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1 Introduccion



Introduccion

Los agricultores necesitan acceso a una amplia gama de soluciones para proteger sus cultivos,
ya sea para el control de plagas, malezas o enfermedades. Los plaguicidas son, en muchos casos,
la Unica opcidn para reducir eficazmente una plaga o enfermedad determinada. El control de
plagas con productos de baja persistencia, a menudo requiere aplicaciones periddicas de
pesticidas, necesarias para prolongar la efectividad. Una estrategia adecuada para el manejo de
cultivos incluye la optimizacion de las tasas de aplicacion de estos plaguicidas, las herramientas

disponibles para su uso, y el destino ambiental de estos.

Casi el 90% de los productos quimicos aplicados por métodos convencionales, se pierden en el
aire y como escorrentia del suelo donde se aplica, afectando tanto al medio ambiente como a
los costes de aplicacion [1]. Desde el punto de vista de la eficiencia, numerosos estudios han
confirmado que gran parte de los productos quimicos utilizados se desperdician en su mayoria
debido a la lixiviacién, mineralizacion, bioconversion, evaporacion y degradacion (fotolitica,
hidrolitica y microbiana), impidiendo que el compuesto activo pueda realizar su funcion [2], lo
que tiene como resultado consecuencias financieras y severos dafios ambientales, que en
muchos casos han sido irreversibles o dificilmente reversibles [3,4]. Adicionalmente, un uso
mal planificado de plaguicidas a menudo conduce a la resistencia a plagas o enfermedades,
alteracion de la quimica del suelo con fijacion deficiente de nitrogeno, dafios a la biodiversidad
del mismo e incrementos en la tasa de bioacumulacién [5]. Por todo esto, se hace necesario
desarrollar enfoques alternativos para minimizar los efectos adversos asociados al control de

plagas en los cultivos.

Los métodos de liberacidn controlada aparecen como uno de los conceptos méas exitosos que

han surgido recientemente como un remedio dirigido a plagas. Dichos métodos consisten en
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plaguicidas encapsulados / atrapados / impregnados en un portador para permitir un manejo
mas seguro de los agroquimicos [6]. Se han propuesto o desarrollado varias metodologias para
encapsular plaguicidas, y los vehiculos considerados incluyen polimeros, ya sean sintéticos o
naturales [7], silice [8], polifosfatos [9], ceras [10], arcilla/ organoarcilla [11], emulsiones [12],
nanometales artificiales [13], hidrogeles [14], c&psulas y residuos agricolas, etc. Todos estos
vehiculos permiten la entrega de niveles 6ptimos de concentracién de los agroquimicos durante
periodos de tiempo mas largos, lo que a su vez reduce la cantidad del compuesto activo

requerido por unidad de terreno.

El polipropileno (PP) es el segundo polimero sintético més producido en el mundo y se utiliza
en una amplia variedad de aplicaciones como pueden ser: las instalaciones hospitalarias y los
textiles, el envasado de alimentos o la agricultura, siendo en este Gltimo caso de especial interés
su uso en instalaciones de invernadero [15,16]. Muchas de estas aplicaciones requieren que el
polimero exhiba propiedades biocidas, por ello numerosos estudios actuales se centran en la
funcionalizacion del PP para incorporar compuestos activos que mejoren sus propiedades [17].
Sin embargo, las propiedades quimicamente inertes del polipropileno presentan algunas
dificultades con respecto a su unién quimica con ciertos grupos de compuestos biocidas. Por
esta razén, el PP a menudo recibe un pretratamiento para aumentar su tension superficial o para
generar grupos reactivos en la superficie para una modificacion fisica o quimica posterior. Tales
pretratamientos aumentan la complejidad del procedimiento de modificacidn general y requiere

del uso de productos quimicos agresivos [18].

Con el objetivo de adicionar propiedades activas a las peliculas de PP, aparecen descritos en la

bibliografia diferentes procedimientos para incorporar productos bioactivos en pequefias
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cantidades mediante diferentes reacciones quimicas. En los Gltimos afios es posible encontrar
diversas publicaciones sobre la impregnacién con solvente supercritico (SSI) [19-23]. La
impregnacion con solvente supercritico se esta aplicando como una alternativa interesante a
otros procesos que se han utilizado tradicionalmente para depositar compuestos bioactivos
especificos en un polimero con el fin de transformarlo en un dispositivo liberador de agentes
bioactivos [22,23]. El impulso de la investigacion sobre SSI viene, fundamentalmente,
encaminado al desarrollo de procesos basados en la utilizacion del didéxido de carbono
supercritico, lo que se debe a sus excelentes propiedades: es un gas en condiciones ambientales,
es abundante y barato, no es toxico ni inflamable, no es corrosivo y no presenta riesgos de tipo

medioambiental.

Teniendo en cuenta que el extracto de piretrinas se utiliza ampliamente como insecticida natural
contra insectos y que una de sus ventajas mas notables es su baja toxicidad en mamiferos, parece
razonable la obtencion de polimeros de PP cargados con dicho extracto para el control de plagas
en invernaderos. Estas razones conforman la hipotesis de partida del presente trabajo de tesis
doctoral que consiste en considerar que la impregnacion con fluidos supercriticos es una técnica

viable para obtener polimeros de PP con propiedades bioacidas.

El presente trabajo, realizado dentro del grupo de investigacion “Analisis y Disefio de Procesos
con Fluidos Supercriticos”, del Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologia de
Alimentos de la Universidad de Cadiz, tiene como objetivo general, estudiar la viabilidad de un
proceso de impregnacion de PP con didxido de carbono supercritico, utilizando piretrinas como

extracto natural. Este objetivo global se puede desglosar en los siguientes objetivos especificos:
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Estudiar el proceso de obtencion de extractos naturales a partir de Chrysanthemum
utilizando CO; supercritico.

Impregnar extracto comercial de piretrina en PP y analizar el efecto del tiempo de
operacion, la presion, la temperatura y la cantidad de extracto en el rendimiento del
proceso de impregnacion.

Analizar la influencia del modo de operacién (discontinuo y semicontinuo) en el proceso
de impregnacion de un extracto comercial de piretrina en PP con CO; supercritico.
Comparar el proceso de impregnacion de PP con el extracto de piretrina comercial y el

obtenido mediante extraccion con CO> supercritico.
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2.1 Los plaguicidas

La Organizacion de Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura, (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, FAO por sus siglas en inglés) define a los
plaguicidas como “cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir
cualquier plaga, incluidas las especies indeseadas de plantas o animales, durante la produccion,
almacenamiento, transporte, distribucion y elaboracién de alimentos, productos agricolas o
alimentos para animales, o que pueda administrarse a los animales para combatir ectoparasitos”.
El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del crecimiento de
las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o inhibidores de
la germinacidn, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para
proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y transporte. El concepto
«plaguicidas» abarca sustancias que tienden a la reduccion, erradicacion y prevencion de
organismos considerados nocivos, e incluye biocidas y productos fitosanitarios [24]. El término
excluye normalmente los fertilizantes, nutrientes de origen vegetal o animal, aditivos

alimentarios y medicamentos veterinarios [25].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecio una clasificaciéon de los plaguicidas
basada en su peligrosidad o grado de toxicidad aguda, definida ésta como la capacidad del
mismo de producir un dafio agudo a la salud a través de una o multiples exposiciones, en un
periodo de tiempo relativamente corto (Tabla 1). La toxicidad se mide a través de la dosis letal
media (DLso) 0 de la concentracion letal media (CLso). Ambos parametros varian conforme a
multiples factores como la presentacion del producto (sélido, gel, liquido, gas, polvo, etc.), la
via de entrada (oral, dérmica, respiratoria), la temperatura, la dieta, la edad, el sexo, entre otros.

Al basarse en la observacion de especies animales, es importante sefialar que estos indicadores
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no proporcionan informacion sobre los efectos cronicos, ni sobre la citotoxicidad de algin
compuesto [26]. Ademas del grado de peligrosidad, los plaguicidas se pueden clasificar

atendiendo a una gran cantidad de criterios que se resumen también en la Tabla 1.

Tabla 1

Clasificacion de los plaguicidas

Clasificacion de los plaguicidas segun su toxicidad [26]

LDso en rata (mg/kg

Ejemplos
Clase Toxicidad peso corporal) JomP
Oral Dérmico

Extremadamente e
Clase IA . <5 <50 Paration, dieldrin

peligrosos
Clase IB  Altamente peligrosos 5-50 50-200 Eldrin, diclorvos
Clase I queradamente 50.2000 2002000 Diclorodifeniltricloroetano

peligrosos (DDT), clordano
Clase Il Ligeramente peligrosos > 2000 > 2000 Malation
U Poco probable que 5000

presente un peligro agudo

Clasificacion de los plaguicidas segun su vida media de efectividad [27]

Persistencia Vida media Ejemplos

. . Malation, diazinén,
No persistente De dias hasta 12 semanas . . .

carbarilo, diametrin
Moderadamente persistente  De 1 a 18 meses Paration, lannate
Persistente De varios meses a 20 afios (DDT), aldrin, dieldrin
. Pr hech rtir

Permanentes Indefinidamente oductos hechos a partir de

mercurio, plomo, arsénico
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Clasificacion de los plaguicidas segun la plaga que controlan [27]

Tipo de pesticida Plaga que controla
Insecticidas Insectos
Algacidas Algas
Acaricidas Acaros
Avicidas Pajaros
Fungicidas Hongos
Nematocidas, desinfectantes y .

. Nemaétodos
fumigantes en general
Herbicidas Malas hierbas
Molusquicidas Caracoles, babosas
Raticida Ratas

Clasificacion de los plaguicidas segln el modo de accién [28]

de contacto
residuales
esterilizantes
sistémicos

residuales

de inhalacion
digestivos

de accion protectora
de accion repelente
de accion erradicante

Clasificacion de los plaguicidas segun el fin perseguido [28]

selectivos
no selectivos
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Clasificacion de los plaguicidas segun la familia quimica [29]

Familia quimica

Ejemplos

Organoclorados
Organofosforados

Carbamatos

Tiocarbamatos

Piretroides

Derivados bipiridilos

Derivados del acido fenoxiacético
Derivados cloronitrofendélicos
Derivados de triazinas
Compuestos organicos del estafio

Compuestos inorganicos

Compuestos de origen botanico

DDT, aldrin, endosulfan, endrin

Bromofos, diclorvos*, malation

Carbarilo, metomilo, propoxur

Ditiocarbamato, mancozeb, maneb

Cipermetrina, fenvalerato, permetrin

Clormequat, diquat, paraquat

Dicloroprop, piclram, silvex

4,6-dinitro-o-cresol (DNOC), dinoterbo, dinocap
Atrazina, ametrina, desmetrina, simazina
Cihexatina, dowco, plictran

Arsénico pentdxido, OBPA, fosfito de magnesio,
cloruro de mercurio, arsenato de plomo, bromuro
de metilo, antimonio, mercurio, selenio, talio y
fésforo blanco

Rotenona, nicotina, aceite de canola

= 2 2-diclorovinil-dimetil fosfato

De acuerdo a la clasificacion por familia quimica, en la literatura se encuentra una amplia

informacion de los plaguicidas en relacién a las plagas que controlan, su modo de accién y

efectividad. En su caso, los plaguicidas clorados son moléculas organicas que incluyen cloro

en su estructura quimica, suelen actuar por contacto e ingestion. Su uso esta restringido y en

algunos casos prohibido, ya que presentan problemas sobre el hombre y el medio ambiente por

su elevada persistencia y capacidad de bioacumulacion [27].

Los plaguicidas fosforados son, en general, insecticidas de contacto, aunque pueden actuar por

inhalacion o ingestion. Incluyen al menos un atomo de fésforo en su molécula. Son mas

inestables que los organoclorados y de persistencia limitada.
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Los carbamatos presentan atomos de nitrdgeno en su estructura quimica, que llevan a cabo la
accion toxica sobre el sistema nervioso de los insectos. Se emplean frente a gran cantidad de

plagas.

Los plaguicidas naturales y piretroides acttan rapidamente sobre el sistema nervioso de los
insectos, al tiempo que resultan poco toxicos para el hombre y los animales de sangre caliente.
Sin embargo, son muy toxicos para los peces. Presentan una persistencia baja y se degradan

con facilidad por la accién de agentes medioambientales [30].

El trabajo de investigacion desarrollado en la presente Tesis Doctoral se centrara en la familia

de las piretrinas por su relativa baja toxicidad.

2.1.1 Las piretrinas

El piretro, es un insecticida natural derivado de las flores de Tanacetum cinerariaefolium
(Asteraceae) también conocido como Chrysanthemum cinerariaefolium. Los seis compuestos
activos del piretro se llaman piretrinas, a saber: piretrina I, piretrina Il, jasmolina I, jasmolina
Il, cinerina | y cinerina Il (Fig. 1). Estos compuestos son ésteres de dos acidos carboxilicos
(&cido crisantémico, para la serie 1, y &cido pirétrico, para la serie Il). Las proporciones de los
constituyentes del piretro es variable, aungue el contenido medio es de un 73% de piretrina | y
I1, 19% de cinerina | y 11 y 8% de jasmolina | y Il [31]. La piretrina | tiene una mayor actividad
letal y la piretrina Il tiene un efecto de eliminacion mas rapido [31], siendo insecticidas seguros

para el medio ambiente.
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Figura 1

Estructura quimica de las piretrinas | y 11, cinerina 1 y 11, y jasmolina 1 y 11.

Las moléculas de piretrinas son neuroactivas, de baja absorcién dérmica, con un metabolismo
rapido y no dejan residuos en la atmdsfera [32]. La accion insecticida de las piretrinas se
caracteriza por un rapido efecto, particularmente en insectos voladores, y por causar
hiperactividad y convulsiones en la mayoria de los insectos. El extracto de piretrinas muestra
una baja toxicidad para las aves y los mamiferos, sin embargo, es toxico para los peces y las
abejas meliferas [33]. Muchos de los productos que contienen extracto de piretrinas estan
aprobados para su uso en la agricultura organica y actdan sobre mas de 40 insectos en mas de
200 frutas y verduras diferentes [34]. La principal desventaja del extracto de piretrinas es que
es muy inestable a la luz y al aire, lo que limita su efectividad en la proteccion de cultivos y en
otros contextos del control de insectos en los que la actividad residual del pesticida es esencial

[35].

12



Antecedentes bibliograficos

En muchas zonas de cultivos, las piretrinas se utilizan como tratamiento agricola previo a la
cosecha en cultivos forrajeros, frutas, verduras, plantas ornamentales y se aplican como polvo,

sustancia emulsionada o spray [36].

Segun la Directiva 2009/128/CE del Parlamento Europeo, por el que se establece un marco para
conseguir un uso sostenible de los plaguicidas, la pulverizacion aérea de plaguicidas puede
causar efectos negativos significativos en la salud humana y el medio ambiente, sobre todo por
la difusion no intencionada a especies que no son su objetivo. Por esta razon, el uso de la
fumigacion aérea esta prohibido de manera general, con posibles excepciones [37]. Por lo tanto,
el objetivo es realizar tratamientos alternativos a la pulverizacion aérea, empleando plaguicidas
de baja toxicidad para los mamiferos como las piretrinas, que son consideradas una herramienta

eficaz para el manejo de plagas dentro del marco de la agricultura sin residuos.

2.1.2 Uso de plaguicidas para el control de plagas en la agricultura

La industria agricola utiliza diferentes técnicas de proteccién en las plantas, como la rotacion
de cultivos, la utilizacion de variedades resistentes a plagas o enfermedades, y también los

productos fitosanitarios, que tienen alguna de las siguientes funciones sobre los vegetales:

e protegerlos de organismos nocivos (antes o después de la cosecha)
e influir en sus procesos vitales
e mejorar su conservacion y destruir o prevenir el crecimiento no deseado de vegetales o

partes de los mismos
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El uso de productos fitosanitarios en la produccidn agricola esta bastante extendido. De acuerdo
con los informes de la FAO [38], en el mundo se utilizan mas de 1000 plaguicidas diferentes.
Sin embargo, debido a que son intrinsecamente toxicos, como se ha mencionado anteriormente,
su produccion, distribucion y utilizacion debe regirse por un control y una reglamentacion
estricta. Ademas, es necesario hacer un seguimiento regular de sus residuos en los alimentos.

La OMS tiene dos objetivos en relacion con estos productos:

e hacer que se prohiban los plaguicidas mas toxicos para el ser humano y los que
permanecen durante mas tiempo en el medio ambiente;
e proteger la salud publica mediante el establecimiento de limites maximos de residuos

de los plaguicidas en los alimentos y el agua.

Segun la Comision Europea, las sustancias activas que contienen los productos fitosanitarios
pueden ser extractos de plantas o microorganismos o compuestos sintetizados quimicamente,
siendo esenciales para la produccion de alimentos. Incluso en la agricultura ecoldgica se permite

una gama limitada de ellos.

Estas sustancias activas son los ingredientes de un producto fitosanitario responsables de su
funcion, y los residuos son las sustancias que pueden quedar en los alimentos tras el empleo del

producto fitosanitario sobre los cultivos y, por lo tanto, incorporarse a la cadena alimentaria.

Con el fin de garantizar que la utilizacién de estas sustancias es segura para los consumidores
se establecen los limites maximos de residuos [39]. El limite maximo de residuos (LMR) es el

nivel maximo de residuos de un plaguicida que se permite legalmente en los alimentos o piensos
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(tanto en el interior como en la superficie) cuando los plaguicidas se aplican correctamente
conforme a las buenas practicas agricolas. Los LMR fijados para todos los cultivos y

plaguicidas se hacen publicos en el sitio web del Codex [40].

La produccion total de alimentos a nivel mundial, como el arroz, trigo, cebada, patatas y maiz
ponen de manifiesto la importancia de la proteccion de la cosecha con el fin de garantizar la
demanda de alimentacién por parte de la poblacién [41]. Asi, en un estudio sobre el crecimiento
de la poblacidn, agricultura, produccién y suministro de alimentos la Organizacion de las
Naciones Unidas (ONU) estima que los 7.700 millones de seres humanos que habitan el planeta
en la actualidad creceran hasta los 9.700 millones en 2050 para, finalmente, alcanzar un punto
maximo a finales del presente siglo, con un total de 11.000 millones de personas (Fig. 2). El
mayor crecimiento poblacional se localizara en los paises en vias de desarrollo y para el afio

2100 solo el 13% de la poblacion mundial vivira en los paises considerados como présperos.

Variacio

95 % intervalo de prediccion

Poblacion total (billones)

Figura 2
Poblacién total en el mundo

Fuente: [40]
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Esto supone que un gran desarrollo de la poblacion va a requerir de enormes esfuerzos para
conseguir “alimentos para todos”; y, por otra parte, cuando la referencia es en el nivel de paises
industrializados, o concretamente, en el nivel europeo, el problema radica en la
superproduccién de alimentos (con un enorme coste comunitario del mantenimiento de
productos reservados en almacenes) que, en consecuencia, conduce a una menor produccion

[42,43].

El resultado de todo esto, es la necesidad de abordar la produccion agraria desde supuestos mas
respetuosos con el medio ambiente y que permitan garantizar la seguridad alimentaria. En
diversas reuniones en pro de la lucha para “Conseguir alimentos para todos”, la FAO se muestra
especialmente preocupada por la seguridad alimentaria, el desenfrenado crecimiento de la

poblacion y la falta de alimentos.

En la Comunidad Econémica Europea ha habido una constante preocupacion por garantizar la
salud de las personas, los animales y el medio ambiente. Esta preocupacion se manifiesta en
diferentes campos, entre ellos la regulacién de los biocidas a través de la normativa comunitaria
que se inici6 con la Directiva 98/8/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, en 1998 que fue

transpuesta al sistema espafiol a través del Real Decreto 1054/2002, de 11 de octubre [44].

En 2009 se adoptd un paquete de medidas sobre los plaguicidas compuesto por la Directiva
2009/128/CE sobre el uso sostenible de los plaguicidas, orientada a reducir los riesgos
ambientales y sanitarios y a mantener la productividad de los cultivos y mejorar el control del
uso y distribucion de plaguicidas; el Reglamento (CE) n.° 1107/2009 relativo a la

comercializacion de productos fitosanitarios, y el Reglamento (CE) n.° 1185/2009 relativo a las
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estadisticas de plaguicidas, que dispone normas para la recopilacion de informacion sobre las
cantidades anuales de plaguicidas comercializadas y utilizadas en cada Estado miembro. Esta
normativa busca establecer los requisitos para el registro, autorizacion y comercializacion de

los biocidas.

2.2 Los plasticos en el sector agroalimentario

Los plasticos forman una extensa familia de materiales, con una gran una variedad de tipos y
formas, incluyendo plasticos termoestables, que una vez calentados y moldeados, no se pueden
volver a fundir y cambiar de forma (como la silicona y el poliuretano) y termoplasticos que se

pueden recalentar, moldear y enfriar varias veces (como el polietileno y el PP) [45].

Los polimeros termoplésticos estan compuestos por cadenas de polimeros individuales y tienen
una gran aplicacion en la industria agroalimentaria debido a su menor coste y facil capacidad
de procesamiento. Los polimeros termoestables, llamados también termoendurecibles, se
reticulan y crean un enlace quimico entre dos cadenas poliméricas separadas. Estos polimeros
son generalmente mas fuertes que los polimeros termoplasticos después del procesamiento,
pero una vez gque han sufrido el proceso de calentamiento-fusion y formacién-solidificacion, se
convierten en materiales rigidos que no vuelven a fundirse y, por tanto, no se pueden reutilizar
en nuevos procesos. Este tipo de plasticos son utilizados cuando es necesario una alta resistencia

al calor [46].
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Entre las principales propiedades de los plasticos, destaca el amplio rango de temperatura de
trabajo y la resistencia tanto a los productos quimicos como a la luz. Estas propiedades, junto
con su bajo coste, han impulsado la demanda de estos materiales. Segun el informe anual de
“Plastics Europe” en 2018 la produccion de plasticos en el mundo alcanz6 casi los 360 millones
de toneladas, de los cuales, 62 millones de toneladas corresponden a la produccion europea,
predominando el uso de los termoplésticos y los poliuretanos. Su uso en la agricultura
corresponde a un 3,4 %. Entre los pléasticos mas demandadas estan el polipropileno (19,3%) y

el polietileno (17,5%) [47].

El uso de los plasticos en la agricultura va desde su utilizacién en las redes de riego, tales como
filtros, tuberias y goteros, hasta el uso de mallas de sombrio y cortavientos, mosquiteras, hilos
de rafia, envases y embalajes, plasticos para ensilado de forrajes. También se utilizan los
plasticos para la proteccion de cultivos (invernaderos, tineles y acolchados). Esta proteccion
mejora los rendimientos agricolas y las propiedades nutricionales, limita la infestacion de
insectos, la exposicion a la radiacion solar y los eventos meteorolégicos como granizo y

tormentas [48,49].

Una gran parte de los plasticos empleados en los invernaderos estdn compuestos de polietileno
(PE) o de una mezcla de polietileno y polipropileno, que, una vez acabada su vida util, pueden
ser valorizados energéticamente. Por su parte, el PP es uno de los polimeros con mayor
aplicacion por sus propiedades y su bajo coste. Se forma mediante polimerizacién por adicion

del mondémero de propileno.
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El PP es un polimero de hidrocarburo lineal que tiene muchas similitudes en sus propiedades
con el PE, particularmente en su resistencia quimica a los disolventes y en sus propiedades
eléctricas. EI PP tiene un menor porcentaje de cristalinidad que el polietileno, pero cuenta con
una mejor resistencia y rigidez [46] lo que le confiere unas caracteristicas especiales para uso
en la industria agroalimentaria. La presencia de un grupo metilo unido a 4&tomos de carbono
alternos en la cadena principal (Fig. 3), le confiere algunas propiedades especiales, siendo la
mas relevante la introduccion de un centro estérico. Los diferentes estereoisomeros de PP son
el polipropileno isotéctico (i-PP), polipropileno sindiotéctico (s-PP) y polipropileno atéctico (a-
PP). En el caso de del i-PP, todos los grupos metilo estan ubicados en el mismo lado de la
cadena principal del polimero, en s-PP en lados alternos, mientras que en el caso de a-PP los
grupos metilo estan dispuestos al azar a lo largo de la cadena del polimero. Los tres
estereoisomeros tienen relevancia técnica, pero el mas relevante es el i-PP en el que el
endurecimiento de la cadena y la estructura cristalina helicoidal provoca un aumento del punto

de fusion en comparacion con el PE [50].

Figura 3

Estructura molecular del polipropileno isotactico

Se puede hacer una clasificacion aproximada de los productos de PP de la siguiente manera

[50]:
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e Homopolimeros de PP: formados por cadenas poliméricas que poseen igual
composicion quimica (formadas unicamente por moléculas de propileno).

e Copolimeros y terpolimeros (con etileno y a-olefinas): La cadena polimérica tiene
diferente composicion quimica. La misma esta compuesta por tramos de polipropileno
unidos por moléculas de etileno que se ubican aleatoriamente a lo largo de la cadena.
Debido a esto, se tiene una reduccion del dominio cristalino del material lo que causa
una elevada transparencia y un menor punto de fusion.

e Copolimeros de impacto con multicapa: la produccion de estos materiales se realiza a
través de una cascada de dos reactores verticales en serie. Obteniéndose un material con

una elevada tenacidad a muy bajas temperaturas.

Las propiedades de los plasticos pueden modificarse para liberar pesticidas lentamente, siendo
una forma eficaz de manejo integrado de plagas porque el flujo constante de plaguicidas limita
su uso Y reduce los desechos y la toxicidad del suelo al medio ambiente, favoreciendo una
agricultura organica menos contaminante [51]. Existen un gran nimero de publicaciones sobre

liberacion controlada de plaguicidas basadas en polimeros:

Cao y col. [52], analizaron la liberacion controlada (CRF) del insecticida acetamiprid sobre un
polimero preparado de tapioca, urea y borato de sodio. Este insecticida se aplica ampliamente
en China, utilizandose como concentrados emulsionables (CE) y polvos humectables. Esta
investigacion comprende un plaguicida que es sensible a los alcalis o sensible a altas
temperaturas encapsulado en una matriz polimérica de almidon-borato-urea, y proporciona un
método para ajustar la tasa de liberacion de plaguicidas y el periodo de liberacion. Para

determinar el efecto de las variaciones de temperatura y la estabilidad frente a la radiacion UV,
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almacenaron acetamiprid sobre el plastico y acetamiprid en emulsiones a 40, 50, 60 ° C durante
un periodo de 60 dias, y los resultados de los cambios de ingrediente activo se determinaron
mediante HPLC. La tasa de descomposicion de acetamiprid en emulsiones fue diez veces mayor
que la de acetamiprid sobre plésticos, esta Ultima no tuvo méas del 3% de tasa de descomposicion

bajo la prueba de radiacion UV [52].

Singh y col. [53], desarrollaron un sistema de suministro de agroquimicos a base de almidén y
poli (&cido metacrilico) para la liberacion controlada del tiram, un fungicida con una amplia
gama de usos pero que debido a sus efectos tdxicos, existe preocupacién no solo en la poblacion
en general por la exposicion dietética a los residuos que quedan en los cultivos alimentarios,
sino también por los posibles riesgos para la salud ocupacional de los trabajadores que
manipulan y a menudo entran en contacto con este quimico. Para el estudio de la liberacién in
vitro del fungicida, colocaron la muestra seca en un volumen definido de medio de liberacion
(10 ml de agua) a temperatura ambiente (23 = 1 ° C). La liberacion de productos quimicos
atrapados en hidrogeles se produce solo después de que el agua penetra en la red para hinchar
el polimero y disolver los productos quimicos. La cantidad de tiram liberado se midid
espectrofotométricamente como una solucion de cloroformo amarillo después de 6 h a 421 nm.
En su investigacion concluyen que la liberacion de tiram de los hidrogeles aumenta con el

tiempo de manera muy controlada y sostenida [53].

Singh y col. [54] en otra de sus investigaciones, emplearon el polvo de hoja de neem "(NLP)",
un bioplaguicida, y perlas de alginato utilizando CaCl2 como reticulante. Para estudiar el efecto
de la composicion de las perlas sobre la dindmica de liberacion del fungicida (tiram), prepararon

perlas de plastico variando la cantidad de NLP vy reticulante. La cantidad de tiram liberado se
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midié espectrofotométricamente después de cada 12 hasta 204 h y la liberacion se midio
después de 300 h. Evaluaron las caracteristicas de formulacion tales como la eficacia de
atrapamiento, el tamarfio de las perlas, el porcentaje de hinchamiento en equilibrio de las perlas

y el mecanismo de difusion para la liberacion de tiram [54].

Grillo y col. [55] tuvieron como objetivo desarrollar un sistema de liberacion modificada para
el herbicida ametrina encapsulando en microparticulas de polimero biodegradable utilizando
los polimeros poli (hidroxibutirato) (PHB) o poli (hidroxibutirato-valerato) (PHBV), con el fin
de mejor la accidon herbicida y reducir la toxicidad ambiental. El perfil de liberacion de ametrina
se modificd cuando se encapsulé en las microparticulas, consiguiendose una liberacion mas
lenta y sostenida en comparacién con el perfil de liberacién de la ametrina pura. Para analizar
las caracteristicas de liberacién emplearon el modelo matematico descrito por Peppas, que se
basa en una ecuacion semi-empirica en la que se emplea con frecuencia en ausencia de

informacidn sobre el mecanismo de liberacion de un sistema [55].

Lewicka y col. [56] tuvieron como objetivo desarrollar y preparar nuevas formulaciones de
polimeros / herbicidas para su posible aplicacion en sistemas de liberacion controlada, para ello
utilizaron polimeros biodegradables seleccionados, incluidos L-lactida / glicolido / PEG /
terpolimero (PLAGA-PEG-PLAGA), asi como polimeros a base de oligosacaridos y su mezcla
con terpolimero, para preparar microesferas cargadas con dos herbicidas aplicados al suelo. El
proceso de degradacién de las microesferas poliméricas obtenidas se evalué con base a su
pérdida de peso y erosion superficial, asi como la tasa de liberacion de metazaclor y

pendimetalina cargados. Encontraron que la tasa de degradacion gradual de las microparticulas
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se prolongd durante toda la temporada de cultivo, lo cual es crucial en términos de proteccion

agroquimica y ambiental [56].

Dubey y col. [57], en su revision bibliografica describen las ventajas que tienen los CRFS, como
ahorro de mano de obra, seguridad para los trabajadores, menor dosis, menor aplicacion y
menor impacto ambiental y resume como los CRF basados en agroquimicos son altamente
eficientes para mantener la liberacion de pesticidas de manera gradual para el control de plagas

[57].

Tal como lo han indicado investigadores del Instituto de Formulacion de Pesticidas (India) [57],

la liberacidn controlada tiene varias ventajas, resumiéndolas de la siguiente manera:

1. Prolongacion de la actividad al proporcionar una cantidad continuamente baja de
pesticida.

2. Numero reducido de aplicaciones, pero logrando un largo periodo de duracién de la
actividad a través de una sola aplicacion.

3. Reduccion de costos mediante el tiempo de eliminacion y el costo de la aplicacion
repetida y excesiva.

4. Reduccion de la contaminacion ambiental al eliminar la necesidad de una distribucion
generalizada de una gran cantidad de plaguicidas que se ven afectado por acciones
climatoldgicas, evitando que se evapora, se degrade, o se produzca lixiviacion a través
del suelo o por las vias de agua, debido a las lluvias.

5. Prolongacion de la duracidon de la actividad de un plaguicida menos persistente, que es

inestable en un medio acuatico.
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6. La liberacién controlada convierte al plaguicida liquido en una formulacion sélida, lo
que da como resultado un material de facil transporte con reduccion de la
inflamabilidad.

7. Reduccion fitotoxicidad en mamiferos al disminuir la movilidad de los plaguicidas en
el suelo y, por tanto, reducir sus residuos en la cadena alimentaria. El alto costo
involucrado en la fabricacion de estas formulaciones, la cantidad excesiva de polimero

utilizado y el herbicida polimérico es el destino de la matriz polimérica.

En los invernaderos, los plasticos proporcionan una proteccion a prueba de insectos, que ayuda
a reducir la frecuencia de aplicaciones de plaguicidas [56]. Por otro lado, las peliculas de
plasticos también se pueden usar como material de acolchado en los cultivos. Se sabe que las
peliculas de pléstico son adecuadas porque suprimen las malezas, facilitan la fertirrigacion y el
riego por goteo, la regulacion de la temperatura del suelo y la humedad inversa [51]. Asi, al
conferirle propiedades especiales a los plasticos tanto para su uso en los invernaderos como
para acolchado, con la incorporacion de compuestos activos que son liberados lentamente, se
reduciria el uso de plaguicidas hasta la cosecha de los cultivos tiendo un impacto directo sobre

la contaminacion ambiental y la salud de las personas.

2.3 Fluidos supercriticos

A finales del siglo XX el uso comercial de la tecnologia de los fluidos supercriticos (FSC) se
incrementd, principalmente, por aspectos ambientales, dada la capacidad de algunos de estos
fluidos para reemplazar disolventes toxicos que se emplean en la industria. Desde entonces, se

han utilizado en varias aplicaciones (a escala de laboratorio o industriales) asociadas con el

24



Antecedentes bibliograficos

desarrollo de la quimica y la ingenieria sostenibles [58]. Las ventajas de utilizar la tecnologia
FSCs comprenden su alta adaptabilidad para proporcionar métodos de procesamiento y la
posibilidad de realizar procesos a diferentes condiciones de operacion, consiguiendo una

selectividad, que de otra manera serian dificiles de conseguir con métodos tradicionales [59].

Un fluido supercritico es cualquier sustancia a una temperatura y presion por encima de su
punto critico, en el que dejan de existir las fases liquida y gaseosa para dar lugar a una region
distinta (Fig. 4). El punto critico se caracteriza por una temperatura, denominada temperatura
critica (Tc) y por una presion, denominada presion critica (Pc). Esta definicion no se refiere a
un determinado fluido; todos los fluidos tienen un punto critico. Para el CO>, el punto critico se

caracteriza por Tc =304 ° Ky Pc = 73,8 bar [60].

Los fluidos supercriticos tienen densidades similares a la de un liquido, pero la difusividad y la
viscosidad permanecen entre valores similares a la de los gases. Ademas, los FSC presentan
una tension superficial casi nula. Dichas propiedades les otorga un elevado poder de penetracién
dentro de la matriz del soluto [61]. Asi mismo, debido a esas excelentes propiedades de
transporte, los FSC se han introducido en diferentes campos para aplicaciones tan diversas,

como extracciones [62], cromatografia [63], generacion de particulas e impregnaciones [64].

Pequefias variaciones de presién y temperatura, préximas al punto critico, permiten modificar
las propiedades de los FSC vy, por tanto, su selectividad y capacidad para disolver sustancias
[65]. Hay dos efectos de la temperatura sobre la solubilidad: cuando la temperatura aumenta a
presion constante, la densidad del solvente disminuye. De lo contrario, al aumentar la
temperatura a densidad constante, aumenta la presion de vapor del soluto. Segun las

propiedades del sistema, cualquier cambio que sea el dominante controla el cambio en la

25



Antecedentes bibliograficos

solubilidad. Por otro lado, el efecto de presion es mas explicito. EI aumento de la presién de
SCF contribuye a mayores densidades de fluido. En consecuencia, esto significa una mayor

solubilidad del soluto [66].
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Figura 4

Diagrama de fases de una sustancia pura

Fuente: [64]

2.3.1 El COz2como fluido supercritico

El campo de disolventes que pueden ser utilizados en operaciones de transferencia de masas
con FSC cubre un intervalo muy amplio de temperaturas y presiones de operacion y varia

considerablemente en cuanto al tamafio y polaridad de los disolventes (Tabla 2).

Tabla 2

Propiedades criticas de diferentes compuestos

Compuesto Tc (K) Pc (MPa)
Amonio 405,7 11,3
Benceno 562,2 49
Didxido de carbono 304,3 7,4
Clorotrifluorometano 384,9 3,9
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Compuesto Tc (K) Pc (MPa)
Etano 305,6 4,9
Etileno 282,5 51
Metanol 513,7 7,9
n-Propano 367,0 4,3
Agua 647,6 22,1
Xenon 562,9 5,84

Tc: temperatura critica, Pc: Presion critica

Fuente: [60]

Uno de los principales requisitos cuando se quiere trabajar con compuestos termolabiles, como
es el caso de la mayoria de los extractos naturales, es el empleo de temperaturas moderadas.
Por ello el agua supercritica no es un disolvente apropiado para la extraccion e impregnacion
de compuestos naturales. EI xendn, aunque tiene valores bajos de temperatura critica, su coste
es demasiado alto para uso comercial. Por otra parte, gases como N2O o etano tienen valores
criticos bajos, pero pueden generar mezclas explosivas y, por lo tanto, no son seguros de
manipular. El trifluorometano, aunque es quimicamente inerte y no inflamable, puede
solubilizar diferentes tipos de productos, por lo que su uso es limitado. El diéxido de carbono,
en cambio, cumple los requisitos de ser un “disolvente verde” y a ello se suman otras
propiedades como que es: quimicamente inerte, no inflamable, y poco téxico, ya que su limite
de valor umbral es de cerca de 5000 ppm, en comparacién con la acetona (750 ppm) o el pentano
(600 ppm) [60]. Su baja viscosidad y la alta difusividad permiten que sea muy utilizado tanto

en procesos de extraccién como de impregnacion [67].

El CO; se considera un buen disolvente para sustancias no polares como alcanos, terpenos y
grasas, razonablemente adecuado para sustancias con baja polaridad como hidrocarburos
policiclicos, aromaticos, aldehidos, epdxidos, ésteres y alcoholes, pero poco recomendable para

compuestos polares [68]. Al mismo tiempo, el CO. también es conocido por su alta capacidad
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de difusion en polimeros lo que aumenta la movilidad de las cadenas del mismo, actuando como
lubricante e induciendo el hinchamiento del polimero [69]. Estas propiedades hacen que sea un
disolvente adecuado para procesos de impregnacion siempre que la sustancia activa (el soluto)
a depositar en el polimero sea soluble en el fluido supercritico, el polimero se hinche por la
solucidn supercritica y el coeficiente de reparto sea lo suficientemente favorable para permitir

que la matriz se cargue con suficiente soluto [70].

2.3.2 Extraccion mediante fluidos supercriticos

La extraccion con Fluidos Supercriticos (FSC) o extraccidn supercritica (ESC) es una operacion
de transferencia de materia efectuada en condiciones de presion y temperatura superiores a las
criticas del disolvente. Por tanto, la ESC se define como un método de extraccién que emplea
alta presion. Esta variable es de suma importancia tanto para aspectos técnicos como

econémicos.

Los FSC, como se ha mencionado anteriormente, tienen una viscosidad relativamente baja y
una difusividad alta (ambas propiedades proximas a las de los gases), por lo que pueden penetrar
en los materiales s6lidos porosos de forma mas eficaz que los disolventes liquidos y, por tanto,
los FSC proporcionan un proceso de trasferencia total mucho mas rapido, dando por resultados

extracciones mas eficientes.

La propiedad mas directa que puede verse afectada por las variaciones de presion es la densidad
del fluido con el que se realiza la extraccion. Al estudiar la influencia de la densidad del
disolvente en el comportamiento de la ESC (intimamente relacionado con el poder disolvente),

es precisamente la presion la variable que ofrece margenes de manipulacion considerablemente
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més amplios que la temperatura. De hecho, si bien la presion generalmente oscila entre 8 y 40
MPa aproximadamente, la temperatura se restringe muchas veces a un rango mas estrecho, es
decir, desde 35 hasta 60 °C. Dentro de este intervalo de presiones, y teniendo en cuenta ese
rango de temperaturas, las densidades del CO> supercritico pueden variar desde 200 hasta 900

kg m3[71].

El analisis bibliografico realizado demuestra que, aunque la mayoria de los trabajos que utilizan
la ESC para la extraccion de compuestos activos a partir de productos naturales, se concentran
en rangos de temperatura entre los 35-60 °C [64,65], la mayor cantidad de referencias
publicadas centran sus investigaciones en los alrededores del valor mas bajo, es decir 40 °C.
Esta tendencia revela que se ha analizado el proceso a temperaturas mas bajas, probablemente
debido al mayor grado de variacion de densidad en esta region, pero también debido a las
preocupaciones con respecto a la degradacion térmica de los compuestos labiles que se extraen,

las limitaciones de los equipos y la politica de costes.

El efecto de la presién y la temperatura sobre la solubilidad puede describirse brevemente de
esta manera [73]:
e el aumento de la presion aumenta la densidad del fluido supercritico, aumentando asi su
poder disolvente
e latemperatura influye en las propiedades del disolvente (densidad), pero también en las
propiedades de los solutos, principalmente en la presion de vapor. Con el aumento de la
temperatura, la densidad disminuye (menor solubilidad) pero la presion de vapor

aumenta (mayor solubilidad).
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Por tanto, para cada matriz, la seleccion adecuada de las condiciones de extraccion solo se

puede obtener en base a resultados experimentales, pues compiten efectos opuestos.

Una alternativa para mejorar la solubilidad de otras sustancias es la de adicionar un modificador.
La razén principal para agregar un segundo solvente al CO> supercritico radica en la necesidad
de extraer compuestos polares [72]. Incluso a altas densidades, el CO. tiene una capacidad
limitada para disolver compuestos de alta polaridad. La adicion de modificadores o
codisolventes al CO> puede mejorar la eficiencia de extraccion al aumentar la solubilidad del
soluto. EIl efecto predominante en la extraccién dependera del tipo de codisolvente, matriz
solida y soluto objetivo [74]. La Figura 5 muestra una estadistica de los codisolventes mas
empleados en ESC [75].

Mezclas Otros .
7% 7% Aceites vegetales

h-Hexano 2%
2%Diclorometano

/_‘ o

Etanol
53%
Agua
5%

Metanol
21%

Figura 5
Codisolventes mas utilizados en ESC

Fuente: adaptado de [75]

Como se muestra en la Figura 5 el uso del etanol como codisolvente es el mas ampliamente

reportado en las diferentes investigaciones. El etanol es un solvente inocuo tanto a nivel de
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salud humana como ambiental y esta es una gran ventaja en comparacion con n-hexano o
incluso metanol. EI metanol ocupa el segundo lugar con un 21%, y es seguido por agua y
diclorometano, con el 5% y el 3%, respectivamente. A pesar de que el metanol es mas polar
que el etanol, este provoca riesgos en la salud humana, de hecho, se aboga por el abandonando
progresivamente de su uso a dia de hoy. También es posible emplear agentes de complejacion

al COz supercritico para mejorar la extraccion de compuestos e iones fuertemente polares [76].

Mientras que la presion y temperatura afectan la termodindmica (densidad y solubilidad de los
solutos) y las propiedades de transporte (viscosidad y difusividad), el caudal del solvente es una
variable que influye directamente en el rendimiento de extraccion. Puede incrementarse
racionalmente para mejorar la velocidad de extraccion provocando un efecto positivo en el
rendimiento de extraccion [77]. Sin embargo, en algunos casos, los caudales de solvente muy
altos disminuyen el rendimiento debido a que el tiempo de contacto entre el soluto y el solvente

Ilega a ser insuficiente.

Segun Pereira y col. [71], el rendimiento global de extraccion se define como la cantidad
maxima de soluto que se puede extraer de un sustrato solido especifico en determinadas
condiciones de temperatura y presion [71]. Las isotermas de rendimiento global proporcionan
un marco para analizar los efectos de la temperatura y la presién sobre la extraccion. Este
analisis se puede hacer en términos del rendimiento global de la extraccién en su conjunto o del
rendimiento global de un compuesto especifico. El rendimiento global esta estrechamente
relacionado con la solubilidad del soluto (o mezcla de solutos) en el fluido supercritico (o en

una mezcla de disolventes). La cinética de ESC se puede representar mediante la curva de

31



Antecedentes bibliograficos

extraccion global. Esto se determina teniendo en cuenta la masa de soluto extraido en funcion

del tiempo de proceso o del solvente consumido, segun la siguiente ecuacion:

mtotal = Q [, Y (H,t)dt 1)

donde m total es la masa del extracto, Q es el flujo del solvente supercritico, e Y(h,t) es la
relacién entre la masa del soluto y la masa de disolvente en un momento dado (t) en el extractor

o salida del lecho (H).

Generalmente, las curvas de extraccion se caracterizan por tres periodos de tiempo: (1) un
periodo de extraccion constante (EC); (2) periodo de extraccion descendente (ED), y (3) un
periodo de velocidad controlada por difusion (VCD) [71]. En general, del 50 al 90% del material
extraible total se obtiene en la regién de tasa de extraccidon constante y la optimizacion del

proceso debe enfocarse en esta region.

En su publicacién, Quispe-Condori y col. [78], represent6 la curva de extraccion global de
artemisinina, una lactona sintetizada de Artemisia annua L. utilizando ESC (Fig. 6). Esta curva
es propia de la extraccion de materias primas que contienen bajas cantidades de solutos.

En la gréfica se observan las tres regiones de extraccion para la isoterma de 30 °C [78].
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Extraccion de artemisinina (% muestra seca)

0.00 . : . .
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Mgo, * 10° (kg)
Figura 6

Curvas de extraccion de hojas de Artemisia annua en diversas condiciones
experimentales. (45,5 x 107 kg COJ/s011.1 x10° kg COy/s)

Fuente: [78]

Los rendimientos de extraccion o la bioactividad del extracto obtenido dependen en gran

medida de las condiciones de extraccion utilizadas. Sin embargo, también es necesario tener en

cuenta otros factores entre los cuales se pueden citar [71,79]:

Edad del cultivo, parte de la planta y aspectos edafoclimaticos: segun las practicas de
cultivo, las condiciones climaticas y la genética pueden variar considerablemente el
rendimiento y la calidad del extracto. Ademas de las condiciones edafoclimaticas, los
nutrientes en el suelo afectan el desarrollo de las plantas y por tanto la composicion del
extracto.

Morfologia y ubicacion del soluto en la matriz: las especies vegetales se caracterizan
por una gran complejidad en sus estructuras. Los solutos se pueden ubicar en la
superficie de la célula; sin embargo, la mayoria de ellos se encuentran en espacios

intracelulares. Para facilitar su extraccion; muchas veces es indispensable un
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tratamiento previo (trituracion o molienda). En tales casos, la eficiencia del proceso de
extraccion mejora al disminuir la resistencia a la transferencia de masa debido a las
estructuras celulares.

e Tamafio de particula, formay porosidad del material s6lido: estos factores tienen efectos
directos sobre la velocidad de transferencia de masa del proceso. Para aumentar la
velocidad de extraccion, la matriz sélida debe triturarse para aumentar el area de
transferencia de masa. Por otro lado, deben evitarse las particulas muy pequefias. Su uso
puede compactar el lecho, aumentando la resistencia de transferencia de masa interna y
causando la canalizacion dentro del lecho de extraccion.

e Humedad del material sélido: en la mayoria de los casos, el agua presente en la matriz
vegetal compite con el soluto para interactuar con el solvente, disminuyendo el

rendimiento del proceso; por esta razon, se recomienda secar la materia prima.

2.3.3 Aplicacion de la ESC a la obtencion de piretrinas

La extraccion de piretrinas a partir de sus flores ha sido estudiada utilizando diferentes métodos
de extraccion (Tabla 3). La seleccién del método mas adecuado para una extraccion rutinaria
de piretrina considera muchos factores importantes, como el tiempo de extraccion, la demanda
energética, el equipo, la rentabilidad, la toxicidad del disolvente, la cantidad de desechos y la
simplicidad, y también varia segun el propésito (estudio de laboratorio, produccion industrial,

etc.) [80].
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Comparacion de los diferentes métodos de extraccion aplicados para el andlisis del

contenido de piretrina en las flores secas

Método de

extraccion Condiciones de extraccion Costo / equipo Complejidad Referencia
:jgg;ﬁzﬂ(/’geo min Técnica asistida por [81]
Soxhlet Eter de petréleo/135°C/ 80 energia, cos't’o adicional Bajo [82]
min para la gestion de [83]
Acetonitrilo/ 8 h residuos [84]
Hexano/30 °C/15 MPa/ 60
. min . Técnica asistida por [85]
Extraccion Isopropanol/60 min eneraia. requiere equino [81]
asistida por Etanol/30 °C/150 rpm/60 es e%iai q quip Moderar [83]
ultrasonido min P [85]
Acetona/50 °C/60 min moderadamente caro [84]
Acetonitrilo/30 °C/120 min
Extraccion de €O,/ 40 210 min ggge%earz: Zxct?:\tc?ign Alto, mas
fluidos ;I'gmperaturas de202100 la necesidad de alta ;gﬁacizggla [81,82,86-89]
) it
supercriticos Presiones de 8 a 40 MPa Presion aument§ los industrial.
costos de energia
i Técnica econémica
Extraccion Hexano/20 °C/0,6 - 0,9 . PPN .
sélido-liquido MPa/2-3 5 h requiere un minimo Bajo [88]
' consumo de energia.
Hexano/20 °C/5 h/agitacion Bajo (el método més
Eter de petrdleo/40-60 °C b ! dicional [86]
Maceracion aratol), costo a |C|cc)‘na Bajo [90]
Etanol/20 °C/4 dias para el tratamiento de e8]
residuos
] Bajo (el método mas
percolado Eter de petrdleo/20 °C/1 dia  barato), costo adicional Baio [89]
Acetonitrilo/20 °C/5 h para el tratamiento de J [84]
residuos
Agitacion con Acetonitrilo/40 °C/4 h Técnica asistida por Bajo 184]

calor

energia

(*) Se hace una discusion mas amplia en la Tabla 4.

Fuente: Adaptado de [80]

En relacion a la aplicacion de la extraccion con fluidos supercriticos, los resultados obtenidos

por varios autores han demostrado que es una técnica eficaz para la obtencion de extracto de

piretrinas (Tabla 4). Los primeros estudios de Pan y col. [86] describieron un sistema de
extraccion de fluidos supercriticos utilizando diéxido de carbono para extraer los componentes
insecticidas activos de piretrina | y piretrina Il. En su trabajo determinaron que para piretrinas
I y I, las extracciones con dioxido de carbono supercritico a 40 °C y 8 MPa, fueron mejores
que las extracciones con n-hexano; encontrando que el tiempo de extraccion mas eficiente fue

en las primeras 3 h del experimento [86]. Posteriormente. Kiriamiti y col. [82,91], realizaron
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extracciones de piretrinas, utilizando diéxido de carbono supercritico como disolvente, en una
planta piloto semi-continua, obteniendo extractos muy similares a los obtenidos en la extraccion
en Soxhlet con hexano. En su trabajo establecieron que a 40 °C la cantidad de extracto de
piretrina crudo era independiente de la presion cuando se operaba por encima de 10 MPa. Asi
mismo, establecieron que la parte de la semilla contenia més extracto crudo y piretrinas que la

parte de la flor.

Tabla 4
Condiciones para la extraccion de piretrina a partir de flores secas utilizando CO>

supercritico.

Método de

Condiciones de trabajo Contenido de piretrina N Fase movil Referencia
determinacion
40 °C/8 MPa 1,95% HPLC - UV Diclorometano [86]
N Mezcla agua
0, 0,
40 °C/8 MPa 140%piretrina lyS5% o) ¢ Uy fdiclorometano [86]
piretrina 1l
100 °C/3 MPa/40 min 0,78-0,94% SFC-FID co, [81]
20 °C/40 °C/10 MPa 0,9% HPLC - UV Acetil-acetato + hexano [82,91]
RP-HPLC — i
40 °C/30 MPa 1,1% UV ¢ Acetonitrilo / agua [87]
40 ° C/40 MPa/210 min niA niA n/a [88]
40 ° C/9 MPa/80 min 1,34% GC - MS n/a [89]

Fuente: Adaptado de [80]

Baldino y col. [89] realizaron la extraccidn de piretrinas utilizando CO; supercritico acoplado
a un proceso de separacion fraccionada, con el objetivo de producir una extraccion completa y
selectiva de los principios insecticidas. Para ello, trabajaron a 9 MPa y 40 °C como condiciones
operativas en el primer paso de extraccion y para la separacion fraccionada utilizaron dos
separadores en serie operando a -10 °C y a una presion igual a la de extraccion, y 25 °C, 1,5
MPa, respectivamente. En un segundo paso de extraccion supercritica, realizado a 20 MPa 'y 40
°C, demostraron que muchos compuestos no deseados se co-extraian en estas condiciones de

proceso. En su trabajo determind que, realizando una separacién fraccionada durante un tiempo
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aproximado de 80 min., los extractos del producto contenian aproximadamente 99% p / p de

piretrinas [89].

Gallo y col. [88] realizaron una comparacién entre tres procesos de extraccion de piretrinas,
incluida la maceracién tradicional en n-hexano y alcohol etilico, la extraccion con fluidos
supercriticos y la extraccion en fase solida, empleando un extractor tipo Naviglio. Los
resultados obtenidos de este estudio permitieron afirmar que la maceracion es el método méas
sencillo, aunque el rendimiento del proceso de extraccion del material extraido en relacion al
peso de flores secas es menor (en n-hexano, 3,3 % y en alcohol etilico, 5,8 %), y el tiempo de
extraccion requerido es mayor (4 dias), en comparacién con los otros dos métodos analizados.
En la extraccion por medio del extractor Naviglio obtuvieron rendimientos ligeramente
superiores en n-hexano (3,26 %) y alcohol etilico (6,31 %) con tiempos de extracciéon mucho
mas cortos (3,5 h en n-hexano y 2 h en alcohol etilico). En la extraccion con fluidos
supercriticos, las condiciones experimentales para la extraccion con CO, fueron T =313 Ky P
= 40 MPa. El tiempo total de extraccion se fijoé en 210 min, encontrandose que el rendimiento
de extraccion fue menos eficiente que el obtenido con el extractor Naviglio, pero presentando

la ventaja de no requerir el uso de disolventes [88].

2.3.4 Impregnacion mediante fluidos supercriticos

La impregnacion es un proceso de deposicion de compuestos en una superficie s6lida mediante
interacciones fisicas o quimicas. Una de las aplicaciones mas reciente de los procesos de
impregnacion, es la de adicionar una sustancia con propiedades activas a un polimero con el fin
de mejorar alguna de sus propiedades. De forma convencional, la impregnacion de especies

bioactivas en diferentes matrices poliméricas se ha realizado durante la sintesis o el
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procesamiento del polimero; o por inmersién y remojo de los materiales poliméricos,
preparados previamente, en una solucion que contiene las sustancias bioactivas a impregnar
[92]. A pesar de que la impregnacion con estos métodos es relativamente sencilla, presentan
inconvenientes como el uso de disolventes organicos toxicos que tienen que ser retirados
posteriormente de las matrices por motivos de salud, seguridad y mantenimiento de la
integridad del producto; reacciones indeseadas entre sustancias o degradacion térmica de alguna
de ellas, incluso bajos porcentajes de impregnacion y problemas de dispersion heterogénea [93—

95].

Las propiedades Unicas del CO> supercritico, han dirigido la atencion hacia la tecnologia de
impregnacion que explota sus beneficios para transferir e incorporar moléculas de soluto en una
red polimérica [96-98]. La alta difusividad del CO, provoca que se produzca una transferencia
de materia mucho mas rapida en comparacion con disolventes convencionales, asi como una
distribucion homogeénea del aditivo en toda la matriz polimérica, siendo ésta una de las
principales ventajas del proceso. Ademas, los fluidos supercriticos pueden difundir facilmente
fuera del polimero, una vez que la presion se reduce a valores ambientales, por lo que no dejan

residuos de disolventes en la muestra de polimero impregnado [99-101].

La Figura 7 muestra un esquema simplificado de como se lleva a cabo el proceso de
impregnacion de compuestos activos en polimeros, en presencia de CO. en condiciones

supercriticas. Se distinguen tres fases [23]:
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: Fase 1 y fase 2 de forma simultanea I COaeteoR
!
Fasel Fase2
Disolucidn del Sorcion del CO;
soluto en el CO, ¢ impregnacion del +
T.P soluto en el
( €O, J polimero soluto no impregnado
T.P .
€0y-SC o [T-Fco,] Fase3 .
+ eneiCO; | Despresunzacion .
. o +
o o 2
P
- o I © = o
compuesto activo °
Palimera impregnado con ¢l zokto

! soluto y polimero fisicamente separados !

Figura7
Esquema de las fases del proceso de impregnacion supercritica

Fuente: Adaptado de [23]

Fase 1: Disolucion de la sustancia activa en el fluido supercritico: el CO. supercritico es un
buen disolvente para compuestos no polares y de bajo peso molecular; sin embargo,
moléculas polares 0 compuestos con una gran masa molecular no seran disueltos por este
solvente. En el caso de sustancias activas de naturaleza polar se pueden adicionar al CO>
solventes organicos polares, de manera semejante a como se hacia en el proceso de
extraccion. En estos casos ocurre, ademas, un equilibrio entre el CO2 y el nuevo disolvente
afiadido, permitiendo que los compuestos activos del extracto pasen a solubilizarse en la
mezcla CO2-solvente [102]. La solubilidad de los solutos en el CO- supercritico dependera,
de la naturaleza del soluto, pero también de las condiciones de presion y temperatura

utilizadas en el proceso.

Fase 2: Hinchamiento de la matriz polimérica y difusion del compuesto activo: los fluidos

supercriticos son capaces de penetrar en los polimeros, plastificarlos e hincharlos. El fluido

39



Antecedentes bibliograficos

supercritico cargado con el soluto penetra en el interior de la matriz polimérica favoreciendo
la difusion interna de la sustancia activa. De esta forma, la carga de soluto no esta limitada
a la superficie externa del polimero, sino que también es retenida en el interior de la matriz
polimérica.

Fase 3: Despresurizacion: después de un tiempo de contacto determinado se lleva a cabo
una despresurizacion de una celda de impregnacién. Esta bajada de presion provoca un
descenso de la densidad del fluido supercritico volviendo a su estado gaseoso y precipitando
el soluto en el interior y la superficie del polimero, produciéndose la impregnacion. De
manera general, una despresurizacion rapida puede conllevar un aumento de la carga de
extracto impregnado sobre la matriz, pero a su vez, puede originar un dafio mecanico sobre
el material, mientras que, por el contrario, una despresurizacién lenta puede causar una

pérdida excesiva de soluto, aunque preservando la integridad de la matriz [64,65].

El proceso de impregnacion con CO> supercritico es complejo pues intervienen, al menos tres
componentes: CO> como portador, compuesto activo y matriz polimérica. El reparto del
compuesto activo entre las fases poliméricas y la del CO supercritico se rige por la afinidad
relativa de los sistemas binarios implicados: COz-compuesto activo, COz-polimero y
compuesto activo-polimero. La eficiencia del proceso de impregnacion generalmente se mide
con el coeficiente de reparto K que establece la relacién relativa del compuesto activo por la
fase polimérica y la fase de CO. en condiciones supercriticas y especificas de presion y

temperatura y se calcula de la siguiente manera:

K — Cpolimero (2)

Cco,
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donde Cpolimero Y Cco. SON las concentraciones de compuesto activo en la fase de polimero y en
la fase de CO2 respectivamente (en g / g). Segun lo reportado por Champeau (2015) el
coeficiente de particion K varia entre 1072 y 10* y depende de las condiciones experimentales

[23].

Es por ello que una de las principales ventajas del proceso de impregnacién con CO>
supercritico es la capacidad de ajustar la carga del compuesto activo variando las condiciones
operativas como la presion, la temperatura y el tiempo de contacto. De hecho, es una
consecuencia de la variacion de la solubilidad del compuesto activo, de la difusion de CO2 en

la matriz y del hinchamiento del polimero a la presion y temperatura de operacion.

El anélisis bibliografico realizado permite establecer las principales ventajas de utilizar fluidos
supercriticos tanto para procesos de extraccién como de impregnacion; que se pueden resumir

considerando los siguientes puntos [103]:

e EI fluido supercritico tiene un coeficiente de difusion méas alto y menor viscosidad y
tension superficial que el disolvente liquido, lo que conduce a una mayor penetracion
en la muestra y a una transferencia de masa mas favorable.

e Laselectividad del fluido supercritico es mayor que la del disolvente liquido, ya que su
poder de solvatacion puede ajustarse cambiando las condiciones de temperatura 'y / o
presion.

e La separacion entre soluto y disolvente, cuando se opera con CO2 supercritico se
consigue facilmente mediante la despresurizacion del fluido supercritico ya que el CO>

a condiciones atmosféricas es un gas.
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Se puede operar a temperatura ambiente, por lo que es un método ideal para la
extraccion de compuestos termolébiles, asi como para la impregnacion de los mismos.
Se utiliza poca cantidad de disolvente organico o ninguno por lo que se considera un
proceso respetuoso con el medio ambiente.

Es posible reciclar y reutilizar el fluido supercritico y, por lo tanto, hacer el proceso mas
rentable y minimizar la generacion de desechos.

La ESC se puede llevar a cabo a diferentes escalas, desde la extraccion de pocos
miligramos en laboratorio hasta la de toneladas de muestra en escalas industriales.
Permite la optimizacion de procesos de extraccion y/o impregnacion al manipular

variables como la presion y temperatura de operacion.

Funcionalizacion de materiales plasticos con productos naturales

Las caracteristicas de los fluidos supercriticos unidas al procesamiento de distintos materiales

de soporte, han permitido la impregnacion de fungicidas en madera [104], el tratamiento del

cuero y tejidos textiles [105], su aplicacion en la industria farmacéutica para la obtencién de

biomateriales con actividades anestésicas e inflamatorias [95], asi como en la industria

alimentaria para el desarrollado de envases con el fin de prolongar la vida Gtil de los alimentos

[106].

En el caso especifico de materiales plasticos, la impregnacion a través de la técnica de fluidos

supercritica es un método eficaz que puede utilizarse para la solucién de una amplia gama de

aplicaciones tecnoldgicas y cientificas [107]. La baja solubilidad entre el CO2 en estado

supercritico y los polimeros es una condicion necesaria para el empleo de esta técnica.
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Generalmente, la solubilidad en CO2 aumenta con el nimero de grupos polares del polimero

(Tabla 5) [108].

Tabla 5

Solubilidad en CO2 de algunos polimeros

. Rango
i ] Rango presion .
Polimero Método temperatura Solubilidad
(MPa) .
(°C)
PP (polipropileno) GM-D ©) 20,4 25 0,1%
PU (poliuretano) GM-D 13,6 40 2,2 %
- 0-12
GM-M ) 0-5 35
o SCClcm?®
LDPE (polietileno de
. ] GM-D 6,8 25/40 0,0/0,2 %
baja densidad)
GM-D 13,6 40 0,4 %
GM-D 20,4 25 0,5%

(*) GM-D, método gravimétrico (desorcion); (**) GM-M, método gravimétrico (microbalanza)

Fuente: [108]

En relacién a la aplicacion de la impregnacion con fluidos supercriticos, los resultados

obtenidos por varios autores han demostrado que es una técnica eficaz para la obtencion de

matrices poliméricas con propiedades bioactivas (Tabla 6).

Gofii y col. [109], han investigado la impregnacion asistida por CO2 supercritico de peliculas de

nanocompuestos de polietileno de baja densidad (LDPE por sus siglas en inglés, Low Density

Polyethylene o como PEBD, en espafiol) / sepiolita con dos cetonas terpénicas insecticidas

(timoquinona y R - (+) - pulegona), como una estrategia para mejorar la capacidad de carga en

comparacion con LDPE puro. En su trabajo, aplicaron un disefio experimental factorial para
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evaluar el efecto de cinco variables de proceso (contenido de sepiolita: 1-10% p / p; fraccion
molar de cetona inicial: 0,0017-0,0025; presion: 9-13 MPa; tasa de despresurizacion: 0,5-20
bar / min; tiempo: 2—4 h, temperatura a 45 °C) sobre el rendimiento de impregnacion. Los
resultados del analisis de varianza (ANOVA) indicaron que la presion, el tiempo y la fraccion
molar de cetonas afectan significativamente el rendimiento de impregnacién (que varia entre

2,36+ 0,18 y 8,60 % 1,66% p / p) [109].

Tabla 6
Procesos de impregnacion con CO» supercritico para la obtencion de matrices

poliméricas con propiedades bioactivas

Pléstico Sustancia activa Condiciones Referencia
Peliculas nanocompuestas de Timoquinonay R-(+)-  9-13 MPa/ 45
[109]
LDPE/sepiolita pulegona °C/2-4h
15y 25 MPa/
Polietileno (LLDPE) Eugenol [110]
25,35y45°C
N-halamina
Polipropilene (PP) en fibras 28 MPa/50 °C [19]
polisiloxana

PET (monocapa)

Tocopherol (TOC) 17 MPa/40°C  [111]
PET/PP (multicapa)
Polimeros biodegradables y 7,5 MPay 30

Timol MPay a una [112]
biocompatibles (PCL, CA, PLGA) temperatura

media de 35°C

Medeiros y col. [110], realizaron un experimento con el aceite esencial de clavo (CEO), un
agente activo multicomponente naturalmente rico en eugenol, que incorporaron en peliculas de
polietileno lineal de baja densidad (LLDPE) mediante el uso de impregnacion con CO; a alta

presién. Estudiaron los parametros de temperatura (25, 35 y 45 °C), presion (15 y 25 MPa) y
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relacién de masa CEO:CO, (2 y 10%), utilizando una celda de visualizacion de volumen
variable durante 4 h para determinar las mejores condiciones de impregnacion. También
realizaron ensayos cinéticos de impregnacién de CEO. En su investigacion encontraron que la
mayor cantidad de CEO impregnado (40,2 mg g * de LLDPE) lo obtuvieron al 10% de relacion
de masa CEO:CO», 45 °C y 150 bar, a las 2 h del tiempo de procesamiento, observando que las
propiedades térmicas y mecanicas de las peliculas de LLDPE se mantuvieron estables después

del procesamiento a alta presion [110].

En la investigacion de Chen y col. [19], sintetizaron un precursor ciclico de N-halamina, 4-¢til-
4- (hidroximetil) oxazolidin-2-ona (EHMO), que posteriormente unieron a un polimero, el poli
(metilhidrosiloxano) (PMHS). El producto de la alcoholisis se clord con hipoclorito de ter-
butilo con el fin de obtener un N-halamina polisiloxano a base de EHMO. El polisiloxano de N
- halamina se impregné en fibras de polipropileno inerte (PP) y form6 una capa de
recubrimiento de 72 nm utilizando COz supercritico como disolvente a 28 MPa y 50 °C para la
aplicacion biocida. El procedimiento sintético general y el proceso de impregnacion se
caracterizaron por espectroscopia de transformada de Fourier infrarroja (FTIR, Fourier-
transform infrared spectroscopy), espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS, X-ray
photoelectron spectroscopy) y microscopia electronica de barrido (MEB o SEM, Scanning
Electron Microscope), respectivamente. La capa de polisiloxano de N-halamina en PP le
proporciono potentes capacidades antibacterianas contra Staphylococcus aureus y Escherichia
coli. Con esta investigacion se demuestra que la estrategia de usar PMHS como polimero
portador y CO- en estado supercritico como solvente de trabajo para la impregnacion, permite

funcionalizar sustratos inertes sin la necesidad de enlaces quimicos y solventes organicos [19].
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Franco y col. [111], utilizaron la técnica de impregnacién con CO; supercritico para adsorber
a-tocoferol (TOC), un antioxidante natural. Realizaron los experimentos de impregnacion
supercriticaa 17 MPay 40 °C utilizando diferentes soportes monocapas y multicapas: peliculas
de PP, peliculas de PET y peliculas de PET/PP, impregnando cantidades hasta 3,2 mg de TOC
/ cm? de pelicula, sobre una pelicula monocapa de PP, y hasta 2,66 mg de TOC / cm? de pelicula,
considerando una pelicula de mdaltiples capas. Este resultado se puede atribuir a la baja
temperatura empleada y a la alta difusividad del CO- en estado supercritico, que evita la
volatilizacion / degradacion de la sustancia activa y, al mismo tiempo, tiene una rapida

penetracion del principio activo en la matriz polimérica [111].

Finalmente, Milovanovic y col. [112], estudiaron la impregnacion de timol en polimeros
biodegradables y biocompatibles. Las condiciones del proceso de impregnacion supercritico
del timol se realizaron en un rango de presiones entre 7,5y 30 MPa y a una temperatura media
de 35 °C (Tabla 7). EI método de impregnacion supercritico de los polimeros analizados
condujo al desarrollo de materiales porosos, libres de solventes y de valor agregado que liberan

timol de manera controlada desde 5 h hasta varios dias [112].

46



Antecedentes bibliograficos

Tabla 7

Condiciones para la impregnacién supercritica de los polimeros seleccionados con

timol.
M polimero M timol P T t DR (MPa
Polimero
(9) (9) (MPa) °C) (h) min™)
PCL 0,15+0,01 0,17+0,03 30 40 0,5-3 0,5+0,05
CA 0,064+0,005 1,2+0,1 15,5 35 1-6 1,5+0,1
PLGA 0,40+,0,05 0,40+0,05 75 35 2-24 30,0+0,5

M polimero: Masa del polimero; m smoi: Masa del timol; DR: velocidad de descompresion; PCL: poli(e-
caprolactona), CA: acetato de celulosa; PLGA: acido poli-lactico-co-glicolico.

Fuente: [112].

2.3.6 Impregnacion supercritica de plasticos con plaguicidas

Existen en la bibliografia solo unos pocos estudios centrados en la funcionalizacion de
polimeros plésticos con plaguicidas. Unicamente los trabajos de Gofii y col. [109,113] y Pajnik
y col. [109] se centran en el analisis de la ISC con plaguicidas. En concreto, Gofii y col. [109],
trabajaron con peliculas de polietileno de baja densidad (LDPE). En estudios previos, estos
investigadores trabajaron sobre la aplicacion de la impregnacion asistida por scCO; para la
incorporacion de una mezcla de cetonas terpénicas en peliculas de nanocompuestos de LDPE /
sepiolita con el fin mejorar la capacidad de carga asi como las propiedades finales con respecto
a las peliculas de LDPE puro [109]. Basados en ese trabajo, estos investigadores desarrollaron
un material de empaque, apto para la industria alimentaria, impregnado con la mezcla de dos
cetonas terpénicas (timoquinonay R - (+) - pulegona) que presenta actividad biopesticida. Estos

experimentos de impregnacion se realizaron segun un disefio factorial fraccional para evaluar
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el efecto de cuatro variables del proceso en dos niveles (presion: 10-15 MPa; tasa de
despresurizacion: 0,5-2,0 MPa / min; tiempo: 2-4 h; fraccion molar inicial de cetonas: 0,0017-
0,0025) sobre el rendimiento de impregnacion y la selectividad entre cetonas. La impregnacion
se llevd a cabo en sistema discontinuo, manteniendo la temperatura constante (45 °C) y las
condiciones de presion no se variaron durante el periodo de tiempo establecido, después del
cual se liberd el CO- a una velocidad de despresurizacion constante. Los resultados indicaron
que el tiempo de contacto y la concentracion de cetonas son los Unicos factores con efectos
significativos en el rendimiento de impregnacion (que oscilan entre el 2,25 y el 5,59 %). La
actividad insecticida de las muestras de pelicula impregnada se evalué mediante ensayos contra
el gorgojo del maiz, una plaga importante en granos almacenados. Las peliculas mostraron un
alto nivel de actividad durante los primeros 2 dias (~ 100% de mortalidad), que disminuy6

gradualmente hasta no mostrar toxicidad después de 7 dias [113].

Por otro lado, Pajnik y col. [114], estudiaron la impregnacion con fluidos supercriticos de un
extracto comercial de piretro en tela de algodén, para su utilizacion como repelente de
garrapatas. Los experimentos de impregnacion se llevaron a cabo a 40 °C y dos presiones
diferentes de 8 y 10 MPa, a diferentes tiempos desde 1 h, hasta 24 h de impregnacion. Las
condiciones a 40 °C y 8 MPa proporcionaron cantidades especificas del extracto impregnado
de 0,5% y 1% después de 1 h y 2 h de la impregnacion, respectivamente. La presencia de
piretrinas en la superficie de la tela de algoddn fue confirmada por analisis FTIR y su actividad
repelente fue probada contra garrapatas. En los bioensayos realizados, las garrapatas no
accedian a la "zona repelente" generada por las telas de algodon impregnadas, 0 permanecieron

alli un menor tiempo [114].
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En un estudio posterior, estos mismos autores [115], realizaron la impregnacion con CO;
supercritico del mismo extracto de piretro pero tejidos de polipropileno y poliamida, asi como
acetato de celulosa en forma de perlas y peliculas con extracto de piretro para fabricar materiales
funcionalizados con propiedades repelentes. Los experimentos se llevaron a cabo a una
temperatura de 40 °C, presiones de 10 y 20 MPa durante un tiempo de entre 0,5y 18 h. La etapa
de despresurizacion se hizo a una velocidad de 5 bar / min. En su trabajo, lograron cargas de
extracto de piretro en tejidos de polipropileno y peliculas de acetato de celulosa superiores al
30% a 10 MPa. En el caso de tejidos de poliamida y perlas de acetato de celulosa, fue necesario
una presion de 20 MPa para obtener cargas superiores al 11%. El estudio de liberacion de
extracto de piretro mostré diferentes potenciales de los materiales probados para la liberacion
de repelente cuando se exponen al aire. Ambos tejidos de PP ensayados (27,67 y 45,34%)
mostraron una liberacién casi lineal con el tiempo de grandes cantidades de repelente. Por otro
lado, el contenido de repelentes en los tejidos PA se mantuvo estable durante los 30 dias de

exposicion al aire [115].
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3.1 Materia prima, reactivos y disolventes utilizados

El plastico seleccionado para los ensayos de impregnacion fue el polipropileno (PP, CAS
25085-53-4, nombre sisteméatico 1-propeno, homopolimero, isotactico), suministrado por la

empresa S21-Obinsur (Cadiz, Espafa). Las caracteristicas principales de este polimero son:

e Espesor: 800 galgas (200 micras), donde 1 um equivale a 4 galgas. Asi, el espesor
recomendado para proteger el cultivo en las bajas temperaturas es de 200 - 800 galgas.

e Resistencia a larotura, a la deformacion por altas temperaturas (punto de fusién 189 °C)
y a la rotura por bajas temperaturas.

e Estructura cristalina dandole origen a alta resistencia y rigidez.

Como extracto activo en el proceso de impregnacion se utilizo, inicialmente un extracto
comercial de piretrina (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA). Este extracto contiene una mezcla
de piretrinas principalmente piretrina I y Il; es un aceite viscoso con un color que va desde
amarillo hasta el pardo, dependiendo de su grado de pureza; es insoluble en agua y soluble en
una serie de disolventes orgéanicos. Una vez estudiado el proceso y obtenidas las mejores
condiciones de impregnacion, el proceso de impregnacion se llevé a cabo con un extracto

obtenido por extraccion con CO2 supercritico a partir de flores del género Chrysanthemum.

La materia prima utilizada en el proceso de extraccion son las flores Chrysanthemum spp (Fig.
8) comercializada por la empresa Florabel, ubicada en Sanltcar de Barrameda (Cadiz, Espana).
En total, se estudiaron cuatro especies (Chrysanthemum maximun, también conocida como
Leucanthemum  miximum, Chrysanthemum coronarium, Chrysanthemum indicum,

Chrysanthemum morifolium,). Las mismas se recolectaron en el afio 2019 en ramos de cinco
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tallos. Una vez en el laboratorio, se separo la flor del resto de la planta y se secaron en estufa a

40 °C hasta peso constante. Previo a la extraccion, las muestras se trituraron (Bosch Mmb2000

de 200 w), con el fin de reducir el tamafio de particula.

Figura 8
Flores de Chrysanthemum

Proveedor: Florabel ubicada en Sanlucar de Barrameda (Cadiz, Espafia)

Los diferentes disolventes y reactivos utilizados en el trabajo de laboratorio se muestran en la

Tabla 8.



Tabla 8

Disolventes y reactivos utilizados en el presente trabajo
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Reactivo Pureza (%) CAS Empresa Utilizacion
Proceso de
Dioxidode carbono 99,99 124-3gg  ~pello-Linde extraccion e
S.A. impregnacion de alta
presion.
Disolucién de
extractos. Limpieza
) de equipos en la
. Sigma- traccic
Acetato de etilo 99,7 141-78-6 . extraccion.
Aldrich _
Preparacion de
muestras para
cuantificacion.
2,2-diphenyl-1- Reactivo . Cuantificacion
. " Sigma- -
picrylhydrazyl analitico 1898-66-4 Aldrich indirecta de la
(DPPH) (QL100) impregnacion.

3.2 Equipos de extraccion e impregnacion

El desarrollo experimental de este trabajo se llevo a cabo fundamentalmente en dos equipos,

ambos de la firma Thar Tech (Pittsburg, PA, USA). El equipo de modelo SF104 se emple6 en

las pruebas de impregnacion y el equipo modelo SF500 se utilizd para las pruebas de extraccion,

ambos trabajan en condiciones supercriticas.

Los dos equipos estan dotados de recipientes con diferentes tamafios. El recipiente de 104 ml

se utilizo en las pruebas de impregnacion y el de 500 ml se empled en las pruebas de extraccion.

Ademas, todas las plantas disponen de un separador ciclonico de 500 ml y un sistema de

bombas, de acuerdo a la descripcidn de siguientes apartados (Fig. 9).
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Figura 9

Equipos de impregnacién y de extraccion

(1)Equipo para impregnacion en método discontinuo (104 ml), (2) Bomba utilizada en el equipo para
la impregnacion, (3) Montaje del equipo para la para impregnacion en sistema semicontinuo (500 ml),
(4) Separador cicl6nico en el sistema de extraccion

Las caracteristicas de cada una de las unidades se detallan a continuacion:

Extractor/Impregnador/ Recipiente

Cumple la funcién de extractor o impregnador en funcién del tipo de proceso que se lleve
a cabo en él. Esta formados por un recipiente cilindrico de acero inoxidable de 104 ml para
la impregnacion o 500 ml para la extraccién. Asi mismo, cuenta con un sistema de cierre
hermético, gracias a una junta de sellado, que le permite mantener la presion de trabajo.
Para verificar la presion del interior, dispone de un mandmetro, y para controlar la
temperatura del proceso, dispone de una camisa calefactora y dos termopares. Uno de ellos,
mide la temperatura del interior del reactor y el otro, controla la temperatura de la camisa

calefactora.
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En las zonas de entrada y salida de muestra, el equipo presenta un filtro de 2 um con el fin

de impedir un arrastre de la muestra de manera involuntaria.

Bombas de alta presién

Tanto en el proceso de extraccion como en el proceso de impregnacion se empled una
bomba para el CO. de la firma Thar Tech modelo P50 de doble piston. Esta bomba se
acciona autométicamente por el sistema de control de la planta. La bomba consigue que se
bombee CO> desde la botella al recipiente, pero para que este proceso tenga lugar, es preciso
que el CO- se encuentre en estado liquido, por lo que se requiere de la presencia de un
cambiador de calor a presion de botella conectado a un bafio criotermostato (PolyScience,
Niles, IL, EE.UU.) que enfria el didéxido de carbono por debajo de 5 °C. Una vez enfriado,
pasa por un caudalimetro méasico antes de pasar por la bomba a alta presion. A la salida de
la bomba, el CO> se precalienta en un intercambiador de alta presion antes de llegar al

extractor o impregnador.

Separador ciclonico

El separador ciclonico es un recipiente de acero inoxidable de 500 ml que se ha utilizado en
el proceso de extraccion. Este dispositivo al igual que el extractor, dispone de un sistema
de apertura superior manual de forma sencilla. Al finalizar la extraccion, se abre el
separador y se afiade el disolvente adecuado con el fin de recoger el extracto obtenido. La
mezcla sale a través de una valvula que esta a la salida del separador y se abre manualmente.
La temperatura y la presion del separador son monitorizadas por un mandémetro y un sensor
de temperatura conectado al sistema de control de la planta. Las condiciones de presion

estan controladas por una valvula reguladora de presion manual colocada a la salida del
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separador, y las de temperatura, desde el programa de control de la planta mediante

resistencias eléctricas.

Vélvula automatizada de regulacion de presion (BPR)

Esta valvula funciona de forma automatica, y posee un sensor de temperatura y otro de
presion. La presion méaxima de trabajo es de 500 bar y esta termostatizada para evitar
problemas de congelacién del diéxido de carbono al despresurizarse. Su ubicacion es a la
salida del extractor/impregnador y su principal funcidn es controlar la presion de operacion
del proceso. La salida de dicha véalvula est4 conectada al separador cicldnico donde se

recoge el producto extraido en el proceso de extraccion.

Vélvulas y tuberias.
Todo el sistema se encuentra conectado por una serie de tuberias de acero inoxidable (de

1/8 de pulgada) y dispone diferentes tipos de valvulas.

Controlador

Ambas plantas estan automatizadas por un sistema de control conectado a un ordenador que
tiene instalado el software ICM (Thar Tech. Pittsburg, PA, USA). Una imagen de la pantalla
de dicho programa aparece en la Figura 10. Las variables que se pueden controlar son la
temperatura del intercambiador de calor a alta presién, temperatura en el interior del
recipiente de extraccion/impregnacion, en el interior del separador y en el interior de la

valvula BPR1; asi como presion y caudal masico de dioxido de carbono en la bomba P50.
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Figura 10

Sistema de control automatizado de las plantas de impregnacion y extraccion

3.3 Procedimiento y condiciones de operacion en extraccion supercritica

El proceso de extraccion se llevd a cabo de manera semicontinua. Se trabajo en el equipo Thar
Tech, modelo SF 500 ml el cual se ha descrito en el apartado anterior (3.2). En el extractor se
afiadio, dentro de un cartucho de papel de filtro, una cantidad aproximada de entre 20-30 g de
flores de Chrysanthemum previamente secadas y molidas, que son el material vegetal utilizado
para la obtencidn del extracto. El caudal de CO- se mantuvo constante a 10 g min! durante todo

el tiempo que durd la extraccion (5 horas).

De acuerdo a la revision bibliografica realizada sobre el empleo de la extraccion de piretrina
con CO2 supercritico [85-88] se decidio realizar extracciones a dos condiciones diferentes de
presion: 10 y 40 MPa y manteniendo constante la temperatura en 35 °C ya que los estudios

previos indican que es mas favorable trabajar a bajas temperaturas.]

De manera general, con el fin de crear las condiciones de trabajo, inicialmente se enciende el

bafio refrigerante encargado de refrigerar el CO, que proviene de la botella. El bafio debera
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alcanzar los 5 °C, para poder empezar el proceso de extraccion o impregnacién. Cuando el
intercambiador de calor a baja presion indique que la temperatura es proxima a la temperatura
de trabajo, se abre la llave de la botella de dioxido de carbono. En ese momento, los manémetros
situados encima del extractor y en la bomba de diéxido de carbono, deben marcar 6 MPa

aproximadamente.

A continuacion, se establecen todas las condiciones de trabajo: presién, temperatura y flujo del
CO». Cuando se estabilizan las condiciones del sistema, se contabiliza el tiempo seleccionado
para el proceso. Transcurrido el tiempo de operacion, se detiene la bomba, se cierra la botella
de CO. y se activa el método de despresurizacién programado, para que se realice la
descompresion de manera suave y controlada. Con el fin de recolectar el producto obtenido de
la extraccion, se adiciona acetato de etilo para disolver el extracto, posteriormente, se abre la

valvula a la salida del separador cicl6nico y se recoge el extracto en matraces de vidrio.

Una vez transcurrido el tiempo de extraccion, el extracto se colectd sobre acetato de etilo el
cual posteriormente se eliminé en un rotoevaporador a 40 °C. El rendimiento de extraccion se
calculo por el método gravimétrico y las muestras de extractos se almacenaron a 4 °C en

ausencia de luz hasta su posterior utilizacién en la impregnacion del plastico polipropileno.

Finalizado el proceso de extraccidn, se limpia todo el sistema de conducciones y extractores,

con acetato de etilo, que es el disolvente que mejor disuelve el producto.
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3.4 Procedimiento y condiciones de operacion en impregnacion supercritica

Se estudiaron dos modos de operacion en el proceso de impregnacion: discontinuo (BM) y

semicontinuo (SM). Para llevar a cabo el primero de ellos, se trabajo en el equipo Thar Tech,

modelo SF 104 ml que, como se ha explicado en el apartado anterior (3.2), dispone de un

recipiente de 104 ml con sistema de agitacion incluida. En él se colocé tanto la cantidad a

impregnar de extracto de piretrina como el polimero de PP (Fig. 11). Durante la etapa de

presurizacion se bombed el CO- a una velocidad de 10 g min' hasta que se alcanzé la presion

deseada. Durante todo el tiempo de impregnacion se aplico agitacion (40 rpm) para mejorar la

disolucidn entre extracto de piretrina y fase supercritica.
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Para trabajar de modo semicontinuo fue necesario adaptar los equipos conectando ambos
recipientes en serie; en el primero de ellos (104 ml) se introdujo la cantidad adecuada del
extracto de piretrina y en el segundo (500 ml), el plastico de PP que iba a ser impregnado (Fig.
11). A continuacion, se bombea continuamente COg. El flujo de CO. entra desde el fondo al
primer recipiente, disuelve el extracto y sale del recipiente por su parte superior. La mezcla de
piretrina-CO; resultante entra en el segundo recipiente donde se pone en contacto con el PP y
es ahi donde ocurre el proceso de impregnacion. El flujo continuo de CO2 contribuye a facilitar

el contacto del soluto con el polimero.

En ambos modos de operacion, el plastico de PP de dimensiones 17x2 cm se coloco
helicoidalmente sobre un soporte de acero para permitir que el CO2 supercritico fluyera a lo
largo de las capas (Fig. 12). Cuando se completé el tiempo de impregnacion, se llevo a cabo
una etapa de despresurizacion controlada a una velocidad de 5 MPa min. Estudios previos
[116] han demostrado que los resultados a una tasa de descompresién alta cuando se impregna
sustancias naturales en peliculas de PP favorecen el proceso de impregnacién en comparacion

con tasas de descompresion mas lentas.
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Figura 12

Plastico en soporte de acero

La influencia de la presion y la temperatura tanto en modo discontinuo como en semicontinuo
se determind mediante un disefio multifactorial que incluyo cuatro niveles de presion y dos de
temperatura (Tabla 9). Los datos resultantes se procesaron mediante el software estadistico

STATGRAPHICS 18.

Tabla 9

Variables analizadas y condiciones en los procesos discontinuo y semicontinuo

Variable Valor
Tiempo de impregnacion (h) 1*,3,4,5,8,12-20
Cantidad de extracto de piretrina en el recipiente (ml) 1,2
Presion (MPa) 10, 20, 30, 40
Temperatura (°C) 35,55

* Solo en el método discontinuo

Tanto en el modo discontinuo como semicontinuo se analiz6 el efecto del tiempo de

impregnacion, considerando dos volimenes de extracto de piretrina (1 y 2 ml). Para este
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estudio, los niveles de presion y temperatura se mantuvieron constantes en base a los resultados
obtenidos del proceso en discontinuo (10 MPa, 55 °C). Los experimentos realizados en el
periodo 12-20 h se disefiaron con el objetivo de analizar los efectos de un tiempo de

impregnacion prolongado.

Las muestras impregnadas se limpiaron para eliminar el exceso de sustancia activa que pueda
precipitar sobre su superficie y se almacenaron en la oscuridad hasta el anlisis de la carga

impregnada, para evitar una posible pérdida de la misma.

Todo el estudio de influencia de las condiciones de impregnacién por ambos modos de
operacion (BM y SM) se realizo6 con el extracto comercial de piretrina. Una vez seleccionadas
las mejores condiciones de operacion con dicho extracto comercial, se realizaron
impregnaciones de PP utilizando un extracto natural, obtenido previamente en el proceso de
extraccion con CO; supercritico. En este sentido, se realizaron impregnaciones por el método
discontinuo a 10 y 40 MPa, mientras que la temperatura (55 °C) y el tiempo (5 h) fueron iguales

para las dos condiciones de presién (Tabla 10):

Tabla 10

Impregnacion con extracto natural, por el proceso discontinuo.

Variable Valor
Tiempo de impregnacion (h) 5
Extracto natural en el reactor (g/ml) * 0,09 +0,01
Presion (MPa) 10, 40
Temperatura (°C) 55

* La cantidad a impregnar de extracto de piretrinas fue disuelta en 1,0 ml de acetato de etilo
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3.5 Cuantificacion de la impregnacion del plastico

Diferentes autores han sugerido medir el incremento de peso del polimero después del proceso
de impregnacion como método para determinar su carga de impregnacion. Sin embargo, debido
a las que las cargas de impregnacion obtenidas mediante los procedimientos utilizados en este
estudio son relativamente pequefias, dicho método gravimétrico careceria de la precision
necesaria. Por este motivo, al igual que en trabajos anteriores [116], la cantidad de extracto
impregnado en las peliculas de PP se ha determinado mediante un método espectrofotométrico
indirecto. Este método se basa en la capacidad de algunos extractos, como el de las piretrinas,
de reducir un reactivo 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) con el consiguiente cambio de color

de violeta a amarillo.

Para determinar la cantidad de extracto de piretrinas que reacciona con el radical libre DPPH,
fue necesario realizar una curva de calibracion que relacione la inhibicion de DPPH (1) frente a
diferentes cantidades de extracto de piretrina (mg). Para ello, se prepararon diferentes
concentraciones de extracto de piretrinas comercial (0,07 - 2,3 mg/ml) utilizando acetato de
etilo como disolvente. En la cubeta del espectrofotometro se afiadieron alicuotas de 90 pl de las
diferentes soluciones de concentrado de piretrinas a 3,51 ml de una solucién de DPPH de 6-107°
mol/l. La absorbancia de DPPH se midio espectrofotométricamente a 515 nm cada 2 min, hasta
gue la reaccién alcanz6 el estado estacionario. En ese momento los datos obtenidos se
representaron como porcentaje de DPPH residual en el estado estacionario en funcién de la

cantidad de extracto de piretrina, como se muestra en la ecuacion 2:

[ = 0,2536 - In(mg of pyrethrin) + 0,4238 3)
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Para determinar la cantidad de extracto de piretrinas impregnado, 3,6 ml de solucion de DPPH
6.107° mol/L se pusieron en contacto con una cantidad fija de pelicula impregnada (1 x 6 cm).
La disminucion de la absorbancia a 515 nm se midi6 después de 174 min de incubacién a
temperatura ambiente y en ausencia de luz. Con los valores de absorbancia inicial (Ao) y una
vez alcanzado el estado estacionario de la reaccion entre la piretrina que contiene el plastico
impregnado y el DPPH (A)) se estima el porcentaje de inhibicion de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

| = (AO_AL') (4)

Con ese porcentaje de inhibicion y la ecuacion de calibrado (3) se puede obtener la cantidad de
piretrina (mg) impregnada en el pedazo de plastico utilizado para el analisis (1x6 cm). Si esos
resultados se refieren a la cantidad de plastico inicial impregnada (2x17 cm) se obtendran la
carga total de extracto de piretrina impregnado a las diferentes condiciones de operacion

estudiadas.

3.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se analizaron las muestras mediante microscopia electronica de barrido en un microscopio
Quanta 200 (FEI, Hillsboro, Oregon, EE. UU.) con el fin de detectar cualquier cambio

estructural en el polimero que pudiera haber tenido lugar durante el proceso de impregnacién
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(Fig. 13). Para ello se tomaron varias imagenes SEM de las peliculas de PP antes y después de

ser impregnadas con extracto de piretrinas.

Figura 13

Microscopio Quanta 200

Previo a su andlisis, las muestras se lavaron con agua bidestilada para eliminar las particulas
que pudieran precipitar en la superficie del polimero. Luego, se colocaron sobre una cinta de
carbon y se cubrieron con una capa de oro por medio de una capa de pulverizacion catddica.
Las iméagenes SEM se procesaron utilizando el software de analisis de imé&genes Scion (Scion

Corp., EE. UU. Frederick, Maryland, U.S) (Fig. 14).

Figura 14

Imagenes SEM utilizando el software de analisis Scion
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Resultados experimentales

En este apartado se recogen, en forma de tablas, los rendimientos experimentales de las
extracciones realizadas a las flores de Chrysanthemum cinerariaefolium, en unas condiciones
determinadas de presion, temperatura y tiempo. Asi mismo, se presentan los resultados de la
influencia del tiempo, la presion, la temperatura de operacion en el proceso de impregnacion
supercritica en el PP, de un extracto de piretrina comercial y del extracto obtenido en la

extraccion en el laboratorio, utilizando como disolvente diéxido de carbono.

4.1 Obtencion de extracto de piretrina a partir de Chrysanthemum cinerariifolium con

dioxido de carbono supercritico

En la Tabla 11 se recogen los resultados experimentales de los rendimientos de extraccion de
piretrinas naturales, obtenidos a diferentes presiones, manteniendo la temperatura constante (35
°C), con dioxido de carbono en condiciones supercritico a partir de biomasa seca de
Chrysanthemum cinerariaefolium. El tiempo de extraccién (5 h) y el caudal del CO2 (10 g.min
1Y también se mantuvieron constante en todos los experimentos. Los resultados se expresan en

gramos de extracto por cada 100 g de muestra analizada (g extracto/100 g muestra).
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Tabla 11

Rendimiento de extraccidn con COz en condiciones supercriticas

., Rendimiento de extraccién
] Presion
Muestra Crisantemo

(MPa) (g extracto/100 g muestra)

Atlantis * (Variedad blanca) 10 3,39
Atlantis (Variedad blanca) 40 2,41
Atlantis Yellow  (variedad amarilla) 10 1,84
Atlantis Yellow (variedad amarilla) 40 1,25
Feeling green dark® (variedad verde) 10 2,43
Feeling green dark (variedad verde) 40 1,97
Wizard* (Variedad roja) 10 2,29
Wizard (Variedad roja) 40 1,91

Nota: La temperatura es la misma para todos los experimentos (35°C)

Para este trabajo las muestras de crisantemo se han identificado con el nombre que le da el distribuidor.

4.2 Rendimiento de impregnacion con un extracto de piretrina

Se ha seguido el mismo procedimiento para determinar los rendimientos tanto en los procesos
de impregnacion con la piretrina comercial, como con el extracto natural, utilizando la recta de

calibrado representada en la Tabla 12.

! Danziger “Dan” Flower Farm,
2 Danziger - “Dan” Flower Farm
3 Fides

4 Fides



Tabla 12

Recta de calibrado de piretrina

Cantidad de piretrina

%l

(mg)

0,29 0.16
0,58 0,252
1,16 0,411
2,33 0,647
4,65 0,815
9,3 1,01

Resultados experimentales

4.2.1 Rendimiento de impregnacion con extracto de piretrina comercial por el método

discontinuo.

4.2.1.1 Influencia del tiempo de impregnacion y cantidad de piretrina a impregnar por el

método discontinuo

Con el fin de determinar la influencia del tiempo en el rendimiento del proceso de

impregnacion, se realizan varios ensayos por el método discontinuo, variando el tiempo de

impregnacion (3-16 h) y la cantidad de extracto a impregnar (1,0 y 2,0 ml de piretrina

comercial). La presion y temperatura (10 MPa, 55 °C) se mantuvieron constantes.
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Tabla 13

Influencia del tiempo en el proceso de impregnacion, por el método discontinuo

Cantidad de piretrina impregnada/ cm?

Tiempo
(mg)
(h)

1,0 ml 2,0ml

; 0.097 007

4 0,200 0,182

5 0,300 0,215

8 0,410 0,314

16 0,420 0,385

4.2.1.2 Influencia de la presion y la temperatura, por el método discontinuo

Con el fin de determinar la influencia de los pardmetros en el rendimiento del proceso de
impregnacion, se realizaron varios ensayos por el método discontinuo variando la presion (10,
20 30, 40 MPa), la temperatura (35 y 55 °C) y la cantidad de piretrina utilizada (1 y 2 ml), por

el método discontinuo, permaneciendo constante el tiempo de impregnacion (1 h).
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Resultados experimentales

Influencia de la presion, la temperatura y la cantidad de piretrina utilizada, por el

método discontinuo, en funcién del extracto comercial (BM)

Presion (MPa)

10
20
30

40

Cantidad de piretrina impregnada/cm?

(mg)
35°C 55°C
1,0 ml 2,0 ml 1,0 ml 2,0 ml
0,19 0,20 1,32 1,33
0,11 0,10 0,40 0,41
0,12 0,13 0,88 0,90
0,15 0,16 1,16 1,20

4.2.2 Rendimiento de impregnacion con extracto de piretrina comercial por el método

semicontinuo

4.2.2.1 Influencia del tiempo y la cantidad en el rendimiento de impregnacion por método

semicontinuo.

Con el fin de determinar la influencia del tiempo en la eficiencia del proceso de impregnacion,

se realizan varios ensayos por el método semicontinuo, variando el tiempo de impregnacion (3-

16 h) y la cantidad de extracto a impregnar de piretrina comercial (1,0 y 2,0 ml). La presién y

temperatura (10 MPa, 55 °C) se mantuvieron constantes.
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Tabla 15

Influencia del tiempo en el proceso de impregnacion, por el método semicontinuo

Cantidad de piretrina impregnada/ cm?

Tiempo (h) (mg)
1,0 ml 2,0 ml
3 0,097 0,08
4 0,218 0,182
5 0,319 0,285
8 0,430 0,384
16 0,399 0,395

4.2.2.2 Influencia de la presion y la temperatura, por el método semicontinuo.

Con el fin de determinar la influencia de los pardmetros en la eficiencia del proceso de
impregnacion, se realizaron varios ensayos por el método semicontinuo variando la presion (10,
20, 30, 40 MPa), la temperatura (35 y 55 °C) y la cantidad de piretrina utilizada (1 y 2 ml),

manteniendo el tiempo constante (5 h).
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Tabla 16
Influencia de la presion, la temperatura y la cantidad de piretrina utilizada, por el

método semicontinuo

Cantidad de piretrina impregnada/cm?

Presion (MPa) (mg)
35°C 55°C
1,0 mi 2,0 mi 1,0 mi 2,0 ml
10 0,20 0,23 0,24 0,25
20 0,17 0,15 0,07 0,10
30 0,17 0,16 0,11 0,13
40 0,19 0,18 0,06 0,10

4.3 Rendimiento de impregnacion con un extracto natural de piretrina

El extracto utilizado para la impregnacién corresponde al obtenido previamente en el proceso
de extraccion de las flores de Chrysanthenum cinereaiifolium. En el desarrollo experimental se

tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas con el extracto comercial de piretrina.

En las pruebas de laboratorio se realizaron impregnaciones por el método discontinuo, a dos
presiones diferentes (10 MPa y 40 MPa), manteniendo constante la temperatura de
impregnacion (55 °C) y el tiempo de impregnacion (5 h). El peso del extracto natural empleado

en la impregnacion de lo plasticos (93,4 £ 5 mg), fue disuelto en acetato de etilo (1 ml).
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Tabla 17

Rendimiento de impregnacion con un extracto natural de piretrina

Presion Cantidad de piretrina impregnada/cm?
(MPa) (mg)

10 1,059 + 0,01

40 0,096 + 0,01

Resultados experimentales

74



5Discusion de los resultados



Discusion de los resultados

5.1 Extraccion Supercritica de Piretrinas

En el presente apartado se discuten los resultados obtenidos en el estudio del proceso de
extraccion de piretrinas utilizando fluidos supercriticos. EI procedimiento seguido ha consistido
en analizar la influencia de la presion del CO2 sobre el rendimiento de extraccion. Para ello, la
temperatura se ha fijado a valores bajos (35 °C), teniendo en cuenta investigaciones previas,

que coincidian en que eran favorable para el proceso [82,91].

La Figura 15 muestra los rendimientos de extraccion expresados en g de extracto/100 g de
muestra seca, a las dos condiciones de presion estudiadas (10 y 40 MPa). La tendencia es similar
en todas las variedades, una disminucion en el rendimiento de extraccion en la medida que

aumenta la presion del CO> desde 10 hasta 40 MPa.

3,5

2,5

1

0 '
0

Atlantis Yellow Green Wizard

Rendimiento de extraccion
(g/100 g muestra seca)
= w; N

w

B 10 MPa m40 MPa

Figura 15

Rendimientos de extraccién a dos condiciones de presion a igual temperatura
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El poder disolvente de un fluido supercritico depende de la densidad del disolvente, que, a
diferencia de los solventes liquidos, se controla por cambios de presion y/o temperatura lo que
permite realizar extracciones con un alto grado de selectividad. De manera general un
incremento de la presion provoca un aumento de la densidad del CO- supercritico y, por tanto,
un incremento del poder disolvente del mismo. Sin embargo, el aumento de la presion también
puede provocar una reduccion de la interaccién entre el fluido y la matriz como consecuencia
de una disminucién del coeficiente de difusion a mayor densidad. En el caso estudiado, es el
segundo factor el que prevalece y por ello se observa una disminucion en el rendimiento al

operar a 40 MPa.

Los resultados del andlisis del disefio experimental se recogen en las Figuras 16 (diagrama de
Pareto) y 17 (diagrama de superficie de respuesta estimada), y en la Tabla 18 (analisis de
varianza). El resultado de este analisis confirma lo discutido anteriormente. El diagrama de
Pareto y el analisis de varianza indica que la presion influye significativamente en el proceso
de forma negativa, disminuyendo el rendimiento de forma significativa al aumentar la presion
(valor p menor de 0,05). Por otro lado, la variedad de crisantemo utilizada como materia prima
también desempefia un rol importante, en este caso, de forma cuadratica. En definitiva, los
rendimientos de extraccion depende en gran medida de las condiciones de operacion utilizadas,
pero también es necesario tener en cuenta otros factores la variedad que se utilice en el proceso
de extraccion. El analisis de la superficie respuesta (Fig. 17) nos permite concluir que los
mejores resultados se obtienen a la presion de 100 bar cuando se trabaja con la variedad Atlantis

blanca como materia prima.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Rendimiento

I
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B:Variedades
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Figura 16

Diagrama de Pareto para el rendimiento de extraccion teniendo en cuenta el efecto de

la presion (10 y 40 MPa) y el de las variedades (valor cualitativo).
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Figura 17

Diagrama de superficie respuesta para el proceso de extraccién de piretrinas.



Tabla 18

Analisis de varianza del proceso de extraccion de piretrinas.

Discusién de los resultados

Suma de Cuadrado Valor-
Fuente Gl Razon-F
Cuadrados Medio P

A: Presion 1,35141 1 135141 9,27 0,0124
B: Variedades 0,472781 1 0472781 3,24 0,1019
AB 0,205031 1 0,205031 1,41 0,2631
BB 1,35141 1 1,35141 9,27 0,0124
bloques 0,00140625 1 0,00140625 0,01 0,9237
Error total 1,45781 10 0,145781
Total (corr.) 4,83984 15

La extraccion de piretrinas con CO supercritico ha sido previamente estudiada por otros
autores. Kiriamiti y col. [82], evaluaron los efectos de la presion a 7, 10 y 25 MPa y temperatura
a 20 0 40 °C sobre el rendimiento de extraccion. Encontraron que, a 40 °C, la cantidad de
piretrina era independiente de la presion, cuando estaba por encima de 10 MPa. Concluyeron
que esto se debia a los efectos de la densidad sobre la solubilidad de la piretrina [82]. Por otro
lado, Baldino y col. [89], reportaron que, a 40 ° C, los mejores rendimiento de extraccion para
Piretrina | y Piretrina Il se observaban a 8 MPa (140 £ 18 mg y 55 + 9 mg por 100 g de muestra),
indicando en su publicacion que esto podria atribuirse a una baja densidad y una alta difusividad
del dioxido de carbono supercritico a baja presion. A medida que la presion de extraccion
aumenta de 8 a 14 MPa, la densidad del didxido de carbono supercritico aumenta de 0,337 a

0,768 g mlt, como resultado, los rendimientos de la ESC de piretrinas disminuian
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significativamente. Sin embargo, hay mucho menos cambio en el rendimiento de extraccion
cuando se aumenta la presion de 14 a 25 MPa, ya que la densidad del dioxido de carbono

supercritico aumenta en menor grado (0,768-0,885 g ml™) [89].

5.2 Impregnacion Supercritica de piretrinas

La impregnacion con solvente supercritico ha demostrado ser una técnica con muy buenos
resultados, comparada con los diversos métodos para la incorporacion de una sustancia
bioactiva en una matriz de polimero. La distribucion homogénea del componente activo en todo
el volumen total de polimero, la ausencia de residuos de disolventes organicos, la bajas
demandas de energia en comparacion con los procesos de impregnacién convencionales, son
las principales caracteristicas de esta técnica [95]. En este apartado se analiza la obtencion de
polipropileno (PP) funcionalizado con extracto de piretrina con el fin de producir materiales

gue contienen la sustancia repelente adecuada para su uso en la industria agroalimentaria.

Inicialmente se analizard el proceso de impregnacion en el polipropileno con un extracto
comercial de piretrina. Se estudian dos modos de operacion, asi como la influencia de las
variables de operacion presién, temperatura, tiempo de impregnacion y cantidad de piretrina
sobre la carga de extracto impregnado. Finalmente se realizard la impregnacion del extracto
obtenido por extraccion supercritica en polimeros de polipropileno, comparando los resultados

con los obtenidos con el extracto comercial.
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5.2.1 Impregnacion de un extracto comercial de piretrinas

La mayoria de las investigaciones sobre procesos de impregnacion que utilizan CO: en estado
supercritico, operan en modo estatico [109,111,115]. En estos procesos, tanto el soluto como el
polimero se colocan dentro de un mismo recipiente, preferentemente agitado, pero evitando el
contacto directo entre soluto y polimero, para garantizar que toda la impregnacion se deba al
efecto del CO supercritico. Se introduce el CO2 en el reactor a temperatura controlada, hasta
que se alcanza la presion deseada. Una vez finalizada la fase de impregnacién, se podré realizar
una etapa de lavado para evitar la condensacién o precipitacion del soluto en el recipiente de

impregnacion durante la despresurizacion.

Este proceso tiene algunos inconvenientes relacionados con la cantidad de extracto que se puede
utilizar ya que estara limitado por la solubilidad del mismo en la fase supercritico. No obstante,
el principal problema del BM es su escalado, ya que la agitacion requerida genera algunas
dificultades técnicas complejas en los equipos a escala industrial. La alternativa es utilizar
configuraciones semicontinuas que utilicen dos reactores conectados, el primero que contenga
el extracto bioactivo y el segundo el polimero. En este caso, el CO> fluye a través del primer
reactor para disolver el extracto bioactivo. Una vez alcanzadas las condiciones de solubilidad
requeridas, la solucién de CO; - extracto bioactivo pasa al segundo recipiente, donde se ha
colocado el polimero, y tiene lugar la impregnacion. Esta configuracion no presenta grandes
dificultades de escalado, sin embargo, los anélisis sobre SSI operando en modo semicontinuo
(SM) son escasos en la literatura. De hecho, aun esta por analizar el uso de reactores
supercriticos en configuracion SM aplicados a la impregnacion de PP y su potencial escalado a
nivel industrial para producir un producto que puedan ser utilizadas en invernaderos o

instalaciones hidroponicas.
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En los siguientes apartados se realiza una discusion de los resultados obtenidos en el proceso
de impregnacion de un extracto comercial de piretrina. Se comenzara analizando el método
discontinuo, posteriormente se analizara el método semicontinuo, y se finalizara con una
comparacion de los resultados obtenidos por ambos métodos. Teniendo en cuenta esos
resultados, se realizara la impregnacion del polimero utilizando el extracto obtenido en la

extraccion supercritica, con el fin de verificar su viabilidad.

5.2.1.1 Impregnacion del extracto comercial por el método discontinuo (BM)

Con el objetivo de analizar la influencia de las variables de operacion en el método discontinuo,
inicialmente se realizaron experimentos a diferentes tiempos de impregnacion, manteniendo
constante el resto de variables. Una vez seleccionado el mejor tiempo de impregnacion, se

evalud el efecto de la presidn y temperatura.

5.2.1.2 Efecto del tiempo de impregnacion utilizando y cantidad de piretrina a impregnar

por el método discontinuo

La Figura 18 representa la variacion de la cantidad de producto impregnado en el proceso de
impregnacion de un extracto comercial, en PP operando en un proceso discontinuo (BM). Las
condiciones del proceso fueron de 10 MPa y 55 °C y se han realizado pruebas a 3, 4, 5,8 y 16
h. Las pruebas se realizaron para dos cantidades de piretrina comercial (1,0 y 2,0 ml). A partir

de los resultados analizados en dicha figura es posible determinar el mejor tiempo de
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impregnacion y la cantidad de extracto a impregnar para todos los experimentos posteriores de

andlisis de la presién y la temperatura.

Del andlisis de dicha figura, se puede inferir de manera general que:

El tiempo del proceso tiene efecto sobre la carga de impregnacion del proceso en BM,
de tal manera que, a mayor tiempo, menor cantidad de impregnacion.

La impregnacion en BM se realiza en las primeras etapas del proceso.

La baja cantidad de extracto de piretrina impregnado y su solubilidad relativamente alta
en CO: supercritico, dan como resultado un proceso rapido cuando se trabaja en BM.
Con 1,0 ml de extracto comercial se obtienen mejores resultados para el proceso de

impregnacion.
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Figura 18
Estudio de la carga de impregnacién de piretrina por BM a diferentes tiempos de
proceso

Las condiciones del proceso fueron de 10 MPa y 55 °C y se han realizado pruebasa 3, 4, 5,8y 16 h.
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Para analizar la influencia del tiempo de impregnacion y la significativa de la cantidad de
piretrina utilizada en el proceso de impregnacion BM, se realiz6 un analisis estadistico de los

resultados.

El ANOVA (Tabla 19) muestra la significacion estadistica de cada efecto comparando su
cuadrado medio con una estimacion del error experimental. En el proceso BM, la cantidad de
extracto a impregnar tienen un valor p menor a 0,05, lo que indica que hay un efecto
significativo sobre la variable de respuesta, carga de impregnacion, cuando se impregna con
cierta cantidad de extracto. Esto puede deberse a que, al haber mas cantidad de extracto
disponible, éste presenta mas afinidad por el disolvente que por el polimero, favoreciendo su
difusividad. De igual manera, el tiempo en el proceso de impregnacion tiene un valor p menor
a 0,05, lo que indica que hay un efecto significativo sobre la variable de respuesta, carga de
impregnacion a diferentes tiempos, que coincide con los resultados obtenidos con el extracto
comercial, quedando de manifiesto que la mejor impregnacidon se obtiene en las primeras etapas

del proceso.
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Tabla 19
Tabla ANOVA para dos cantidades diferentes de piretrina, por el proceso de

impregnacion BM

] Grados ) Valor
Origende las Suma de Promedio de N »
de F Probabilidad  critico
variaciones  cuadrados los cuadrados
libertad para F
Cantidad
0,0068 1 0,0068 10,6966  0,0308 7,7086
extracto
Tiempo 0,1333 4 0,0333 52,3100 0,0010 6,3882
Error 0,0025 4 0,0006

5.2.1.3 Efecto de la presion y la temperatura

Una de las principales ventajas del CO2 supercritico es la capacidad de regular la carga de la
sustancia activa impregnada en el polimero, variando algunas de las condiciones de operacion,
como la presion y la temperatura del CO>. Estos cambios producen variaciones en la solubilidad
de los compuestos bioactivos, en la difusion del CO. dentro de la matriz, asi como en el
hinchamiento del polimero. Todo ello provoca que las interacciones soluto-polimero y/o soluto-
disolvente se vean favorecidas o0 no, a determinadas condiciones de operacidn, por lo que es
necesario la experimentacion para evaluar qué interacciones prevalecen a las diferentes

condiciones ensayadas.

Los resultados de los experimentos llevados a cabo para BM a diferentes presiones (10—40
MPa) y temperaturas (35-55 °C), en funcién de la cantidad de piretrina (1,0 y 2,0 ml) se

muestran en la Figura 19. Un analisis de la misma refleja un aumento apreciable en la carga de
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impregnacion cuando se aumenta la temperatura desde 35 °C hasta 55 °C en las presiones
estudiadas. A medida que se aumenta la temperatura, aumenta la difusividad del didxido de
carbono y también la volatilidad de la piretrina, lo que a su vez favorece los fendmenos de
transferencia de masa y, por tanto, la penetracion del soluto en la matriz con la consiguiente

impregnacion.
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Figura 19

Estudio de la carga de impregnacién de piretrina por BM a dos temperaturas y
diferentes presiones de proceso

Tiempo de impregnacion de 1 h

Pajnik y col. [114] han analizado la solubilidad del extracto de piretrina en CO2 supercritico.
En el rango analizado por estos autores, de 35-40 °C y 8-20 MPa, los niveles mas altos de
solubilidad de piretrinas se lograron a baja temperatura y alta presion. La informacion que se
encuentran en la literatura sobre la relacion entre la solubilidad y las cargas de impregnacion
no son definitivas [95,111,115]. En este sentido, si bien algunos autores han indicado que las

mayores cargas de impregnacion estan directamente relacionadas con la solubilidad del soluto
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en el solvente, otros indican que, por el contrario, una solubilidad tan alta puede interferir en

los rendimientos de impregnacion ya que el soluto tiene mayor afinidad por el solvente.

Resultados similares del efecto de la temperatura han sido reportados en la literatura; por
ejemplo, Sanchez-Sanchez y col. [117] concluyeron que, en el caso de la impregnacion con
fluidos supercriticos de mangiferina e iriflofenona en poliéster, la eficiencia de impregnacion

también se increment6 al aumentar la temperatura desde 35 hasta 55 °C a 50 MPa de presion.

En relacion al efecto de la presion, exceptuando las pruebas que se realizaron a 10 MPa y
produjeron las mayores cargas de impregnacion, la Figura 19 muestra como un incremento en
la presion desde 20 hasta 40 MPa, da como resultado una mejora del rendimiento de
impregnacion. Los niveles de presién méas altos disminuyen la difusividad de CO., pero
aumentan la absorcion de CO> y el hinchamiento de los polimeros. Fernandez-Ponce y col.
[118], también llegaron a resultados semejantes al analizar el proceso de impregnacion de &cido
galico (GA) en tejidos de algodon. Ellos observaron que, en condiciones isotérmicas, un nivel
de presion mas alto conducia a cargas de acido galico mas elevados. Este efecto positivo de la
presion fue mas notable a 45 °C donde la carga de impregnacion aumenté de 73,3 a 236,4 g
GA / 100 mg de algodon, con el incremento de presion de 10 a 30 MPa. Segun esta
investigacion, una presion mas alta mejora la capacidad disolvente del CO3, favoreciendo asi la

disolucién del compuesto activo [118], y por tanto, el rendimiento de impregnacion.

Un estudio reciente obtuvo como resultado un mayor efecto de plastificacion del CO> sobre PP
a alta presion en comparacion con el efecto sobre otros polimeros semicristalinos como el poli

(tereftalato de etileno) (PET) o poliestireno (PS) [119]. Este efecto de plastificacion es mayor
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al aumentar la presion [120] y favorece la difusion y el acceso de moléculas a los sitios activos

dentro del polimero, lo que a su vez mejora su capacidad de impregnacion [121].

Los resultados mostrados en la Figura 19 indican que a 10 MPa - nivel de baja presion - la
afinidad del extracto de piretrina hacia el polimero es mucho mayor que su afinidad hacia el
CO2 en condiciones supercriticas. A estas condiciones de operacion (55 °C y 10 MPa) la
densidad del CO; es la mas baja (340, 78 Kg m™) y por tanto su poder disolvente disminuye, la
solubilidad del soluto también es baja y todo ello provoca que el extracto de piretrina tenga mas
afinidad por el polimero que por la fase fluida supercritica. La presion afecta las propiedades
fisicoquimicas del CO2 en estado supercritico, pero también las del polimero. Un gas
comprimido, como el COa, puede ser bastante soluble en polimeros vitreos a estos niveles de
presion. Ello provoca un considerable hinchamiento del polimero y la reduccion de la

temperatura de transicion vitrea (Tg) [120,121].

A 40 MPay 55 ° C, se alcanzaron valores de cargas de impregnacion cercanos a los obtenidos
a 10 MPa y 55 ° C. Sin embargo, Pajnik y col. [115], quienes completaron un estudio sobre la
impregnacion de extracto de piretrina en tejidos de PP, concluyeron que las mejores cargas de
impregnacion se obtuvieron a 20 MPa. Estos autores utilizaron el mismo polimero, pero
analizaron la impregnacion en una fibra y no en una pelicula. Este comportamiento diferente
puede explicarse por un transporte de masa diferente que dependeria de la estructura de la
matriz. Aunque el tipo de polimero es el mismo, la estructura amorfa y cristalina de la muestra
puede variar y la estructura espacial del polipropileno es diferente. Estas diferencias pueden

explicar este comportamiento diferente [115].
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Para analizar la influencia significativa de estas variables en el proceso de impregnacion BM,
se realizé un andlisis estadistico de los resultados. La Figura 20 y la Tabla 20 muestran el grafico

de Pareto correspondiente y los resultados del anélisis de varianza (ANOVA).

La presion se varié en 4 niveles; por tanto, su efecto se puede descomponer en dos factores: una
parte lineal y una parte cuadratica. Como puede verse en la Figura 20, la cantidad total de
piretrina cargada no depende en gran medida de la parte lineal de la presion; sin embargo, el
efecto de la parte cuadrética es significativo. Adicionalmente, el nivel de temperatura mas alta
juega un papel favorable, especialmente cuando la presién permanece en su valor mas bajo (10

MPa), alcanzandose las mayores cargas de piretrina.
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Figura 20
Diagrama de Pareto del proceso de impregnacién por el método discontinuo

Nota: A: efecto de la presion, B: efecto de la temperatura

El ANOVA (Tabla 20) muestra la significacion estadistica de cada efecto comparando su
cuadrado medio con una estimacion del error experimental. En el proceso BM, tanto el efecto
de la temperatura como el efecto cuadratico de la presion tienen un valor P menor a 0,05, lo que

indica que ambos tienen un efecto significativo sobre la variable de respuesta, carga de
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impregnacion, mientras que la combinacion de temperatura y presion (p> 0,05) no es

significativa.

Tabla 20
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Tabla ANOVA del proceso de impregnacion BM de piretrina en peliculas de PP

Suma de Cuadrado
Fuente Gl Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio
A: Presion 0,0010368 1 0,0010368 0,02 0,8887
B: Temperatura 2,48378 1 2,48378 49,35 0,0000
AA 0,394384 1 0,394384 7,84 0,0188
AB 0,0057122 1 0,0057122 0,11 0,7432
Bloques 0,000081 1 0,000081 0,00 0,9688
Error total 0,503345 10 0,0503345
Total (corr.) 3,38833 15

El resultado del analisis estadistico puede ajustarse a la ecuacién 5. Esta ecuacion permite
calcular el valor de la carga de impregnacion en mg / cm? para diferentes valores de presion
(MPa) y temperatura (°C) en el proceso BM. El coeficiente de correlacion para el ajuste
resultante es R?=85,15%. La Figura 21 muestra el gréfico de superficie que corresponde a esta

ecuacion empirica.

| (mg/ cm?) = —0,276125 + 0,035175 * T + 0,00157 * P2 (5)
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Figura 21

Gréfico de superficie de respuesta estimada del proceso de impregnacion de BM

mg de piretrina impregnado / cm? frente a P, T

La Figura 22 A'y B muestra los films antes y después del proceso de impregnacion supercritica,
respectivamente, a diferentes aumentos de microscopia electronica SEM. EIl andlisis de la
superficie del polimero por SEM permite concluir que el proceso de impregnacion no modifica
significativamente la estructura de la pelicula de PP. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Cejudo y col. [116] sobre la impregnacion de extractos naturales en peliculas de
PP /PET [116]. Sin embargo, Pajnik y col. [115] informé cambios en las fibras de la superficie
de PP. Su andlisis SEM indico que las fibras se habian arrugado después del proceso de
impregnacion del extracto de piretrina en PP. Estos autores justificaron estos cambios
morfolégicos como resultado de una fusion parcial del polimero [115]. En el presente trabajo
no se ha observado tal modificacion estructural del PP. Esto podria explicarse por el hecho de
que, aunque el polimero impregnado es el mismo, trabajaron en fibra mientras que en el presente

trabajo la impregnacion se realizé en peliculas de polipropileno. Dado que los polimeros de
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pelicula o fibra se obtienen a través de diferentes procesos, sus propiedades fisicas pueden verse

afectadas en consecuencia, lo que explicaria su diferente comportamiento.

Figura 22

Imagen SEM de pelicula de PP antes y después del proceso de impregnacion

Nota: A: imagen antes del proceso: (A1 a 2000 x y A2 a 16.000 x)
B: imagen después del proceso de impregnacién supercritica (B1 a 2000 x y B2 a 14.000 x)

Anélisis realizado en las mejores condiciones de impregnacion en BM.

5.2.1.4 Impregnacion del extracto comercial por el método semicontinuo (SM)

Al igual que en el proceso BM, se comenzara analizando el tiempo de funcionamiento del
proceso semicontinuo, en este caso también se ha analizado la cantidad de extracto de piretrina
afiadida en el primer recipiente. Una vez fijado ambos parametros se procedera al estudio del

efecto de la presion y temperatura sobre la carga de piretrina impregnada.
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5.2.1.5 Efecto del tiempo de impregnacion y la cantidad inicial de extracto afadida

utilizando el método semicontinuo

En la Figura 23 se muestra la variacion de la carga de impregnacion en funcion del tiempo de
operacion utilizando el método semicontinuo. Los tiempos de impregnacién ensayados fueron
3,4,5,8hyun tiempo elevado entre 12-22 h. Ademas, se evalud la cantidad de piretrina en el
recipiente de solubilidad (1 y 2 ml). Las condiciones de impregnacion seleccionadas para llevar
a cabo este estudio fueron 10 MPa y 55 °C. En esta figura se incluyen ademas las ecuaciones

de correlacion encontradas para los diferentes experimentos.
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Figura 23

Estudio de la carga de impregnaciéon de piretrina por SM a diferentes tiempos de
proceso

Nota: Pruebas realizadas a 10 MPa de presion y 55 ° C de temperatura
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La Tabla 21 muestra el andlisis estadistico de las ecuaciones de correlacion encontradas, en él
se incluyen los intervalos de confianza de los pardmetros de las ecuaciones. Mediante la
observacion de los intervalos de confianza de cada término, es posible comparar los resultados
obtenidos con las dos ecuaciones y determinar si son diferentes o semejantes desde un punto de
vista estadistico. Si los coeficientes de la ecuacion encontrados al trabajar con 1,0 ml de
piretrina se encuentran dentro de los niveles de confianza de la otra curva y viceversa se puede
inferir que ambas ecuaciones son semejantes. Este analisis ha permitido concluir que los datos
experimentales obtenidos al utilizar dos cantidades diferente de extracto de piretrina (1,0 y 2,0
ml) son semejantes desde el punto de vista estadistico. Por esta razén se selecciona 1,0 ml de
extracto como la cantidad adecuada para seguir realizando el resto de experimentos.
Probablemente, valores més altos de esta variable podrian conducir a mejores cargas de
impregnacion. Sin embargo, se decide mantener estas cantidades para realizar una comparacion
de los dos métodos de impregnacién analizados sin incrementar excesivamente esta cantidad.

Futuros trabajos de escalado podrian enfocarse a optimizar esta variable.

El tiempo de trabajo seleccionado para la impregnacién fue de 5 h, por ser un valor medio de
los tiempos analizados, ya que, como se ha comentado antes, los tiempos de impregnacion mas

altos afectarian a la rentabilidad del proceso.
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Tabla 21

Intervalos de confianza (95%) para los coeficientes del modelo

Parametro
Error estandar ~ Limite inferior Limite superior
estimado

Coeficientes del modelo para 1 ml de extracto de piretrina

Constante -0,234 0,047 —0,346 -0,123
Tiempo (h) 0,130 0,013 0,099 0,160
Tiempo (h)? —0,006 0,0007 —0,007 —0,004

Coeficientes del modelo para 2 ml de extracto de piretrina

Constante -0,178 0,072 —0,349 —-0,008
Tiempo (h) 0,096 0,020 0,049 0,143
Tiempo (h)? —0,005 0,001 -0,006 —0,002

5.2.1.6 Efecto de la presion y la temperatura por el método semicontinuo

Para determinar la influencia de la presion y temperatura en el proceso de impregnacion
utilizando el método semicontinuo (SM), se realizaron diferentes pruebas manteniendo el
tiempo de impregnacion constante (5 h). Los resultados de los experimentos a diferentes
presiones (10-40 MPa) y temperaturas (35-55 °C), en funcién de la cantidad de piretrina (1,0
y 2,0 ml) se muestran en la Figura 24. Un analisis de la misma, refleja un aumento apreciable
en la carga de impregnacion cuando se aumenta la temperatura desde 35 °C hasta 55 °C y se
trabaja a bajas presiones. A medida que se aumenta la temperatura, aumenta la difusividad del

diéxido de carbono y también la volatilidad de la piretrina, lo que a su vez favorece los
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fendmenos de transferencia de masa y, por tanto, la penetracion del soluto en la matriz con la

consiguiente impregnacion.
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Figura 24

Estudio de la carga de impregnacién de piretrina por SM a dos temperaturas y
diferentes presiones

Nota: Impregnacién realizada a las 5 h de tiempo de impregnacion

Pruebas realizadas con dos volimenes de piretrina (1,0 ml y 2,0 ml) adicionados en el primer recipiente

De manera similar al proceso BM, las mayores cargas de impregnacion se obtuvieron al trabajar
especificamente a 10 MPa y 55 °C. Sin embargo, al igual de lo que sucedio en los procesos de
BM, a medida que la presion superd los 10 MPa, las cargas de impregnacién fueron menores,
lo que indica que la afinidad de la piretrina hacia el CO2 en estado supercritico llega a ser mas

alto que en el polimero.

El efecto de la temperatura sobre la eficiencia del SM es diferente al que presentan en el proceso

BM. Asi, mientras que en el proceso BM un aumento de temperatura de 35 °C a 55 °C mejora
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la carga de impregnacién independientemente del nivel de presion, en el proceso SM las cargas
mas grandes se obtuvieron a la temperatura mas baja, excepto en aquellos casos en los que la
presion de operacion fue 10 MPa. Esto indica que el efecto de la temperatura sobre el proceso
de impregnacion del extracto de piretrina cuando se opera en SM depende de la presion de
trabajo. El proceso SM demostro ser mas complejo que el BM, ya que dos fendmenos diferentes
deben equilibrarse en diferentes etapas, es decir, la disolucion de la sustancia activa durante la
primera etapa y la posterior difusion e impregnacion de la sustancia activa en la matriz durante
la segunda etapa. Ademas, el flujo continuo de CO> hace que disminuya la cantidad de piretrina
en el primer recipiente del proceso SM. El resultado es que el solvente ya no estara saturado vy,
por lo tanto, el equilibrio se desplazara al solvente, disminuyendo la cantidad de piretrina

impregnada.

Se puede observar que a 10 MPa el efecto a un nivel de temperatura mas alto fue positivo, de
manera similar a lo que sucedio en el proceso BM. En su publicacion, Pajnik y col. [114],
indican que la solubilidad de la piretrina en sc-CO> esta minimizada para 10 MPa y 50 °C
(valores para 50 °C; no hay datos para 55 °C). Esto permite favorecer el equilibrio del proceso
de impregnacién hacia el polimero que se encuentra en el segundo reactor y no hacia la fase

supercritica, favoreciendo asi su impregnacion.

El proceso de impregnacion también se ve favorecido por el aumento de la difusividad a una
temperatura mas alta. Sin embargo, entre 20 y 40 MPa, se observd un efecto negativo de
temperaturas mas altas. Como se mencioné anteriormente, la temperatura no solo influye en la
solubilidad de las sustancias activas sino también en el comportamiento del polimero. Cejudo

y col. [122] analizaron las propiedades de traccién y termogravimétricas de los films de PP
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antes y después de ser impregnados con extracto de hoja de olivo a diferentes presiones y
temperaturas. Estos autores encontraron un efecto diferente en el rendimiento de las peliculas
de PP dependiendo de las condiciones del proceso. Mientras que las muestras procesadas a 35
°C dieron como resultado una cristalinidad reducida del PP, a 55 °C la cristalinidad del PP no
se vio afectada [122]. Esta modificacion de la cristalinidad del PP a baja temperatura deberia
favorecer el efecto de hinchamiento del polimero y, a su vez, facilitar la difusion de las
moléculas activas en el polimero. Bonavoglia y col. [120] y Kishimoto y col. [119] ya describen
de una mayor capacidad de absorcion e hinchamiento de CO. de los polimeros a bajas
temperaturas. Esto indica que en procesos SM a mayor presion, el efecto mas importante es la
difusividad del soluto y la plasticidad del polimero producido a temperaturas mas bajas, y la
menor solubilidad del soluto en el solvente se vuelve poco relevante. Por lo tanto, en los
procesos SM que se ejecutan entre 20 y 40 MPa, la temperatura debe mantenerse a niveles mas

bajos para favorecer la difusion del soluto y su afinidad con el polimero.

El efecto de ambas variables, temperatura y presion, se puede observar en el diagrama de Pareto
para las cargas de impregnacion (Fig. 25) y en los datos de ANOVA del estudio estadistico
(Tabla 22). En este caso, los efectos lineales y cuadraticos de la presion y el efecto de
interaccidn de la presidn por la temperatura, tienen un valor de P menor que 0,05, lo que indica
gue son estadisticamente significativas para un nivel de confianza del 95 %. El diagrama de
Pareto, asi como los datos de la Tabla 22, indican el efecto negativo tanto de presiones mas

altas como de la combinacidn de valores presion y temperatura mas altos.
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B: Temperatura

AA

AB

A: Presion

Figura 25
Diagrama de Pareto del proceso de impregnacion BM.

Nota: A: efecto de la presion. B: efecto de la temperatura

Tabla 22

Tabla ANOVA del proceso de impregnacion SM de piretrina en peliculas de PP

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

A: Presion 0,0221 1 0,0221 13,77 0,0040

B: Temperatura 0,0060 1 0,0060 3,74 0,0819

AA 0,0138 1 0,0138 8.60 0,0150

AB 0,0122 1 0,0122 7,63 0,0201

Bloques 0,0018 1 0,0018 1,12 0,3139

Error total 0,0160 10 0,00160

Total (corr.) 0,0720 15

La relacidn entre la presion y la temperatura con respecto al rendimiento de extraccion se puede

expresar de acuerdo con la ecuacion 6. El coeficiente de correlacion es R? = 77,70%.
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| (mg / cm?) = 0,200625-0,006875 * P + 0,00029375 * P? -0,0002475 * P * T. (6)

La Figura 26 muestra el diagrama de superficie de respuesta estimada para el proceso de

impregnacion SM.
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Figura 26

Gréfico de superficie de respuesta estimada

mg de piretrina impregnado / cm? frente a P, T en el proceso de impregnacion de SM

Finalmente, de acuerdo con las cargas de impregnacion obtenidas, parece claro que la mayor
carga de extracto de piretrina impregnado se obtiene en el proceso BM (0,11-1,32 mg/cm?)
frente al proceso SM (0,06-0,24 mg / cm?). En ambos casos, las condiciones de operacion mas
favorables se establecieron en 10 MPay 55 °C. Sin embargo, se obtuvieron resultados diferentes
dependiendo de la temperatura. Mientras que a 35 °C no se observaron diferencias significativas

entre los resultados de BM y SM (0,11-0,19 y 0,17-0,20 mg/cm? respectivamente), a 55 °C, se
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pudo observar que BM (0,4-1,32 mg / cm?) obtuvieron cargas mayores que las obtenidas por
SM (0,06-0,24 mg / cm?). Este comportamiento puede explicarse por el rapido proceso de
descompresion realizado en el proceso BM. Cuando se produce esta descompresion, una gran
parte de la piretrina queda atrapada en el polimero. En SM, el disolvente fluye continuamente
a través del recipiente y una cantidad importante de extracto de piretrina se extrae del recipiente
de impregnacion. El proceso de descompresion se realiza después de un mayor tiempo de
impregnacion y el resultado es una menor carga de impregnacién en SM vs BM. Esto indica
que, para una menor solubilidad del soluto, la seleccion del modo de impregnacion es esencial.
Mientras que, por otro lado, cuando las condiciones operativas favorecen un nivel adecuado de
solubilidad de la sustancia bioactiva en el disolvente, las cargas de impregnacion resultantes no

parecen verse afectadas por el método de impregnacion utilizado, ya sea BM o0 SM.

Se debe tener en cuenta que la seleccion del modo de impregnacion a aplicar no solo debe
basarse en los resultados del proceso de impregnacion, sino también en una serie de aspectos
econdmicos y técnicos, particularmente en lo que respecta a la posibilidad de escalado del
proceso a nivel industrial. En este sentido, el proceso BM presenta una gran cantidad de
dificultades técnicas, como la necesidad de incorporar un dispositivo de agitacion al sistema
que plantearia algunos problemas en un equipo a escala industrial. Por otro lado, los procesos
SM no presentan una gran dificultad técnica en el escalado. De hecho, la celda de disolucion
solo requeriria el tamafio suficiente para introducir la muestra activa, mientras que la celda de

impregnacion podria aumentarse de tamafio sin ninguna dificultad particular.

Por lo tanto, aungque generalmente se obtuvieron mayores cargas de impregnacion del

procedimiento BM, se deben tener en cuenta una serie de inconvenientes con respecto a su
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escalamiento y particularmente la incorporacion de un dispositivo de agitacion. Por esta razon,
los procesos SM parecen ser mas adecuados para la impregnacion de piretrinas en peliculas de
PP. Sin embargo, una posibilidad es utilizar un sistema con recirculacion en el que se
incremente el valor de este parametro. Cuando la recirculacion tiende a infinito, el modelo
tiende a un tanque agitado, aunque los costos de operacion se incrementan cuando es necesario

aumentar el trabajo del equipo de bombeo de fluidos.

5.2.2 Impregnacion con un extracto natural de piretrina

Considerando los resultados obtenidos en el apartado anterior de impregnacion del extracto
comercial en PP por los dos métodos de impregnacién (BM y SM), en el presente apartado se
analizan los resultados de las impregnaciones realizadas con el extracto obtenido en el proceso
de extraccion supercritica. EI extracto seleccionado para estas pruebas ha sido el obtenido a
partir de la variedad Atlantis, realizando la extraccién a 55°C y 10 MPa de presion. Las pruebas
se realizaron usando el método discontinuo, que es el que mejores resultados presenta con el
extracto comercial, analizando el efecto de la (10 MPa y 40MPa). La temperatura de
impregnacion (55 °C), y el tiempo de impregnacion (5 h) se mantuvieron constantes. Los
resultados se muestran en la Figura 27. En esta figura se incluyen ademas los resultados
obtenidos a las mismas condiciones en el proceso de impregnacion del extracto comercial en

plasticos de PP utilizando un sistema de impregnacion en discontinuo (BM).
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Figura 27

Estudio de la carga de impregnacion del extracto natural y del comercial de piretrina
por BM

Impregnacidon a 55 °C, durante 5 h.

De manera similar a la impregnacion del plastico con el extracto comercial por el método BM,
las mayores cargas de impregnacion se obtuvieron al trabajar a 10 MPa. Al aumentar la presion
(40 MPa), las cargas de impregnacion fueron menores, confirmando lo encontrado en los
ensayos realizados con el extracto comercial, que indican que la afinidad de la piretrina hacia

el COz en estado supercritico llega a ser mas alta que hacia el polimero al aumentar la presion.

Se puede concluir que a 10 MPa se favorece el equilibrio del proceso de impregnacion hacia el

polimero y no hacia la fase supercritica, aumentando la carga de piretrina en el polimero.
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Es importante destacar que, en el caso del extracto obtenido por extraccion supercritica, la
disminucion del rendimiento al pasar a 40 MPa es mucho més acusada. El resultado obtenido a
40 MPa con el extracto natural presenta un rendimiento de extraccion significativamente
inferior al obtenido a 10 MPa, en comparacion con las pruebas realizadas con el extracto
comercial. Ademas, los resultados obtenidos a la misma presion, pero con diferente extracto
muestran un menor rendimiento del proceso de impregnacion cuando se trabaja con el extracto
obtenido mediante extraccion supercritica. Este diferente comportamiento se puede atribuir a
que el extracto comercial, obtenido por técnicas convencionales, y el extracto natural, obtenido
por extraccion supercritica, presentan composiciones diferentes. El proceso de extraccion
supercritica es un proceso mas selectivo y la pureza del producto obtenido sera diferente a la
del extracto comercial. El resultado es un diferente comportamiento en el proceso de
impregnacion redundando en una menor impregnacion cuando se trabaja a 40 MPa. A esta
presion, el extracto natural tendré una solubilidad diferente en didxido de carbono supercritico
a la que tendrian el extracto comercial, desplazando el equilibrio hacia la fase disolvente
favoreciendo el proceso de desorcién del extracto del polimero. El hecho de que el extracto
natural se haya obtenido a 10 MPa, hace que cuando se trabaje a 40 MPa en el proceso de
impregnacion, la solubilidad de las sustancias aumente significativamente, y por tanto el
proceso de impregnacion se vea desfavorecido. Parece obvio concluir que para que el proceso
a 40 MPa incrementara su rendimiento, el extracto que deberia haberse utilizado era el obtenido
a esa misma presion, para que las sustancias extraidas tuvieran la solubilidad en didxido de

carbono adecuada a la presion de trabajo del proceso de impregnacion.
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5.3 Perspectivas futuras

En el desarrollo de esta investigacion se han observado algunos aspectos que podrian dar
continuidad al presente trabajo y que estarian orientados a optimizar los procesos de extraccion
de la piretrina y su impregnacion en el plastico. En concreto, basados en los resultados
obtenidos en este trabajo y conociendo las mejores condiciones de extraccion e impregnacion
del extracto natural, en trabajos futuros seria de interés analizar la integracion del proceso de
extraccion y el de impregnacidn. Se podria realizar un montaje de una planta de extraccion, que
esté conectada en linea con el reactor de impregnacion. De esta forma se minimizaria el

consumo de disolvente, mejorando el rendimiento econdémico del proceso global.

Teniendo en cuenta las diferentes publicaciones sobre la estabilidad de los extractos de
piretrina, asi como los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, resulta de interés
analizar el proceso de impregnacion, pero en vez de utilizar el extracto de piretrina, emplear
derivados de la piretrina, con el fin de comparar los porcentajes de impregnacion obtenidos con

este tipo de productos y el extracto de piretrina natural.

Otro aspecto interesante a analizar en futuros trabajos, se plantea con la funcionalizacion de
plasticos biodegradables, aprovechando la metodologia empleada para la impregnacion de
polimeros isotacticos. Los métodos empleados en nuestro laboratorio permitieron realizar
impregnaciones a bajas temperaturas; condicion que se espera poder aprovechar en la

impregnacion de otro tipo de plasticos que no sean estables a altas temperaturas.
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Dado que los resultados de la impregnacién del PP fueron muy positivos, se espera poder hacer
impregnaciones en este mismo polimero, empleando otro tipo de compuestos de interés
agroindustrial, con el fin de disminuir el uso de plaguicidas en la agricultura. Asi mismo, seria
de interés analizar la impregnacion sobre soportes poliméricos con nutrientes organicos con
bajo efecto residual, que posteriormente serén liberados lentamente sobre el suelo, con el fin de

favorecer las condiciones de los cultivos.
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Conclusiones

La discusion de los resultados experimentales del proceso de extraccion e impregnacion de

piretrinas permite redactar las siguientes conclusiones:

6.1 Con respecto a los resultados de extraccion

La extraccion con dioxido de carbono supercritico, ha mostrado ser una técnica efectiva

para la extraccion de piretrinas de las flores de crisantemo.

A una menor presion se obtienen los mejores rendimientos del proceso de extraccion de

piretrinas, en todas las variedades de crisantemo analizadas.

Al comparar los rendimientos de extraccion obtenidos de las flores de crisantemo, se

observa que los resultados se comportan de manera similar en las dos condiciones analizadas.

No se observaron diferencias significativas entre las variedades analizadas en el
rendimiento de extraccion, obteniéndose un mayor rendimiento en el caso de la extraccién de

la muestra de crisantemo blanca (Atlantis).

Teniendo en cuenta el rango de presiones y temperaturas analizados, las condiciones de

extraccion mas efectiva son a 10 MPa de presion y 35 °C de temperatura, con una muestra seca.

A una menor presion se obtienen mejores porcentajes de rendimiento de extraccion del

extracto de piretrinas, en todas las variedades de crisantemo analizadas
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6.2 Con respecto a los resultados de impregnacion con un extracto comercial de piretrinas

La impregnacion con disolvente supercritico ha demostrado ser una técnica con muy

buenos resultados, para la incorporacién de una sustancia bioactiva en una matriz de polimero.

Los dos modos analizados, BM y SM, produjeron cargas de impregnacion satisfactorias,
siendo mayores las obtenidas en el método BM a 55 °C. Entre los dos modos de impregnacion

(BM y SM) no se observaron diferencias significativas a 35 °C de temperatura.

El tiempo del proceso tiene efecto sobre la carga de impregnacion del proceso en BM,

de tal manera que, a mayor tiempo, menor cantidad de impregnacion.

Se ha encontrado que el proceso de impregnacion tiene buenos resultados con menores
cantidades de extracto, lo que permite optimizar los procesos de impregnacion a escala

industrial.

Se ha observado un efecto favorable de la temperatura en la impregnacion de piretrinas
en el polimero. Asi, el aumento de la temperatura produce cambios en las propiedades del PP,
cambiando la movilidad y permitiendo una buena difusion del extracto de piretrinas en el

plastico.

En cuanto al efecto de la presion, los mejores resultados se obtuvieron a 10 MPa. Sin
embargo, una vez superada esta presion, se detecté un aumento de la carga de impregnacion

con la presion en practicamente todos los casos.
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La cinética de impregnacion del proceso SM se analiz6 incorporando dos cantidades
diferentes de la sustancia activa en el primer recipiente. Los resultados obtenidos indican que
no hay diferencia significativa cuando se agregan 1,0 o 2,0 ml de extracto de piretrina al primer

recipiente.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el laboratorio, las mejoras cargas del extracto
para los métodos BM y SM, se obtienen en las primeras horas del proceso, no siendo necesario

largos periodos de impregnacion.

En cuanto a la temperatura se observé un aumento apreciable en la carga de impregnacion

cuando se aumenta desde 35 °C hasta 55 °C y se trabaja a bajas presiones (10 MPa).

El aumento de la presién conduce a un aumento de la carga de extracto en condiciones
isotérmicas debido al aumento de la solubilidad del extracto, de la difusion del CO2 y del

hinchamiento del polimero, sin embargo, los mejores resultados se obtuvieron.

La solubilidad del extracto aumenta significativamente con la presion. En ese caso,

trabajar a baja presion deberia mejorar la particion del extracto a favor de la fase polimérica.

Las mayores cargas de impregnacion se obtuvieron al trabajar especificamente a 10 MPa
y 55 °C. Sin embargo, al igual de lo que sucedié en los procesos de BM, a medida que la presién

superd los 10 MPa, las cargas de impregnacion fueron menores.
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6.3 Con respecto a los resultados de impregnacion con un extracto obtenido mediante

extraccion supercritica

Los resultados de impregnacion del PP con el extracto de piretrina comercial y el
extracto obtenido en el laboratorio, presentan un comportamiento similar en el proceso de

impregnacion.

Las mayores cargas de impregnacion se obtuvieron al trabajar a 10 MPa y al aumentar

la presion a 40 MPa, las cargas de impregnacion fueron menores.

Los resultados obtenidos de impregnacion del extracto obtenido por tecnologia
supercritica, en relacion a la impregnacién del extracto comercial, son significativamente
menores, atribuyendo este comportamiento a la diferente composicion que tienen ambos

extractos y a la diferente solubilidad en el diéxido de carbonos supercritico.
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