[+D en las empresas

Promicell: la autoencapsulacion como
nueva tecnologia de formulacion de
fitosanitarios en base a extractos naturales

En los ultimos anos, la preocupacion y conciencia social en tor-
no a los problemas ambientales ocasionados por el uso indis-
criminado de fitosanitarios sintéticos ha aumentado a nivel
global. Muchos son ya los paises que estan legislando para dis-
minuir y prohibir el uso de los mas peligrosos (Villaverde y col,
2014), por lo que surge la necesidad de conseguir alternativas
que ayuden a combatir de una forma mas sostenible las plagas.
Asi, los extractos naturales de plantas y microorganismos se
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presentan como una interesante solucién para ser utilizada en
combinacion con compuestos sintéticos en programas de con-

trolintegrado de plagas.

Introduccion

Los extractos naturales, a diferencia de los sintéticos, son
biodegradables y menos proclives a la generacién de re-
sistencias, pudiendo ser ademas tan efectivos como los
fitosanitarios de sintesis (Koul y col., 2008). Sin embargo,
los extractos naturales no suelen ser muy estables ni persis-
tentes, ya que son muy vulnerables a distintos factores am-
bientales, lo que disminuye su efectividad en la practica.
Por ello, es necesario trabajar en formulaciones adaptadas
gue permitan mantener estos extractos estables durante
mas tiempo, potenciando con ello su efectividad. De esta
necesidad surge Promicell, la nueva tecnologia de formu-
lacion de extractos naturales que ha hecho posible el de-
sarrollo del bioinsecticida Tec Fort.

Tec Fort: bioinsecticida en base a piretrinas natura-
les con tecnologia de formulaciéon Promicell

Tec Fort es un bioinsecticida de amplio espectro, especial-
mente eficaz contra insectos plaga de exoesqueleto blan-
do. Tec Fort estd formulado a base de una selecciéon de
piretrinas naturales. Estas piretrinas provienen del extracto
de la flor de Tanacetum cinerariifolium sin. Chrysanthe-
mum cinerariaefolium Vis., mas conocido como pelitre de
Dalmacia o piretro. Para la obtencion de los compuestos
activos, las flores son recolectadas en el momento de su
apertura, pudiendo ser secadas y pulverizadas o sometidas
a un proceso de extraccion con distintos solventes. Los ex-
tractos o polvos obtenidos contienen los compuestos acti-
vos con capacidad insecticida, siendo los mas abundantes
las piretrinas | y Il, aunque también contienen otras molé-
culas activas como las jasmolinas | 'y Il o las cinerinas | y II.

Las piretrinas, al proceder de extractos naturales de crisan-
temo, son muy vulnerables a distintos factores ambienta-
les, sobre todo a la radiacién UV. De este modo, aunque
estos compuestos activos tienen elevadas capacidades in-
secticidas, muchos de los productos comerciales en base a
piretrinas presentan efectividades bajas en campo, ya que
estos compuestos se degradan con facilidad antes de al-
canzar sus dianas en los insectos.
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En Grupo Agrotecnologia, hemos conseguido un insecti-
cida altamente efectivo a base de piretrinas naturales gra-
cias a nuestra tecnologia de formulacion Promicell. Esta
tecnologia es capaz de proteger los compuestos activos
alargando su tiempo de degradacion.

Nuestra tecnologia de formulacion parte de una selec-
cion exhaustiva de piretrinas, optimizandose en el formu-
lado la procedencia y proporciones de los distintos tipos
de piretrinas. Las piretrinas son combinadas a su vez con
distintos antioxidantes, coadyuvantes y otros co-formu-
lantes totalmente biodegradables, en unas condiciones
y proporciones que dan lugar a Tec Fort, un concentrado
altamente estable, capaz de mantener la concentracion
efectiva de piretrinas (2% (p/v)) durante periodos mini-
mos de dos anos.

Si bien, la verdadera novedad de la tecnologia de formula-
cion Promicell se hace patente cuando el producto concen-
trado se disuelve en agua, en la solucién de dosificacion. En
este momento, se produce una reorganizacion micelar, que
consiste en la autoencapsulaciéon de las piretrinas en el in-
terior de unas capsulas de naturaleza lipidica denominadas
micelas. Las micelas estan disefiadas para formarse cuando
el producto concentrado se mezcla con la cantidad de agua
necesaria para su correcta dosificaciéon. Estas capsulas lipi-
dicas protegen a las piretrinas de su rapida degradacion por
la accion de los distintos factores ambientales.

Modo de accion de Tec Fort

Los distintos compuestos activos presentes en Tec Fort
actlan como insecticidas de contacto, penetrando facil-
mente por las distintas cavidades naturales del insecto o
a través de las zonas no esclerotizadas del mismo. Una
vez en el interior, estos compuestos alcanzan rapidamente
el sistema nervioso central del insecto donde se unen y
activan los canales de sodio de las membranas celulares
de los nervios, generando una alteraciéon del impulso ner-
vioso y causando la muerte del insecto por extenuacion
y/o pardlisis (Ray and Fry, 2006). Todo este proceso ocurre
con rapidez una vez que las piretrinas son aplicadas sobre



el insecto, pues minutos después de entrar en contacto
con los compuestos activos los insectos son incapaces de
moverse o volar.

El objetivo principal de este trabajo se centra en el estudio
del fenédmeno de autoencapsulacion de las piretrinas que
tiene lugar en el proceso de dosificacion de Tec Fort, gra-
cias a la tecnologia de formulacién Promicell. El estudio
de la evolucién en el tiempo de las micelas protectoras
formadas es otro de los objetivos del presente estudio.
Adicionalmente, se comprobd cémo esta tecnologia de
formulacion permite disminuir la cantidad de principio
activo dosificada, obteniendo efectividades similares a las
obtenidas con una concentracién doble de principio ac-
tivo. De este modo, se optimiza la cantidad de principio
activo dosificada en campo, minimizando atn mas el im-
pacto ambiental del bioinsecticida.

Materiales y métodos

Autoencapsulacion de las piretrinas presentes en
Tec Fort en la disolucion de dosificacion

Con el objetivo de observar y corroborar el proceso de en-
capsulacion que tiene lugar cuando Tec Fort se disuelve en
la dilucion de aplicacién, en un vaso de precipitados de 1 L
se afadieron 500 mL de aguay 0,6 mL de Tec Fort y se agi-
taron por agitaciéon magnética a 25°C, obteniéndose una
dispersion homogénea. Inmediatamente, tras la formacion
de la dispersién se paro la agitacion y se extrajo la primera
muestra para su observacion.

La observacion de la encapsulacion se realizé de manera
directa sin necesidad de marcar el compuesto con fluoro-
foros, pues las piretrinas tienen la capacidad natural de
auto-fluorescer. Para la observacion se utilizd un microsco-
pio de epifluorescencia (Axioplan, ZEISS). La muestra fue
observada inmediatamente tras su recogida. Para ello se
colocé una gota de muestra en un portaobjetos (20 x 80 x
1 mm) y se cubrié con un cubreobjetos de (20 x 40 x 0,25
mm). Para las observaciones se trabajo principalmente con
los objetivos de x20 y x40 aumentos. Se tomaron fotogra-
fias y videos del fenémeno observado.

Para el estudio de la evolucién en el tiempo de las micelas
formadas, se tomaron muestras de la dispersion homogé-
nea cada 30 minutos durante 2 horas, y también a las 3,
24y 72 horas, y se observaron de la misma forma descrita
anteriormente.

Comparacion y evaluacion de la eficacia insecticida
de Tec Fort formulado al 2% con tecnologia Pro-
micell y un producto de otro fabricante en base a
piretrinas al 4%

Con el objetivo de evaluar la eficacia del bioinsecticida Tec
Fort formulado con la tecnologia Promicell al 2% de pire-
trinas, y compararlo con un producto comercial de otro
fabricante formulado al 4% de piretrinas, se desarrolld un
ensayo en un cultivo de pimiento (Capsicum annuum) en
invernadero. El ensayo se llevd a cabo durante el mes de
mayo de 2019 en una parcela de 50 m? situada en la loca-
lidad de Pilar de la Horadada (Alicante).

Se realizd una sola aplicaciéon de los productos tras la apa-
ricién de un foco de infeccién por pulgdn (Aphis spp.) en
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TESIS PRODUCTO MATERIA ACTIVA DOSIS
Tesis 1 Tec-Fort Piretrinas naturales 2% 1cc/L
Tesis 2 Tec-Fort Piretrinas naturales 2% 1.2 cc/L
Tesis 3 Piretro Competidor Piretrinas naturales 4% 1cc/L
Tesis 4 Piretro Competidor Piretrinas naturales 4% 1.2 cc/L

Tabla 1. Tesis del ensayo.

el invernadero. Se testaron dos dosificaciones distintas por
producto (Tabla 1).

En cada una de las tesis se marcaron hojas con un nivel
similar de infestacion visual. Se realizaron evaluaciones an-
tes de la aplicacion de los productos y 3 dias después de la
misma, contabilizandose el nimero de pulgones apteros
por hoja infestada.

Resultados

Autoencapsulacion de las piretrinas presentes en
Tec Fort en la disolucion de dosificacion y evolucion
de las micelas formadas

Las imagenes tomadas con el microscopio de epifluores-
cencia corroboraron la encapsulacion de las piretrinas en
la disolucion de dosificacion. Se comprobd que las capsu-
las que contenian piretrinas se correspondian con micelas
y no con liposomas, pues las capsulas tenian una pared
Unica (Figura 1).

Las micelas formadas tenfan tamanos de entre 5y 16 um.
Se comprobd que las micelas eran totalmente estables
hasta pasadas dos horas de la obtencion de la solucién
de piretrinas en agua. Si bien, a las tres horas se empezé
a observar que las micelas aumentaban de tamafio y las
piretrinas se concentraban en la periferia de éstas (Figu-
ra 2 A-B). Ademas, algunas de las micelas se rompian y
vaciaban totalmente su contenido. La desestabilizacion y
degradacion de las micelas fue ocurriendo paulatinamente,
hasta observarse micelas mayoritariamente vacias transcu-
rridas 24 horas (Figura 2 C-D). También se observaron a
este tiempo agregados que se correspondian con produc-
tos de degradacion de piretrinas. Las fotografias tomadas
48 y 72 horas después de la obtencion de la dispersion
homogénea de piretrinas en agua no se muestran en este
trabajo, puesto que a estos tiempos ya no habia rastro de
piretrinas o micelas.

Comparacion y evaluaciéon de la eficacia insecticida
de Tec Fort formulado al 2% de piretrinas con tecno-
logia Promicell y un producto de otro fabricante en
base a piretrinas al 4%

Los resultados del ensayo de campo en el que se comparé
la eficacia insecticida de Tec Fort con la de un producto
de otro fabricante con un contenido en piretrinas doble
gue el de Tec Fort, puso de manifiesto que, a las dos dosi-
ficaciones testadas los resultados de control de pulgones
apteros resultaron similares con ambos productos, no en-
contrandose diferencias significativas (Figura 3). Tampoco
se encontraron diferencias significativas entre las dos con-
centraciones testadas de cada producto.
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Figura 1. Fotografias tomadas con microscopio de epifluorescencia que
muestran la autoencapsulacion de las piretrinas presentes en Tec Fort cuan-
do el producto se disuelve en la solucién de dosificacion. Las fotografias A,
B, C 'y D fueron tomadas a los 30, 60, 90 y 120 minutos de la obtencién de
la dispersion homogénea de piretrinas en agua respectivamente.

Discusion y conclusiones

Los resultados de este estudio ponen de manifiesto como,
gracias a la tecnologia de formulacion Promicell, cuando Tec
Fort se mezcla con la cantidad de agua necesaria para su
correcta dosificacion, se produce un fenémeno de autoen-
capsulacion de las piretrinas en el interior de micelas lipidi-
cas de tamafios que varfan entre los 5y 16 um. También se
demostrd que las micelas formadas son totalmente estables
durante un minimo de dos horas, empezando a romperse
sélo después de tres horas de su formacion. Estas tres horas
de proteccién méxima del compuesto activo proporcionan el
tiempo suficiente a las piretrinas para ejercer su accion insec-
ticida. No obstante, transcurrido este tiempo, las micelas se
rompen y vacian paulatinamente, dejando parte de las piretri-
nas desprotegidas. Después de 24 horas practicamente todas
las micelas se observaron vacias y las piretrinas degradadas.

De este modo, la tecnologia de formulacion Promicell con-
sigue mantener la accién de las piretrinas durante tiempos
mas prolongados, protegiéndolas de su degradacion en
los momentos cruciales de accion.

Las micelas protegen a las piretrinas de su degradacién por
la accion de los rayos UV, pues son capaces de refractarlos
y evitar su impacto directo. Asi, el producto puede usarse
bajo cualquier condicién de luminosidad y climatica.

Adicionalmente, el ensayo de campo puso de manifiesto
cdmo, con una cantidad menor de principio activo, pueden
conseguirse resultados en campo similares a los obtenidos
con el doble de principio activo. Esto se alcanza gracias a
la accion protectora de las micelas, puesto que mantienen
efectivo el principio activo durante méas tiempo.

Ademas, la tecnologia Promicell también consigue que Tec
Fort tenga una mayor capacidad mojante, alcanzando una
mayor superficie cubierta por volumen de aplicacién, lo
cual también contribuye a los resultados obtenidos en el
ensayo de campo, permitiendo optimizar dosificaciones.

Tec Fort no presenta problemas de fitotoxicidad, pues la
tecnologia Promicell ayuda a que se produzca homoge-
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Figura 2. Fotografias tomadas con microscopio de epifluorescencia que
muestran la evolucion y degradacion de las micelas formadas tras la disolu-
cion de Tec Fort en la solucién de dosificacion. Las fotografias Ay B fueron
tomadas a los 180 minutos de la obtencion de la dispersion homogénea
de piretrinas en agua, mientras que C y D fueron tomadas a las 24 horas.
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Figura 3. Porcentaje de control de pulgones &pteros tres dias después de la
aplicacion de los productos Tec Fort y un producto de otro fabricante con un
contenido en piretrinas del 4% a dos dosificaciones distintas.

neidad en la dosis. Tec Fort es también biocompatible con
el insecto, de modo que no existen problemas de entrada
de las piretrinas en el insecto cuando estan encapsuladas,
pues la naturaleza lipidica de las micelas les hace perfecta-
mente compatibles con las membranas del insecto, favo-
reciendo su entrada.

Por ultimo, la tecnologia Promicell es totalmente compati-
ble con la biodegradabilidad natural de las piretrinas, pues
nuestros estudios demostraron que no habia rastro de
ellas tras 24 horas de la aplicacion.
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