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RESUMEN

En este trabajo se estudia el efecto de las emulsiones O/W de ácido oleico-nicotina estabilizadas con 
Tween 80® sobre su actividad insecticida aguda y crónica en Drosophila melanogaster. La bioactividad aguda 
de las emulsiones de ácido oleico-nicotina registró un tiempo letal medio (TL50 = 13 ± 3 minutos) 
significativamente mayor que el obtenido con la nicotina en solución acuosa (TL50 = 7 ± 1 minutos). La 
baja bioactividad de la emulsión de ácido oleico-nicotina presenta una alta correlación con el porcentaje 
de nicotina encapsulada en las gotas de emulsión. La bioactividad crónica se evaluó en el ciclo de vida de 
D. melanogaster, donde se observó repelencia, evidenciada por la disminución en la oviposición. 

Palabras clave: Drosophila melanogaster, repelencia, emulsión O/W, ácido oleico-nicotina, actividad 
insecticida.

ABSTRACT

This paper studies the effect of the O/W emulsion of oleic acid-nicotine stabilized with Tween 80® on its 
acute and chronic insecticidal activity in Drosophila melanogaster. The oleic acid-nicotine emulsions acute 
bioactivity show a median lethal time (LT50 = 13 ± 3 minutes) significantly higher compared with that 
obtained with nicotine in aqueous solution (LT50 = 7 ± 1 minutes). Oleic acid-nicotine emulsion low 
bioactivity present high correlation with the percentage of nicotine encapsulated in emulsion droplets. 
The chronic bioactivity is assessed in the life cycle of D. melanogaster where diminution in oviposition 
is taken as evidence of repellency.
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INTRODUCCIÓN

La actividad insecticida de la molécula de nico-
tina ha sido empleada desde la época precolombina 
por los aborígenes americanos y reportada por pri-
mera vez en 1690 (1). A partir del siglo XIX y hasta 
mediados del XX, soluciones acuosas de nicotina 
en forma de sulfato eran incorporadas en una va-
riedad de formulaciones contra insectos de cuerpo 
blando como pulgones y orugas (2). Sin embargo, 
su alta toxicidad en mamíferos (DL50 entre 50 y 60 
mg/kg para ratas y 3 mg/kg para ratones), ha sido 
su principal desventaja, dado que entre 40-60 mg 
(0,5-1,0 mg/kg) puede ser letal para humanos (3), 
lo que significó su erradicación como herramienta 
agronómica. 

Se ha planteado que los emulsificantes y los 
estabilizadores son adsorbidos en la interfaz del 
aceite-agua actuando como barrera de protección; 
así, las formulaciones tipo emulsión constituyen 
una alternativa para reducir los efectos adversos 
ocasionados por la nicotina como pesticida (4). La 
expansión en las aplicaciones de emulsiones insec-
ticidas de ácido oleico-nicotina como alternativa a 
los plaguicidas de síntesis hace necesario profun-
dizar en el estudio de los fenómenos asociados a la 
actividad de las emulsiones de ácido oleico-nicotina 
y sus implicaciones bioactivas, fundamentalmente 
en términos de la toxicidad.

Algunos estudios han postulado que la actividad 
insecticida de la molécula de nicotina es potenciada 
cuando se encuentra en fase oleosa (5), y que la 
adición de un ácido carboxílico saturado (entre C10:0 
y C18:0) e insaturado (C18:1), lleva a la formación de 
carboxilatos de nicotina, que influyen en la activi-
dad insecticida (6). Por dicha razón, en este trabajo 
se evalúa la actividad biológica de emulsiones de 
ácido oleico-nicotina utilizando el modelo biológico 
Drosophila melanogaster y la caracterización estruc-
tural de la mezcla ácido oleico-nicotina y su efecto 
en la actividad biológica.

MATERIALES Y MÉTODOS

Reactivos 

Se obtuvieron Tween 80® (T80), ácido oleico y 
nicotina grado HPLC de Sigma Chemical Co, el 
aceite de girasol fue adquirido en un supermercado 
local, refinado mediante cromatografía en columna 
(1,5 cm de ancho x 75 cm de alto) y empacado con 
sílica gel 60 (MERCK. Kieselgel 60G, Art. 7731).

PARTE EXPERIMENTAL

Cuantificación de alcaloides 

El contenido de nicotina presente en la fase 
acuosa de la emulsión fue determinado por croma-
tografía líquida de alto rendimiento (HPLC), con 
un procesador de muestra Gilson 170, con detector 
de arreglo de diodos, en las siguientes condiciones: 
columna Phenomenex luna C18 150 x 4,60 mm x 
5 µm, con un volumen de inyección de 20 µL a 
un flujo de 1 mL/min; como fase móvil se utilizó 
Buffer (K2HPO3/ H3PO3)/acetonitrilo (70:30) a una 
longitud de onda de 260 nm (7).

Preparación de nicotina en solución acuosa

La nicotina fue adicionada lentamente con agi-
tación continua en agua desionizada a 25oC, hasta 
disolución completa. El contenido de nicotina en 
solución acuosa corresponde al 0,67% g/g.

Preparación de fases oleosas 

Fase oleosa ácido oleico

El ácido oleico fue adicionado lentamente con 
agitación continua en aceite de girasol a 25oC, hasta 
la disolución completa, luego se adicionó lenta-
mente Tween 80®. El contenido de ácido oleico y 
Tween 80® en la fase oleosa corresponde a 6,84% 
g/g y 10,89% g/g, respectivamente (8).

Fase oleosa ácido oleico-nicotina

La nicotina fue adicionada lentamente con agi-
tación continua en aceite de girasol a 25oC, hasta la 
disolución completa, luego se agregó lentamente, 
con agitación continua, ácido oleico hasta obtener 
una relación estequimétrica ácido-base 1:1, poste-
riormente se adicionó Tween 80®. Los contenidos de 
aceite de girasol, nicotina, ácido oleico y Tween 80® 
en la fase oleosa corresponden al 78,66 % g/g; 3,61% 
g/g; 6,84% g/g y 10,89% g/g, respectivamente (8).

Preparación y caracterización de las emul-
siónes 

La emulsión de aceite de girasol (18,66% g/g de 
fase oleosa, 16,63% g/g de aceite de girasol; 2,03% 
g/g de Tween 80®), la emulsión de aceite de girasol-
ácido oleico (18,66% g/g de fase oleosa; 15,35% 
g/g de aceite de girasol; 1,28% g/g de ácido oleico; 
2,03% g/g de Tween 80®), la emulsión de aceite de 
girasol-nicotina (18,66% g/g de fase oleosa; 15,96% 
g/g de aceite de girasol; 0,67% g/g de nicotina; 
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2,03% g/g de Tween 80®), y la emulsión de aceite 
girasol–ácido oleico-nicotina (18,66% g/g de fase 
oleosa; 14,68% g/g de aceite de girasol; 0,67% g/g 
de nicotina; 1,28% g/g de ácido oleico; 2,03 % g/g 
de Tween 80®), fueron preparadas a 25oC, usando 
como emulsificador un sistema con llave de tres 
vías acoplada a un filtro (ester de cellulosa 0,2µm) 
con un límite de presión de 0,51 MPa. Para la 
caracterización de las emulsiones se determinó el 
tamaño promedio de partícula (d32) mediante la 
técnica de dispersión de luz, usando Mastersizer 
Malvern 2000 (8). Todas las emulsiones fueron 
preparada por triplicado.

Bioensayos de actividad aguda y crónica 

Los bioensayos de bioactividad aguda para la 
nicotina en solución acuosa y las emulsiones de  
ácido oleico-nicotina sobre adultos de D. mela-
nogaster se efectuaron en discos de papel filtro 
(diámetro = 4 cm) impregnados con 0,20 mL de 
emulsión (después de preparada la emulsión), que 
fueron puestos en un vial de vidrio (5 cm de ancho 
x 6 cm de alto). Un total de 30 individuos adultos 
(cuatro días de nacidos) fueron introducidos al vial 
y la mortalidad fue monitorizada, dependiendo 
de la actividad de la emulsión, cada uno o cinco 
minutos durante 60 minutos (9). Esta evaluación se 
hizo por cuadruplicado y los valores de tiempo letal 
medio (TL50) y el análisis de regresión fueron cal-
culados utilizando el software STATGRAPHICS 
Centurion XV, versión 15.1.02. 

La bioactividad crónica de la nicotina en solución 
acuosa y de las emulsiónes sobre D. melanogaster 
fue determinada a partir de viales con 15 mL de 
alimento (mezcla semisólida de proteína, grasa y 
carbohidratos biodisponibles), que fue mezclado 
con 0,5 mL de nicotina en solución acuosa o de 
emulsión después de preparada hasta la completa 
homogenización. Un total de 6 individuos (3 ma-
chos y 3 hembras) se introdujeron al vial: transcu-
rridas 24 horas y a una temperatura de 25ºC, se 
retiraron los adultos y se procedió al recuento de 
huevos. Posteriormente se realizó el recuento de 
pupas y adultos con el propósito de evaluar el efecto 
de la emulsión sobre el ciclo de vida (9). 

Estabilidad insecticida

Las pruebas de estabilidad insecticida se deter-
minaron mediante monitorización progresiva de 
TL50 en las emulsiones durante 30 días. 

Biodegradabilidad de las emulsiones

La biodegradabilidad se determinó mediante 
monitorización progresiva de unidades formadoras 
de colonia por mililitro (ufc/mL) de microorganis-
mos mesoaerobios en las emulsiones, utilizando la 
técnica de placa vertida. 

Análisis microbiológico

El recuento de mesófilos, expresado como 
unidades formadoras de colonias, se efectuó en las 
muestras diluidas en relaciones de volumen 1:10, 
1:100, 1:1000, de acuerdo con el método APHA 
9610 (10).

Análisis estructural de la mezcla ácido oleico-
nicotina

Los espectros infrarrojos fueron obtenidos con 
un espectrofotómetro infrarrojo Perkin-Elmer 
FTIRX. El espectro de resonancia magnética 
nuclear protónico (HNMR) fue obtenido en el es-
pectrofotómetro Bruker 300, y los espectros fueron 
corridos en CDCl3 a temperatura ambiente, y edi-
tados con el software MestReNova para Windows, 
versión 5.2.3-3833.

Análisis estadístico 

Los resultados fueron expresados como prome-
dio y su respectiva desviación estándar. Se realizó 
la comparación estadística utilizando análisis de 
varianza de una vía (ANOVA), seguida por el test 
de comparación múltiple para las diferencias entre 
las medias con un nivel de confianza del 95%, uti-
lizando el software STATGRAPHICS Centurion 
XV, versión 15.1.02.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Bioactividad aguda

La actividad insecticida por contacto sobre  
D. melanogaster se llevó a cabo para la emulsión 
de ácido oleico-nicotina. En la tabla 1 se observa 
que las emulsiones 1 y 2 no demostraron activi-
dad insecticida en un periodo de 24 horas. Para  
la emulsión 3, se observa un valor de TL50 de 
13 ± 3 minutos, significativamente mayor, com-
parado con el obtenido para la nicotina en solución 
acuosa (TL50 = 7 ± 1), dada la pérdida de actividad 
insecticida en el proceso de emulsificación, com-
parada con la actividad de la nicotina en solución 
acuosa, condujo a la necesidad de evaluar el efecto 
de la fase oleosa. Para la emulsión se realizó extrac-
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ción de la fase acuosa y se procedió a determinar su 
actividad. En la tabla 2 se observa que la actividad 
insecticida de la emulsión está dada por la fase 
acuosa. El contenido de nicotina en la fase acuosa 
corresponde al 66% de la nicotina total. A partir de 
esta información se preparó una solución acuosa en 
las mismas condiciones, obteniéndose un TL50 de 
12 ± 1 minutos, que corrobora la actividad insec-
ticida de la molécula de nicotina en la fase acuosa 
y que ésta no es potenciada en emulsiones, como 
se ha planteado en estudios anteriores.

Tabla 1. Bioactividad aguda de ácido oleico-nicotina 
en emulsión sobre D. melanogaster.

Emulsión Emulsiones O/W con  
emulsificante T80 Bioactividad

Fase oleosa TL50 (minutos)

1 Aceite girasol >1440

2 Aceite girasol + Ácido 
Oleico

>1440

3 Aceite girasol + Ácido 
Oleico + Nicotina (1:1)

13± 3

Tabla 2. Bioactividad aguda de ácido oleico-nicotina 
en emulsión sobre D. melanogaster.

Emulsiones O/W con emulsificante T80 Bioactividad

Aceite girasol + Ácido oleico + Nicotina TL50 (minutos)

Emulsión 13 ± 3

Fase acuosa 11 ± 1

La pérdida de actividad insecticida en el proceso 
de emulsificación se puede correlacionar con la en-
capsulación de nicotina en las gotas de fase oleosa 
de la emulsión, dado que los resultados anteriores 
muestran que en el proceso de emulsificación se 
tiene nicotina tanto en la fase oleosa como en la 
fase acuosa, debido a la solubilidad de la molécula 
en las dos fases. Predomina la solubilidad en la fase 
acuosa, pero al momento de adicionar ácido oleico, 
el contenido de nicotina aumenta en la fase oleosa. 
Esto puede obedecer a factores como aumento de 
la polaridad de la fase oleosa o la posible formación 
de un nuevo compuesto del tipo oleato de nicotina, 
tal y como se había planteado en algunos trabajos 
previos (5,6). 

Con el fin de elucidar la formación del nuevo 
compuesto se llevó a cabo el análisis espectroscópico 
de la mezcla ácido oleico-nicotina. 

Análisis espectroscópico

En cuanto a la posible formación de un carboxi-
lato de nicotina se efectuó un análisis de espectros-
copia infrarroja con el fin de realizar seguimiento 
de	la	banda	de	absorción	del	grupo	−COOH	del	
ácido oleico. En la tabla 3 se puede observar que 
la señal del estiramiento carboxílico C=O para el 
ácido oleico se encuentra en 1702cm-1(11), para la 
mezcla ácido oleico-nicotina, se observa una señal 
de estiramiento de grupo carboxílico a 1718 cm-1, 
lo cual indica que no hay una formación de oleato, 
ya que para la formación de oleato la banda de ab-
sorción se encuentra entre (1650-1550) cm-1, como 
se observa en el oleato de sodio cuya señal COO- se 
encuentra a 1627 cm-1(11).

 Tabla 3. Bandas de absorción de infrarrojo. 

Sistema Estiramiento
C=O de –COOH

Estiramiento
C=O	de	−COO-

(1720-1706) cm-1 (1650-1550) cm-1

Ácido oleico 1702 cm-1 ------

Ácido oleico-Nicotina 1718 cm-1 ------

Oleato de sodio ------ 1627 cm-1

Otra forma de evidenciar la posible formación 
de oleato de nicotina es observando el efecto en los 
protones adyacentes al nitrógeno pirrolidínico por 
espectroscopia de resonancia magnética nuclear 
protónica (HNMR) en el momento de la protona-
ción. En las figuras 1a y 1b se representan la mo-
lécula de nicotina no protonada y monoprotonada, 
empleando la numeración basada en el Chemical 
Abstracts Method (12).  
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Figura 1. Estructuras bi-dimensionales de la 
molécula de nicotina (N); (a) no protonada,  

(b) monoprotonada (NH+). 

En la tabla 4 puede verse el análisis de los proto-
nes del ciclo pirrolidínico de la molécula de nicotina. 
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A partir de estos resultados se puede inferir que 
no hay formación de oleato de nicotina y que el 
desplazamiento a campo bajo de los protones puede 
ser atribuido a la formación de enlace de hidrógeno 
entre el grupo carboxílico del ácido oleico y el ni-
trógeno pirrolidínico de la nicotina. En la figura 2 
se representa la estructura bidimensional de ácido 
oleico-nicotina.
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Figura 2. Estructura bidimensional de ácido oleico-
nicotina. La interacción de enlace de hidrógeno entre 

el grupo carboxílico de la molécula de ácido oleico  
y el grupo pirrolidínico de la molécula de nicotina  

está indicada con la línea punteada.

Efecto de la encapsulación de nicotina en la 
actividad insecticida

En la figura 3 se observa la disminución del TL50 
y la concentración de nicotina en la fase acuosa de 
la emulsión, las cuales están correlacionadas con 
el aumento de la concentración de ácido oleico en 
la fase oleosa de la emulsión, dada por el encapsu-
lamiento de la nicotina en las gotas de emulsión. 
Esto confirma que el aumento en la polaridad de 
la fase oleosa aumenta la migración de la molécula 
de nicotina de la fase acuosa a la fase oleosa, y pos-
teriormente la pérdida de actividad en la emulsión.

Figura 3. Efecto de la encapsulación de nicotina 
en la actividad insecticida de la emulsión.

La evaluación de la concentración de ácido oleico 
en emulsión y del contenido de nicotina en la fase 
acuosa, presentó una correlación estadísticamente 
significativa (p<0,05) entre el TL50, CA. oleico y CN, 
con un nivel de confianza del 95%, describiendo 
para este comportamiento un modelo de regresión 
múltiple lineal, expresado por la ecuación 1:

TL50 = 18.23 – 2.3 x 10–3 Cn + 7.9 x 10–5 C Aoleico      

                                                                                               Ecuación 1.

Estabilidad insecticida

Para la determinación de la estabilidad coloidal y 
la actividad insecticida de la emulsión ácido oleico-
nicotina se monitorizó el tamaño de partícula y 
actividad insecticida de las emulsiones el día de 
preparación y 30 días después, como se observa en la 
tabla 6, encontrándose que el cambio en el diámetro 
promedio de partícula no es significativo (p>0,05); 

Tabla 4. Desplazamiento químico de los protones del ciclo pirrolidínico δ (ppm)

Carbón N(Exp) Ácido Oleico-Nicotina N(13) NH+
(13)

     7 3,018 3,258 3,07 3,88

8 a 2,128 2,227 2,21 2,35

b 1,688 1,848 1,73 2,35

9 a 1,869 1,925 1,95 2,35

b 1,760 1,876 1,80 2,35

10 a 3,17 2 3,355 3,25 4,37

b 2,228 2,382 2,31 3,28

    12 2,095 2,196 2,71 2,71
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pero sí se observó diferencia estadísticamente signi-
ficativa en la actividad insecticida (p<0,05).

Tabla 6. Estabilidad insecticida y coloidal de 
emulsiones de nicotina sobre D. melanogaster.

Día d32 (μm) TL50 (minutos)

0 2.826 13 ± 3

30 2.914 30 ± 2

El cambio en el tamaño de partícula se atribuye 
a la estabilidad de la emulsión, pero la pérdida de 
actividad insecticida de la fase acuosa de la emulsión 
en un periodo de 30 días puede atribuirse mas a 
volatilidad o a degradación microbiana que a en-
capsulación, dado que la fase oleosa de la emulsión 
es una fuente de alimento para microorganismos. 
Esta última hipótesis fue sustentada en el hecho de 
que en el tiempo de monitorización se presentó un 
aumento progresivo de unidades formadoras de 
colonia por mililitro (UFC/mL). 

En la figura 4 se observa la evaluación de micro-
organismos mesoaerobios en la emulsión, que pre-
sentó una correlación estadísticamente significativa 
(p<0.05) entre las unidades formadoras de colonia y 
el tiempo de elaboración, con un nivel de confianza 
del 95%, y un coeficiente de correlación de 0,9976.
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Figura 4. Efecto del tiempo de elaboración en el 
número de microorganismos

Bioactividad crónica

Para la bioactividad crónica se trabajaron dosis 
subletales a nivel del ciclo de vida de D. melanogaster. 
En la figura 5 se muestra que no hay diferencias 
estadísticamente significativas (p> 0,05) entre las 

emulsiones blanco (emulsión de aceite girasol), ni-
cotina (emulsión de aceite girasol-nicotina) y ácido 
oleico (emulsión de aceite girasol-ácido oleico) y el 
control (agua). Para la emulsión de ácido oleico-
nicotina se presentó efecto en el paso huevo-pupa, 
posiblemente correlacionado con el 34% de nicotina 
que se encuentra encapsulada en la gota de emulsión, 
lo que explica un posible efecto ovicida o larvicida.
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Figura 5. Efecto de ácido oleico-nicotina en emulsión 
sobre el ciclo vital de D. melanogaster

Los resultados de la bioactividad crónica de 
emulsiones de ácido oleico-nicotina sobre el paso 
huevo-larva, en el ciclo vital de D. melanogaster, se 
muestran en la figura 6. No se puede atribuir este 
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Figura 6. Efecto de ácido oleico-nicotina 

en emulsión sobre el ciclo vital de D. melanogaster.
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efecto a una actividad ovicida, ya que se observó 
eclosión total del número de huevos. El efecto sobre 
la larva es selectivo, pues el 50% pasa al estadío de 
pupa y no se presentó diferencia estadísticamente 
significativa (p> 0,05) entre los paso larvas-pupas 
y pupa-adultos.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio mostraron que 
la actividad insecticida de la molécula de nicotina 
no es potenciada cuando se encuentra mezclada 
con ácido oleico y en emulsiones O/W, la actividad 
insecticida de las emulsiones está dada por la fase 
acuosa y la pérdida de actividad es atribuida a la 
encapsulación de nicotina en la fase oleosa debido 
al aumento de la polaridad de la fase oleosa y la 
formación de enlace de hidrógeno entre el grupo 
carboxílico del ácido oleico y el nitrógeno pirro-
lidínico de la nicotina, y no por formación de un 
oleato de nicotina. La inestabilidad en la actividad 
insecticida de la emulsión fue correlacionada con 
aumento progresivo de microorganismos mesófilos 
durante el tiempo de monitorización y se atribuye 
a la fase oleosa de la emulsión.

La emulsión de ácido oleico-nicotina presentó 
efecto en el paso huevo-pupa sobre el modelo bioló-
gico, lo cual fue correlacionado con el contenido de 
nicotina encapsulada (34%) en la gota de emulsión, 
lo que explica un posible efecto larvicida, ya que se 
observó eclosión total del número de huevos.
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