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Resumen

Los aceites esenciales son una forma alternativa de hacer nuevos insecticidas ecoldgicos. Sin
embargo, la aplicacion directa de los mismos presenta inconvenientes que estan relacionados a
sus propiedades fisico-quimicas: volatilidad, escasa solubilidad en agua y oxidacién. Tribolium
castaneum conocido como el “escarabajo rojo de la harina” es una plaga secundaria que se puede
utilizar como modelo de estudio para el disefio de productos repelentes.

El objetivo de este trabajo, fue disefiar formulaciones liquidas, empleando diversos aceites
esenciales obtenidos de especies vegetales provenientes de la provincia de La Pampa y de limén
comercial. Se realizaron un total de 10 formulaciones liquidas que contenian distinta
concentracion de aceite esencial y coadyuvante. A partir de dos formulaciones base (F1y F2), se
realizaron repelentes que contuvieron como principio activo (PA) un solo aceite esencial
(formulaciones simples) y dos aceites esenciales (formulaciones dobles). Se emplearon
concentraciones de aceite esencial de 2% v/v (F1) y 10% v/v (F2). Las pruebas de repelencia se
llevaron a cabo siguiendo el Método de Preferencia de Area. Las 10 formulaciones ensayadas
presentaron repelencia clase V para T. castaneum. Se ha logrado una familia de productos
repelentes, consistente en 10 formulaciones disefiadas en el seno de la Universidad Nacional de
la Pampa. Estas formulaciones tienen potencial para generar productos comerciales, a partir de
especies vegetales como Helianthus petiolaris y Baccharis spartioides.

Palabras clave: aceites esenciales, formulaciones liquidas, repelentes.



Abstract

Tribolium castaneum known as the "red flour beetle" is a secondary pest that has spread
throughout the world. The establishment of this insect in grain or flour storage sites decreases
the quantity and quality of commercial and consumable products derived from flour. Essential
oils are an alternative way to make new eco-friendly insecticides. However, their direct
application has drawbacks that are related to their physicochemical properties: volatility, poor
water solubility and oxidation.

The objective of this work was to design liquid formulations using various essential oils obtained
from plant species from the province of La Pampa as well as commercial lemon essential oil, in
order to evaluate its repellent effect against the pest insect: T. castaneum. A total of 10 liquid
formulations were made that contained different concentrations of essential oil and adjuvant. Of
both types of base formulations (Formulation 1 and Formulation 2), repellents were made that
contain as an active principle (AP) a single essential oil (simple formulations) and two essential
oils, double formulations). Essential oil concentrations of 2% v/v (F1) and 10% v/v (F2) were used.
The repellency tests were carried out following the Area Preference Method. The 10 formulations
tested presented class V repellency. From the results obtained, a family of repellent products has
been achieved, consisting of 10 formulations designed within the Universidad Nacional de la
Pampa, with the potential to generate commercial products, from commercially unexplored plant
species such as Helianthus petiolaris and Baccharis spartioides.

Key words: essential oils, liquid formulations, repellents.



Introduccion

La utilizacion de aceites esenciales, presenta grandes ventajas: son facilmente extraibles,
ecoamigables y al ser biodegradables son rapidamente catabolizados en el ambiente (Zygadlo et
al., 1995). Poseen baja toxicidad hacia vertebrados y especies benéficas. Por ello los aceites
esenciales se presentan como una alternativa a los plaguicidas quimicos para el control de plagas
de granos almacenados (Enan et al., 1998).

La presencia de plagas constituye un serio problema en el almacenamiento de granos y su
industria derivada (Pérez et al., 2004). A nivel mundial, entre el 5y el 15% del peso total de los
cereales, semillas oleaginosas y leguminosas se pierden en la post cosecha; entre el 5y 10% de
estas pérdidas son causadas directamente por plagas (Hill, 1990). Por ejemplo, la familia
Curculionidae conocidos vulgarmente como “gorgojos”, son responsables de cerca del 34% en la
reduccion del rendimiento de cosechas a nivel mundial (Oerke, 2006).

En la actualidad, las medidas de control se basan en la aplicacién de productos quimicos, debido
a su eficacia y bajo costo (Sahaf et al., 2008). En nuestro pais y el resto del mundo, los mas
utilizados son los insecticidas quimicos convencionales como los organofosforados (diclorvos,
malation, metil-clorpirifds, metil-pirimifds), piretroides (deltametrina) y piretrinas obtenidas a
partir de extractos de Tanacetum sp. (Asteraceae) y los fumigantes que incluyen el bromuro de
metilo, la fosfina y el fluoruro de sulfhidrilo (Ducom et al., 2002; Navarro, 2006).

La resistencia que han adquirido las plagas, la contaminacién ambiental y los problemas
toxicoldgicos asociados con los insecticidas sintéticos han llevado a la necesidad de encontrar
alternativas mas efectivas y amigables a la salud y el ambiente. Hoy en dia, uno de los productos
naturales mas analizados son los aceites esenciales, como consecuencia de las diferentes acciones
bioldgicas que estos derivados de las plantas poseen en el control de plagas de alimentos
almacenados (Rajendran et al., 2008).

En este contexto, los aceites esenciales se presentan como una excelente alternativa dado que
ofrecen biodisponibilidad, biodegradabilidad y selectividad.

Los aceites esenciales, presentan distintos tipos de efectos sobre los insectos plaga, (Papachristos
et al., 2002). Pueden tener actividad fumigante (Shaaya et al., 2007), penetrar dentro del cuerpo
de los insectos como insecticidas de contacto (Weaver et al., 1994), actuar como repelentes;
(Ndungu et al., 1995), como agentes antialimentarios (Huang et al., 1997), afectar ciertos
pardmetros como la tasa de crecimiento, el lapso de vida y la reproduccion (Pascual-Villalobos,
1996).

La repelencia es uno de los tépicos que presentan gran interés entre los efectos subletales de los
aceites esenciales y sus componentes. Algunos de los terpenos responsables de la actividad
repelente son: a-pineno, cineol, eugenol, limoneno, terpinoleno, citronelol, citronelal, alcanfor y
timol (Park et al., 2005).

En los sitios donde se almacenan granos se ha incrementado en los ultimos afios el consumo de
repelentes. Estos productos se emplean como protectores, evitando que el insecto se acerque al
grano, ademas de prevenir la alimentacion y la oviposicion (Fields et al., 2001). Generalmente son



colocados alrededor de los silos, en los empaques o como preventivos, tratando las estructuras
de almacenaje antes de guardar el grano fresco (Cox, 2004).

Los repelentes han sido definidos como sustancias quimicas que actian localmente o a distancia,
provocando el alejamiento de un insecto de la fuente emisora y previniendo asi su alimentacién
(Choochote et al., 2007). Donde uno de los repelentes sintético es el DEET, (N,N-dietilmeta-
toluamida), que aun es utilizado a pesar de sus efectos adversos sobre la salud del hombre, pero
que sigue siendo efectivo como repelente frente a artrépodos hematdéfagos (Nerio et al., 2009).

Diversos aceites esenciales fueron estudiados para evaluar su capacidad repelente, entre ellos
podemos mencionar el aceite esencial proveniente de la cdscara de limén, de las hojas de
Eucalyptus globulus y Citronella (Gonzalez et al., 2016; Moctezuma et al., 2014).

Los aceites esenciales provenientes de especies aromdticas de la Regidon Semidrida Pampeana,
presentan un amplio espectro de actividad contra plagas de insectos de granos. El aceite esencial
de Heliantus petiolaris presenta actividad repelente contra T. castaneum (Saran 2019). Mientras
que, para Baccharis spartioides, se reporté actividad repelente del aceite esencial puro contra la
plaga de la mosca de la fruta, Ceratitis capitata ( Jofré Barud et al., 2014).

Los ingredientes activos de los plaguicidas en su estado "crudo", no son usualmente adecuados
para el control de plagas. Los fabricantes de plaguicidas agregan otros ingredientes o aditivos (a
veces ingredientes inertes) para "formularlo" y asi lograr el producto ofrecido para la venta
(Herzfeld et al., 2011). El principal objetivo de los aditivos, es aumentar la eficacia del principio
activo (Rasheed et al., 2017).

En el desarrollo de las formulaciones, la primera etapa del proceso es la pre-formulacién. En esta
etapa, se estudian en forma preliminar, las caracteristicas fisico-quimicas del principio activo:
solubilidad, pH, transparencia, color, olor y presencia de impurezas. En su conjunto, pueden influir
en el rendimiento del producto y su fabricacién. En la segunda etapa, la llamada fase de
formulacidn, se realizan los ensayos exigidos para que de la combinacién entre principios activos
y coadyuvantes den como resultado un producto con las caracteristicas requeridas (Aquino et al.,
2013).

El uso de formulaciones plaguicidas empleando aceites esenciales, se presenta hoy como un
método alternativo para el control de plagas domésticas. Sin embargo, queda mucho por estudiar
acerca de las técnicas y procedimientos para el desarrollo de este tipo de productos (Rasheed et
al., 2017).



Objetivos
Objetivo general

El objetivo del presente trabajo fue disefiar formulaciones liquidas con aceites esenciales de H.
petiolaris y B. spartioides y aceite esencial de limén comercial, para evaluar sus efectos repelentes
frente a T. castaneum.

Objetivos especificos

- Caracterizar las formulaciones liquidas obtenidas: pH, densidad y aspecto.

- Evaluar la estabilidad fisica de cada formulacién desarrollada.

- Evaluar la repelencia de las formulaciones liquidas obtenidas en base a uno o dos aceites
esenciales como principios activos.



Metodologia
Desarrollo de formulaciones base

En base a los componentes que se muestran en la tabla 1, se disefiaron formulaciones del tipo
emulsion estable. El diseiio de las formulaciones se llevé a cabo modificando las proporciones de
adyuvantes y vehiculos. La estabilidad de las emulsiones disefiadas se determind de la siguiente
manera: se colocd 3 ml de la formulacion en tubo de ensayo a temperaturas controladas: 30°Cy
5°C, durante 24 h. La emulsién se considerd estable cuando no se observd la aparicién de
cualquier signo de inestabilidad fisica como cremado, coalescencia o separacién de fases.

Tabla 1. Componentes utilizados para el disefio de
formulaciones.

Funcion Componente

Aceites esenciales de B. Spartioides
Aceite esencial de H. petiolaris
Aceite esencial de limén

DEET

Polietilenglicol

Tween 80

Coadyuvantes Nonil NP10

Propilenglicol
Polivinilpirrolidona (PVP K 30)
Etanol

Agua

Principios activos

Vehiculos

Caracterizacion fisico-quimica de las formulaciones

La caracterizacion fisico quimica se realizd para las formulaciones obtenidas y se evaluaron los
siguientes parametros:
. Aspecto: se determind bajo observacion simple.
. Densidad: la determinacién se realizd mediante pesada de un volumen conocido del
formulado y se calculd de la siguiente manera:

Densidad del formulado a 20°C (g/mL) = masa/ volumen
J pH: se realizd con un phmetro (HANNA Instruments), en una muestra de 10ml.



Bioensayos

Insectos modelo, cria y manutencion.

Se utilizé la cepa de laboratorio T. castaneum Herbst proveniente del CIPEIN-CITEFA. Esta, se
conservé en frascos (tamafio 14 x 10,5 x 30 cm) y se mantuvo en condiciones controladas de
temperatura (27+2°C), humedad relativa (75£5%) y fotoperiodos alternados de 12 h para permitir
su rapida reproduccion. Los insectos fueron alimentados con una mezcla de harina y levadura en
una proporcién 7:1.

Ensayos de repelencia

Las pruebas de repelencia se llevaron a cabo por el Método de “preferencia de area”, segun la
técnica descripta por Zhe et al., (2017). Se utilizaron papeles de filtro (Whatman N ° 1, diametro
9 cm) que se colocaron en placas de Petri. Una mitad del papel se impregné con 1 ml de
formulado, mientras que la otra mitad no fue tratada. Se contaron los insectos en la zona no
tratada en intervalos de una hora durante las primeras 5 h, y luego a las 24 h de aplicada la
formulacidn. Se realizaron 9 réplicas para cada formulacién ensayada.

El porcentaje de repelencia (PR) se calculé a través de la siguiente formula:

PR= (C-T) / (C+T) x100
Donde C = nimero de insectos en el drea no tratada y T = nimero de insectos en el drea tratada (Nerio et al., 2010).

Los resultados promedios obtenidos, se categorizaron en diferentes porcentajes de repelencia
(PR) en clase 0 a V. clase 0 (0-0,1%); clase | (0,1-20%); clase Il (20,1- 40%); clase Il (40,1- 60%);
clase IV (60,1- 80%) y clase V (80,1- 100%) segun Liu and Ho (1999).

Analisis estadistico
Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y un test de Tukey con los resultados obtenidos (%PR)

para determinar las diferencias significativas (p<0,05) entre las distintas formulaciones y el
tiempo éptimo de repelencia.
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Resultados y Discusion

Disefio de formulaciones base.

El desarrollo de productos de formulaciones repelentes se realizé a partir del disefio de dos
formulaciones base. El ajuste de proporciones de principios activos, coadyuvantes y vehiculos
resultd en la obtencion de dos emulsiones estables (tabla 2) que se identificaron como F1y F2.

Tabla 2. Composicion de las formulaciones base
(emulsiones estables)

Componentes Proporcion (%)
Principio activo 2
Emulsion estable F1 Coadyuvantes 15
Vehiculos 83
Principio activo 10
Emulsidn estable F2 Coadyuvantes 15,3
Vehiculos 74,7

Caracterizacion fisicoquimica de formulaciones simples.

A partir de las emulsiones F1 y F2, se disefiaron varias formulaciones repelentes simples
constituidas por un solo tipo de aceite esencial como principio activo. Se empleé DEET como
control quimico positivo para los posteriores ensayos de repelencia. La tabla 3, detalla las
caracteristicas fisicoquimicas de todas las formulaciones disefiadas y su estabilidad fisica.
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas y estabilidad de
Formulados simples.

Formulado |Aspecto |pH |Densidad (g/ml) |Ensayo de estabilidad
30°C 5°C

F1A traslucido 6,49 0,89 Si si

F1B traslucido 6,38 0,9 Si Si

FiC traslicido 6,37 0,89 Si Si

F1D traslicido 6,57 0,88 Si Si

F2A Blanco lechoso 3,27 0,99 No No

F2B Blanco lechoso 3,35 1 No No

F2C Amarillo lechoso  |3,27 1 No No

F2D Blanco lechoso 3,66 1 Si Si

Referencias: F1 emulsién estable 1; F2 emulsién estable 2; A: aceite esencial de limén; B: aceite esencial de H.
petiolaris; C: aceite esencial de B. spartioides; D: DEET.

El aspecto, pH y densidades obtenidos en las formulaciones F1 fueron similares. Las
formulaciones F2A, F2B y F2D presentaron el mismo aspecto, a excepciéon de F2C que contenia el
aceite esencial de B. spartioides. El pH de las formulaciones F2, result6 mas acido que el
observado en las F1. Esto puede ser atribuido al PVP K30, constituyente de F2, que su valor de pH
fue de 3,2.

En los ensayos de estabilidad fisica realizados a 5°C y 30°C, las formulaciones F1A, F1B y F1C
mantuvieron su apariencia y homogeneidad; mientras que F2A, F2B y F2C presentaron un
cremado en la parte superior de las emulsiones. Las formulaciones F1D y F2D que contienen DEET
como principio activo, se mantuvieron estables frente a las temperaturas ensayadas.

Al exponer las formulaciones a estas temperaturas (5°C y 30°C) se pueden presentar cambios en
relacion a su aspecto fisico y quimico. Esto es debido al aumento de |la degradacidn de algunos de
los componentes y desestabilizacion de la interfaz del tensioactivo. En consecuencia, se
favorecerd la separacion de fases del producto formulado (Mads, 2002).

Por otro lado, el hecho que la F1 en su composicion contiene dos alcoholes (polietilenglicol y
etanol) (tabla 2), puede favorecer su estabilidad, por la disminucidn de la tensién interfacial que
logra la solubilizacion completa de los componentes. La F2 contiene un solo alcohol y una elevada
concentracion de aceite esencial, por lo que aumenta la tensién interfacial y disminuye la
solubilidad de sus componentes. Las emulsiones resultantes desarrolladas con F2, presentaron
separacion de fases con fendmenos de inestabilidad como formacién de cremado en la superficie.
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Caracterizacion fisicoquimica de formulaciones dobles.

De la misma manera que se disefiaron las formulaciones simples, también se desarrollaron
formulaciones dobles, que contenian dos tipos de aceites esenciales como principios activos en
una proporcion 1:1. En la tabla 4, se pueden observar las caracteristicas fisicoquimicas y
estabilidad de estas formulaciones.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas y estabilidad de
Formulados dobles.

Formulado |Aspecto pH Densidad (gr/ml) Enosayo de estalinlldad
30°C 5°C
F1A-C Traslicido 6,39 |0,9 Si Si
F1A-B Traslicido 6,38 (0,91 Si Si
F2A-C Amarillo translicido |2,82 |1 No No
F2A-B Amarillo translicido |2,89 |0,99 No No

Referencias: F1: emulsidn estable 1; F2 emulsidn estable 2; A-C: aceite esencial de limdn y aceite esencial de B. spartioides; A-B:
aceite esencial de limén y aceite esencial de H. petiolaris.

Al igual que en las formulaciones simples, la F2 resultd ser mas acida que la F1 por la presencia
del PVP K30.
Las formulaciones dobles disefiadas con F1 resultaron estables durante 24 h a temperaturas de

30°Cy 5°C mientras que en las F2 se observd que la emulsién se separaba en dos fases formando
un cremado en la parte superior de la emulsién.

Bioensayos

Actividad repelente de formulaciones simples

Se evalud el comportamiento repelente sobre adultos de T. castaneum a lo largo del tiempo de
aplicacion de las formulaciones disefiadas simples. Los resultados son presentados en la tabla 5.
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Tabla 5. Porcentaje de repelencia de formulaciones
simples sobre T. castaneum.

Repelencia PR (%)
Formulado |Tiempo (h) Promedio PR (%)

1 2 3 4 5 24 CR
F1A 100a |97,8a |100a |97,8a [97,8a 97,8a 98,5 Vv
F1B 95,5a |97,7a |91,1a |93,3a |86,7b 93,3a 97,4 Vv
F1C 97,8a [100a (97,8a |97,8a |95,5a 95,53 97,4 Vv
F1D 95a 85a 90a 90a 95a 92,53 90,9 Vv
F2A 91,1a (97,8a |[100a [97,8a (100a 95,5a 97 \
F2B 100a |100a |100a (100a 95a 100a 99,1 Vv
F2C 95,5a (97,8a [97,8a |100a 100a 97,8a 98,4 Vv
F2D 87,5a [95a 97,5a [92,5a |[90a 97,5a 93,9 Vv

Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo al test de Tukey
Referencias: F1: emulsidn estable 1; F2 emulsion estable 2; A-C: aceite esencial de limén y aceite esencial de B. spartioides; A-B:
aceite esencial de limdn y aceite esencial de H. petiolaris

El total de las formulaciones tienen efecto repelente contra adultos de T. castaneum y pertenecen
a la clase V de repelencia (Liu et al., 1999). Esto indica que los formulados con F1, que contienen
menor concentracién de principios activos (aceites esenciales) consiguen una buena actividad
repelente, con una menor cantidad de principio activo.

Trabajos previos con los aceites esenciales de H. petiolaris y B. spartioides han comprobado el
efecto repelente de soluciones cetdnicas de estos aceites (Saran et al., 2019). Sin embargo, a las
24h el efecto repelente comenzaba a disminuir, debido a la disipacion del principio activo. Esto
se explica por sus propiedades fisico-quimicas como la volatilidad, escasa solubilidad en agua y
oxidacion (Trongtokit et al., 2005). El efecto repelente se logré mantener por mds tiempo a través
del desarrollo de formulaciones liquidas. Los formulados F1 y F2 mostraron tener efecto
repelente por encima del 90% hasta las 24 horas de ensayo. Los fendmenos de disipacion y
pérdida de actividad repelente disminuyen cuando los principios activos se encuentran en un
formulado.

Actividad repelente de formulaciones dobles.

Se evalud el efecto repelente de formulaciones F1 y F2 en las cuales se utilizaron dos aceites
esenciales como principios activos en una proporcion 1:1. Se adicion6 a las formulaciones base,
5% de aceite esencial de limon y se completd la formulacidn con los aceites de H. petiolaris y B.
spartioides. Sabatino y colaboradores (2006), reportaron que el limoneno (componente
mayoritario del aceite de limén) tiene efecto repelente contra Varroa destructor. Por lo tanto, al
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realizar la formulacion de mezclas de aceites donde incluyeron el aceite esencial de limédn,
lograron potenciar la actividad repelente. Con este antecedente, fueron disefiadas formulaciones
dobles que se muestran en la tabla 7.

Tabla 6. Porcentaje de repelencia de formulaciones
dobles sobre T. castaneum.

Formulado |Repelencia PR (%)

Tiempo (h) .

1 2 3 2 5 24 Promedio PR (%) |[CR
F1A-C 95,5ab |100a (100a |100a |97,8ab |100a 99,2 Vv
F1A-B 91,1ab |100a |95,5a (97,8ab |86,7b |[100a 95,1 Vv
F2A-C 71,1c |95,5ab|93,3ab [95,5ab |93,3ab |93,3ab |92,1 Vv
F2A-B 100a (100a ([100a 100a 97,8ab |93,3ab 98,9 Vv

Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo al test de Tukey
Referencias: F1: emulsidn estable 1; F2 emulsion estable 2; A-C: aceite esencial de limén y aceite esencial de B. spartioides; A-B:
aceite esencial de limoén y aceite esencial de H. petiolaris

Todas las formulaciones con la combinacidn de aceites esenciales propuestas fueron clase V
segun Llu et al (1999). El formulado F1A-C fue el de mayor PR promedio (99,2%), mientras que el
formulado F2A-B con una mayor proporcidon de cada aceite esencial (5%), tuvo menor PR
promedio 92,1%.

En este estudio, en las formulaciones F2A-C y F2A-B que contienen una concentracién de aceite
esencial al 10% v/v, la repelencia disminuyé en comparacién con las formulaciones simples, en
particular a las 24 h. Sin embargo, el efecto repelente se mantuvo dentro de la clase V. Idin y
colaboradores (2016), ensayaron formulaciones mixtas con dos aceites esenciales en una
proporcién de 10%. Esto presentaba una mejora en la repelencia para el control de cucarachas,
en comparacion con las formulaciones que contenian los aceites esenciales individuales. En
nuestro trabajo, los repelentes con F1 tienen similar eficiencia en comparacién con las
formulaciones simples mientras que las F2 presentan menor eficiencia.
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Conclusiones

El uso de formulaciones que emplean aceite esencial como principio activo, se presenta como
una alternativa para el control de plagas granarias T. castaneum.

Todas las formulaciones liquidas desarrolladas, presentaron repelencia dentro de la clase V; tanto
para los productos que contenian un principio activo o dos.

Respecto a la estabilidad de las emulsiones, se puede observar que las F2 a pesar de presentar
problemas de inestabilidad fisica, mostraron tener efecto repelente frente a T. castaneum.

De las dos féormulas propuestas inicialmente, la F1 se muestra como una alternativa para la
elaboracién de un repelente estable, con baja concentracién de principio activo (2%). A la hora
de evaluar los costos de elaboracion del producto final, estas caracteristicas pueden ser
ventajosas.

Se ha logrado una familia de productos repelentes, consistente en 10 formulaciones disenadas
en el seno de la Universidad Nacional de la Pampa, con potencial para generar productos
comerciales, a partir de especies vegetales como H. petiolaris y B. spartioides.
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