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Introduccion

Las enfermedades bacterianas y fungicas de
cultivos representan un serio problema para los
rendimientos de las cosechas por lo que es
necesario el empleo de cantidades masivas de
productos fitosanitarios, en ocasiones de
efectos poco estudiados o controvertidos para
el medio ambiente.

Muchas especies de plantas producen
compuestos que tienen un rol fundamental en
su mecanismo defensivo frente a bacterias,
virus, hongos, parasitos e insectos como
agentes naturales antimicrobianos e incluso se
han identificado los componentes que producen
el efecto biocida'.

Entre estos, el timol es uno de los més
efectivos frente a varias especies de hongos y
bacterias que afectan a las plantas. Esta
presente en los aceites esenciales de tomillo y
orégano, presenta una baja toxicidad en
humanos y una baja volatilidad. Aunque su
aplicacion como compuesto fitosanitario se
encuentra limitado, producto de su baja
solubilidad en agua, su reactividad y su
degradacion frente a condiciones ambientales
adversas. Por ello, al nanoencapsular el agente
activo, se podria proteger del calor, la
humedad, los cambios de pH, el oxigeno y
otros compuestos reactivos. Por otro lado,
permitiria modular la liberacién y disminuir la
dosis a emplear por incremento en el area
superficial (nanosistema)?.

Asimismo existen publicaciones que hacen
referencia al uso de quitosano (Q) para el
recubrimiento de diferentes superficies. Este
polimero es biocompatible, biodegradable, no
toxico y bioadhesivo. Ademas, posee actividad
biocida frente a bacterias y hongos. Todas
estas caracteristicas le aportarian una mayor
funcionalidad al nanosistema. De este modo se
contaria con un efecto antimicrobiano
prolongado (Ti encapsulado) sumado a la
accion inmediata (Q), con posibles efectos
sinergistas y podria adherirse a la superficie de
las plantas (cargada negativamente).

Objetivo
Optimizar el proceso de obtencion de las
nanoparticulas de Timol (Np-Ti), Caracterizar

las formulaciones, evaluar la eficiencia de
encapsulacién y estudiar el recubrimiento de
las Np-Ti con Q.

Descripcion

Las Np-Ti se obtuvieron usando etilcelulosa
(EC), un polimero biocompatible y no téxico
que se comercializa en el pais, a través de la
técnica de encapsulacion conocida como
Nanoprecipitacién.  Se  optimizaron  los
siguientes parametros de formulacién:

Parametros
Variables

Parametros Fijos

Solvente: Acetona

Homogenizacién alto Relac!on T.'/EC
cizallamiento [tensgo_actwo]
[Sélidos]

Relacion Fase Organica
(FO)/Fase acuosa (FA)
EC peso molecular
[EC]

Temperatura de
agregado de FO

Tabla 1. Parametros fijos y variables para la
optimizacion de la obtencion de Np-Ti. *[ ] =
concentracion.

Las variables de respuesta fueron: el
rendimiento (R%), la eficiencia  de
encapsulacion (EE%), el diametro medio (Z-
Ave) y la carga superficial de las Np (Pot-Z)
determinado por difraccion dindmica de la luz
(DLS) y la morfologia evaluada por microscopia
de barrido electrénico (SEM).

El contenido de activo y la eficiencia de
encapsulacion se determinaron por
cromatografia liquida de alta performance con
detector UV (HPLC-UV). Para ello fue
necesario desarrollar el método de extraccion y
cuantificacién.

A su vez se evalué el recubrimiento por
interaccion electrostatica de las Np-Ti con Q.
Se determind la relacion 6ptima de EC:Q en
acido citrico (QC), acético (QAc) y mezcla de
citrico/acético (QAcC); en la cual el Q no
estuviera en exceso. Ademas, se estudié la
fijacion del Q (formacién de enlace covalente)
en las Np-Ti, utilizando &acido citrico como
ligante y persulfato de potasio (K2S:0Og) como
catalizador calentando a 60°C durante 5hs. Se
centrifugéd la suspension, se descartdo el
sobrenadante y se cuantificé el Q presente en



las Np-Ti a través de la técnica colorimétrica de
Wischke.

Resultados

Los mejores resultados se hallaron con: una
relacion de Ti:EC de 1:1; una [sélidos] de 4%;
una temperatura de agregado de 15°C y sin
tensioactivo. En caso de ser necesario también
se podria trabajar con [sélidos] del 6% o
superiores. La Tabla 2 muestra los resultados
obtenidos en estas condiciones.

EE% Z-Ave (nm)

Pot-Z (mV)

932 96,1+0,2 173 +3 406

Tabla 2. Caracterizacion de las Np-Ti obtenidas con las
variables de proceso optimizadas.
e

Z-Average (d.nm): 1741
e Pdi: 0,099
Zeta Potential (mV): -37.9

100

Intensity (%)

Result quality Good

Size (d-nm)
Figura 1. Reporte de distribucion de tamafo de
particula y Pot-Z de Np-Ti.

Como se observa en la Figura 1 se obtuvieron
particulas menores a 200nm, monodispersas
(Pdl < 0,15) y con una carga superficial de
alrededor de -40 mV, datos que explicarian la
estabilidad de la suspension durante seis
meses.

En la Figura 2 se aprecia la morfologia
superfcial de las Np-Ti, se obtuvieron particulas
.

egulares y e

sféricas.

.
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Respecto al recubrimiento de las Np-Ti con Q,
como se observa en la Figura 3, a relaciones
EC:Q entre 75:1 y 5:1 el Pot-Z se mantuvo
constante alrededor de los 20 mV, por debajo
de 5:1 el Q deja de depositarse sobre las Np-Ti,
encontrandose en exceso. Por microscopia
Optica se observd ademas que a relaciones
mayores o iguales a 30:1 se formaban
aglomerados macroscdpicos.
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Figura 3. Pot-Z en funcion de la relacion EC/Q en QC
(negro); en QAcC (rojo) y en QAc (azul).

Para el estudio de la fijacién de Q se evaluaron
relaciones EC:Q entre 15:1 y 5:1. En la Figura
4 se observa que, al formarse la union
covalente entre el Q y las Np-Ti, el contenido
del mismo es 3 veces superior al del Q unido
electrostaticamente para las 3 relaciones de
EC:Q estudiadas. El mayor contenido de Q en
las Np-Ti se obtuvo con las relaciones 10:1 y
5:1, no existiendo diferencias significativas
entre las mismas
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Figura 4. % Q retenido en las Np-Ti en funcién de la
relacion EC:Q para Q unido electrostaticamente(violeta)
y Q unido covalentemente (rojo).

Conclusiones

En este trabajo se optimiz6 la obtencion de Np-
Ti recubiertas y entrecruzadas con Q y se
caracterizaron los sistemas obtenidos.

Restan completar los ensayos de poder biocida
frente a patégenos comunes, habiéndose
obtenido resultados preliminares alentadores.
Falta estudiar las propiedades mecanicas
(Resistencia a la deformacién, mddulo de
Young), la caracterizacién por DSC y FTIR y
evaluar de la estabilidad acelerada y
fotoestabilidad.
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