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RESUMEN: Las estrategias para controlar las plagas agricolas en el planeta, son continuas durante la historia de la
humanidad. Aun con la llegada de los insecticidas sintéticos, la comunidad cientifica y la industria agroquimica pre-
sentan interés en productos de origen vegetal a través de metabolitos con actividad insecticida, alta biodegradabilidad
y bajos efectos residuales hacia el medio ambiente. Sin embargo, las dificultades que muestran las formulaciones de
bioinsecticidas botdnicos a gran escala, generaron la busqueda y aplicacion de nuevas tecnologias. En este contexto,
el presente trabajo analiza el potencial de la nanotecnologia en el desarrollo de bioinsecticidas botdnicos, asi como
la caracterizacién de las nanoformulaciones y los posibles avances en Latinoamérica, una region considerada rica en

productos naturales con alta capacidad para la exploracion de nuevas formulaciones e ingredientes activos.
PALABRAS CLAVE: Nanotecnologia; Nanoformulacién; Latinoamérica; Caracterizacion; Bioinsecticidas.

ABSTRACT: The strategies in controlling pests in the world are constant. Even with the advent of synthetic insectici-
des, the scientific community and the agrochemical industry have focused on products of plant origin through metabo-
lites with high insecticidal activity, high biodegradability and low effects on the environment. However, the difficulties
presented by the formulations of botanical bioinsecticides in a large scale, have generated the search and application
of new technologies. In this context, the present work analyzes the potential of nanotechnology in the development of
botanical bioinsecticides, as well as the characterization of nanoformulations and the possible advances in Latin Ame-
rica, a rich region in natural products with high capacity for the exploration of new formulations and active ingredients.
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NANOFORMULACIONES DE BIOINSECTICIDAS BOTANICOS PARA EL CONTROL DE PLAGAS AGRICOLAS

1. INTRODUCCION

Las plagas agricolas son uno de los factores que amenazan la seguridad alimentaria en los continentes, ori-
ginando pérdidas del 26-80 % de la produccion (Lacasta, J. et al., 2018). Estas cifras representan una gran
preocupacion a causa de uno de los mayores desafios del planeta para el proximo siglo, el cual es duplicar la
produccién de alimentos que permitan satisfacer la demanda de una poblacién que se encuentra en constan-
te crecimiento (Reddy, P. P, 2015). Dada la situacidn, existe un creciente interés en implementar sistemas
que ayuden a controlar y mitigar las plagas que afectan el sector de la agricultura. Se conocen aproximada-
mente 67.000 especies de organismos (hongos, bacterias, insectos, nematodos, entre otros) responsables del
deterioro de las plantas, y 5.000 corresponden a especies de insectos considerados potencialmente dafiinos
para los cultivos (Campos, E. V. R. et al., 2018). Los insectos pueden ocasionar la disminucién de alrededor
20 a 30% de la produccién agricola y en el peor de los casos la afectacion total del cultivo (Singh, B., &
Kaur, A, 2018). Por ejemplo, la especie Spodoptera litura o gusano de tabaco es capaz de alimentarse de
mds de 112 especies de plantas, manifestando pérdidas del 10 a 30% en China, India y Jap6n (Kamaraj,
C. et al., 2018). Mientras tanto, Myzus persicae o también conocido pulgén verde de melocotonero, causa
problemas importantes puesto que se alimenta de 40 familias de plantas, presentando un impacto negativo a
nivel econémico (Tang, Q. L., Ma, K. S., Hou, Y. M., & Gao, X. W,, 2017). Del mismo modo, se registran
pérdidas de 5.000 millones de ddlares en todo el mundo debido a la presencia en los cultivos de Helicoverpa
armigera o el gusano de algododn, ya que posee la capacidad de atacar 200 especies de 45 familias de plantas
(Chinnaperumal et al., 2018).

Los insecticidas sintéticos surgieron como una posible solucién a los problemas ocasionados por las plagas
agricolas, pero lamentablemente en la actualidad su uso intensivo y extensivo ha generado diversos pro-
blemas ambientales. Se les asocia alta toxicidad en organismos no objetivos (mamiferos, aves e insectos
beneficiosos), generacion de resistencia en diversas plagas, contaminacién de cuerpos de aguas y posibles
impactos negativos en la salud humana a través de enfermedades endocrinas, cancer, efectos neurotoxicos
y dificultades reproductivas (Hayat, K. et al., 2018); Singh, B., & Kaur, A (2018). Por tanto, se han bus-
cado estrategias biodegradables, econdmicas y seguras para el medio ambiente, centrandose el interés en
metabolitos secundarios de origen vegetal que exhiben actividades insecticidas. Algunos de los compuestos
bioactivos sintetizados por las plantas frente al ataque de insectos incluyen nicotina, 1,8-cineol, limoneno,
citronelal, carvacrol, piretrina, rotenona y azadiractina (De Oliveira, J., et al., 2014). Si bien los insecticidas
botdnicos son biodegradables y contribuyen positivamente al medio ambiente, suelen ser inestables y sufrir
procesos de descomposicién en presencia de factores como la temperatura, luz y aire. Con el tiempo tienden
a perder su efectividad a medida que los extractos se degradan y pueden estar expuestos a transformaciones
quimicas, reacciones de polimerizacién o dafios oxidativos (Miresmailli, S., & Isman, M. B., 2014). Se en-
cuentran pocos en uso comercial, lo que pone en evidencia la necesidad de implementar nuevas tecnologias

de formulacién que favorezcan el accionar de tales compuestos en aplicaciones de campo.

'V 9 N°I enero-junio de 2020 e ISSN-e 2357-5749 e DOL: https://doi.org/10.15446/rev.fac.cienc.vn1.81401 e Articulo Revisién 73



FABIAN HERNANDEZ-TENORIO, FERNANDO OROZCO-SANCHEZ
A lo largo de la historia las investigaciones acerca de formulaciones se desarrollaron segin la escala de

trabajo, lograndose avances importantes a escala macroscépica (1072 m) y microscépica (1076 m). Sin
embargo, desde mediados del siglo XX el interés se centré en las propiedades a nanoescala (10~ m),
las cuales son dictaminadas por el comportamiento fundamental de los d4tomos (Ramsden, J. J., 2016).
La nanotecnologia o tecnologia a nanoescala presenta el potencial de revolucionar sectores de la industria
agricola y alimentaria. Debido a la posibilidad de trabajar en regiones cercanas al nivel atdémico,
estos materiales exhiben propiedades interesantes, lo cual permite desarrollar nuevas formulaciones de
bioinsecticidas que garantizan la liberacién controlada del compuesto activo al organismo objetivo, mejorar
la estabilidad fisicoquimica, prevenir la degradacién del principio activo y evitar pérdidas por volatilizacién
(De Oliveira, J., et al., 2014). Por lo anterior, el presente estudio evaltia el potencial de la nanoformulacién
de bioinsecticidas, por medio de nanoencapsulacién, nanoemulsiones y nanodispersiones para el control
de plagas agricolas. Ademds, se presenta un panorama sobre la caracterizaciéon de nanoformulaciones y
los avances actuales en Latinoamérica, region conformada por paises megadiversos biologicamente, que
presentan un alto potencial y necesidad de desarrollar este tipo de productos.

2. BIOINSECTICIDAS BOTANICOS Y NANOTECNOLOGIA

Los bioplaguicidas son compuestos utilizados para controlar plagas agricolas por medio de efectos biol6-
gicos especificos. Se clasifican de acuerdo con su forma de obtencidn, en bacterianos, fungicos, virales,
botanicos, entre otros. Los bioplaguicidas bacterianos se consideran pesticidas convencionales. Algunos se
utilizan como insecticidas afectando el sistema digestivo, al producir endotoxinas que a menudo son espe-
cificas de la plaga. Los fungicos se usan para controlar insectos y enfermedades de las plantas, incluidos
hongos, nematodos, malezas y bacterias. El modo de accién es variado y depende del hongo pesticida y de
la plaga objetivo. De igual forma que las bacterias y los hongos, los bioplaguicidas virales desempeian un
papel importante en antagonizar los patégenos, especialmente las bacterias en forma de bacteriéfagos. Los
virus son especificos del huésped e infectan solo una o unas pocas especies estrechamente relacionadas, por
lo que ofrecen impactos minimos fuera del objetivo (Arora, N. K., 2015).

Los bioinsecticidas botdnicos se caracterizan por ser formulaciones realizadas a partir de metabolitos se-
cundarios obtenidos de plantas. Estos presentan actividad biocida contra insectos, debido a la presencia de
compuestos quimicos que se biosintetizan en su mayoria a través de las rutas metabdlicas de los alcaloides
y terpenoides. Algunas plantas empleadas para la formulacion de bioinsecticidas tienen un efecto insectis-
tatico mds que insecticida, es decir, generan la inhibicién del comportamiento y desarrollo del organismo
objetivo (Dimetry, N. Z., 2014). La obtencidn de metabolitos de plantas se realiza principalmente en forma
de extractos, mediante la utilizacion de solventes organicos. Entre algunos compuestos usados como bio-
isecticidas botdnicos se encuentran las piretrinas, que se caracterizan por generar la apertura de los canales
de Na™ en las membranas nerviosas de los insectos, originando hiperactividad y convulsiones. Por su parte
las rotenonas actian a manera de veneno mitocondrial, bloqueando el flujo de electrones de los centros de
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Fe-S del complejo I hasta la coenzima Q. La azadiractina produce envenenamiento sistémico e inhibicién
de la sintesis de ubiquitina y ecdesis, llevando a un retraso o interrupcion en el desarrollo post embrionario
(Velasques, J. et al., 2017).

El campo de la nanotecnologia surge como una de las tecnologias emergentes del siglo XXI encargada del
disefio, produccion, caracterizacion y aplicacion de estructuras, sistemas y dispositivos, mediante el control
del tamafio de particulas en un intervalo de 1 a 100 nm. Los nanomateriales muestran propiedades fisicas
y quimicas diferentes de los materiales a granel, como resultado del incremento del drea superficial. Es-
tas diferencias incluyen fuerza fisica, reactividad quimica, magnetismo, conductancia eléctrica y efectos
opticos (Villena De Francisco, E., & Garcia-estepa, R. M., 2018). Dentro de los usos y enfoques de la na-
notecnologia en la agricultura sobresale el manejo de plagas de insectos, por medio de formulaciones de
bioinsecticidas basados en nanomateriales, favoreciendo a la reduccidn de la dosis del ingrediente activo y a
una menor residualidad y carga de contaminantes en el ambiente. La forma, carga y tamafio de las distintas
particulas pueden afectar sus propiedades cinéticas (absorcién, distribucién, metabolismo, excrecion y toxi-
cidad).

En investigaciones realizadas por Nenaah, G. E. et al. (2015) se formularon nanoemulsiones de aceites
esenciales obtenidos de tres plantas Ageratum conyzoides, Achillea fragrantissima y Tagetes minuta
desarrolladas por la técnica de homogenizacién a alta presion, con el propdsito de controlar la especie
Callosobruchus maculatus responsable de causar hasta el 100% de pérdidas de semillas de caupi. Los
bioensayos en huevos y adultos de C. maculatus indicaron un aumento de la toxicidad de los aceites a
nanoescala (LCsg de 16.1 - 40.5 uL/L de aire y 4.5 - 24.3 uL/L de aire, respectivamente) en comparacion
con las microemulsiones (LCsy de 71.6 - 161.9 yL/L de aire y 19.2 - 77.8 uL/L de aire). Papanikolaou,
N. E. et al. (2018) resaltaron la mejora de la actividad insecticida de piretrinas naturales nanoformuladas
a partir de dos sistemas de microemulsiones, destinadas a mitigar la plaga afido Aphis gossypii Glover
(Hemiptera: Aphididae). De acuerdo con los autores se lograron resultados eficaces a dosis mds bajas que
las formulaciones convencionales de emulsiones. También se reveld baja toxicidad de la nanoformulacién

en los depredadores no objetivos, haciéndolos productos ttiles para el manejo integral de plagas.

3. NANOFORMULACION

Recientemente las nanoformulaciones de bioinsecticidas presentan un interés a modo de estrategia para
la mitigacién de insectos causantes de pérdidas econdémicas en la agricultura. A través de la formulacién
de sistemas como nanoemulsiones, nanoencapsulaciones y nanodispersiones (Figura 1)) se superan
limitaciones que manifiestan los bioplaguicidas tradicionales, garantizindose un aumento significativo de
la velocidad de disolucidn, la solubilidad en agua y la uniformidad de dispersién en la aplicacién. Si bien
no se realiza ninguna alteracién quimica de las moléculas de interés, disminuir el tamafio de particulas a
nanoescala, permite analizar novedosas propiedades titiles para la produccién de nuevos productos (Kumar,
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S. et al., 2019; Margulis-Goshen, K., & Magdassi, S., 2013).

Figura 1: Representacion esquematica de nanoformulaciones, a) nanoemulsion; b) nanoencapsulacion; ¢) nanodispersion.
Adaptado de (Hayles, J. e al., 2017, p. 282).

3.1. Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones son sistemas cinéticamente estables conformados por la dispersién de dos liquidos in-
miscibles, estabilizados mediante un surfactante apropiado, cuyos tamafios de gotas estimados son alrededor
de 10 a unos cientos de nanémetros (Wani, T. A. et al., 2019). Segun la distribucion relativa de las fases y
componentes, las nanoemulsiones se clasifican en bifasicas y multiples. Entre las caracteristicas importantes
de las nanoemulsiones se encuentra la dindmica de las gotas, en la cual se considera el efecto de cizalla sobre
el tamafo de gotas. Otro factor es el efecto del surfactante, por su funcién de estabilizar las gotas recién for-
madas durante un largo periodo de tiempo. Las viscosidades relativas de la fase continua y dispersa también
tienen influencia en el proceso de reduccion del tamafio de gotas (Singh, Y. ef al., 2017).

Al igual que las emulsiones convencionales, las nanoemulsiones sufren mecanismos de inestabilidad. Se
generan aumentos del tamafo de gotas, polidispersidad y en el peor de los casos separacion de las fases.
Uno de los mecanismos de inestabilidad es la agregaciéon de gotas, que origina el crecimiento de estas a
través del incremento de la sumatoria de las interacciones electrostaticas, hidrofébicas, esféricas y de van
der Waals. El segundo mecanismo es la maduracién de Ostwald, que explica el fendmeno de engrosamiento
de la emulsién. Por dltimo, se encuentra la coalescencia, es decir, la fusién mecdnica de dos gotas debido
a la colisién. Las nanoemulsiones pueden ser obtenidas mediante métodos de alta energia, baja energia o
combinacion de ambos. La ultrasonicacién y homogenizacion a alta presion se clasifican en métodos de alta
energia y se caracterizan por suministrar fuerzas disruptivas capaces de reducir el tamafio de gotas. De baja
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energia se destacan las técnicas de temperatura de inversion de fase, autoemulsificacién y transicion de fase
(Hayles, J. et al., 2017; Helgeson, M. E., 2016)

Hashem, A. S. et al. (2018) desarrollaron una nanoemulsion con tamafio de gota de 198.9 nm, formulada
con aceite esencial de Pimpinella anisum (Apiaceae) que contenia 81.2 % de E-anetol. La evaluacion de la
toxicidad y dafio morfolégico e histolégico se realizé en adultos de la especie Tribolium castaneum Herbst
(Coleoptera: Tenebrionidae). La nanoemulsién mostro toxicidad en el organismo objetivo con un efecto
significativo en su progenie (LCsy = 9.3 % v/v). En general, los resultados encontrados permiten establecer
la mejora de la estabilidad del metabolito de interés y la contribucién a reducir el uso de insecticidas
sintéticos. Choupanian, M., et al. (2017) investigaron la mejora de la eficacia del limonoide azadiractina, a
través de nanoemulsiones de aceite de neem, contra dos especies de plagas Sitophilus oryzae y Tribolium
castaneum. Se eligieron cuatro formulaciones con tamafos de particulas de 208-507 nm. Los resultados
mostraron excelente mortalidad por contacto después de dos dias de exposicién en Sitophilus oryzae y
Tribolium castaneum con valores de 85-100 % y 74-100 % respectivamente, por lo que sugieren un aumento
significativo de la mortalidad en comparacion con la formulacién comercial Neemix (17 % mortalidad) y el
aceite de neem no formulado (0 % mortalidad). En otro trabajo, Asib, N., Omar, D., & Muhamad, R. (2015)
analizaron el desarrollo de nanoemulsiones de rotenona obtenida de extractos de Derris elliptica, preparadas
utilizando diagramas de fases ternarios. Las formulaciones seleccionadas presentaron un tamafio de particula
menor a 100 nm y estabilidad a 25 °C durante dos meses. Los bioensayos de dosis-mortalidad evaluados por
la técnica de inmersidn foliar arrojaron 100 % de mortalidad contra Plutella xylostella 72 horas después del
tratamiento a una concentracion de 273 ug/mL. Asi mismo, los valores de LCsy de las nanoformulaciones
se encontraron entre 0.02 - 66.39 ug/mL, utilizando como control Saphyr (LCsy 82.68 ug/mL). Los autores
resaltaron la toxicidad y estabilidad a temperatura ambiente de las nanoemulsiones formuladas de extractos

de rotenona.

3.2. Nanoencapsulacion

La nanoencapsulacién se refiere al empaquetamiento de sustancias activas dentro de otro material, donde
el tamafio de las nanocdpsulas se encuentra comprendido en un intervalo de 1 a 100 nm en al menos una
dimension. Las particulas encapsuladas son denominadas fase interna o nicleo activo y el material de en-
capsulacion es conocido como cubierta o fase externa. La importancia de las nanoencapsulaciones, se basa
en el hecho de garantizar que la especie encapsulada no sea afectada por el entorno externo, al mismo tiem-
po favorecer la estabilidad, el manejo seguro de materiales toxicos, y la liberacion controlada y dirigida de
metabolitos activos. Los métodos utilizados para la nanoencapsulacion de especies activas se fundamentan
en procesos quimicos, fisicoquimicos y fisico-mecdnicos. Los procesos quimicos se distinguen por sinteti-
zar nanocdpsulas de alta pureza a través de técnicas de nucleacion. La combinaciéon de métodos quimicos
y fisicos implican las técnicas de complejos de inclusién, inversion de fase, coacervacion y separacion de
fases. Mientras que los procesos fisico-mecanicos incluyen secado por pulverizacidon, evaporacion/extrac-
cion de solventes y electroencapsulacion. La seleccion de los materiales para nanoencapsular bioinsecticidas
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dependera de las propiedades del metabolito, algunos de estos son nanoparticulas de lipidos sélidos, nano-
materiales a base de polimeros, hidroxidos-LDH entre otros (Cano-Sarabia, M., & Maspoch, D., 2016; Nu-
ruzzaman, M. et al., 2016). Ebadollahi, A. et al. (2017) evaluaron la composicién quimica y toxicidad de
los aceites esenciales aislados de las hojas de Thymus eriocalyx y Thymus kotschyanus en adultos de Te-
tranychus urticae. Los aceites esenciales fueron nanoencapsulados en el material mesoporoso MCM-41 con
tamafios de particulas de 40 - 100 nm. A partir de los resultados se observé incremento de la estabilidad y
persistencia extendida de 18 y 20 dias. Ademds, la mortalidad de individuos de 7. urticae aumentd de 80 a
230 4caros para T. eriocalyx y de 58 a 186 4caros para T. kotschyanus. En consecuencia, los aceites esen-
ciales nanoencapsulados de T. eriocalyx y T. kotschyanus a través de un material mesoporoso ampliamente
conocido, MCM-41, pueden ser un método potencial para su aplicacion en el manejo de T. urticae.

Pasquoto-Stigliani, T. et al. (2017) prepararon y caracterizaron nanocdpsulas de policaprolactona cargadas
de aceite de neem y acido oleico, con el propdsito de evaluar el potencial citotoxico y genotoxico, asi como
su accién contra las bacterias del ciclo del nitrégeno y su fitotoxicidad hacia las plantas de maiz. Las for-
mulaciones se desarrollaron por el método de evaporacién de emulsion/solvente, obteniendo nanocdpsulas
de distribucién de tamafio de 400 nm y estabilidad durante 120 dias. Los ensayos de genotoxicidad de-
mostraron que las células HelLa presentaron la mayor sensibilidad a las formulaciones. Las lineas celulares
HaCat y V79-4 expuestas a las formulaciones no mostraron diferencias significativas en el dafio causado al
ADN, en comparacion con el control. Las células 3T3 evidenciaron un dafio mayor cuando se expusieron
a las nanocdpsulas que contenian solo dcido oleico, de igual forma se observé un comportamiento similar
para las células HeLa. Entretanto las células 3T3 y HeLLa sometidas al tratamiento con NC_20 (formulacién
sin dcido oleico y 200 mg de aceite de neem) no mostraron dafios significativos. Por otro lado, los andlisis
de citotoxicidad y fitotoxicidad indicaron que la formulacién NC_20 fue la de menor toxicidad en los pa-
rdmetros fisioldgicos. Segun el estudio, los resultados demostraron que se pueden obtener sistemas menos

perjudiciales para el medio ambiente y la salud humana por técnicas de nanoencapsulacion.

Fahmi, M. Z. et al. (2017) estudiaron la actividad insecticida de las nanocédpsulas de quitosano cargadas con
extracto de neem en la especie Riptortus linearis. Reportando tamafios de particulas de las nanocédpsulas
menores a 300 nm y estabilidad por 50 minutos a la radiacién UV. Los bioensayos arrojaron mayor sus-
ceptibilidad de Riptortus linearis bajo los tratamientos con las nanocapsulas, manifestando valores de 75.2
- 66.7 % de inmortalidad de larva en concentraciones de extracto de 15 y 20 % respectivamente, mientras
que el extracto de neem sin nanoformular presentd 94.0 - 88.3 % de inmortalidad de larva. De acuerdo con
los resultados se pudo concluir que la nanoencapsulacidn puede ser considerada una estrategia viable para
incrementar la actividad insecticida de metabolitos de interés.

Forim, M. R. et al. (2013) desarrollaron un nuevo método para la nanoencapsulacién de extractos de

semillas de neem. Las nanoparticulas se prepararon por suspension coloidal y secado por pulverizacion.

Los resultados indicaron estabilidad, capacidad para disolverse en medio acuoso y porcentaje de mortalidad
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larvaria de 100% en Plutella xylostella. Adicionalmente, las nanoformulaciones no perdieron su eficacia
durante un periodo de seis meses. Por tanto, el método implementado para formular nanocapsulas de
extractos de neem puede ser considerado para el control de plagas de insectos. Yang, F. L. et al. (2009)
formularon nanocédpsulas de polietilenglicol cargadas con aceite esencial de ajo y determinaron su toxicidad
en adultos de Tribolium castaneum. Las nanoparticulas se prepararon por el método de dispersién por fusién
y se caracterizaron mediante microscopia electrénica de trasmision y dispersion dindmica de la luz. Los
resultados mostraron didmetro promedio menor a 240 nm, asi mismo la eficacia de la nanoformulacién
contra T. castanerum cuya concentracion fue de 8000 mg/kg, presenté aumento de la mortalidad con valor
de 80% después de cinco meses del tratamiento en comparacién con el aceite esencial de ajo libre (sin
formular) que fue solo del 11 %. Esto indica que es posible utilizar las nanocdpsulas de polietilenglicol con

aceite esencial de ajo para controlar la especie 7. castanerum.

3.3. Nanodispersiones

La formulacién de nanodispersiones sucede por la dispersién de nanocristales en medios liquidos. Los na-
nocristales suelen ser 100 % el compuesto activo en forma de particulas cristalinas o amorfas. Los sistemas
cubren un didmetro de particula de 10-200 nm, y, en consecuencia, es posible aplicar las teorias generales
de estabilidad coloidal para sus estudios. El objetivo principal de las nanodispersiones es maximizar el drea
superficial con el fin de aumentar la saturacién de solubilidad del metabolito activo y la velocidad de di-
solucién. La dispersion puede formarse transparente, translicida o turbia, teniendo en cuenta tres factores,
la particula o el radio de la gota, la fraccién de volumen de la fase dispersa y la diferencia en el indice de
refraccion entre la fase dispersa y el medio de dispersion (Shah, M. R., Imran, M., & Ullah, S., 2017). Las
nanodispersiones son utilizadas en industrias farmacéuticas, catdlisis, sistemas antioxidantes y formulacién
de insecticidas sintéticos, de tal manera se logré desarrollar nuevos fundamentos teéricos y tecnolégicos que
pueden suministrar estrategias que aumenten la estabilidad, solubilidad, difusién y vida titil de los metabo-
litos en la preparacion de bioinsecticidas.

En un trabajo reciente, Kumar, N. et al. (2018) informaron sobre la caracterizacién y evaluacion de la
bioeficacia de nanoformulaciones de fipronil frente a la plaga Nilaparvata lugens. Donde la mortalidad
media indicéd que todos los tratamientos con insecticidas fueron significativamente superiores al control
no tratado. Ademds, se observaron porcentajes de reduccidon en la poblacién de N. lugens cuyos valores
fueron 93.47 %, 86.89 % y 80.47 % en las nanodispersiones, dispersiéon monolitica y formulacién comercial
de fipronil respectivamente. Por otra parte, Yang, D. et al. (2017) investigaron la nanodispersion solida
de benzoato de emamectina con tamafio de particula de 96.6 4+ 1.7 nm formulada por el método de
solidificacién de nanoemulsién sobre la accidon de Plutella xylostella y Myzus persicae. El bioensayo
mostré que la composicién de la nanodispersion sélida (SND) incremento el contenido de benzoato de
emamectina, evidencidandose mejora de la actividad bioldgica en P. xylostella con valor de LCsy 0.1838
pg/mL en comparacion con las formulaciones convencionales ME-B, WDG-A, WDG-B y WDG-C (LCsg
0.2270, 0.2667, 0.3332 y 0.3440 ug/mL). Asi mismo, en M. persicae las formulaciones WDG-A y
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WDG-B mostraron toxicidades significativamente mds bajas (LCsg 575.3891 y 710.7140 ug/mL) que la
nanoformulacién SND (LCso 268.2333 ug/mL). A partir del estudio se logré proporcionar una perspectiva

para aumentar la biodisponibilidad y disminuir la contaminacion residual del producto.

4. CARACTERIZACION DE NANOFORMULACIONES

La formulacién de bioinsecticidas a nanoescala representa el estudio de novedosas propiedades. Dada la
naturaleza del tamafio de particulas, se exhiben sistemas con comportamientos diferentes a los habituales.
Por esta razon, es crucial caracterizar las nanoparticulas mediante diferentes técnicas y métodos (Tabla 1)
teniendo en cuenta las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

Tabla 1: Técnicas o métodos para la caracterizacion de nanoformulaciones.

Técnica o métodos Determinacion de propiedades o pardmetros Referencias

Morfologia, t ffa, tamafio de particul .
Microscopia avanzada ortologla, topogralia, tamano de particuias y (Da Costa, J. T., et al., 2014; Forim, M. R. et al., 2013)

distribucién de tamafios
Dispersién dindmica de la luz Forma y distribucién de tamafio de particulas Gundewadi, G. er al. (2018); Osanloo, M. et al. (2017)

Espectroscopia infrarroja y resonancia magnética  Estructura molecular y estereoquimica del (Pant, ML et al., 2014; Pinto, N. de O. F. et al.. 2016)

nuclear metabolito
Espectroscopia de correlacion de fotones Indice de polidispersidad Ghosh, V., Mukherjee, A., & Chandrasekaran, N. (2016);Hashem, A. S. et al. (2018)
. Cargas superficiales y estabilidad de (Fernandes, C. P. et al., 2014);
Potencial zeta
nanoparticulas (Volpato, A. et al., 2018)
Difraccion de rayos X Grado de cristalinidad de nanoparticulas (Abduz Zahir, A. et al., 2012)

Algunas técnicas se describen a continuacién: el andlisis de la morfologia y topografia de nanoparticulas
puede realizarse mediante las técnicas de microscopia electrénica de barrido seguin sus siglas en ingles
SEM, microscopia de fuerza atémica (AFM) y microscopia electrénica de transmisién (TEM). El micros-
copio electrénico de barrido posee la capacidad de permitir la observacion y modificacién a nanoescala de
superficies de particulas. Se utiliza para detectar e interpretar sefiales emitidas durante la interaccién del haz
de electrones con la muestra (electrones Auger, electrones secundarios, y electrones retrodispersados). La
informacion que suministra producto de las interacciones facilitan la caracterizacién en términos de morfo-
logia de la superficie, organizacion estructural y composicion quimica (Pereira-Da-Silva, A. M., & Ferri, F.
AL, 2017).

Christofoli, M., et al. (2015) formularon y evaluaron el efecto insecticida de nanoesferas biodegradables de
aceites esenciales de Zanthoxylum rhoifolium en poblaciones de Bemisia tabaci. Estas se prepararon por na-
noprecipitacion del polimero poli-e-caprolactona (PCL) preformado y las superficies fueron caracterizadas
por microscopia electrénica de barrido. Los resultados de morfologia indicaron la presencia de nanoparti-
culas esféricas, sin diferencias significativas en el tamafo entre las nanoesferas vacias y las que contenian el
metabolito. De igual manera, Kamaraj, C. et al. (2018) caracterizaron la morfologia de nanoformulaciones
de aceite de neem por SEM (modelo JFC-1600, JEOL) y estudiaron la actividad biolégica en Helicoverpa
armigera 'y Spodoptera litura. Las nanoformulaciones mostraron distribuciones uniformes con formacién
de nanoparticulas agregadas, morfologias de superficies finas y tamafos de particula de 20.00 a 43.83 nm.
La actividad insecticida present6 valores de LCsg de 10.20 - 12.49 ppm y LCq( de 32.68 - 36.68 ppm en H.

80 Revista Facultad de Ciencias Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin



NANOFORMULACIONES DE BIOINSECTICIDAS BOTANICOS PARA EL CONTROL DE PLAGAS AGRICOLAS
armigera y S. litura respectivamente. Teniendo en cuenta los resultados, la investigacion sugiere el posible
uso de aceite de neem para la preparacién de nuevas formulaciones como bioplaguicidas.

Otra técnica elegida para la caracterizaciéon geométrica y superficial fina, es la microscopia de fuerza
atomica AFM. Los microscopios de fuerza atomica proporcionan una reconstruccion tridimensional de
las topografias de superficie con una resolucién lateral y vertical sub-nanométrica, en un tamafio que
normalmente no es mds grande que unas pocas decenas o cientos de micrometros. La AFM pertenece a la
rama de la microscopia que permite obtener imagenes de superficies, mediante una sonda fisica que analiza
la superficie de la muestra sin causarle dafio, empleando los modos de contacto y no contacto. Entre tanto,
la microscopia electrénica de transmision TEM, proporciona informacion sobre el interior de las particulas
en lugar de la superficie. Se caracteriza por detectar el haz de luz de electrones que se transmite debajo de la
muestra, para lo que es necesario altos voltajes de aceleracion de electrones de hasta 300 kV. Esta condicién
da como resultado resoluciones muy altas que facilitan la obtencion de imdgenes de nanoparticulas de
pequefios tamafios (Marrinello, F., 2014; Schwaferts, C. et al., 2019)). Estudios realizados por Campos,
E. V. R. er al. (2018) prepararon y caracterizaron nanoparticulas de quitosano funcionalizadas con [-
ciclodextrina que contenian carvacrol y linalol. Las morfologias de los diferentes sistemas se analizaron
por microscopia electronica de transmisioén y microscopia de fuerza atémica. Para los ensayos de TEM se
utiliz6 un microscopio Zeiss Leo 906, mientras los de AFM se empleé un Nanosurf Easy Scan 2 Basic
en modo contacto equipado con un cantiliever TapAl-G. Los resultados mostraron nanoparticulas esféricas
lisas con distribuciones de tamafio promedio 197.9 £ 16.8 y 194.6 + 22.7 nm medidas por TEM y AFM
respectivamente.

La evaluacién del tamafio de particulas es fundamental en el andlisis de las propiedades de los sistemas a
nanoescala. Para este propdsito se utiliza la técnica de dispersion dindmica de la luz, la cual se fundamenta
en el célculo de la forma y distribucién del tamaiio de las particulas en suspension a través del movimiento
browniano y el desplazamiento Doppler. Cuando una suspension de particulas en movimiento browniano es
excitada por un rayo laser monocromatico, la longitud de onda de la luz entrante cambia después de golpear
las particulas en movimiento, lo que origina un desplazamiento Doppler, que es un pequeiio cambio de fre-
cuencia en la luz dispersada en comparacion con la luz no dispersada. Este cambio brinda informacién sobre
el tamaio, la distribucién y forma de las particulas (Sakho, E. H. M. et al., 2017). Ahmadi, Z. et al. (2018)
determinaron la toxicidad y caracterizacion de nanocdpsulas de quitosano cargadas con aceite esencial de
Achillea millefolium en adultos de Tetranychus urticae Koch. Los resultados de dispersion dindmica de luz
revelaron que los tamafios promedio de las nanoparticulas estaban influenciados por las condiciones de pH
en la preparacién. Los didmetros promedio de las nanocapsulas de quitosano cargadas con el componente
activo se encontraron en intervalos de 42 - 220 y 70 - 600 nm, con valores de pH de 5.5 y 3.5 respectivamente.

Las medidas del potencial zeta o también denominado potencial electrocinético presentan importancia en

las nanoformulaciones a modo de herramienta simple y reproducible para determinar las cargas superficiales

de las particulas. El método consiste en una medida de la carga eléctrica generada en la interfaz cuando una
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superficie sdlida se pone en contacto con una solucién acuosa. Como resultado, los iones libres locales en
la solucién tienden a reorganizarse de tal manera que existe una region delgada de densidad de carga neta
distinta de cero cerca de la interfaz. También se considera un pardmetro valioso para predecir la estabili-
dad de las dispersiones coloidales durante el almacenamiento (Bhattacharjee, S., 2016; Shah, M. R., Imran,
M., & Ullah, S., 2017). Malaikozhundan, B., & Vinodhini, J. (2018) sintetizaron y evaluaron la actividad
biolégica de nanoparticulas de 6xido de zinc recubiertas con extracto de Pongamia pinnata (Pp-ZnO NP)
en Callosobruchus macalatus. Las nanoparticulas se caracterizaron mediante la medida del potencial zeta
utilizando un sistema Zetasizer Nano Z. El valor determinado del potencial zeta (-12.45 mV) mostré que las
nanoparticulas Pp-ZnO estaban cargadas negativamente y eran moderadamente estables. Es de resaltar que
la magnitud del potencial zeta (-30 mV a +30 mV) indica la estabilidad potencial del sistema coloidal.

El indice de polidispersidad (PDI) es otro pardmetro medido en nanoformulaciones, principalmente en
nanoemulsiones para establecer las variaciones en los tamafios de gotas. El PDI caracteriza el ancho de
la distribucion del tamafio de particulas y por lo tanto la homogeneidad de la formulacién. Un valor de PDI
menor que 0.2 es indicativo de una distribucién estrecha del tamafio de gota (uniformidad), mientras que los
valores cercanos a 1.0 se encuentran en formulaciones que exhiben heterogeneidad del tamafio de gotas. La
técnica frecuentemente empleada para medir el indice de polidispersidad es la espectroscopia de correlacion
de fotones (PCS). Mide la amplitud de la distribucion de tamafio derivada del andlisis acumulativo de la
dispersion dindmica de la luz (Bourbon, A. L. et al., 2018; Shah, M. R., Imran, M., & Ullah, S., 2017). Pant,
M. et al. (2014)) analizaron la formulacién de nanoemulsiones preparadas a partir de aceite de eucalipto
y filtrados acuosos de Pongamia glabra y Jatropha curcas para el control de Tribolium castaneum. Los
valores de LCsq registrados para las nanoemulsiones con y sin filtrados acuosos fueron 0.1646 mg/L y
5.4872 mg/L, lo que evidencié una mayor toxicidad para la nanoemulsién que contenia filtrado acuoso.
Ademds, se calcul6 el indice de polidispersidad, con resultados de uniformidad del tamafio de gotas para la
nanoemulsién formulada usando filtrado acuoso, en el cual se encontré que la dispersion media era de 0.23
en comparacién con la formulacién de nanoemulsion que contenia agua destilada cuyo valor de dispersién
promedio fue de 0.85.

5. POTENCIAL USO DE NANOFORMULACIONES DE BIOINSECTI-
CIDAS BOTANICOS EN LATINOAMERICA

Las investigaciones asociadas a los bioplaguicidas estdn estrechamente relacionadas con el mercado de pro-
ductos organicos. De acuerdo con un andlisis bibliométrico de Isman, M. B., & Grieneisen, M. L. (2014),
se dio un aumento de publicaciones cientificas sobre insecticidas botdnicos, pasando de un 2% en 1980 a
mds del 21 % en 2011, aunque estas cifras no reflejan su comercializacion en el mercado. La presencia de
los productos botdnicos en el mercado estadounidense tuvo sus inicios en 1990, mediante la aprobacién por
parte de la agencia de proteccién ambiental de los Estados Unidos (EPA) del ingrediente activo de neem,
convirtiéndose en el primer mercado agroquimico fuera de la India en hacerlo. En 2011 la EPA aprobaria
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Requiem, un insecticida basado en un extracto rico en terpenoides de la planta Dysphania ambrosioides 'y se
le atribuirfa como el primer insecticida botdnico aprobado después de aproximadamente 20 afios de la co-
mercializacién de azadiractina. Luego en 2014 la EPA aprob6 Captiva, un insecticida formulado de extracto
de oleorresina y aceite de ajo, producido por Ecoflora Agro en Colombia. Entre otros mercados encargados
de impulsar el uso de insecticidas botdnicos se encuentra la unién Europea, con el registro de aprobacién de
tres ingredientes botdnicos como piretrinas, azadiractina y aceite de cascara de naranja. En India se comer-
cializan con aprobacion del Ministerio de Agricultura aparte de extractos de neem y ajo, los extractos de las
siguientes plantas Milletia pinnata, Cymbopogon spreng, Sophora spp, Annona Squamosa L, Tripterygium
wilfordii, Apocynum venetum y Eucalyptus globulus Labill. Mientras tanto en China se cuenta con nueve
insecticidas botanicos aprobados por el Ministerio de Agricultura desde 2013. Dentro de estos se tienen
piperina, rotenona, nicotina y azadiractina. Otros extractos son obtenidos de Sophora flavescens, Veratrum
nigrum, Eucalyptus globulus Labill, Cinnamomun camphora y Celastrus angulatus. Por su parte en Brasil,
pese a la enorme biodiversidad de la flora y campos de investigacién muy activos en temas de insecticidas
botédnicos, no se evidencian los registros de productos botanicos en igual proporcion. Esta situacion puede
ser explicada por los esquemas regulatorios que posee el pais a través de tres sistemas gubernamentales
(Isman, M. B., 2015).

Si bien en la actualidad se tienen formulaciones de bioinsecticidas botdnicos en el mercado global, la comer-
cializacion de estos productos mediante nanoformulaciones es escaso. Una posible razén de ello es la falta
de legislacidn, estdndares de evaluacion de los productos y poca informacién de los impactos ambientales
de la nanotecnologia en la agricultura (Margulis-Goshen, K., & Magdassi, S., 2013). Sin embargo, en regio-
nes ricas en flora como Latinoamérica, ya se estd optando por aprovechar las ventajas de aumentar el area
superficial y la solubilidad acuosa de los metabolitos, al reducir el tamafio de particulas. Entre las investi-
gaciones se destacan reportes realizados en Brasil. Por ejemplo, Oliveira, A. P et al. (2017) determinaron la
toxicidad de nanoformulaciones cargadas del aceite esencial de Lippia sidoides en poblaciones de Sitophilus
zeamais. Las dosis letales de nanoformulaciones de aceite esencial y timol necesarias para matar el 50 %
de las poblaciones variaron de 26.4 a 35.9 ug/mg y de 20.7 a 27.7 ug/mg respectivamente. Conforme a los
resultados los investigadores demostraron que los prototipos de nanoformulaciones son prometedores para

el control de S. zeamais.

Giongo, A. M. M. et al. (2016) desarrollaron nanoformulaciones de neem con el fin de reducir la biodegra-
dacién de los compuestos activos y mejorar su efecto residual. Las formulaciones se realizaron en nanocdp-
sulas compuestas de una capa polimérica (poli-caprolactona, poli-B-hidroxibutirato y polimetilmetacrilato)
que recubria una mezcla de aceite comercial de neem y extracto de semilla, y nanoesferas conformadas de
una matriz polimérica cargada solo del extracto de semilla. La corta duracion de la eficacia de las nanofor-
mulaciones sugirié que hubo poca o ninguna liberacién de neem por parte de las nanoparticulas, pese a que
los polimeros utilizados han demostrado ser efectivos para la produccién de nanoparticulas que contienen

neem. Dado lo anterior los autores recomendaron mas estudios para mejorar la velocidad de liberacién de la
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azadiractina. En otra investigaciénDe Carvalho., et al. (2015) evaluaron la actividad insecticida sistémica y
el efecto residual de las nanoformulaciones de neem sobre las ninfas de Bemisia tabaco biotipo B en tomate.
Las formulaciones se prepararon a partir de nanocapsulas cargadas con productos derivados de neem usando
polimeros biodegradables (poli-caprolactona y poli-B-hidroxibutirato). Los autores sugirieron que la accién
sistémica de las nanoformulaciones depende de las condiciones ambientales en que se apliquen. Ademas,
las nanocdpsulas se encontraron bioactivas cerca de 30 dias después de la aplicacion.

Ferreira, F. T. R., Vendramim, J. D., & Forim, M. R. (2012) evaluaron nanoformulaciones de neem
en la plaga Tuta absluta considerada la mas importante en tomate. Los bioensayos se realizaron sobre
22 nanoformulaciones, de las cuales NC40 acuosa y NC40 polvo (NC40 = nanocdpsulas de poli-f3-
hidroxibutirato) exhibieron resultados prometedores para el control de 7. absoluta. Por otra parte, en
Argentina Werdin Gonzdlez, J. O. et al. (2019) caracterizaron y determinaron la actividad insecticida
residual de nanoparticulas de poli-etilenglicol que contenian aceites esenciales de Geranium sp y Citrus
reticulata en Blattella germanica. Las nanoparticulas ocasionaron un aumento en la toxicidad residual por
contacto, posiblemente debido a la liberacion lenta y persistente de los terpenos activos. Los resultados
indicaron que los nuevos sistemas basados en nanopdrticulas podrian desarrollarse como agentes de control
de B. germdnica. En Colombia, aun no se conocen investigaciones orientadas a la nanoformulacién de
bioinsectidas botdnicos.

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En este trabajo se discutié el potencial de la nanotecnologia en el desarrollo de formulaciones de
bioinsecticidas botdnicos para el control de plagas agricolas. A partir de las ventajas que presentan los
sistemas a nanoescala fue posible analizar el aporte de esta tecnologia en la soluciéon de problemas que
se evidencian en las formulaciones a gran escala. De este modo, su aplicacion serd importante para
comercializar en un futuro productos que beneficien tanto el medio ambiente como la accién insecticida
de los metabolitos. Tanto a nivel mundial como en Latinoamérica, los desarrollos pueden considerarse atin
pocos, todavia se requieren realizar mds investigaciones que favorezcan el desarrollo de nuevos productos
nanoformulados. Latinoamérica con su gran biodiversidad, tiene un enorme potencial no aprovechado, para
nanoformular bioinsecticidas botdnicos. Haciéndolo, podria aportarse considerablemente a la seguridad
alimentaria de la regién, disminucién de enfermedades y efectos ambientales adversos. Para alcanzar este
propdsito, serd necesario establecer legislaciones que regulen la aplicacidn de la nanotecnologia. La presente
revision puede contribuir y motivar a la realizacion de estudios en Latinoamérica, para el desarrollo de
nanoformulaciones de bioinsecticidas, aprovechando los recursos genéticos.
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