monoterpenoides. Cuarta fila: Monoterpenoides y sesquiterpeno. Fila inferior:

Fenilpropanoides.

(Lerdau, et al., 1994; Franzios, et al., 1997; Katiki, et al., 2017; Kim, et al., 2013; Andrés, et al.,
2017; Cao, et al., 2018; Plata-Rueda, et al., 2018; Abdelgaleil, et al., 2019; Wang, et al., 2019;
De Andrade Brito, et al., 2020; Li, et al., 2020)
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5.2 ACEITES ESENCIALES EN EL CONTROL DE PLAGAS

El término plaga engloba a todos aquellos organismos considerados no
deseables, como lo son nematodos, acaros, insectos, y algunos vertebrados tales como

los roedores (Walker & Frederick, 2011). Las plagas agricolas son aquellas especies que

ocasionan dafio o reduccién en el rendimiento de productos agroforestales, asi como a

los productos agricolas en almacén (Sawika & Egbuna, 2020), ocasionando la pérdida

de cerca de una tercera parte de la produccion anual. El uso de pesticidas de origen
sintético es el método mas empleado para el control de plagas, sin embargo, en los
ultimos afios se ha visto un incremento en el interés por la implementacion de practicas
agricolas mas seguras y sostenibles, postulando a los pesticidas de origen botanico

como alternativas a los pesticidas sintéticos tradicionales.

5.2.1 Los aceites esenciales como pesticidas de origen botanico

Los aceites esenciales son clasificados como seguros para vertebrados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de E.E.U.U. (FDA, por sus siglas en inglés)

(EDA, 2019), y su actividad biocida, repelente y efectos subletales sobre insectos han

sido ampliamente estudiadas y reportadas (Tabla 1). El aceite esencial de Citronela

(Cymbopogon spp.) es ampliamente utilizado como repelente de mosquitos, a la vez que
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exhibe actividad biolégica frente a otros organismos como nematodos (Pereira da Silva,

et al.,, 2019; De Freitas Silva, et al., 2020), hongos fitopatégenos (Ali, et al., 2017;

Regnier, et al., 2014) y actividad biocida sobre el afido del eneldo (Hyadaphis foeniculi),

esta Ultima, ademas, es potencializada por el efecto atrayente que este aceite volatil

presenta sobre Cycloneda sanquinea L., principal depredador de este &fido (Abramson

et al., 2006).

Ademas del aceite de citronela, se ha reportado actividad acaricida frente a acaros
fitofagos para una variedad de aceites esenciales, incluidos los aceites de Chamomilla

recuitita, Majorana hortensis (Afify, et al., 2012), Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis

(Laborda, et al., 2013), Salvia fruticosa, Lavandula angustifolia (Chrysargyris, et al.,

2016), y Senecio glaucus (Basaid, et al., 2020). Estos han mostrado actividad frente a la

arafia roja, Tetranychus urticae; Zataria multiflora, y Satureja hortensis son efectivos

frente al acaro de la fresa Tetranychus turkestani (Zandi-Sohani & Ramezani, 2015).

Mientras que Thymbra spicata, Origanum, onites, Mentha spicata, asi como Lavandula
stoechas son efectivos frente a la arafiita roja carmin, Tetranychus cinnabarinus

(Sertkaya, et al., 2010).

También ha sido reportada la efectivad de aceites esenciales de sasafras (Piper
hispidinervum), senecio (Senecio glaucus), eucalipto azul (Eucalyptus globulas), ajowan
(Carum capticum), Haplophyllum tuberculatum y Plectranthus cylindraceus, frente a

nematodos fit6fagos, como biocidas, supresores de oviposicion y viabilidad de
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huevecillos, disminucién de capacidad de infeccion y capacidad nematostatica (Andres

et al., 2017; Basaid, et al., 2020:; Kalaiselvi, et al., 2019: Gupta, et al., 2011; Onifade, et

al., 2008; Kang, et al., 2013).
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Tabla 1. Actividad biocida, repelente, y efectos subletales de aceites esenciales frente a

diversas plagas agricolas.

Orden Especie plaga Familia AE Seccionde la  Aplicacion  Referencia
botanica del planta del AE
AE
Lamiaceae Lavandula Hoja y tallo Fumigacién
stoechas
(Lavanda)
Lamiaceae Mentha spicata Hoja y tallo Fumigacion
(Yerbabuena)
Lamiaceae Origanum onites Hoja y tallo Fumigacion Sertkaya, et

Acari Tetranychus (Orégano) al., 2010
cinnabarinus
(arafiitarojacarmin)  |amiaceae Thymbra spicata  Hoja y tallo Fumigacién

(Tomillo)
Zingiberaceae Curcuma longa Rizoma Asperjado  Cheng, et
(Carcuma) al.,2020
Lamiaceae Satureja hortensis  Hojas Fumigacion
(Satureja)

Acari Tetranychus : : : : _____ Zandi-
turkestani (4caro de  Lamiaceae Zataria multiflora  Hojas Fumigacion ~ Sohani &
la fresa) Ramezani

2015
Asteraceae Chamomilla Planta Asperjado
recutita completa en
(Manzanilla) hospedero Afify, etal.,
Lamiaceae Majorana Planta Asperjado 2012
hortensis completa en
(Mejorana) hospedero
Lamiaceae Rosmarinus Parte aérea Contacto
officinalis
(Romero) Laborda, et
Lamiaceae Salvia officinalis Parte aérea Contacto al., 2013
(Salvia)
Lamiaceae Lavandula Hojas Fumigacién
angustifolia
(Lavanda) Chrysargyri,
. . Lamiaceae Salvia fruticose hojas Fumigacion etal., 2016
Acari Tetr§nychus urticae (Salvia griega)
(arafia roja)
Lamiaceae Mentha spicata Comercial, Fumigacién
(Yerbabuena) NE
Pavela, et
Lamiaceae Ocimum basilicum  Comercial, Fumigacion al., 2016
(Albahaca) NE
Myrtaceae Callistemon vimin ~ Hojas y tallos  Contacto

alis (Calistemon)
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Myrtaceae Eucalyptus Hojas Contacto
bicostata
Myrtaceae Eucalyptus Hojas Contacto Roh, et al.,
maidenii 2013
Myrtaceae Eucalyptus Hojas Contacto
sideroxylm
Myrtaceae Eucalyptus Hojas Contacto
approximans
Verbenaceae  Lippiaoriganoides Hojas Fumigacién Mar, et al.
(Orégano 2018
colombiano)
Verbenaceae  Lippia sidoides Hojas Fumigacion  Cavalcanti,
(Orégano) etal., 2010
Apiaceae Coriandum Comercial, Fumigacion
sativum (Cilantro) NE /contacto
Callosobruchus Myrtaceae Eucalyptus obliqgua  Comercial, Fumigacion
Coleoptera chinensis (gorgojo (Eucalipto) NE /contacto Rani, 2012
del frijol)
Pinaceae Pinus langifolia Comercial, Fumigacion
(Pino) NE /contacto
Lamiaceae Rosmarinus Parte aérea Fumigacién
officinalis
(Romero) Mahmoudva
Callosobruchus Lamiaceae Mentha piperita Parte aérea Fumigacién nd, etal.
Coleoptera maculatus (gorgojo (Menta) 2011
del caupi)
Rutaceae Citrus sinensis Céscara Fumigacion Qyedeji, et
(Naranja dulce) al., 2020
Cruciferae Cocholeria Comercial, Fumigacion
armoracia NE
Lasioderma (Rabano picante) Kim, et al.
Coleoptera serricone Lauraceae Cinnamomum Comercial, Contacto 2003
(escarabajo del cassia (Canela) NE
tabaco)
Lauraceae Cinnamomum Comercial, Contacto
zeylanicum NE Plata-Rueda
Coleoptera Sitophilus granarius (Canela) etal., 2018
(gorgojo del trigo 0 Myrtaceae Syzygium Comercial, Contacto
gorgojo del grano) aromaticum NE
(Clavo de olor)
Coleoptera Ulomoides Poaceae Cymbopogon Comercial, Contacto Plata-Rueda
dermestoides citratus NE etal., 2020
(escarabajo del (Limoncillo)
mani)
Lamiaceae Rosmarinus Hojas Fumigacion
officinalis [Topica
Ceratitis capitata (Romero) Benelli, et
Diptera (mosca de la fruta Lamiaceae Lavandula Hojas Fumigacion al., 2012
del Mediterraneo) angustifolia [Topica
(Lavanda)
Lamiaceae Mentha pulegium  NE Contacto

(Poleo)
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Diptera Drosophila Lamiaceae Mentha spicata NE Contacto Franzios, et
melanogaster (Yerbabuena) al., 1997
(mosca de la fruta)
Lamiaceae Mentha piperita Flores Fumigacién
(Menta)
Drosophila suzukii Park, etal.,
Diptera (Drosofila de alas Lamiaceae Perilla frutescens  Hojas Fumigacién 2016
manchadas) (perilla)
Hemiptera Aphis forbesi Fabaceae Tephrosia vogelii Flores Asperjado Bravim dos
(Afido de la fresa) Santos, et
al., 2021
Amaryllidace  Allium sativum NE Fumigacion  Kim, et al.
ae /contacto 2011
Lamiaceae Micromeria Parte aérea Fumigacion
fruticosa (Ajedrea
Bemisia tabaci blanca) Calmasur, et
Hemiptera (Mosca blanca) Lamiaceae Nepeta racemose  Parte aérea Fumigacion al., 2006
(Hierba gatera)
Lamiaceae Origanum vulgare Parte aérea Fumigacién
(Orégano)
Lamiaceae Thymus vulgaris Hojas Contacto Yang, et
(Tomillo) al.,2010
Rutaceae Citrus aurantium Céscara Fumigacién  Zarrad, et
(Naranjo amargo) al., 2015
Hemiptera Hyadaphis foeniculi  Lamiaceae Hyptis suaveolens  NE Topica Abramson
(Pulgoén) (Planta de Chan) et al.,2006
Apiaceae Cuminum cyminum  Esquizocarpo  Asperjado Benelli, et
(Comino) en al., 2018
hospedero
Asteraceae Santolina Parte aérea Asperjado
chamaecyparissus Czerniewicz
(Abro6tano hembra) etal., 2018
Asteraceae Achillea Parte aérea Asperjado
millefolium
(Milenrama)
Cannabaceae  Cannabis sativa Flores Asperjado  Benelli, et
(Marihuana) en al, 2018-2
) hospedero
Myzus persicae Parte aérea Fumigacion  Kimbaris
Hemiptera (Pulgén del 2010;
melocotonero) Mentha pulegium
Lamiaceae (Poleo) Parte aérea Asperjado
Lamiaceae Origanum Parte aérea Asperjado Petrakis, et
majorana al., 2014
(Mejorana)
Lamiaceae Melissa officinalis  Parte aérea Asperjado
(Toronjil)
Hemiptera Rhopolasiphum Myrtaceae Syzygium Flores Fumigacion  Toledo, et
maidis (Pulgdn del aromaticum al., 2020
cogollo) (Clavo)
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Asteraceae Eupatorium NE Asperjado Umpiérrez,
Trialeurodes buniifolium en etal., 2017
Hemiptera vaporariorum (Chilca negra) hospedero
(Mosca blanca de Atherosperma Laurelia Hojas Fumigacion  Zapata, et
invernadero) taceae sempervirens al., 2016
(Laurel chileno)
Lamiaceae Eplingiella Hojas Fumigacion  Silva, et al.
fruticosa 2019
Hymenoptera  Acromyrmex
balzani (Hormiga Myrtaceae Myrcia lundiana Hojas Fumigacion  Melo, et al.
podadora) 2021
Lamiaceae Origanum onites Hojas Fumigacion
L. (Orégano)
Lepidoptera Polilla mediterranea
de la harina Lamiaceae Satureja thymbra  Hojas Fumigacion Ayvaz, et
L. al., 2010
Polilla india de la Lamiaceae Origanum onites Hojas Fumigacion
Lepidoptera harina L. (Orégano)
Lamiaceae Satureja thymbra  Hojas Fumigacion
L.
Lamiaceae Thymus algeriensis  Parte aérea Fumigacion  Ali, et al.
(Tomillo) 2015
Apiaceae Pimpinella anisum  Esquizocarpo  Tdpica Benelli, et
Lepidoptera Spodoptera (Anis) al., 2018
littoralis (Rosquilla  Apijaceae Crithmum Semillas/ Tépica Pavela, et
verde y negra) maritimum (Hinojo  Parte aérea al., 2017
marino)
Euphorbiacea  Ricinus communis  Comercial, Fumigacion Ali &
e (Ricino) NE Ibrahim
2018
Lamiaceae Ocimun Parte aérea Tépica Benelli, et
gratissimum al., 2019
(Albahaca de
clavo)
Amaryllidace  Allium cepa Hojas Tépica
ae (Cebolla)
Apiaceae Petroselinum Semillas Topica Mansour, et
Orthoptera Schistocerca sativum (Perejil) al., 2015
gregaria (Langosta  Geraniaceae  Pelargonium Planta Tépica
voladora) radula (Geranio)  completa
Amaryllidace  Allium sativum Comerecial, Asperjado  Abdelatti &
ae (Ajo) NE Hartbauer
2020

AE = Aceite esencial NE=No especificado
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5.2.2 Mecanismo de accion de los aceites esenciales como insecticidas

A la fecha, el mecanismo de accion biocida de los aceites esenciales y sus
componentes no ha sido confirmado, sin embargo, su rapido efecto sobre los insectos,
asi como los patrones de conducta observados en los individuos expuestos, apuntan a

un efecto neurotoxico (Enan, 2001). Ademas, los reportes de efectos sinérgicos y

antagonicos en sistemas binarios o multiples de aceites esenciales, asi las divergencias
en las actividades biolégicas exhibidas por un aceite esencial y sus componentes
individuales, apuntan a la existencia de diferentes mecanismos de accion insecticida.
Existen tres principales mecanismos de accion insecticida propuestos para los aceites
esenciales: inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, modificaciones de los receptores
del &cido y-aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés), y activacion de los receptores

octopaminérgicos.

a) Inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)

La acetilcolinesterasa es una enzima neuronal, esencial en las sinapsis
colinérgicas y en la union neuromuscular y neuro-glandular en vertebrados e

invertebrados (Jankowska, et al., 2017; Fishel, 2018; Kim & Lee, 2018).

Diversos estudios han determinado el potencial inhibidor de AChE por parte

de aceites esenciales, incluidos los producidos por Salvia officinalis (Castillo-
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Morales, et al., 2019; Euch, et al., 2019), Salvia lavanduleifolia (Perry, et al., 2002)

y Rosmarinus officinalis (Kiran & Prakash, 2015).

b) Modificacion de los receptores GABA

El aminoacido GABA actia como neurotransmisor en invertebradas. A la
fecha, existen multiples estudios que demuestran la actividad de compuestos
monoterpénicos en los canales GABAérgicos de cloro, que son los principales

objetivos moleculares de los insecticidas comerciales.

Algunos monoterpenos con actividad reportada son timol, carvacrol,
pulegona, linalool, 1,8-cineol, citronelal, a-pineno, limoneno, eugenol, y B-

cariofileo (Lummis & Sattelle, 1985; Robinson, et al., 1986; Priestley, et al., 2003;

Abdelgaleil, etal., 2019; Gashout, et al.,2020; Li, et al., 2020; Toledo, et al.,2020).

c) Interferencia con receptores octopaminérgicos

La octopamina es una amina biogénica que, en invertebrados funge como
neurotransmidor, neuromodulador, neurohormona, transmisor neuromuscular, y
desarrolla un papel importante en la regulacion de los procesos bioldgicos y
fisioldgicos, incluida la regulacion cardiaca, locomocion, reproduccién, y memoria

(Enan, 2001; Atwood & Klose, 2009; Hana & Lange, 2017).
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Existen mdultiples reportes que atribuyen la actividad pesticida de los aceites
esenciales y sus componentes a una posible activacion competitiva de los

receptores octopaminérgicos (Kostyukovsky, et al., 2002; Prince & Berry, 2006;

Jankowska, et al., 2019). Esta interferencia también se ha sido relacionado a

efectos subletales que los aceites esenciales han demostrado sobre plagas, tales
como esterilidad reproductiva y modificaciones a las conductas alimentarias

(Hana & Lange 2017; Neckameyer & Leal, 2017;: Mizunami & Nishino, 2013).

5.2.3 Actividad repelente y efectos subletales

Un grupo amplio de actividades biolégicas que posee una gran importancia en el
control y manejo de plagas son los efectos subletales, es decir, aquellas modificaciones
a la conducta de los invertebrados que impacta su capacidad de supervivencia, como lo

son la locomocion, alimentacion, y reproduccion.

Las propiedades repelentes de los aceites esenciales han sido explotadas frente
a plagas domesticas desde hace muchos afios, como el ampliamente utilizado aceite de
citronela como repelente de mosquitos. No obstante, los aceites esenciales han
demostrado, también, potencial como repelentes frente a plagas agricolas de gran

importancia, como la mosca blanca B. tabaci, el picudo del arroz Sitophillus oryzae, entre
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multiples otras (Liu, et al., 2006; Costa, et al., 2017; Hussein, et al., 2017;Chiluwal, et al.,

2017; Taban, et al., 2017; Reyes, et al., 2019). Asimismo, en un estudio realizado por

Tak e Isman (2017), se evalud el efecto de 20 monoterpenoides frente al acaro T. urticae,

plaga cosmopolita, responsable de grandes pérdidas anuales de cultivo.

5.3 Nanosistemas de aceites esenciales

Pese a la efectividad que demuestran los aceites esenciales, su uso ha sido
sumamente limitada debido al caracter volatil, oxidable, y termolabil de los componentes
de estas mezclas aromaticas. En los ultimos afios se ha hecho uso de la nanotecnologia
para proponer sistemas de nanocapsulas que puedan proveer a los aceites esenciales
de proteccion frente a las condiciones ambientales y paralelamente favorecer su

liberacion paulatina, extendiendo su actividad bioldgica (Tabla 2).

Existe una amplia gama de matrices disponibles para el encapsulado de productos
naturales, con una diversa variedad de propiedades fisicoquimicas para adaptarse a los
requerimientos  especificos, desde polimeros sintéticos hasta alternativas
biodegradables incluidas proteinas (ej. gelatina), carbohidratos (ej. quitosano), gomas

(ej. goma acacia) (Jafari, 2017).
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La seleccion de una matriz para el encapsulado de aceites esenciales debe

considerar una serie de parametros, principalmente la composicioén del aceite esencial

pues de ella depende la interaccidbn que se mantendra con el material encapsulante;

ademas es importante definir los rangos de liberacion deseados, detonadores de

liberacion, como temperatura o pH. Por ultimo, es importante consultar las legislaciones

pertinentes al area de aplicacion para corroborar si los materiales seleccionados son

permitidos. La matriz adecuada puede proveer a los aceites esenciales de la proteccion

y retencién necesarias para exacerbar su actividad biolégica, como ha sido reportado por

diversos autores (Tabla 2).

Tabla 2. Matrices para encapsulado de aceites esenciales.
Material Aceite Método Tamafio Observaciones Referencias
esencial de
particula
Biopolimeros
Satureja Gelacion iénica 192 nm Liberacion paulatina Ahmadi, et al.
hortensis Bioactividad prolongada 2018
Coriandrum Gelacion ibnica  50-80nm Liberacion paulatina Das, etal.,
sativum Bioactividad mejorada 2019
Eugenia Gelacion idnica 40-100 Liberacion paulatina Hasheminejad
Quitosano  caryophyllata nm Bioactividad mejorada ,etal., 2019
Mentha Gelacion i6nica <563.3 Actividad fumigante e Rajkumar, et
piperita nm IAChE mejorada al., 2020
Piper nigrum  Gelacion iénica Prom. Actividad insecticida e Rajkumar, et
527.5nm IAChE mejorada al., 2020-2
Eryngium Gelacion idnica Prom. Bioactividad mejorada Arabpoor, et
campestre 157.8 nm al., 2021
Aceite de Complejacion 582.9 nm Tao, et al.,,
tomillo (amasado) 2014
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B- comercial Complejacion 3226.7 Aumento de actividad
ciclodextrina (Thymus (liofilizacion) nm antimicrobiana
spp.)
B- Mayor estabilidad Rakmai, et al.
ciclodextrina  Piper nigrum Complejacion - Actividad antioxidante 2016
incrementada
Gelatina- Satureja Coacervacion 81-208 Actividad herbicida Taban, etal.,

goma Persa, hortensis compleja nm incrementada 2020

goma Persa,

goma
Arabiga,

Maltodextrin Schinus Secado por 0.2- 40 Liberacion paulatina, Lépez, etal.,
a-goma molle atomizacién pum Actividad insecticida 2014
Arabiga prolongada

Alginato de Satureja Gelacion ibnica  47-117  Bioactividad aumentada Hosseini, et

sodio hortensis pm al., 2013
(entrelazante
CaClz)
Emulsiones
o/w/o
Aceite de
girasol Mezcla de Homogenizacién  75-175 Incremento de Donsi, etal.,

Lecitina de terpenos a alta presion nm bioactividad 2012

soya como

surfactante

Nanoacarreadores
SiO2 Crithmum Cargaacapsula 20-78nm Aumento de actividad Suresh, etal.,
maritimum hueca insecticida 2020

Prom.= Tamafio promedio
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5.3.1 Técnicas empleadas en la elaboracién de nano y

micro sistemas de aceites esenciales

De entre las técnicas reportadas para la generacion de micro y nanosistemas de
aceites esenciales, para la generacion de aceites esenciales, resaltan la emulsificacion,

gelacion idnica y coacervacion compleja.

a) Emulsificacion

Las micro y nanoemulsiones son ampliamente empleadas para promover la

solubilidad en agua de los aceites esenciales (Zhang, et al., 2020). La generacion de

estos sistemas estables puede realizarse por una variedad de métodos como la

homogenizacion a alta presion, que es un método mecéanico de alta energia (Li, et al.

2018), la microfluidizacion, donde una solucidon burda se hace pasar a través de

microcanales que reducen el tamafio de particula (Bai, et al, 2016), y el método de

inversion de fase, referente al fenébmeno de reversion de fase o/w (aceite/agua) a w/o

(agua/aceite) ocurrida por variaciones de temperatura (Preziosi, et al., 2013).

Las nanoemulsiones son generalmente empleadas en la industria alimenticia,

como conservadores de alimentos (Xiong, et al., 2020), o bien, como precursores de

otros tipos de nanosistemas como nanogeles o hanocépsulas.

32




Rocio R. Ayllén Gutiérrez Tesis Doctoral

b) Gelacion iénica

La gelacion ionica se basa en las interacciones idnicas entre polimeros cargados
de manera opuesta, por lo general un polimero catidnico, usualmente quitosano o
alginatos, y una molécula entrelazante aniénica, como tripolifosfato (TPP) o cloruro de

calcio (Fan, et al., 2012; Pant & Singh Negi, 2018).

c) Coacervacion compleja

De manera semejante a la gelacion iénica, la coacervacion compleja se basa en

interacciones electrostaticas entre polimeros de cargas opuestas, usualmente una

proteina y un polisacarido (Zhang, et al., 2012). La coacervacién compleja ha exhibido
algunas ventajas en su implementacion con aceites esenciales: presenta alta eficiencia
de encapsulado, bajo requerimiento de material, y compatibilidad con una amplia

variedad de materiales como matrices (Heckert-Bastos, et al., 2020).

Para esta tesis, se opt6 por la generacion nanoemulsiones, ya que ésta técnica
es adecuada para la generacion sistemas de nucleos lipidos, favoreciendo la solubilidad
en agua, ademas de bajo requerimiento de reactivos, minima toxicidad, alta estabilidad

y bajo requerimiento energético (Bouchemal, et al., 2004; Jaiswal, et al., 2014).
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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6.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS

ACEITES ESENCIALES

6.1.1 Obtencion de aceites esenciales

Recoleccion del material vegetal

La parte aérea (tallo, hoja, y flores) de especies del género Salvia fueron
recolectadas en su habitat natural, ubicado en el municipio de Ensenada, en el estado
de Baja California. Las especies seleccionadas para esta tesis fueron Salvia apiana (Fig.

5) y Salvia clevelandii (Fig. 6).

Salvia apiana

e Fechay hora de recoleccién: 22 de agosto de 2019, 10:30 h
e Lugar de recoleccion: San Antonio de las Minas, Ensenada, B.C.
e Altura: 290 msnm

e Coordenadas: 31°59'32” N 116°38°'7” O
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Figura 5. (I1zg.) Arbusto de Salvia apiana. (Der.) Acercamiento a las hojas

de S. apiana.

Salvia clevelandii

e Fechay hora de recoleccion: 22 de agosto de 2019, 13:00 h
e Lugar de recoleccion: San Antonio de las Minas, Ensenada, B.C.
e Altura: 330 msnm

e Coordenadas: 31°589” N 116°37°'26” O

Figura 6. (I1zg.) Arbusto de Salvia clevelandii. (Der.) Acercamiento a la flor de S.

clevelandii.
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Tratamiento del material vegetal

El material vegetal recolectado se trasladd, en bolsas de papel al Laboratorio de
Productos Naturales, FCQI, UABC. Las hojas y las flores se separaron de los tallos
manualmente, y fueron colocadas sobre una superficie plana, sin exposicion a luz solar
directa, para su secado a temperatura ambiente por un periodo de dos semanas. Previo
a los procedimientos de obtencién de aceite, el material seco fue triturado a trozos de
aproximadamente 1 cm de largo por 1 cm de ancho con el objetivo de incrementar el

area de contacto con el agua.

Obtencion de aceites esenciales por hidrodestilacion

Para la obtencion de aceites esenciales a partir de la parte aérea de las especies
vegetales, se llevaron a cabo procedimientos de hidrodestilacion por arrastre de vapor.
Para el estudio, se pesaron 300 g del material vegetal, los cuales fueron colocados en
un matraz con agua destilada en proporcion 1L por 100g de material vegetal. La
hidrodestilacion se llevd a cabo por 3 h, consideradas a partir del momento de ebullicion

del agua.
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El aceite recuperado se separ6 del agua remanente mediante decantacion. Para
eliminar cualquier residuo de agua, se realizé un secado con sulfato de sodio anhidro
(Na2S04), con el propdsito de reducir al maximo la actividad de agua. Una vez eliminada
el agua, los aceites esenciales se colocaron en frascos ambar bajo atmdésfera inerte de
nitrégeno, sellados con parafiim y envueltos en papel aluminio, limitando la exposicion a
la luz solar y el contacto con el aire. Las muestras fueron almacenadas en dichas

condiciones, a 4°C hasta su posterior empleo.

6.1.2 Caracterizacion de los aceites esenciales

Caracterizacion de los aceites esenciales por CG-EM

El andlisis cromatografico y caracterizacion quimica de los aceites esenciales
obtenidos se llevé a cabo en un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrémetro de
masas (CG-EM) (cromatégrafo de gases Thermo Scientific modelo TRACE 1310 y
espectrometro de masas Thermo Scientific modelo ISQ LT). Una diluciéon de la muestra
en metanol fue inyectada en el equipo, utilizando para el analisis, una columna de 30 m
de largo y diametro interno de 0.25 mm, con grosor de capa de 0.25 um, empleando helio
como gas acarreador. Las condiciones cromatogréaficas del experimento, se observan en

la Tabla 3.
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Tabla 3. Condiciones para los experimentos de cromatografia de gases

Condiciones

Pardmetro

Temperatura del inyector 280°C
Flujo de helio 1 ml/min

Split 50:1

70°C

Temperatura inicial del horno

Gradiente de temperatura 2, 10, y 50 °C/min

Temperatura final del horno 280°C
5 min

Tiempo a la temperatura final

Para la obtencion de los espectros de masas, se utilizd la técnica de ionizacion

por impacto electronico en un espectrometro de masas de cuadruplo sencillo.

Los componentes presentes en el aceite fueron identificados por comparacion con

la libreria NIST98 del espectrometro de masas.
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6.2 GENERACION Y CARACTERIZACION

DE NANOEMULSIONES

a) Generacion de las emulsiones

Para la generacion de nano y micro emulsiones de los aceites esenciales, asi como del
el monoterpeno Eucaliptol comercial (1,8-cineol) (299%, AFC® Sigma-Aldrich), se
siguieron modificaciones a la metodologia propuesta por Ostertag y colaboradores

(Ostertaq, et al., 2012) que consiste en la formacién de un sistema nanomicelar por un

proceso de bajo consumo energético conocido como emulsificacion por inversion
catastréfica de fase (CPI por sus siglas en inglés) (Fig. 7), en el cual se parte de una
emulsién inestable de agua en aceite (w/0) a la que se adiciona gradualmente la fase
acuosa hasta lograr una inversion en las fases, dando como resultado una emulsion

aceite en agua (o/w).

Adicién de
| fase acuosa,
Y bajo
Agitacion magnética, 30 min agitacién Agitacién
‘. 4 ),
o ) 8 /
| _ | el
— ' — — —_— - ;\\A; A
— °/ o —— —_— °/ F———— — e i, T >/\\_/> ""\j/\\
P YA PO YN o o ) /7;/ 5 ‘\\\’\
2N
- - - (
I O .) I O ° I ) .)
L Aceite O Fase acuosa
\Surfactant

Figura 7. Generacion de nanoemulsiones por el método de inversion de fase (Imagen:

elaboracion propia)
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Inicialmente el surfactantey la fase oleosa se combinaron en agitacion magnética por
30 minutos. Posteriormente, se realizé la adicion gota a gota de la fase acuosa
manteniendo agitacion magnética constante. Una vez adicionada, se permitié un periodo
de agitacion adicional para la formacion de la emulsiéon. La emulsién fue almacenada a
temperatura ambiente (25 + 2 °C) para su posterior caracterizacion y evaluacion de

actividad bioldgica.

b) Determinacidn de tamafio de particula e indice de polidispersién (PDI)

La determinacion de la distribucién de tamafio de particula para las microcapsulas
se realizé6 mediante el método de dispersion de luz dindmica (DLS por sus siglas en
inglés), cuyo fundamento es la medicion e interpretacion de la dispersion de la luz como
consecuencia del movimiento browniano de las particulas en suspensién, en un equipo
ZetasizerNano, modelo Zs-90, marca Malvern Instrument. Las muestras fueron

analizadas 24 h después de su generacion, sin dilucién ni tratamiento previo.

c) Evaluacién de estabilidad

La estabilidad de las emulsiones frente a la separacion por efecto de la gravedad, se

determind por dos andlisis:

41




Rocio R. Ayllén Gutiérrez Tesis Doctoral

- Centrifugacion. 15 ml de las formulaciones se centrifugaron a temperatura
ambiente, a 3500 rpm por un periodo de 30 minutos, estas condiciones equivalen

a 30 dias de anaquel (Lachman & Deluca, 1976). Se consideraron como estables

a aquellas formulaciones que no presentaron separacion visible ni cambios en la

turbidez tras ser sometidas a centrifugacion.

- Analisis de estabilidad en equipo Turbiscan. Las formulaciones que resultaron
estables en la prueba por centrifugacion fueron sometidas a un andlisis en el
equipo Turbiscan™Lab Stability Analizer de Formulaction, que permite un analisis
rapido y sensible, sin estrés externo ni efecto mecéanico, de los principales
mecanismos de desestabilizacion que pueden presentarse en una formulacion de
esta naturaleza, como lo son sedimentacion, floculacion, coalescencia, o
formacion de nata; de esta manera, se observo el comportamiento de la muestra
en condiciones normales. Para esta evaluacion, se evaluaron tres parametros, la
intensidad transmitida (T), la intensidad de retrodispersion (BS), y el indice de
estabilidad de Turbiscan (TSI) para la recopilacidon de informacion sobre los
fendbmenos de desestabilizacion que pudieran presentarse en las formulaciones.
Los experimentos se realizaron bajo las condiciones estipuladas en la Tabla 4.
Para la visualizacion y procesamiento de resultados, se emple6 el software

TurbiSoftLab versién 2.3.1.125.
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Tabla 4. Condiciones de experimento para el andlisis de estabilidad en Turbiscan™Lab Stability

Analizer

Condiciones del experimento

Tiempo 1lh
Intervalos de lecturas 25s
Escaneos 145
Temperatura Ambiente
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6.3 EVALUACION DE ACTIVIDADES BIOLOGICAS

6.3.1 Determinacion de la actividad fitotoxica

La determinacion de la fitotoxicidad de los aceites esenciales y el monoterpeno
eucaliptol como fumigantes, se realiz6 mediante un ensayo de alelopatia utilizando como
modelo semillas de quinoa (Chenopodium quinoa). Para mesurar el efecto fitotoxico de
los aceites se evaluaron diversos parametros: inhibicion de la germinacion, elongacion

radicular, y vigor de la semilla.

Para el experimento, se utilizaron almohadillas redondas de algodén de 7 cm que
fueron humedecidas con 8 ml de agua destilada y colocadas sobre la base de cajas Petri
de 9 cm. Posteriormente, se colocaron 20 semillas de quinoa previamente sanitizadas

superficialmente por inmersion en etanol.

Un primer ensayo, tipo ventana bioldgica, se llevé a cabo evaluando los aceites
esenciales a concentraciones de 7, 10, 100, y 1000 ppm para determinar el rango de
efectividad de estos sobre la germinacion de las semillas y elongacion de la radicula.
Partiendo de los resultados obtenidos, se procedié a evaluar a concentraciones en el

intervalo de 10 a 150 ppm, en funcion del desempefio de cada muestra, para ello se
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impregnaron cuadros de 1 x 1 cm de papel fitro Whatman™ no. 2, con volumenes
definidos de los aceites esenciales, los cuales fueron calculados en funcién del volumen
de aire contenido en la caja Petri. El papel filtro impregnado se coloc6 sobre las tapas de
la caja Petri, evitando contacto directo con las semillas, y permitiendo que los
componentes volatiles de los aceites esenciales se difundieran en el aire generando un

efecto fumigante (Fig. 8).

Las cajas fueron selladas con parafilm y colocadas por 7 dias en una superficie
plana con exposicion a la luz y temperaturas naturales, para permitir el fotoperiodo

natural 16/8 y las variaciones térmicas de dia y noche.

Figura 8. llustracion de distribucién de semillas y aceite en las cajas Petri. (I1zq.) Base de
la caja, conteniendo la almohadilla de algoddn y las semillas. (Der.) Tapa de la caja con papel

filtro impregnado de muestra. (Imagen: elaboracion propia)
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La germinacion de las semillas se evalu6 diariamente y la elongacion radicular fue

medida transcurridos los 10 dias. Los célculos de porcentaje de germinacion, porcentaje

de inhibicibn de germinacion, e indice de vigor se realizaron utilizando las siguientes

férmulas:

Semillas germinadas

x100

Germinacion (%) = -
Total de semillas evaluadas

% germinacién en el control—% germinacién en el tratamiento

Inhibicion de germinaCién (%) - % germinacién en el control

(Longitud de la radiculax) (% de germinacién)
100

indice de vigor se la semilla =

*Longitud de la radicula, en cm

x 100

Cada ensayo se llevé a cabo por triplicado, utilizando agua destilada como control

negativo, para los aceites esenciales libres, y una mezcla de agua con surfactante en la

proporcion correspondiente a cada nanoemulsion para la evaluacion de los aceites

encapsulado.
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6.3.2 Determinacion de la actividad acaricida

Para la determinacion de la actividad acaricida por parte de los aceites esenciales
y eucaliptol, se emple6 una adaptacion de la técnica de “Inmersion de circulos de hoja”

reportada por Elbert (Elbert, et al., 1996) que permitiera la evaluacion de las muestras

volatiles a modo de fumigantes.

Como modelo biolégico, se utilizd el acaro Tetranychus urticae, conocido como
arafna roja, recolectado de cultivos de tomate de un huerto urbano de la ciudad de
Tijuana, y reproducido en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) a temperaturas de 26 + 2
°C y 70+ 5% H. R., con un fotoperiodo natural 16:8 h (L:O) en el laboratorio de Quimica

de Productos Naturales de la facultad.

En la base de cajas Petri de 4 cm, se colocaron discos del mismo tamarfio de papel
secante humedecido con agua destilada, sobre ellos, se colocaron discos de hojas de
frijol limpias y secas con el envés de la hoja hacia arriba. Sobre las hojas, fueron
colocados 20 acaros hembra adultas (3 a 5 dias) con la ayuda de un pincel delgado. Las
cajas fueron cubiertas con un disco de papel filtro para evitar que los acaros salieran de
ellas. Las cajas de 4 cm fueron, a su vez, depositadas dentro de cajas Petri de 9 cm,
dentro de las cuales se colocaron cuadros de 1 cm? de papel filtro impregnado de las
muestras a las concentraciones determinadas (Fig. 9). Como control negativo, se utilizd

agua destilada en los ensayos con los aceites libres, y una mezcla de agua con
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surfactante para los ensayos con las hanoemulsiones. Las cajas de 9 cm se dejaron sin
sellar para permitir la volatilizacion de los compuestos volatiles en condiciones no
controladas. Como control positivo en esta tesis comparativa, se realizaron ensayos con
los aceites en cajas selladas con cinta aislante, para evaluar su toxicidad en un ambiente

de baja volatilizacion.

El tratamiento se realizé a temperatura de 25 + 2 °C por en fotoperiodo 16/8 por

24 horas (Badawy, et al., 2010). Transcurrido el periodo de incubacion, se llevd a cabo

un conteo de los acaros muertos bajo microscopio estereoscopio para determinar el
porcentaje de mortalidad, considerando como muertos a aquellos &caros que no
presentaron respuesta a estimulacibn mecéanica. Para cada tratamiento, se llevaron a

cabo tres experimentos independientes, por triplicado.

Q Papel filtro CaJaP_etlc_]e 9cm

o —
" -‘ remb ,/M Petri de 4)2:\
20 arafias hembra e :
x ¥ /f
& > Disco de hoja de {
i
" citrico |.I San
CD Papel secante,
4

]

Caja Petri de 4 cm

Figura 9. Disposicién del ensayo acaricida por fumigacion. Un total de 180 individuos fueron

evaluados para cada concentracion. (Imagen: elaboracién propia).
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Para el célculo de mortalidad corregida, se utilizé la férmula de Abbott, y la
concentracion letal media (CLso) fue determinada por medio de un analisis estadistico

PROBIT.

6.3.3 Determinacion de la actividad aficida

Siguiendo las adaptaciones llevadas a cabo para la evaluacion acaricida, se
determino la capacidad biocida de las muestras frente a &fidos fitéfagos. Como modelo,
se seleccion¢ el afido Rhopalosiphum maidis, conocido como pulgdén de maiz, o pulgén
de la espiga, responsable de disminucion de la calidad y pérdidas en cultivos de maiz.
La reproduccion del afido se llevo a cabo en plantas de maiz (Zea mays L.), en el
Laboratorio de Productos Naturales, de la Facultad de Ciencias Quimicas e ingenieria,
en condiciones de 26 + 2° Cy 70+ 5% H. R., con un fotoperiodo natural 16:8 h (L:O). Los

afidos no fueron previamente expuestos a ningun pesticida.

En ensayo se dispuso en la misma forma que el ensayo acaricida en la seccion
6.3.2 con algunas modificaciones (Fig. 10). Se colocaron 20 pulgones hembra adultas (3
a 6 dias), sin alas, sobre cuadros de hoja de maiz de 3 x 3 cm. Se permitié la exposicion
de los éafidos a los tratamientos por un periodo de 48 h, a 26 + 2° C con fotoperiodo

natural 16/8 h
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Figura 10. Ensayo de actividad aficida por fumigacion, sobre R. maidis. (Imagen: elaboracion

propia)

Para cada una de las muestras evaluadas, se realizaron tres experimentos
independientes por triplicado. Los afidos se consideraron muertos si, al ser estimulados
en el abdomen con un pincel, no exhibi movimiento en sus extremidades, y fueron
contabilizados con ayuda de un microscopio estereoscopio, tras 48 h de exposicion

(Zhou. et al., 2010). Como control negativo, se utilizé agua destilada en los ensayos con

los aceites libres, y una mezcla de agua con surfactante para los ensayos con las
nanoemulsiones. Las cajas de 9 cm se dejaron sin sellar para permitir la volatilizacién de
los compuestos volatiles en condiciones no controladas. Como control positivo en esta
tesis comparativa, se realizaron ensayos con los aceites en cajas selladas con cinta

aislante, para evaluar su toxicidad en un ambiente de baja volatilizacion.
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Para el célculo de mortalidad corregida, se utilizé6 la férmula de Abbott, y la
concentracion letal media (CLso) fue determinada por medio de un analisis estadistico

PROBIT.

6.3.4 Determinacion de la actividad insecticida

La evaluacion de la capacidad insecticida se realizé empleando como modelo a
B. tabaci, conocido como mosca blanca. La reproduccion de los insectos se llevo a cabo
en hojas de calabaza (Cucurbita méaxima L.) en el Laboratorio de Productos Naturales de
la Facultad de Ciencias Quimicas e ingenieria. Las condiciones para la reproduccion
fueron 26 + 2° Cy 70+ 5% H. R. y fueron expuestas o fotoperiodos naturales 16:8 h (L:O).

Los insectos no fueron previamente expuestos a ningun pesticida.

Para la evaluacién de toxicidad por fumigacion de los aceites, se disefid un
experimento similar al descrito en la seccién 6.3.2 para la evaluacion de actividad
acaricida. Discos de 8 cm de diametro de hoja de calabaza fueron colocados en una caja
Petri de 9 cm. Entre 20-30 moscas blancas adultas (2 a 4 dias) fueron recolectadas con
una pipeta transfer modificada, y colocadas sobre la hoja de calabaza. Posteriormente,
se cubrieron con tela muselina para evitar que los insectos escaparan, pero permitir la

adecuada transferencia de gases (Belay, et al., 2012). Alicuotas de aceites
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esenciales/eucaliptol, fueron colocadas en una pieza de papel filtro y adheridas a la
superficie inferior de la tapa de la caja Petri. Para cada experimento se realizaron tres

repeticiones. Transcurridas 9 h de exposicién (Wagan, et al., 2018)., se realiz6 el conteo

de moscas muertas bajo microscopio estereoscopio; las moscas se consideraron
muertas si sus extremidades no presentaron movimiento tras ser estimuladas en el

abdomen con un pincel fino.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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7.1 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS ACEITES

ESENCIALES

7.1.1 Rendimiento de aceites esenciales de S. apiana y S. clevelandii

Para la obtencion de los aceites esenciales de S. apiana y S. clevelandii, se partio
de 1.1y 1.5 kg de material vegetal seco, respectivamente. Para S. apiana, se obtuvo un
rendimiento de 4.86% y con S. clevelandii se observo un rendimiento de 2.76%. Estos
valores representan la proporcién del aceite esencial en relaciébn al peso seco del

material vegetal utilizado.

masa aceite esencial obtenido (g)

x100

Rendimiento de aceites esenciales = : ,
masa material vegetal de partida (g)

Al momento de redaccion de este documento tesis, no se encontraron
publicaciones cientificas previas que indicaran rendimientos de aceites esenciales,
obtenidos por hidrodestilacién, de estas salvias, sin embargo, los resultados si presentan
concordancia con trabajos de tesis previamente desarrollados en nuestro laboratorio,
donde se obtuvieron rendimientos de 4.93% y 3.03% para S. apiana y S. clevelandii S.

clevelandii, respectivamente (Cruz Gasca, 2018). Es importante remarcar que el

rendimiento y la composicion de aceites esenciales, particularmente de plantas
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silvestres, puede presentar variaciones significativas de una cosecha a otro, pues la
produccién de compuestos volatiles se ve directamente afectada por condiciones
climaticas y estrés biotico al que la planta es sometida, los cuales afectan el metabolismo
vegetal, resultando en variaciones significativas en la cantidad y calidad de los aceites

esenciales (Mehalaine & Chenchouni, 2021).

7.1.2 Composicion del aceite esencial de S. apiana

En el cromatograma obtenido tras el analisis del aceite esencial de S. apiana (Fig.
11) se observa la presencia de dos compuestos en mayor proporcion, alcanfor y
eucaliptol, con tiempos de retencién de 17.35 y 10.98 minutos, respectivamente, asi
como canfeno (7.57 min) y a-pineno (6.96 min). Los tiempos de retencion obtenidos,

coinciden con los observados para los mismos compuestos en trabajos llevados a cabo

previamente en este laboratorio (Cruz Gasca, 2018), los cuales fueron realizados en el
mismo equipo y bajo las mismas condiciones de experimento. Los espectros de masa de
los compuestos presentes en el AESA, fueron comparados con la base de datos del

sistema, NIST 98 para su identificacion.
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Alcanfor
T.R.17.35

Eucaliptol
T.R. 10.98

Canfeno

T.R. 7.57
sooocal 1.R. 6.96

. a-pineno

Figura 11. Crorﬁatograma del aceite esencial de S. apiana

Los compuestos de mayor abundancia presentes en el aceite esencial de S.

apiana, se encuentran resumidos en la Tabla 5.

Los monoterpenos oxigenados: alcanfor y eucaliptol (Fig. 12), representaron un
83.5% de la composicién total, con alcanfor presentando una abundancia relativa de
58.29%. Reportes previos mencionan como componente mayoritario del aceite esencial

de S. apiana al eucaliptol, o 1,8-cineol, el cual representa mas del 70% de la composicion

de los aceites obtenidos (Borek, et al., 2006; Krol, et al., 2023), incluyendo en analisis
realizados previamente en el Laboratorio de Productos Naturales, empleando material

vegetal de la misma region. Una de las principales funciones del eucaliptol es disuadir
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fitofagos, estas variaciones en las composiciones previamente reportadas con la
obtenida en este estudio podrian estar relacionadas una baja exposicion a plagas, o bien,
la sobreproduccién de alcanfor podria explicarse por presencia de hongos fitopatégenos
0 una alta competencia por recursos con otras plantas, esto en funcion del papel de este

monoterpeno como fungicida y alelopatico (Okamoto, et al., 2011).

Tabla 5. Componentes mayoritarios S. apiana

Compuesto Tipo de Tiempo de % Abundancia*
compuesto retencién (min)
Alcanfor MO 17.35 58.29
Eucaliptol MO 10.98 25.22
Canfeno MH 7.57 2.02
a-pineno MH 6.96 1.78

MO= monoterpeno oxigenado, MH= monoterpeno.hidrocarbonado *El 12.69% restante corresponde al
restode los componentes presentes en el AESA en menor abundancia: B-felandreno, limoneno, B-pineno,

naftaleno, cariofileno, a-terpineol, f-mirceno, a-bisabolol.

Alcanfor Canfeno

a - pineno
Eucaliptol

Figura 12. Componentes mayoritarios del aceite esencial de S. apiana

Los cromatogramas y espectros de masas se encuentran en la seccién 11. Anexos.
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7.1.3 Composicion de S. clevelandii

En el cromatograma del aceite esencial de S. clevelandii (Fig. 13) muestra la
presencia de un compuesto mayoritario con tiempo de retencion de 31.2 minutos, este
compuesto fue identificado como acetato de 2-feniletilo, por comparacion del espectro
de masas obtenido con el de la base de datos NIST (ver Anexos) . Nuevamente, los
tiempos de retencion observados para los componentes del AESC, coinciden con los

observados en trabajos previamente realizados en este laboratorio (Cruz Gasca, 2018),

bajo las mismas condiciones de experimento y en el mismo equipo. Los espectros de
masa de los compuestos presentes en el AESC, fueron comparados con la base de datos

del sistema, NIST 98 para su identificacion.

Acetato de
2-feniletilo

TR

Linalool ’

TR.143

Al Naftalen '

p TR.26.3
TR.17.3

Eucalipt TR.28.2
TR.10.9

Figura 13. Cromatograma del aceite esencial de S. clevelandii.
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Los componentes mayoritarios del aceite esencial de S. clevelandii se detallan en
la Tabla 6. Al momento de la redaccion de este documento tesis, no fueron encontradas
publicaciones cientificas con reportes de la composicion del aceite esencial de S.

clevelandii.

El compuesto de mayor presencia es el acetato de 2-feniletilo (Fig. 14), con un
tiempo de retencion de 31.1 minutos, este éster volatil presenta un intenso aroma floral
y a miel, que podria ser el responsable de la fragancia caracteristica de S. clevelandii.
Es un compuesto derivado del 2-feniletanol (Fig. 15), que también se encuentra presente
en este aceite esencial como compuesto minoritario, con una abundancia relativa de
1.8% y un tiempo de retencién de 15.4 minutos, y que presenta actividad biocida

documentada (Martinez-Avila, et al., 2018).

El monoterpeno aciclico linalool, represento el 21% de la composicion del aceite
esencial de S. clevelandii, este alcohol esta presente mayoritariamente en el aceite

esencial de lavanda y ha sido reportado por sus mdultiples actividades bioldgicas,

incluyendo antimicrobiana e insecticida (Beier, et al., 2014; Souto, et al., 2018).
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Tabla 6. Componentes mayoritarios del aceite esencial de S. clevelandii

Compuesto Tipo de Tiempo de % Abundancia*
compuesto retencién (min)

Acetato de 2-feniletilo Ester volatil 31.24 32.68
Linalool MO 14.37 21.01
Alcanfor MO 17.31 12.80

B-panasinseno SH 26.33 7.47
Eucaliptol MO 10.97 3.90

MO= monoterpeno oxigenado, SH= sesquiterpeno hidrocarbonado. *El 12.69% restante corresponde al
resto de los componentes presentes en el AESC en menor abundancia: a-cadinol, isoaromadendreno, 2-

feniletanol, geraniol, D-germacreno. .

Acetato de 2-feniletilo Linalool Alcanfor b-panasinseno Eucaliptol

Figura 14. Componentes mayoritarios del aceite esencial de S. clevelandii

HO

Figura 15. Estructura del 2-feniletanol
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7.2 GENERACION Y CARACTERIZACION DE

NANOEMULSIONES

7.2.1 Nanoemulsion de eucaliptol

Inicialmente se elabord un diagrama pseudoternario (Fig. 16), con la finalidad de
discernir las proporciones entre los tres componentes de la emulsion que favorecen la
formacion de un sistema homogéneo. Para la generacion del diagrama, se generaron
emulsiones con atencion a las variaciones en la proporcion de fase oleosa y surfactante,
empleando el método de titulacion, en el cual una mezcla compuesta por la fase oleosa
y el surfactante es combinada con la fase acuosa gota a gota hasta obtener una mezcla

isotrépica, transparente, y con homogeneidad visual (Schmidts, et al., 2009). Como

surfactante, se seleccioné el tensoactivo no-iénico Triton X-100, ya que, en un ensayo
preliminar, se observo que la interaccion entre Tween 20y Tween 80 con la fase oleosa

interrumpia el punto critico de inversion de fases.

AGUA
0.00

1.00
) 0.00

FASE y i ’ ’
oteosa %00 025 0.50 0.75 1.00 TENSOACTIVO

Figura 16. Diagrama pseudoternario de eucaliptol y AESC. Los puntos rojos corresponden a la

region de nanoemulsion, mientras que los verdes a macroemulsiones.
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Las formulaciones generadas para la construccion del diagrama, si bien
mostraban caracteristicas adecuadas de homogeneidad y transparencia, no
demostraron alta estabilidad frente a la separacion por estrés gravitacional, por ende, se
procedio a realizar un andlisis del efecto de los diferentes parametros en la estabilidad
de las emulsiones. Las condiciones para cada una de las 14 formulaciones generadas a
partir del monoterpeno eucaliptol, que seran discutidas en esta seccion, se detallan en la
Tabla 7. Como punto de partida, se seleccion6 la composicibn fase
oleosa:surfactante:fase acuosa, que sera referida como o:s:w, 0.5:1:8.5 (NEE1) , pues
presentd menor separacion de fases tras ser sometida a centrifugacion, en comparacion

con las formulaciones con codigo alfanumérico NEE2 y NEE3.

Posteriormente se planteé un sistema binario con un tensoactivo de mayor
balance hidrofilico-lipofilico (HLB) para favorecer la solubilizacién de las micelas en la
fase acuosa, seleccionandose el Tween 20 en distintas proporciones (NEE4 a NEES),
siento Triton-x100:Tween 20 en proporcion 7:3 la mas adecuada para el favorecer un
sistema estable. No obstante, se observd una alta heterogeneidad en el tamafio de
particula, por lo que se procedié a realizar ligeras variaciones en el resto de los
parametros para encontrar las condiciones optimizadas para una emulsidon uniforme

ademas de estable.
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Tabla 7. Condiciones para las formulaciones del monoterpeno eucaliptol

Formulaci6 Composicién  Surfactant Sistema HLB Tiempo Vel. Estabilidad
n . e binario de adicion aT.
(0:stw) Triton: agitacion deagua  Ambiente
Tween20

NEE1 0.5:1:8.5 T X-100 N/A 13.51 1h 1 ml/ min NO*

NEE2 0.25:0.5:8.75 T X-100 N/A 13.51 1lh 1 ml/ min NO

NEE3 1:2:7 T X-100 N/A 13.51 1h 1 ml/ min NO

NEE4 0.5:1:8.5 T X-100: 9:1 13.83 1lh 1 ml/ min NO
T20

NEES 0.5:1:8.5 T X-100: 8:2 14.15 1lh 1 ml/ min NO
T20

NEE6 0.5:1:8.5 T X-100: 7:3 14.47 1lh 1 ml/ min SI
T20

NEE7 0.5:1:8.5 T X-100: 6:4 14.79 1h 1 ml/ min SI
T20

NEES8 0.5:1:8.5 T X-100: 5:5 15.10 1h 1 ml/ min NO
T20

NEE9 0.5:1:8.5 T X-100: 7:3 14.47 2h 1 ml/ min SI
T20

NEE10 0.5:1:8.5 T X-100: 7:3 14.47 24 h 1 ml/ min SI
T20

NEE11 0.5:1:8.5 T X-100: 7:3 14.47 2h 0.25 ml/ Sl
T20 min

NEE12 0.5:1:8.5 T X-100: 7:3 14.47 2h 0.5 ml/ SI
T20 min

NEE13 0.5:1:8.5 T X-100: 7:3 14.47 2h 1.5ml/ SI
T20 min

NEE14 0.5:1:8.5 T X-100: 7:3 14.47 2h 4 ml/ min Si
T20

NME = Nanoemulsion de eucaliptol O:S:W = Aceite:Surfactante:Fase acuosa HLB = Balance

hidrofilico-lipofilico *menor separacion de componentes tras centrifugacion
TX100 = Triton X-100 T20 = Tween 20
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Se determin6 que una emulsion (NEE13) con composicion o:s:w de 0.5:1:8.5, con
un sistema binario de tensoactivo Triton x-100:Tween20 7:3, con una velocidad de
adicion de la fase acuosa de 1.5 ml/min y un posterior periodo de agitacion de 2 h,

favorecieron una emulsion con caracteristicas de estabilidad y homogeneidad.

Para todas las formulaciones discutidas, se observaron tamafios de particula de
entre 9.0y 16.5 nm, sin embargo, a excepcion de la emulsion NEE13, todos los sistemas

mostraron una alta polidispersion de tamario.

7.2.1.1 Apariencia visual y tamafio de particula de nanoemulsién NEE13

La evaluacion visual de las nanoemulsiones se llevdé a cabo tras 24 de su
generacion, esto con el proposito de permitir la eliminacion de burbujas generadas por el
movimiento de agitacion. En inspeccion visual detallada, la nanoemulsién de eucaliptol
NEE13 mostré una alta transparencia al ser observada contra una superficie sélida, sin
embargo, al incidir luz sobre ella, podia apreciarse una ligera coloracion azul (Fig. 17).

La formulacion no exhibié separacion de fases ni particulas flotantes visibles al ojo.
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Figura 17. (Izg.) Formulacion NEE13 contra una superficie blanca. La nanoemulsiéon no mostré
separacion de fase o perturbacion en la inspeccion visual, y se observaba altamente
transparente. (Der.) La luz natural atravesando la emulsidn permitia observar una ligera

coloracion azul.

El tamafio promedio de particula de la emulsion NEE13 fue 14.73 £ 0.203 nm (Fig.
18), y un indice de polidispersion (PDI) de 0.178 + 0.01, indicando un sistema
monodisperso. Si bien los tamafios de particula en nanoemulsones usualmente se

encuentran en intervalos de 20 a 200 nm (Ren, et al., 2019), para emulsiones de

monoterpenoides generadas mediante el método de inversion de fase, se han reportado

particulas de tamafios de 17 y 19 nm (Miastkowska & Sliwa, 2020) y tan pequefias como

7 nm al emplear un sonicador (Badawy et al. 2018).

Si bien, los tamafos de particulas en sistemas destinados a aplicacion de
agroquimicos, se reportan desde nm hasta algunas micras, para las nanoemulsiones

desarrollados en esta tesis, se priorizé la estabilidad del sistema, pues, al tratarse de
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aceites volatiles, la separacion de los componentes de la emulsion resultaria en la
pérdida de los compuestos activos. En estudios previos, se ha observado la relacion
entre menores tamafos de particula en nanoemulsiones, asi como de un menor indice

de polidispersion, y el incremento en la estabilidad y vida de anaquel de las mismas

(Sneha & Kumar, 2022; Shi, et al., 2021), esto debido a que menores tamafos de
particula y menor diversidad de tamafios reducen la presencia de mecanismos de

desestabilizacion como floculacion y coalescencia (Marzuki.et al., 2019), que pueden

ocasionar la ruptura de la emulsion por migracion de particulas.

Distribucion de tamario de la emulsion NEE13
14

12

10

Intensidad
()]

1 10 100 1000

Tamafio (nm)

=@ Repetition 1 Repetition 2 =@ Repetition 3

Figura 18. Distribucién de tamafio de didametro de particulas (en nm) por intensidad, de la
nanoemulsion NEE13, observaciones por triplicado de uno de tres experimentos

independientes.
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7.2.1.2 Evaluacion de la estabilidad de la nanoemulsién NEE13

a) Estabilidad frente a centrifugacion

Las formulaciones, NEE13 elaborada por triplicado, almacenadas a temperatura
ambiente por 24 h, fueron expuestas a centrifugacion para determinar su estabilidad
frente a la fuerza gravitacional. La centrifugacion puede acelerar los mecanismos de
desestabilizacion que, en condiciones normales, ocurren de manera paulatina. Las
nanoemulsiones NEE13 no mostraron signos de separacion o modificacion en su
aspecto, ademas de no mostrar modificaciones en la distribucion de tamafio de particula
tras la centrifugacion, por el contrario, las emulsiones previamente evaluadas que

demostraron no ser estables, mostraban claros signos de ruptura de la emulsion.

b) Evaluacion de la estabilidad en el equipo Turbiscan LAB®

Para estudiar los mecanismos de desestabilizacion que pueden resultar en una
ruptura de la emulsion, la emulsion NEE13 fue analizada en Turbiscan LAB® (Fig. 19),
gue proporciona predicciones en tiempo real de los mecanismos mas comunes, como lo
son formacién de nata, floculacion, coalescencia, y sedimentacién. Las mediciones de
estabilidad se basan en la variacion en las sefiales de transmision y retrodispersion,

como resultado de la migracion o coalescencia de las particulas.
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Figura 19. (A) Perfil de delta de transmision (B) Perfil de delta de retrodispersiéon de la
nanoemulsion NEE13. Los datos se reportan en funcion de tiempo (1 h) y altura de la muestra

(mm).
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Todas las muestras evaluadas en Turbiscan fueron analizadas sin dilucion o
mayor preparacion. Los perfiles de deltas de transmision y retrodispersion durante
escaneos por 1 hora (Fig. 19 A, B) fueron estudiados para determinar posibles patrones

de inestabilidad en las formulaciones.

Las sefiales de transmision se mostraron uniformes durante la totalidad del
analisis, con variaciones de +0.3%, y sin presencia de fendmenos de desestabilizaciéon

detectables.

La retrodispersion proporciona informacion sobre la homogeneidad en la
distribucion de las particulas: un aumento en la retrodispersion en el fondo de la muestra
se traduce en migracion de particulas desde la parte superior hasta el fondo
(sedimentacién), mientras que un incremento de la retrodispersion en la parte superior,

indica la formacion de nata.

La variacion en la retrodispersion de la emulsion NEE13 se encontrd dentro del
intervalo £1%, indicando la ausencia de migracion, coalescencia, o floculacion en la
muestra durante el experimento, ademas de que no se detectd variacion en el tamafio

de glébulos, lo que sugiere que la nanoemulsiéon es altamente estable (Celia, et al., 2009;

Mancuso, et al., 2021).
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Las variaciones en los perfiles de transmision y retrodispersion observadas en la
Figura 20 (A, B) por debajo de los 2.5 mmy por encima de los 39 mm, estan relacionados
a distorsiones en el fondo del vial de vidrio, y al menisco y aire en la parte superior del

recipiente, y no son resultado de procesos de desestabilizacion.

7.2.2 Nanoemulsiéon de aceite esencial de S. apiana

Para la generacion de la nanoemulsién del aceite esencial de S. apiana, se
seleccionaron, como punto de partida, las mismas condiciones empleadas en la
elaboracion de la nanoemulsion de eucaliptol, dado su alto contenido de este
monorterpeno. Se observo que la nanoemulsion obtenida bajo estas condiciones (Tabla
8) cumplié con las caracteristicas deseadas de transparencia, homogeneidad en la

distribucion de tamafo de particula, y estabilidad.

Tabla 8. Condiciones para las formulaciones del aceite esencial de S. apiana

Formulacion Composicion Surfactante  Sistema HLB Tiempo Vel. Estabilidad
. binario de adicion aT.
(ors:w) Triton: agitacion deagua  Ambiente
Tween20
NESA1 0.5:1:8.5 T X-100: 7:3 14.47 2h 1.5 ml/ Sl
T20 min
NESA = Nanoemulsion de aceite esencial de S. apiana O:S:W = Aceite:Surfactante:Fase acuosa

HLB = Balance hidrofilico-lipofilico TX100 = Triton X-100 T20 = Tween 20
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7.2.2.1 Apariencia visual y tamafio de particula de nanoemulsion

Transcurridas 24 h de la generacion de la nanoemulsion NESA1, se realizé una
evaluacion visual en la que se pudo observar un alto grado de transparencia, asi como

la ausencia de separacion o particulas suspendidas detectables a simple vista (Fig. 20).

Figura 20. Formulacion NESAL contra una superficie blanca. La nanoemulsién no mostré
separacion de fase o perturbacion en la inspeccion visual, y se observaba altamente

transparente.
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El tamafio de particula de la emulsion NESA1 fue 14.78 £ 0.15 nm (Fig. 21), y un
PDI de 0.271 £ 0.003, presentando un tamafio de particula similar al encontrado para la
nanoemulsion de eucaliptol NEE13, sin embargo, se observé mayor polidispersién. Esto
podria explicarse por la presencia de multiples componentes en un aceite esencial, que
en comparacion con un anico monoterpeno, presentan distintas interacciones con el
tensoactivo, generando ligeras variaciones en los tamafios de micelas. Si bien, el
intervalo aceptable de polidispersion, esta en funcion de la naturaleza del sistemay de
su aplicacion, algunos autores sefialan, que para las nanoemulsiones, se puede
considerar monodispersion cuando se observan PDI en el intervalo de 0.08 hasta 0.3

(Danaei, et al., 2018; Choradiya & Patil, 2021).

Distribucidon de tamano de la emulsion NESA1

= =
(o] o N

Intensidad (Porcentaje)
[e)]

1 10 100 1000
Tamafio (nm)

—8— Repeticion 1 Repeticion2  —@®— Repeticion 3

Figura 21. Distribucién de tamafio de la nanoemulsién NESA1, observaciones por triplicado de

uno de tres experimentos independientes.
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7.2.2.2 Evaluacion de la estabilidad de la nanoemulsién NESA1

a) Estabilidad frente a centrifugacion

Las formulaciones, NESA1 elaborada por triplicado, almacenadas a temperatura
ambiente por 24 h, fueron expuestas a centrifugacion para determinar su estabilidad
frente ala fuerza gravitacional. La nanoemulsion NESA1 no mostro signos de separacion

o modificacion en su aspecto.

b) Evaluacién de la estabilidad en el equipo Turbiscan LAB®

La nanoemulsion NESA1 fue analizada en Turbiscan LAB®, para visualizar la
presencia de posibles de mecanismos de desestabilizacién. Los perfiles de deltas de
transmision y retrodispersion durante escaneos por 1 hora (Fig. 22 A,B) fueron

estudiados para determinar posibles patrones de inestabilidad en las formulaciones.

Las sefiales de transmision se mostraron uniformes durante la totalidad del
analisis, con variaciones de £3%, y sin presencia de fenomenos de desestabilizacion

detectables ni migracién de particulas.
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La variacion en la retrodispersion de la emulsion NESAL1 se encontr6 dentro del
intervalo £2%, indicando la ausencia de migracion, coalescencia, o floculacion en la

muestra durante el experimento, mostrando estabilidad en la formulacion.

Las variaciones en los perfiles de transmision y retrodispersion observadas en la
Figura 22 (A, B) por debajo de los 2.5 mmy por encima de los 39 mm, estan relacionados
a distorsiones en el fondo del vial de vidrio, y al menisco y aire en la parte superior del

recipiente, y no son resultado de procesos de desestabilizacion.

La nanoemulsion de aceite esencial de S. apiana (NESA1) mostro similitudes con
la formulacion de eucaliptol (NEE13), tanto en la caracterizacion de distribucion de
tamarfio de la particula, como en el comportamiento de migracion en las muestras. Ambas
emulsiones mostraron tamafios de particula de alrededor de 14 nm, y variaciones

minimas en los perfiles de transmision y retrodispersion.

Cabe destacar que se observé mayor variacion en las sefiales, principalmente en
retrodispersion, durante los primeros escaneos (color azul), lo cual podria estar
relacionado a movimiento asociado al verter la muestra en el vial empleado para los

andlisis en el equipo, sin embargo, no es una afirmacién concluyente.
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Figura 22. (A) Perfil de delta de transmision (B) Perfil de delta de retrodispersion de la

nanoemulsion NESAL. Los datos se reportan en funcion de tiempo (1 h) y altura de la muestra

(mm).
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7.2.3 Nanoemulsion de aceite esencial de S. clevelandii

Para la generacion de la nanoemulsion del aceite esencial de S. clevelandii,
inicialmente se emplearon las mismas condiciones que en la elaboracion de la
nanoemulsion de eucaliptol NEE13, sin embargo, se observé que estas condiciones
daban como resultado una macroemulsion inestable (Fig. 23), por lo que se procedio a
realizar un trabajo detallado para encontrar las condiciones optimizadas que dieran lugar

a un a nanoemulsién estable, tal como se detalla en la Tabla 9.

Figura 23. Izquierda: Ruptura de la emulsion tras proceso de centrifugado. Derecha: Emulsion

estable tras centrifugado, como comparacion.

Se determindé que utilizando Tween20, observandose, en consecuencia, un
aumento en el HLB , se ocasionaban una interrupcion de la agitacion en el punto critico
de la generacion de la emulsion, ya que la interaccion entre la fase oleosa y este
tensoactivo daban lugar a un gel espeso que no permitia la continuidad del proceso.
Posteriormente se realizaron formulaciones empleando Triton X-100 (NESC7), con

resultados similares, con una formacion de emulsion macroscopica.
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Tabla 9. Condiciones para las formulaciones del aceite esencial de S. clevelandii

Formulacion ~ Composicion  Surfactante Sistema HLB Tiempo Vel. Estabilidad
binario de adicion aT.
(0:stw) Triton: agitacién  de agua Ambiente
Tween20
NESC1 0.5:1:8.5 Triton : 7.3 14.47 2h 1.5 ml/ NO
Tween 20 min
NESC2 0.5:1:8.5 Triton : 55 15.10 2h 1.5 ml/ NO
Tween 20 min
NESC3 0.5:1:85 Tween 20 N/A 16.7 1h 1.5 ml/ NO
min
NESC4 0.5:1:85 Triton : 73 14.47 1h 0.75 ml/ NO
Tween 20 min**
NESC5 0.5:0.5:9 Triton : 73 14.47 1h 1.5 ml/ NO
Tween 20 min
NESC6 0.5:0.5:9 Triton : 73 14.47 1h 0.75 ml/ NO
Tween 20 min**
NESC7 0.5:0.5:9 Triton X-100 N/A 13.51 1h 0.75 ml/ NO
min**
NESC8 0.5:1:8.5 Tween 80 N/A 15 N/A 1.5 ml/ NO
min
NESC9 0.5:1:85 Tween 80 N/A 15 1h 0.75 ml/ NO
min**
NESC10 0.5:1.5:8 Triton : 73 13.95 1h 1.5 ml/ NO
Tween 80 min
NESC11 0.5:1:8.5 Triton : 73 13.95 2h 1.5 ml/ NO
Tween 80 min
NESC12 0.5:1:8.5 Triton : 5:5 14.25 2h 1.5 ml/ NO
Tween 80 min
NESC13 0.5:0.5:9 Triton : 73 13.95 1h 0.75 ml/ SI
Tween 80 min**
NESC14 0.5:0.5:9 Triton : 7:3 13.95 1h 1.5 ml/ Sl
Tween 80 min
NESC = Nanoemulsion de aceite esencial de S. clevelandii o:S:\wW = Aceite:Surfactante:Fase

acuosa HLB = Balance hidrofilico-lipofilico

**Adicidn con aguja hipodérmica

TX100 = Triton X-100 T20 =
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Al utilizar Tween80 (NESC8) se observd, nuevamente, una macroemulsion, sin
embargo, se pudo apreciar una menor interrupcion del agitado en comparacién con los

sistemas previamente generados.

Para las formulaciones NESC10 a NESC12 se utilizé un sistema binario de
surfactante Triton x-100:Tween80 en proporcién 7:3, obteniéndose emulsiones con
mayor transparencia pero carentes de estabilidad. Por Ultimo se propuso utilizar una
proporcion 1:1 de faseo oleosa y tensoactivo, generando una formulacion con

composicion o:s:w de 0.5:0.5:9 (NESC13 y NESC14), dando como resultado emulsiones

con mayor transparencia y logrando las estabilidad de los sistemas, ademés se observé
gue la adicion de fase acuosa a mayor velocidad (NESC14) propiciaba una distribucion

de tamafio méas uniforme.

7.2.3.1 Apariencia visual y tamafio de particula de nanoemulsién

Transcurridas 24 h de la generacion de la nanoemulsibn NESC14, se realiz6 la
inspeccion visual. De los tres sistemas diferentes generados, NEE13, NESAL1 y NESC14,
la emulsion del aceite esencial de S. clevelandii mostré la menor transparencia (Fig. 24)
no obstante, continu6 mostrando una ligera coloracion azul, ademas de no observarse

separacion de fases ni migracion visible de particulas.
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Figura 24. (1zg.) Formulacion NESC14 contra una superficie negra. Se observo una mayor
opacidad en la nanoemulsion, sin embargo, no mostré separacién de fase o perturbacién en la
inspeccion visual. (Der.) La luz natural atravesando la emulsién permitia observar una ligera

coloracioén azul.

Para la nanoemulsion NESC14, se observ6 un tamafio promedio de particula de
44.51 + 8.11 nm (Fig. 25) y un PDI de 0.348 + 0.01, siendo el mayor tamafio de particula
de las tres nanoemulsiones generadas, asi como la mayor variacion en los tamafios
promedio de las poblaciones; dichas variaciones pueden deberse a los distintos
componentes presentes en el aceite esencial de S. clavelandii y sus distintas

interacciones con la matriz, como se discute en la secciéon 7.2.2.1.
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Distribucion de tamafio de la emulsidon NESC14
12

10

Intensidad

1 10 100 1000
Tamafo (nm)

—&— Repeticion 1 Repeticion2  —@— Repeticion 3

Figura 25. Distribucion de tamafio de diametro de particulas (en nm) por intensidad, de la
nanoemulsion NESC14, observaciones por triplicado de uno de tres experimentos

independientes.

7.2.3.2 Evaluacién de la estabilidad de la nanoemulsién NESC14

a) Estabilidad frente a centrifugacion

Las formulaciones, NESC14 elaborada por triplicado, almacenadas a temperatura
ambiente por 24 h, fueron expuestas a centrifugacion para determinar su estabilidad

frente a la fuerza gravitacional. La nanoemulsion NESC14 no mostré signos de

separacion o modificacién en su aspecto.
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b) Evaluacién de la estabilidad en el equipo Turbiscan LAB®

La nanoemulsion NESC14 fue analizada en Turbiscan LAB®, para visualizar la
presencia posible de mecanismos de desestabilizacion. Los perfiles de deltas de

transmision y retrodispersion durante escaneos por 1 hora (Fig. 26 A, B) fueron

estudiados para determinar patrones de inestabilidad presentes en las formulaciones.

Las sefales de transmision (Fig. 26, A) mostraron un incremento respecto al
tiempo en la parte superior de la muestra, observandose hasta un 8% de aumento en la
transmision en los Ultimos escaneos (rojo). Por su parte, el analisis de retrodispersion
(Fig. 26, B) de la muestra, mostro una disminucion en la intensidad de las sefiales en la
parte superior de la muestra hacia el final del andlisis. Estas variaciones pueden
interpretarse como migracion de particulas, observandose una similitud a los patrones
de Turbiscan (Fig. 27) mostrados tanto en los fendmenos de coalescencia/floculacion, y
de sedimentacion de particulas, sugiriendo que el movimiento propio del sistema provoca
la coalicién y formacién de particulas de mayor tamafio, ya sea como agregados o por la

fusion de las micelas, que a su vez tienden a precipitarse.
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Figura 26. (A) Perfil de delta de transmision (B) Perfil de delta de retrodispersion de la

nanoemulsion NESAL. Los datos se reportan en funcion de tiempo (1 h) y altura de la muestra

(mm).
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Las variaciones en los perfiles de transmision y retrodispersion observadas en la

Figura 26 (A,B) por debajo de los 2.5 mm y por encima de los 44.5 mm, estan

relacionados a distorsiones en el fondo del vial de vidrio, y al menisco y aire en la parte

superior del recipiente, y no son resultado de procesos de desestabilizacion.
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Figura 27. Patrones caracteristicos de analisis en Turbiscan para los fenémenos de

sedimentacion (Izg.) y floculacién/coalescencia (Der.)
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7.3 Determinacion de actividades bioldgicas

7.3.1 Evaluacion de fitotoxicidad por alelopatia

El término alelopatia se emplea para definir aquel fenébmeno en el que una especie
vegetal libera compuestos quimicos al ambiente que afectan el crecimiento y desarrollo

de otras plantas (Nishida, et al., 2005). Uno de los ejemplos mas conocidos de este

suceso es el “fendmeno Salvia”, que describe la presencia de zonas de inhibicion de
crecimiento vegetal rodeando a los arbustos de Salvia leucophylla, efecto que ha sido
atribuido a la liberacion de monoterpenos volatiles, principalmente 1,8-cineol (eucaliptol)

y alcanfor (Muller, 1966).

En este ensayo, se evalué de manera comparativa el efecto como fumigante de
los compuestos libres y en emulsion sobre el vigor de semillas de Chenopodium quinoa,
el cual se calcula en funcion de la capacidad de germinacion de las semillas y de la

longitud alcanzada por la radicula.

En la evaluaciéon del impacto sobre la capacidad de germinacion de las semillas,
se observé mayor efecto inhibitorio (Tabla 10) por parte del eucaliptol libre, no obstante,
en nanoemulsion, su efecto téxico sobre las semillas disminuyd notoriamente,
reduciendo el porcentaje de inhibicion en un 70%, sugiriendo un mayor efecto fitotoxico

por exposicion aguda. Por el contrario, para el aceite esencial de S. clevelandii se aprecio
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un incremento de la toxicidad por parte de las nanoemulsiones, mientras que para S.

apiana no se observo diferencia significativa entre los dos sistemas evaluados.

Los parametros de toxicidad (Tabla 11) muestran la menor concentracion media
efectiva (CEso) para el monoterpeno eucaliptol libre, con 178.6 mg/L aire para causar el
50% de inhibicion en la germinacion, observandose un incremento importante de esta
concentracion requerida al encontrarse en nanoemulsion. Para AESA y AESC, tanto
libres como en nanoemulsién, se observan concentraciones CEso altas, por encima de
los 2000 mg/L aire. Estos resultados indican que a las concentraciones evaluadas para
actividad biocida, los aceites esenciales no muestran un efecto importante en la

germinacion de las semillas de C. quinoa.

Si bien, todos los sistemas presentaron inhibicion de la germinacion menor a 50%
hasta la concentracion maxima evaluada, puede observarse que, notoriamente, la mayor
actividad correspondié al monoterpeno eucaliptol. Reportes previos han demostrados
gue algunos monoterpenos volétiles, entre los que destacan eucaliptol y alcanfor, tienen

un efecto sobre la germinacion y crecimiento de especies vegetales (Nishida, et al.,

2005).
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Tabla 10. Efecto de los aceites esenciales libres y encapsulados sobre la germinacién de

semillas de C. quinoa

Concentraciéon

%Inhibicion de germinacién corregido

(mg/L aire)
Eucaliptol NEE13 AESA NESA1 AESC NESC14
libre libre libre
Control* N/A N/A N/A N/A N/A N/A

25 0.0x£0.0 43+1.9 57+29 6.3+3.2 0.0+0.0 45+1.6
50 50%0.0 9.3+ 44 80+ 49 7.1 £5.0 33+ 23 6.8 +2.3
75 39+1.1 11.8+3.6 9.2+4.0 9.2+4.0 3.3+23 79+24
100 42+1.2 12.7 £2.3 9.2 £3.2 9.2+3.0 50 £0.0 85+23
125 423 +1.1 144+ 1.7 85+17 6.8+23 5.0+0.0 96+15
150 494 +2.1 144+ 1.7 19.5+5.3 195+ 34 5.0+0.0 186 + 2.2

mg/L aire en caja Petri. Valores promedio + desviacion estandar, de tres experimentos independientes por
triplicado, evaluando un total de 180 semillas por tratamiento. * Las diferencias observadas enlos controles
son debidas a las variaciones climaticas y de exposicién solar. Los nueve ensayos de un sistema se
realizaron en el mismo dia, bajo las mismas condiciones de luz y temperatura.

Si bien, el efecto sobre la germinacion, principalmente para los aceites esenciales,
no superd el 50% de inhibicién, se observé un efecto mayor sobre el crecimiento de la
radicula, tanto por parte de los aceites libre como de las nanoemulsiones (Tabla 12).
Para el monoterpeno eucaliptol libre se observé hasta un 61% de reduccion en el tamafio

de las radiculas, mientras que la nanoemulsion alcanz6 un 43%.
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Tabla 11. Concentraciones medias efectivas de inhibicion de germinacion de C. quinoa.

Para cada tratamiento, se evaluaron un total de 180 semillas.

Condiciones 2CEso (IC) aCEgs (IC)

de Slope + EE p-value

. mg/L aire mg/L aire
experimento
Eucaliptol

Libre 178.6 (136.8 — 233.2) 557.2 (426.1 — 727.6) 3.73 + 0.059 0.000

Nanoemulsion 2120.9 (595.2 —5772.0) Dato no calculado 0.86 + 0.252 0.098
AE S. apiana

Libre 2507.7 (734.4 — 8562.6) Dato no calculado 0.803 £0.272  0.000

Nanoemulsion 6088.9 (1391.865 — N/A) Dato no calculado 0696 £0.319  0.164

AE S. clevelandii

Libre Datos no calculado

Nanoemulsion 2328.1 (714.6 — 7584.7) Dato no calculado 0.867 +0.262 0.464

aCEso y CEgs representan las concentraciones en mg/L aire (en caja Petri) requeridas para causar 50% y
95% de inhibiciéon de germinacion de semillas de C. quinoa; los intervalos de confianza (IC) se muestran
entre paréntesis. El valor CEso de cada tratamiento que se encuentre entre los limites de confianza de otro
tratamiento indica que no hay diferencia significativa, sinembargo, si los intervalos de confianza (95%) no
se traslapan, hay diferencia significativa. Los datos no calculados corresponden a concentraciones, no
pudieron determinarse de manera confiable.

Para el AESA se registro el mayor efecto en el desarrollo de la radicula, con cerca
de 70% en la reduccion de crecimiento radicular (Fig. 28), tanto para el sistema libre
como su nanoemulsion. Por su parte, el AESC, libre y encapsulado, alcanzé una
reduccion de 68%. Todos los resultados discutidos corresponden a las concentraciones

maximas evaluadas.
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En un estudio publicado en 2015 por Ali y colaboradores (Ali, et al., 2015), se
reportdé un importante efecto fitotoxico del aceite esencial de la hoja de Thymus
algeriensis, con eucaliptol, alcanfor y a-pineno como componentes mayoritarios,
observado en hasta un 100% de inhibicion (a 1mg/ml) en el crecimiento radicular en

alfalfa y trigo. Estos resultados respaldan la capacidad fitotoxica del monoterpeno

Tesis Doctoral

eucaliptol y de algunos de los componentes mayoritarios de los AESA y AESC.

Tabla 12. Efecto de los aceites esenciales libres y encapsulados sobre la elongacion radicular

sobre C. quinoa.

Concentraciéon

Elongacién radicular

(mg/L aire)
Eucaliptol NEE13 AESA NESA1 AESC NESC14
libre libre libre

Control* 422+ 4.2 520+87 208+4.1 345+10 41.2 £10.8 410+ 39
25 33114 51.8+9.0 23125 29.0+£1.6 271+£89 26940

50 326+24 41.4+90 21.2+37 226+16 258+ 7.8 25.7+25

75 243+25 43.3+6.6 16.2 +4.2 21.3+0.9 22.7+6.7 225+26

100 20.7+1.3 393+74 134 + 2.7 149 +05 189+74 19.2+24

125 188+ 25 321+£56 140+ 0.6 148+ 1.1 16.4 + 5.6 16.3+1.3

150 164 + 25 20.7£ 45 79+20 99+11 13.2+5.0 131 +22

mg/L aire en caja Petri. Valores promedio + desviacion estandar, de tres experimentos independientes por
triplicado, evaluando un total de 180 semillas por tratamiento. * Las diferencias observadas enlos controles
son debidas a las variaciones climaticas y de exposicién solar. Los nueve ensayos de un sistema se

realizaron en el mismo dia, bajo las mismas condiciones de luz y temperatura.
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Figura 28. Comparacion del crecimiento radicular de C. quinoa a 150, 75, y 0 mg/L aire

en caja Petri.

Como se menciond en la seccion de metodologias, el indice de vigor es un

parametro que relaciona la capacidad de germinacién y de desarrollo de la semilla,

proporcionando un panorama mas claro de la capacidad de la semilla de convertirse en

una planta.

El mayor impacto sobre el vigor de la semilla (Tabla 13) se observé para eucaliptol

libre, reduciendo el indice en un 80% respecto al control, seguido, muy de cerca por

AESA libre con 78% de reduccion del indice de vigor, y la nanoemulsién de AESC con

74% de reduccion, esto a las maximas concentraciones evaluadas. Nuevamente, la

mayor discrepancia de resultados entre sistema libre y encapsulado, corresponde al

eucaliptol, con la nanoemulsion alcanzando un 51% de reduccion a 150 mg/L. Los

resultados para eucaliptol parecen sugerir que la exposicion aguda inicial a los
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compuestos volatiles provoca un efecto negativo en la capacidad de desarrollo de las

semillas tratadas.

Tabla 13. indice de vigor de la semilla observado bajo los distintos tratamientos.

Concentracion indice de vigor observado*
(mg/L aire)
Eucaliptol NEE13 AESA NESA1l AESC NESC14
libre libre libre
Control* 4.22 £ 0.58 5.20 £ 0.12 298 £ 0.19 3.35+£0.34 412 £0.31 4.03 £0.30
25 3.31+0.48 495 + 0.38 2.17 £ 0.10 2.64 +0.16 2.71 +0.17 252 +0.31
50 3.10 £ 0.67 3.75 £ 0.25 1.95 £ 0.07 1.08 £ 0.29 249 +0.11 2.35+0.27
75 233+0.06 3.82%0.12 1.47 £ 0.10 1.88 + 0.12 2.19 £ 0.09 2.03£0.26
100 1.98+0.70 3.43+0.07 1.22+0.11 1.31+0.17 1.79 £ 0.08 1.73+0.23
125 1.08 £ 0.14 2.74 £ 0.21 1.28 + 0.07 1.35 + 0.07 1.55 + 0.06 145 +0.11
150 0.83+£0.51 254 +0.24 0.63+£0.11 0.77 £0.19 1.25+0.14 1.05 £ 0.20

mg/L aire en caja Petri. Valores promedio de tres experimentos independientes por triplicado, evaluando
un total de 180 semillas por tratamiento (+ desviacion estandar). * Las diferencias observadas en los
controles son debidas a las variaciones climéticas y de exposicion solar. Los nueve ensayos de un sistema
se realizaron en el mismo dia, bajo las mismas condiciones de luz y temperatura.

De manera general, se observd una respuesta efecto- dosis en los ensayos de
fitotoxicidad (Fig. 29), y es posible que una evaluacibn a mayores concentraciones
resulte en un mayor impacto sobre la germinacion y desarrollo de las semillas,
planteando la posibilidad de considerar, principalmente al eucaliptol, como un potencial

herbicida de origen botanico.
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Cabe mencionar que los ensayos de fitotoxicidad se llevaron a cabo en sistemas
sellados para evitar la contaminacion de las radiculas, lo cual afectd directamente la
permanencia de los compuestos volatiles en las cajas, evitando su permeaciéon al
exterior, sin embargo, un estudio fitotdxico era necesario para determinar el posible
efecto negativo de un sistema a nanoescala asi como de los componentes emulsificantes

sobre el desarrollo vegetal.

ReducciOn del indice de vigor de semillas de C. quinoa
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Figura 29. Porcentaje de reduccion del indice de vigor de semillas de C. quinoa.
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7.3.2 Evaluacion de actividad acaricida en cajas Petri selladas

Para evitar redundancia en la discusién de los resultados de actividades
bioldgicas, la discusion de los resultados comparativos entre las actividades observadas
para los aceites esenciales libres y la nanoemulsion frente a los diferentes modelos
biolégicos, se condensd en una seccion separada (7.3.5). En las secciones 7.3.2 a 7.3.4,
se discutiran de manera independiente las actividades bioldgicas observadas para los
aceites esenciales evaluados en cajas Petri selladas, las cuales se consideraron como

control positivo en este estudio comparativo del compuesto encapsulado y libre.

Previo a la realizacién de los ensayos de actividades biologicas, se realizaron
ensayos de tipo ventaja biolégica, la cual consiste en la identificacion del intervalo de
efectividad mediante la evaluacion de rangos amplios de dosis. Se evaluaron las
concentraciones 10 ppm, 40 ppm, 70 ppm, 100 ppm, 150 y 250 ppm, registrando los
valores de concentraciones de ambos aceites esenciales, asi como de eucaliptol en
condiciones selladas, necesarios para alcanzar 100% de mortalidad, dicho valor se

empled como concentracibn maxima en los ensayos presentados.

La toxicidad de los vapores de los aceites esenciales de S. apiana, S. clevelandii,
asi como del monoterpeno eucaliptol fueron evaluadas frente a la arafia roja,
Tetranychus urticae, bajo tres condiciones diferentes: cajas selladas, aceites libres, y

nanoemulsiones. Los parametro de toxicidad para cada uno de los tratamientos se
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muestran en la Tabla 14. Después de 24 horas de tratamiento, se observé que la mayor
actividad fue por parte de los tres aceites en cajas selladas, con 100% de mortalidad a
las concentraciones de entre 30 y 40 mg/L aire (Fig. 30) y CLso de 19.5, 15.6 y 11.0 para
eucaliptol, aceite esencial de S. apiana, y aceite esencial de S. clevelandii,
respectivamente. El aceite esencial de S. clevelandii mostr6é la mayor bioactividad,
requiriendo una menor concentracion para ocasionar 50% de mortalidad (11 mg/L aire),
seguido por el aceite esencial de S. apiana con 15.6 mg/L aire, por ultimo, el

monoterpeno eucaliptol requirié 19.5 mg/L aire.

Actividad acaricida en cajas selladas
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Figura 30. Actividad acaricida de eucaliptol, AESA y AESC en cajas Petri selladas sobre
poblaciones de T. urticae. Concentraciones en mg/L aire en caja Petri. Media + desviacion

estandar.
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Al tratarse de una mezcla de compuestos distintos, los aceites esenciales
presentaron mayor toxicidad hacia la arafia roja, esto podria explicarse por una sinergia
entre las diferentes estructuras, o bien, la posible presencia de compuestos con mayor

capacidad biocida que el eucaliptol.

Por su parte, los resultados obtenidos para el monoterpeno eucaliptol, que ha sido
previamente estudiado frente a este acaro, indican una menor actividad como fumigante

gue aquella reportada por Badawy et al. (2010), con 4.80 mg/L aire, y por Abdelgaleil et

al. (2019) quien report6é una LCso de 6.67 mg/L aire. Adicionalmente, estos resultados
son concordantes con reportes de bioactividad fumigante del eucaliptol frente a 4caros

plaga de producto almacenado, con Sanchez-Ramos & Castafiera (2000) reportando

mas de 90% de mortalidad en el &caro Tyrophagous putriscentiae a concentraciones de

66.7 pL/L y una CLso de 14.9 pL/L.

Al momento de la redaccién de esta tesis, no se encontraron reportes de
evaluacién de los aceites esenciales de S. apiana y S. clevelandii frente a acaros
fitofagos. Aceites esenciales de otras especies de Salvia, principalmente S. officinalis,
han sido reportadas con actividad acaricida, no obstante, la composicion de los aceites
esenciales entre especies de Salvia difiere en gran medida, tanto cualitativa como
cuantitativamente, por ende, los resultados obtenidos en dichos estudios no son

comparables con los obtenidos en esta tesis.
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Tabla 14. Actividad acaricida por fumigacion de aceites esenciales y eucaliptol frente a

hembras de T. urticae. Para cada tratamiento, se realizaron tres ensayos independientes por

triplicado, evaluando un total de 180 individuos por tratamiento.

Condiciones aCLso (IC) aClLgs (IC)
de Slope + EE
. mg/L aire mg/L aire p-value
experimento
Eucaliptol
Sellado 19.5 (16.4 —22.7) 32.34 (26.72 — 50.14) 7.84 + 0.387 0.518
Libre 137.5 (117.1 - 210.1) 329.49 (189.4 —615.4) 4.33 + 0.593 0.177
Nanoemulsion 55.2 (43.6 — 64.6) 140.9 (108.1 — 233.6) 4.04 + 0.218 0.072
AE S. apiana
Sellado 15.6 (12.7 —19.2) 45,9 (37.3 —56.5) 3.56 + 0.046 0.557
Libre 56.9 (48.5 — 66.7) 130.9 (111.6 — 153.4) 4.56 + 0.035 0.744
Nanoemulsion 26.3 (22.0 — 31.4) 49.9 (41..9 — 59.6) 5.95 + 0.039 0.148
AE S. clevelandii
Sellado 11.0 (8.8 — 13.7) 28.9 (23.1 - 36.1) 3.83 + 0.050 0.480
Libre 32.1 (24.0 —42.8) 173.3 (170.1 — 231.1) 2.27 £ 0.064 0.120
Nanoemulsion 27.42 (20.3 - 32.1) 135.6 (100.3 — 183.3) 2.37 £ 0.067 0.022

aCLso y CLos representan las concentraciones en mg/L aire (en caja Petri) requeridas para causar 50% y

95% de mortalidad en hembras adultas de T. urticae, respectivamente; los intervalos de confianza (IC) se

muestran entre paréntesis. El valor CLso de cada tratamiento que se encuentre entre los limites de

confianza de otro tratamiento indica que no hay diferencia significativa, sin embargo, si los intervalos de

confianza (95%) no se traslapan, hay diferencia significativa.
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7.3.3 Evaluacion de actividad aficida en cajas Petri selladas

La actividad aficida fue evaluada unicamente para el monoterpeno eucaliptol, esto
debido a la presencia de una temporada invernal anormal y la alta susceptibilidad del
pulgon del maiz a la caida de temperaturas, que interfiri6 con la realizacion de los
ensayos para los aceites esenciales. No obstante, los resultados obtenidos para

eucaliptol seran discutidos en esta seccién.

Los vapores de eucaliptol demostraron actividad aficida frente a R. maidis en los
tres distintos tratamientos. El eucaliptol en condiciones herméticas mostré la mayor
actividad biolégica tras 48 horas de exposicion, con una CLsp de 31.9 mg/L aire y una
CLos de 59.2 mg/L aire. Esta concentracion fue considerablemente mayor a la requerida
para causar el efecto acaricida, sugiriendo una menor capacidad aficida, no obstante, el
100% de mortalidad se alcanzé a los 80 mg/L aire, ademas de observarse que a
concentraciones menores, de 60 mg/L aire, los &fidos vivos se mostraron letargicos por
varios minutos posteriores a la exposicién, lo que podria ser posteriormente estudiado a

detalle.

Al momento de la redaccion de esta tesis, no se encontraron estudios previos
sobre la toxicidad del eucaliptol frente a Rhopalosiphum maidis, no obstante, se

encontraron algunos reportes de actividad frente a este é&fido por parte de aceites

96




Rocio R. Ayllén Gutiérrez Tesis Doctoral

esenciales con eucaliptol como componente. Benddine, et al. (2022) reportaron toxicidad

aguda del aceite esencial de Myrtus communis, con un 28% de su composicion siendo
eucaliptol, con mortalidades corregidas de 88.13% Yy 81.47% a concentraciones de 6 ml/L
y 5 ml/L respectivamente, tras 5 dias de exposicion. El aceite esencial de Tanacetum
vulgare (17% de eucaliptol) también demostrd actividad biol6gica frente al pulgon del

melocotero Myzus persicae (Sulzer) (Czerniewicz, et al., 2018).

Los parametros de toxicidad para los tres tratamientos se muestran en la Tabla

Tabla 15. Actividad aficida por fumigacién de eucaliptol frente a R. maidis. Para cada
tratamiento, se realizaron tres ensayos independientes por triplicado, evaluando un total de 180

individuos por tratamiento.

Condiciones de aClsg (IC) aClgs (IC) Slope + EE p-value
experimento mg/L aire mg/L aire
Sellado 31.9 (23.9-39.5) 58.2 (46.6 —101.2) 6.15 + 0.367 0.029
Libre 140.3 (118.4 — 207.7) 240.4 (185.1 — 430.6) 0.016 +0.002 0.086
Nanoemulsién 73.0 (58.9 —86.5) 118.01 (96.5 — 212.3) 7.89 + 0.445 0.000

aCLso y CLos representan las concentraciones en mg/L aire (en caja Petri) requeridas para causar 50% y
95% de mortalidad en hembras adultas de R. maidis, respectivamente; los intervalos de confianza (IC) se
muestran entre paréntesis. El valor CLso de cada tratamiento que se encuentre entre los limites de
confianza de otro tratamiento indican que no hay diferencia significativa, sinembargo, si los intervalos de

confianza (95%) no se traslapan, hay diferencia significativa.
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7.3.4 Evaluacion de actividad insecticida de aceites libres

El efecto toxico de eucaliptol y los aceites esenciales de ambas salvias, se evalu6
usando como modelo biolégico a la mosca blanca Bemisia tabaci. Las condiciones en
caja sellada no fueron toleradas por este organismo, con 100% de mortalidad tras 9 h de

tratamiento, incluyendo los controles negativos.

Para los ensayos con los compuestos libres, eucaliptol mostré la mayor actividad
de los tres compuestos frente a B. tabaci, con una CLso de 61.3 mg/L aire, siendo también
el mejor resultado para eucaliptol de los tres modelos biolégicos evaluados. El aceite
esencial de S. apiana requiri6 una CLso de 61.7 mg/L aire, mientras que la menor
actividad en el ensayo de compuestos libres correspondié al aceite esencial de S.
clevelandii, requiriendo una concentracion de 79.9 mg/L aire para alcanzar el mismo nivel

de mortalidad (Tabla 16).

La susceptibilidad de B. tabaci a compuestos volatiles de aceites esenciales ha
sido establecida por diversos estudios, como ejemplo, el aceite esencial de Thymus
vulgaris a concentraciones de 0.5% causantes de 79% de mortalidad en un estudio

realizado a diferentes etapas de desarrollo (Yang, et al., 2010). Adicionalmente, Liu, et

al. (2014) reporto una sobresaliente actividad fumigante de 16 aceites esenciales frente

a B. tabaci con CLso en el intervalo de 0.11pg/L a 13.54 ugl/L.

98




Rocio R. Ayllén Gutiérrez Tesis Doctoral

La actividad insecticida de eucaliptol en diversas plagas de cultivo y producto
almacenado, también ha sido estudiada. Liu, et al. (2021) report6 toxicidad aguda de los
vapores de eucaliptol en larvas en tercer estadio de Spodoptera litura, observando CLso
de 7 ul/L tras 24 h de tratamiento. El eucaliptol es el componente principal del aceite
esencial de Lavandula dentata, del cual existen reportes de actividad insecticida frente a
Sitophilus zeamais, Tribolium castaneum, y Epicauta atomaria, con concentraciones CLso

desde 11.3 a 26.9 pl/L aire (Wagner, et al., 2021). Si bien, la actividad biocida de un

aceite esencial se explica en funcién de su composicion, sinergia y antagonismo entre
sus componentes, y otros factores, que no existen en uno de sus componentes aislados,
la actividad exhibida tanto por el eucaliptol como por el aceite de L. dentata, sugiere que,
en gran medida, la actividad como insecticida de este ultimo, se ve influenciada por su

alto contenido de eucaliptol.

Al momento de redaccion de este documento, no se encontraron estudios previos
de actividad insecticida sobre B. tabaci por parte de los aceites esenciales de S. apiana
y S. clevelandii, no obstante, existe evaluacion de la actividad insecticida del primero
sobre Aedes aegypti, mostrando inactividad total a la concentracién maxima evaluada de

122 ppm (Ali,_et al., 2015b). Ademaés, se han reportado actividades de salvias con

algunos componentes mayoritarios en comun con los aceites evaluados en este estudio,
tal es el caso de S. lavandulaefolia (a y B- pineno, eucaliptol, y alcanfor, como
componentes mayoritarios) que ha demostrado actividad inhibitoria de la enzima

acetilcolinesterasa en estudios in vivo (Perry, et al., 2002), siendo la inhibicion de esta

enzima el principal método de control de la mosca blanca (Zarrad, et al., 2017). Por su
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parte, el aceite esencial de S. tormentosa, con constituyentes mayoritarios a y - pineno,
presentd actividad insecticida frente a adultos de las plagas agricolas Acanthoscelides

obtectus y Tribolium castaneum (Ulukanli, et al., 2012).

Tabla 16. Actividad insecticida por fumigacion de aceites esenciales y eucaliptol frente a

B. tabaci. Para cada tratamiento, se realizaron tres ensayos independientes por triplicado.

Condiciones aClsg (IC) aClgs (IC) Slope + EE p-value
de
experimento mg/L aire mg/L aire
Eucaliptol

Libre 58.8 (47.4 -72.9) 178.1 (143.4 — 220.2) 3.80 + 0.048 0.015

Nanoemulsion 30.9 (24.1 —40.4) 95.5 (72.8 — 124.6) 3.38 + 0.059 0.928
AE S. apiana

Libre 61.7 (48.7 — 78.0) 187.9 (148.4 — 237.9) 3.40 + 0.052 0.898

Nanoemulsion 12.4 (7.4 — 20.7) 100.3 (59.8 — 168.3) 1.84 +0.115 0.217

AE S. clevelandii

Libre 79.9 (49.1 —130.1) 460.1 (420.4 — 502.7) 1.55 +0.108 0.164

Nanoemulsion 18.0 (13.3 — 24.0) 51.5 (38.1 —69.6) 3.61 + 0.067 0.300

aClLso y CLos representan las concentraciones en mg/L aire (en caja Petri) requeridas para causar 50% y
95% de mortalidad en hembras adultas de R. maidis, respectivamente; los intervalos de confianza (IC) se
muestran entre paréntesis. El valor CLso de cada tratamiento que se encuentre entre los limites de
confianza de otro tratamiento indica que no hay diferencia significativa, sin embargo, si los intervalos de
confianza (95%) no se traslapan, hay diferencia significativa.
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Si bien, las concentraciones obtenidas en este trabajo de tesis, son
considerablemente mayores que las reportadas en los estudios mencionados, es
importante resaltar que el disefio de este ensayo in vitro estd enfocado a simular la
volatilizacion de los compuestos bajo condiciones no controladas para establecer si

existe una mejora en la actividad con nanoformulaciones (seccion 7.3.5).

7.3.5 Evaluacion de actividad frente artréopodos de los aceites

esenciales libres y en nanoemulsion.

7.3.5.1 Eucaliptol

Dado que las condiciones en campo difieren bastante del ambiente controlado in
vitro, el enfoque de esta seccion sera discutir, de manera comparativa, las toxicidades
exhibidas por los aceites esenciales puros y libres, y las nanoemulsiones. Para este
ensayo, se evaluaron las actividades biocidas de los compuestos libres, en cajas Petri
sin sellar, permitiendo el intercambio de gases y en consecuencia, la permeacion de los
compuestos volatiles; de igual manera se evalué el compuesto activo encapsulado en

nanoemulsion, permitiendo su difusién al exterior de la caja sin sellar.

El monoterpeno eucaliptol libre mostroé toxicidad significativamente menor que su
contraparte sellada frente a T. urticae y R. maidis, requiriendo cercade 7 y 5 veces mayor

concentracion para alcanzar el 50% de mortalidad (Fig. 31 y 32), esto es un indicador de
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gue una gran parte del monoterpeno se pierde debido a volatilizacion o degradacion,
resultando en una disminucién de la bioactividad. ElI compuesto libre exhibié CLso de
156.9, 166.8. y 58.8 mg/L aire, frente a acaros, afidos, e insectos, respectivamente;
mientras que la nanoemulsion mostré mayor actividad biocida con CLso de 53.1, 74.4,y
30.9 mg/L aire en el mismo orden, cerca de la mitad de la concentracion requerida por el
monoterpeno libre. Si bien, la nanoemulsiéon no mostré el mismo grado de toxicidad que
el compuesto en condiciones selladas, lo cual puede ser el resultado de la retencion del
compuesto en las micelas, en condiciones normales, de campo o invernadero, esta
misma caracteristica podria proveer al compuesto volatil de estabilidad quimica, lo que
se traduciria en una bioactividad mejorada en comparacion con el compuesto libre.
Resultados similares se han reportado para otras hanoemulsiones de monoterpenos y
aceites esenciales frente a artropodos plaga. Almadiy (2021), reporté una mejorada
bioactividad de una nanoemulsion de Achillea biebersteinii frente al gorgojo de la harina

Tribolium castaneum, en comparacién con el aceite esencial libre y sus componentes

monoterpénicos mayoritarios. De manera similar, Suresh, et al. (2020) encontraron que
una nanoemulsion de aceite esencial de hinojo marino, Crithmum maritimum, fue cerca
de 2 veces més activa que su contraparte libre. Siguiendo este patrén, mudltiples
nanoemulsiones de aceites esenciales han demostrado un incremento en la efectividad
frente a plagas de campo y producto almacenado en comparaciéon con sus formas libres,
esto se aprecia en menores concentraciones en los parametros de toxicidad CLsoy Clos

en ensayos in vitro (Almadiy, et al., 2022; Gharsan, et al., 2022; Salazar, et al., 2022).

102




Rocio R. Ayllén Gutiérrez Tesis Doctoral

Actividad acaricida de eucaliptol frente a T. urticae
100 L N — _ _

90
80
70
60
50
4 I
3
2
1 —_
0 30 40 50 60 70 80 90

10 2

Mortalidad (%)
o O O O

o

Concentracion (mg/L aire)

Eucaliptol sellado = Eucaliptol libre = Nanoemulsion

Figura 31. Comparacion de los efectos de eucaliptol en cajas selladas, libre, y en nanoemulsion

en la mortalidad de poblaciones de T. urticae. Media + desviacion estandar.
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Figura 32. Comparacion de los efectos de eucaliptol en cajas selladas, libre, y en nanoemulsion

en la mortalidad de poblaciones de R. maidis. Media + desviacion estandar.
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De las tres actividades biocidas evaluadas para eucaliptol, B. tabaci mostro la
mayor susceptibilidad al eucaliptol libre y en nanoemulsion, requiriendo menores
concentraciones para alcanzar el 50% de mortalidad (Fig. 33), ademas de un menor
tiempo de exposicion. EI monoterpeno mostrd la menor actividad biocida frente a R.
maidis, en un ensayo con mayor tiempo de exposicion, se requirio la concentracion mas

alta del compuesto, tanto libre como encapsulado.

Actividad insecticida de eucaliptol frente a B. tabaci

120

100 I

80 I -
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Eucaliptol libre Nanoemulsion

Figura 33. Comparacion de los efectos del monoterpeno eucaliptol libre y en

nanoemulsion en la mortalidad de poblaciones de B. tabaci. Media + desviacion estandar.
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7.3.5.2 Aceite esencial de Salvia apiana

Similar al comportamiento observado para eucaliptol, el aceite esencial de S.
apiana libre mostr6 considerablemente menos actividad biocida que al ser evaluado en

condiciones selladas, dando muestra del efecto de la volatilizacién (Fig. 34 y 35).

La nanoemulsion de AESA demostré ser mas efectiva que el aceite esencial libre
frente a las plagas T. urticae y B. tabaci, reduciendo la concentracion CLso en mas de
un 50% para la arafia roja y cerca de 80% para la mosca blanca. Si bien para T. urticae
la nanoemulsion no alcanzé la efectividad del control positivo (AESA en condiciones
selladas) al comparar las concentraciones medias efectivas, puede observarse que sus
CLos indican que no existe diferencia significativa entre la nanoemulsién y el control,

mostrando una paridad de actividad biocida (Tabla 14).
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Actividad acaricida de AESA frente a T. urticae
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Figura 34. Comparacion de los efectos del aceite esencial de S. apiana en cajas selladas, libre,

y en nanoemulsién en la mortalidad de poblaciones de T. urticae. Media * desviacion estandar.
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Figura 35. Comparacion de los efectos del aceite esencial de S. apiana libre y en nanoemulsion

en la mortalidad de poblaciones de B. tabaci. Media + desviacion estandar.
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7.3.5.3 Aceite esencial de Salvia clevelandii

De los tres aceites evaluados, el AESC exhibié la menor diferencia en actividad
biocida entre el aceite libre y su nanoemulsién en el ensayo acaricida (Fig. 36), esta
ultima requiriendo 14% menos concentracion para ocasionar el 50% de mortalidad en la
arafia roja. No obstante, en la determinacion de actividad insecticida, la concentracion

media efectiva de la nanoemulsion fue 77.5% menor que la requerida por el AESC libre

(Fig. 37).

Los resultados de actividad biolégica para AESC muestran la misma inclinacion
gue el resto de los sistemas: bajo condiciones normales, la nanoemulsién present6 un
desempenfo superior al aceite libre, indicando, nuevamente, el potencial del nanosistema

como vehiculo de aplicacién de sistemas volatiles e inestables.
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Figura 36. Comparacion de los efectos del aceite esencial de S. clevelandii en cajas selladas,

libre, y en nanoemulsién en la mortalidad de poblaciones de T. urticae. Media + desviacion
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Figura 37. Comparacion de los efectos del aceite esencial de S. clevelandii libre y en

nanoemulsion en la mortalidad de poblaciones de B. tabaci. Media + desviacion estandar.
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7.3.5.4 Comparaciones finales de los resultados de actividad biocida

A manera de recapitulacion, la actividad aficida se evalué Unicamente para
eucaliptol. En los ensayos de actividad acaricida en condiciones selladas, AESC
presenté mayor actividad, sin embargo, para los tres aceites, la CLso se encontré en el
intervalo de 10 a 20 mg/ L aire en caja Petri. En condiciones libres, eucaliptol mostr6 una
marcada disminucion de su actividad biocida, que no se observé de la misma magnitud
en los aceites esenciales. Los tres sistemas en nanoemulsion lograron retener mayor

capacidad biocida que los sistemas libres.

En los ensayos de actividad insecticida en condiciones libres, si bien el
monoterpeno eucaliptol exhibi6 su menor ClLso, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tres aceites. Todos los aceites encapsulados en
nanoemulsion requirieron menor concentracion para causar mortalidad en los modelos

bioldgicos.

La presencia de componentes potencialmente con mayor actividad biocida,
la sinergia entre los componentes individuales, y las diferentes velocidades de
volatilizacion pueden explicar los resultados aqui expuestos, con los aceites esenciales
de Salvia clevelandii y Salvia apiana presentando una mayor capacidad acaricida en

comparacion con el monoterpeno aislado Eucaliptol.
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De los tres aceites volatiles evaluados, eucaliptol presenté las mayores
divergencias entre los sistemas sellado vy libre, uno de los factores que podria explicar
esta conducta es que este monoterpenoide es el compuesto mas volatil de los evaluados,
con una entalpia de vaporizacion (AHvap) de 39.4 kJ/mol. AESA tiene como componentes
mayoritarios a alcanfor con una AHvap de 44.4 kJ/mol; por su parte los componentes
mayoritarios del AESC presentan las menores velocidades de volatilizacion teoricas, con
AHvap de 47.0 kj/moly 50.6 kj/mol para acetato de 2-feniletilo y linalool, respectivamente,
coincidentemente, este sistema presenté las menores variaciones entre condiciones
selladas y libre en la evaluacion de actividad acaricida (24 h), aunque esto no fue

observable en el ensayo de actividad insecticida con menor tiempo de exposicion (9 h).
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8. CONCLUSIONES

Se generaron 3 nanoemulsiones de aceites volatiles mediante el método de baja
energia de inversion catastréfica de fase. La nanoemulsion del monoterpeno
eucaliptol, con una proporcién o:s:w de 0.5:1:8.5, present6é tamafio promedio de
particula de 14.73 nm; la nanoemulsion de AESA con la misma proporcion de
componentes, arrojé un tamafio promedio de particula de 14.78 nm, y para la
nanoemulsion de AESC, con proporcién o:s:w de 0.5:0.5:9, se observo un tamafio

de particula de 44.5 nm.

Se evalud la estabilidad de las nanoemulsiones frente al efecto de la gravedad por
centrifugacion y por analisis en el equipo Turbiscan. Las formulaciones finales
NEE13, NESAL, y NESC14, no mostraron ningun signo de separacion de fases ni
migracion importante de particulas, y presentaron variaciones en las sefiales de

retrodispersion de maximo +4.

En la evaluacién del efecto fitotdxico por fumigacién, los tres aceites y sus
respectivas nanoemulsiones mostraron mayor efecto en el crecimiento de la
radicula que en la germinacion de las semillas, y se observé una reduccion en el
indice de vigor de las semillas de hasta un 80%. La nanoemulsion de eucaliptol
NEE13 presento una reduccion considerable en la fitotoxicidad en comparacion
con su contraparte libre, mientras que para los aceites esenciales y sus

nanoemulsiones no se observaron diferencias importantes.
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La evaluacion del efecto fitotoxico permitié descartar un incremento en la toxicidad
por parte del sistema nanoencapsulado y de los componentes propios de las

formulaciones.

La aplicacion fumigante de las nanoemulsiones de eucaliptol y los aceites
esenciales resulté en una mayor mortalidad en la arafia roja T. urticae, el pulgdn
del maiz R. maidis, yla mosquita blanca B. tabaci, en comparacion con los aceites

libres, disminuyendo hasta en un 79% la CLso.

Los resultados comparativos obtenidos en esta tesis sugieren que las
nanoemulsiones proporcionan proteccion frente a la volatilizacion y degradacion
a compuestos volatiles como los monoterpenoides y aceites esenciales,
permitiendo una adecuada exposicion de las plagas, en tiempo y dosis, resultando

en una mejora en la bioactividad.

El incremento en la mortalidad de los tres artrOpodos evaluados, perfila a los
nanosistemas de aceites esenciales como potenciales vehiculos para la
aplicacion de pesticidas botanicos. Se requieren estudios posteriores que
permitan la evaluacion del desempefio de estas formulaciones en condiciones de
campo abierto y/o invernadero, y ensayos enzimaticos que ayuden en la

elucidacién de los mecanismos de accibn como insecticidas.
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10. TECNICAS EXPERIMENTALES

Instrumentacion

Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

La caracterizacion de los aceites esenciales se llevé a cabo en un equipo
compuesto CG-EM, utilizando un cromatdgrafo de Gases Thermo Scientific modelo
TRACE 1310 y un espectrometro de masas de ionizacion por impacto electrénico, de

cuadrupolo sencillo Thermo Scientific modelo ISQ LT.

Dispersién de luz dindmica

La determinacion de distribuciones de tamafio de particula e indices de
polidispersion se realizO en un equipo ZetasizerNano ZS-90, Malvern Instrument,
Malvern, UK. Las muestras se evaluaron sin ninguna dilucion ni tratamiento previo al

analisis.

Evaluacién de estabilidad con Turbiscan

La evaluacion de estabilidad de las formulaciones se realiz6 en un equipo
Turbiscan LAB Stability Analyzer (Formulaction Scientific Instruments, Toulouse,

France).
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Programas informaticos

Para la realizacion y nomenclatura de las estructuras incluidas en el

documento tesis, se utilizé el programa ChemDraw Professional 16.0 de Perkin Elmer.

Para el procesamiento de datos obtenidos en Turbiscan se empleo el software

TurbiSoft Lab (2.3.1.125).

La obtencion de graficas de distribucion de tamafios de particulas se realizo

en el programa Zetasizer Software de Malvern.
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CROMATOGRAMA AESC
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ESPECTROS DE MASAS DE COMPONENTES MAYORITARIOS

Eucaliptol

File : C:\HPCHEM\1\DATA\20100507\R0OCIO.D
Operator : Arturo
Acquired : 16 Oct 2019 3:12 pm using AcgMethod IRCRUZ
Instrument : GC/MS Ins
Sample Name: AESAR
Misc Info : S. gpiana
Vial Number: 1
# 2

Average of 10.945 to 11.011 min.: ROCIO.D
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Alcanfor
File : C:\HPCHEM\1\DATA\20100507\ROCIO.D
Operator : Arturo
Acquired : 16 Oct 2019  3:12 pm using AcgMethod IECRUZ S vera
Instrument : GC/MS Ins g
Sample Name: AESAR
Misc Info : H A

Vial Number: 1

Average of 17.284 to 17.383 min.: ROCIO.D
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Linalool
File 3 C:\HPCHEM\1\DATA\20100507\ROC102.D
Operator : Arturo
Acquired : 16 Oct 2019 4:11 pm using AcgMethod IECRUZ
Instrument : GC/MS Ins
Sample Name: AESCR Lynaleet

Misc Info : we
Vial Number: 4 =
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Acetato de 2-feniletilo
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Acetato de 2-feniletilo

Espectro de masas de Biblioteca NIST (National Institute of Standards and Technology)

Acetic acid, 2-phenylethyl ester

Mass Spectrum
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DISTRIBUCIONES DE TAMANO DE PARTICULAS

NEE13 (Triplicado)

Sample Name: MNEE13 2 11
SOP Name: Rocio sop.sop
File Name: Rocio dts Dispersant Name: Water
Record Number: 68 DispersantRI: 1.330
Material RI: 1.33 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: Thursday, April 27, 2023 2:20:17 PM
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 2859 Measurement Position (mm): 465
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 6
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1281 Peak 1: 14.76 986 6.279
Pdl: 0.167 Peak 2: 4116 14 1039
Intercept: (1.948 Peak 3: 0.000 00 0.000
Result quality : Good

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

Record 68: NEE13_2 11|
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Sample Name:

MEE13_2_31
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SOP Name: Rocio sop.sop
File Name: Rocio.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 69 Dispersant RI: 1.330
Material RI: 1.33 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: Thursday, Apnl 27, 2023 2:26:23 PM
Temperature (°C): 250 Duration Used (s5): 60
Count Rate (keps): 3182 Measurement Position (mm): 4.65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: ©
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1299 Peak 1: 14.85 98.5 6.161
Pdl: 0.164 Peak 2: 4142 15 1028
Intercept: 0943 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Good

R —
I

Intensity (Parcent)
L=

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

[—— Record 69: NEE13_2_3 1|

149




Rocio R. Ayllén Gutiérrez

Sample Name:

NEE13_2_2
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SOP Name: Rocio sop.sop
File Name: Rocio.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 74 DispersantRIl: 1.330
Material RI: 1.33 Viscosity (cP): 0.8872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: Thursday, Apnil 27, 2023 2:10:23 PM
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 285.7 Measurement Position (mm): 4.65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 6
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 13.00 Peak 1: 14.39 979 5633
Pdi: 0.180 Peak 2: 4603 2.1 830.1
Intercept: 0957 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm)
Record 74: NEE13 2 2|
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NESAL (Triplicado)
Sample Name: NESA 1_ 31
SOP Name: Rocio sop.sop
File Name: Rocio dts Dispersant Name: Water
Record Number: 98 DispersantRI: 1.330
Material Rl: 1.33 Viscosity (cP): 0.8872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: Tuesday, May 2, 2023 1:45:05 PM
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 293.1 Measurement Position (mm): 4.65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 7
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 13.76 Peak 1: 14.60 89.0 6.567
Pdl: 0.271 Peak 2: 360.6 1.0 198.1
Intercept: 0942 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
200 SO SN (U WO S SO
$ : :
a : :
= T R e T R N A S P S A R e
i : X
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- : :
100 1000 10000
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[——— Record 98: NESA 1_ 31|
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Sample Name:

NESA1 2 11
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SOP Name: Rocio sop.sop
File Name: Rocio.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 99 DispersantRl: 1.330
Material RI: 1.33 Viscosity (cP): 0.8872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: Tuesday, May 2, 2023 1:50:37 PM
Temperature (°C): 250 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 305.4 Measurement Position (mm): 4.65

Cell Description:

Disposable sizing cuvette

Attenuator: 7

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 13.72 Peak 1: 14.78 898 6.713
Pdl: 0.267 Peak 2: 4198 10.2 2303
Intercept: 0.940 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
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Record 99: NESA1 2 11|
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Sample Name: NESA 1 31
SOP Name: Rocio sop.sop
File Name: Rocio.dts Dispersant Name: \Water
Record Number: 102 Dispersant Rl: 1.330
Material Rl: 1.33 Viscosity (cP): 0.8872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: Tuesday, May 2, 2023 2:08:26 PM
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 300.1 Measurement Position {(mm): 465
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 7
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 13.89 Peak 1: 14.96 886 7327
Pdl: 0276 Peak 2: 301.8 1.4 1716
Intercept: 0.942 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
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NESC14 (Triplicado)

Sample Name: NESC_1_11
SOP Name: Rocio sop.sop

File Name: Rocio.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 94 Dispersant Rl: 1.330
Material RI: 1.33 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: Tuesday, May 2, 2023 1:17:28 PM
Temperature (°C): 249 Duration Used (s): 30
Count Rate (keps): 118.4 Measurement Position (mm): 1.25
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 3
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 30.49 Peak 1: 5439 987 65.49
Pdl: 0.333 Peak 2: 4982 1.3 619.0
Intercept: 0.956 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Cood
Size Distribution by Intensity
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Sample Name:

NESC_1_11

Tesis Doctoral

SOP Name: Rocio sop.sop
File Name: Rocio.dis Dispersant Name: \Water
Record Number: 95 Dispersant Rl: 1.330
Material RI: 1.33 Viscosity (cP): 0.8872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: Tuesday, May 2, 2023 1:23:36 PM
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 40
Count Rate (kcps): 162.7 Measurement Position (mm): 1.05

Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 3
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 3575 Peak 1: 3452 808 17.99
Pdl: 0.347 Peak 2: 2332 145 98.45
Intercept: 0.932 Peak 3: 4575 47 847 4
Result quality : Cood
Size Distribution by Intensity
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Sample Name: NESC_1_11
SOP Name: Rocio sop.sop
File Name: Rociodts Dispersant Name: WWater
Record Number: 96 DispersantRl: 1.330
Material RI: 1.33 Viscosity (cP): 0.8872
Material Absorbtion: 0010 Measurement Date and Time: Tuesday, May 2, 2023 1:30:28 PM
Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 60
Count Rate (keps): 3369 Measurement Position (mm): 0.85
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 3
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 49.03 Peak 1: 44 62 829 21.60
Pdl: 0362 Peak 2: 4544 94 866.6
Intercept: 0.711 Peak 3: 4163 i 147.1
Result quality : Good
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ANALISIS EN TURBISCAN,

INFORMACION ADICIONAL

Andlisis de sistema binario de tensoactivos Triton x100/Tween 20

Transmission - Experimente 001
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indices de estabilidad global de Turbiscan

NEE13

Destabilisation Kinetics (Global)
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Destabilisation Kinetics (Global)

NESA1l

Tesis Doctoral
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TSI
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NESC14
Destabilisation Kinetics (Global)
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Destabilisation Kinetics (Global)

Te
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MICROSCOPIAS

SEM NESC14

Condiciones de experimento:

Barrido a 15kV
Magnificacion
10 000X a 20 000X
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15KV

x20,000

1um
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