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Resumen

Plodia interpunctella (Lepidoptera, Pyralidae), también conocido como pollila de la fruta seca, es
probablemente el insecto plaga més importante que ataca a los alimentos envasados y almacenados.
Ante esta problemética, en los Ultimos afios los cientificos se han focalizado en desarrollar nuevas
formulaciones que puedan ser utilizadas como alternativas en el manejo de este insecto plaga. Gracias
a los avances en la nanotecnologia, el desarrollo de peliculas activas como material de envase permitio
brindar una solucion ante esta situacién, preservando la calidad del alimento, alargando su vida Util v,
a su vez, reduciendo el impacto ambiental. En el presente trabajo se desarrollaron y caracterizaron
peliculas a base de quitosano (Qx) conteniendo extracto acuoso de Schinus areira (Sapindales,
Anacardiaceae) y nanoparticulas de plata sintetizadas por biorreduccion (NPAg). Una vez obtenidas las
peliculas, se evalud la eficacia de las mismas para evitar la infestacién de larvas de P. interpunctella
por medio de los bioensayos de penetrabilidad y repelencia. Con respecto al ensayo de penetrabilidad,
durante los primeros 15 dias no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de
penetrabilidad de las peliculas control y las que contenian el extracto acuoso (= 60%). Sin embargo,
para las peliculas con las nanoparticulas se reportd un porcentaje de penetrabilidad del 28%,
significativamente menor al de la pelicula control. Por otro lado, los resultados del ensayo de repelencia
no mostraron diferencias significativas entre las peliculas control, con extracto de S. areira o con NPAg
en las larvas bajo estudio. Ademas, se analiz6 la estructura, estabilidad térmica y las propiedades
mecéanicas de estas peliculas. En lineas generales, la incorporacion del extracto o de las NPAg no
modificaron significativamente la estructura ni la estabilidad térmica. Sin embargo, en cuanto a las
propiedades mecanicas, la incorporacion de las NPAg a las peliculas de Qx, les brindo mas rigidez y
resistencia en comparacion con las peliculas control, sin disminuir su ductilidad. Los resultados
obtenidos son promisorios en el desarrollo de nuevos mecanismos de prevencién contra la infestacion

de P. interpunctella.



1.

INDICE

INEFOTUCCION. ...ttt ettt e bt e s bt e sae e s bt s bt e bt e sbeesmeeeaeeenneeteenne s 3
1.1. Relacién entre el hombre y [0S INSECLOS ......cciiiiiiiiiciiee e e s 3
1.2. Infestacion de artrépodos plaga en los sistemas de producCion .......cccoccveeeeecieeeercieeeesciee e, 4
1.3. Insecto en estudio: Plodia interpUnCtellQ.............c.eeeeeeueeeeeeiiiieeeiiiieseieeeeseeeesaeresssteeesssaeees 5

1.3.0. CIASITICACION ettt ettt st e e st e e bt e e s st e e sbe e e sabeesbe e e anreesareeenaras 5
1.3.2. Biologia y ciclo de vida de P. interpunctella .............cocueeeccueeeeccieee et 5
1.4. Métodos de control de iNSECtOS PIAZA ...ccccviiiiieciiee ittt e e s eare e e e 7
1.4.1. MEtodos tradiCioNales. .......couuiiiieiieiieree ettt ettt sttt et e sbe e e saee e 7
1.4.2. MEt0dOS AltEINALtIVOS .. .eeeeiiiiiteeteet ettt st ettt e st st et esbe e sbeesaeesane e 8
1.5, EXEractOSs VEZETAIES ....uveiiiiieee ettt et e e et e e e e et e e e e e bt e e e e ebtaeesestaeeesntaeeeeanes 8
1.5.1. Aplicaciones de 10s extractos NAtUIAlES ........ccccveiiiiiiieiiiiie e 8
1.5.2. Ventajas y desventajas del uso de extractos vegetales ........cccoeeeeeieiicciiee e, 9
ST\ =T g Yo (=Tl s Lo Lo ={ - U 10
1.6.1. Nanoparticulas MELAIICAS ......ccccveii ittt et e e e e eare e e e eataee e enteeaeeans 10
1.6.2. Aplicaciones de las nanoparticulas Metalicas .......cccccuveeivciiieiiiiiee e 11
1.7, ENVASES @CHIVOS...eiiiiiiiiiiiiiiiiiti ettt s s aa e sbe e 11
1.7.1. Peliculas activas como alternativa para el manejo de insectos plaga........cccccecevvveeeciineenns 12
T O] o T[S {1V o X ={=T o111 U 13
1.8.1. ObjetivoS @SPECIICOS . uuiiiitiiie ittt ettt e e et e e e eette e e e eetre e e e eataeeeentaeaeaans 13
RS TR o 1o To } ST [ SRPPN 13
MaAteriales Y IMIEEOMOS ............coooiiiiiiieiie ettt ettt e e et e e e e tte e e e ebteeeeebteeeesastaeeesesraeaesanes 14
B I 1 =T ot o 3OS SPPOP 14
20 200 o o o [ W ot o 3o [0 ' ole 1SRRI 14
BT G = Lot 4o Y= =< - | SRR 14
2.4. Sintesis de las nanoparticulas MetAliCas .........ceevccieiiiiiiiie e 14
2.5. Obtencion de 1as PEHCUIAS.........cceveiieeeeeeee et et e e bee e e e be e e e e abee e e eeareeas 14
2.6. Caracterizacion de 1as PEHCUIAS........eiiciiiieeie et e e e e bee e e eareeas 15



P T B O Y = Tot (=Y g b= (o[ [ =iy { R0 1 10 | | 15

2.6.2. EStabilidad TEIMICA...c.eiiieiieiieee e s 15
2.6.3. Propiedades MECANICAS . ..iiuciiie ettt ecit e ettt e ettt e e st e e e st e e e e s sabteeessbaeeesansaeeesanssaeesnnnseeeenn 15

B = 1o T=] g 13- 1Yo SRRt 16

D A B Y T 1Yo Yo L= =T o =Y 1T ol - OSSPSR 16
2.7.1. Ensayo de penetrabilidad.......cccocuiiiiiiiiiice e 16

2.8. ANALISIS @STAISTICO . .uveeiiiieiiie ittt st et s e st e e s e st e e r e e s ne e e saree s 17
3. ReSUtAdOS Y DISCUSION .......cccuviiiiiiiiiiccieee ettt e e e e e e et e e e e e abe e e e enab e e e s entaeesensaeeeenareeas 18
3.1. Caracterizacion de |as peliculas @CtiVas.......ccuuviecuieiiiiiiiee e 18
3.1.1. ANQLISIS @SEIUCTUIAL....eiiiiiieiie ettt ettt e st e e st esbe e s sate e sabeeenars 18
3.1.2. Estabilidad tErmiCa. ..o ee ittt e 19
R T S e Yo Y [=Te oo [Ty g T=Tok= T o1 oF- 1= PP 20

3.2, BIOBNSAYOS .ettieiiiieiiiiiieee et e e ettt et e e e e e sttt e e e e e e s e bttt e e e e e e e et b et aeeeeeeea bbbt aaeeeeesanabrtaeeeeeeesannrree 22
A, CONCIUSTON ...ttt e bt s at e s et e e b e e be e sbe e sabesabe st e e beenbeesneesmeeenneennean 26
5. Referencias bibliografiCas..............cccooioiiiieeie e ettt et e et st st e anans 27



1. Introduccidon

Desde sus inicios, la taxonomia ha tenido como principal objetivo determinar la cantidad de seres
vivos existentes en el planeta. Sin embargo, el nimero de especies encontradas varia constantemente,
debido a los obstaculos que encuentran los taxonomos al momento de determinar nuevas especies y
clasificar las ya conocidas (Jiang, 2016). En este contexto y de acuerdo a estudios recientes, el nimero
total estimado de especies descriptas es 1.900.000, de las cuales los animales representan el 75% con
aproximadamente 1.450.000 especies. Es importante destacar que el nimero de invertebrados descriptos
y publicados hoy en dia es de 1.350.000 especies, de las cuales alrededor de 1.000.000 pertenecen a la
clase Insecta (Chapman, 2009). Por lo tanto, es evidente que la mayor parte del reino animal esta

constituido esencialmente por los insectos.
1.1. Relacién entre el hombre y los insectos

Desde tiempos inmemorables se establecio una relacion entre la humanidad y los insectos. En un
principio estos eran considerados como animales totalmente perjudiciales ya que producian
enfermedades y dafiaban las cosechas. Sin embargo, con el correr del tiempo y gracias a los nuevos
conocimientos se comenzé a valorar a los insectos por su rol ecosistémico (Morris, 2020). En este
sentido, desde un punto de vista beneficioso son fundamentales los insectos polinizadores, en especial
las abejas que, por ejemplo, permitieron el desarrollo de la apicultura. También son importantes los
insectos que acttan como controladores biol6gicos, especialmente en el manejo sostenible de artropodos
plaga (Lacey et al., 2001). Por otra parte, cabe destacar que existen numerosos insectos (termitas,
grillos, orugas, entre otros) que son utilizados en la elaboracion de diversas comidas debido a su aporte
proteico. Ademas, estos artrépodos son usados en diversas culturas para la obtencion de sustancias con

propiedades medicinales (Costa-Neto, 2005).

Atendiendo a la relacion perjudicial que pueden establecer los insectos con la sociedad humana, se
pueden mencionar a los ponzofiosos o a los causantes de enfermedades. Los primeros generan efectos
adversos sobre otro ser vivo por inoculacion de sustancias venenosas, mientras que los segundos
comprenden, por ejemplo, a los productores de alergias. Por otra parte, hay organismos que pueden
causar un impacto negativo desde el punto de vista agricola y sanitario (vectores de enfermedades),
conocidos como artrépodos plaga (Morris, 2020). Es importante resaltar que la palabra “plaga” es un
término totalmente circunstancial y antrépico. La misma hace referencia a cuando un animal, planta o
microorganismo, aumenta su densidad hasta niveles anormales y, como consecuencia de ello, afecta
directa o indirectamente a la especie humana, dafiando su salud, construcciones, cultivos, comodidad,
etc. (Brechelt, 2004). Sin embargo, es de destacar que ningun organismo es plaga per se. Aunque
algunos sean en potencia mas dafiinos que otros, ninguno es intrinsecamente “malo”, sino que esta

concepcidn viene dada exclusivamente por el ser humano.



1.2. Infestacidn de artropodos plaga en los sistemas de produccion

Desde un punto de vista agronémico, la infestacion ocasionada por los artrépodos plaga en los
sistemas de produccion provoca dafios de manera directa. La alimentacion de los organismos a partir
del producto y la contaminacion que estos generan en el entorno reducen el poder germinativo de los
granos y el valor nutricional de los productos derivados. Por otra parte, los dafios indirectos son causados
por la propia actividad de los insectos, provocando pérdidas fisicas de la mercancia, crecimiento de
moho y contaminacion por heces y excretas (Rees, 2004). La magnitud de este dafio depende

estrictamente de la especie y de las condiciones de temperatura y humedad relativa.

En el caso particular de los alimentos almacenados y envasados, la infestacién puede ocurrir durante
el procesamiento de los mismos, es decir, los insectos estan presentes durante el proceso de manufactura,
o0 bien una vez que hayan sido envasados. De esta manera, y atendiendo a ciertos aspectos de la biologia,
estos insectos plaga se clasifican en perforadores e invasores. Los primeros son aquellos que pueden
perforar el envase; mientras que los segundos, colonizan los alimentos a través de orificios preexistentes
en los materiales de envase y embalajes, tales como pliegues, costuras y salidas de aire o bien por
orificios ocasionados por los insectos perforadores (Stejskal et al., 2017; Aulicky et al., 2019). En
nuestra region, los insectos perforadores que se encuentran son las formas adultas de ciertos coledpteros
como Sitophilus oryzae (L.), Rhyzopertha domina (F.) y Lasioderma serricorne (F.) y las larvas de
algunos lepiddpteros como Cadra cautella (Walker) y Plodia interpunctella (Hibner). Esta Gltima
plaga, es de las mas comunes de encontrar en la industria alimenticia, por lo que sera el objeto de estudio
de esta tesis. Ademas, entre los insectos invasores mas comunes se hallan Tribolium castaneum (Herbst)

y Oryzaephilus surinamensis (L.).



1.3. Insecto en estudio: Plodia interpunctella
1.3.1. Clasificacion

Phylum: Arthropoda
Subphylum: Hexapoda
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera
Superfamilia: Pyraloidea
Famillia: Pyralidae
Género: Plodia
Especie: Plodia interpunctella (Hubner).

1.3.2. Biologia y ciclo de vida de P. interpunctella

P. interpunctella, también conocida vulgarmente como polilla de la fruta seca, es un insecto plaga tipico
de productos almacenados y alimentos procesados. Debido a su gran capacidad de infestacion es quizas
la plaga mas importante de su tipo (Mohandass et al., 2007).

Es un organismo holometabolo, cuyo ciclo de vida involucra los estados de huevo, larva, pupa y adulto
(Lamina 1). EI comportamiento de ovoposicion se encuentra influenciado por los aromas de diferentes
alimentos, de esta manera los huevos son colocados sobre o proximas a la superficie del alimento
(Nansen y Phillips, 2003). El periodo larvario es la fase dafiina del insecto dado que justamente se
alimenta de los productos almacenados y dura aproximadamente la mitad del ciclo de la especie. El
periodo pupal tiene una duracion de alrededor de 7 a 9 dias; mientras que, el estado adulto presenta una
duracion de aproximadamente 10 dias (Pérez et al., 2012). El ciclo de vida de P. interpunctella requiere
de entre 25 y 60 dias para completarse; sin embargo, el tiempo requerido para completar una generacion
se ve influenciado por factores como temperatura, dieta, fotoperiodo y otros parametros bioldgicos
(Allotey y Goswami, 1990). Por ejemplo, a 25 °Cy 70 % HR, el tiempo que tarda el huevo en convertirse
en adulto es de 34 dias (Jesser et al., 2017).



Lamina 1: Caracteristicas morfoldgicas de P. interpunctella

Adultos: miden de 15 a 20 mm de
envergadura alar. Las alas anteriores en su
parte basal son de color grisaceo claro; el
resto son de color pardo oscuro, lo mismo
que la cabeza y el térax. Las alas
posteriores son de color gris claro. Cuando
el insecto esta en reposo, pliega las alas a
lo largo del cuerpo, quedando las antenas
dispuestas hacia atrds, apoyadas a lo largo

del cuerpo (INTA, 2010).

Adultos de P. interpunctella

Huevos: son pequeiios y ovalados con
bordes aplanados, de color blanquecino,
con un tamafio aproximado de 0,54 - 0,67
mm de largo. Presentan excrecencias
redondeadas y carenas prominentes,
caracteristicas que permiten separarlos de
otros huevos de

insectos  plaga

(Mohandass et al., 2007).

Larvas: el desarrollo larval transcurre por
cinco estadios que se diferencian por su
color y por su tamafio. En el primer y
segundo estadio presenta la cabeza
marrén clara y el cuerpo blanco, casi
transparente, con setas blanquecinas en el

dorso vy los laterales. En el tercer estadio la

coloracion del cuerpo cambia a amarillo
claro, con el primer segmento toracico mas
oscuro, similar en coloracién a la capsula
cefdlica. El cuarto estadio tiene el cuerpo
amarillo claro con el primer segmento
toracico oscuro y la cabeza marrdn.
Presenta setas traslicidas en todo el
cuerpo, mas coloreadas en los dos ultimos
segmentos abdominales. El Ultimo estadio
se caracteriza por presentar un cuerpo
cilindrico amarillento con tonalidades
rosadas, la cabeza de color marrén, el
primer segmento toracico mas claro que
esta y en el ultimo segmento abdominal,
las setas amarillentas. En este estadio se
alcanza la mayor longitud del cuerpo con
7,63 £ 1,01 mm como promedio. En este
periodo las larvas tejen un capullo para el
posterior desarrollo de la pupa (Pérez et

al., 2012).

Larva IV de P. interpunctella

Pupas: son de color variable dependiendo
del tiempo de desarrollo. Al principio, es
amarillenta, después se torna marron claro
y finalmente marrén oscuro, con una
longitud aproximada de 8,71 + 0,56 mm.
Préximo a la eclosion del adulto, adquiere

una coloracién oscura (McDonough, 2011).



1.4. Métodos de control de insectos plaga
1.4.1. Métodos tradicionales

Anteriormente se describié que los insectos plaga producen grandes pérdidas en la economia, en la
produccion de alimentos e impactan en la salud humana. Por estas razones, el manejo de artropodos
plaga ha sido durante muchos afios un eje clave para las politicas nacionales destinadas a buscar
estrategias que puedan solucionar de manera Optima y eficaz estas cuestiones que preocupan a la
sociedad (Ansari et al., 2014).

Entre los primeros insecticidas sintéticos masivos que se desarrollaron se puede nombrar al DDT
(1,1,1-tricloro-2,2’bis(p-clorofenil) etano). Durante el transcurso de la segunda guerra mundial, las
industrias promovieron la fabricacion de este insecticida con el fin de controlar las enfermedades
transmitidas por los artrépodos. De esta manera, el DDT persistié por muchos afios como el pesticida
predilecto debido a los bajos costos y su accion residual (Betancur Corredor et al., 2013). Paralelamente
con el avance de la tecnologia, el crecimiento demogréfico y la productividad, se intensifico el uso de
organoclorados y organofosforados. Posteriormente, estos productos se dejaron de utilizar,
promoviéndose el uso de insecticidas carbamatos y especialmente piretroides debido a su menor impacto
en la salud humana y el ambiente (Coats, 2012). De esta manera, los insecticidas sintéticos se
consolidaron como agentes clave en el manejo de especies plaga, con el fin de reducir las pérdidas
causadas por éstas y lograr satisfacer las demandas de la creciente poblacién (Brechelt, 2004).

En la actualidad, la fabricacion y utilizacion de plaguicidas brinda una alternativa para limitar,
inhibir y prevenir el crecimiento de insectos, plantas invasoras, malas hierbas y hongos (Meffe y de
Bustamante, 2014). Estos plaguicidas son usados para el tratamiento de grandes superficies, el
mantenimiento de areas verdes, en el ganado y animales domésticos, las industrias y en los hogares
(Nava-Perez et al., 2012). Sin embargo, estos productos pueden afectar a los ecosistemas. Entre las
consecuencias ambientales asociadas a su aplicacion en altas concentraciones se encuentran el deterioro
de los suelos, el aumento en la pérdida de la biodiversidad y las alteraciones de los ciclos bio-

geoquimicos (McKbnight et al., 2015).

En cuanto a la salud humana, los plaguicidas pueden generar efectos agudos (desequilibrios
hormonales y muerte) a corto, mediano y largo plazo, incluso con pequefias dosis. Ademas, la aparicion
de resistencia en las poblaciones de artropodos llevé a un aumento en las dosis empleadas, generando
un deterioro significativo en la salud de los consumidores (Gutiérrez et al., 2015). A nivel fisiologico,
cuando los insecticidas sintéticos ingresan al organismo pueden desestabilizar la membrana nerviosa,
provocando la apertura sostenida de los canales de sodio o combinarse con las enzimas colinesterasas,
inactivandolas y con ello aumenta la actividad de la acetilcolina. Como resultado se genera un aumento
del tono muscular, desencadenado por el sistema parasimpatico, provocando dafios en el organismo. Si
la accion es mas intensa y persistente se observa efectos neuromusculares por activacion de receptores

nicotinicos (temblores, convulsiones y paralisis muscular) que conllevan a la muerte (Gémez-Pérez et
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al., 2011; Coats, 2012). Ademas, algunos trabajos sugieren que la disminucion en la calidad y cantidad
de gametos y los problemas de fertilidad pueden asociarse a una exposicion prolongada a plaguicidas
(Yucra et al., 2008).

1.4.2. Métodos alternativos

Si bien los métodos quimicos son los mas comunes, existen otras alternativas propuestas para el
manejo de especies plaga, que pueden resultar menos agresivas para la salud y el ambiente y garantizar
la seguridad alimentaria (Vega, 2017). Entre los métodos no quimicos se pueden encontrar a los métodos
directos que acttan sobre el insecto plaga tales como los métodos fisicos (temperatura, humedad, rayos
UV) y métodos bioldgicos (controladores bioldgicos, cristales proteicos, esterilizantes). Por otro lado,
estan los métodos indirectos que no actlan directamente sobre el insecto. Entre estos se citan a los
métodos genéticos, por ejemplo, la introduccion de un genotipo deseado o los legislativos a través de la

creacion y aplicacion de leyes para el control de plagas (Jiménez, 2009).
1.5. Extractos vegetales

En estas Gltimas décadas se ha generado en la sociedad un interés enfocado hacia el uso de productos
de origen natural con el objetivo de cuidar la salud humana y el ambiente. De esta manera, la demanda
de este tipo de productos ha crecido notablemente debido a sus propiedades medicinales y potenciales
aplicaciones.

En la naturaleza, los metabolitos de las plantas cumplen un rol vital ya sea actuando como reservas,
atrayendo polinizadores o para defensa (Bali et al., 2016). Sin embargo, el ser humano ha encontrado
otros usos y aplicaciones, pudiéndose obtener de ellas productos de origen natural como los extractos
vegetales y los aceites esenciales (AE) (Dhifi et al., 2016).

En el caso de los extractos vegetales, son un conjunto de uno 0 mas componentes encontrados en
las plantas obtenidos por procesos mecanicos o destilaciones, a partir de materia prima vegetal.
Quimicamente estan constituidos por alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas, carbohidratos, terpenos,
polifenoles, entre otros (Wong-Paz et al., 2015). En general, son liquidos a temperatura ambiente y
suelen tener un olor caracteristico. Tienen un indice de refraccion y una actividad 6ptica muy alta (Dhifi
et al.,, 2016). En general, muchas de sus propiedades dependen de la composicion del extracto
(compuestos y sus respectivas concentraciones). La misma puede variar significativamente, debido al
método de extraccion, el 6rgano vegetal utilizado (flores, partes verdes como hojas y tallos, corteza,
madera, frutos enteros, semillas o raices), la temporada de cosecha y el origen de la planta (Yuan et al.,
2016).

1.5.1. Aplicaciones de los extractos naturales

En la actualidad los extractos vegetales son usados principalmente por las empresas de cosmética y

perfumerias. Los nuevos descubrimientos que se han realizado a partir de la mejora en la comprension



de las propiedades quimicas y biol6gicas de dichos productos han permitido despertar el interés de varias

empresas del sector alimenticio y de produccién quimica (Dhifi et al., 2016).

Numerosos estudios han demostrado la diversidad de propiedades que presentan los extractos
vegetales. Hsieh et al. (2001) demostraron que al combinar extractos de fruto del cornejo con canela 'y
cebollin chino se produce un efecto sinérgico que incrementa la actividad antimicrobiana sobre
productos almacenados. Por otra parte, se demostrd que Azadirachta indica (Sapindales, Meliaceae),
Tinospora cordifolia (Ranunculales, Menispermaceae), Triticum aestivum (Poales, Poaceae) presentan
multiples propiedades bioldgicas y muchas de ellas pueden ser utilizadas en los tratamientos contra el
cancer (Dixit y Ali, 2010). Por su parte, Solowey et al. (2014) seleccionaron tres extractos de plantas
nativas de Israel (Urtica membranacea (Rosales, Urticaceae), Artemesia monosperma (Asterales,
Asteraceae) y Origanum sp (Lamiales, Lamiaceae)) y demostraron que presentan actividad antitumoral
sobre lineas celulares mutadas. En cuanto a la actividad antibacteriana, Klan¢nik et al. (2010) evaluaron
la accion de diferentes extractos vegetales (té verde, oliva, semilla de uva, entre otros) con acidos
fenolicos sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas. Los resultados obtenidos son prometedores,
convirtiéndolos en una alternativa viable para evitar la proliferacion de estos organismos. Finalmente,
Abdelkhalek et al. (2020) estudiaron el efecto antiviral y antifungico de los compuestos polifendlicos
de extracto de Eucaliptus sp (Myrtales, Myrtaceae). Este trabajo demostré el efecto inhibitorio de estos

extractos en hongos y bacterias sobre cultivos vegetales.

Por altimo, es importante resaltar las propiedades insecticidas de los extractos vegetales, cuya
actividad biol6gica presenta efectos significativos sobre diferentes insectos plaga (Tedeschi et al., 2011).
Ahmed et al. (2020) estudiaron las propiedades insecticidas de extractos de Citrullus colocynthis
(Cucurbitales, Cucurbitaceae), Cannabis indica (Rosales, Cannabaceae) y Artemisia argyi (Asterales,
Asteraceae) sobre Brevicoryne brassicae (Aphididae), un hemiptero vector de enfermedades que causa
importantes pérdidas en diversos cultivos. Se demostrd que la mortalidad de B. brassicae aumentd al
incrementar el tiempo de exposicion y la concentracion de los extractos. Benelli et al. (2019) estudiaron
la actividad insecticida de los extractos y aceites esenciales de Ocimum gratissimum (Lamiales,
Lamiaceae) sobre insectos de importancia econdémica y sanitaria como son Spodoptera littorali
(Lepidoptera, Noctuidae), Musca domestica (Diptera, Muscidae) y Culex quinquefasciatu (Diptera,
Culicidae). En este trabajo se mostr6 que estos componentes son efectivos contra las plagas consideradas
y ademas son amigables con el medio ambiente. En el trabajo de Grauso et al. (2020) exploraron los
efectos de Dittrichia viscosa (Asterales, Asteraceae) sobre nematodos, insectos y parésitos de plantas.
Los componentes de dichos extractos evidenciaron tener efectos antialimenticios, mostrando una
reduccion en la nutricion de larvas S. littorali y afectando el comportamiento de dos clases de pulgones:

Myzus persicae (Hemiptera, Aphididae) y Rhopalosiphum padi (Hemiptera, Aphidiae).
1.5.2. Ventajas y desventajas del uso de extractos vegetales

En comparacion con los productos quimicos convencionales, que son generalmente persistentes en

el medio ambiente y altamente toxicos, los extractos vegetales son biodegradables y no dejan residuos
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persistentes sobre las superficies. De esta manera, el uso de extractos vegetales es una alternativa
amigable para humanos y organismos no blancos. Ademas, la mayoria no son fitotoxicos y son méas

selectivos (Campos et al., 2016).

Si bien el uso de extractos vegetales presenta grandes beneficios, algunas desventajas como la
baja persistencia, alta volatilidad y elevada fotosensibilidad, limitan el uso de los mismos como
insecticidas comerciales (Ju et al., 2019). En este sentido, en los ultimos afios, se han buscado distintas
metodologias que permitan sortear estas desventajas. Entre ellas podemos citar a la nanotecnologia a
través del empleo de nanoparticulas metélicas o poliméricas, nanoformulaciones tales como

nanoemulsiones y microemulsiones.
1.6. Nanotecnologia

1.6.1. Nanoparticulas metalicas

Los avances en fisica y quimica en la segunda mitad del siglo XIX y las primeras décadas del siglo
XX demostraron que existia un mundo nanoscépico, lo que posibilité el desarrollo de nanomateriales
(NM) con aplicaciones en areas como la medicina, la industria tecnolégica o agricola. El interés por
estos materiales viene dado por las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas Unicas (McNeil, 2005).
Entre los NM actuales se encuentran las nanoparticulas (NP), que se caracterizan por presentar sus tres
dimensiones en el rango nanométrico. Muchas de ellas son utilizadas como nanoportadores, en las cuales
un componente activo se encuentra disuelto, atrapado, encapsulado o unido a una matriz de NM
(Strambeanu et al., 2015). En funcién de la composicion, las NP pueden clasificarse en: organicas
(poliméricas, dendrimeros, liposomas y micelas), inorganicas (oro, 6xidos de hierro, silice mesoporosa)

o hibridas, cuando se combinan los dos tipos de NP (Shahzad y Manzoor, 2019).

Gracias a su tamafio nanométrico, adaptabilidad a las superficies, solubilidad y multifuncionalidad,
las NP abrieron multiples caminos para el hallazgo de nuevos desarrollos tecnoldgicos (Jeevanandam et
al., 2018). Las caracteristicas de las NP provienen en parte del modo en que se sintetizan, pudiendo
obtenerse mediante métodos fisico—quimicos que cominmente usan solventes con cierta toxicidad o por
métodos bioldgicos que utilizan enzimas, microorganismos o extractos vegetales, resultando en una
sintesis con menor impacto sobre el ambiente (Rana et al., 2020). En el caso especifico de NP generadas
a partir de extractos de plantas, las biomoléculas extraidas actian como agentes reductores y protectores,
evitan la aglomeracion y al mismo tiempo reducen la toxicidad para el ambiente. Estas NP se elaboran
dentro del concepto de “sintesis verde”, una alternativa viable debido a sus propiedades intrinsecas que
tienen como objetivo aumentar la rentabilidad y productividad y, al mismo tiempo, empleando practicas

gue respetan el medioambiente (ljaz et al., 2020).

Particularmente, las NP metalicas, ubicadas dentro del grupo de las NP inorganicas, se componen
de metales como oro, plata, platino, paladio, entre otros (Pathania et al., 2021). Estas nanoparticulas se
han utilizado en diversas areas como la electrénica, la cosmética, los recubrimientos, el embalaje y la

biotecnologia médica (Mittal et al., 2013).
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1.6.2. Aplicaciones de las nanoparticulas metélicas

Ante la creciente demanda de alimentos debido al aumento de la poblacién, las tecnologias destinadas
a la agricultura han desempefiado un rol clave en la mejora de productividad de los cultivos (Singh et
al., 2020). En el érea de los insecticidas, la nanotecnologia ha sido utilizada como una herramienta
esencial en el desarrollo de nuevas formulaciones para el manejo de insectos plaga (Bhattacharyya et
al., 2010). En este sentido, las NP metélicas han cobrado gran importancia en este campo debido a su
mayor actividad y a su menor impacto ambiental (Pascoli et al., 2019). Gul et al. (2014) estudiaron la
eficiencia de la aplicacion de nano-silice en la superficie de las hojas y tallos de la planta del tomate
contra el ataque de S. littoralis. Las NP afectan el potencial reproductivo de las hembras, causando una
reduccidn de la densidad de las poblaciones y a la vez minimiza los dafios y mejora el rendimiento de
los cultivos. Por otro lado, en el trabajo de Hua et al. (2015) se comparo el efecto del nano-carbonato
de calcio con el carbonato de calcio coloidal cuando se rociaban en las hojas de Citrus sp (Sapindales,
Rutaceae) con el fin de evaluar su incidencia sobre la mosca de la fruta. Luego de llevar a cabo los
ensayos, los resultados mostraron que el nano-carbonato de calcio tiene una mejor eficiencia de
proteccién contra la ovoposicion de la mosca que el carbonato de calcio coloidal gracias a su facil

absorcioén.
1.7. Envases activos

El plastico es el material méas utilizado por la industria alimentaria para el desarrollo de envases.
Esto se debe a su bajo costo, alta versatilidad y sus éptimas propiedades mecanicas y de barrera. Sin
embargo, su uso masivo ha llevado a la acumulacion de miles de toneladas de residuo pléstico en el
medio ambiente (Bianco et al., 2021). Dado que este material no es biodegradable, una gestion adecuada
de los residuos plasticos seria el reciclaje (Michaud et al., 2010). Sin embargo, los residuos plasticos
provenientes de envases para alimentos generalmente estan contaminados por restos de comida, por lo
gue el reciclaje no es una gestion practica para estos materiales (Ncube et al., 2021). Es por esta razon
gue las innovaciones en el envasado de alimentos son claves para prevenir la contaminacion,
permitiendo ofrecer una mayor seguridad, contencion y comercializacién en la distribucion de los
alimentos (Drago et al., 2020). De esta manera, se impulso el uso de biopolimeros como una nueva
alternativa para el desarrollo de materiales de envases, por ser no toxicos y biodegradables (Tamang et
al., 2022). Dentro de este grupo de polimeros se pueden citar al quitosano, almiddn, celulosa, quitina,

colégeno, entre otros (Udayakumar et al., 2021).

El quitosano (Qx) es un polimero que se obtiene a partir de la desacetilacion de la quitina (poli-N-
acetilglucosamina) y esta formado por unidades de glucosamina con enlace -1,4 (2-amino-2-desoxi-f-
D-glucosa) y de N-acetilglucosamina (Rahel et al. 2013; Mujtaba et al., 2019). Es uno de los principales
biomateriales que se utiliza como matriz para el desarrollo de nanoparticulas, nanoemulsiones,

hidrogeles y peliculas activas biodegradables (Rahangdale et al., 2019; Wu et al., 2019). El potencial
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de este material para la elaboracion de estas peliculas viene dado por sus buenas propiedades mecanicas
y la capacidad de encapsular y liberar ciertos compuestos de manera controlada (Shen y Kamdem, 2015;
Valencia-Sullca et al., 2018).

1.7.1. Peliculas activas como alternativa para el manejo de insectos plaga

En las Ultimas décadas se ha producido un gran desarrollo tecnoldgico en el envasado de los
alimentos para satisfacer las demandas de los consumidores en cuanto a métodos méas naturales de
conservacion y a formas de control del envasado y almacenamiento para asegurar la calidad y seguridad
del alimento. Entre las innovaciones mas interesantes en este campo se encuentran los envases activos
gue son sistemas quimioactivos o bioactivos que mejoran la salubridad y la calidad del alimento
envasado y aumentan su vida Util, manteniendo las propiedades organolépticas y nutricionales del
mismo (Han et al., 2018; Kuai et al., 2021; Sharma et al., 2021). En estos envases, sustancias activas
como extractos vegetales 0 aceites esenciales se combinan con una matriz polimérica, permitiendo
controlar la liberacién de los agentes bioactivos (Ju et al., 2019). En este sentido, se ha demostrado que
los envases activos a base de biopolimeros que contienen estos agentes son efectivos para el control
microbiano y para evitar la degradacion oxidativa del alimento (Ribeiro-Santos et al., 2017; Requena et
al., 2017; Tao et al., 2021). En los ultimos afios, también se han usado este tipo de envases activos para
evitar la infestacion de los alimentos por parte de los insectos plaga. A modo de ejemplo se puede citar
el trabajo de Lee et al. (2017) quienes desarrollaron una pelicula multicapa de polietileno tereftalato y
metilciclohexeno conteniendo aceite esencial de ajo y cebolla, que permitié reducir significativamente
la penetracion de las larvas de P. interpunctella. Por otro lado, Jo et al. (2015) desarrollaron una pelicula
anti-insectos utilizando AE de canela y polivinil alcohol. Los resultados mostraron que las peliculas
tuvieron efecto repelente, disminuyendo el porcentaje de larvas sobre la superficie de las mismas. Otro
trabajo para destacar es el realizado por Lee et al. (2019) donde fabricaron una pelicula multicapa de
polipropileno/tereftalato de polietileno/polietileno de baja densidad, que contenia aceite esencial de anis
y capas de timol para evaluar su performance frente al ataque de insectos en envases de pan. Los
resultados revelaron que la pelicula disuadié a los insectos de acercarse al producto almacenado e
impidio el crecimiento de bacterias en el pan, corroborando asi los efectos antimicrobianos y repelentes.
Asimismo, Jesser et al. (2022) desarrollaron peliculas activas a base de Qx conteniendo AE de menta 'y
geranio para estudiar sus efectos insecticidas sobre larvas de P. interpunctella. Los resultados revelaron
que las peliculas de Qx con AE de geranio y menta al 0,5% p/p mostraron el mayor efecto repelente a
las 72 h y redujeron a un 10% el porcentaje de penetracion de las larvas durante los primeros 15 dias.
Por otra parte, Barone et al. (2021) report6 el aumento del interés hacia los beneficios higiénico-sanitario
de estos envases durante la pandemia COVID-19, mostrando el rol que pueden cumplir en la proteccion

y conservacion de los alimentos.
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1.8. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es desarrollar y caracterizar peliculas a base de quitosano (Qx) que
contengan extracto acuoso de Schinus areira (Sapindales, Anacardiaceae) y nanoparticulas de plata
(NPAg), obtenidas por biorreduccion, asi como también evaluar la eficacia de las peliculas frente al
control de insectos plaga de alimentos envasados.

1.8.1. Objetivos especificos

e Formular nanoparticulas de plata a partir de la bioreduccion del extracto acuoso de S. areira.

e Elaborar y caracterizar fisicoquimicamente y mecéanicamente peliculas a base de Qx que
contengan extractos de S. areira 0 NPAg.

e Estudiar el efecto inhibidor de las peliculas activas conteniendo el extracto de S. areira 0 NPAg
sobre la capacidad de penetracion de larvas de P. interpunctella.

o Evaluar el efecto repelente de las peliculas activas conteniendo el extracto de S. areirao NPAg

sobre el comportamiento de larvas de P. interpunctella.
1.9. Hipdtesis

e Laobtencion de NPAg es posible mediante la biorreduccién del extracto acuoso de S. areira.

o El extracto de S. areira 0 NPAg es factible de incorporar a una matriz de Qx para obtener
peliculas activas.

e Laincorporacion de extracto de S. areira o de NPAg mejoran las propiedades fisico-quimicas
y mecénicas de las peliculas de Qx.

o El agregado de extracto de S. areira o de NPAg a una matriz de Qx inhibe la capacidad de
penetracion de las larvas de P. interpunctella.

e Las peliculas a base de Qx conteniendo extracto de S. areira 0 de NPAg poseen efectos

repelentes en las larvas de P. interpunctella.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Insectos

Los insectos se obtuvieron a partir de colonias de P. interpunctella (sin previa exposicién a ningln
insecticida) mantenidas en el laboratorio de Zoologia de Invertebrados Il (UNS). Para obtener estas
colonias, larvas encontradas en productos de dietetica fueron colocadas en dieta artificial y criadas en
condiciones controladas. Las crias se desarrollaron en contenedores plasticos (13 cm didmetro x 30 cm
alto) cubiertos por una tela de malla fina para permitir la ventilacion. Cada recipiente contenia una
mezcla de harina de maiz, harina de trigo, cereales, leche en polvo, levadura en polvo, miel y glicerina
(8:4:2:2:1:1:1 p/p). La cria se mantuvo bajo condiciones atmosféricas controladas (27 + 1 °C, 45-50%
HR y un fotoperiodo luz/oscuridad de 16:8 h).

2.2. Productos quimicos

Para la sintesis de las nanoparticulas metalicas se utiliz6 nitrato de plata (AgNOs). Para las peliculas
se usd Qx con una desacetilacion del 75/80%, Tween 80 como surfactante y glicerol como agente

plastificante. Todos los productos fueron adquiridos en Sigma-Aldirch Alemania.
2.3. Extracto vegetal

Para la elaboracion del extracto acuoso de S. areira inicialmente se pesaron 20 g de hojas (sin
moler), se introdujeron en una solucién con 200 mL de etanol y 200 mL de agua destilada y luego se
mantuvo a 60°C durante 4 h. Posteriormente, se dejé enfriar y se almacené a 4 °C. Al dia siguiente, se
filtro el extracto y se agit6 durante 2,5 h para evaporar el etanol, obteniéndose un volumen final de 150

mL.
2.4. Sintesis de las nanoparticulas metélicas

Para la sintesis de las nanoparticulas metalicas se utiliz nitrato de plata (AgNQOs). En primera
instanciase prepard una solucién acuosa de AgNO3 2 mM, pesando 339,7 mg de AgNOs a los cuales se
le agreg6 100 mL de agua. Para sintetizar las NPAg, se tomaron 20 mL de esta solucion y se agregé 20
mL del extracto acuoso de S. areira. Luego, esta solucién se mantuvo a 50 °C durante 2 h. El cambio

de color de las soluciones indic6 la formacion de las NPAg.
2.5. Obtencion de las peliculas

Para la preparacion de las peliculas, se us6 Qx de peso molecular medio con un grado de
desacetilacion del 75/80%, Tween 80 como surfactante y glicerol como agente plastificante. Todos estos
productos fueron adquiridos en Sigma-Aldirch (Alemania). Para la preparacion de peliculas activas a
base de Qx se utiliz6 una metodologia previamente estandarizada (Jesser et al., 2022). En primera
instancia, a 100 mL de agua se le adicionaron 1,5 mL de acido acético. Luego se agregaron 1,5 g de Qx
a esta solucidn, alcanzando una relaciéon de 100:1.5 (v/p). Esta dispersion se mantuvo bajo agitacion

magnética a temperatura ambiente. Posteriormente, se filtré para eliminar cualquier particula insoluble.
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A continuacion, se pesaron 80 g de la dispersion y se agregé 30 mL de extracto de S. areira o NPAg.
glicerol al 0,3 % (p/p) y Tween 80 al 0,1 % (p/p) (los porcentajes se expresan respecto al peso final, que
incluye la dispersion y el extracto o las NPAg). Como control, se emple6 una mezcla de Qx, glicerol y
Tween 80 en las proporciones antes mencionadas, pero sin el agregado del extracto acuoso ni de NPAg.
Las mezclas se homogeneizaron a temperatura ambiente (25 °C), utilizando un homogeneizador de
rotor-estator (Scilogex D-500 Homogenizer) durante 10 min a 15000 rpm. Posteriormente, 42 mL de
las mezclas fueron vertidos sobre una placa de vidrio enmarcada con un molde de metal (169 cm?). Las
muestras se colocaron en una camara de vacio durante 24 h para eliminar las burbujas de aire. A
continuacion, las peliculas resultantes se secaron a 25 °C, 60 % HR durante 48 h y se usaron para la

caracterizacién y los bioensayos.
2.6. Caracterizacion de las peliculas
2.6.1. Caracterizacion estructural

Las peliculas fueron analizadas mediante Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR) en un espectrofotdmetro ThermoNicolet Nexus (EE.UU.). Los espectros se obtuvieron
directamente sobre muestras de las peliculas control y las que contienen extracto de S. areira o las
nanoparticulas. Para esta caracterizacion, se realizaron 100 barridos en modo de transmision con una

resolucion de 4 cm™ en el rango de 4000-400 cm™ y bajo atmdsfera de nitrégeno.
2.6.2. Estabilidad térmica

La estabilidad térmica de las peliculas se determind utilizando una balanza termogravimétrica (TA
Instruments, Discovery Series, EE.UU.). Las muestras se calentaron desde 30 °C hasta 700 °C a 10

°C/min en atmosfera de nitrogeno.
2.6.3. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas control y las que contienen S. areira 0 NPAg se
determinaron empleando una maquina de ensayos universales (Instron modelo 3369) segin la norma
ASTM D882-02. Los ensayos se realizaron a 23 °C con una celda de carga de 50 N y una separacion
inicial entre mordaza de 50 mm, utilizando una velocidad de 50 mm/min hasta la rotura de la muestra.
Se cortaron especimenes rectangulares a partir de las peliculas (2,54 x 10 cm) y se midi6 el espesor de
cada uno de ellos en diez puntos aleatorios utilizando un micrometro manual (0-25 £ 0,01 mm, Venier,
China). Las propiedades mecanicas determinadas fueron el médulo de Young, la resistencia a la traccion
y la deformacion a la rotura. EI modulo de Young es una medida de la rigidez o la resistencia a la
deformacion eléstica de un material cuando se aplica una carga. La resistencia a la traccion se calculd
como la fuerza méxima dividida por el area de la seccion transversal de cada espécimen, mientras que
la deformacidn a la rotura se determiné como el porcentaje de alargamiento a la rotura con respecto a la
longitud inicial (Pranoto et al., 2005). Se ensayaron diez especimenes de cada pelicula, registrandose el

valor medio y la desviacion estandar para cada propiedad.
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2.7. Bioensayos

A fin de seleccionar las peliculas mas efectivas frente al ataque de P. interpunctella y evaluar el
efecto repelente e inhibidor de la penetracion, se realizaron dos bioensayos diferentes con larvas del IV
estadio.

2.7.1. Ensayo de repelencia

Con el fin de evaluar el efecto repelente de las peliculas activas, se realizd un ensayo basado en el
método de Jo et al. (2015) con modificaciones. Como arena se utilizé un tubo de vidrio de 20 cm de
largo y 2 cm de didmetro. En uno de los extremos del tubo se colocé un recipiente conteniendo alimento
atractante cubierto por la pelicula conteniendo extracto de S. areira o NPAg (tratamientos) y luego se
adicionaron 10 insectos a la zona central del tubo. Posteriormente, se cerrd el otro extremo con un
recipiente conteniendo alimento atractante cubierto con la pelicula control. En el tubo se delimitaron
tres areas: tratada (A), neutra (B) y control (C) (Fig.1). Se realizaron 6 réplicas por cada tratamiento y
se evalud la distribucion de los insectos a distintos intervalos de tiempo durante 72 h. Con los datos se

calculé un indice de Repelencia (IR) a partir de la siguiente expresion:

Numero de insectos en C — Namero de insectos en A

indice de repelencia (IR) =
p (IR) Numero de insectos en C + Namero de insectos en A

Las peliculas se consideraron repelentes cuando el valor de IR fue superior a 0,1 o atrayentes cuando el
valor de IR fue inferior a -0,1. Los valores entre estos limites indicaron que las peliculas no afectaron el

comportamiento de los insectos.

Figura 1. Arena experimental para el bioensayo de repelencia.
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2.7.1. Ensayo de penetrabilidad

Este tipo de bioensayo permite evaluar la capacidad de perforacion y penetracion de P.

interpunctella. Para llevar a cabo este experimento se utilizaron dos cajas plasticas (A'y B) de 12,5 cm
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x 8,4 cm de lado y 2 cm de espesor, que poseen 12 compartimentos. En cada uno de los orificios de la
caja A se coloco alimento atractante (galletitas: Harina de trigo, azlcar, chips de cacao, huevo en polvo
y olio margarina, aromatizante de vainilla, entre otros microingredientes) y en cada uno de los de la caja
B, una larva. Entre ambas cajas se coloco las peliculas conteniendo el extracto de S. areira o las NPAg
(tratamiento). Como referencia se uso la pelicula control. Las dos cajas se sujetaron con abrazaderas de
aluminio con tornillos de bloqueo (Fig.2). Los ensayos se repitieron cuatro veces para cada tipo de
pelicula. Las arenas experimentales se mantuvieron a 27 + 1 °C, 50 % HR y 16:8 h L:O de fotoperiodo
con un dispositivo que actuaba a modo de prensa, con el objetivo de evitar que los insectos se escapen
(abrazaderas de aluminio). EI nimero de larvas que penetraron cada pelicula se registrd diariamente
durante 15 dias. Por ultimo, se calculd un porcentaje de penetracion basado en la ecuacién de Lee (Lee
etal., 2017):

) » Numero de larvas que penetraron la pelicula
Porcentaje de penetracion(%) = Nimero inicial de larvas x 100

Figura 2. Arena experimental para el bioensayo de penetracion.

2A. 2 B.

Abrazaderas de aluminio
con tornillos de bloqueo

Caja pléstica (cubierta)

Caja plastica (base)

A. Vista superior de la arena de penetracion, incluidas cajas de plastico con 12 orificios y peliculas a base de Qx.

B. Vista frontal de la arena de penetracion, incluidas cajas de plastico, peliculas a base de Qx y abrazaderas de

aluminio con tornillos de blogqueo.
2.8. Andlisis estadistico

Los valores obtenidos de las propiedades de las peliculas y de los bioensayos realizados se sometieron
a analisis ANOVA. La comparacion de los valores fue realizada por Diferencia Minima Significativa

(DMS) a un nivel de significancia p=0,05. Los analisis estadisticos fueron realizados con SPSS 25.0.
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Resultados y Discusion

3.1. Caracterizacion de las peliculas activas
3.1.1. Analisis estructural

Los posibles cambios estructurales debido a la incorporacion del extracto de S. areira o sus NP en
las peliculas a base de Qx se analizaron mediante espectroscopia FTIR. La Figura 3 muestra los
espectros FTIR de las peliculas control y las que contienen extracto de S. areira 0 NPAg. El espectro de
la pelicula control presenta las bandas caracteristicas de este polisacarido, como reportan otros autores
(Feng et al., 2012; Ospina et al., 2019; Tan et al., 2019). Las principales bandas se detectan en 3600—
3200 cm™ (vibraciones de estiramiento N-H y O-H), 2927 y 2882 cm™ (vibracion de estiramiento C-H),
1645 cm (vibracion de estiramiento CO del enlace amida residual), 1567 cm™ (vibracion de flexién N-
H), 1379 cm™ (vibracion de flexién C-H), 1152 cm™ (estiramiento anti-simétrico C-O-C) y 1140-960
cm® (vibracién de estiramiento C-0). La banda en 1735 cm™ podria estar relacionada con Tween 80,

que se utiliza como tensioactivo hidrofilico en todas las peliculas obtenidas (Fu et al., 2015).

En general, no se observan grandes diferencias entre los espectros de las peliculas conteniendo tanto
el extracto natural como las nanoparticulas metélicas en comparacion con la pelicula control. En tal
sentido, no se detectan bandas adicionales de vibracion o cambios significativos en la posicion de las
bandas, lo que demuestra que no se produjeron nuevos enlaces en las peliculas. Sin embargo, puede
apreciarse un notable aumento en la intensidad del pico en 3500-3200 cm™ que podria estar relacionado
con la presencia del extracto. Este pico esta asociado a los grupos funcionales O-H, que también estan
presentes en el quitosano, pero en el caso del extracto corresponden a los
secoiridoides/flavonoides/acidos fenélicos presentes en el mismo (Elhawary et al., 2022). En el espectro
de la pelicula que contiene las nanoparticulas metélicas y el extracto, la altura de este pico es menor que
el de la pelicula que presenta s6lo el extracto. Esto podria deberse a que parte de esos grupos se
consumieron en la reduccion del nitrato de plata. Otra diferencia se observa en las intensidades del
hombro en 1645 cm™ que corresponde a la vibracion de estiramiento C=C de anillos aroméaticos (Barud
et al., 2013; Franca, et al., 2014; Edison y Sethuraman, 2013), donde la presencia del extracto aumenta
laintensidad del mismo. En este caso no se observa diferencia de altura entre las peliculas que contienen
extracto solamente y aquellas que ademas del extracto tienen nanoparticulas de plata en su formulacion.
Esto pone en evidencia que los grupos asociados a esta sefial no participarian en la reduccion del nitrato.
Las bandas entre 1280 y 960 cm?, asociadas al estiramiento de los grupos C-O, presentan una mayor
intensidad para las peliculas que contienen extracto. Esto mismo sucede para las bandas localizadas

entre 680 y 610 cm* que corresponden al estiramiento del grupo C-H.
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Figura 3. Espectros FTIR de las peliculas control y las que contienen el extracto de S. areira y NPAg.
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3.1.2. Estabilidad térmica

La estabilidad térmica de las peliculas es un factor crucial para diversas aplicaciones, principalmente
para la fabricacion de envases. En tal sentido, esta propiedad se analizé mediante termogravimetria tanto
para las peliculas control, como para aquellas que contienen el extracto de S. areira y las NPAg. En la
Figura 4 se presentan las curvas de masa porcentual en funcion de la temperatura para los tres tipos de
pelicula analizadas. Como puede verse, la curva correspondiente a la pelicula control presenta varias
caidas (pérdidas de masa) en el rango de temperaturas analizado. La primera caida (30 - 80 °C) se asocia
con el agua adsorbida y la masa de acido acético residual en la matriz polimérica (Gonzélez et al., 2000;
Yeh et al., 2006). La segunda pérdida de masa, que ocurre entre los 80 y 190 °C, puede atribuirse a la
pérdida de agua estructural, la cual queda atrapada en la red polimérica y a las cadenas de bajo peso
molecular del quitosano (Shen y Kamdem, 2015). Los siguientes eventos térmicos pueden atribuirse a
la primera etapa de degradacion del quitosano (190 - 280 °C) (Lin y Pascall, 2014) y del Tween 80 (280
- 410 °C) (Sanchez-Gonzalez et al., 2010), respectivamente. La Gltima pérdida de masa esta
directamente relacionada con la etapa final de descomposicion del quitosano en el rango de temperaturas

analizado (Damasceno et al., 2020).

19



Figura 4. Curvas termogravimétricas de las peliculas control y las que contienen extracto de S. areira
y NPAg.
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En lo que respecta a las curvas de las peliculas que contienen solo el extracto y aquellas que
presentan nanoparticulas en su formulacion, puede verse que la forma general de la curva es muy similar
a la de las peliculas control. Sin embargo, es posible apreciar pequefias variaciones relacionadas
principalmente con la cantidad de masa presente luego de cada evento de degradacion y las temperaturas
a las que estos ocurren, evidenciando un leve incremento de la estabilidad térmica de las peliculas. Este
comportamiento puede atribuirse a una mayor organizacion en la matriz polimérica, generando una
estructura mas homogénea (Noshirvani et al., 2017) y a la fuerte interaccidn que existe entre el extracto
y las nanoparticulas con las cadenas de quitosano, tal como se visualizé por FTIR. Es importante
destacar, las diferencias apreciables en cuanto a la masa remanente al finalizar el ensayo. Las peliculas
gue contienen nanoparticulas en su composicién mostraron mayor porcentaje de masa residual al llegar
a los 700 °C que el control, mientras que las peliculas que s6lo contienen extracto presentaron
porcentajes aln mas altos. Esto puede deberse principalmente a la cantidad relativa de biomasa presente
en el extracto, que frente al incremento de la temperatura se carbonizan y a la presencia propia de las

nanoparticulas.
3.1.3. Propiedades mecanicas

En la Tabla 1 se observan los espesores de las tres peliculas a base de Qx. En principio se puede
observar que, el espesor de las peliculas de quitosano conteniendo las particulas metalicas no es
significativamente (p > 0,05) diferente al de la pelicula control. Sin embargo, las peliculas que contienen
solo el extracto de S. areira tienen un espesor significativamente mayor que el de la pelicula control.
Este aumento podria deberse a la disrupcion causada por las gotas de extracto en las cadenas de

quitosano, la cual se vuelve més significativa con el incremento de la cantidad relativa de extracto en
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las peliculas. Esto condice con lo observado por otros autores (Tongnuanchan y Benjakul, 2012; Hromi$
et al., 2015; Rambabu et al., 2019).

Tabla 1. Espesor y propiedades mecénicas de las peliculas control y las que contienen extracto de S.
areira'y NPAg.

) Modulo elastico Resistencia Deformacion en
Pelicula Espesor (um) o
(MPa) mecanica (MPa) la rotura (%)
Control 21,75+ 3,20¢ 239,46 + 31,05 ® 18,10 + 3,38* 34,37+ 3,23
S. areira 32,75+ 4,99° 360,95 + 45,78 ° 1532+3,24% 18,04 + 4,04
NPAg 23,67+2,08% 327,98 +52,89° 23,86 +1,91° 31,89+1,13¢

*En cada columna (variable), distintas letras indican diferencias estadisticas significativas entre las peliculas (p<0,05).

Figura 5. Curvas tensidn-deformacion representativas de las peliculas control y las que contienen

extracto de S. areira’y NPAg.
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Las curvas representativas de tension-deformacion se presentan en la Figura 5 en tanto que las
principales propiedades mecanicas se resumen en la Tabla 1. A partir de las curvas se observa que la
pelicula control presenta un comportamiento mecanico caracteristico de este polisacarido (Kumari et
al., 2021). Los valores promedio de las propiedades mecanicas de esta pelicula coinciden con los
reportados por Sogiit y Seydim (2018) para peliculas de Qx obtenidas por casting. La incorporacion del
extracto de S. areira 'y de las particulas metélicas en la matriz de Qx condujo a un aumento significativo
en el modulo elastico de las peliculas resultantes. Particularmente, esta propiedad mecanica esta
relacionada con la rigidez del material, es decir, la resistencia del material a ser deformado el&sticamente
y queda principalmente determinado por las fuerzas de enlace interatomico. El incremento observado
podria estar relacionado con una buena interaccion interfacial del extracto natural como de las particulas
metalicas con las moléculas de Qx. Nuevamente, se evidencia que una mayor presencia de extracto en
la formulacién de la pelicula induce cambios més significativos en la estructura de las cadenas de

quitosano.
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Respecto a la resistencia mecanica de las peliculas, se observa un notable incremento con la
incorporacién del extracto con las particulas metalicas, no siendo asi el caso de la incorporacion del
extracto natural que conserva la resistencia de la pelicula control. Este resultado demuestra el efecto
reforzante de las NPAg como se ha demostrado en trabajos previos (Yoksan y Chirachanchai, 2010).

La deformacion a la rotura de las peliculas conteniendo solo el extracto natural se reduce
significativamente. Teniendo en cuenta que esta propiedad indica la deformacion que experimentan las
peliculas en la rotura, este resultado evidencia que el movimiento de las cadenas de Qx se encuentra
mayormente restringido por la incorporacion del extracto, como han reportado otros autores (Ferreira et
al., 2014). Sin embargo, las particulas metélicas sumado al extracto permiten conservar la ductilidad, es
decir, la capacidad de deformarse hasta la rotura de las peliculas de base Qx. Este comportamiento podria
deberse a una menor presencia del extracto natural como consecuencia de su consumo en la reduccién
del nitrato de plata, lo que se traduce en una menor alteracion estructural de las cadenas de Qx. Por lo
tanto, las NPAg permiten no s6lo incrementar la resistencia mecanica de las peliculas, propiedad
necesaria para mantener la integridad estructural frente a esfuerzos, sino que también le otorga a las

mismas una apropiada ductilidad.
3.2. Bioensayos

Los resultados del ensayo de repelencia para las peliculas control y las que contienen extracto de S.
areira y NPAg empleando larvas de P. interpunctella durante 72 h se muestran en la Figura 6. A partir
de los valores obtenidos es posible apreciar que no hay diferencias significativas entre las peliculas
activas y el control, lo que indicaria que las peliculas conteniendo el extracto y las NP no tienen efectos

repelentes sobre las larvas bajo estudio.
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Figura 6. indice de repelencia (IR) de las peliculas conteniendo extracto de S. areira'y NPAg en larvas
de P. interpunctella. Cada punto representa el valor medio del indice de repelencia con su respectivo

error estandar (n= 6 réplicas).
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Los resultados del ensayo de penetrabilidad en las peliculas conteniendo el extracto de S. areira 'y
NPAg empleando larvas de P. interpunctella se muestran en la Figura 7. En base a los valores obtenidos
luego de analizar la capacidad penetrante de las larvas durante 15 dias, se observa que no hay diferencias
significativas entre la pelicula control y la que contiene extracto de S. areira, mostrando porcentajes de
penetracion similares (=~ 50%), entre los dias 2 a 15. Por otro lado, las peliculas conteniendo NPAg
presentan porcentajes de penetracién significativamente menores que los obtenidos para la pelicula
control. En la Figura 3 se puede observar una etapa de leve aumento gradual de la penetrabilidad entre
los dias 2 y 6, alcanzado un valor constante luego de los 7 dias. Es importante resaltar que los valores
de penetrabilidad se encontraron por debajo del 30% e incluso del 20% en los primeros dias,

evidenciando de esta manera la eficacia de estas peliculas frente al control de insectos plaga.
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Figura 7. Porcentaje de penetrabilidad de las larvas de P. interpunctella en peliculas conteniendo
extracto de S. areira y NPAg. Cada punto representa el valor medio de penetrabilidad con su respectivo
error estandar (n = 4 réplicas).
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Como se ha mencionado anteriormente, una de las principales propiedades por la que se destacan
los extractos vegetales es la actividad insecticida. Existen varios trabajos que han demostrado la
actividad letal y subletal de los extractos vegetales en distintos insectos plaga (Tembo et al., 2018; Han
etal., 2017; Bouyad et al., 2013; Khan et al., 2017; Dolma et al., 2021). La bioactividad de los extractos
vegetales se debe a la inhibicidn del neurotransmisor acetilcolinesterasa y a la union a los receptores
GABA y octopaminergicos, lo que provoca afecciones a nivel nervioso. Por otro lado, se comprobé que
pueden inhibir la respiracién mitocondrial al restringir el transporte de electrones durante la fosforilacion
oxidativa, dafiar el intestino medio o afectar el desarrollo embriolégico (Pavela et al., 2019). En
concordancia con este trabajo, Rattan (2010) demostré que los extractos pueden bloguear los efectos

estimulantes de glucosa, afectando la nutricion de larvas de lepidépteros.

Por otra parte, la intervencion de la nanotecnologia ha permitido desarrollar nuevas
nanoformulaciones, como las nanoparticulas metalicas, que son una alternativa prometedora para el
manejo de insectos plaga, dado sus dimensiones nanométricas, la forma y la carga de estas particulas
(Kaur et al., 2021; Li et al., 2022). Numerosos trabajos han reportado la bioactividad de nanoparticulas
metalicas sobre diferentes artropodos plaga (Akintelu et al., 2021; Sosenkova y Egorova, 2011;
Manimegalai et al., 2022; EI-Monairy et al., 2022). En cuanto a los mecanismos de accion, Bharani y
Namasivayan (2017) demostraron que las nanoparticulas de plata generan desnaturalizacion de las
proteinas, ruptura de membrana y estrés oxidativo. Ademas, sugirieron que las afecciones a diferentes
estructuras y procesos fisioldgicos estd dada por las propiedades fisicas y quimicas particulares de estas
particulas. Asimismo, Benelli et al. (2018) describen como la nanoparticula puede difundir a través de

la cuticula de los insectos gracias a su tamafio nanométrico, provocando cambios fisioldgicos tales como
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la deshidratacion (al destruir la capa de cera), alteraciones en la pigmentacidn, necrosis en la hipodermis

y reduccidn en el niamero de células regenerativas.

Como se menciono previamente, en el campo de los envases activos conteniendo productos de
origen natural como los AE, son escasos Y recientes los trabajos que informan la actividad repelente e
inhibidora de la penetrabilidad sobre larvas de P. interpunctella (Jo et al.,2015; Kim et al., 2013. Lee et
al.,2020; Song et al., 2018). Sin embargo, segin nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que
plantea la incorporacion de nanoparticulas de plata elaboradas con extracto de S. areira en peliculas de
Qx para prevenir la infestacion de larvas de P. interpunctella. En cuanto a estas peliculas, se observd
que las que contienen el extracto de S. areira no mostraron actividad repelente ni inhibidora de la
penetrabilidad de las larvas. Esto podria deberse a que la efectividad de los extractos vegetales depende
de la especie vegetal, del tipo de insecto, asi como también del tiempo y modo de aplicacién (Kim et
al., 2003). Por otra parte, las peliculas elaboradas con NPAg no produjeron repelencia, pero si redujeron
el porcentaje de penetrabilidad de las larvas en comparacion con las peliculas control y las que contienen
solo el extracto de S. areira. Estos resultados podrian explicarse teniendo en cuenta por un lado las
propiedades intrinsecas de estas hanoparticulas metalicas, por otro lado, por los resultados de los ensayos
de propiedades mecéanicas, en donde se observd una mayor resistencia de las peliculas que contienen
NPAg. Por lo tanto, estas peliculas tienen propiedades mecénicas adecuadas que permiten la

manipulacién de las mismas y su utilizacion como material de envase activo para el manejo de insectos

plaga.
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4. Conclusion

Este estudio describe el desarrollo de peliculas a base de quitosano conteniendo extracto acuoso
vegetal de S. areira y NPAg como material activo para prevenir la infestacién de larvas de P.
interpunctella en alimentos envasados. Si bien no mostraron efectos repelentes a lo largo de las 72 h,
las peliculas gue contienen las NPAg redujeron significativamente la tasa de penetracion de las larvas
respecto del control, con un porcentaje menor al 30%. La incorporacion del extracto vegetal ni de las
nanoparticulas no modifico la estructura ni alter¢ la estabilidad térmica de la pelicula control. Ademas,
la presencia de las NPAg increment¢ la rigidez y la resistencia mecénica, conservando la ductilidad de
las peliculas control. Es importante resaltar que este estudio aporta nueva informacion sobre el potencial
de las peliculas a base de quitosano conteniendo las NPAg para prevenir la infestacion de P.
interpunctella en alimentos envasados. Aun asi, se requieren mas estudios en cuanto a la actividad de

estas peliculas en relacién a los alimentos para su uso a escala comercial.
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