


AUTORES.

Peschiutta, M.L.

Bidloga, Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, Universidad Nacional de Cérdoba (2008), Doctora en
Cs. Biologicas, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires (2015). Trabaj6 en la
Universidad de la Patagonia San Juan Bosco (Sede Comodoro Rivadavia) en el area de la Ecofisiologia Vegetal
especializandose en frutales (cerezos) y el impacto de la principal plaga de este frutal: la babosita del peral.
Realizé trabajos de campo en Comodoro Rivadavia, Bahia Solano y Rio Mayo (Chubut) y Los Antiguos (Santa
Cruz) (2009-2015). Participd en varios proyectos de investigacion relacionados con estudios ecofisiologicos
(medicion de potencial hidrico, fotosintesis, flujo, crecimiento) sobre especies arboreas, cultivos frutales y
especies nativas patagdnicas; de los cuales obtuvo varias publicaciones. Actualmente se desempefia como
Becaria Postdoctoral en el Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal (CONICET-CORDOBA) (2017),
estudiando los efectos de la cochinilla harinosa (Planococcus ficus) en los vifiedos y su control utilizando aceites
esenciales de plantas comerciales. Su area actual de investigacion es el desarrollo de bioplaguicidas para el
control de plagas de la vid.

Zunino, M.P.

En 1996 obtiene el titulo de Biéloga y se gradué de Dra. en Ciencias Biologicas en el 2005, ambos en la Facultad
de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales de la Universidad Nacional de Cérdoba, realizando sus estudios en la
bioactividad antimicrobiana de los aceites esenciales y sus componentes. Actualmente se desempefia como
Investigadora Adjunta en la Carrera de Investigador Cientifico de CONICET, en el Instituto Multidisciplinario de
Biologia Vegetal (IMBIV). Su tema de trabajo son los compuestos organicos volatiles su importancia en las
interacciones entre artropodos, microorganismos y granos en un sistema de almacenaje. Ha publicado articulos
en libros y revistas cientificas nacionales y extranjeras. Forma parte del grupo de investigacién dirigido por el Dr.
Julio Zygadlo. Ha participado como integrante y ha dirigido proyectos de investigacion.

Merlo, C.

En el afo 2006 obtuvo el titulo de Bidloga en la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales de la
Universidad Nacional de Cérdoba y se gradu6 de Dra. en Ciencias Bioldgicas en el afio 2013 en la Facultad de
Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Es Investigadora
Asistente en la Carrera de Investigador Cientifico de CONICET, en el Instituto Multidisciplinario de Biologia
Vegetal (IMBIV), e investiga los compuestos volatiles bacterianos como semioquimicos e insecticidas para el
control de Sitophilus zeamais. Ha publicado articulos en libros y revistas cientificas nacionales y extranjeras.
Forma parte del grupo de investigacion dirigido por el Dr. Julio Zygadlo. Ha participado como integrante y director
de proyectos de investigacién. En el afio 2009 inicio su actividad docente y actualmente se desempefia como
Profesora Adjunta de la Catedra de Microbiologia Agricola de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional de Cérdoba.

Goni, M.L.

Ingeniera en alimentos egresada de la Universidad Nacional de Mar del Plata (Argentina). Obtuvo su doctorado
en Ingenieria Quimica en PLAPIQUI (Universidad Nacional del Sur, Argentina) en 2014. Ha trabajado en la
UGhent(Bélgica) y en el INSA-Toulouse (Francia) en el marco del programa Erasmus Mundus. Desde 2015
trabaja en la Universidad Nacional de Cérdoba (Argentina) como becaria posdoctoral de CONICET. Su trabajo se
centra en la impregnacién supercritica de polimeros y biopolimeros con compuestos activos naturales para
obtener materiales activos aplicables en envasado de alimentos y como dispositivos deliberaciéon controlada para
la agroindustria.

Muratore, F.

Ingeniera quimica egresada en la Universidad Tecnol6gica Nacional (UTN, Facultad Regional Cérdoba) en 2012.
Desde 2015 realiza sus estudios de doctorado en Ciencias de la Ingenieria en la Universidad Nacional de
Cérdoba. Su proyecto de tesis involucra el desarrollo de papeles bioactivos por injerto de moléculas especificas
en celulosa, en particular compuestos con actividad antimicrobiana e insecticida de origen natural.

Martini, R.E.

Investigadora Adjunta de CONICET y Profesora Adjunta de Termodinamica Quimica en la Universidad Nacional
de Cordoba (Argentina). Obtuvo su doctorado en Ingenieria Quimica en PLAPIQUI (Universidad Nacional del
Sur, Argentina) en 2007, realizando su tesis sobre el uso de fluidos cuasi y supercriticos en la separacién de
mezclas de polimeros y como medio de reaccion para injerto de copolimeros. Realizé una estadia posdoctoral en
la Universidad de Perugia (ltalia) trabajando en procesamiento de polimeros nanocompuestos. Actualmente
trabaja también en la modificacion de polimeros comerciales con sustancias bioactivas por injerto quimico e
impregnacion supercritica.

Ganan, N.A.

Obtuvo su doctorado en Ingenieria Quimica en PLAPIQUI (Universidad Nacional del Sur, CONICET, Argentina)
en 2014. Durante su tesis trabajé en la extraccién y fraccionamiento de insecticidas naturales con fluidos
supercriticos. Entre 2014 y 2016 fue becario posdoctoral de CONICET. Ha trabajado en la Universidad de
Coimbra (Portugal) y en el Institut National des Sciences Appliquées (Toulouse, Francia) en el marco del
programa Erasmus Mundus. Actualmente es Investigador Asistente de CONICET en la Universidad Nacional de
Cérdoba (Argentina). Su proyecto de investigacion involucra el estudio de tecnologias de fluidos supercriticos
para el desarrollo de materiales activos.

Lopretti, M.



Su formacién académica inicial se realizé en la Universidad de la Republica, Uruguay, en el afio 1978 obtiene el
titulo de Licenciada en Ciencias Bioldgicas (Bioquimica), en 1991 logra un Msc (Master en Ciencias) y en 1999
concluye su formacién doctoral, realizando sus estudios en la bioquimica de la degradacion y depolimerizacion
de la lignina. Su formacién académica fue ampliada con una formacién post-doctoral en la Universidad de Caxias
do Sul (Brasil), Grenoble (Francia), LANOTEC (Costa Rica) y Braganza (Portugal). Participo como investigadora
y gerencio el Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay, también fue directora de proyectos internacionales como
CYTED. Su area de trabajo es Biomasa como fuente de productos quimicos y energia Valorizacién de
biopolimeros (de origen vegetal, animal, microbiano)por medio de procesos bioquimicos y /o tecnoldgicos.
Enzimologia, Microencapsulacion , radiotrazadores ,irradiacion a altas dosis y mutagénesis inducida. Consorcios
de nuevos microorganismos extremdfilo y sus enzimas libres o inmovilizadas por radiopolimerizacion y otros.
Produccién de nanoparticulas a partir de biopolimeros. Realizo un gran numero de publicaciones cientificas en
revistas y es editora de libros en el tema. También ha participado en congresos y reuniones cientificas
nacionales e internacionales.

Lluberas, G.

Es Quimica Farmacéutica y Bioquimica Clinica (2017) de la Facultad de Quimica, Universidad de la Republica,
Uruguay. Su tarea se a desarrollado en el area de produccién de compuestos bioactivos. Su labor profesional la
ha desempenado en diferentes empresas nacionales e internacionales del area de la salud y de la ingenieria
quimica. Es docente en el Centro de Investigacion Nuclear, Uruguay. A participado en reuniones cientificas y ha
escrito trabajos cientificos.

Pizzolitto, R.P.

En el afo 2005 obtiene el titulo de Microbidloga y se gradué de Dra. en Ciencias Biolégicas en el afio 2011,
ambos en la Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Rio
Cuarto, realizando sus estudios en la prevenciéon de micotoxicosis en la industria avicola por microorganismos
bioeliminadores de toxinas fungicas. Desde el afio 2014 se desempefia como Investigadora Asistente en la
Carrera de Investigador Cientifico de CONICET, en el |Instituto Multidisciplinario de Biologia
Vegetal (IMBIV), investigando los sesquiterpenos de Fusarium verticillioides y sus funciones en la interaccion
hongo-grano-insecto. Ha publicado articulos en libros y revistas cientificas nacionales y extranjeras. Forma parte
del grupo de investigacién dirigido por el Dr. Julio Zygadlo. Ha participado como integrante de proyectos de
investigacion y en la actualidad dirige el proyecto titulado: “Compuestos volatiles de granos y los sesquiterpenos
de Fusarium verticillioides: sus funciones en la interaccion hongo-grano-insecto”.

Dambolena, J.S.

Licenciado en Quimica (2003), de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba.
Realiz6 su Tesis Doctoral en el estudio de monoterpenos para el control de Fusarium verticillioidesy sus
micotoxinas, obteniendo el Titulo de Doctor en Ciencias Bioldgicas en el afio 2010. Se desempefia desde el afo
2011 como Investigador Asistente en la Carrera de Investigador Cientifico de Conicet, investigando la
participacion de compuestos volatiles en la comunicacion grano-insecto-hongo, y su potencial para el disefio un
plaguicida de origen natural. En la actualidad dirige, el proyecto de denominado “Micovirus: una alternativa para
el control biolégico de Fusarium verticillioides y sus micotoxinas”. Inici6 su actividad docente en el afo 2004,
ocupando el cargo de Profesor Asistente de la asignatura Microbiologia de los Alimentos de la Facultad de
Ciencias Quimicas, Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba. En la actualidad se desempefia como
profesor permanente en la Maestria de Ciencias y Tecnologia de los Alimentos, y como Profesor Ayudante Cat
A en la Catedra de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales, ambos en la
Universidad Nacional de Cérdoba

Zygadlo, J.A.

Bidlogo (1981) y Dr. en Cs. Bioldgicas (1989) de la Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina. Profesor Titular
de Quimica Organica y de Productos Naturales, Facultad de Ciencias Exactas Fisicas y Naturales. Investigador
Principal del CONICET. Los aceites esenciales y/o sus componentes son su area de investigacion con énfasis
sobre el desarrollo de bioplaguicidas. Los resultados de su trabajo se ven reflejados en ciento ochenta articulos
publicados en revistas nacionales e internacionales y en trece capitulos de libros. Su labor fue premiada en once
oportunidades por diferentes organizaciones. Trece alumnos han obtenido su titulo de postgrado, maestrias o
doctorados, bajo su direccion. El es editor asociado y revisor externo de algunas revistas cientificas
internacionales. Su labor ha sido subsidiada por organismos privados, estatales, nacionales e internacionales.



indice.

7- 28.- LA COCHINILLA HARINOSA DE LA VID: ; COMO CONTROLAR UNA PLAGA DE
GRAN IMPACTO ECONOMICO MUNDIAL?. PESCHIUTTA, Maria Laura

29 - 59.- ACEITES ESENCIALES COMO BIOPLAGUICIDAS DE TRIBOLIUM
CASTANEUM. EVALUACION DE METODOS, ANALISIS DE ESTRUCTURA ACTIVIDAD.
ZUNINO, Maria Paula.

60 - 70.- USO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS COMO AGENTES DE BIOCONTROL
PARA LA PRESERVACION DE SILOS. MERLO, Carolina.

71 - 84.- FORMULACIONES DE LIBERACION GRADUAL DE BIOPLAGUICIDAS.
INCORPORACION EN MATERIALES POLIMERICOS MEDIANTE IMPREGNACION CON
CO, SUPERCRITICO. GONI, Maria L. ; MURATORE, Florencia ; MARTINI, Raquel E.;
GANAN, Nicolas A.

85 - 107.- BIOMASA Y BIOPLAGUICIDAS. LOPRETTI, Mary; LLUBERAS, Gabriela.

108 - 123.- BIOPLAGUICIDAS. USO, EFICACIA, REGULACION Y MERCADO.
PI1ZZOLITTO, Romina P.; DAMBOLENA, José S.; ZYGADLO, Julio A.

Prologo.



El crecimiento global y continuo de la poblacién humana demanda un incremento
permanente en la produccién de alimentos. Esta situacion se torna critica en diferentes
regiones del mundo, donde la produccién agropecuaria se incrementa sobre la destruccion
del ambiente, lo cual lleva a la contaminacién del suelo, del agua ademas de una perdida
importante en la biodiversidad. Esta situacion se ve agravada cuando el alimento
almacenado para su comercializacion y/o industrializacion, también sufre un fuerte deterioro
por la actividad de diferentes organismos, antes de llegar al consumidor. Existen varias
plagas que afectan los alimentos a lo largo de su cadena de produccion, ellos incluyen
microorganismos, insectos, mamiferos, acaros y nematodos. Esta situacién se vuelve aun
mas complicada cuando se encuentran las micotoxinas producidas por hongos que
deterioran el alimento y que en muchas ocasiones son diseminadas por la actividad de
insectos o mamiferos. Con la llegada de los plaguicidas de origen sintético que mostraron
una gran capacidad de toxicidad sobre las plagas, gran parte de estos problemas fueron
resueltos. De cualquier manera, en los Ultimos afos se ha desarrollado una fuerte presion
por parte de los consumidores sobre las empresas productoras de estos compuestos, como
también sobre los diferentes gobiernos y agricultores para que dejen de utilizar estos
productos o al menos reducir en gran medida su aplicacion. Esta presién surge asociada a
la contaminacién ambiental, al surgimiento de resistencia en la mayoria de las plagas ( lo
que llevo a un incremento en la aplicaciébn de estas sustancias toxicas para lograr los
mismos resultados que se producian antes) y a enfermedades en la poblacion que se las
relaciona muchas veces con estos productos sintéticos presentes en los alimentos o en el
agua. Esto ha conducido a un renovado interés en plaguicidas de origen natural, ya sean
microbianos, obtenidos desde las plantas o de los animales, como aquellos que pueden
surgir de las interacciones entre los organismos, feromonas 6 semioquimicos. Estos nuevos
compuestos biodegradables y sin la capacidad de dejar residuos téxicos permiten una
opcion eco-quimicamente amigable con el ambiente y el hombre. El uso de plantas o sus
metabolitos para el control de diferentes plagas es una practica antigua en diferentes
culturas, como la de India o China.

El presente libro esta enfocado desde el estado actual de los bio-plaguicidas y su
proyeccion futura, este contiene diferentes temas con aportes relevantes y practicos bajo la
consigna de bio-plaguicidas. El primer capitulo abarca desde el ciclo biolégico hasta
métodos de control de la cochinilla harinosa una plaga de gran importancia en los cultivos de
vid en Cérdoba. El segundo tiene como objetivos una visién critica de los diferentes métodos
de bioensayos y estrategias de control para una plaga secundaria que afecta alimentos
almacenados. Las bacterias como una estrategia para la proteccion del ensilaje es el tema
del tercer capitulo. El cuarto y quinto capitulo son tecnoldgicos, sobre diferentes aspectos de
transportar los bioplaguicidas para su uso en la cadena alimenticia. Por dltimo, el sexto



capitulo hace un resumen de los bioplaguicidas y del nuevo mercado que ellos representan
para el control de plagas en una estructura socio-econdémica global que no acepta los
compuestos sintéticos.

Los autores también quieren expresar su agradecimiento a los siguientes
organismos, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), Fondo
para la Investigacion Cientifica y Tecnolégica (FONCYT 2012-2146 - Agencia Nacional de
Promocién Cientifica y Tecnoldgica -Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién
Productiva), Secretaria de Ciencia y Tecnologia de la Universidad Nacional de Cérdoba y el
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Formulaciones de liberacién gradual de bioplaguicidas — Incorporacion en
materiales poliméricos mediante impregnacion con CO2 supercritico
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1. Formulaciones para liberacion de bioplaguicidas

1.1. Aspectos generales:

Numerosos compuestos terpénicos de origen botanico han sido propuestos y estudiados
como bioplaguicidas de gran potencial en el marco de sistemas de manejo de plagas
sostenibles y ambientalmente amigables. Esta tendencia se ve estimulada por
regulaciones cada vez mas restrictivas respecto del uso de plaguicidas sintéticos y por la
percepcion, por parte de los usuarios y consumidores, de los riesgos ambientales y
sanitarios asociados a su uso [1-4]. La sintesis y liberacion de terpenos volatiles
constituyen un mecanismo natural de defensa de numerosas plantas, de gran selectividad
hacia diferentes especies de insectos, gusanos, hongos y malezas. Como se trata de
compuestos biodegradables y de baja toxicidad en mamiferos, aves y peces, se los
considera generalmente como plaguicidas de “bajo riesgo” [5].

No obstante, a pesar de la abundante informacion generada en las Gltimas décadas con
respecto a la bioactividad y letalidad de numerosos terpenos, muy pocos compuestos han
sido aplicados exitosamente a escala comercial. En gran medida esto se debe a que el uso
efectivo de los terpenos (o de sus mezclas naturales conocidas como “aceites esenciales™)
como biopesticidas tiene que superar una serie de limitaciones. Como se trata de
sustancias volatiles, tienen gran potencial como agentes fumigantes, pero por la misma
razon su actividad residual es baja. Ademas, pueden alterarse facilmente por oxidacion o
fotodescomposicion —con pérdida de su actividad—, y pueden ser lixiviados por las
lluvias y arrastrados por el viento en gran proporcion. Por lo tanto, su aplicabilidad
depende del desarrollo de formulaciones adecuadas que permitan tanto su proteccion
como su liberacion gradual [6]. En este sentido, puede aprovecharse la abundante
experiencia acumulada en el desarrollo de formulaciones de liberacion controlada de
plaguicidas sintéticos de uso comercial, consistentes en la incorporacion del plaguicida a



una matriz inerte que sirve a la vez como “reservorio” y como barrera, limitando la
velocidad de liberacion [7].

Este tipo de formulaciones tienen importantes ventajas, tanto desde el punto de vista
econdémico como ambiental, operativo y sanitario: (a) permiten usar una cantidad mucho
menor de plaguicida para el mismo periodo de actividad, o bien reducir la frecuencia de
aplicacion; (b) se reducen notablemente las pérdidas por evaporacion, lixiviacion y
degradacidn (fotolitica, hidrolitica y microbiana); (c) permiten mantener la concentracion
de plaguicida al minimo nivel efectivo (o al nivel optimo de actividad); (d) permiten
reducir los costos (tanto de materia prima como de operacién); (e) se reduce la
contaminacion ambiental por pérdidas al aire, agua, suelo, etc; (f) se facilita el manejo y
el transporte, al transformarse un pesticida liquido en una formulacion sélida.

En estas formulaciones, el pesticida puede ser incorporado a la matriz de soporte
mediante mecanismos fisicos o quimicos:

= mezclado con el polimero fundido

= incorporacion en la red de un hidrogel
FisICOS = encapsulacion

= impregnacion del material de soporte

= adsorcidn a la superficie de un material poroso

QUIMICOS = reaccién quimica con el soporte (injerto)

A su vez, el mecanismo de control de la liberacién también puede ser fisico o quimico,

por ejemplo:

« difusion a través del material o de una membrana polimérica de recubrimiento

« desorcion desde la superficie de un material poroso

« erosion del material de soporte

« ruptura de enlaces quimicos entre el plaguicida y el soporte (hidrolisis, fotdlisis, etc.)

« mecanismos combinados: difusion + erosion, desorcion + erosion, etc.

Este tipo de formulaciones tienen muchos aspectos en comun con los dispositivos de

liberacion controlada de drogas, pero también algunas diferencias importantes que

condicionan su implementacion [8]:

. Se aplican en sistemas abiertos, no cerrados.

. Las condiciones ambientales son mucho mas variables e incontroladas que las
condiciones fisiologicas del cuerpo humano.

. No existe un carrier o vehiculo natural que transporte el plaguicida hacia el punto de
accion, como la sangre en el caso de la liberacion de drogas.




« Los plaguicidas son mucho mas sensibles a los costos que las drogas farmacéuticas,
por lo que deben usarse materiales y tecnologias mas baratas.

Se ha propuesto una gran variedad de materiales de soporte para la incorporacion de
plaguicidas, entre ellos: polimeros termoplasticos; hidrogeles (de almidon, de alginato,
de quitosano, etc.); materiales porosos y/o adsorbentes (arcillas, carbdn activado, silica);
madera; papel y carton; fibras textiles; recubrimientos (pinturas, barnices, resinas
polimerizables). EI mecanismo de incorporacion y de liberacion depende en gran medida
del tipo de matriz de soporte seleccionado.

A su vez, las formulaciones pueden tener gran variedad de morfologias y tamafios:
microparticulas, microcapsulas, granulos, films, recubrimientos, dosificadores, etc.[9].

1.2. Mecanismos fisicos:

Existen en este campo varias tecnologias. Una de ellas es la mezcla directa del
plaguicida con un polimero fundido (blending) y la posterior formacion de un film o
pellet activo. La liberacion se produce por difusion del pesticida a través la matriz
polimérica hacia la superficie, en donde se evapora. Esta técnica permite una distribucion
homogénea del plaguicida en el material, pero no es adecuada para compuestos
termolabiles, ya que la exposicién a las altas temperaturas de fusion de la mayoria de los
polimeros comerciales (polietileno, polipropileno, PVC, etc.) puede producir su
degradacién. Con este método se incorporan distintos aditivos en polimeros comerciales,
tales como antioxidantes, plastificantes (ftalatos) y agentes antifungicos.

Una alternativa que evita el uso de altas temperaturas consiste en la incorporacion de
plaguicidas en hidrogeles sintéticos (acrilato) o de origen natural (alginato, almiddn,
quitosano, celulosa, etc.) durante la etapa de formacion del gel. La liberacién se produce
por difusién de las moléculas de plaguicida en el gel, y su velocidad puede controlarse
mediante el grado de entrecruzamiento de las cadenas poliméricas [10]. La erosion
natural del hidrogel en contacto con el suelo o el agua puede constituir también un
mecanismo de liberacion del plaguicida. Esta tecnologia tiene interesantes ventajas, ya
que los hidrogeles son biodegradables y pueden obtenerse a partir de fuentes renovables;
pero su estructura es mas sensible a las condiciones ambientales. Esta dltima
caracteristica permite el disefio de hidrogeles “inteligentes”, que pueden modular la
velocidad de liberacion del plaguicida de acuerdo a las condiciones del entorno (por
ejemplo, la humedad relativa o el pH) [11].

Una tecnologia muy efectiva es la encapsulacion del plaguicida en el interior de
particulas constituidas por un polimero (natural o sintético). La capsula cumple una



doble funcion: por un lado, protege al plaguicida, aislandolo del ambiente, y por otro
lado ofrece una barrera difusiva que retarda o modula su liberacion al exterior. Si las
capsulas tienen tamafio micrométrico, el proceso se denomina microencapsulacion [8].
Las microcapsulas tienen también una ventaja operativa, ya que al tratarse de
formulaciones en polvo pueden dispersarse en grandes superficies. Existen numerosos
ejemplos de encapsulacion de compuestos 0 extractos naturales con actividad biocida:
cinamaldehido y timol en cépsulas de B-ciclodextrinas [12]; microencapsulacion de
linalool en B-ciclodextrinas, alginato, quitosano y almidon [13]; extracto de neem en
capsulas de alginato de sodio entrecruzado con glutaraldehido [14].

La impregnacion de polimeros u otros materiales requiere el contacto con un plaguicida
liquido (o una solucion del mismo) durante un tiempo suficientemente largo como para
permitir el hinchamiento del material y a difusion del plaguicida hacia el interior. Este
contacto puede lograrse por inmersion o atomizacion superficial. Esta metodologia tiene
algunas limitaciones: la difusividad de la mayoria de los pesticidas en materiales
poliméricos es muy baja, y por lo tanto la saturacion del soporte requeriria tiempos de
contacto muy largos; la penetracién suele ser sélo superficial; y generalmente se requiere
el uso de solventes que luego deben ser removidos del material por secado. Como se vera
en la siguiente seccion, el uso de CO; supercritico como solvente de impregnacion
permite superar varias de estas limitaciones. Actualmente, es una técnica muy utilizada
para preservar la madera mediante la incorporacion de agentes antifngicos, antimoho,
insecticidas, etc. [15].

También se ha investigado el uso de adsorbentes inorganicos (silica, alumina, arcillas,
carbén activado, etc.) como soportes para liberacion controlada de pesticidas y como
estrategia para reducir las pérdidas por lixiviacion [16]. En este caso, las moléculas de
plaguicida son adsorbidas en la gran area superficial disponible de los poros del material,
y su liberacion se produce por desorcion gradual. Si el plaguicida y el adsorbente poseen
grupos polares capaces de establecer interacciones fuertes (como puentes de hidrdgeno),
la retencidn puede ser muy efectiva [17]. Por ejemplo, se ha estudiado la adsorcion de a-
pineno y linalool en nanoparticulas de silica como mecanismo de control de plagas
agricolas [18].

El uso de materiales compuestos constituidos por un polimero (o hidrogel) y un material
inorgéanico disperso como adsorbente también ha sido estudiado como estrategia para
mejorar el control de la liberacion de plaguicidas, al combinar los mecanismos de
adsorcion en el material poroso y de difusion a través de la red del gel o polimero [19].
Este tipo de formulaciones, propuestas inicialmente para pesticidas sintéticos
comerciales [20,21], se ha estudiado también para la liberacion controlada de biocidas,



por ejemplo aceite esencial de orégano en films de acetato de celulosa cargados con
montmorillonita [22].

1.3. Mecanismos quimicos:

Ciertos compuestos se pueden unir de forma irreversible a diferentes soportes para
dotarlos de caracteristicas especificas como la de biocida por contacto y de esta manera
evitar que se lixivien con el uso [23]. Agentes activos de contacto se refieren a aquellos
biocidas que inactivan las bacterias al contacto mientras estan fijados a la superficie del
soporte [23-25].

La funcionalizacion del material puede lograrse injertando la molécula de interés
directamente sobre el soporte, como es el caso del injerto de fenoles naturales sobre
fibras de lino [26], o mediante un agente ligante, como el uso de hidroxietilmetacrilato
para la fijacion de éacido cafeico, un reconocido insecticida [27] y antimicrobiano [28]
sobre films de polipropileno [29]. En el segundo caso, el ligando ademas de permitir la
fijacion del compuesto especifico puede cumplir otras funciones. Por ejemplo, puede
servir como “espaciador’ para otorgarle la suficiente libertad de movimiento para que la
porcidn activa del agente injertado entre en contacto con el microorganismo o insecto a
controlar. Otra de las funciones secundarias del ligando puede ser la de reticulacién de la
matriz de soporte, para otorgarle mayor estabilidad estructural o propiedades especificas.
Por ejemplo, los acidos policarboxilicos como el acido 1,2,3,4-butanotetracarboxilico
(BTCA) se han utilizado como agente de entrecruzamiento en soportes de celulosa. Esta
misma reaccion puede aplicarse ademas para injertar moléculas funcionales que
contienen grupos OH en la cadena de celulosa. De este modo, compuestos bioactivos de
origen natural se pueden utilizar para proporcionar propiedades biocidas en telas, papeles
y maderas [30,31].

Por dltimo, en otros casos el injerto forma un complejo de inclusion con el agente
funcional y luego se promueve la liberacion del mismo de manera controlada. Un
ejemplo de esto es el caso de injerto de ciclodextrinas. Como se menciono anteriormente,
las ciclodextrinas se han utilizado para la encapsulacion de sustancias activas en una
amplia variedad de aplicaciones, tales como aromas, plaguicidas o medicamentos, debido
su gran la variabilidad de la forma molecular y propiedades moleculares [32,33]. Estas
ciclodextrinas pueden ser inmovilizadas mediante enlaces covalentes sobre diferentes

soportes, creando asi un mecanismo fisico-quimico para la incorporacion de



bioplaguicidas. Se han desarrollado una gran cantidad de trabajos en fibras textiles con
ciclodextrinas para otorgarle propiedad repelente de mosquitos, con prolongada actividad
luego de ciclos de lavado [34-39]. La fijacién permanente de las ciclodextrinas podria
permitir la recarga de su agente funcional incluso después de ciclos de lavado

consecutivos.

2. Caso de estudio: incorporacion de biocidas de origen boténico en polimeros
comerciales mediante impregnacion supercritica

2.1. Aspectos generales:

Los fluidos supercriticos (FSC) han sido propuestos y estudiados como solventes en
numerosos procesos de extraccion, separacion, reaccién y formacion de particulas,
debido basicamente a la posibilidad de ajustar su densidad y su poder solvente con
modificaciones relativamente pequefias de presion y temperatura [40]. EI méas utilizado
es el didxido de carbono (CO>), que presenta importantes ventajas: tiene una temperatura
critica baja (31°C), lo cual permite preservar compuestos termolabiles durante el
procesamiento; es un gas en condiciones ambientales, por lo que se evapora totalmente
en la despresurizacion, sin dejar restos de solvente en los materiales procesados; es un
material barato; no es téxico ni inflamable, permitiendo una operacién mas segura y
compatible con el procesamiento de alimentos y medicamentos. Estas caracteristicas lo
convierten en un solvente “verde” con gran potencial para reemplazar el uso de solventes
organicos convencionales.

La impregnacién con solventes supercriticos aprovecha estas propiedades para la
incorporacion de sustancias activas en matrices poliméricas, y comprende basicamente
tres etapas: 1) la solubilizacién de la sustancia activa en el FSC a alta presion (en el caso
del COg2, presiones mayores a ~8 MPa), 2) la difusion del FSC y la sustancia activa al
interior del polimero, y 3) la despresurizacion del sistema, que produce la evaporacion
del FSC vy la precipitacion de la sustancia activa [41]. La eficiencia de la impregnacion
depende de varios factores: las propiedades de la matriz a impregnar, las interacciones
soluto-solvente y soluto-polimero que puedan generarse y la capacidad del solvente de
penetrar en el polimero. De este modo, la precipitacion (y/o adsorcion) de la sustancia no
se produce solo en la superficie, sino también en el interior de la matriz. En el caso de la
impregnacion de polimeros, la penetracion del solvente supercritico es considerable,
produciéndose a la vez un hinchamiento de la estructura y un efecto “plastificante” que
favorece la difusion de los solutos en su interior [42,43]. La velocidad de



despresurizacion es un parametro clave: una despresurizacion muy rapida favorece la
precipitacion de mayor cantidad de solutos en el interior de la matriz, pero puede
ocasionar dafios mecénicos al polimero; por otra parte, una despresurizaciéon muy lenta
preserva la estructura del polimero, pero puede ocasionar pérdida excesiva de solutos en
la corriente de salida. Por lo tanto, es un parametro que debe ser optimizado para cada
sistema polimero-soluto-solvente en particular.

En los ultimos afios, la impregnacion con CO2 supercritico como solvente ha sido
estudiada en varios casos de interés, incluyendo la obtencion de envases activos para
alimentos y dispositivos de liberacion controlada de medicamentos. Pueden mencionarse
como ejemplos recientes la impregnacion de lentes de contacto con farmacos de accién
local (como antiinflamatorios) [44], la impregnacion de madera con agentes biocidas
para su conservacion [45], la impregnacion de biofilms de alginato con antibidticos [46],
impregnacion de scaffolds con antimicrobianos naturales [47] y la impregnacion de films
poliméricos para producir envases de alimentos con actividad antioxidante y/o
antimicrobiana, utilizando compuestos presentes naturalmente en aceites esenciales, tales
como eugenol [48], timol [49], 2-nonanona [50] y cinamaldehido [51].

2.2. Incorporacion de eugenol y cetonas terpénicas en films de polietileno:

En los Gltimos afios, nuestro grupo de investigacion ha estudiado a nivel experimental la
impregnacion de films de polietileno de baja densidad (LDPE) con sustancias de origen
botanico con actividad biocida utilizando CO: supercritico como solvente. El objetivo es
desarrollar materiales activos que puedan ser utilizados en envases de alimentos o de
materias primas alimenticias y que eviten el ataque o proliferacion de insectos y
microorganismos.

El equipo experimental utilizado, cuyo esquema se muestra en la Figura 1, consiste en
una celda de acero con sistemas de agitacion, control de temperatura y cierre hermético
gue permite operar a altas presiones (hasta 250 bar).

En un ensayo tipico de impregnacion, los films se colocan en el interior de la celda en un
soporte metalico que los mantiene separados y en posicion vertical, permitiendo asi un
buen contacto con el solvente y evita que se depositen particulas o gotas de soluto sobre
su superficie durante la despresurizacion. Se carga el compuesto biocida (o0 una mezcla
de ellos) y luego se cierra la celda. Posteriormente, se ajusta la temperatura y se alimenta
el CO2 mediante una bomba o piston hasta lograr la presion deseada. El sistema entonces
se mantiene en esas condiciones y con agitacion durante un tiempo determinado, luego
del cual se realiza la despresurizacion a velocidad controlada. Una vez liberado el CO»,



se retiran los films, se limpian superficialmente y se analizan para determinar la cantidad
de biocida incorporado, asi como posibles cambios en la morfologia y en las propiedades
mecénicas del polimero (elasticidad, resistencia, etc.).

2 4
\"

Lo {fff——< V;Om 5
1 3 MVC% 00 7

Figura 1. Esquema del equipo de impregnacion a alta presion. 1: Tanque de COy;
2: refrigerante; 3: bomba o generador de presion; 4: mandmetro; 5: celda de impregnacion;
6: controlador de temperatura; 7: agitador; V: valvulas; MV: valvula micrométrica

Con esta metodologia es posible estudiar el efecto de las distintas variables del proceso:
temperatura, presion, concentracion de biocida, velocidad de agitacion, tiempo de
contacto y velocidad de despresurizacion.

En particular, se ha estudiado la impregnacion de films de LDPE con dos tipos de
sustancias activas: (a) eugenol, un compuesto presente en el aceite esencial del clavo de
olor, de conocidas propiedades antimicrobianas, antifingicas y antioxidantes; y (b) una
mezcla de timoquinona y pulegona, dos cetonas terpénicas volatiles presentes en diversos
aceites esenciales, cuya actividad insecticida frente al gorgojo del maiz (Sitophilus
zeamais) ha sido previamente comprobada y reportada [52,53].

La Figura 2 muestra el rendimiento de impregnacién obtenido para el eugenol en
diferentes condiciones de presion (10-15 MPa) y velocidad de despresurizacién (lenta y
rapida), elegidas como variables de estudio. Se obtuvieron films con un contenido de
eugenol de 1 a 6% aprox., y los resultados sugieren que una despresurizacion lenta
permite incrementar el rendimiento de la impregnacion. Las muestras con mayor
contenido de eugenol fueron sometidas a ensayos de traccidn, observandose que si bien
la impregnacion reduce la elasticidad del film de LDPE, sin embargo conserva su
resistencia mecanica, lo cual es un aspecto fundamental para su aplicaciéon como material
de envase.
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Figura 2. Impregnacion supercritica de films de LDPE con eugenol (T=45°C, t=4 hs).
Izquierda: Comparacién de rendimientos obtenidos. Derecha: Curvas esfuerzo-elongacion,
(A) film de LDPE sin tratar, (B) film de LDPE impregnado con eugenol.

En el caso de la mezcla de timoquinona y pulegona, se impregnaron films de LDPE bajo
diferentes condiciones de presion, concentracion, tiempo de contacto y velocidad de
despresurizacion, analizdndose estadisticamente el efecto de cada variable mediante un
disefio factorial de experimentos. El objetivo es obtener un material apropiado para la
conservacion de semillas de maiz durante el almacenamiento o el transporte, evitando el
ataque de gorgojos mediante liberacion gradual de las cetonas volatiles.

Se obtuvieron films con un contenido de cetonas de entre 2 y 6% aprox., resultados
similares a los obtenidos con eugenol, asi como a valores reportados por otros autores al
impregnar films de LDPE con compuestos de peso molecular y volatilidad comparable,
tales como timol [49] y 2-nonanona [50].

La actividad insecticida de los films impregnados con cetonas fue evaluada mediante
ensayos de toxicidad fumigante frente al gorgojo de maiz (S. zeamais). Brevemente, en
dichos ensayos se colocaron films activos en el interior de frascos cerrados
herméticamente junto con un cierto nimero de gorgojos. Luego de 24 horas de
exposicion, se contabilizaron los insectos muertos. Los films se colocaron luego en
nuevos frascos con nuevos insectos, repitiéndose el procedimiento a intervalos de 24
horas. De esta manera, se determin0 la actividad fumigante residual de los films a lo
largo del tiempo. En la Figura 3 se muestran resultados para dos films obtenidos bajo
diferentes velocidades de despresurizacion. La reduccion progresiva de la toxicidad
observada indica que la liberacion de cetonas se produce de manera gradual.
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Figura 3. Toxicidad de films de LDPE impregnados con pulegona y timoquinona contra
gorgojos adultos (Sitophilus zeamais). Condiciones de impregnacion: 10 MPa, 45°C y velocidad
de despresurizacién:; () 0.5 MPa/miny (7)) 2 MPa/min.

Se observa también que la velocidad de despresurizacion podria tener un efecto negativo
sobre la velocidad de liberacion de los compuestos impregnados, reflejado en una
reduccion mas lenta de la mortalidad para los films obtenidos con una velocidad de
despresurizacion mas alta, a lo largo de los 5 dias de exposicion.

Sin embargo, si bien existe una liberacion retardada de los compuestos activos, la
mortalidad observada cae por debajo del 50% luego de tres dias, lo cual limita el rango
de aplicacion de los films. Para obtener un mayor nivel de actividad durante mas tiempo,
es necesario incorporar una mayor cantidad de cetonas, o bien lograr una mayor
reduccion de su velocidad de liberacion.

Una posible solucion tecnoldgica a estas limitaciones podria lograrse utilizando otro tipo
de matriz polimérica. En efecto, los estudios analizados indican que los polimeros
comerciales mas comunes (como polietileno y polipropileno) tienen una capacidad
limitada de incorporar compuestos activos, lo cual se ha explicado a partir de su
estructura semicristalina, que produce restricciones mecanicas al hinchamiento y a la
penetracion del CO- y los compuestos activos. La ausencia de grupos funcionales polares
gue puedan generar interacciones con las moléculas de compuesto activo también limita
su retencion en dichos polimeros. Por lo tanto, una alternativa promisoria es la
impregnacion de materiales compuestos, como los sistemas polimero-arcilla, en los que
tanto la incorporacion de los compuestos activos como la retencion dentro de la matriz
polimérica puede mejorarse significativamente, debido a la alta capacidad de adsorcién
de las arcillas dispersas en el polimero. Estos materiales nanocompuestos presentan
numerosas ventajas entre las que puede destacarse una mejora en la resistencia térmica y
a la humedad, y cambios en la permeabilidad, disipacion de cargas y en la resistencia



quimica. Esta mejora de las propiedades se debe principalmente a la interaccion a
nanoescala entre el polimero y las arcillas sumado a un incremento del area interfacial
[54].

En este sentido, se ha realizado un estudio preliminar de impregnacion de timoquinona y
pulegona en films nanocompuestos de LDPE + sepiolita. La sepiolita es un silicato de
magnesio  hidratado con morfologia fibrosa cuya formula quimica es
Si12030Mgs(OH,F)4(0OH2)4.8H20. Es una arcilla muy utilizada como material adsorbente
debido a la gran cantidad de grupos silanol que presenta su superficie. La estrategia de
utilizar este material compuesto como matriz permitiria aumentar la cantidad de cetonas
que puede incorporarse, asi como también su retencion dentro de los films, por
formacion de enlaces tipo puente hidrégeno en la superficie de las nanoparticulas.
Resultados preliminares de impregnacién indican un incremento considerable en la
incorporacion de cetonas en los films, observandose hasta un 67% de incremento en el
contenido final de cetonas, en relacién a los porcentajes obtenidos al utilizar el LDPE
convencional (sin cargas).

En conclusion, la impregnacion utilizando CO2 supercritico como solvente aparece como
una tecnologia adecuada y atractiva para la incorporacién de compuestos naturales con
actividad biocida en polimeros, debido a una serie de factores: la solubilidad de este tipo
de compuestos en solventes supercriticos es generalmente alta; se obtienen materiales
libres de solvente (lo cual evita etapas posteriores para su eliminacion); permite procesar
el polimero a temperaturas bajas (evitando descomposicién de los compuestos activos); y
permite lograr propiedades de transporte favorables, incrementando la penetracion y
reduciendo el tiempo de la impregnacién. Es ademas una tecnologia adaptable a distintos
tipos de polimeros y formulaciones, y su caracter de “tecnologia limpia” es altamente

atractiva en el desarrollo de formulaciones de bajo impacto ambiental.
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