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RESUMEN

Las nanoparticulas (NPs) son particulas con un rango de tamaifio de 1 a 100 nm. Entre, las mas utilizadas estan las de cobre (Cu)
por disponibles y econdmicas en comparacion con las de plata y oro. Los procesos para obtenerlas pueden ser fisicos, quimicos y
bioldgicos. Estos ultimos considerados los mas viables por no generar residuos toxicos secundarios, ni altos costos de produccion.
En la sintesis de NPs por medio biologico, el usar extractos vegetales o sintesis verde las hace mas simples, rentables, confiables y
amigables con el ambiente. Actualmente, se conocen pocos estudios sobre fitotoxicidad, el efecto y la accion en insectos fitdfagos.
Por lo tanto, la presente revision se centra en su aplicacion para la proteccion de cultivos de relevancia agroalimentaria, describir
los tipos de sales metalicas de Cu empleadas, los extractos vegetales usados, y su posible mecanismo de accion.
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Green synthesis of copper nanoparticles and their potential use
against insect pests of agro-food importance

ABSTRACT

Nanoparticles (NPs) are defined as particles with a size range of 1 to 100 nm. Among metal-based NPs, those derived from copper
(Cu) are considered the most economical and readily available compared to those made from elements such as silver and gold.
There are various methods for obtaining NPs, including physical, chemical, and biological processes. The biological processes are
considered the most viable because they do not generate toxic secondary waste and have low production costs. Within the biological
synthesis of NPs, the use of plant extracts, or green synthesis, has proven to be simple, cost-effective, reliable, and environmentally
friendly. Currently, there are few studies on the effect and mode of action of green synthesis NPs against phytophagous insects, as
well as their phytotoxicity. Therefore, this review focuses on the application of green synthesis Cu-NPs using plant extracts and
also addresses the potential of these agents for protecting crops of agri-food importance. Describing the types of Cu metal sales
employed and the extracts used for the synthesis of Cu-NPs, and their possible mechanism of action.
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INTRODUCCION
ananotecnologia, es laciencia que abarcala sintesis,
! el desarrollo y la aplicacion de nanomateriales,

el tamafio de las particulas oscila de 1 a 100 nm.
Las nanoparticulas (NPs) se dividen acorde a su
composicion quimica (Kucuk, Primozi¢, Knez & Leitgeb, 2023).
Se utilizan en medicina, alimentos, agricultura e industria, y su
importancia se debe a sus propiedades fisicoquimicas comparado
con los elementos de donde se obtienen (Kucuk et al., 2023;
Ijaz, Gilani & Bukhari, 2020). Sus caracteristicas estan definidas
por el tamafio, la forma (esférica, varilla, tubo e irregular), la
relacion superficie-volumen, la fase cristalina, amorfa y la
composicion quimica (metalica, carbono, inorganica, organica
y polimérica) parametros clave que definen una parte de sus
propiedades (Athanassiou, Kavallieratos, Benelli, Losic, Usha-
Rani & Desneux, 2018; Benelli, Losic, Usha-Rani & Desneux,
2018). Los métodos de sintesis para la obtencion de NPs mas
utilizados hasta el momento son fisicos y quimicos; sin embargo,
por requerir el uso de productos toxicos y la produccion de
subproductos nocivos durante el proceso provocan problemas
en el medio ambiente (Dikshit ef al., 2021); por el contrario
la sintesis verde (bioldgica) es una alternativa que emplea
organismos vivos: bacterias, hongos, levaduras, virus, algas
o plantas, que son agentes reductores y estabilizadores en la
formacion de NPs. Lassintesis mediada por plantas tiene ventajas
sobre los microorganismos al no requerir de mantenimiento en
cultivo, ni de la estandarizacion del crecimiento del organismo
odelindculo, considerados en algunas ocasiones como procesos
tediosos y caros (Ronavari et al., 2021).

Enlasintesis mediada por plantas solo se requiere de un extracto
obtenido de una de sus partes raiz, tallo, hoja, fruto y semilla
cuyo contenido de flavonoides, fenoles y otros compuestos
fenolicos son agentes reductores y estabilizadores de las NPs
(Badeggietal.,2020). Elempleo de metales, como el cobre para
laobtencion de nanoparticulas es de interés por suamplia utilidad
en el sector agroalimentario para el control de fitopatogenos,
principalmente, de enfermedades provocadas por hongos (Rai
et al., 2018). Ademas de que en la actualidad este metal es
la base para la formulacion de los agroquimicos oxicloruro
de cobre [Cu(OH), CuCl,], hidroxido de cobre [Cu(OH),] y
sulfato de cobre (Cu,S0O,), (Burandt, Deising & von Tiedemann,
2024). No obstante, su uso exige grandes cantidades, lo que
representa un riesgo a la salud del ecosistema, pero en forma de
nanoparticula es unaalternativa que disminuye su concentracion
y aumenta su eficacia en el control de las plagas. La accion del
metal estriba en que al permeabilizar la membrana plasmatica
se presenta una fuga de sus componentes celulares. Otra via es
la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas,
ya sea por la aceptacion o donacion de electrones de cobre
(Cu*y Cu?), lo que origina estrés oxidativo en los lipidos de
la membrana, aminoacidos y acidos nucleicos; y por ultimo
esta la alteracion de los sitios activos de las enzimas que ocurre
cuando el cobre compite con otros metales esenciales y evita

que las proteinas se unan con el cofactor correcto e inhibe su
funcionalidad (Giachino & Waldron, 2020; Arendsen,Thakar
& Sultan, 2019; Lemire, Harrison & Turner, 2013; Warnes &
Keevil,2011; Warnes, Caves & Keevil,2012). En afios recientes
son diversos los estudios realizados en torno a la aplicacion de
las nanoparticulas, en el control de patogenos que afectan los
cultivos, en especial el uso de nanoparticulas derivadas del Cu
contra insectos plaga. Por lo que la presente revision tiene el
objetivo de abordar aspectos de la sintesis de fitonanoparticulas
de cobre, su accion contra los insectos y la posible fitotoxicidad
en las plantas.

SINTESIS VERDE DE NANOPARTICULAS METALICAS

La sintesis de nanoparticulas (NPs) se realiza a través de tres
métodos: a) fisicos; b) quimicos y ¢) biologicos (sintesis verde),
con ventajas y desventajas, respectivamente (Tabla I). Sin
embargo, el uso de los métodos fisicos y quimicos ocasionan bajo
rendimiento, consumo alto de energia o la generacion de residuos
contaminantes, por esto se encontrd en las nanoparticulas una
opcion amigable con el ambiente. Es la biosintesis de NPs
del método bioldgico (llamado quimica verde) el mas viable,
es un proceso eficiente por generar una minima cantidad de
compuestos toxicos al ambiente y se protege la salud humana
(Gebreslassie & Gebremeskel, 2024). La sintesis verde involucra
los agentes bioldgicos virus, bacterias, hongos, algas y plantas
(Panditezal.,2022), de estas Glltimas el uso de diferentes extractos
vegetales provenientes de la raiz, tallo, hoja, semilla, epicarpio
de frutos y flores representan una opcion para fabricar NPs
(Huynh et al., 2020; Amaliyah, Pangesti, Masruri, Sabarudin
& Sumitro, 2020), al obtener de ellos una gran variedad
de fitoquimicos: los flavonoides, polifenoles, alcaloides,
terpenoides, saponinas, vitaminas, polisacaridos y proteinas
con accion de agentes reductores, protectores y estabilizadores
en la biosintesis y al reducir el metal, el proceso de sintesis es
mas rapido que el uso de microorganismos. La biorreduccion
de NPs metalicas con extractos de las plantas se realiza en tres
etapas: (Figura 1); i) activacion, es la subsecuente reduccion
y nucleacion (autoorganizacion de una nueva estructura) de
los iones metalicos. Los grupos carbonilo, hidroxilo, amino
y metoxido son los principales grupos funcionales presentes
en las plantas que estan implicados en la reduccion de iones
metalicos por medio de interacciones electrostaticas (Kiilinal,
Rauwel & Rauwel, 2018); ii) crecimiento, aqui las pequefas
NPs adyacentes se unen espontaneamente y forman particulas
de mayor tamafio; y iii) terminacion, define la forma de las NPs
acompafiada de un aumento en la estabilidad termodinamica
(Makarov et al., 2014).

En la sintesis de NPs de Cu se utilizaron diversas sales
metalicas del metal entre estas (sulfato de cobre y cloruro
de cobre) también extractos foliares de Euphorbia esula y
Ginkgo biloba NPs esféricas de 15-100 nm, en su reduccion
y estabilizacion intervinieron los flavonoides, acidos fenélicos,
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Tabla 1. Principales ventajas y desventajas de los métodos de sintesis de nanoparticulas.

Métodos fisicos

Métodos quimicos

Métodos verdes

Ventajas

Control en la obtencidn de tamafio y

forma de las nanoparticulas materiales

Proceso escalable
nanomateriales

Nanoparticulas de gran pureza
y funcionalidad)

Sintesis de nanoparticulas de diferentes

Produccién en gran escala de los

Control de sus propiedades (eg., tamafio | Consumo de poca energia en su

Sustentable con el ambiente

Nanomateriales compatibles y no
toxicos

fabricacion y no genera residuos toxicos

Desventajas

Alto consumo de energia y costos
econdémicos

Genera residuos toxicos

Limitada produccion de nanomateriales
funcionalidad

Alto consumo de energia

Genera residuos toxicos

Requiere procesos adicionales para su | Limitado control sobre las propiedades

Escalamiento limitado

Reproducibilidad

fisicas de los nanomateriales

Circulos amarillos representan iones de Cu*?

3-A 38 3C

7

&

J

Figura 1. Sintesis de NPs de Cu con extractos vegetales: 1) Fitoquimicos del extracto vegetal y 2) Sal metilica de cobre; 3) Interaccion
del Cu con fitoquimicos; Reduccion y nucleacion de los iones de cobre (3-A); Crecimiento de las NPs (3-B) y Estabilizacion de las CuNPs
con los compuestos bioactivos de la planta (3-C). Figura creatividad personal de Alfaro-Corres, A. E., (primer autor de este articulo).

quercetinay polifenoles (Nasrollahzadeh, Sajadi & Khalaj,2014;
Nasrollahzadeh & Sajadi, 2015). Con el nitrato de cobre y los
extractos foliares de Justicia spicigera y Hibicus rosasinensis
obtuvieron NPs de 53-500 nm, cuya aparicion responsabilizan
a los flavonoides, fenoles, alcoholes y estructuras aromaticas
(Gonzélez-Mendoza et al., 2019; Subbaiya & Selvam, 2015).
Otro ejemplo, la mezcla de sulfato de cobre y el extracto de
datiles sin semilla, dio NPs de 78 nm, los fitoquimicos fenoles

y flavonoides las estabilizaron (Mohamed, 2020). La sintesis
de NPs de acetato de cobre y extractos de Caloropis procera,
Azadirachta indicay Quercus robur dio por resultadoun tamafno
de 34-48 nm cilindricas y cuasiesféricas, e involucrados en su
reduccion y estabilizacion el grupo OH presente en polifenoles
(flavonoides), amidas, ésteres, fenoles aromaticos y taninos
(Abbas, Nasreen, Haroon & Aqeel Ashraf, 2020; Sorbiun,
Shayegan, Ramazani & Taghavi, 2018; Reddy, 2017).
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS NPs DE Cu DE SINTESIS
VERDE CONTRA INSECTOS FITOFAGOS

Eluso dediversos metales, en la sintesis verde de NPsy aplicada
al control de plagas polifagas es relativamente nueva; sin
embargo, se encuentran trabajos con las siguientes especies:
Callosobruchus spp. y Spodoptera spp.; de interés alimentario
Drosophila melanogaster y Bactrocera dorsalis. Las NPs de
Cu, Ag y Zn, reducidas con extractos de Ocimum sanctum,
Glycine max 'y Eriobotrya japonica tienen actividad larvicida
contra Callosobruchus chinense y Sitophilus oryzae (Hamdy
et al., 2023; Wazid, Prabhuraj, Harishchanra, Shakuntala &
Sharanagouda, 2020; Hosamani, Patil, Chandrashekhar, Benagi
& Nandihalli, 2020). Por otra parte, NPs de Ag, de Zn y extractos
de Ocimum basilicum, Syzygium aromaticum, Jatropha curcas,
Lantana camara, Eucalyptus globulus, Allium sativum, Zingiber
officinale, Acacia catechu'y Leonotis nepetifolia fueron efectivas
en larvas, pupas y adultos de Spodoptera spp. y Helicoverpa
armigera (Shabir, Sarwar & Ali,2023; Baranitharan et al.,2021;
Manimegalai, Raguvaran, Kalpana & Maheswaran,2020). Enel
insecto Tuta absoluta, que afecta cultivos horticolas, el extracto
de Trigonella foenum-graecum abase de nanoparticulas de hierro
tuvoun efecto larvicida (Ramkumar, Asokan, Ramya & Gayathri,
2020). En otros estudios las NPs de Cu y de Cu/Zn/Mn y los
extractos de Prosopis juliflora, Pluchea sericea y Capsicum
chinense tuvieron un efecto biocida y una disminucién en la
viabilidad celular en Phenacoccus solenopsis (Alfaro-Corres
et al., 2023; Ledn-Jiménez, Valdez-Salas, Gonzalez-Mendoza
& Tzintun-Camacho, 2019). Finalmente, las NPs de Cu y
extractos de Azadirachta indica, Pongamia pinnata, Lantana
camara y Citrus reticulata eliminaron el 100% de las termitas
(Odontotermes y Microtermes obesi) en condiciones de campo
(Shiny, Sundararaj, Mamatha & Lingappa, 2019). Con respecto
a las plagas de interés alimentario, hubo una disminucion en
larvas y adultos de D. melanogaster y B. dorsalis con las NPs
y los extractos de Coriandrum sativum, Blumea balsamifera,
Cymbopogon citratus'y Tridax procumbens (Paragas & Viloria,
2024; Paragas, Cruz & Fiegalan, 2020; Sood, Kaur, Singh,
Kumar & Khatri, 2019).

MODO DE ACCION DE LAS NANOPARTICULAS DE COBRE
EN INSECTOS

Latoxicidad de las NPs contrainsectos se ha centrado en evaluar
los mecanismos fisiologicos y en menor medida su accion a nivel
bioquimico o molecular (Athanassiou et al., 2018). En general,
la accion de las fitonanoparticulas metalicas esta centrada en la
generacion de anomalias fisiologicas, estructurales, bioquimicas
y genotoxicas en los insectos. Por ejemplo, se ha demostrado que
las NPs metalicas son capaces de adherirse a la superficie del
cuerpo del insecto debido a cargas electroestaticas, reducen la
permeabilidad de la procuticula (exocuticulay laendocuticula),
provocando deshidratacion, necrosis en la hipodermis,
despigmentacion cuticular, destruccion muscular y muerte del
insecto (Hashem, Awadalla, Zayed & Benielli, 2018; Stadler,
Lopez-Garcia, Gitto & Buteler, 2017). Ademas del daiio fisico

por contacto, las NPs-metalicas inducen a estrés oxidativo y
afectan la actividad de las siguientes enzimas antioxidantes: la
superoxido dismutasa, la catalasa, la glutation S-transferasa y
laacetilcolinesterasa (Sezer Tuncsoy et al., 2019); igual sucede
con las funciones del insecto crecimiento, reproduccion y
locomocion (Hu, Hou, Zhu & Lin, 2020). También, se conoce
que las NPs metalicas incrementan la metilacion global del
ADN conrepercusion en cambios epigenéticos, dafios y rupturas
en su cadena, incluso, dafio en los diversos componentes de
la célula y apoptosis celular (Wamucho, Heffley & Tsyusko,
2020; Mao, Chen, Wang & Yan, 2018). De forma mas especifica,
el modo de accidn de las nanoparticulas se clasifica en estrés
oxidativo, estrés no oxidativo y liberacion de iones metalicos
(Leon-Jiménez et al., 2019), (Figura 2).

El primero: i) estrés oxidativo, involucra directamente la
induccion de las siguientes especies reactivas de oxigeno
(ROS): el radical superoxido (O,), el radical hidroxilo (-OH),
el peroxido de hidrogeno (H,0,) y el oxigeno singulete ('O,); el
segundo: ii) estrés no oxidativo, tiene que ver con la interaccion
de la NPs metalicas con la membrana y sus componentes
celulares lo que genera, la reduccion de diversos procesos
metabolicos, el metabolismo de nucledtidos, los carbohidratos,
los aminoacidos y la energia, lo que conlleva finalmente al
dafio celular; el tercero: iii) liberacion de iones metalicos, es
gradual en la NPs metalicas y son absorbidos a través de las
membranas celulares. Una vez dentro de la célula, se lleva a
cabo la interaccion entre los iones metalicos con los grupos
funcionales de diversas proteinas y de los acidos nucleicos
(tiol (-SH), amino (-NH), y grupos carboxilo (-COOH),
respectivamente). Lo anterior causa cambios estructurales en
la célula y actividades enzimaticas aberrantes que perturban
los procesos fisiologicos normales (Ledn-Jiménez et al.,2019).

Frroroxicipap pE Las CuNPs

Los estudios de la accion toxica de las NPs metélicas en las
plantas demostraron no ser perjudiciales y si positivos (Zhang,
Chen, Jia, Huang, Ji & Zhao, 2021), ya que se mejoran los
pardmetros morfométricos y fisicos de germinacion, longitud
de raiz, altura de brotes, nimero de hojas y peso (fresco y seco)
en Cicer arietinum 'y Triticum aestivum (Kausar et al., 2022;
Sathiyabama, Indhumathi & Amutha,2020); anivel bioquimico,
se incrementa el contenido de pigmentos fotosintéticos,
contenidode fenoles, azucares, proteinas, enzimas antioxidantes,
metabolitos secundarios, la acumulacion de los compuestos
bioactivos vitamina C, licopeno y los flavonoides en frutos
de Triticum aestivum 'y Solanum lycopersicum (Kausar et al.,
2022; Ashrafetal.,2021). También las NPs metalicas obtenidas
por sintesis verde suelen ser menos toxicas que las de sintesis
quimica. Sin embargo, los resultados a veces contradictorios,
hacen necesario realizar mas estudios sobre su aplicacion en el
control de insectos, incluso por la complejidad en la respuesta
de la planta que puede estar influenciada por propiedades de las
NPs (tamafio, concentracion, recubrimiento), el sistema vegetal
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Figura 2. Mecanismos hipotéticos de accion de las nanoparticulas en los insectos: 1) Interaccion entre los fitoquimicos del extracto vegetal
presentes en la superficie de la NP de Cu y la membrana; 2) Penetracion de las NPs a la membrana celular mediante endocitosis; 3)
Estrés oxidativo inducido por especies reactivas de oxigeno; 4) Estrés no oxidativo provocado por la adicién de NPs a biomoléculas; 5)
Liberacion de iones de cobre y unién con biomoléculas; 6) Pérdida de la integridad de la membrana provocado por los iones de cobre y

ROS. Figura creatividad personal de Alfaro-Corres, A. E., (primer autor de este articulo)

utilizado (especie, tejido, etapa de desarrollo) y la metodologia
experimental (medio, método de exposicion, tiempo de
exposicion), (Yan & Chen, 2019). Finalmente, la sintesis verde
denanoparticulas metalicas de cobre, ademas de las alternativas
ya citadas, una ventaja mas, es que la interaccion del metal con
los fitoquimicos de la planta hace posible controlar en algunos
casos el tamafio y la forma de las NPs sintetizadas, dos de los
principales factores que influyen en su actividad biologica. Con
respecto al modo de accion de las NPs, en los insectos plaga
algunos son hipotéticos y otros limitados a diferentes niveles de
organizacion (bioquimico, molecular, fisiologicoy poblacional)
que nos permiten tener una vision amplia de como actuan y
aunque muestran una notable actividad contra bacterias, hongos
v plagas, aun quedan preguntas por responder, relacionadas

con la toxicidad que pueden provocar en organismos que no
son el objetivo y en las posibles consecuencias al ambiente
cuando se emplean elementos no esenciales como la plata o
el arsénico. Por ese motivo, las nano formulaciones a base de
cobre representan una alternativa biotecnologica viable para
la reduccion en el uso de agroquimicos y sus efectos toxicos
en el ambiente.

CONCLUSIONES

La aplicacion de la sintesis verde para la obtencion de fito-
nanoparticulas a base de cobre y control de insectos plaga,
representa una alternativa viable en los sistemas agricolas.
No obstante, se requieren estudios eco toxicoldgicos sobre
su posible impacto en estos ecosistemas y su incidencia en
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la estabilidad, eficacia y efectividad en el campo; ademas de
considerar que su implementacion requiere de cuidado en el
disefoy adaptacion al tipo de cultivo, condiciones del suelo, tipo
de cultivo y plaga, por la complejidad de la interaccion de los
nano materiales-planta-insectoy la posibilidad de generar efectos
no deseados en la microbiota benéfica del agro-ecosistema o
en los organismos superiores.
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